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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症における網膜上線維血管増殖組織形成と黄斑浮腫という重要２大病態に
着目した新しい分子標的療法を確立することを目的とした。増殖組織特徴遺伝子であるテネイシンCの網膜線維
血管増殖への関与を明らかにできた。また、テネイシン標的核酸が有意な抑制効果を示した。一方、ROCK阻害点
眼薬リパスジルを培養血管内皮細胞に前処理後、炎症性サイトカイン刺激(MCP-1, IL-6, TNF-a)を行ったとこ
ろ、経内皮電気抵抗値の低下およびclaudin-5発現低下が有意に抑制されることを確認した。リパスジルがVEGF
以外の炎症性サイトカインによるバリアー機能破綻を抑制することを明らかにした。　

研究成果の概要（英文）：We aimed to establish a novel molecular targeting therapy based on two 
important pathological conditions, retinal fibrovascular memmbrane formation and macular edema in 
diabetic retinopathy. We have clarified the involvement of tenascin-C whose expression is 
specifically enhanced in retinal fibrovascular proliferation. In addition, RNAi tarageting 
tenascin-C  showed significant inhibitory effect on retinal fibrovascular proliferation. On the 
other hand, inflammatory cytokine stimulation including MCP-1, IL-6, TNF-a was performed after 
pre-administration of ROCK-inhibitor, Lipasdir, to the cultured vascular endothelial cells. The 
inhibiton of ROCK pathway resulted in a decrease in transendothelial electric resistance and 
claudin-5 expression. These results indicated that Lipasdir may inhibit disruption of barrier 
function by supressing inflammatory cytokines other than VEGF. 　
　

研究分野： 眼科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症(DR)は糖尿病の三大合併症の
一つであり、後天視覚障害原因の第 2 位であ
る。年間 3000 人が失明しており、DR の病
態理解に基づいたよりよい治療の確立が社
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)では線維血管増
殖組織(以下増殖組織)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。一方、DR による視力低下の
もう一つの重要病態として糖尿病黄斑浮腫
(DME)がある。DME は DR 患者の約 20-30％
に病期に関係なく生じる。治療は光凝固術、
薬物療法や硝子体手術が行われているが、視
機能を十分に維持できない症例も多い。 
近年、DR や加齢黄斑変性の治療に抗血管内
皮増殖因子(VEGF)硝子体注射が導入され、
眼科臨床で一定の成果をあげている。しかし、
1．薬効が一時的であり、繰り返し注射を必
要とする、2．無反応例が存在する、3．増殖
組織の”angio-fibrotic switch”により牽引性
網膜剥離を増悪させる場合がある、4．長期
投与で神経網膜の萎縮性変化を生じる、など
の問題点も明らかになってきた。 
したがって、DR の病態に基づいた新しい
“Beyond VEGF 治療”が期待される。 
申請者は約 40 年間にわたり、新しい治療の
分子標的同定を目指して、DR の重要病態で
あるPDR(増殖組織形成)やDME(血管透過性
亢進)の分子機序を明らかにしてきた。これま
で、TGF-βや PDGF が Rho 結合キナーゼ(以
下 ROCK)を介して増殖組織の収縮に関わる
ことを明らかにした(Invest Ophthalmol Vis 
Sci 2004, 2013; Diabetes 2008, 2009; Proc 
Natl Acad Sci U S A 2008)。さらに最近、ゲ
ノムワイド遺伝子発現解析により増殖組織
の進展を規定している約100の増殖組織特徴
遺伝子の同定に成功した。このうちマトリセ
ルラー蛋白であるぺリオスチンに着目し
(Invest Ophthalmol Vis Sci 2011, 2012; 
PLoS One 2013; Br J Ophthalmol 2010, 
2014; FASEB J 2014)、ペリオスチンを標的
とした一本鎖核酸を最適化した(Gene Ther 
2015)。現在科学技術振興機構や産業革新機
構など産学官共同で日本発の創薬を試みて
いる。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、抽出し
た増殖組織特徴遺伝子群のうち、炎症や癌で
特異的に誘導されるテネイシン C に着目し、
ペリオスチンに次ぐ増殖抑制分子標的薬を
創製することにした。 
網膜血管には網膜血液関門(BRB)が存在し、
血管内から組織への物質の移動(血管透過性)
を制御することで、網膜の微小環境を至適に
維持している。申請者らはこれまでに、DR
における BRB の破綻に起因する血管透過性
の亢進が、DME の発症に繋がることを明ら

