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研究成果の概要（和文）：IL-4とIL-4α受容体を介した作用が加齢黄斑変性(AMD)の病態に関与することを明ら
かにした研究である。AMD患者の前房水中のIL-4濃度が、正常よりも有意に高いことを明らかにした。マウスAMD
モデルでは、脈絡膜新生血管の導入期にCCR2+細胞が誘導され、骨髄から動員されたIL-4+細胞によってCCL2が誘
導され、CCR2+細胞の動員が加速する。野生型と、Il4、Il4ra、Il13ra1欠損マウスを用いた骨髄キメラ及びin 
vitro管腔形成アッセイから、骨髄から動員されたIL-4発現細胞は、IL-13α1受容体ではなく、IL-4α受容体を
介してAMDの病態を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to determine the role of IL-4/IL-4Rα axis in 
age-related macular degeneration (AMD). Intraocular fluid screening of AMD patients identified 
significant higher levels of IL-4 than normal subjects. In AMD mouse model, CCR2+ bone marrow cells 
were recruited to early CNV lesions. IL-4+ bone marrow derived cells induced CCL2 which enhanced the
 recruitment of CCR2+ bone marrow derived cells. By analysis of bone marrow chimeric mice model 
using wild-type, Il4, Il4ra and Il13ra1-deficient mice and in vitro tube-formation assay, IL-4 
expressing cells derived from bone marrow contribute AMD pathogenesis via IL-4α receptor instead of
 IL-13α1 receptor.

研究分野： 眼科学

キーワード： 加齢黄斑変性　疾患モデルマウス　血管新生

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢黄斑変性(AMD)は、有病率が高く、進行すると高齢者の視力を奪う。健康寿命の延長という観点からも、侵
襲が少なく効果の高い治療法の開発が望まれる。しかし、AMDの病態については、まだ解明されていない点が多
い。今回、我々の発見した骨髄由来細胞を介したIL-4による網膜下血管新生の発生機序は、明らかにされていな
かったIL-4の血管新生への関与に着目したもので、局所組織における細胞間のコミュニケーションという新しい
概念を導入したものである。この知見は新しい視点からのAMD治療の開発への礎となる可能性がある。また、AMD
だけでなく、がんなどの血管新生が関連する疾患の治療法の開発への応用が期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 加齢黄斑変性(AMD)の病態メカニズムにおいて、IL-4の関与について報告されたものは少ない。

AMD病態へのIL-4の関与について報告したものとしては、in vitroの解析や動物モデルを用いた

研究から、IL-4が抑制的に作用するというものが大多数であった。更に、IL-4が血管新生におい

て促進的に作用するのか、抑制的に作用するのかについては、明確でなかった。その背景の中、

我々は、AMD患者の前房水中の濃度が、年齢マッチングした正常コントロールに比較して有意に

上昇することを発見し、IL-4のAMD病態への作用を明らかにすべく研究を開始した。 

 

２．研究の目的 

IL-4 が加齢黄斑変性(AMD)の病態メカニズムにおいて、どのように関与しているかを明らかに

することである。 

まず、AMD の疾患モデルマウスであるレーザー誘発脈絡膜血管新生(L-CNV)モデルを用いて、

IL-4 は L-CNV 形成時に発現するのか、もし発現する場合、IL-4 発現の時期、IL-4 発現の場所、

IL-4 を発現する細胞、IL-4 を発現する細胞はどこから誘導されたのか、IL-4 以外の分子の発

現と、その相互作用について解析し、CNV 形成の各ステージにおける役割を明らかにする。 

IL-4 は、IL-4α受容体(IL-4Rα)と IL-13α1受容体(IL-13Rα1)の 2種の受容体を介してシグ

ナルを伝達することが知られている。AMD 病態に関与する IL-4 のシグナル伝達系は、IL-4Rα

と IL-13Rα1 のどちらを介しているのかを、明らかにする。 

実際に、IL-4 によって、血管新生が促進されるのか、また、IL-4 抑制によって血管新生が抑

制されるのかを明らかにする。また、IL-4 を介したシグナルの血管新生に関与する分子ネット

ワークを明らかにする。以上の結果をもとに、IL-4 発現細胞を中心とした AMD 病態メカニズム

の全体像を構築する。 

 

