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研究成果の概要（和文）：網膜色素上皮細胞（RPE）は網膜の恒常性を維持する多彩な生理機能を有しており、加齢黄
斑変性では、加齢に伴うRPEの機能低下によって網膜の恒常性が破綻し、血管新生、網膜障害が起こり、視力が低下す
る。本研究では、ARPE-19とヒトiPS由来RPEに対して、慢性酸化ストレス負荷によってRPEの老化を誘導し、老化に伴う
RPEの機能の変化を明らかにした。また、炎症モデルを用いてRPEの上皮間葉転換を誘導し、AMPKの活性化がRPEの上皮
間葉転換を阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Retinal pigment epithelial cells (RPE) has a variety of physiological functions 
to maintain homeostasis of the retina. In the age-related macular degeneration, homeostasis of the retina 
collapses by decreased function of the RPE associated with aging, and leads to visual disturbance. In 
this study, for the ARPE-19 and human iPS-derived RPE, we induced senescence of RPE by chronic oxidative 
stress, and revealed a change in the functions of the RPE associated with aging. In addition, using 
models of inflammation to induce epithelial-mesenchymal transition in the RPE, we revealed that the 
activation of AMPK inhibits epithelial-mesenchymal transformation in the RPE.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 加齢黄斑変性
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１．研究開始当初の背景	 

(1)	 加齢黄斑変性は本邦の失明原因の第 4位、

欧米の成人の失明原因の第 1位の疾患であり、

今後本邦において患者数が急増すると考え

られている。網膜色素上皮細胞（RPE）は網

膜の恒常性を維持する多彩な生理機能（活性

酸素除去能、サイトカイン産生能、バリア機

能、貪食能）を有しており、加齢黄斑変性で

は、RPE の機能低下によって網膜の恒常性が

破綻し、老廃物の蓄積（ドルーゼン形成）、

血管新生、網膜障害が起こり、視力が低下す

る。	 

(2)近年、加齢黄斑変性における血管新生に

対して抗 VEGF 抗体による治療が行われてお

り、視力の“維持”に有効とされている。し

かし、ひとたび血管新生が起こると網膜の不

可逆的障害は不可避であり、視力の“改善”

は見込めない。そのため、患者の期待に真に

応える治療法であるとは言えない。そこで、

加齢黄斑変性に対しては血管新生を来す前

に予防的治療を行い、網膜障害を防ぐことが

極めて重要であると考えた。具体的には血管

新生の前駆期であるドルーゼン形成期に RPE

の機能を改善し血管新生を阻止する治療の

開発が必要である。	 

(3)生物が生きていくためにはエネルギー

（アデノシン三リン酸、ATP）の代謝を調節

し恒常性を維持しなければならない。エネル

ギー代謝の恒常性を維持する最上位の調節

因子は AMPK である。AMPK は、細胞内 ATP の

減少を感知して活性化し、異化の亢進（ATP

産生の促進）と同化の抑制（ATP 消費の抑制）

を誘導し、細胞内 ATP レベルを回復させる。

そのため“細胞のエネルギーセンサー”と

呼ばれる。近年、AMPK がレプチンやアディポ

ネクチンにより活性化されシグナル伝達物

質としてエネルギー代謝を改善する事、AMPK

の活性化が上皮細胞の極性を維持する事、

mTOR、Sir2 との相互作用を通じて細胞増殖を

調節する事が明らかになった。これらの機能

は老化や加齢性疾患の予防につながること

から、AMPK は“長寿遺伝子”とも呼ばれてい

る。近年、AMPK は、老化、メタボリックシン

ドローム、癌の重要な予防および治療標的で

ある。これらの病態では AMPK 活性が低下し

ており、AMPK の活性化によって細胞機能や病

態が改善することが明らかにされている。	 

	 

２．研究の目的	 

上記の背景のもと、AMPK の活性化によって

RPE の機能低下を防止し加齢黄斑変性の進行

を阻止できるのではないかとの仮説を立て

た。したがって本研究では、老化が RPE の機

能に及ぼす影響について検討し、また AMPK

の活性化が老化による RPE への影響にどのよ

うに作用するかについて検討する。	 

	 

３．研究の方法	 

実験材料：培養 RPE として、ARPE-19、ヒト

iPS 由来 RPE(hiPS-RPE)	 

