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研究成果の概要（和文）：我々はマウスでの脈絡膜新生血管(CNV)モデルを用いて抗酸化物質チ

オレドキシンやスタチンでの CNV 形成抑制効果や酸化型 LDL 受容体の一つである LOX-1 の病態

形成への関与を報告してきた。今回、細胞内でチオールを増加させる N-Acetyl-cystein(NAC)

を用い CNV の抑制効果を検討した結果、CNV 形成における NF-κB の核内移行や好中球／マクロ

ファージ浸潤に関与するサイトカイン（CXCL-1,MCP-1）や VEGF、VEGFR-1 の発現上昇を NAC 投

与により抑制することを見いだした。 

研究成果の概要（英文）： 
Our previous studies have suggested that the anti-oxidant, such as thioredoxin, and 
pitavastatin, could inhibit the development of choroidal neovascularization (CNV). We 
reported that N-Acetyl-cystein (NAC), which has a tissue protective action against 
oxidative stress, inhibited indicators of oxidative stress and the activation of NF-
κB induced by laser injury, and consequently suppressed macrophage and neutrophil 
infiltration and the development of CNV. 
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１．研究開始当初の背景 
加齢黄斑変性症（Age-related Macular 

Degeneration: AMD）は先進国において後天

性の視力低下や失明の主原因で、とくに欧米

では成人失明（特に 50 歳以上）原因の第 1

位の疾患である。近年我が国においても AMD

患者数は増加傾向にある。AMD は Bird らの国

際分類により萎縮型（非滲出型）と滲出型に

大別される。萎縮型 AMD は網膜色素上皮 

(retinal pigment epithelium: RPE) 、脈絡

膜、網膜の萎縮が特徴であり、その進行は比

較的緩除とされている。一方の滲出型の AMD
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の本態は脈絡膜新生血管 (Choroidal  

Neovascularization: CNV)である。CNV はブ

ルッフ膜を破壊して、RPE 下あるいは網膜下

に発育、侵入する。さらにその周囲は RPE の

増殖を伴いながら膠原線維を主体とした増

殖組織が形成される。CNV の病因は、RPE・ブ

ルッフ膜・脈絡膜の加齢変化を基盤として、

細胞外マトリックスの異常、慢性炎症や酸化

ストレスに伴うさまざまな分子の相互作用

にくわえ、遺伝的因子、環境因子が関与して

いると考えられているが、完全にはわかって

いない。現在の AMD の治療は活動性の高い脈

絡膜新生血管をターゲットとした治療が主

流で光線力学的療法 (Photo dynamic 

therapy: PDT)、抗血管新生増殖因子

(vascular endothelial growth factor: 

VEGF)抗体の硝子体注入などである。いずれ

の治療法も一定の成績はあげているが未だ

十分な結果は得られていない。我々は従来の

光線力学療法単独と比較し、光線力学療法に

抗 VEGF 抗体硝子体内注入を併せる事でより

効果的な視機能改善を得られる事を明らか

にした。(文献②) しかし、依然として視機

能改善効果に限界が満足の得られる視力、視

機能を維持するという観点から CNVの発生お

よび進行を未然に防ぐことが望ましい。現在

のところエビデンスとして確立されている

のはサプリメント（ビタミン C、ビタミン E、

β-カロテン、亜鉛）の服用などがあるが、

AMD 患者が増加傾向となっている今、CNV の

発生および進行を抑える効果のある新たな

方法が望まれている。近年、CNV 形成／進展

に酸化ストレスが関与する事が明らかにさ

れた。これまでに我々は、細胞の酸化ストレ

スに対する重要な抗酸化酵素である

Thioredoxin や、抗酸化作用を有する高脂血

症治療薬 Pitavastatin による CNV 形成抑制

効果を報告した。また、酸化低比重リポタン

パク質(oxidized low-density lipoprotein: 

