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研究成果の概要（和文）：私たちはマウスにおける実験的レーザー誘導脈絡膜新生血管（CNV）に対する組織プ
ラスミノゲン活性化因子(tPA)の血管新生作用の抑制効果について検討した。tPAを硝子体内注射投与すること
で、CNVの体積が小さくなることを示した。また、同モデルにおいて、ｔPAの投与が血液の凝固に関係するフィ
ブリノーゲンや血管新生を示唆するマーカーのCD31の発現を抑制することを示した。また、網膜の電気的活動を
評価する網膜電図において、tPAの投与がその正常な活動に影響を与えないことを示した。以上の結果よりtPAが
加齢黄斑変性に対する治療薬となりうる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We investigate the antiangiogenic efficacy of tissue plasminogen activator 
(tPA) on experimental laser-induced choroidal neovascularization (CNV) in mice. Intravitreal 
administration of tPA significantly suppressed CNV leakage and CNV volume. Intravitreal injection of
 tPA suppressed fibrin/fibrinogen and CD31 expression in laser-induced lesions. Histologic 
examination and electroretinography showed no evidence of retinal toxicy in eyes injected with tPA. 
The current results suggested that tPA may be a potential therapeutic adjuvant for treating CNV.

研究分野： 脈絡膜新生血管
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１．研究開始当初の背景 

組織プラスミノゲン活性化因子(tPA)は、実

験的に血管新生促進あるいは抑制という相反

する作用の報告があるが、私たちはこれまで

に、臨床で、脈絡膜新生血管（CNV） に合併

する網膜下血腫移 動に tPA 注入を併用す

ると CNV 鎮静化が得られ易いことを見いだ

している(Mizutani T et al. Graefes Arch Clin 

Exp Ophthalmol, 2011)。tPA は今までの報告

から、病態に応じて異なる作用を示すと考えら

れるが、私たちが見いだした CNV 鎮静化作

用は、フィブリン溶解により血管新生が進展す

る場がなくなるためではないか、と推論した。

私たちはこれまでに、過剰なレーザー出力で

ブルッフ膜を破壊し、実験的に CNV を誘導

するマ ウスレーザーCNV モデルを用いて、

CNV 病態解明および新規治療法開発を目

的に研究してきた（Mizutani T et al. Invest 

Ophthalmol Vis Sci., 2013）。  

本研究では、臨床での推論を証明し、実験

的なエビデンスを得ることを目的に、マウスレ

ーザー CNV モデルを用いて、tPA の CNV 

に対する血管新生抑制作用およびその機序

の解明、という着想 に至った。 

 
２．研究の目的 

滲出型加齢黄斑変性症(AMD)、特に脈絡

膜新生血管に対する抗血管内皮増殖因子

(VEGF)治療は、臨床で主流ではあるが、医療

経済の圧迫、眼・全身副作用の点からも、新

たな治療法の開 発が社会的にも望まれてい

る。組織プラスミノゲン活性化因子は眼科領

域では網膜下血腫 移動や網膜静脈閉塞症

に対して使用されているが、私たちは、CNV 

による網膜下血腫症例に tPA を硝子体内に

投与すると、CNV の鎮静化が得られやすいこ

とを見いだした。tPA 自体には、血管 新生促

進あるいは抑制と相反する報告が過去にあり、

病態に応じて異なる作用を示す可能性がある

（Rakic JM et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 

2003、Hattenbach LO et al. Retina 1999、

Gutierrez LS et al. Cancer Res. 2000）。本研

究ではその点に着目し、tPA の実験的 CNV 

に対する血管新生抑制作用、さらにその機序 

を検討し、臨床的に抗 VEGF 治療補助とな

る新規 CNV 治療法開発を目指すものであ

る。 

 

