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研究成果の概要（和文）：最適のVEGF抗体投与方法検討のため、治療法のテーラーメイド化、投与方法の最適化、VEGF
刺激因子の検討を目的とした。まずRPEが低酸素でEGFPを発現するものを作製し、最もVEGF発現が増強される条件（低
酸素培養、低グルコース）でVEGF発現に影響を与える因子を解析した。核蛋白のプロテオミクス解析後、real-time PC
Rとウエスタンブロッティンで標的因子の追加解析を行った。その結果この因子のsiRNAでVEGFの発現が抑制されること
が確認された。この因子の遺伝子KOマウスが作製されていることがわかったので、このマウスの個体作製を行い、現在
光凝固誘発新生血管モデルで検討を開始した。

研究成果の概要（英文）：For optimum VEGF antibody administration, we aimed to develop a tailor-made 
treatment. This purpose included the optimization of the method of administration and examination of 
VEGF-stimulating factor. We analyzed RPE, which was stressed by hypoxic culture and low glucose, to find 
possible VEGF expression enhancing factors this year. From the results of proteomic analysis, the 
known-gene was presumed to be important, we analyzed the factors by additional real-time PCR and Western 
blotting. Expression of VEGF was confirmed to be suppressed with the resulting siRNA. Since gene KO mice 
of this factor was found to have been made, we performed an individual preparation of the mice. We 
initiated photocoagulation induced neovascularization model studies currently.

研究分野：眼科

キーワード： 眼科臨床
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
 
加齢黄斑変性症（ＡＭＤ）や糖尿病網
膜症は失明疾患の上位にあるが、最新
の VEGF抗体治療は比較的良好な結
果が報告されている。しかし繰り返し
の長期間投与が必要で、さらに投与の
終了の時期については、今回基準がな
く不明な点が多い。したがって、今回
の研究テーマは治療法のテーラーメ
イド化と投与方法の最適化、並びに V
EGF刺激因子を検討することを目的
とした。24年度は虚血などのストレ
ス応答の中枢に近い hypoxia-inducib
le factor (HIF)因子結合 elementを
プロモーターに持つ EGFP遺伝子を
組み込んだ細胞を作成し、この細胞の
培養液に眼内液を添加して EGFP発
現を調べた。細胞の作製は予定通りに
進み、24－25年度は東北大学倫理委
員会で承認を得た患者前房水を利用
するか、硝子体手術等の手術時に得ら
れた眼内液で解析を開始した。眼内液
を培地に添加した時に発現する EGF
Pと VEGF遺伝子発現は正常(白内障
患者の前房水、あるいは PBS添加)で
強い相関を示した（R² = 0.6218）。一
方、糖尿病網膜症がある前房水は相関
が見られるものの（R² = 0.5032）正
常よりばらつきが大きく、HIF発現に
は患者の眼内液間で異なっているこ
とが予想された。したがって網膜色素
上皮細胞（RPE）への負荷でどのよう
な因子が核内へ移行し、HIF発現や V
EGF 発現に影響を与えるか検討した。
方法は核内移行蛋白質を回収し、正常
と負荷間でプロテオミクス解析を行
った。25－26年度で行ったが、既知
の遺伝子ファミリーの存在が重要な
役割を担っていることが推測された
ため、real-time PCRとウエスタンブ
ロッティンで追加解析を行い、この因
子はすでに KOマウスが作製されて
いたために、凍結胚から個体の作製を
行い、繁殖を行った。現在解析できる
までになったために、まず光凝固誘発
の脈絡膜新生血管マウス動物モデル
作製から開始・評価予定である。この
解析が進むと、HIFや VEGF発現に
影響を与える因子の一部が明らかに
なり、治療方針決定に貢献できる可能
性があると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
情報の 80％は視覚情報であり、視機
能は生活の質を維持するのに非常に
重要である。失明原因の上位は新生血
管が出現する糖尿病網膜症や加齢黄

