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研究成果の概要（和文）：滲出型加齢黄斑変性（nAMD）における網膜下線維症および脈絡膜血管新生（CNV）に
対して、ベンゾイルフェニルウレア（BPU17）が有する効果を検討した。
C57BL/6Jマウスに網膜光凝固を施行して網膜下線維化を誘導した動物モデルにおいて、BPU17の硝子体注射は網
膜下線維症を抑制した。同様に、C57BL/6Jマウスに網膜光凝固を施行してCNVを誘導した動物モデルにおいて
も、BPU17はCNV増生を抑制した。いずれのモデルにおいてもBPU17は濃度依存的に抑制傾向を示したことから、
BPU17がnAMD病変を抑制する可能性が示唆された。
今後はBPU17の有効濃度を同定し再現性を検討する。

研究成果の概要（英文）：The effects of benzoylphenylurea (BPU17) on neovascular age-related macular 
degeneration (nAMD) were investigated in models of subretinal fibrosis induced by retinal 
photocoagulation in C57BL/6J mice. To administrate vitreous injections of BPU17 inhibited subretinal
 fibrosis in them. Similarly, in models of choroidal neovascularization (CNV) induced by retinal 
photocoagulation in C57BL/6J mice, BPU17 inhibited the growth of CNV in them. BPU17 showed a trend 
of concentration-dependent inhibitory effects. Our results suggested that the effeccts of BPU17 
inhibit the disorders of visal function induced by nAMD. We investigate the reproducibility of these
 models to determine the effective concentration of BPU17.

研究分野：眼科学領域
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研究成果の学術的意義や社会的意義
滲出型加齢黄斑変性（nAMD）に対する治療方法の第一選択は抗血管内皮増殖因子（VEGF）薬であるが、nAMD晩期
の網膜下線維症には治療効果を持たない。抗VEGF薬が有効な症例であっても、治療効果を維持するために反復し
て長期に投与することで、網膜萎縮等の障害を生じる。BPU17はnAMDに対して抗VEGF薬とは異なる薬理機序で作
用すると考えられる。本研究の結果から、BPU17がnAMDによる脈絡膜新生血管および網膜下線維症に抑制的に作
用する可能性が示され、新規のnAMD治療標的として期待された。今後はBPU17の分子機序を解明することで、
nAMDの病態解明に寄与する可能性が期待される。

※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 
視力障害の主要な原因のひとつとして、線維化による視機能の喪失が挙げられており、とく
に滲出型加齢黄斑変性（nAMD）瘢痕期の線維化は、主に網膜下に増殖して不可逆な視力障
害を引き起こす一方で、未だ治療方法が確立されていない。 
nAMD をはじめとした網膜疾患に続発する網膜下線維症は、組織傷害に伴う創傷治癒の組
織リモデリングにおいて、組織傷害を契機とする炎症によって惹起された網膜色素上皮
（RPE）細胞の上皮間葉系移行（EMT）、 細胞遊走、筋線維芽細胞の過剰な活性化による
コラーゲンをはじめとした細胞外マトリクス（ECM）の異常蓄積が、発症プロセスに関与
する。現状の nAMDに対する治療方法の第一選択は、抗血管内皮増殖因子（VEGF）薬の
硝子体腔内投与である。nAMD においてブルッフ膜の破綻を契機とした脈絡膜血管新生
（CNV）の網膜下増殖は、CNV破綻による網膜下出血を来す増悪期を経て、瘢痕期の網膜
下における線維化を生じる。抗 VEGF薬は nAMDにおける CNVを抑制するが、線維化そ
のものに対しては阻害効果を持たないため、発症から時間が経過した nAMD瘢痕期では視
力障害の改善に寄与しない。また、抗 VEGF薬による治療で視力を維持するためには定期
的に繰り返しの投与が必要となる一方で、長期的かつ反復的な投与は網膜萎縮を引き起こ
すことが知られている。したがって、副作用が少なく、病期が進行した症例において網膜下
線維症の制御を行う薬理機序を持った薬剤の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、nAMD 瘢痕期における網膜下線維症を抑制する化合物の同定とその作用
機序を解明することで、臨床応用の可能性を検討することにある。本研究では、新たな線維
性増殖の制御因子、及びその経路を明らかにすることで、網膜下線維症による視機能障害を
抑制し得る新規の治療標的を見出す。また、nAMD 以外の線維性増殖を伴う難治性網膜硝
子体疾患においても視機能の維持に大きく貢献し、薬物開発において新たな標的分子及び
指針を与える。 
 
