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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性においては無秩序な補体活性化に伴う網膜下の慢性炎症

が発症の重要な一因である。我々はヒト網膜色素上皮細胞(RPE)を用いて、加齢黄斑変性の前

駆病変であるドルーゼン中に蓄積したAmyloid  (A)が補体経路の制御因子にどう関与するか

を調べた。その結果、Aは補体代替経路の抑制因子である H 因子、I 因子の両方と結合し、そ

の結果、I 因子の機能を特異的に阻害すること、さらに Aにより刺激された RPE は MCP-1

を分泌し、これにより網膜下に集積したマクロファージとミクログリアが活性化後に産生され

たTNF-と IL-1がRPEに作用し、その結果、補体代替経路の促進因子であるB因子のmRNA

発現が上昇することが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation in subretinal space due to unregulated 

complement activation is considered to play an important role in the pathogenesis of 

age-related macular degeneration (AMD).  In this project, we investigated how A that is 

accumulated within drusen affects the modulators of complement activation pathway.  

The results showed that A binds to both factor H and factor I, which are inhibitors of 

complement alternative pathway, and selectively inhibits the function of factor I.  

A-stimulated RPE cells produce monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and recruit 

macrophages and microglia into subretinal space.  A-stimulated macrophages and 

microglia produce TNF- and IL-1, which then act on RPE cells and induce an 

up-regulation of factor B (main activator of complement alternative pathway). 
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１．研究開始当初の背景 

加齢黄斑変性(AMD)は先進諸国におけ

る高齢者の視覚障害の最大の原因であり，

人口の高齢化に伴い益々増加傾向にある。

AMD のうち，特に脈絡膜新生血管(CNV)

を合併する滲出型 AMD が重要であるが，

AMDでCNVが生じる分子メカニズムにつ

いて完全には解明されていない。近年，滲

出型 AMD に対して血管新生促進因子

VEGF の阻害療法が臨床応用されつつある

が，CNV 発症後の治療では著明な視力回復

は難しいため，AMD から CNV 発生に至る

分子機構を解明し，CNV の予防治療を確立

することが必至である。AMD 発症におい

ては，網膜のホメオスタシスを維持してい

る網膜色素上皮(RPE)細胞が重要な役割を

していると考えられる。我々はこれまで，

生理的状態の RPE は血管新生促進因子で

ある VEGF と，RPE 由来の血管新生抑制因

子である色素上皮由来因子 PEDF をともに

高濃度に発現し，両者の間にバランスが保

たれているために，血管新生は生じない。

しかし加齢に加え，何らかの病的刺激によ

り RPE が病的状態に移行し，VEGF と

PEDF のバランスが崩れることが CNV を

惹起する引き金になることを示してきた

（J Cell Physiol 2001，BBRC 2003）。しかし，

AMD 発症において何が RPE に作用する主

たる病的刺激であるかは我々および国内

外の研究でも明らかでなかった。 

AMD の前駆病変として黄斑部のドルー

ゼンが知られているが，近年，ドルーゼン

中に認知性疾患アルツハイマー病の原因

物質 amyloid  (A)の蓄積が明らかになっ

た(Johnson LV, et al. PNAS 2002)。そこで

我々は，ドルーゼン中の A が RPE に対す

る主たる病的刺激ではないかと考え，研究

を行ったところ，ヒト RPE に A を負荷す

ると VEGF の発現が上昇し，PEDF の発現

が低下した。さらに，A を過剰に蓄積す

る neprilysin ノックアウトマウスでは，A 

蓄積に続発して RPE の変性や basal deposit

など，ヒト早期 AMD の眼所見を生体で再

現することに成功した（J Clin Invest 2005）。

以上の結果は，neprilysin ノックアウトマウ

スがヒト AMD，特に早期 AMD の有用な

動物モデルであることを示すとともに，ア

ルツハイマー病だけでなく，眼の疾患であ

る AMD においてもその発生原因として

A が critical であることを初めて明らかに

したものである。 

しかし解決すべき疑問が 2 つ残っている。

1 つは，A はどのような機序で AMD の病

態を惹起するのかということ，もう 1つは，

A蓄積だけではなぜCNVにまで至らなか

ったかということである。まず AMD を惹

起する機序に関しては，最近の遺伝子解析

の結果から，補体活性化の代替経路の抑制

因子である H 因子（Klein RJ, et al. Science 

2005, Haines JL, et al. Science 2005, Edwards 

AO, et al. Science 2005）や，代替経路の活

性化因子である B 因子の遺伝子多型が

AMD 発生に強く関与することが明らかに

なり（Gold B, et al. Nat Genet 2006），AMD

発症には C3b を中心とした補体活性化の

代替経路の polymorphism が重要であるこ

とが示された。しかし疾患の発症には，遺

伝的背景に加えて環境因子が必須である

が，補体活性化における環境因子の役割に

注目したアプローチは，殆どなされていな

い。A はドルーゼン内で C3b や H 因子な

ど種々の補体蛋白やその制御因子と共存

していること(Hageman G, et al. PNAS 2005)

