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研究成果の概要（和文）：未熟児網膜症は、網膜血管が未完の時期に出生した早産児にみられる失明原因疾患
で、その本態は過剰VEGFによる正常血管発生の停滞とそれに続く異常血管新生である。本研究では、正常血管か
ら異常血管の転換を明らかにする目的で、病的環境に適応した血管内皮細胞のシグナル動態と機能の解析に着目
して解析を行った。その結果、過剰VEGFに曝された内皮細胞で誘導されるAktシグナルの特異な持続活性化が、
異常血管への転換に寄与することが示唆された。今後、持続的なAkt活性を制御する分子を同定することで、新
たな治療の開発に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Retinopathy of prematurity (ROP) is a vision-threatening disease in the 
retina of premature infants with incomplete retinal vascularization. In ROP, retinal vascular 
development stops and subsequently disorganized, fragile and leaky blood vessels grow. It has been 
studied that VEGF plays a critical role in the development of ROP. However, it remains unknown how 
endothelial cells alter responses to identical VEGF signaling in the growth of abnormal blood 
vessels. Here, we focused on long-lasting VEGF stimulation to reflect pathological condition, which 
induced persistent phosphorylation of Akt in cultured endothelial cells. Retinal blood vessels were 
dilated and leaky by the activation of Akt signaling pathway with transgenic mice. Therefore, 
molecules regulating persistent Akt activation can be potential targets for the treatment of ROP. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 未熟児網膜症は小児期の主要な失明原因
疾患であり、失明者は世界で５万人を超える
とされている。未熟児網膜症では、胎内から
胎外への急激な環境変化により網膜血管の
伸展過程が破綻し、血管伸長の停滞と異常新
生血管が生じる。しかし、多くの例で血管伸
長が再開し、異常血管網は自然消退する。つ
まり、網膜の血管発生機構は、環境変動の影
響を受けても正常血管網の構築を可能にす
る頑健なシステムを備えていると考えられ
る。一方で、網膜内の血管が伸展しないまま
異常血管新生に伴う出血や網膜剥離により
失明に至る例が存在する。重症例では自然消
退能が発揮されず、不可逆的な病態へ進展す
るのかは未だ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 
 網膜における正常血管発生だけでなく異
常血管新生おいても Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF) が中心的役割を担
うことが知られているが、特に重症未熟児網
膜症では VEGF が過剰に産生されているこ
とが報告されている。同じ VEGF刺激である
にもかかわらず内皮細胞が正常から異常血
管形成に転換する現象は、特定の外部刺激に
対してシグナル伝達を保証する閾値の存在
と細胞の応答変化の可能性を示唆する。本研
究では、病的環境を反映するような長期
VEGF 刺激により誘導される Akt 持続活性
が血管内皮細胞に及ぼす影響と網膜血管新
生に与える役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
本研究は以下の研究計画に沿って方法① — 
④を実施した。 
 
研究計画 
(1)血管内皮細胞におけるAkt持続活性の意義
を明らかにする。 
 
 培養モデルを確立し、Akt シグナル伝達の
強度や時間を保証するVEGF刺激の閾値が存
在するかを検証する。さらに VEGF長期刺激
による Aktシグナル伝達と細胞機能の変化を
解析するとともに、持続性の Akt活性化を誘
導する分子を同定する。 
 
(2)網膜血管新生におけるAkt持続活性の役割
を解明する  
 
 遺伝子改変マウスを用いて恒常活性型 Akt
の発現を誘導し、網膜異常血管網の形成にお
ける Aktの持続活性化の影響を明らかにする。 
 
 
 

研究方法 
①高濃度 VEGF刺激モデル 
 
 通常、VEGF の単発刺激により MAP キナ
ーゼおよび Aktはそれぞれ数分から数十分で
リン酸化された後、急速に不活化される。病
的環境を反映するようなVEGF長期刺激によ
り細胞内シグナル伝達に影響があるかを検
討する。まず、VEGF 長期刺激の細胞培養モ
デルを確立し、次いで VEGF下流の MAPキ
ナーゼおよび Aktのシグナル強度や持続時間
を解析した。 
 
（１）VEGF 長期刺激として、ヒト臍帯静脈
血管内皮細胞(HUVEC) を高濃度のヒト組換
えVEGFタンパクの存在下で 5日間培養した。
さらに 2日間の低濃度VEGF存在下で培養し
た後、再度 VEGFを添加した。 
 
