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研究成果の概要（和文）：a9インテグリンのリガンドであるオステオポンチン（OPN）またはテネイシ

ン（TNC）のノックアウト（KO）マウスでは、コラーゲンI型、TGF1、アルファ平滑筋アクチンの発現を

減少させた。OPN由来シグナルは、Samd3とp38のリン酸化に直接関与した。TNC-KOは、角膜での瘢痕化と

血管新生の両者を抑制した。網脈絡膜のレーザー新生血管形成では、OPN欠失またはOPN中和抗体の全身投

与は、炎症性サイトカインの発現抑制と同時に、脈絡膜新生血管を抑制した。OPNまたはTNC由来のシグナ

ルの制御が、眼の瘢痕あるいは血管新生形成を伴う眼疾患に対する新たな治療戦略になりうることを示す

事ができた。 

研究成果の概要（英文）： 

The expression of extracellular matrix components and fibrotic cytokines in fibroblasts, which were 

from either osteopontin (OPN) or tenascin C (TNC), both of which are ligands of a9 integrin, 

knock-out and wild-type mice, were examined. Lacking OPN or TNC decreased the expression of 

type I collagen, TGF-b1, and alpha-smooth muscle actin. However OPN signaling is directly 

involved in phosphorylation of Smad3 and p38, the lack of TNC did not affect Smad3 expression 

levels or phosphorylation. The effects of TNC knock-out on wound healing models, which were 

scar healing after corneal incision and corneal angiogenesis, were examined. The lack of TNC 

inhibited both scarring and angiogenesis. The effects of OPN knock-out on another wound healing 

models associated with angiogenesis, which were angiogenesis and scar tissue formation after laser 

irradiation on choroid and retina, were examined. The effects of dose of OPN neutralizing antibody 

were also examined before intraperitoneal administration of a9 integrin neutralizing antibody. 

Lacking OPN or blocking its signaling induced by systemic administration of an OPN neutralizing 

antibody suppressed the expression of inflammatory cytokines, choroidal neovascularization and 

scar tissue formation. Controlling OPN or TNC signaling would be a new treatment strategy for 

ocular scarring or diseases associated with angiogenesis.  
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科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
１．研究開始当初の背景 
オステオポンチンまたはテネイシンは、炎症や組

織治癒に積極的な役割を果たしている事が近年注

目されている。しかし、そのシグナルレベルでの

機序解明は不十分である。また、これらの細胞外

マトリックスの眼組織での創傷治癒や血管新生で

の役割は解明されたとは言えない状態であった。

予備的にこれらの細胞外マトリックスが、眼で組

織瘢痕や血管新生に関与している可能性を示唆す

るデータを得ていた。共通するインテグリンの介

在するシグナル伝達制御も注目すべき研究テーマ

であった。 

２．研究の目的 

a9 インテグリンのリガンドであるオステオポン

チンまたはテネイシンのそれぞれのノックアウト

マウスと野生型マウス由来の線維芽細胞を用いて、

これらのマトリックス成分の TGF1 暴露時のシグ

ナル伝達、各種細胞外マトリックスや線維性サイ

トカイン発現での役割を検討した。創傷治癒モデ

ルとして、角膜切開後の血管新生を伴わない瘢痕

治癒と角膜中央の熱凝固炎症に伴う血管新生、及

ぶ血管新生を伴った異なる創傷治癒モデルとして

網膜、脈絡膜のレーザー損傷後の新生血管、瘢痕

組織形成に対するこれらのマトリックス成分の欠

失のまたはオステオポンチン中和抗体の腹腔内投

与の効果を検討した。当初の目的であった a9 イン

テグリンの中和抗体の網膜、脈絡膜のレーザー損

傷後の新生血管、瘢痕組織形成屁の影響（治療効

果）の検討は平成２５年度に持ち越されたが、そ

の基礎データを得る事を目的とした。 

３．研究の方法 
１、オステオポンチンまたはテネイシンのそれぞ

れのノックアウトマウスと野生型マウスのP1眼球

から線維芽細胞をoutgrowthで得た。60ミリシャー

レで、継代後に無血清培養でTGFb1(1.0 ng/ml)添

加、２４時間でRNAを採取した(Sigma社キット)。

TaqMan real-time RT—PCRで、コラーゲンI型、ト

ランスフォーミング成長因子ベータ１、アルファ

平滑筋アクチンのmRNA発現を検討した。さらに４

８時間培養したサンプルでは、ウエスタンブロッ

トでアルファ平滑筋アクチン蛋白質量を検討した。

オステオポンチン由来のシグナルは、Samd3とp38

のリン酸化に直接関与しているが、テネイシン欠

損は、Smad3の発現量も、C末端リン酸化にも影響

しなかった。 

２、創傷治癒モデルとして、角膜切開後の血管新

生を伴わない瘢痕治癒と角膜中央の熱凝固炎症に

伴う血管新生に対するテネイシンノックアウトの

影響を検討した。 

３、オステオポンチンノックアウトマウスと前日

にオステオポンチン中和抗体の腹腔内投与を行っ

た野生型マウスで網膜、脈絡膜のアルゴンレーザ

ー損傷後の新生血管、瘢痕組織形成の程度を検討

した。 
４．研究成果 

オステオポンチンまたはテネイシンの欠失は、ト

ランスフォーミング成長因子ベータ１刺激下での

コラーゲン I 型、トランスフォーミング成長因子

ベータ１、アルファ平滑筋アクチンの発現を減少

させた。オステオポンチン由来のシグナルは、

Samd3 と p38 のリン酸化に直接関与しているが、

テネイシン欠損は、Smad3の発現量も、C末端リン

酸化にも影響しなかった。テネイシン欠失は、瘢

痕化と血管新生の両者を抑制した。テネイシンの

トランスフォーミング成長因子ベータ１由来シグ

ナルとのクロストークは解明できなかった。Smad3

総タンパク量が減少していたという報告が他者か

らなされているが、我々の研究では、テネイシン

欠失細胞の Samd3 量は、野生型細胞と差がなかっ

た。オステオポンチン欠失またはオステオポンチ

ン中和抗体の全身投与によるオステオポンチンと

テネイシンに由来するシグナルの阻害は、炎症性

サイトカインの発現抑制と同時に、脈絡膜新生血

管、瘢痕組織形成を抑制した。a9 インテグリンの

リガンドであるオステオポンチンまたはテネイシ

ン由来のシグナルの制御が、眼の瘢痕あるいは血

管新生形成を伴う眼疾患に対する新たな治療戦略

になりうることを示す事ができた。当初の目的で

ある a9 インテグリン中和抗体の全身（腹腔内）投

与による炎症、線維化、血管新生の抑制実験の有

望性を強く示唆するデータが得られ、今後の研究

への糸口が得られた。 
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