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研究成果の概要（和文）：後天視覚障害の上位を占める糖尿病網膜症、加齢黄斑変性などの増殖性疾患において
は、網膜の上下に生じる線維(血管)増殖組織が主要病態である。我々は、増殖組織の進展に関する遺伝子レベル
の知見を蓄え、新しい分子標的療法を開発する目的で、ゲノムワイド遺伝子発現解析を行い、約100の増殖組織
特徴的遺伝子群の抽出に成功した。
本研究では、増殖組織特徴的遺伝子群のうち、マトリセルラー蛋白であるペリオスチとテネイシンCを標的とし
た革新的一本鎖RNAによる分子標的薬を作成し、In vitro、In vivoモデル系で網膜上下の線維血管増殖に対する
抑制効果を確認した。両分子標的薬は臨床で使用可能であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In intraocular proliferative diseases such as diabetic retinopathy (DR) and 
age-related macular degeneration (AMD), fibro (vascular) membrane (FVM) formation above and beneath 
the retina plays a pivotal role in the primary pathology. We have succeeded in extracting 
approximately 100 highly expressed genes in FVMs associated with PDR, which included periostin and 
tenascin-C, a matricellular protein.
We showed that the expression of periostin and tenascin-C was increased in the retinas of a mouse 
model of oxygen-induced retinal neovascularization (NV) and in choroidal NV. A new class of RNA 
interference (RNAi) agent that targets periostin and tenascin-C had a significant inhibitory effect 
on the retinal NV, CNV and choroidal fibrosis than control RNAi with no apparent adverse effects. 
These findings suggest a causal relationship between these matricellular proteins and intraocular 
FVM formation, and a potential therapeutic role of the new intravitreal RNAi agents for DR and AMD.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 
眼内細胞増殖は後天視覚障害の上位を占め
る糖尿病網膜症(DR)、加齢黄斑変性(AMD)
や増殖硝子体網膜症(PVR)などで観察される。
これらの増殖性網膜硝子体疾患においては、
網膜の上下に生じる線維(血管)増殖組織が主
要病態である。これは一種の創傷治癒反応で
あるが、眼内で過剰におこると難治で、視機
能を低下させる。  

DR は、全国で年間 3,000 人以上が失明す
る視覚障害原因の第 2 位であり、眼科医療の
中で最も重要な疾患の一つとなっている。ま
た AMD も高齢化社会の進展により増加の一
途をたどっており、視覚障害原因の第 4 位で
あり、DR 同様最も重要な眼科疾患の一つと
なっている。今後も DR、AMD の患者数は増
加すると言われており、よりよい治療法の確
立が社会的急務である。 

DR は大きく非増殖と増殖網膜症に分類さ
れる。増殖糖尿病網膜症(PDR)では血管成分
(病的血管新生)と線維成分(線維組織形成)を
含む線維血管増殖組織(以下 PDR 増殖組織)
が網膜面上に出現し、その収縮による牽引性
網膜剥離が視力低下の原因となる。日本人に
多い滲出型 AMD では網膜下に線維血管増殖
組織が生じ、視機能が障害される。さらに、
PDR、 AMD と同様の増殖組織形成は、手術
侵襲に伴う術後眼内細胞増殖による PVR で
も認めるが、その分子機序は殆ど不明である。
治療は光凝固術や硝子体手術が行われてい
るが、視機能を維持できない症例も多い。増
殖組織の形態学的観察では、網膜グリア細
胞・筋線維芽細胞・網膜色素上皮細胞(RPE)・
新生血管内皮細胞等が認められる。このうち
増殖組織収縮に伴う牽引性網膜剥離に病態
の主体となるのはRPE由来であるとされる。 
近年、AMD や DR の治療に抗血管内皮増殖
因子(VEGF)療法が導入され、眼科臨床で一
定の成果をあげている。しかし、その薬効は
限定的であり、二次性の線維性変化による牽
引性網膜剥離を増悪させる場合もある。した
がって、増殖組織の病因に基づいた新しい分
子標的薬の創製が期待される。 
 2003 年にヒトの全遺伝情報が明らかにな
り、ゲノムの構造、転写産物の配列や機能の
情報が加速度的に蓄積された。その結果、特
定の組織中の遺伝子発現を包括的に把握す
ることが容易になった。この時代的背景をふ
まえて、我々は増殖組織の成因に基づいた分
子標的療法を開発する目的で、2002 年より、
患者増殖組織のゲノムワイド遺伝子発現解
析を中心としたプロジェクトを世界で初め
て開始した。 
ゲノムワイド遺伝子発現解析は、注意深く