斑変性（AMD）、あるいは一部の緑内
障が占めているが、高齢者に多い。超
高齢化社会を迎えた日本では今後さら
に発症頻度が増加すると考えられる。
AMDは、視機能にもっとも重要な黄
斑部に脈絡膜新生血管が出現し、厚生
省の特定疾患に指定されている。最近
は血管内皮細胞増殖因子（VEGF）抗
体投与有効な成績が期待できる治療法
として報告されている。しかし VEGF
抗体投与は繰り返し長期的な硝子体内
注射が必要になる。いつ投与を開始し、
いつ終了していいか明確な決まりがな
い。投与する医師側も時間的制約や感
染症の発症などに対してストレスであ
るが、患者側も費用や精神的ストレス
はたいへんなものがある。また、抗 V
EGF抗体は神経網膜細胞保護などの
VEGFの生理機能も抑制する可能性が
指摘されている。この治療法は現在他
の網膜疾患（糖尿病網膜症、網膜静脈
閉塞症、近視性脈絡膜新生血管症）に
も適応が拡大され、今後さらに治療頻
度が増すと考えられる。すなわち本投
与方法では対象患者は雪だるま式に増
加し、外来は常にパンク状態であり、
投与方法の改善について緊急の対応に
迫られている。一方、AMDは人種差
も知られており、欧米人でのデータが
基準になっている現状では本邦に最適
の治療方法が実際におこなわれている
か不明のところもある。 
私はＨ20-22年の科学研究費で糖尿病
患者の硝子体液、前房水、血液から内
因性新生血管抑制因子である Vasohib
in(バゾヒビン)を測定してきました。 
バソヒビンはもともと血管内皮細胞に
特異的に発現する血管新生抑制因子で
抗 VEGF抗体とは違う経路で新生血
管を抑制していると考えられています。
この測定の結果、バソヒビンは網膜症
の程度に反比例して前房水で低下傾向
がみられ、眼内の状況を反映する可能
性があることが推測されました。また
これまでも常時感染症等の眼内液の解
析を行っており、前房水は眼内の状況
を判断するのに好都合なサンプルであ
ると考えています。 
一方、私はこれまでの検討で in vitro,
 in vivoの実験系で行われる虚血負荷
の実験が実験方法の違いで必ずしも同
じ条件の負荷がかかっていないことを
明らかにしました。これまでの検討の
中で過去の報告と同様に hypoxia-ind
ucible factor 1α (HIF-1)が主要な役
割をなしていることが推測されました。
したがってHIFが誘導される割合を
容易に比較できる簡便な方法を考え、
その結果 HIF反応 element（HRE）
をプロモーターに持つ GFP発現ベク



ター（HRE-EGFP）を作成し、RPE
に恒常的に発現する細胞系を作成し
比較することを検討しました。その結
果本システムを利用すれば、細胞への
虚血負荷を容易に確認でき、虚血負荷
の程度の判断に利用できることが判
明しました。したがって本方法を利用
し改善し、眼内液をサンプルとして利
用すれば虚血状況を容易に推測でき
ると考えました。 
さらに現在臨床的に VEGF抗体や抗
新生血管抑制因子として利用されて
いるものは複数ありますが、私はこれ
までにそれぞれは VEGFの発現や機
能を抑制する以外に HIF発現へ影響
をあたえることを推測しています。し
かも、それぞれの薬剤は同様に HIF
発現レベルに影響を与えるわけでは
なく、それぞれで発現に与える影響が
かなり異なることも推測しています。
今後虚血性網膜疾患治療に関しては
VEGFだけを抑制すればいい病態か、
根本的にもっと上流のHIFレベルま
で抑制する必要がある病態なのか判
断する必要が出てくる可能性が考え
られると考えました。したがって、今
回の研究ではこれらのことを明らか
にし、抗 VEGF療法をもっと有効で
経済的なものにできないか検討した
いです。 
 
