
久留米大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７１０４

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

増殖組織特徴的遺伝子発現を基盤とした個別化「硝子体内分子切除」治療概念の確立

Development of individualized molecular targeting therapy in the vitreous based 
on the specific genes in fibrovascular membrane.

５０３６３３７０研究者番号：

吉田　茂生（Yoshida, Shigeo）

研究期間：

１８Ｋ０９４５０

年 月 日現在  ３   ６ １８

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：ペリオスチン・テネイシンC蛋白複合体によりテネイシンC、ペリオスチンとファイブ
ロネクチン蛋白の存在が確認された。
PDR硝子体液において、ペリオスチン、テネイシンCとファイブロネクチンの間に有意な高い相関関係がみられ
た。ペリオスチンノックアウトの抑制効果はテネイシンCノックアウトの抑制効果より強く、ダブルノックアウ
トの抑制効果と同様であった。今回の研究では、血管新生の足場としてペリオスチン、テネイシンC、フィブロ
ネクチンを含むタンパク質複合体形成が重要であり、さらにペリオスチンがその複合体の形成過程でテネイシン
Cの結合に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We found significant correlation between concentrations of PN, TNC and FN in
 PDR vitreous humor. Interleukin-13 (IL-13) promoted mRNA and protein expression of PN and TNC in 
human microvascular endothelial cells (HRECs). IL-13 promoted angiogenic functions of HRECs. Single 
inhibition of PN or TNC and their dual inhibition by siRNA suppressed the up-regulated angiogenic 
functions. Pathological pre-retinal neovessels of oxygen-induced retinopathy (OIR) mice were 
attenuated in PN knock-out, TNC knock-out and dual knock-out mice compared to wild-type mice. Both 
in vitro and in vivo, PN inhibition had a stronger inhibitory effect on angiogenesis compared to TNC
 inhibition, and had a similar effect to dual inhibition of PN and TNC. Furthermore, PN knock-out 
mice showed scant TNC expression in pre-retinal neovessels of OIR retinas. Our findings suggest that
 interaction of PN and TNC facilitates pre-retinal angiogenesis, and PN is an effective therapeutic 
target for PDR.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、極小検体である増殖組織のゲノムワイド遺伝子発現解析に初めて成功した。引き続いて、抽出された増
殖組織特徴的遺伝子群であるペリオスチン・テネイシンCが眼内増殖組織促進に極めて重要な役割を果たすこと
を明らかにした今回、ペリオスチン・テネイシンC蛋白複合体の抑制にペリオスチン抑制のみで十分効果的であ
ることがわかった。ペリオスチン、テネイシンCの網膜での発現レベルは低く、ペリオスチンを標的とした分子
標的薬を創製できれば、正常網膜にほとんど障害を与えることなく、増殖組織のみを消退させる治療となること
が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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予想され、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。 
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、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”による線維化により視機能を増悪させる場合
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、病態に基づいた新しい“Beyond VEGF 治療”が期待される。 
近年の抗 VEGF 薬の眼科臨床応用は、単一の分子標的療法が網膜硝子体疾患の治療に有用で

あることを呈示した。しかし、抗 VEGF 薬の増殖組織への効果は限定的である。我々の検証で
は、増殖組織特徴的遺伝子中には VEGF シグナル関連遺伝子は皆無であったことから、ぺリオ
スチン・テネイシン C 蛋白複合体を標的とした分子標的治療を創製できれば、抗 VEGF 薬と相
加的効果をもたらすことが期待される。 

 
２．研究の目的 
ペリオスチン・テネイシン C 蛋白複合体の構成蛋白群を同定し、各分子の相互作用を検証する。 
さらに、ペリオスチン、テネイシン C の一方あるいは両方の抑制による網膜血管新生抑制効果
を定量する。 
 
３．研究の方法 
(1) ペリオスチン・テネイシン C蛋白複合体の質量分析 
ヒト培養 RPE 細胞にペリオスチンを強制発現後にタンデムアフィニティー精製によりペリオス
チン・テネイシン C 蛋白複合体を単離・精製し、質量分析により構成蛋白群を網羅的に同定し
た。構成蛋白群に含まれる分子ターゲットをピックアップし、分子標的とした。 
 
(2)患者サンプルの収集 
九州大学において硝子体手術時に PDR に伴う線維血管増殖組織および特発性網膜上膜(iERM)を
採取した。同時に各硝子体液も同時に採取した。 
 
