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研究成果の概要（和文）：Cx3cr1-GFPマウスおよびアデノ随伴ウイルスによる標識を適宜利用し、糖尿病マウス
網膜についての免疫染色および２光子顕微鏡による生体イメージングを行った。糖尿病マウス網膜では網膜中間
層におけるミクログリアの密度が増加している傾向にあった。２光子顕微鏡を用いたミクログリアの動的評価で
は、ミクログリアの細胞体面積と突起面積の変化は２群間で有意な差を示さなかったが、突起長の変化は糖尿病
マウスで有意に大きい結果であった（P<0.01）。 糖尿病Aqp9ノックアウトマウスについて同様の解析を行った
ところ、Aqp9ノックアウトマウス網膜においてミクログリア数の増加および活発な突起変化が確認できた。

研究成果の概要（英文）：We conducted immunostaining and in vivo imaging of diabetic mouse retinas 
using appropriate labeling with Cx3cr1-GFP mice and adeno-associated virus. In diabetic mouse 
retinas, there was a tendency for an increased density of microglia in the inner retinal layer. 
Dynamic evaluation of microglia using two-photon microscopy showed no significant difference in cell
 body area and process area between the two groups, but there was a significantly greater change in 
process length in diabetic mice (P < 0.01). Similarly, analysis of diabetic Aqp9 knockout mouse 
retinas revealed increased microglial numbers and active process alterations in Aqp9 knockout mouse 
retinas.

研究分野：眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において慢性炎症の際に早期から異常が認められるミクログリアの変化が２光子顕微鏡による生体イメー
ジングで解析され糖尿病Aqp9ノックアウトマウスでその動きに変化が認められたことから、多面的な神経保護作
用を有する乳酸のトランスポーターであるAQP9が糖尿病早期における糖尿病網膜神経変性に関与している可能性
が高いと思われる。このことAQP9の基質である乳酸をターゲットにした糖尿病網膜症への早期介入への道筋を示
唆しており、将来の失明予防に大いに貢献できると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
高齢化社会において糖尿病患者の視機能を長期に維持するためには、視機能に影響を及ぼす網
膜血管イベントを短期的に治療することに加えて潜在性に進行する不可逆的な糖尿病網膜神経
変性に対する長期的な介入が重要であると考えられる。乳酸を輸送するトランスポーターであ
るアクアポリン９（AQP9）は網膜では主に神経節細胞とアストロサイトに発現しており、スト
レス下で神経保護的に作用すること、AQP9 遺伝子のプロモーター領域にインスリンによって
制御される領域が存在することがそれぞれ報告されている。我々は、糖尿病の発症早期から糖尿
病網膜神経変性に対する治療介入を行うことによって糖尿病網膜症で生じる血液網膜柵の破綻
を抑制するというシナリオを描いており、治療のターゲットとして中枢神経で神経保護的に働
く AQP9 に注目した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、網膜においてアストロサイトと網膜神経節細胞に発現する膜型トランスポーター
である AQP9 の糖尿病網膜神経変性への関与を機能的に解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
遺伝子改変マウス Cx3cr1-GFP マウス（ミクログリア標識）およびアデノ随伴ウイルス（アスト
ロサイト、網膜神経節細胞）による標識を適宜利用し、Aqp9 ノックアウトマウスにおける高血
糖の影響を H-E 染色、免疫染色および２光子顕微鏡による生体イメージングで評価した。高血糖
（糖尿病）マウスは 6 週齢の雄マウスにストレプトゾトシン(150mg/kg)の腹腔内注射すること
で作成した（コントロールではクエン酸ナトリウム緩衝液を腹腔内注射した）。 
 
４． 研究成果 
 
(1) H-E 染色による網膜切片の観察では、網膜の層構造に明らかな異常は認められなかった。一
方、Cx3cr1-GFP; Aqp9-/-マウスにおいて CD31 抗体で血管内皮細胞を免疫染色したところ、
糖尿病マウス網膜においてコントロールマウス網膜との比較で網膜中間層におけるミクロ
グリアの密度が増加している傾向にあった（図１）。 
 

 
図１ 糖尿病マウス網膜におけるミクログリアの変化。 
13 週齢（糖尿病発症 7 週間後）において、糖尿病マウスではコントロールマウスと比較して網
膜中間層におけるミクログリアの密度が増加している傾向にあった。青＝網膜血管、緑＝ミクロ
グリア。 
 
(2) ２光子顕微鏡による生体イメージングにおいて、ミクログリアの動きおよび形態変化を定量
化する方法につき複数のアルゴリズムをトライした。その結果、細胞体面積、突起面積、突
起長の 10 分間での変化量を糖尿病マウスとコントロールマウスで比較したところ(それぞ
れ n=5)、細胞体面積と突起面積の変化は２群間で有意な差を示さなかったが、突起長の変化



は糖尿病マウスで有意に大きい結果であった（P=0.005）（図 2）。 

 
図２ 糖尿病早期のマウス網膜におけるミクログリアの形態変化 
糖尿病発症 5週間後(11 週齢)における２光子顕微鏡によるマウス網膜の in vivo imaging.(A) 
Cx3cr1-GFPマウスにEvans blueの腹腔内注射を行うことにより血流とミクログリアの両方が描
出されている.（B）ミクログリアの細胞体面積および総突起長を測定し 5分間における変化によ
ってミクログリアの動的な変化を評価した.糖尿病マウスでは総突起長の変化がコントロールマ
ウスに比べて有意に大きかった (Mann-Whitney test). 
 
(3) 糖尿病 Aqp9 ノックアウトマウスについて同様の解析を行ったところ、Aqp9 ノックアウトマ
ウス網膜においてミクログリア数の増加および活発な突起変化が確認できた(図３)。 
 

 
図３ Cx3cr1-GFP 糖尿病マウスにおける２光子顕微鏡像 
Aqp9 ノックアウトマウスではコントロールマウスに比べてミクログリア数の増加および活発な
突起変化が生じていることが確認できる。赤＝網膜血管、緑＝ミクログリア。 
 
多面的な神経保護作用を有する乳酸のトランスポーターである AQP9 は糖尿病早期における糖尿
病網膜神経変性に関与している可能性が高い。慢性炎症の際に早期から異常が認められるミク
ログリアの変化が２光子顕微鏡による生体イメージングで解析できており糖尿病網膜でその動
きに変化が認められたことから、糖尿病網膜における AQP9 の関与が明らかになった。 
 
本研究を手掛かりに糖尿病早期における AQP9 の役割がより詳細に明らかになれば、乳酸をター
ゲットにした糖尿病網膜症への早期介入への道筋が示されることになり将来の失明予防に大い
に貢献できると考える。 
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