３．研究の方法 
 
(１)細胞の作製、負荷のレベル検討
【平成 24年度】 
測定に用いる細胞は現在当分野に存
在する RPEJ, ARPE, D407の RPE
細胞株を用いる。虚血による遺伝子の
一連の動きには HIF-1α（Semenza, 
1994）が関与すると考えられるので、
HIF-1αの cis-element である HRE
のリピートと EGFPを組み込んだベ
クターを RPE内に導入する（この細
胞を用いて虚血や低酸素、低グルコー
ス、活性酸素負荷などへの反応が容易
に確認できるようにする。また各種負
荷条件が HIF発現に与える影響を比
較する）。 
負荷に対する GFP発現レベルを正確
に把握するために、まず HRE-ERGF
遺伝子導入培養細胞への付加をさま
ざまに変化させて GFPの変化量を正
確に定量する。インキュベーター内の
酸素分圧は正常酸素濃度（20%酸素）、
低酸素（1-5%酸素）、無酸素（<0.000
1%以下の酸素）状態にし、さらに培
地中のグルコース濃度を変動させる。
さらに上記した低酸素状態を疑似す
る CoCl2と窒素ガス灌流を利用し細
胞負荷状態を比較し ATP合成量を最

終的に確認する。 
また caspase活性の測定と細胞カルシ
ウム動態を dye indo-acetoxymethyle
ster (Indo-1)と FACSで測定する。同
時に HIF-1αとの相関が報告されてい
る vascular endothelial growth fact
or (VEGF)等の発現を RNA、タンパ
ク質の両方で評価する。 
GFP発現が微妙なときは同様の方法
で HRE-EGFP遺伝子を組み込んだ R
PEの培地に前房水を添加するが、そ
の後RNAを回収してGFPの遺伝子発
現量を定量する。この時コントロール
のCoCl2は 5, 10, 20, 40, 60, 120マ
イクロで行う。微量な量は real-time 
PCRで測定できることを確認してい
る。 
 
(２)GFP発現の測定【平成 24年度】 
HRE-EGFP遺伝子を組み込んだRPE
を 96ウエルに測定開始の 2日前に 50
00個播種しておく。測定当日細胞状態
を確認して培地を前房水入りの培地
に交換する。前房水は患者ごとに採取
量が異なっているので、10, 20, 30, 
40マイクロの中から可能な２点以上
を選択して添加する。硝子体液も同様
に扱う。培地の合計量は 100マイクロ
にする。添加１時間後より２時間置き
に 24時間後まで多点タイムラプスで
蛍光写真撮影を行うが、24時間時には
必ず目視調整による写真撮影を行う。
コントロールとしてこれまでの検討
通り CoCl2を 50,100, 150, 200, 250,
 300マイクロの濃度で調整した培地
を利用する。これらの濃度は確実に多
点タイムラプスで蛍光写真撮影がで
き、また FACSと蛍光プレートリーダ
ーで蛍光量を定量できる。 
 
(３)患者の前房水の採取・保存【平成
24-25年度】  
まず東北大学大学院医学系研究科倫
理委員会で承認を得る。VEGF抗体治
療の適応と考えられた患者は VEGF
抗体投与時に同時に採取される前房
水を解析に利用する。患者によっては
複数回（抗 VEGF抗体投与時毎）のサ
ンプルを回収する。治療 3日前より抗
生物質の点眼を行い、当日はイソジン
点眼、イソジン消毒で処理後に滅菌ド
レープ処理して開瞼器使用後、顕微鏡
下で硝子体内に VEGF抗体の投与を
行うが、同時に眼圧調整の目的で前房
水を 27G針で採取する。この前房水は
基本的に-80℃に保存するが長期間保
存することはなく 1週間以内に下記し
た処理を行い、臨床像と比較する。白
内障手術時の前房水は特に虚血性網
膜疾患の有無での差を比較し、網膜の



臨床所見と比較するが、AMDのコン
トロールとしても利用する。糖尿病網
膜症などの手術で得られる硝子体液
も同様に処理し、光凝固や VEGF抗
体治療など過去に行われた治療の有
無などとも比較・検討する。 
 
(４)既存のVEGF抗体のHIF発現に
与える影響の検討【平成 24-26年度】 
これまでに使用される VEGF 抗体と、
当分野で検討中の新規新生血管抑制
因子バソヒビンを利用して同じ検討
系での確認を行う。VEGF抗体は VE
GFの機能を抑制するが、これまでの
検討では HIFの発現にも影響を与え
ている可能性が推測された。臨床で使
用されている濃度で使用すると、興味
深いことに新生血管を抑制する因子
間でこの作用は異なることが推測さ
れた。失明疾患の上位は AMD、糖尿
病網膜症、緑内障の一部など虚血性の
網膜疾患が原因であり、HIF発現は
これらの病態に重要な役割をなるこ
とが推測されるので、VEGF抗体な
どの薬剤が実際は VEGF機能以外に
広く虚血に対応する機能を持つ可能
性があるのであれば詳細に検討する
意味がある。 
 
