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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性（AMD）の発症には、網膜色素上皮（RPE）の細胞死、血管内皮増殖因子（VEGF
）の発現が関与している。これらへの小胞体ストレス（UPR）の関与を検討した。RPEにUPRを誘発すると、細胞死を引
き起こす因子の増加が確認できた。レーザーによる脈絡膜新生血管（CNV）発症モデルを作成し、CNVの計測ができるこ
とを確認した。UPRを抑制する薬剤の内服投与により、CNVの抑制が可能であるかを検討したが、有意な差は得られなか
った。AMDの前駆病変であるドルーゼンの構成因子であるアミロイドβが蓄積するマウスは加齢に伴い仔を育成しなく
なり、若い親マウスが必要であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Death of retinal pigment epitheial cells (RPE) and expression of vascular endother
ial growth factor (VEGF) is the cause of age related macular degeneration (AMD). We have studied the influ
ence of unfolded protein response (UPR) to these. When UPR occur in RPE, there was increase of factors tha
t cause apopthosis. We have made lasere induced choroidal neovasularization (CNV) model mice, and comferme
d that we could measure the size of CNV. The mice was oraly treated by drug which prevent UPR, however we 
could not detect the prevention of CNV.
Druzen is a precursor of AMD, and Amyloid beta is a component of the druzen. As amyloid beta cause express
ion of VEGF in RPE cells, we have bought caveolin 1 knockout mice which is known to cause amyloid beta dep
osit in the brain. We have found old mothers doesn't feed the babies, and need of the young mothers to inc
rease the colony.  
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１．研究開始当初の背景 

タンパクは特異的な三次構造をとることによっ

て機能することができるが、ときに異常な三次構

造をとったタンパク（unfolded protein）が生じる。

この三次構造の異常なタンパクを小胞体内から

細胞質へ送り出し、小胞体関連タンパク分解機

構 （ endoplasmic reticulum-associated 

degradation: ERAD）により分解させるという役割

を小胞体が果たしている。なんらかのストレスに

よって小胞体に unfolded protein が蓄積された

状態が小胞体ストレスである。これに対する応答

としては、（1）翻訳の抑制、（２）分子シャペロン

の転写誘導、（３）ERAD 因子の転写誘導が含ま

れるが、それでも異常タンパクを処理しきれない

場合には（４）アポトーシスによる細胞死をひきお

こす。近年この小胞体ストレスが糖尿病、神経変

性疾患を含む多くの疾患の発症に関与している

ことが明らかになってきており、眼科領域におい

てもマウスモデルにおいて網膜変性の発症に関

与していることが報告された。 

加齢黄斑変性は高齢者の社会的失明の非常

に重要な原因であるが、その発症原因のひとつ

としてドルーゼンの構成成分であるアミロイドβ

が注目されている。アミロイドβはアルツハイマ

ー病などにおいてもその誘引として注目されて

いるが、神経細胞を用いた実験によってアミロイ

ドβ負荷は神経細胞における小胞体ストレスを

増大させ、神経細胞にアポトーシスを引き起こす

こと[Nakagawa T, 2000]、また小胞体ストレスによ

りVEGFの発現が亢進することが明らかになって

いる[Abcouwer SF, 2002]。網膜色素上皮（RPE）

にアミロイドβを負荷することによって VEGF の

発現が亢進することが報告されている [Yoshida 

T, 2005]。我々はこれまでの in vitro の研究によ

って、このアミロイドβ負荷にともなう RPE からの

VEGF発現の亢進は小胞体ストレスを介したもの

であり、小胞体ストレスを抑制する細胞内浸透圧

調製因子である 4-phenylbultric acid（PBA）によ

って、この VEGF 発現を抑制できることを報告し

ている（第 48 回網膜硝子体学会）。このことは滲

出型加齢黄斑変性発症への小胞体ストレスの

関与を示唆するものと考えられる。また、これま

で小胞体ストレスは RPE のアポトーシスをもたら

すという報告と、もたらさないという報告の両方が

あるが、我々はこの VEGF 発現の研究の過程で、

アミロイドβ負荷は活動性のある RPE 細胞の減

少を引き起こし、小胞体ストレスを抑制すること

によって RPE は保護されることを見いたした。rd

マウスを用いた研究で、視細胞の変性に小胞体

ストレスが関与していることが報告されていること、

酸化ストレスは小胞体ストレスの誘因となることを

併せて考えると、小胞体ストレスは萎縮型加齢

黄斑変性の RPE、視細胞の変性にも関与してい

る可能性があると考えられる。 

 

２．研究の目的 

（１）実際の萎縮型、滲出型加齢黄斑変性患者

の摘出組織を用いてその発症への小胞体ストレ

スの関与を調べることを目的の一つとしている。 

（２）炎症なども小胞体ストレスの原因となることが

報告されているが、一方でこれはまたAMDの発

症にも関与していると考えられている。そして、レ

ーザーによる脈絡膜新生血管（CNV）モデルに

おいては炎症が CNV 発症に関与していると考

えられるが、このモデルにおいて小胞体ストレス

が亢進していることを確認し、このモデルを用い

たCNVの治療実験を行うことも目的としている。 

（３）アミロイドβ刺激により RPE での VEGF発現

の亢進が報告されており、また、Caveolin1 ノック

アウトマウスにおいて、脳へのアミロイドβの沈

着が報告されている。このモデルマウスの眼の

状態を確認し、これが小胞体ストレス負荷モデ

ル足りうるかを確認する。 

 

