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研究成果の概要（和文）： 黄斑部にドルーゼンをともなう加齢性黄斑変性カニクイザルの網膜

色素上皮細胞を初代培養し、健常な細胞との比較を行った。電子顕微鏡による細胞接着構造、

貪食作用、オートファジー、遺伝子発現が比較され、疾患細胞において様々な異常が観察され

た。 

 
研究成果の概要（英文）：Retinal pigment epithelial cells were isolated and cultured from 
aged cynomolgus monkeys with drusen. RPE cells from affected monkeys were compared with 
normal. Tight junction of RPE cell, phagocytosis, autophagy, and gene expression were 
analyzed. Significant change was observed in RPE cells from affected monkeys.  
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１．研究開始当初の背景 

加齢黄斑変性症は、米国において失明原因

の第一位になっており、高齢化や生活様式の

欧米化が急速に進む日本においても増加傾

向にある難治性眼疾患である。加齢黄斑変性

の特徴の一つとして網膜の中心部にある視
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力を司る黄斑部において、網膜色素上皮

（RPE）細胞とブルッフ膜との間に、ドルー

ゼンと呼ばれる多形性物質が蓄積すること

である。また、加齢に伴う RPE 細胞の脂質化、

ブルッフ膜の肥厚化、更に虚血性因子が加わ

ることにより、脈絡膜から網膜に向けて血管

新生が起こるとされている。周辺細胞を伴わ

ない新生血管は破れやすく容易に出血を引

き起こす。 

 

その結果、網膜色素上皮剥離、網膜下出血、

漿液性網膜剥離などを起こし、網膜の恒常性

を著しく乱し、視力低下を招き、失明までに

至る場合もある。黄斑変性に対する根本的な

治療法はなく、脈絡膜における血管新生を抑

える抗ＶＥＧＦ療法によって視力障害の進

行を抑えているのが現状である。世界一の速

度で高齢化が進む日本において、加齢黄斑変

性症の原因解明と治療法の開発は急務であ

る。 

 加齢黄斑変性症は、多因子疾患と考えられ

ており、遺伝、習慣、環境因子等が複雑に関

与している。環境因子としては青色光、習慣

因子としては喫煙や肥満などが知られ、遺伝

因子としては補体Ｈ因子（Complement factor 

H、Haines  JL et al. Science 2005)、補体

C3(Yates JR et al. N Engl J Med. 2007)、

HTRA1(Dewan A et al. Science 2006) 、

LOC387715/ARMS2 (Rivera A et al. Hum Mol 

Genet 2005)の遺伝子多型との相関が報告さ

れている。しかしこれらの遺伝子多型との相

関は人種間で差があることが明らかになっ

ている。当研究部では、霊長類医科学研究セ

ンターにおいて生後２年から黄斑にドルー

ゼンが観察されるカニクイザルの家系を発

見し、眼底撮影、蛍光眼底造影、局所網膜電

図などの臨床的解析に加え、病理組織学的解

析、連鎖解析などを行ってきた（Umeda et al, 

Inv Ophthal Vis Sci Umeda et al, 2005；

FASEB J 2005）。 

 

２．研究の目的 

本研究は黄斑変性の発症と密接に関係す

る網膜色素上皮細胞の生理機能に注目し、疾

患および健常個体の初代培養を行い、遺伝子

発現、プロテオーム、細胞接着機能、貪食機

能、代謝機能、分泌機能等を解析し、発症機

序の解明を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

黄斑変性症カニクイザルの網膜色素上皮細

胞の解析 

 

１）疾患と健常個体の網膜色素上皮細胞をそ

れぞれ同じ数に計測し、マイクロプレートに

播種する。一定の時間後の細胞数を Cell 

counting kit-8(DOJINDO 会社名)を用いて測

定する。 

 