かにした(Exp Eye Res 1980; Br J 
Ophthalmol 1993)。BRB による血管透過性
の制御は、網膜血管内皮細胞間に存在する
tight junction(TJ)に支えられており、通常で
は発達した TJ により細胞間隙は隙間のない
状態に保たれている。さらに申請者らは、DR
において、VEGF が TJ 構造を破綻させる 1
つの因子であることを明らかにした(Lab 
Invest 1996)。また近年、ROCK の活性が、
脳微小血管内皮細胞における TJ 構造の破綻
に関わることが示され、注目されている
(Brain Research 2011)。しかし、DR におけ
るTJ構造の破綻とROCKとの関連について
検討した報告はない。DR における血管透過
性亢進への ROCK の関与を明らかにするこ
とができれば、ROCK 阻害剤によって糖尿病
網膜血管透過性における病態を制御できる
可能性がある。 
本研究では、血管透過性を制御する TJ 構成
分子として特に重要とされる、occludin 及び
claudin-5 の 2 つの分子に焦点を当て DME
におけるこれらの分解機序及び ROCK シグ
ナルとの関連性を解明することを目的とす
る。また近年、ROCK 阻害剤が点眼薬(K-115; 
商品名グラナテック®)として緑内障に対し
て臨床応用された。そこで ROCK 阻害点眼
薬が DME への有効な治療薬になるか否かも
検討することにした。 
さらに、内眼手術補助剤として Brilliant 
Blue G(BBG)に着目し、安全評価のための前
臨床試験を行い、高い眼内での安全性と、臨
床使用における有効性を証明し(Arch 
Ophthalmol. 2006;Retina 2006, 2007, 2013, 
2014; Br J Ophthalmol 2009; Invest 
Ophthalmol Vis Sci 2007)、欧州でのライセ
ンスアウトに成功した。 
以上に加えて我々は網膜疾患に対する国産
遺伝子治療技術の開発を進めてきた(Gene 
Ther 2003; J Gene Med 2008; Am J Pathol 
2008; Hum Gene Ther 2009)。対象疾患のひ
とつである網膜色素変性（RP）に対する遺伝
子治療は、平成 25 年 3 月より第 I 相臨床試
験として被験者への投与が開始された。これ
までのところ重篤な副作用は認められてお
らず、高い安全性が確認されつつある。この
臨床応用で用いる治療製剤（ウイルスベクタ
ー）に搭載されている遺伝子は、神経保護因
子であるヒト色素上皮由来因子（hPEDF）で
あるが、血管新生抑制因子（Science 1999）、
VEGF による血管透過性亢進抑制因子（Proc 
Natl Acad Sci U S A 2004）、さらに炎症抑制
因子（FASEB J, 2006）としての性質を併せ
持っている。また、DME 患者硝子体中の
PEDF 濃度は低下し、DME の病勢と逆相関
している（Funatsu H, et al. Ophthalmology 
2006,2009）。したがって我々の確立した
PEDF 遺伝子治療を DME に応用できれば、
強い抗DME効果が期待でき、画期的なDME
の神経保護療法となる可能性がある。 
 



２．研究の目的 
本研究の最終目標は DR の２大重要病態であ
る網膜上線維血管増殖と黄斑浮腫の分子機
序解明に基づいた新しい分子標的療法を包
括的に確立、臨床応用し、個別化医療を実現
することである。この目的に向け、研究期間
内に以下のことを明らかにする。 
①テネイシンC標的核酸医薬の最適化と網膜
血管新生抑制効果の検討。  
②ROCK 阻害点眼薬の DME 抑制効果の検討。 
③DME 患者に対する神経保護遺伝子治療の基
盤作成。 
 
３．研究の方法 
 
①1．テネイシン C標的核酸医薬の最適化と
網膜血管新生抑制効果の検討 
(1)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 蛋白の増殖、遊走、管腔
形成への効果を検討した。さらに、テネイシ
ン C 標的核酸の細胞増殖能、遊走能、接着能、
管腔形成の抑制効果の定量を行った。 
(2) 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
用いてテネイシン C 標的核酸の安全性と抑
制効果を検討した。 
 