行う必要があるため、まず当施設での
Illumina マイクロアレイシステムの最適化
を行い、高い再現性があると結論づけた
(Invest Ophthalmol Vis Sci, 2010; Lab 
Invest, 2011)。次に、極小検体である増殖組
織からの RNA 抽出の条件を最適化し、EST

解析用のパイプラインを構築した。その後、
増殖組織と網膜由来の RNA を用いて約 4 万
遺伝子のマイクロアレイ解析を行い、正常網
膜での発現がほとんどなく、増殖組織で有意
に高発現である増殖組織特徴的遺伝子が約
100 存在することを初めて見出した。 
また、PVR 由来増殖組織と増殖のより緩やか
な続発黄斑上膜を用いて EST 解析を行い、
続発黄斑上膜に比較して PVR 由来増殖組織
で高発現の細胞接着や増殖に関与する遺伝
子 群 を 見 出 し た (Br J Ophthalmol, 
2010;PLoS One, 2013)。これら 2 つのゲノム
ワイド遺伝子解析で共に高発現を示したペ
リオスチンは、増殖組織で特異的に発現し、
その活動性を促進すると考えられた。そこで、
ペリオスチンを第一の標的として、増殖組織
形 成 へ の 関 与 を 検 証 し た (Invest 
Ophthalmol Vis Sci, 2011＆2008)。ペリオス
チンは組織修復に関与するマトリセルラー
蛋白で、PDR・PVR いずれにおいても患者
硝子体で高値を示し、病期と正の相関を示し
た。また、正常網膜には発現せず、PDR・PVR
増殖組織のα -smooth muscle actin（α
-SMA）陽性細胞に特異的に発現していた。
In vitro でペリオスチン蛋白投与により、増
殖組織の構成細胞であるヒト RPE の増殖、
遊走、接着、コラーゲン合成が亢進した
(FASEB J, 2013)。さらに、ペリオスチン阻
害により TGF-β2 や患者硝子体依存性の細
胞接着と遊走が抑制された。In vivo では、ペ
リオスチン阻害により PVR の進行や網脈絡
膜線維(血管)増殖が抑制された。以上よりペ
リオスチンは眼内増殖抑制治療の分子標的
になると考えられた(FASEB J, 2013)。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究成果は、増殖組織のゲノム

ワイド遺伝子発現解析が真に患者様に役立
つ新しい分子標的薬創製に極めて有用であ
ることを示唆している。そこで、抽出増殖組
織特徴的遺伝子群のうち、炎症や癌で特異的
に誘導されるペリオスチンとテネイシン C
に着目し、日本独自の技術である一本鎖RNA
をプラットフォームとしてペリオスチン・テ
ネイシン C 標的一本鎖核酸(nkRNA)を創製
し、臨床で用いうる薬剤となり得るか否かに
ついて検討した。 

 
３．研究の方法 
１)黄斑円孔、黄斑上膜、PDR 患者の硝子体手
術の際に硝子体サンプルを採取した。ELISA
法により硝子体中のテネイシン C、ペリオス
チンと VEGF を定量した。また、手術中に採
取した増殖組織を用いてテネイシン C、ペリ
オスチン、αSMA、CD34、CD31、GFAP、integrin
αV の免疫染色を行った。 
 
２)培養ヒト血管平滑筋細胞(VSMC)を低酸素
暴露後、テネイシンC遺伝子発現を定量した。
また培養ヒト網膜血管内皮細胞(HREC)を用



いて、テネイシン C、ペリオスチン蛋白の増
殖、遊走、管腔形成への効果を検討した。さ
らに、ペリオスチン・テネイシン C 標的一本
鎖核酸の細胞増殖能、遊走能、接着能、管腔形成
の抑制効果の定量を行った。 
3) マウス酸素負荷網膜血管新生(OIR)モデ
ルやレーザー誘導脈絡膜血管新生モデルを
用いてペリオスチン・テネイシン C 標的一本
鎖核酸の安全性と抑制効果を検討した。 
 
４．研究成果 
１）PDR 硝子体中ペリオスチン・テネイシン
C 濃度と相関を検討した。PDR 硝子体ではコ
ントロールと比較して、疾患責任分子である
ペリオスチン・テネイシン C濃度が有意に高
値であった（p<0.01）。ペリオスチンとテネ
イシン C の硝子体中濃度は有意に相関した
（p<0.01、r=0.439）が、VEGF とテネイシン
C は相関がなかった（p<0.05、r=0.181）。増
殖組織を伴う PDR では、増殖組織のない PDR
に比し有意にペリオスチン・テネイシン C濃
度が高値であった（P<0.05）。増殖組織の免
疫染色では、ペリオスチン・テネイシン Cは
αSMAおよび CD34 陽性細胞上の integrinαV
と共染色を認めた。 
 