２）細胞接着は網膜色素上皮細胞の特徴の一

つであり、後眼部における神経網膜と脈絡膜

のバリアとなって網膜の恒常性を維持する

上で重要である。Zonula Occludens-1(ZO-1)

は細胞接着を担う主要な接着分子で、その抗

体を用いて免疫染色とウェスタンブロッテ

ィングを行う。 

 

３）オートファジーは酵母からヒトに至るま

でほどんどすべての細胞に備えられた細胞

内大規模分解機構・リサイクルシステムであ

る。加齢黄斑変性症患者の網膜においてもオ

ートファジー機能が３割ほど減少するとの

報告がある(ARVO2009)。オートファジーのキ

ータンパク質である LC-3 と Beclin-1 の抗体

を用いて免疫染色とウェスタンブロッティ

ングを行う。また、RT² Profiler™ PCR Array 



 

 

Autophagy (SA Bioscience)キットを用いて

オートファジーのシグナルネットワークに

おいて変動する遺伝子を探り、関与するシグ

ナル伝達系を解明する。 

 

４）網膜色素上皮細胞は、老化し脱落する視

細胞の外節を貪食作用により、細胞の中に取

り込み分解することで微環境を守る。

pHrodo™ 色 素 が つ い た 大 腸 菌 pHrodo™ 

E.coliBioParticlesR conjugate for 

phagocytosis (Invitrogen)は細胞外では非

蛍光性であるが、酸性下では明るい赤い蛍光

を発し、細胞への非特異的結合から食作用を

識別できる。この試薬を使いて網膜色素上皮

細胞の貪食作用をタイムラップス顕微鏡

（Olympus、LCV-100）で観察する。 

 

４．研究成果 

本研究では、（１）疾患と健常カニクイザ

ルの網膜色素上皮細胞の細胞生物学的解析

を行い、疾患モデルの病理学的変化などの情

報を得る。（２）遺伝子発現解析を行い、発

現分子の差から、細胞内の代謝経路の違いを

探る。発現量の差は疾患に直接あるいは二次

的に関与するものが含まれており、これらを

整理し、追試することによって、発症に直接

関与する分子機構を解明する。本研究で得ら

れる情報はヒト加齢黄斑変性症の病態解明、

予防・治療法の開発にも有用と考えられる。 

 DNA マイクロアレーを用いた遺伝子発現解

析の実験によって、ヒト加齢黄斑変性に関与

する補体やケモカインなどの免疫関連遺伝

子の発現が大きく変動しており、同種の遺伝

子についても上昇あるいは低下しているも

のが観察された。これらの遺伝子は個別に遺

伝子改変マウスが作製されており、黄斑変性

に特徴的な網膜の表現型が観察されている。

本実験においてこれらの遺伝子の発現変動

幅が最も大きかったことは、疾患サルの網膜

色素上皮細胞において、同様な代謝変化が起

こっていると考えられる。 

今回疾患３頭、健常３頭から網膜色素上皮

細胞を培養し、疾患個体から重篤なものと軽

傷なものを選別したが、遺伝子発現もこれに

連動して変化することが明らかとなった。変

動の大きかった補体やケモカインに対する

阻害薬を硝子体投与した後にレザー照射誘

導型の網膜新生血管モデルを作製し、その影

響を検証したが、顕著な結果は得られなかっ

た。 

また、当研究部ではこれまで医薬基盤研究

所霊長類医科学研究センターで発見された

世界で唯一の若年性黄斑変性症カニクイザ

ルの大型家系について、病理学的、分子生物

学的研究を行い、補体抑制薬（C3b, C5a）阻

害薬の効果を検証している。本研究は黄斑変

性に密接に関係する網膜色素上皮細胞に注

目し、疾患および健常個体の初代培養を行い、

遺伝子発現、プロテオーム、細胞接着機能、

貪食機能、代謝機能、分泌機能等を解析し、

発症機序の解明に関して重要な情報を得る

ことができた。これらの内容については論文

の投稿を準備中である。 
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