②臨床応用へむけた ROCK 阻害点眼薬の
DME 抑制効果の検討 
培養ヒト網膜血管内皮細胞(HREC)、DME 動
物モデルを用いて、occludin と claudin-5 の
局在や発現の変化を定量する。さらに、これ
まで明らかとなっていない DR における網膜
血管透過性亢進メカニズムへの ROCK の関
与と血管透過性制御に対する ROCK 阻害点
眼剤の有効性を検討する。これは糖尿病網膜
血管透過性亢進に対して現在使用されてい
る抗 VEGF 阻害薬とは異なり、VEGF を抑
制することなく血管透過性を改善するとい
う新しい観点からの治療法開発である。 
 (1)ROCK 阻害の網膜血管内皮細胞における
occludin、claudin-5 の発現への効果(in vitro) 
培養ヒト網膜血管内皮細胞(HREC)を高血糖
刺激や糖尿病網膜症患者血清、Rho activator
リゾホスファチジン酸（lysophosphatidic 
acid）、VEGFで刺激し、occludinや claudin-5
の発現変化をWestern blottingや蛍光抗体法
を用いて評価する。さらに ROCK 阻害剤を
前処置することによって、これら刺激による
occludin や claudin-5 の発現の変化にどのよ
うな影響を与えるか評価する。 
(2)DME モデルマウスにおける血管透過性改
善効果の検討 
DME モデル動物として、DM 自然発症マウ
スである Akita マウスと VEGF 過剰発現マ
ウスである Kimba マウスを交配した
Akimba マウスを用いる。Akimba マウスに
ROCK 阻害剤(K-115)を点眼し、フルオレセ

イン蛍光眼底造影検査で血管透過性の亢進
が制御できるか否かを評価する。また、網膜
組織における tight junction 関連蛋白を免疫
組織化学、電子顕微鏡微鏡で検討し、ROCK
阻害点眼剤による影響を評価する。同時に網
膜から蛋白と DNA を抽出して、occludin や
claudin-5 の発現変化を Western blotting お
よび PCR で定量する。 
 
③国産遺伝子治療技術を応用した DME に対
する神経保護遺伝子治療法開発の基盤作成 
 DME 患者に対する新しい治療法として、
我々が開発した国産遺伝子治療技術を応用
する。第３世代アフリカミドリザル由来サル
免疫不全ウイルス（SIV）ベクターは、安全
性に優れた国産ウイルスベクターである。こ
のベクターを用いた網膜色素変性（RP）に対
する遺伝子治療は、平成 25 年 3 月より被験
者への投与が既に開始されており、順調に登
録が進んでいる。一方、搭載されているヒト
色素上皮由来因子（hPEDF）は、神経保護効
果、抗血管新生効果、抗血管透過性亢進効果、
抗炎症効果を併せ持つ因子である。従って、
本研究では、疾患モデル動物を用いて投与す
るベクター（SIV-hPEDF）の至適濃度を決定
するとともに、遺伝子治療臨床研究実施計画
を作成し、学内倫理委員会での審議を受ける
準備を整える。 
 
４．研究成果 
 
①マウス OIR モデルにおいて、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。
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。一方テネイシン C標的核
酸は HREC の増殖、遊走、管腔形成を有意に
抑制した。 
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。 
テネイシン Cによる網膜色素上皮(RPE)細胞
の上皮間葉移行(EMT)への関与を検討した。
In vitro では、TNC siRNA 導入後 TGF-β2で
刺激した RPE 細胞の EMT マーカー(αSMA, 
SNAIL, E-cadherin)の遺伝子発現、蛋白発現
を検 討した。また、テネイシン C 標的核酸
導入時の Smad2/3 リン酸化と Smad2/3, SARA
結合能の変化をウェスタンブロット、免疫沈
降法で検討した。In vivo では、マウス線維
血管増殖モデルの光凝固後7日目にテネイシ
ン C 標的核酸を硝子体注射し、21 日目の線
維組織体積を比較した。テネイシン C 標的核
酸は TGF-β2依存性の EMT を抑制した。TNC 



siRNA は TGF-β2に より誘導される Smad2/3
リン酸化を抑制し、同時に Smad2/3 と SARA
の結合能を抑制した。さらにマウスモデルに
おいて、テネイシン C標的 siRNA を硝子体注
射した群ではコント ロール群と比べ線維組
織体積が減少した。TNC は RPE 細胞において
SARA, Smad2/3 を介した TGF-β2依存性 EMT
に関与することが示唆された。 
 