３．研究の方法 

 (1) 加齢黄斑変性(AMD)患者の前房水解析 

定められた臨床研究計画に従い、AMDのない白内障手術症例104例と硝子体注射を計画したAMD

患者 234 例から前房水を 200 μL採取し、ELISA 法で解析した。 

(2) マウス AMD モデルを用いた解析(in vivo) 

①レーザー誘発脈絡膜血管新生モデル(L-CNV) 

野生型マウス(C57BL/6)と遺伝子欠損マウス(Il4-/-、Il4ra-/-、Il13ra1-/-マウス)を用いて解析

した。視神経乳頭から約 3.5〜4乳頭径の距離に毛様動脈を回避して 3か所凝固する（照射径

50μm、照射時間 0.1 sec、出力 100 mW）。照射後 12 時間、1日、3日、7 日、14日後に照射部

位の免疫組織学的解析を行う。 

②脈絡膜または網膜伸展標本（フラットマウント） 

マウス眼球の子午線方向に 4か所切開を加え、視神経、角膜と水晶体を除去し、虹彩と脈絡膜、

網膜（網膜伸展標本の場合）を残して十字に展開する。4%パラホルムアルデヒドで固定した後

に、細胞マーカーを用いて免疫染色を行い、3次元的構造解析が可能なオールインワン螢光顕

微鏡または共焦点レーザー顕微鏡で解析する。 

③全身投与によるマウス AMD モデル評価 

 全身投与による眼局所での作用を確認するため、抗体またはリコンビナントタンパクをレー

ザー照射 1日目と 3日目にマウス尾静脈から投与する。投与後のマウス L-CNVサイズを定量す

る。 



④骨髄キメラマウス 

野生型マウス(C57BL/6)、GFPマウス(C57BL/6-Tg(CAG-EGFP))、遺伝子欠損マウス（Il4-/-、

Il4ra-/-マウス）を用いた。マウス骨髄（ドナー）を採取し、生細胞蛍光染色による標識を行い、

事前に放射線照射されたマウス（ホスト）に尾静脈注射によって移植する。移植後、4週以降

に骨髄キメラマウスとして解析を行った。 

(3) 血管内皮細胞を用いた解析(in vitro) 

野生型マウス（C57BL/6）、遺伝子欠損マウス(Il4-/-、Il4ra-/-、Il13ra1-/-マウス）から採取

した骨髄由来内皮細胞（bone marrow-derived endothelial progenitor cell: EPC）または、

ヒトまたはマウス網膜血管内皮細胞(retinal vascular endothelial cell: RVEC)を用いて解析

した。 

① 転写の解析(RT-PCR 法) 

IL-4刺激による Ccl2 と Flt1 の転写(その他の血管新生関連因子として、Kdr、Flt4、Vegf、

Tek、Angpt-1、Selp、Ednra、Cdh5、F2r、F2rl1 についても転写を確認する。) 

② タンパク発現の解析(ELISA 法) 

IL-4刺激による CCL2 と VEGFR-1 の発現を定量する。 

③ Tube-formation assay 

IL-4刺激または IL-4 シグナル伝達抑制による内皮細胞の管腔形成を定量する。 

④ マイクロアレイによる解析 

野生型、Il4ra-/-EPC の IL-4刺激時の発現分子プロファイルを行う。 

(4) 法令の遵守 

 患者情報の取り扱いに関しては、鳥取大学医学部付属病院臨床研究倫理委員会の承認のもと

（承認番号：2699）、規定に則って行った。 

鳥取大学遺伝子組換え実験安全委員会と動物実験委員会の承認のもと(承認番号：12-Y-7、

13-Y-25、16-Y-22、19-Y-50)、規定に則って行った。 

 

４．研究成果 

(1) 前房水のプロテオミクス解析 

 IL-4 濃度は、年齢マッチングした正常者（0.3±0.1）に対して、AMD 患者(0.9±0.1)(pg/ml)

と有意に高かった(P=0.0000)。IL-13 濃度は、正常者(3.8±0.7)と AMD 患者(5.2±0.7)(pg/ml)

では差がみられなかった。 

(2) マウス AMD モデルを用いた経時的な IL-4陽性細胞の動態 

 野生型マウスを用いたレーザー

誘発脈絡膜新生血管(L-CNV)を real 

time –PCR による転写解析

(図 1)と蛍光免疫染色法を用

いて、経時的な分子発現を解

析した。Ccr2 と Itgamは照

射後早期の 1日目から上昇

し、その後漸減していくのに

対して、Il4 と Il4raは、

L-CNVが成長していく3日後

にピークを迎えて、速やかに減少する。C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)マウス骨髄細胞を移植した骨髄

