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研究成果の概要（和文）：アミロイドβをRPEに負荷すると、VEGFの産生が亢進し、小胞体ストレスマーカーが発現亢
進した。小胞体ストレスの抑制薬剤でVEGF産生が抑制された。リノール酸をマウスに大量投与すると、malondialdehyd
e (MDA)が血液・RPE中に蓄積され、加齢黄斑変性モデルマウスとして応用できることが確認された。MDAはAMD患者の血
液・RPE中でも高く、培養RPE細胞では低濃度MDAでは細胞障害が発生せずVEGF産生が亢進するが、高濃度MDA負荷によっ
て細胞障害が発生し始め、VEGFの産生が減少していった。この変化は加齢黄斑変性の病態を理解するうえで重要な所見
であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Amyloid β induced vascular endothelial growth factor (VEGF) and endoplasmic 
reticulum (ER) stress marker up-regulation in retinal pigment epithelium (RPE). ER stress inhibitor 
blocked VEGF secretion. When large amount of linoleic acid was administered in mice, malondialdehyde 
(MDA) was accumulated in RPE and blood. MDA was also detected in the RPE and blood from the patients with 
AMD. In the administration of MDA in cultured human RPE cells, low concentrations of MDA induced VEGF 
up-regulation without inducing RPE damage, whereas high concentrations of MDA induced VEGF 
down-regulation and RPE degeneration. This change suggested the difference of wet- and dry-AMD.
We verified the expression of histamine receptor H4 (HRH4) in the choroidal neovascularization (CNV) and 
the vitreous injection or oral administration of the anti-HRH4 medicine reduced CNV. Plasma-activated 
medium irradiated with low temperature plasma also reduced CNV in mice.

研究分野：網膜硝子体疾患
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１．研究開始当初の背景 
加 齢 黄 斑 変 性 （ Age-related macular 
degeneration: AMD）は先進国の失明原因の
第１位の疾患である。AMD は大きく滲出型
(wet AMD)と萎縮型(dry AMD)に分けられ、
特に日本では wet AMDが多い。Wet AMD
の 原 因 は 脈 絡 膜 新 生 血 管 (choroidal 
neovascularization: CNV)である。この CNV
が網膜下に侵入し神経網膜が障害をうける
と視力が著しく低下する。Wet AMDにおい
て は 、 血 管 内 皮 増 殖 因 子 (vascular 
endothelial growth factor: VEGF)がCNVの
成長に重要な枠割を示すことが明らかにな
っており、既に抗 VEGF薬が治療薬として使
用されている。一方 dry AMDはその治療法
はおろか病態すら明らかになっていない。 
私はこれまで AMDを主に専門として研究し
ており、AMDとDICER1の関連（Kaneko H, 
et al. Nature 2011）や炎症との関与(Tallaro 
V, Kaneko H, et al. Cell, 2012) を報告して
きた。 
 
２．研究の目的 
上述のとおり dry AMDに対する研究は wet 
AMD に比べて極めて遅れている。その理由
の一つとして、wet AMDでは VEGFという
絶対的な治療ターゲット因子が早くから発
見されていたのに対し、dry AMD の原因は
遺伝子や喫煙、脂肪摂取など様々な因子が考
えられることが考えられる。今回の研究期間
中に既報から関連性が示唆されている多く
の因子を全て分析するのは非現実的である
と考えられた。そこで今回我々は、AMD と
脂質代謝との関係を明らかにすることを第
一目標とし、さらに脂質代謝だけでなく酸化
ストレスや小胞体ストレスが加齢黄斑変性
に与える影響について分析した。その病態解
明を目的とし、モデルマウス作成を試みた。 
 
３．研究の方法 
 まず VEGF の産生量という観点から、wet 
AMD と dry AMD の違いについて検討した。既
報から、malondialdehyde という脂質代謝産
物がAMD患者の血液中に多いということが明
らかになっているため、名古屋大学も追試を
行った。名古屋大学医学部附属病院を受診し
た AMD 患者から採血を行った。この臨床検査
は名古屋大学医学部附属病院倫理員会での
審査・承認を受けて行い、患者に対し十分な
説明の上インフォームドコンセントを得て
行われた。 
 同様に、アメリカのアイバンクから AMD 患
者の眼球を取得し、網膜色素上皮細胞を採取、
その組織中のmalondialdehydeの量を定量し
た。 
 さらに、網膜色素上皮細胞を使用して、
malondialdehyde が網膜色素上皮に与える影
響について検討した。具体的には、
malondialdehyde 負荷時における網膜色素上
皮細胞の VEGF 産生量を測定し、オートファ

