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研究成果の概要（和文）：滲出型加齢黄斑変性(nAMD)は、脈絡膜から発生する新生血管の破綻により、視機能に
影響をきたす疾患である。網膜下線維化組織は新生血管退縮後に形成され、視機能に影響を及ぼす。網膜下線維
組織の形成には、局所炎症を伴う網膜色素上皮細胞(RPE)の上皮間葉系移行(EMT)が寄与する。補体は、生体防
御、局所炎症で重要な働きをする。本研究では、RPEにおいてTGF-β２が誘導するＥＭＴにおいて、補体C5、マ
トリセルラー蛋白質のThrombospondinの発現が上昇し、α、γ-レチノイン酸受容体アゴニストによりこれらの
発現亢進が有意に抑制された。

研究成果の概要（英文）：Neovascular age-related macular degeneration (nAMD) is a disease that 
affects visual function due to the disruption of neovascular vessels arising from the choroid. 
Subretinal fibrotic tissue forms after neovascular regression and affects visual function. 
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) of retinal pigment epithelial cells (RPE) with local 
inflammation contributes to the formation of subretinal fibrous tissue. Complement plays an 
important role in biological defense and local inflammation. In the present study, the expression of
 complement C5 and the matricellular protein thrombospondin was upregulated in TGF-β2-induced EMT 
in RPE, and their increased expression was significantly suppressed by α and γ-retinoic acid 
receptor agonists.

研究分野： 増殖性網膜硝子体疾患

キーワード： 網膜硝子体疾患　線維化　網膜色素上皮　補体　レチノイン酸シグナル　細胞外基質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
nAMDでは網膜下線維組織形成がnAMDの長期的な視力障害の原因の１つである。RPEを起点としたEMT形成、組織収
縮に伴い補体C5の発現上昇を見出したことから、補体が網膜下線維組織形成に関与する可能性を示唆した。同時
に、マトリセルラー分子のThrombospondinの発現量も亢進することから、新たな細胞外基質の関与を明らかにし
た。今回の研究結果は、網膜下線維組織形成の新たな分子機序を示唆することから学術的意義は高い。これらの
結果は、網膜下線維組織形成のみならず、他の難治性増殖性網膜硝子体疾患の予防、治療に対して新たな標的お
よび指針を与えるものであり、社会的な意義の高い成果である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