(５)VEGF発現に影響を与える核内
因子の検討【平成 25-26年度】 
培養細胞を用いてHIFや VEGF発現
に影響を与える因子の解析を行う。こ
のために計画しているのはこれらの
因子発現に影響を与える核内因子で
あり、基本的な方法として VEGF発
現に著明な発現影響を与える条件時
の核内タンパク質のプロテオミクス
解析を行い、関連因子解析を追及する。
もし、この因子の解析が進めば遺伝子
改変マウスの利用などを行い、生体内
での働きを実際に評価する。 
 
(６)臨床像との比較【平成 26年度】 
各症例は視力などの一般所見以外に、
活動性の指標になる画像解析などの
結果と EGFPデータと比較する。EG
FPデータは毎回コントロールととも
に写真撮影されるが変化量と臨床デ
ータは常に照らし合わせる。EGFPデ
ータは臨床像に関係するのかしない
のか？関係するのであれば EGFPレ
ベルは安定した状態で一定になるの
か、正常状態と同様に反応がなくなる
のかを検討する。この解析は上記の評
価が明らかになったところで施行す
る。 
 
 
 

４．研究成果 
 
培地中に前房水あるいは硝子体液を
添加することで HIF遺伝子発現に影
響を与える検討ができる細胞の作製
を行った。 
我々の従来の方法で HIFの cis-eleme
ntに EGFP遺伝子を組み込んだベク
ターを網膜色素上皮細胞株（RPEJ）
に導入した結果、蛍光写真撮影では判
断と定量が難しいと判断されたため
に real-time PCRで EGFP発現を検
討したが、CoCl2を負荷した場合は濃
度依存的に EGFP発現が見られた。 
 
(２)(３)患者の前房水・硝子体液の採
取・保存【平成 24-25年度】 
東北大学大学院医学系研究科倫理委
員会で承認を得ることができた（201
5年 1月まで）。その後 VEGF抗体治
療の適応と考えられた患者は VEGF
抗体投与時に同時に採取される前房
水を、また硝子体手術等の手術時に眼
内液が得られた場合は解析に利用す
る予定で検討を開始した。白内障手術
時の前房水、あるいは黄斑前膜・黄斑
円孔手術時の硝子体液はコントロー
ルとして使用した。加齢黄斑変性（A
MD）の外来処置時に得られる予定で
あった前房水は同意が得られにくい
のと、外来の混雑で採取が困難であっ
たので、今年度は主として糖尿病網膜
症などの手術で得られる前房水・硝子
体液を処理して、比較・検討した。眼
内液を培地に添加した時に発現するE
GFPとVEGF遺伝子発現は正常(白内
障患者の前房水、あるいは PBS添加)
で強い相関を示した（R² = 0.6218）。
一方、糖尿病網膜症がある前房水は相
関が見られるものの（R² = 0.5032）
正常よりばらつきが大きく、HIF発現
には患者の眼内液間で異なっている
ことが予想された。 
これらのサンプルは東北大学眼科網膜
グループの先生方の協力を得て回収し
た。 
 
(４)(５)現在使用されている VEGF
抗体をはじめとする治療薬が、HIFや
関連遺伝子発現にどのような影響を与
えるのか、あるいは VEGF発現刺激因
子が他に存在するのかラットとヒトの
網膜色素上皮細胞（RPE）を利用して
検討した。この RPEには HIFに誘導
される EGFP遺伝子が発現されるベ
クターを組み込んだものも用いた。RP
Eを通常培養、低酸素培養、低酸素培
養とさらにグルコース低濃度培養を行
い、最も VEGF発現が増強される低酸
素培養＋グルコース低濃度培養の結果