②In vitro で、ヒト網膜微小血管内皮細胞
（HRMEC）をリパスジルで前処理し、次いで
VEGF で刺激した。 ROCK 活性は、MYPT-1 のリ
ン酸化 によって評価した。網膜におけるリパ
スジルの濃度は、液体クロマトグラフィー質
量分析法(LC-MS/MS)によって測定した。In 
vivo で は、正常食塩水、0.4％、または 0.8％
リパスジルを虚血網膜血管新生モデル（OIR）
マウスあるいは VEGF 強制発現マウスに 1日 3
回投与 した。出生後（P）15、P17、または
P21 に網膜フラットマウントで血管新生およ
び無血管網膜領域を定量した。網膜低酸素領
域を、P17 で免疫組織化学により低酸素感受
性薬剤ピモニダゾールを用いて評価した。血
管の正常化は P17 の免疫組織化学によっても
評価した。 リパスジルは、30μmol/L の HRMEC
における VEGF 誘導 MYPT-1 のリン酸化を有意
に減少させた。リパスジルは、VEGF 誘導 HRMEC
の遊走、増 殖、血管透過性亢進とクローディ
ン 5膜発現を有意に阻害した。網膜における
リパスジルの濃度は、それぞれ 0.4％および
0.8％のリパ スジル処置の後、3.8-10.4μ
mol/L および 6.8-14.8μmol/L であった。 
0.4％および0.8％のリパスジル処置 OIRマウ
スでは、P17 および P 21 の生理食塩水処置マ
ウスのものと比較して、血管新生および網膜
の無血管領域の面積が有意に減少した。VEGF
強制発現マウスにおいて蛍光造影検査での透
過性促進が抑制され、光干渉断層計における
網膜浮腫が抑制されることを観察した。ピモ
ニダゾール染色は、0. 4％および 0.8％リパ
スジルでの処置が生理食塩水と比較して低酸
素領域の増加を有意に阻害することを明らか
にした。 
さらに我々は、「VEGF 発現上昇の遷延化が網
膜炎症を招いており、抗 VEGF 療法抵抗性の
DMEではVEGF以外の炎症性サイトカインによ
るバリアー機能破綻が残存している」という
仮説を立てた。 
VEGF 発現上昇の遷延化が網膜炎症を招くと
いう仮説を証明するために、VEGF 強制発現遺
伝子改変マウスであるKimbaマウスを用いて
ELISA アッセイを行ったところ、DME 患者の
硝子体と同様に、様々な炎症性サイトカイン
の発現が上昇していた。OCTにおいてもKimba
マウスでは網膜浮腫を呈しており、血管内皮
細胞膜上のclaudin-5発現量も低下していた。 

Kimba マウスの網膜浮腫に対する薬剤効果検
証として、抗 VEGF 療法(ベバシズマブ硝子体
注射)と抗 ROCK療法(リパスジル点眼)の単独、
及び両者併用療法を施行したところ、単独療
法では部分的なバリアー機能回復効果しか
得られなかったが、併用療法ではほぼ正常レ
ベルにまでバリアー機能が回復し、網膜浮腫
が軽減した。以上の結果から、リパスジルは
抗 VEGF 療法と異なる作用を持つことが示唆
された。 
我々は、リパスジルが VEGF 以外の炎症性サ
イトカインによるバリアー機能破綻を抑制
するのではないかと仮説を立て、in vitro に
て検証を行った。リパスジルを培養血管内皮
細胞上清に前投与した後に、炎症性サイトカ
イン刺激(MCP-1, IL-6, TNFa)を行ったとこ
ろ、TEER(経内皮電気抵抗値=バリアー機能の
指標)の低下および claudin-5 発現低下が有
意に抑制されることを確認した。以上の結果
から我々の仮説が正しいことが証明された。 
 リパスジル点眼は既に緑内障点眼薬とし
て上市しており、非臨床試験も施行済である。
薬剤に因る眼毒性を懸念する必要がない。本
研究成果を受け、抗 VEGF 抵抗性 DME に対す
るリパスジル点眼の効果を臨床試験で検証
する予定としている。 
 
③Akimba マウス 4 週齢の片眼に、
1.0x106-2.5x108 TU/ml の SIV-hPEDF を網
膜下投与し、投与後 4 週（8 週齢）までの網
膜厚を OCT で経時的に評価し、投与後 4 週
ならびに 8 週で眼球を摘出し、病理組織的に
検討したところコントロールと比べて異常
を認めなかった。上記動物実験と並行して、
厚生労働省・文部科学省の遺伝子治療ガイド
ラインなどの指針・法律等に基づいて臨床研
究実施計画書を作成した。 
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