図 1 マウス L-CNV における眼内の mRNA の変化 

 



キメラマウスを用いた蛍光免疫染色による L-CNV の解析でも、Iba1+CCL2+常駐マイクログリア

に誘導された骨髄由来 IL-4+単球が、照射後 3日に L-CNV表面に向かって集簇拡散し、その後

再び L-CNV 中心から体循環に戻ることが確認できた。 

(3) マウス AMD モデルを用いた全身的な IL-4 の影響 

 リコンビナント IL-4 の全身投与によって、L-CNV は有意に増大し、抗 IL-4抗体の全身投与

によって IL-4 を抑制すると、L-CNV も有意に抑制される。IL-13 による L-CNV の制御は有意な 

差がみられなかった。以上を踏まえて、Il4-/-、Il4ra-/-、Il13ra1-/-マウスについて、L-CNV の

感受性を確認すると、野生型と比較して、Il4-/-

と Il4ra-/-で有意な抑制を認めた(図 2)。 

(4)マウス骨髄由来内皮細胞(EPC)とマウ

スおよびヒト網膜血管内皮細胞(RVEC)へ

の作用 

IL-4刺激により、Il4ra+/+の背景を有する

野生型マウスEPCとRVECでは、Ccl2とFlt1

転写が促進したが、Il4ra-/-EPC では促進さ

れなかった。また、IL-4刺激によって、タ

ンパクレベルでも同様に発現が亢進した。

Tube formation assayにおいても、IL-4

刺激により管腔形成の促進を認めた。

IL-13刺激でも、野生型マウス EPC では、

Ccl2 と Flt1転写の促進と管腔形成の促進を認めたが、IL-13/IL-13Rα1 を介した系より

IL-4/IL-4Rαを介した系の方が、有意に管腔形成に貢献した。Il13ra1-/-EPC では、IL-13Rα1

を介したシグナルが抑制されるため、競合する IL-4Rα1によるシグナル活性が相対的に増強し、

IL-4刺激によって、野生型よりも Il13ra1-/-EPC の管腔形成は亢進した。(図 3) 

 

図 3 マウス EPC の IL-4、IL-13、VEGF 刺激による管腔形成の比較 

 

図 2 マウス L-CNV のサイズ比較 

 



 

(5) マイクロアレイによる解析 

 野生型と Il4ra-/-マウス EPC を IL-4刺激によって管腔形成を誘導し、その際に発現する遺伝

子群について包括的転写解析を行った。最も高い発現を認めた遺伝子は Ccl24、H2-M5、Retnla、

Fbp1、Aqp3 であり、Cx3cr1 が最も発現が抑制されていた。Ingenuity Pathway Analysis を用

いて分子ネットワークを解析すると、VEGF 及び JAK/STAT シグナリングとして説明できた。誘

導された分子の機能解析を行ったところ、リンパ球ホーミング (Z score = 2.798、 P = 

8.3×10-5)、 血管新生(Z score = 2.781、 P = 1.8×10-4)、 マクロファージ活性化 (Z score 

= 2.731、 P = 1.0×10-5)、 骨髄細胞リクルート (Z score = 2.606、 P = 2.8×10-10)に関与

していることが明らかになった。 

(6) Il4+骨髄由来細胞(BMC)の L-CNV 形成への貢献 

 野生型(C57BL/6)、遺伝子欠損マウス(Il4-/-、Il4ra-/-マウス)の低毒性生細胞蛍光標識を用い

た骨髄細胞移植 AMD モデルを用いて、Il4+BMC の L-CNV 形成において果たす役割を解析した。 

 Il4-/-、Il4ra-/-BMCは、野生型マウスにおいてL-CNV感受性を抑制し、Il4+BMCは Il4-/-、Il4ra-/-

マウスにおいて L-CNV感受性を回復させる(図 4、図 5)。以上から、 IL-4 発現した BMC が L-CNV

の制御に大きな役割を果たすことが確認された。 

 

図 4 骨髄キメラマウスの L-CNV サイズ  

 

図 5 骨髄キメラ L-CNV の蛍光免疫組織染色 
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