３．研究の方法 

（１）小胞体ストレス関連因子などについての免

疫染色を行うことを目的とし、実際の加齢黄斑変

性患者の組織を採取する。 

著しい網膜下出血を伴う AMDに対してCNV抜

去術を施行した場合、それを検体として採取し



たいと考えたが、本術式は現在ほとんど行われ

ておらず、結果的に採取できなかった。また、米

国の San Diego Eye Bank より購入した AMD眼

球は、パラフォルムアルデヒド固定がなされてお

り、これを凍結保存、切片を作成する。 

（２）in vitro における小胞体ストレスとアポトーシ

ス。 

培養 RPE である ARPE19 の培養液中に UPR を

誘発する薬剤であるツニカマイシンを添加し、

RPE を回収、ライセートを作成した。また培養液

も回収した。小胞体ストレスに伴って発現が変化

すると考えられる GRP78, CHOP, Caspase4, 

Caspase12 の発現を細胞ライセートを用いてウェ

スタンブロッティングを行うことにより確認した。ま

た、TNFα、IL-1a、IL-1b、IL-2、IL-4、IL-6、

IL-8、IL-10、IFNγなどのサイトカインの発現に

ついては培養液を用いてELISAを行うことによっ

て確認した。ELISA には少量のサンプルから多

くのタンパクの定量が可能であるクオンシス社の

Q-Plex ELISA アレイを用いた。 

（３）レーザーCNVモデルによる実験。 

眼底にレーザーを照射し、ブルッフ膜を先行す

ることによりレーザーCNV モデルを作成した。ま

ずは基礎実験として、レーザー照射後に PBS を

硝子体注射したものと、VEGF 抗体を硝子体注

射したものについて、眼球を摘出し、蛍光を用

いて染色した CNV の計測を行った。また、UPR

を 抑 制 す る 薬 剤 で あ る 4-phenylbutyl 

phosphonylacetate (PBA)をガバージ針を用いて

内服投与し、CNV のサイズが抑制できるかどう

かを検討した。 

（４）カベオリン 1 ノックアウトマウスを用いた研

究。 

また、AMD の前駆病変であるドルーゼンの構成

因子であるアミロイドβが蓄積するモデルとして、

カベオリン 1 ノックアウトマウスを入手し、メイティ

ング、匹数を増やしている。それと並行して、視

細胞特異的にカベオリン１をノックアウトしたマウ

スの眼球を入手し、プラスチック包埋切片を作成、

電子顕微鏡下に観察した。 

 

４．研究成果 

（１）日本人のAMD患者のCNVは採取できなか

ったものの、米国アイバンクから、パラフォルムア

ルデヒド固定したヒト加齢黄斑変性眼を入手した。

萎縮型AMDであった。冷凍保存している。 

（２）RPEにツニカマイシン負荷を行うと、GRP78、

CHOPの発現増加があり、小胞体ストレスがかか

っていることが確認できた。また炎症性サイトカイ

ンの産生、アポトーシスに関わるカスパーゼの増

加が確認できた。 

ツニカマイシン負荷による培養液中のサイトカイ

ンの変化をとらえるべく、ELISA を施行した。

IL-10 については非常に発現量が少なくほとん

ど検出できなかったが、TNFα、IL-1a、IL-1b、

IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、IFNγについては検出

が可能であった。 

 
これらのin vitroの実験については、RPE由来の

セルラインである ARPE19 を用いて行ってきたが、

この間、RPEの極性培養が行われるようになって

きた。そして、本研究期間内に投稿した他の論

文に対して査読者より、極性培養した RPE を用

いて再実験するようにという指示が出たため、現



在はこの実験を中断して、RPE の極性培養に取

り組んでいる。 

（３）基礎実験としてレーザーCNV モデルを作成

し、現在の実際の治療のスタンダードである

VEGF 抗体硝子体投与の有無により CNV のサ

イズに差があるかどうかを確認した。CNVの体積

積は VEGF 抗体投与群は 319993 ± 42093 

um3、PBS群は 478719 ± 55642 um3であった。 

CNVの最大面積はVEGF 抗体投与群で33717 

± 4763 um2、PBS 群で 44999 ± 3403 um2 で

あり、両者の間に有意な差が検出できた（それぞ

れ p=0.034、0.043；Mann Whitney U test）。 

また、CNVの容積と最大面積の間にはVEGF抗

体群、PBS 群いずれにおいても相関関係があっ

た （ そ れ ぞ れ p<0.001, R=0.85 、 p=0.013, 

R=0.59；Spearman rank correlation coefficient)。

我々のセッティングで CNV モデルによる実験が

可能であることが確認でき、また容積を計測せ

ずとも面積で CNV サイズの変化を捉えることが

可能であることを確認した。しかしながら、小胞

体ストレスを抑制するPBAの内服投与によって、

CNV サイズに差があるかの実験を行ったが、

PBS 群の CNV サイズは 43398 ± 6569 um2、

PBA投与群のCNVサイズは37497 ± 410 um2

とやや PBS 群の CNV のサイズが大きい傾向が

あるかにも見えるが、を有意な差は得られなかっ

た（p=0.86、Mann Whitney U test）。 

 
（４）また、AMD の前駆病変であるドルーゼンの

構成因子であるアミロイドβが蓄積するモデルと

して、カベオリン 1 ノックアウトマウスを入手し、メ

イティングを行った。当初は出産はするものの、

仔が発育せず、死亡していた。これは母親の脳

内に蓄積したアミロイドβの影響で育児をしない

のではないかと考え、若い母親に児を育てさせ

たところ、アダルトマウスまで生育するようになっ

た。若いマウスに育児をさせなければ、コロニー

の拡大が不可能であることがわかった。 

また、視細胞特異的カベオリン１ノックアウトマウ

スの網膜を電子顕微鏡下に観察したが、視細胞

は外節（矢印）から神経終末（矢頭）まで正常、

変性はみとめられなかった。 

 



 

これは視細胞のカベオリン１がノックアウトされる

ことでは視細胞に変化はおきないことを示してい

る。 
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