LDL)のスカベンジャーレセプターである

LOX-1 の CNV 形成の検討により、CNV 形成に

酸化ストレスが関与する事を報告してきた。

生体内においてグルタチオンシステムは重

要な抗酸化システムの一つであり、フリーラ

ジカル除去物質である N-アセチル-システイ

ン(N-Acetyl- cysteine: NAC)は体内で還元

型グルタチオンへと代謝され、細胞内の還元

型グルタチオン濃度を上げる作用を持つ。

NAC は元来、閉塞性呼吸器疾患の治療薬、ア

セトアミノフェン中毒の解毒剤として利用

されていたが、近年 human immunodeficiency 

virus (HIV)-1感染による急性／慢性炎症や、

パーキンソン病等の神経変性疾患に対して

も有用である事が報告されている。眼科領域

においては光による視細胞障害に対して保

護的に働く事が明らかにされた。体内で還元

型グルタチオン濃度を上げる事は、酸化スト

レスから組織を保護する効果が期待できる。

そのため経口投与可能な NAC による AMD 抑制

効果が期待されている。本研究で用いた NAC

は経口投与では速やかに吸収され、投与後

2-3 時間後に最高血中濃度となり、主に腎臓、

肝臓、肺に分布する。 

 
２．研究の目的 
今回、NAC の AMD への効果を調べる事を目的

とし、実験的に脈絡膜新生血管を誘発した実

験動物に NAC を腹腔内投与し、CNV の抑制効

果とその作用機序の解明を目的とした。 

 
３．研究の方法 
6-8 週令雄の C57BL/6 マウスを用い過去の報

告に準じてレーザー誘発実験的 CNVを組織免

疫染色法及びCNVサイズ計測の際は4発/1眼

ずつ、その他の実験では 15 発/ 1 眼ずつレー

ザーを施行した。NAC をリン酸塩緩衝液に溶

解し、NAC 群のラットにはレーザーによる脈



 

 

絡膜新生血管作製を行なった後に、NAC 溶液

(250mg/ kg/ day)を 0.5ml 腹腔内投与した。

コントロール群はレーザーによる脈絡膜新

生血管作製を行なった後に、PBSのみを 0.5ml

腹腔内投与した。レーザー無施行のマウス

とレーザー照射 1、3、6、12 時間後の眼

球を摘出し、酸化ストレスを確認する為に、

酸化ストレスバイオマーカーである

4-hydoroxy-2-nonenal (4-HNE) や転写因子

nucleus factor-κ(NF-kappa) B の核内移行

を Western blotting で、VEGF、VEGF receptor 

(VEGFR)-1、VEGFR-2、monocyte chemotactic 

protein (MCP)-1、chemokine (C-X-C motif) 

ligand (CXCL)-1 を ELISA にて検討した。免

疫染色法にてレーザー照射による好中球/

マクロファージを評価した。また CNV サ

イズ測定し NAC による効果を検討した。 

 
４．研究成果  

4-HNE はレーザー後徐々に増加し、3時間を

ピークに減少していたが NAC 投与群では有意

に抑制された。細胞レドックス感受性転写因

子である NF-κB もレーザー照射 6 時間後に

は認められ、NAC 投与により抑制されること

を確認した。またレーザー照射 2日後に上昇

しており NAC 投与群では有意に低かった。マ

クロファージ特異的抗原 F4/80の免疫染色に

より、光凝固斑周囲に浸潤するマクロファー

ジを測定しするとコントロール群と比較し

て NAC 群では明らかに浸潤が抑制されていた。

レーザー照射により CXCL-1 発現量は上昇し

NAC 投与群では有意に抑制されていた。周囲

に集簇する多核白血球量を評価する為

に、Ly-6G の免疫染色を行なっが、レーザー

照射 3日後のコントロール群と比較して NAC

投与群では明らかに浸潤が抑制されていた。 

VEGF、VEGFR-1 発現量コントロール群と比

較して NAC 群では有意に抑制されていたが

VEGFR-2 発現量に有意差はなかった。 

レーザー照射 7 日後に、形成された CNV

は fluorescein-labeled tomato lectin で明

瞭に描出され、コントロール群と比較して

NAC 投与群ではそのサイズが有意に縮小して

いた。以上より本研究において NAC が CNV 伸

展に対して抗血管新生作用を有する事を示

した。本報告は実験的脈絡膜新生血管により

4-HNE が上昇する事を示した最初の報告であ

る。NF-κB は多くの炎症関連遺伝子の転写を

仲介するレドックス感受性転写因子で、今回

の結果は、NAC が TRX-1 と同様にシステイン

残基を介して NF-κB の機能を調節し、NF-κ

B を介した遺伝子発現の阻害に働いている可

能性を示唆している。またマクロファージ

浸潤を抑制する事により実験的脈絡膜

新生血管を抑制する事が示されており、

更にマクロファージから VEGF を分泌す

る事で新生血管の伸展を促進させる。

MCP-1 は実験的脈絡膜新生血管形成の重

要な分子であり、この事は臨床での得ら

れた CNV サンプルからも示されている。

今回の我々の研究もこれらを支持する

結果となった。今回の研究では、NAC が

CXCL-1 を抑制する事で好中球の浸潤を

抑制すると考えられた。補体経路の活性

化を抑制した為ではなかった (データ

未発表)。 炎症反応の過程で MCP-1 と

CXCL-1 の発現は NF-κB によって制御さ

れるとされており、NAC は NF-κB を抑制

する事で MCP-1 や CXCL−1 の発現を抑制

していると考えられた。s 
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