３．研究の方法 

（１）マウスレーザーCNV モデルの作成 

生後 8 週の雄 C57BL/6J マウスに、レー

ザーを 200ｍｗ、100msec、100μｍのスポット

サイズで 視神経周囲に 3-4 発過剰凝固し、

ブルッフ膜を破壊することで CNV を誘導する。

レーザー照射後７日目に蛍光眼底造影を行

い、CNV からの蛍光漏出をグレーディングし

た後、 眼球を摘出し、４％パラホルムアルデヒ

ドで固定後、網膜色素上皮(RPE)-脈絡膜-強

膜フラットマ ウントを作成。FITC で標識され

たレクチンを用いて CNV の免疫染色を行い、

レーザー共焦点顕微鏡で観察、CNV 容積を

計算する。 

（2）組織プラスミノゲン活性化因子硝子体内

注入  

レーザー直後に tPA を 33G シリンジを

用いて硝子体内に投与する。 投与量として 

4 IU あるいは 40 IU を選択し、7 日後に蛍

光眼底造影、CNV 容積評価を行い、 最も 

CNV 抑制効果の得られた投与日、投与量を

決定する。  

（３）CNV 発症後の組織プラスミノゲン活性化

因子投与の血管新生作用  

レーザー直後に tPA を硝子体内に投与し

て、7 日後に CNV 抑制効果について、蛍光

眼底造影およびフラットマウントによる CNV 

容積を測定し、検討する。  

（４）組織プラスミノーゲン活性化因子の硝子

体内注射によるフィブリノーゲン、CD31 の発

現の反応 

 レーザー直後にｔPA を硝子体内に投与して、



３日後にフィブリノーゲンおよび CD31 の発現

を免疫組織学的に評価する。 

（５）組織プラスミノーゲン活性化因子の硝子

体内注射の網膜毒性 

レーザー直後にｔPAを硝子体内に投与して、

7 日後に網膜電図を用いて、網膜の電気生理

学的機能およびレーザー照射部位の組織学

的形態を評価する。 

 

４．研究成果 

（１）組織プラスミノーゲン活性化因子の脈絡

膜新生血管からの蛍光漏出抑制効果 

 蛍光眼底造影検査において、レーザー直後

に 40IU の tPA を硝子体内投与した群では、

PBS や４IU の tPA を投与した群と比較して有

意に CNV からの蛍光漏出が抑制された

（P<0.01）（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 組織プラスミノーゲン活性化因子による

脈絡膜新生血管の血管漏出抑制 
 
 
（２）組織プラスミノーゲン活性化因子による脈

絡膜新生血管の容積の抑制効果 

 レーザー直後に 40IU の tPA を硝子体内投

与した群では、PBS や４IU のｔPA を投与した

群と比較して有意に CNV の容積が抑制した

（P<0.05）（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 組織プラスミノーゲン活性化因子による 
     脈絡膜新生血管の容積の抑制 
 
 
（３）組織プラスミノーゲン活性化因子によるフ

ィブリン／フィブリノーゲンおよび CD31 の抑

制 

レーザー直後に 40IU の tPA を硝子体内投

与した群では、PBS を投与した群と比較してフ

ィ ブ リ ン ／ フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 発 現 お よ び

CD-31 陽性細胞が有意に減少した（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 組織プラスミノーゲン活性化因子による 
   フィブリン／フィブリノーゲンおよび CD31 
   の抑制 
 
 
（４）組織プラスミノーゲン活性化因子の硝子

体内注射の網膜毒性評価 

 レーザー直後に 40IU の tPA を硝子体内注

射し、7 日目に tPA に関連した網膜毒性につ

いて評価した。PBS 投与群と tPA 投与群では

組織学的に差はなく、網膜毒性を示唆する所

見は認めなかった。また網膜電図においても、

PBS 群、tPA 投与群ともに異常なく、網膜毒性

を示唆する所見は認めなかった（図４）。 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ ｔPA の網膜毒性の評価 
 
 
 以上の結果より、tPA の投与によりマウスに

おけるレーザー誘導 CNV モデルにおいて、

作成した CNV の部位におけるフィブリン／フ

ィブリノーゲンの発現が抑制され、また CNV

容積が抑えられたことから、フィブリンが CVN

形成の足場となる疎な組織である細胞外マトリ

ックスの架橋において重要な役割をしており、

ｔPA 硝子体内投与が CNV 形成の足場におけ

る、フィブリン役割を阻害することで血管新生

を抑制している可能性が考えられた。 
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