ジーのマーカーである LC3B の発現変化につ
いて検討した。 
 また体内の malondialdehyde が増加・蓄積
するモデルマウス作成を試みた。オーストラ
リアのコホート研究から報告された内容で
は、リノール酸摂取が AMD 発症のリスクとし
て挙げられたことから、我々はマウスにリノ
ール酸を高濃度(15%)負荷しモデルマウスを
作成した。さらにこのマウスを用いて、眼球
中および血清中malondialdehydeの測定を行
い、レーザー誘発脈絡膜新生血管を作成しそ
の体積を対照群と比較した。 
 また酸化ストレスに関する実験では、アル
ツハイマー病の脳に蓄積されることで知ら
れている amyloidβを網膜色素上皮細胞に投
与し、VEGF の産生量の変化について検討した。
さらに、小胞体ストレスの阻害剤として
4-phenylbutyricacid (PBA)を用いて VEGF の
変化について分析した。 
 酸化ストレスに関する研究では、酸化スト
レス下で核内移行し、酸化ストレスに対する
重要な因子と言われる Nrf2 を欠損するマウ
スを入手し、Nrf2 ノックアウトマウスから網
膜色素上皮細胞を初代培養し、青色 LED 光下
での細胞生存度について検討した。 
 
４．研究成果 
AMDの血清中malondialdehydeを測定し
たところ、対照群と比べて有意に高いこと
が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図１） 
また、米国のアイバンクから入手した
AMD 眼球から網膜色素上皮を採取し
malondialdehydeを測定したところ、対照
眼 に 比 べ て 網 膜 色 素 上 皮 中 の
malondialdehyde が高いことが確認され
た。 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図２） 
Malondaldehyde をヒト網膜色素上皮細胞
に投与したとろこ、低濃度域ではMalondi- 
aldehyde 濃度依存的に VEGF の産生が増
加したが、高濃度域では逆に濃度依存的に
VEGF産生が減少することが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図３） 
ヒト網膜色素上皮細胞を通常の培養法では
なく極性培養し、malondialdehydeを投与
した後に抗 ZO-1 抗体で網膜色素上皮細胞
の形態を観察したところ、低濃度では網膜
色素上皮細胞の形態に変化は見られなかっ
たが、高濃度投与によって網膜色素上皮細
胞の形態が崩れ、変性していくことが確認
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図４） 
 

次に、AMDモデルマウスの作成を試みた。
前述するように高濃度リノール酸を餌とし
て投与したところ、リノール酸負荷マウス
の血液・網膜色素上皮細胞中から高濃度の
malondialdehydeが検出された。また、網
膜色素上皮細胞中の VEGF 濃度も対照群
に比べて高いことが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図５） 
この高malondialdehydeマウスにレーザー
誘発脈絡膜新生血管を作成したところ、普通
食を投与したマウスに比べて有意にレーザ
ー誘発脈絡膜新生血管が増大した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図６） 
これらの報告をまとめ、Free Radical 
Biology and Medicine (2016)に報告した。 
 
同様に網膜色素上皮細胞に対する amyloidβ
の影響について検討した。Amyloidβをヒト
網膜色素上皮細胞に投与したところ、小胞体
ストレスのマーカーである CHOP の発現や
caspase1 の活性化が western blotting で確
認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図７） 
そこで小胞体ストレスの阻害剤である
PBAを投与したところ、amyloidβによって
誘発された VEGF 産生が PBA によって阻害さ
れた。このことから、amyloidβによる VEGF
産生には小胞体ストレスが関与しており、小
胞体ストレスを阻害することでAMDの原因と
なる VEGF の産生を抑制できる可能性が示唆
された。これらの研究結果を Ophthalmic 
Research (2016)に報告した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図８） 
次に網膜色素上皮細胞に対する青色 LED
の光障害についても検討した。ヒト網膜色
素上皮細胞に青色 LED を照射すると、活
性酸素が産生され、ヒト網膜色素上皮細胞
が死滅していくことが確認された。 
この青色 LED によるヒト網膜色素上皮細
胞の障害に、酸化ストレスに応答する重要
な防御因子とされる Nrf2 が関与している
かWestern Blottingで確認したところ、青
色 LED 照射によって ヒト網膜色素上皮
細胞の Nrf2 が核内移行することが観察さ
れた。 
そこで、Nrf2ノックアウトマウスを入手し、
網膜色素上皮細胞の初代培養を行い、青色
LEDを照射したところ、野生型マウスの網
膜色素上皮細胞に比べて有意に細胞死が誘
導されることが明らかになった。 
これらの研究結果をまとめ、現在投稿中で
ある。 
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