３．研究の方法 
① BPU17が RPE細胞の EMTに及ぼす影響の検討 
RPE 細胞の傷害では、組織リモデリングの過程において細胞移動と同時に EMT が生じる
ことから、BPU17 がこれらに及ぼす影響を検討する。BPU17 を加えて 24 時間培養した
RPE 細胞から抽出したタンパク質を用いてイムノブロット法を行い、EMT 関連タンパク
質の発現を解析し、同様に RPE細胞から抽出したmRNAから PCR法を行いて EMTに関
連する遺伝子の解析を行う。 これらにより、RPE 細胞の EMT への作用機序と制御機構、
それに関わる分子、転写因子、シグナル伝達経路などを検討する。また、ECMの過剰産生
によるリモデリング異常についても、RPE 細胞から抽出したタンパク質を用いてザイモグ
ラフィー法を行い、タンパク質分解酵素の活性を解析して ECM 発現との相関を検討する。 
 
② 網膜下線維症モデルでの BPU 17の作用の検討 
C57BL/6Jマウスに網膜光凝固を施行し、網膜下線維症を誘導したモデルを用いて、BPU17 
を硝子体腔内投与することで、BPU17が網膜下の線維化形成に与える影響を検討する。光
凝固直後および 7日後に試薬の投与を行い、処置後 21日目にフラットマウント標本化を行
う。 線維化面積の同定には、網膜下線維症で発現上昇する抗 Type I collagen抗体を用いて
蛍光免疫染色を行い解析する。 
 
③ BPU17が CNV増生に与える影響の検討 
②の結果を得て、BPU17 が網膜下線維症の形成に影響を及ぼすと仮定し、CNV に対する
BPU17の作用を検討することで、生体内において BPU17が作用する段階を明らかにする。
網膜光凝固によって RPE を破綻させ CNVを誘導したマウス眼球に BPU17の硝子体腔内
投与を行い、処置後 7日目に標本化を行う。CNVの同定には、血管内皮細胞に特異的に結
合する Isolectin B4を用いて蛍光免疫染色を行い解析する。 
 
④ BPU17の標的分子や結合分子の検討 
培養 RPE細胞を用いて BPU17が関与する分子の同定を行うため、RNA抽出を行い、次世
代シーケンス解析を行う。RPE 細胞の EMT 誘導のため TGF-β2 で刺激を行い、BPU17
を加えて 24時間培養を行ってから RNA抽出を行う。これを次世代シーケンス解析するこ
とで BPU17の標的分子や結合分子を含むシグナル伝達経路を明らかにする。 
 
４．研究成果 
②に関して、C57BL/6Jマウスを用いた網膜下線維症モデルにおいて、BPU17の濃度依存
的に、網膜下線維症の面積に縮小傾向が見られた。また、③に関して、C57BL/6Jマウスを



用いた CNV モデルにお
いては、BPU17の濃度依
存的に、CNVの面積に縮
小傾向が見られた。複数
回の検討を行い、統計学
的に有意差を認めた条件
について、今後、再現性を
確認して薬剤の有効濃度
を決定する。BPU17は、
ヒト動脈由来の血管内皮
細胞に対して細胞増殖お
よび細胞遊走に抑制的に
作用することが示されて
おり、また、マトリゲル上
で培養した血管内皮細胞
に対しては、チューブ形
成が阻害されることが明
らかになっている。しか
しながら、これらの作用
に関与する BPU17 の分
子機序は明らかになって
いない。本研究で、CNV
増生や網膜下線維症の形
成に対して BPU17 が抑
制的に作用することが示唆されたことから、BPU17の分子機序を明らかにするため、RPE
細胞に対する作用についても検討を要する。今後、①④の検討を行うことで、BPU17の標
的分子やシグナル伝達経路を明らかとする。 
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