２)マウス OIR モデルにおいて、ペリオスチ
ン・テネイシン Cの網膜血管新生への役割に
ついて検討した。ペリオスチン・テネイシン
C は虚血網膜内のαSMA 陽性細胞や網膜上新
生血管中のαSMAおよびCD31陽性細胞と共染
された。培養 VSMC の低酸素暴露後 3 時間で
テネイシンC遺伝子の発現は有意に高値を示
した（P<0.05）。さらにペリオスチン・テネ
イシン Cは容量依存的に HREC の増殖、遊走、
管腔形成を促進した。一方ペリオスチン・テ
ネイシン C 標的一本鎖核酸は HREC の増殖、
遊走、管腔形成を有意に抑制した。 
ペリオスチン・テネイシン Cは虚血網膜中の
血管平滑筋や網膜新生血管の周皮細胞から
産生され、integrinαV 受容体を介してパラ
クライン的に網膜血管新生を促進する可能
性が示唆された。 
 
3)テネイシン-C の脈絡膜新生血管形成への
役割について検討した。加齢黄斑変性患者の
脈絡膜新生血管膜とレーザー誘導マウス脈
絡膜血管新生モデルを用いた蛍光免疫染色
では、テネイシン Cはα-SMA、パンサイトケ
ラチン、CD31、CD34、インテグリンαV と共
染色した。同マウスモデルでは、レーザー照
射後 3 日目でテネイシン C の mRNA およびタ
ンパクの発現上昇を認めた。In vitro では、
テネイシンCはヒト網膜色素上皮細胞の増殖
を促進し、接着を抑制した。さらに、テネイ
シンCはヒト微小血管内皮細胞の増殖、接着、
遊走、管腔形成をすべて促進した。これらの
促進効果はインテグリンαV 阻害剤であるシ
レンジタイドで阻害された。ヒト網膜色素上
皮細胞は TGF-β2によりテネイシン Cを発現

し、ヒト網膜色素上皮細胞馴化培地はヒト微
小血管内皮細胞の増殖、管腔形成を促進した。
さらに、その促進効果は馴化培地にテネイシ
ン C siRNA を導入することで阻害された。テ
ネイシンCノックアウトマウスやテネイシン
C siRNA を硝子体注射したマウスでは脈絡膜
新生血管の体積は有意に減少した。これらの
結果より、形質転換した網膜色素上皮細胞に
よりテネイシン Cは分泌され、インテグリン
αV を介して傍分泌様式で脈絡膜新生血管の
発達に関与していると考えられる。従って、
テネイシンCは加齢黄斑変性の脈絡膜血管新
生に対する治療標的となる可能性がある。 
  
4)ペリオスチンを標的とし、RNA 干渉を用い
てその発現を抑制する新規 1 本鎖核酸医薬
(NK0144)の脈絡膜増殖組織形成抑制効果を
検討した。 
In vitroのアッセイ系を脈絡膜増殖組織にお
いてペリオスチンを産生している主な細胞
と考えられる培養ヒトRPE細胞を用いて行っ
た。TGFβ2刺激によるペリオスチン発現増幅
下で亢進する RPE 細胞の増殖、接着、遊走そ
れぞれを NK0144 により抑制出来るかを検討
した。NK0144 により RPE 細胞の増殖、接着、
遊走がそれぞれ有意に抑制された。 
In vivo ではマウスレーザーCNV モデルを用
いて NK0144 の脈絡膜増殖組織に対する作用
を検討した。CNV モデルではレーザーによる
血管新生誘導後にペリオスチンの発現が増
大し、レーザー後 14 日目で発現が最大とな
った。またその発現は蛍光免疫染色で RPE 細
胞と共染することを確認した。ペリオスチン
ノックアウトマウスではレーザーにより誘
導された初期の CNV、後期の脈絡膜線維組織
ともに野生型に比べて減少しておりペリオ
スチンが脈絡膜増殖組織形成を促進してい
ると考えられた。このモデルに FITC で標識
した NK0144 を硝子体内投与したところ、投
与後 24 時間から RPE 細胞への到達を認め、
少なくとも120時間までは残存していること
を確認した。また、NK0144 はこのモデルにお
けるRPE細胞のペリオスチン発現を有意に抑
制していることも確認した。 
 
以上より、両分子標的薬は眼内増殖抑制薬と
して、臨床で使用可能であると考えられた。
現在、産学官連携により、本薬剤の臨床応用
を試みている 
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