(3) In vitro アッセイ系でのペリオスチン/テネイシン C siRNA の細胞増殖能、遊走能、形質転
換の抑制効果 
培養ヒト網膜血管内皮細胞(HREC)を用いて、IL-13 刺激による増殖能、遊走能、管腔形成の亢

進に対する、ペリオスチン/テネイシン C siRNA の抑制効果について定量化を行った。管腔形成
に関してもマトリゲル上に HREC を培養、IL-13 で刺激後管腔形成の面積を画像処理し、ペリオ
スチン/テネイシン C siRNA の管腔形成抑制効果を定量化した。 
 

(4) In vivo 網膜血管新生モデルでのペリオスチン・テネイシン C阻害効果の評価 
ペリオスチン、テネイシン Cノックアウトマウスを用いた網膜前血管増殖抑制効果 
ワイルドタイプ、ペリオスチン、テネイシン Cノックアウトマウスを用いてマウス虚血網膜血管
新生モデルを作成する。虚血負荷 5日に、網膜前血管増殖抑制効果を定量化した。 
 
４．研究成果 
 
マトリセルラー蛋白であるペリオスチン・テネイシン C を培養ヒト網膜色素上皮細胞に強制発
現後 Flag 抗体をタンデムアフィニティー精製により用いて抽出し、SDSPAGE,銀染色で確認後、
分子量単位で切り出しを行い、蛋白複合体の構成蛋白を質量分析のスクリーニングを行った。ペ
リオスチン、テネイシン Cいずれの強制発現株においても質量分析により各々テネイシン C、ペ



リオスチンとファイブロネクチン蛋白の存在が確認された。免疫沈降法でこれらの関連蛋白結
合の再現性を確認できた。 
PDR 患者から切除された網膜前線維血管増殖組織から mRNA およびタンパク質発現を検証した

ところ、ペリオスチン、テネイシン Cとファイブロネクチンは対照に比べて有意に発現上昇して
いた。PDR 硝子体液においてもペリオスチン、テネイシン Cとファイブロネクチンの濃度は PDR
患者で有意に高値を示した。さらに、ペリオスチン、テネイシン Cとファイブロネクチンの間に
有意な高い相関関係がみられた。 
ヒト微小血管内皮細胞（HREC）において、インターロイキン-13（IL-13）は、ペリオスチン、

テネイシン C とファイブロネクチンの mRNA およびタンパク質発現を促進した。また HREC にお
いてペリオスチン、テネイシン Cとファイブロネクチンは共沈降した。 
IL-13 は HREC の増殖、遊走、管腔形成を促進した。HREC の細胞増殖はペリオスチン、テネイ

シン CsiRNA の両方によって阻害され、ペリオスチン siRNA はテネイシン C siRNA よりも高い阻
害効果を示した。一方、ペリオスチン siRNA の単回投与と、ペリオスチン siRNA とテネイシン C 
siRNA の併用投与との間に有意差はなかった。細胞遊走アッセイにおいても両 siRNA によって細
胞遊走が有意に阻害され、ペリオスチン siRNA はテネイシン C siRNA よりも高い抑制効果を示
した。 管腔形成に関しても、管腔形成の全長が両 siRNA によって減少した。ペリオスチン siRNA
はテネイシン C siRNA よりも高い抑制効果を示した。 ペリオスチン、テネイシン C siRNA の併
用投与は、管腔形成における相加的な阻害効果を示さなかった。 
虚血網膜血管新生マウスモデルにおいてペリオスチン、テネイシン C とのノックアウトによ

り網膜前血管新生を抑制した。 ペリオスチンノックアウトの抑制効果はテネイシン Cノックア
ウトの抑制より強く、ダブルノックアウトと同程度の抑制効果であった。ペリオスチンおよびテ
ネイシン Cの抑制により虚血誘導網膜前血管新生が抑制されることが明らかとなった。  
以上の in vitro、in vivo の結果より、ペリオスチンノックアウトの抑制効果はテネイシン C

ノックアウトの抑制効果より強く、ダブルノックアウトの抑制効果と同様であることが明らか
となった。今回の研究では、血管新生の足場としてペリオスチン、テネイシン C、フィブロネク
チンを含むタンパク質複合体形成が重要であり、さらにペリオスチンがその複合体の形成過程
でテネイシン Cの結合に重要であることが明らかとなった。眼内血管新生を抑制するにあたり、
ペリオスチンは現在主流の VEGF に続く標的分子として期待できることが期待された。 
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