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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性(AMD)は欧米諸国の失明原因の第1位の疾患である。わが国では第4位の
疾患であるが、食生活の欧米化などにより増加傾向にある。その滲出型である脈絡膜新生血管(CNV)に対して
は、血管内皮細胞増殖因子阻害薬の硝子体内注射が一定の効果をあげているが、無効例、再発例などあり課題も
多い。今回我々は、CNVに対する新たな治療ターゲットとして、High-mobility group protein B1(HMGB1)
-receptor for advanced glycation end-products(RAGE)経路に着目し、それらの制御が新たな治療のターゲッ
トとなり得ることを解明した。

研究成果の概要（英文）：Age-related macular degeneration is a vision-threatening disease and the 
number of patients continues to grow due to the westernization of eating habits in Japan. 
Intravitreal injection of anti-vascular endothelial growth factor agents has a certain effect on the
 exudative choroidal neovascularization (CNV), but there are many problems such as ineffective 
and/or frequent recurrent cases, or the cost. Here, we focus on the high-mobility group protein B1 
(HMGB1) - receptor for advanced glycation end-products (RAGE) pathway as a new therapeutic target 
for CNV. 

研究分野： 網膜硝子体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HMGB1は炎症性疾患の治療のターゲットとして注目されているが、AMDへの関与の報告はない。またHMGB1は細胞
外に分泌されるため、分子標的治療の対象となりやすい。本研究の成果は、CNVにおける炎症の制御のみなら
ず、炎症に続発する視細胞や網膜色素上皮(RPE)細胞の細胞死をも制御する可能性を秘めており、ぶどう膜炎な
どの炎症疾患や、病的新生血管を発症する糖尿病網膜症、未熟児網膜症、網膜静脈閉塞症、視細胞死をきたす網
膜色素変性などの疾患においても新たな知見をもたらす可能性を秘めている。本研究は、基礎実験の成果を臨床
応用へとつなげるものであり、社会貢献の観点からも意義が高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 加齢黄斑変性(AMD)の滲出型(wet AMD)に対する血管内皮細胞増殖因子(VEGF)阻害療法は
一定の効果をあげているが、無効例・再発例などが問題である。それに伴う医療費の高騰、患者
負担増大のため、新規治療法の開発は社会的にも喫緊の課題である。我々は、wet AMD への炎
症の関与、萎縮型(dry AMD)における網膜色素上皮細胞(RPE)の細胞死に関与する、さまざまな
分子機構を世界に先駆けて解明した。その研究成果の中で、Myeloid differentiation primary 
response 88 (MyD88)が、wet AMD、dry AMD の双方に関与することを同定した。しかしなが
ら、wet AMD における、MyD88 を作動させる分子機構はいまだ解明されていない。本研究で
は、MyD88 を作用させる High-mobility group protein B1 (HMGB1)-receptor for advanced 
glycation end-products (RAGE)経路に着目する。AMD の分子機構をさらに解明し、新しい分子
標的治療法開発という臨床応用につなげることを目的とした。 
 
 欧米を中心に、VEGF とそれ以外の分子を同時に阻害する薬剤の開発が試みられている。わ
が国では、2014 年に世界初の induced pluripotent stem cells (iPS)細胞を使用した網膜再生医
療の臨床研究が開始された。しかし、現段階ではまだ安全性を確認している段階で、治療効果は
得られていない。莫大な費用の問題もあり、臨床応用には程遠い状態である。AMD や網膜色素
変性などでは RPE 細胞と視細胞が同時多発的に傷害される。RPE シートの移植で、たとえ健常
な RPE 細胞が正嫡されても、視細胞が傷んでいては脳への情報伝達が正常に行われず、視力改
善は得られない。RPE 細胞と視細胞の同時移植は現段階では確立されていない。 
 
 我々は、現在の AMD 治療に限界を感じ、これまでの病態解明と新規治療法開発を目的に基礎
実験を行ってきた。その成果として、dry AMD の発症に DICER1 酵素の発現低下とそれに引き
続く Alu RNA の RPE 細胞内での過剰蓄積が関与すること(Kaneko H, Hirano Y, et al. Nature 
2011)を報告した。そのメカニズムとして、NLRP3 インフラマソーム-MyD88-IL18（Tarallo V, 
Hirano Y, et al. Cell 2012）、ERK1/2(Dridi S, Hirano Y, et al. PNAS 2012)がそれぞれ関与す
ることを報告した。また dry AMD の RPE 細胞死はアポトーシスによることも解明している。
さらには HIV 治療薬である逆転写酵素が dry AMD の治療に有効である可能性についても報告
した(Fowler B, Hirano Y, et al. Science 2014)。Wet AMD における脈絡膜新生血管(CNV)の発
生に、マクロファージ、補体、ケモカインレセプター(CCR3)が関与することを代表研究者の留
学先のグループが解明し、wet AMD における炎症の関与を報告した。それらの基礎実験の結果
は、国内外からも高く評価されている。AMD の萎縮型(アポトーシス)と滲出型(炎症)は異なる病
態だが、萎縮型の経過中に滲出型に移行する症例や、滲出型が最終的に RPE 細胞や視細胞の細
胞死をきたし、萎縮型になる症例が臨床現場で散見され、相互関係が示唆される。 
 