老化誘導モデル：	 

細胞の老化誘導は tert-BHP を用いて慢性的

な酸化ストレスを細胞に与えて誘導した。老

化誘導によって細胞から分泌される様々な

サイトカインの変化を定量評価した。また、

この時みられた変化に対して、細胞の AMPK

を活性化させた時の影響についても検討し

た。	 

上皮間葉転換誘導モデル：	 

ARPE-19 に炎症を起こし、上皮間葉転換を誘

導する目的で腫瘍壊死因子(TNF)αと形質転

換成長因子(TGF)β2 を作用させた。上皮間葉

転換は加齢黄斑変性の後期にみられる線維

性瘢痕の形成において重要な役割を果たし

ていると考えられている。そこで、上皮間葉

転換による RPE の形態変化、細胞移動—細胞

集簇形成能の変化、加齢黄斑変性に関与する

因子の発現の変化を検討した。また、この時

みられた変化に対して、細胞の AMPK を活性

化させた時の影響についても検討した。	 



	 

４．研究成果	 

1)	 tert-BHP による老化誘導	 

ARPE-19、hiPS-RPE 共に、tert-BHP 刺激によ

って、細胞が肥大化し、増殖が遅延し、また

SAb-gal 染色に陽性を示した。以上のことか

ら老化に類似した細胞状態を得ることが出

来たと考えた。	 

	 

2)老化誘導に伴う、MMP/TIMP 発現の変化	 

老化誘導に伴って、ARPE-19 では、MMP-2 お

よび MMP-2/TIMP-2 比が低下した。一方で、

MMP-3,	 TIMP-1,	 TIMP-2 の産生は増加した。

MMP-1,	 9 については検出限界以下であった。

hiPS-RPE においても同様に、MMP-2 および

MMP-2/TIMP-2 比が低下した。一方で、TIMP-1

の産生は増加した。MMP-1,3,	 9 については検

出限界以下であった。hiPS-RPE を trans	 well

に培養し、細胞極性による MMP—2 分泌の違い

を検討すると、細胞の apical 側に向けての

分泌が基底膜側への分泌よりも有意に多か

った。この傾向は老化誘導を行っても変化は

なく、apical 側、基底膜側共に MMP-2 の分泌

が低下した。	 

3)	 TNFα+TGFβ2 刺激が ARPE−19 に及ぼす影

響	 

TNFα+TGFβ2 刺激によって、ARPE-19 は遊走

し、細胞凝集塊を形成した。この現象は TNF

αと TGFβ2の濃度に依存して強くみられた。

また、TNFα10ng/ml と TGFβ2	 5ng/ml の組み

合わせで安定して上記の現象がみられたこ

とから、以後の実験ではこの濃度で実験を行

った。	 

	 

4)	 TNFα+TGFβ2 刺激による ARPE−19 の細胞

凝集に対して AMPK の活性化が及ぼす影響	 

TNFα+TGFβ2 刺激を行う前に、ARPE-19 に

AMPK の活性化剤（AICAR）を作用させた。す

ると、TNFα+TGFβ2 刺激によってみられた細

胞凝集が完全に抑制された。	 

5)	 TNFα+TGFβ2 刺激による ARPE−19 の上皮

間葉転換に対して AMPK の活性化が及ぼす影

響	 

TNFα+TGFβ2 刺激による凝集塊の形成は

ARPE−19 の上皮間葉転換が関与していると考

えられた。そこで、上皮間葉転換のマーカー

として、E-cadherin,	 fibronectin,	 a-SMA の

発現を検討した。すると、TNFα+TGFβ2 刺激

によって、E-cadherin の発現が減少し、	 

fibronectin,	 a-SMAの発現が増加しているこ

とがわかった。また、TNFα+TGFβ2 刺激の前

に AMPK を活性化させると、これらの変化が

阻害された。	 

6)	 TNFα+TGFβ2 刺激による ARPE−19 の上皮

間葉転換に伴う各種サイトカイン分泌と

AMPK の活性化が及ぼす影響	 

TNFα+TGFβ2刺激によるARPE−19の上皮間葉

転 換 に 伴 っ て 、 MMP-2/TIMP-2 比 及 び

MMP-9/TIMP-1 比が増加した。また、血管新生、

慢性炎症に関連すると考えられるIL-6,	 VEGF

の産生も増加した。なお、これらの変化は

AMPK の活性化によって抑制された。	 



以上のことから、RPE の老化に伴う変化、炎

症と上皮間葉転換に伴う変化が AMPK の活性

化によって抑制されることが示唆され、AMPK

が加齢黄斑変性治療の治療標的の一つとな

る可能性が考えられた。	 
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