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研究成果の概要（和文）：マウス網膜の細胞動態をリアルタイムで観察することを目的に、共焦点レーザー蛍光
顕微鏡および二光子レーザー顕微鏡を用いた生体イメージング技術を開発した。さらに、血小板由来増殖因子受
容体βに対する阻害抗体を投与して網膜血管壁のペリサイトを消失させ、糖尿病網膜症と同様の血管異常を再現
することにより、マクロファージの動態異常をとらえることに成功した。これらの成果により、今後は網膜にお
ける神経細胞、グリア細胞、内皮細胞などの動態を生理的・病的状況において観察することが可能になると期待
される。

研究成果の概要（英文）：For the real-time monitoring of cell dynamics in live mouse retinas, we have
 developed an intravital imaging system utilizing confocal or two-photon laser scanning fluorescence
 microscopy. By exploiting this system, we successfully detected abnormalities in macrophage 
dynamics in pericyte-deficient mouse retinas following injections of an anti-PDGFRβ antibody, which
 reproduced characteristic features of human diabetic retinopathy. These achievements will 
contribute to elucidating dynamic movements of various types of retinal cells, including neurons, 
glial cells, and endothelial cells, under physiological and pathological conditions.  

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症では網膜血管壁のバリア破綻
にともなう黄斑浮腫や、虚血に伴う血管新生
が視覚障害の原因となる。こうした網膜血管
の機能異常では、炎症が深く関与しているこ
とが示唆されている。しかし、糖尿病モデル
動物ではヒト網膜症を再現できないため、そ
の実体は不明な点が多い。一方、糖尿病網膜
症では毛細血管壁からペリサイトが脱落す
ることが、半世紀以上前の剖検眼を用いた病
理組織学的解析より明らかにされている。そ
こで我々は、新生仔マウスに抗血小板由来増
殖因子受容体（platelet-derived growth 
factor receptor, PDGFR）βモノクローナル
阻害抗体を投与することにより、網膜血管壁
からペリサイトを消失させ、糖尿病網膜症と
同様の病理変化を再現することに成功した
（Uemura et al. J Clin Invest. 2002）。こ
うしたペリサイト消失網膜において、内皮細
胞や炎症細胞の動態を観察し、さらにその数
理モデルを構築することができれば、糖尿病
網膜症の病態理解を深め、新たな創薬コンセ
プトを創出できる可能性が期待される。 
 
２．研究の目的 
ペリサイトを消失したマウス網膜において、
血管内皮細胞やマクロファージの動態を観
察する生体イメージングシステムを開発す
る。さらに、網膜血管異常を in silico で再
現する数理モデルを確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）網膜血管におけるペリサイト消失 
生後 1 日野性型 C57BL/6 マウスまたは
CX3CR1-GFP マウスの腹腔内に、ラット抗マウ
ス PDGFRβモノクローナル抗体（clone APB5）
を投与し、網膜血管発生過程におけるペリサ
イト集積を阻害した。 
 
（２）マウス網膜イメージング 
 2%イソルフラン麻酔下に、ミドリン P点眼
液（トロピカミドおよびフェニレフリン塩酸
塩）にて瞳孔を散大し、スコピゾル眼球用液
（ヒドロキシエチルセルロース）を用いてマ
ウス用コンタクトレンズを装用した。その後、
共焦点レーザー蛍光顕微鏡または二光子レ
ーザー蛍光顕微鏡を用いて in vivo マウス網
膜タイムラプス観察を行った。さらに摘出マ
ウス眼球から作成したホールマウント網膜
の ex vivo 器官培養にて、共焦点レーザー蛍
光顕微鏡を用いたタイムラプス観察を行っ
た。 
 
（３）in silico 数理モデル 
 新生仔マウスにおける網膜血管発生画像
をもとに数理モデルを構築し、in silico シ
ミュレーションを行った。 
 
４．研究成果 
（１）成体網膜症モデルマウス 

 生後 1 日野性型 C57BL/6 マウスに抗 PDGFR
β抗体を単回投与すると、成体に至るまで網
膜血管壁におけるペリサイト被覆は正常化
しなかった。また、マクロファージを主体と
する炎症細胞の浸潤が長期間にわたって遷
延した。さらに、血管新生と血管退縮を含む
血管リモデリングが継続的に進行するにも
かかわらず、網膜内低酸素が改善することは
なかった。こうした状況では、マクロファー
ジが血管内皮細胞増殖因子（vascular 
endothelial growth factor, VEGF）および
胎盤由来増殖因子（placental growth factor, 
PlGF）を分泌するとともに、VEGF receptor 
(VEGFR) 1 を 発 現 す る こ と か ら 、
VEGF/PlGF-VEGFR1 によるマクロファージの
オートクラインシグナルの存在が考えられ
た。実際に、VEGFR1 細胞内キナーゼドメイン
を欠失した VEGFR1-TK-/-マウスに抗 PDGFRβ
抗体を投与すると、網膜ペリサイト消失にも
かかわらずマクロファージ浸潤が減少し、バ
リア破綻が抑制された。これらのマウス網膜
における病理変化は、ヒト糖尿病網膜症の一
側面を再現するするものと考えられた
（Ogura et al. JCI Insight. 2017）。 
 
（２）網膜マクロファージ動態イメージング 
 生後1日CX3CR1-GFPマウスに抗PDGFRβ抗
体を投与してペリサイト消失網膜症モデル
を作成し、さらに生後 4週にエバンスブルー
色素を静脈注射した後に網膜マクロファー
ジと血流のタイムラプス観察を行った（図）。
その結果、正常網膜のミクログリアと比較し、
ペリサイト消失網膜に浸潤したマクロファ
ージでは突起形成が抑制されることが明ら
かとなった。また、ペリサイトを消失させた
CX3CR1-GFP マウス網膜の血管内皮細胞を蛍
光レクチンで標識した ex vivo 器官培養のタ
イムラプス観察（図）では、VEGF および PlGF
を中和して VEGFR1 シグナルを阻害すると、
マクロファージの突起形成が回復すること
を見出した（Ogura et al. JCI Insight. 2017）。
我々は現在、ペリサイト消失網膜の新生血管
における内皮細胞イメージング技術の開発
に取り組んでおり、今後も継続する予定であ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図. マウス網膜イメージング 



Ogura et al. JCI Insight. 2017 より改変 
 
（３）網膜血管新生シミュレーション 
 新生仔マウス網膜では、視神経から網膜周
辺部に向かって血管発生が進行する。この過
程を、内皮細胞マーカーである PECAM-1 を用
いたフラットマウント網膜免疫組織化学染
色により連続的に観察し、数理モデルによる
シミュレーションを行った。その結果、動静
脈リモデリングを含む網膜血管新生を in 
silico で再現することに成功した（論文投稿
準備中）。今後さらに、ペリサイト消失網膜
症モデルマウスにおける血管新生のシミュ
レーションを行う予定である。 
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