 本研究では wet AMD に対する新たなターゲットとして HMGB1 に着目した。HMGB1 は核
内に存在する非ヒストン核タンパク質であり、単球/マクロファージのみならず、ほとんどすべ
ての細胞で発現している。また細胞核内で必要不可欠な役割を担うため、HMGB1 を欠損したマ
ウスは生後まもなく死亡する。HMGB1 は炎症刺激状況下では細胞質内や、細胞外に放出され、
炎症の促進、酸化ストレスの亢進、血管内皮細胞における接着分子の発現や好中球、単球の遊走
を促すため、炎症性疾患における治療のターゲットとして注目されているのみならず、細胞内の
オートファジーと呼ばれる細胞内タンパク質分解機構の促進作用が知られており、VEGF 阻害
とは異なる効果が期待されている。我々は、前実験として抗 HMGB1 抗体の CNV 抑制効果を
確認している(データ未発表)。VEGF 阻害との併用で CNV 抑制に増強効果があるか、細胞死抑
制効果があるかを検証した。 
 
２．研究の目的 
 HMGB1 は炎症性疾患の治療のターゲットとして注目されているが、AMD への関与の報告は
ない。また HMGB1 は細胞外に分泌されるため、分子標的治療の対象となりやすい。本研究の
成果は、CNV における炎症の制御のみならず、炎症に続発する視細胞や RPE 細胞の細胞死を
も制御する可能性を秘めており、ぶどう膜炎などの炎症疾患や、病的新生血管を発症する糖尿病
網膜症、未熟児網膜症、網膜静脈閉塞症、視細胞死をきたす網膜色素変性などの、失明に関与す
る多くの疾患においても新たな知見をもたらす可能性を秘めている。本研究は、基礎実験の成果
を臨床応用へとつなげるものであり、社会貢献の観点からも意義が高い。 
 
３．研究の方法 
（１）HMGB1 の過剰発現をマウス実験モデル（レーザーCNV モデル）で確認 
野生型 C57BL/6 マウスの両眼に散瞳剤を点眼後、麻酔下で両眼の眼底に 4 発レーザーを施行

し、CNV を作成した。レーザー施行 7 日目に眼球を摘出し、4%PFA で固定後、RPE-脈絡膜
(Choroid)フラットマウントを作成し、FITC で標識されたレクチンを用いて CNV の染色を行



い、抗 HMGB1 抗体を用いて、CNV 周囲における HMGB1 の発現を確認した。またマウス眼
底に 10-20 発のレーザーを施行後、12 時間、1 日、3 日、5 日、7 日後に経時的に眼球を摘出し、
網膜と RPE-Choroid 複合体を抽出し、ELISA 法で HMGB1 のタンパク濃度を測定した。対照
としてはレーザー未施行眼を用いた。 
 
（２）マウス実験モデルでの生体内ライブイメージングによる評価 
マウスレーザーCNV モデルを作成後、7 日目に両眼に散瞳剤を点眼し、フルオレセインナト

リウムを腹腔内注射し、1、5、10 分後にフルオレセインフィルターを装備した眼底カメラで蛍
光眼底造影検査(FA)を行った。CNV からの蛍光漏出をグレード評価し、CNV の活動性を比較し
た。研究分担者の小椋らが開発したアクリジンオレンジ(AO)蛍光染色法を用いて、白血球動態
をライブイメージングで評価した。また、Cx3cr1-GFP ノックインマウスを用いて、マクロファ
ージやミクログリアの動態を ex-vivo でも評価した。 
 
（３）マウス実験モデルで CNV 抑制効果を検証 
マウスレーザーCNV モデルでの CNV の体積を比較した。野生型 C57BL/6 マウスの両眼に散

瞳剤を点眼後、麻酔下で両眼の眼底に 4 発レーザーを施行し、CNV を作成した。レーザー施行
後７日目に眼球を摘出し、4%PFA で固定後、RPE-Choroid フラットマウントを作成し、FITC
で標識されたレクチンを用いて CNV の染色を行い、共焦点顕微鏡で CNV の画像を撮影し、
ImageJ ソフトウェアで CNV の体積を測定した。このモデルを用いて、レーザー施行直後に抗
HMGB1 抗体や、抗 RAGE 抗体を硝子体内注射することで CNV の体積が抑制されるかをアイ
ソタイプのコントロール IgG 抗体と比較する。また VEGF 阻害薬(アフリベルセプト)と CNV の
抑制効果を比較し、併用投与により抑制効果に増強作用があるかも検証した。 
 