（２）上記の条件で培養した細胞における
MAP キナーゼおよび Akt のリン酸化の経時
変化をウエスタンブロッティング法により
定量し、リン酸化の持続期間および強度を検
証した。 
 
②VEGF長期刺激が細胞応答に及ぼす影響 
 
 HUVEC において Akt の持続活性を誘導し
た上で、細胞増殖能、遊走能および透過性に
ついて解析した。細胞増殖は EdU アッセイ、
細胞遊走はタイムラプスによる画像解析、透
過性はトランスウェルアッセイを用いて評
価した。 
 
③VEGF 長期刺激により誘導される遺伝子発
現の網羅的解析 
 
 Akt の持続活性を誘導する分子を同定する
目的で、VEGF 長期刺激モデルにおいて、内
皮細胞の mRNA 発現様式変化を Affymetrix 
Gene Arrayを用いて網羅的遺伝子解析を行っ
た。得られた結果をもとに Aktのリン酸化を
制御するキナーゼ、フォスファターゼなどタ
ンパク質の翻訳後修飾に関わる酵素の発現
変化を確認した。 
 
④遺伝子改変マウスにおける網膜血管発生 
 
 網膜血管網の形成における Aktの持続活性
化の影響を明らかにするため、時期特異的に
発現誘導が可能な恒常活性型 Aktトランスジ
ェニックマウスを用いた。新生仔マウスに持
続性 Akt活性化を誘導し、網膜血管発生にお
ける血管形態を観察し、その機能について検
討した。 
 
４．研究成果 
 
①結果 
 



 VEGF 長期刺激後の培養血管内皮細胞は、
位相差観察で形態の変化はみられなかった。
細胞内シグナル伝達については、VEGF 刺激
が一定期間を超えると VEGF非依存的に Akt
活性が持続すると同時に、VEGF 依存的な活
性も維持されることが明らかになった。一方、
MAPK経路である ERK1/2と p38には持続活
性は誘導されなかった。また、Akt 持続活性
化がみられる内皮細胞では、細胞増殖に変化
はみられなかったが、細胞の自発運動の障害
と細胞間接着の脆弱による透過性亢進を示
すことが明らかになった。VEGF 長期刺激下
にある血管内皮細胞の遺伝子発現を経時的
に比較し酵素をはじめとする Akt活性制御に
関わる分子群に発現変化はほぼ見られなか
った。しかし、Akt が持続活性に転換する時
期特異的に発現量が変化する複数の分子を
同定することができた。 
 次いで、遺伝子改変マウスを用いて、Akt
持続活性が生体の血管新生に与える影響を
解析した。Akt の持続活性により発生期の網
膜では出血や浮腫が生じる。血管形態の解析
から、血管伸長の遅延・血管径の著明な拡
張・瘤状変化がみられた。また、これらの血
管では透過性が亢進しており機能異常も明
らかになった。さらに、Akt 持続活性マウス
では、網膜全体の VEGFの発現量の増加はな
く、血管伸長の足場となるアストロサイトの
形状に異常がみられないことから、Akt 持続
活性の誘導により生じる血管異常は内皮細
胞に起因すると考えられた。 
 
②今後の展望  
 
 本研究では、未熟児網膜症をはじめとする
虚血性網膜症における病的環境に適応した
血管内皮細胞のシグナル動態と機能に着目
し、正常血管発生から異常に転換する分子基
盤の解明を試みた。一般に VEGFは一過性に
Akt シグナル経路を活性化して、細胞の遊走
運動を促進することが知られている。ところ
が、高濃度 VEGF刺激が一定期間を超えると
Akt の活性化は刺激中止後も持続すると同時
に、刺激依存的な活性も維持されることを見
出した。さらに、網膜血管発生の過程におい
て、内皮細胞に Akt 持続活性を誘導すると、
正常環境にあっても異常血管を自律的に形
成することが明らかになった。この研究結果
から、血管内皮細胞がもつシグナル伝達は閾
値をこえるVEGF長期暴露により破綻し、Akt
の持続活性が誘導されることで異常血管網
が形成されるものと推測される。 
今後、持続的な Akt活性を制御する分子を同
定することで、新たな治療標的になりうると
期待される。 
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