をその他の群と比較し、プロテオミク
ス解析を利用して、VEGF発現に影響
を与える因子を解析した。その結果、
既知の遺伝子ファミリーの存在が重
要な役割を担っていることが推測さ
れた。そのため、real-time PCRとウ
ェスタンブロッティングで追加解析
を行った（ウエスタンブロッティング
を行うと低酸素培養＋グルコース低
濃度培養では VEGFのアイソフォー
ムが通常培養や低酸素培養と違うこ
とも判明した）。どちらの解析でもこ
の因子は VEGF発現と強く相関して
いた。またこの因子発現を siRNAで
抑制すると VEGF発現が抑制される
ことが判明した。この因子はすでに K
Oマウスが作製されていたために、凍
結胚から個体の作製を行い、繁殖を行
った。現在解析できるまでになったた
めに、まず光凝固誘発の脈絡膜新生血
管マウス動物モデル作製から開始・評
価予定である。 
 
（６）考察 
最適の VEGF抗体投与方法検討のた
め、治療法のテーラーメイド化、投与
方法の最適化、VEGF刺激因子の検討
を目的とした。この目的を遂行するに
は、患者の眼内動態を確認すること以
外に、将来を見据えた VEGF刺激因
子解析も必須の課題と考えられる。 
まず、眼内の薬物動態や VEGF発現
に影響を与える虚血環境などを簡便
な方法で確立することが必要になる
ために、これらを感知しやすい細胞を
作製した。眼内の低酸素状態や VEG
F発現へ影響を与える環境を確認す
るために RPEにHRE-HIF-EGFPベ
クターを導入して、眼内液を負荷した
ときの EGFP発現状態から低酸素、
虚血など HIF発現に影響を与えてい
る因子解析を行い、さらに VEGF発
現に関与することまでを可能にした。
この解析では、蛍光反応が顕微鏡の観
察で差がわかる程度に変化がでるこ
とが理想であったが、顕微鏡だけの観
察ではこの判断が難しいと考えられ
た。したがって正確は定量方法として
EGFP遺伝子発現の解析を real-time
 PCRで行い、定量・比較評価が可能
になった。HIFだけが VEGF発現に
影響をあたえるものではないので、解
釈にはさまざまな考慮が必要ではあ
るが、これまでに報告のない方法であ
り、今後様々な解析に利用できる有意
義なものになったと考えられる。この
システムを利用した結果、眼内液の投
与ではコントロールに比較して、症例
によっては変動の大きいものもある
ことが判明した。この解析は患者間や

病期からも影響を受ける可能性がある
と推測されたために、患者眼内液の追
加採取をすすめると同時に VEGF発
現に影響を与える因子の検討も行うこ
とにした。 
この検討のために考慮したのは、様々
な修飾を受ける可能性のある細胞質内
の変動を解析するのではなく、核内因
子の解析をする必要性を考えた。した
がって、網膜内で VEGF発現細胞の１
つである RPEを利用し、最も VEGF
発現が増強される条件（低酸素、低グ
ルコース培養）で VEGF発現に影響を
与える因子を解析した。まず、プロテ
オミクス解析を利用しネットワーク解
析で候補因子解析を行ったが、既知の
遺伝子が VEGF発現に影響を与える
重要な因子であることが推測されたた
め、real-time PCRとウエスタンブロ
ッティンで追加解析を行った。その結
果、VEGF発現と強く相関し、siRNA
で VEGFの発現が抑制されることが
確認された。この因子の遺伝子 KOマ
ウスが作製されていることがわかった
ので、このマウスの個体作製と繁殖を
行い、光凝固誘発新生血管モデルで検
討を開始した。 
24-26年度に実行されたこの研究課題
は、治療法のテーラーメイド化の 10
0％目的達成には至ってはいないが、い
くつかの新しいことが明らかになりつ
つあり、この研究継続により目標達成
を超えたさらに有意義な成果も期待で
きると考える。明らかになりつつある
1つは眼内液の評価方法を確立したこ
とであり、もう 1つは VEGF発現に影
響を与える核内因子の 1つが新たに判
明する可能性があることである。これ
は、環境因子が VEGF発現に影響を与
える状況を解析するのに重要な情報を
もたらす可能性が考えられ、AMDの
疫学調査にみられる環境因子にも対応
できるようになる可能性を秘めている。
これらの解析を進めることが治療法改
善に貢献できるものを考える。 
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