（４）炎症性サイトカインの発現、細胞内シグナル伝達を mRNA、タンパク質レベルで評価 

HMGB1 阻害や、RAGE 阻害により、炎症性サイトカインの発現が抑制されるかを mRNA、
タンパク質レベルで検証した。また VEGF 阻害薬との併用で増強効果があるかを確認する。細
胞内シグナル伝達機構の解明もおこなった。 
 
（５）RPE 細胞死への影響の検証 
 マウス実験的 CNV を作成し、その後の RPE 細胞死の比較を、TUNEL 染色あるいは zonula 
occludens-1(ZO-1)染色法で、対照と抗 HMGB1 抗体、あるいは抗 VEGF 抗体と比較した。 
 
（６）抗体の安全性の評価 
 抗体をマウスの硝子体内に注射し、その後、網膜の毒性の有無を組織学的、電気生理学的に検
証し、安全性を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）レーザー施行後、眼球摘出し作成した RPE-Choroid フラットマウントを用いて免疫染色
を行い、形成された CNV 周囲に HMGB1 が過剰に発現していることが確認できた。また ELISA
法によるタンパク濃度の解析では、レーザー施行眼ではレーザー未施行眼と比較し、12 時間後
より HMGB1 タンパクの濃度が有意に上昇し、1 日目、3 日目でも有意な上昇がみられ、3 日目
がピークだった。 
 
（２）FA により、レーザーで作成した CNV をグレード分類することができた。レーザー施行
のみで、薬剤を投与していないものは、80%以上がグレード 3 以上（蛍光漏出を伴うもの）だっ
たが、抗 HMGB1 抗体を投与したものでは、グレード 3以上の CNV が 20％以下まで抑制され、
CNV の活動性の低下が確認できた。さらには、アクリジンオレンジ(AO)を用いた白血球染色法
で CNV 周囲に集積した白血球数が有意に抑制されていた。それらは、抗 RAGE 抗体を投与し
たものも同様の結果であった。 
 
（３）レーザーCNV の体積が、抗 HMGB1 抗体を投与したものでは、対照群と比較して有意に
縮小し、抑制されていた。それはアフリベルセプト投与と同程度の縮小効果であった。抗HMGB1
抗体とアフリベルセプトを同時に投与した症例では対照群と比較して CNV は有意に縮小した
が、同時投与による増強効果は得られなかった。 
 
（４）野生型 C57BL/6 マウスの両眼に散瞳剤を点眼後、麻酔下で両眼の眼底に 10-20 発レーザ
ーを施行し、その後、レーザー施行 1、3、5、7 日目に眼球を摘出し、網膜と RPE-Choroid 複
合体を抽出し、Multiplex 法で炎症性サイトカインの発現を確認した。また、レーザー施行後、
Day 1 と Day 3 で IL-6、MCP-1、VEGF が過剰に発現していることが確認できた。さらには、
レーザー施行直後に抗 HMGB1 抗体を硝子体内に注射したものでは、有意にそれらの炎症性サ
イトカインの過剰発現が抑制されていることが確認できた。 
 



 
（５）レーザーで CNV を作成した眼においては、ZO-1 染色法で、RPE の死細胞数が有意に増
加していることが確認できた。さらには、レーザー施行後、抗 HMGB1 抗体を硝子体内注射し
た眼においては、抗 VEGF 抗体を投与したものと比較し、RPE の死細胞数が抑制され、TUNEL
染色法による死細胞数も抑制されていることが確認できた。 
 
（６）抗 HMGB1 抗体、抗 RAGE 抗体、抗 VEGF 抗体（アフリベルセプト）、アイソタイプコ
ントロールの IgG 抗体、PBS を硝子体内に注射したのち、1 週間、2 週間、4 週間後に網膜電図
を計測し、a 波、b 波を計測し、対照と比較したが、特に有意差は見られなかった。またその後、
眼球を摘出し、角膜切開し 4%PFA で固定したのち、角膜、水晶体、虹彩を摘出し、アイカップ
を作成したのち、HE 染色し、網膜厚と網膜外顆粒層の厚みを比較したが、抗 HMGB1、抗 RAGE
抗体、抗 VEGF 抗体を投与したものは、対照と比較して有意差はみられなかった。 
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