などから，我々は，A は RPE に作用し，

補体活性化の代替経路に影響することに

より，遺伝的背景と相まって AMD 発症を

惹起するのではないかと考えるに至った。 

 

２．研究の目的 

A 蓄積から AMD 発症を惹起する機序とし

て，特に補体活性化に着目して研究を進める

ことにより，A という環境因子をターゲッ

トとした新たな AMD 治療の可能性につなげ

ようとするものである。 

 

３．研究の方法 

ヒトRPEを分化誘導条件下で培養し，分

化形質の発現が最大になった段階で



 

 

mRNA抽出，および培養上清を採取し，

補体蛋白であるC3, C5，そして代替経路

の制御因子であるB因子，D因子，H因子，

I因子に対してリアルタイムPCRおよび

Western blottingを施行し，RPEにおける

これら因子の発現および，細胞分化に伴

う発現パターンの変化を調べる。 

つぎにA負荷により，上記の補体関連

因子の発現がどのように変化するかを

調べる。 

A負荷により補体関連因子に発現変化

が誘導された場合には，RPE細胞が産生

する成長因子やサイトカインによる二

次的な影響についても検討する。一方，

A負荷による補体関連因子の発現変化

が蛋白レベルでのみ，みられた場合に

は免疫沈降法などを用いてAと各補体

因子との結合，および結合に伴う補体

因子の分解をWestern blottingにて調べ

る。以上により，Aによる補体関連因

子の発現制御メカニズムを分子レベル

で解明する。 

ヒトRPE細胞において，内因性のC3b，

および外部から過剰に添加したリコン

ビナントC3bが培養系で分解されて精

製された分解産物であるiC3bをELISA

法にて測定し，A負荷によりRPEにお

けるiC3bの産生が阻害されるか検討す

る。C3bの分解が阻害されていることが

示された場合には，さらに補体活性化

抑制因子であるH因子， I因子に対し

co-factor assayを施行してAによる影響

を調べる。具体的にはH因子，I因子，

C3bの各々をAとPre-incubationした場

合に，C3b分解が阻害されるか検討する。

それにより，Aが補体活性化のどの因

子に作用してC3b分解を制御するのか

を明らかにする。 

 
４．研究成果 
本研究により、ヒト RPE 細胞は恒常的に補体

代替経路の主要な蛋白ならびに制御因子で
ある、C3, C5, H 因子、B因子、I因子を発現
していることが示された。さらに RPE 細胞の
培養上清を用いた Western blotting ならび
に ELISA 法にて上清中の C3, C5, iC3b, H 因
子、B因子、I因子の分泌が確認された。RPE
細胞を Aで刺激すると培養上清中の iC3b の
産生が低下することがELISA法により示され
た。 
つぎに免疫沈降法で Aと H因子、I因子の結
合を調べると、Aは両因子と直接結合してい
た。さらに co-factor assay により、Aが H
因子、I 因子に及ぼす影響を調べると、Aと
H 因子を preincubation しても H 因子の機能
に影響はなく、C3b を iC3b に分解することが
できたが、Aと I因子を preincubation する
と、I因子の機能が阻害され、C3b を iC3b に
分解できず補体活性化を抑止できなくなっ
た。 
さらに、A刺激した RPE 細胞は炎症細胞の主
たる遊走因子である MCP-１の発現を mRNA レ
ベル、蛋白レベルともに上昇させた。その結
果、遊走してきたマクロファージとミクログ
リアが Aにより活性化されると TNF-、
IL-1の産生を mRNA レベル、蛋白レベルとも
に発現上昇した。最後に、RPE 細胞がこれら
の TNF-、IL-1で刺激されると、B因子の発
現が上昇し、その結果、補体活性化を促進す
ることが示された。 
すなわち、ドルーゼン中に蓄積した Aは、RPE
がドルーゼン中に産生した補体活性化の抑
制因子と直接結合してその機能を阻害する
とともに、炎症細胞由来のサイトカインを介
してRPEにおける補体活性化の促進因子の発
現を上昇させることにより、両者が相俟って
網膜下の慢性炎症の持続を惹起することが
明らかとなった。 
以上の研究成果は、加齢黄斑変性の早期治療
として補体系を標的とした分子治療の有効
性を示すものである。 
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