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論 文  内  容  の  要  旨  

糖尿病網膜症や未熟児網膜症に代表される虚血性網膜血管新生は失明につながる重篤な病態です。近年，血管内皮増殖因  

子（vascul。rendothelialgrowthfactor：VEGF）が虚血性網膜血管新生を起こす主要因子であることが明らかとなり眼科  

領域でも様々な研究が進んでいます。プロテインキナーゼC（proteinkinasec：PKC）はVEGFによる血管新生に必要不  

可欠なシグナルを伝えることが知られていますがisoform特異的なシグナル伝達についてはあまり分かっていないのが現状  

です。そこでまず遺伝子操作マウスの虚血網膜血管新生モデルを用いてinvivoでの効果を検討しました。   

高酸素を負荷し未熟な網膜血管を消過させると，大気中で虚血網膜からVEGFが過剰に産生されVEGF依存性に網膜血  

管新生が起こります。このモデルにPKCβ過剰発現マウス（TGマウス）とPKqヲノックアウトマウス（KOマウス）を  

用いたところ野生型と比較してTGマウスにsevereな，KOマウスにmildな網膜血管新生を認めました。新生血管細胞を  

定量するとKOマウスでは野生型の半分に血管新生が抑制され，TGマウスでは3倍に増加していました。網膜からRNA  

を抽出しノザン解析で検討したところVEGFとそのレセプターであるFlk－1の発現は野生型と同レベルでした。すなわち  

PKCPはVEGFやレセプター自体の発現レベルを変えず，細胞内でVEGFのシグナルを強めることにより網膜血管新生を  

増強すると考えられました。   

PK（軍の血管新生促進作用のメカニズムを細胞レベルで検討するためウシ網膜血管内皮細胞にPKC各isoformをアデノ  

ウイルスで過剰発現させVEGFによる細胞増殖，遊走を検討しました。PKCβはVEGF依存性の細胞増殖，遊走を促進し，  

その優勢変異型は抑制しました。PKCαと∂は少し増殖を抑制する傾向が認められました。VEGFによる細胞増殖，遊走  

には古典的MAP－kinas。であるERKが重要なので各PKCisoformのERKのリン酸化への影響を検討したところどの  

is。f。，mでもリン酸化の克進を認めたことがらisoformによる作用の違いはERKを介するのではなく他のtargetを介して  

起こる可能性が示唆されました。   

細胞増殖は細胞周期の調節により制御されている事実からRb蛋白にPKCがどう影響を及ぼすのかを検討しました。Rb  

はr。tin。blast。maの原因遺伝子として有名でその機能障害があると細胞周期が制御不能になり腫瘍が多発します。Rbは普  

段は転写因子であるE2Fファミリーに結合してその働きを抑制することにより細胞周期を止めていますが，リン酸化され  

ることにより不活性化されE2Fから離れることによりE2Fが活性化され細胞周期が進むようになります。PKCPを過剰発  

現させるとVEGF依存性のRbのリン酸化が克進しました。PKC∂は抑制する傾向が見られました。さらにPKqヲが直接  

Rbをリン酸化する可能性が免疫沈降とinvitrophosphorylationにより示唆され，1uciferaseassayではPK（軍によりE2F  
の転写活性が有意に増加しました。このE2Fの転写活性はVEGF依存性の細胞増殖に必要不可欠でした。すなわちPKqヲ  

はRb蛋白をリン酸化することにより細胞増殖を促進している可能性が示唆されました。   

結論として，PKqヲはERKとRb－E2F経路を活性化することにより増殖性糖尿病網膜症などのVEGF依存性の虚血性  

網膜血管新生を増悪させると推測されました。  
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

血管内皮増殖因子（VEGF）が増殖性糖尿病網膜症などの虚血性網膜血管新生を起こす主要因子であり，プロテインキナ  

ーゼC（PKC）がVEGFの下流で血管新生に必要不可欠なシグナルを伝達すると報告されているがPKCのどのis。f。，m  

が主要な役割を果たすのかは明らかではない。   

そこでまず，PK（軍過剰発現マウスとPKCβ欠損マウスを用いてVEGF依存性の網膜血管新生を誘導したところ，野生  

型と比較して過剰発現マウスで3倍の，欠損マウスでは1／2の網膜血管新生が観察された。PKqヲは細胞内でVEGFのシ  

グナルを強めることにより網膜血管新生を増強すると考えられた。   

次にウシ網膜血管内皮細胞にPKC各isoformをアデノウイルスで過剰発現させてisoform特異性を検討した。PKCPは  

VEGF依存性の細胞増殖，遊走を促進し，その優勢変異型は抑制した。PKCαと∂は増殖を抑制する傾向が認められた。  

PKCβはVEGF依存性のRbのリン酸化を克進させた。さらにPK〔㌍が直接Rbをリン酸化する可能性が免疫沈降とin  

vitro phosphorylationにより示唆された。   

以上より，PK〔準はRb－E2F経路を活性化することによりVEGF依存性の虚血性網膜血管新生を増悪させると結論した。   

以上の研究は増殖性糖尿病網膜症におけるPK〔βのisoform特異的な役割の解明に貢献し，治療薬の作用メカニズムの  

理解に寄与するところが多い。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。なお，本学位授与申請者は平成15年1月20  

日実施の論文内容とそれに関連した研究分野並びに学識確認のための試問を受け，合格と認められたものである。  

一1816－   