滲出性加齢黄斑性（nAMD）は、脈絡膜新生血管(CNV)がその本態であり、抗 VEGF 薬治療が

第一治療選択となり、一定の治療効果がえられるようになってきた。一方で、二次的に形成

される網膜下線維組織が、抗 VEGF 薬の効果不良や視力予後不良の一因であることが明らか

となってきた。つまり如何にして網膜下線維組織形成を抑制するかが視機能維持に重要で

あり、線維組織形成阻害を標的とした特異的な治療法の開発がアンメットメディカルニー

ズである。組織に起こる創傷治癒過程の一つである線維化には、大きな組織損傷や慢性炎症

のもと種々の因子や細胞が関与している。中でも、傷害組織において、α-平滑筋型アクチ

ン(α-SMA)などの分子マーカー発現、I 型コラーゲン(ColI)などの細胞外基質(ECM)の異常

な分泌・発現などを特徴とした筋線維芽細胞の出現、活性化が線維化に寄与する。特に、上

皮細胞が、筋線維芽細胞への変化する現象を上皮－間葉系移行(EMT)という。患者から採取

した網膜下組織の組織学的検討では、EMT を起こした RPE、線維芽細胞、およびマクロファ

ージなどの炎症細胞群とコラーゲンを中心とした細胞外基質を認めることが報告されてい

る。さらに、RPE は局所炎症の制御、増悪に寄与している。網膜下線維組織による網膜障害

を抑えるには、常在細胞の RPE の EMT 及びそれを取り巻く微小環境における炎症を効率よ

く制御することが重要である｡ 

 補体は、生体に侵入してきた病原体に対して活性化され、病原体を破壊する免疫系の因子

である。血中に多く含まれ、補体が無秩序に活性化すると、自己組織を攻撃し、臓器に障害

を引き起こす。nAMDにおいて、補体活性化経路の抑制因子である補体因子 H（CFH）の関与

が報告されている。さらに、nAMDの関連やnAMD患者の組織学的検討から、ブルッフ膜周囲へ

の炎症細胞の浸潤やRPEでのVEGF発現亢進に加え、ドルーゼン内に局所炎症に関与するC3を

始めとした補体因子群の存在も報告されている。nAMDの血清中におけるC3a、C4a、C5a補体

因子群濃度と網膜下線維組織形成との相関も報告されている。また、補体自体は他の細胞で

筋線維芽細胞への誘導作用があることも示唆されている。現状、RPEを含めて眼組織におけ

るEMTへ補体が関与している報告はない。そこで申請者は、加齢黄斑変性の網膜下線維組織

形成過程において、網膜下での局所的な補体因子群の発現、分泌および蓄積が線維組織形成

に関与する可能性を考えた。すなわち、補体因子が新たな線維化誘導因子としてRPEに直接

作用し、RPEのEMTを促進するとともに、一方で、RPEあるいはEMTをきたしたRPE自体がcell-

autonomousに局所的な補体因子の分泌、発現をきたし、網膜下での局所炎症遷延化に寄与し、

線維組織形成に関与しているのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 

本研究は、nAMD の長期的な視力障害に網膜下線維組織形成が原因の１つであるという考え

に基づいている。本研究では、RPE を起点として補体因子群による網膜下線維組織形成の分

子機構を明らかにし、網膜下線維性瘢痕形成、収縮を抑制する新たな網膜疾患治療薬の確立

を目指す。 
 
 
３．研究の方法 

網膜下線維組織形成、収縮では、EMT による RPE の筋線維芽細胞への分化がその病態に関

与する。TGF-β が EMT において中心的な役割をはたすが、一方で網膜下での持続的な慢性



炎症も EMT 更には EMT をきたした筋線維芽細胞の活性化に寄与する。異常に活性化された

補体因子群は、網膜下での慢性炎症への関与が示唆されているが、網膜下線維組織形成、収

縮において RPE の EMT にどのように寄与しているか不明である。さらに RAR-γ経路との関

連性も検討する。そこで以下の研究計画を立て進めた。 

(1) RPE における補体因子群（C3, C4 等）の EMT 誘導作用の解析 

初期培養したヒトあるいはマウス RPE を用いて、α-SMA を始めとした EMT マーカーや

FN 等の細胞外基質発現への影響を生化学的に検討する。さらに、主要な EMT 誘導シグ

ナルである TGF-β シグナル経路との関連を明らかにするため、TGF-β による RPE の

EMT 誘導時での補体因子群の相乗作用も検討する。  

(2) EMT 転化した RPE への補体因子群（C3, C4 等）による活性化機序解析   

TGF-β 処理にて EMT 誘導した RPE に対する補体因子群の増殖、細胞死、細胞遊走能な

ど細胞高次機能への作用を検討する。さらに、炎症性サイトカイン、増殖因子、細胞外

基質、蛋白質分解酵素 MMPｓの分泌、発現を検討する。 

(3) RPE における補体因子群（C3, C4 等）刺激による標的分子の解析 

EMT をきたした筋線維芽細胞ならびに RPE における補体因子群の下流で変動する遺伝

子群を次世代シークエンサーにて網羅的に解析する。 

(4) マウス網膜下瘢痕形成モデルにて補体因子群の作用を in vivo で解析 

補体因子群の阻害剤（化合物、siRNA, 阻害抗体など）を用いて表現型を組織学的に検

討する。さらに、下流の標的分子についても同様の検討を行う。 

(5) EMT に関与する RAR シグナル経路と補体活性化経路間のクロストークの解析 RARs アゴ

ニスト、補体因子群よる作用機序、関連分子、シグナル経路等を解明する．④同様に、

マウス網膜下瘢痕形成モデルにて相乗効果等を in vivo で検討する。 
 
４．研究成果 
 

滲出型加齢黄斑変性(nAMD)は、脈絡膜から発生する新生血管の破綻により、視機能に影響を

きたす疾患である。さらに、二次的に形成される網膜下線維化組織が視力予後に影響を及ぼ

すことが知られている。網膜下線維組織形成には、網膜色素上皮細胞(RPE)が中心的な役割

を果たす。同時に、線維性組織周辺に種々の炎症細胞浸潤をみとめることから、網膜下での

局所炎症が線維化の病態に大きく寄与すると考えられる。生体防御、局所炎症で重要な働き

をする補体は、病理組織学的検討や遺伝子解析などから、nAMD の発症、増悪に関与するこ

とが示唆されている。本研究の目的は、RPE を起点とし、網膜下線維化形成における炎症因

子特に補体因子群との相互作用明らかにすることにある。申請者らは、線維化誘導因子の

TGF－β２が初期培養したマウス RPE における細胞収縮、上皮間葉系移行（ＥＭＴ）を誘導

し、レチノイン酸受容体（RAR-α,γ）がそれぞれの特異的な RAR-αアゴニスト AM580, RAR-

γアゴニスト palovarotene を介するシグナルで抑制されることを明らかにしてきた。初期

培養したマウス RPE を TGF－β２処理することにより、炎症関連因子である補体因子群にお

いて C5 が TGF-β２依存性に発現上昇することが明らかとなった。一方で、C3, C4、CFH な

どは有意な上昇は認められなかった。さらに RAR-αアゴニスト AM580、RAR-γアゴニスト

palovarotene により C5 の発現亢進が有意に抑制されることを明らかにした。このことか

ら、RPE において TGF-β２の下流で補体因子 C5の発現亢進にはレチノイン酸シグナルが関

与していることが示唆された。一方で、C5 処理にて RPE 細胞の増殖、細胞死、細胞遊走能

には有意な効果は得られなかった。RPE の EMT についても、分子マーカーの発現等も観察さ



れなかった。一方で。補体因子と相互作用し、免疫反応に寄与するマトリセルラー蛋白質の

Thrombospondin が TGF-β２依存性に発現亢進することを見出した。本研究結果から、RPE

を起点とした慢性炎症に補体成分 C5 さらにマトリセルラー分子の Thrombospondin が協調

的に作用し、レチノイン酸シグナルと共同して網膜下線維組織形成に関与する可能性が示

唆された。 
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