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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 
平成28年度は糖尿病網膜症において血管壁バリア機能を破綻させるマクロファージ由来の創薬標的候補分子を同定

するため、下記の研究を実施した。 
 

１．網羅遺伝子発現解析による創薬標的分子の同定 

名古屋市立大学の植村班では、抗PDGFRβ抗体を生後1日野生型C57BL/6マウスに投与して網膜血管壁のペリサイ

トを消失させ、生後8日（急性炎症）および10週（慢性炎症）の網膜からフローサイトメトリー法によりミクログ

リアおよびマクロファージ画分を分離し、RNAを精製した。その後、カン研究所の池田班にて、RNAサンプルの

クオリティーチェック、ライブラリー調製を行い、RNA-Seq解析で各画分の発現遺伝子をリスト化し、データマイ

ニングを行った。細胞膜上もしくは細胞外のタンパク質をコードする遺伝子についてフィルタリングを実施したと

ころ、11379遺伝子が候補として絞り込まれた。さらにFold change[log2]で>1または<-1の条件で、正常網膜、急性

炎症網膜、慢性炎症網膜のミクログリアおよびマクロファージ画分の遺伝子発現差異解析を行い、網膜血管壁バリ

ア機能を破綻させるマクロファージに特異的な新規創薬標的候補分子の選定を行った。 
 

２．創薬標的分子の機能解析を目的とした in vitro血管新生評価系の開発 

熊本大学の西山班では、野生型C57BL/6マウスの胸部大動脈組織から酵素処理にて血管内膜細胞を採取し、培養増

幅後、磁気分離装置を用いてCD31陽性内皮細胞を精製・増幅した。培養増幅過程では、TGFβ阻害剤により内皮間

葉転換を抑制することで、精製効率を向上させた。さらに内皮細胞採取後の大動脈中外膜由来の細胞を酵素処理お

よび物理的破砕にて採取し、PDGF-BBを添加して培養増幅した後、NG2陽性のペリサイト分画を単離した。次

に、単離した内皮細胞とペリサイトを最適な細胞比で混合後、浮遊培養にてスフェロイド形成を誘導して I型コラ

ーゲンゲル内に包埋し、VEGFの存在下でマウス胎仔線維芽細胞と共培養すると、管腔を形成する内皮細胞の周囲

をペリサイトが取り巻く血管構造を再現できた。さらに蛍光色素により細胞を標識してタイムラプスイメージング

を行うことにより、内皮細胞とペリサイトの動態を可視化することに成功した。本 in vitro血管新生モデルにマクロ

ファージ由来シグナル分子を添加して、内皮細胞およびペリサイトの動態変化を解析する予定である。
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To identify macrophage-derived signals responsible for the blood-retina barrier breakdown in diabetic retinopathy, we performed 

the following experimental research: 

 

1. Comprehensive gene expression analysis for the identification of drug targets 

In the Nagoya City University, the Uemura group purified RNA samples from microglia and macrophages sorted from retinas of 

postnatal day (P) 8 and 10-week C57BL/6 wild-type mice by fluorescence-activated cell sorting after injecting an anti-PDGFRβ 
blocking antibody (APB5) at P1. The P8 and 10-week retinas injected with APB5 were assumed to represent acute and chronic 

inflammation, respectively, induced by pericyte depletion. Then, the RNA samples underwent quality-check, library preparation, 

RNA-Seq analyses, and data mining by the Ikeda group in the KAN Research Institute, Inc. After filtering the genes with 

annotation “membrane” or “extracellular”, differential expression levels of the 11,379 genes in each cell fraction were analyzed 

with fold change[log2] > 1 or < -1. Based on these results, a list of genes expressed in macrophages and microglia under acute and 

chronic inflammation was extracted.  

 

2. Establishment of in vitro angiogenesis assay system for the functional analysis of new drug targets 

The Nishiyama group in the Kumamoto University established a method to purify and amplify CD31+ vascular endothelial cells 

(ECs) from thoracic aorta of C57BL/6 wild-type mice, by exploiting enzyme digestions and magnetic-activated cell sorting. In this 

process, agents inhibiting the TGFβ signal improved the purification efficiency by suppressing endothelial-mesenchymal transition. 
In addition, NG2+ pericytes were purified from the aortic media and adventitia by exploiting enzyme digestions and mechanical 

dissociations, in conjunction with their culture with PDGF-BB. Then, spheroids in floating culture of the mixture of purified ECs 

and pericytes at appropriate proportions were mounted in type I collagen gels, and co-cultured with mouse embryonic fibroblasts in 

the presence of VEGF, which gave rise to vascular structures comprising lumenized ECs surrounded by pericytes. The time-lapse 

imaging combined with fluorescence cell labeling further enabled the visualization of the dynamic movements of ECs and pericytes 

in the in vitro angiogenesis model. By utilizing this system, we will evaluate the effects of macrophage-derived signals on the 

behavioral dynamics of ECs and pericytes.
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