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研究成果の概要（和文）：血液網膜関門の調節因子であるADAM12(A disintegrin and metalloproteinase 12)，
ADAM17，basiginと慢性炎症性眼疾患における病態への関与を解析することを目的として研究を進め，ADAM12，
ADAM17およびbasiginのノックダウンモデルの作成を確立した。さらに，網膜への細胞浸潤の観点から，オメガ
３脂肪酸のチトクロームP450代謝産物により主導的な役割を担う免疫細胞の同定を行った。その結果マウス加齢
黄斑変性モデルではCX3CR1+/ Ly-6C+マクロファージが抗炎症作用のメカニズムに関わっていることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：We investigated role of regulator in blood-retinal barrier: ADAM12(A 
disintegrin and metalloproteinase 12)，ADAM17, basigin in chronic inflammatory ocular disease. We 
established knock out mouse of ADAM12，ADAM17, basigin to examined those functions in the regulation
 of  blood-retinal barrier. Furthermore, we  detect the immune cells, which play a important role in
 the anti-inflammaroty function by the cytochrome P450 (CYP)8211;epoxygenase derived from ω-3 
long-chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs). We also show that CX3CR1+/ Ly-6C+ macrophages 
suppress the inflammation in the mouse model of age-related macular disease.

研究分野： 眼炎症

キーワード： 加齢黄斑変性　慢性眼炎症　血液網膜バリア　オメガ３脂肪酸　ADAM
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は血液網膜バリアを標的としてオメガ3脂肪酸を用いた加齢黄斑変性に対する治療法の開発につながる。
今後の臨床応用に向けた検討を追加することで，現在主流となっている血管内皮増殖因子（VEGF）療法に替わる
新しい治療法となることが期待される。臨床研究を経て、オメガ脂肪酸のCYP代謝産物による治療が可能となれ
ば、加齢黄斑変性患者の視機能維持に貢献できる。
現在、加齢黄斑変性や糖尿病黄斑症に行われている抗VEGF療法は医療費を高騰化させる一因となっており、医療
費削減の観点からもオメガ３脂肪酸を用いた治療法は社会的に大きな意義を有する。

※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）は、網脈絡膜に新生血管を生じる黄斑疾患で、中心視野を失うため社会
的失明の主原因として大きな社会問題となっている。現在の抗 VEGF 療法は末期の AMD に生
じた脈絡膜血管新生に対して行われるが、再発例が多く無反応例もある。このため、VEGF に依
存しない新たな治療法の開発が社会的に要求されており，現在でも急務となっている。 
私たちは，（1）オメガ 3 脂肪酸とそのチトクローム P450 代謝産物(CYP)が脈絡膜血管新生、接
着分子、眼内炎症を抑制（2）これらの共通のメカニズムに免疫細胞の網脈絡膜浸潤が必須（3）
血液網膜バリアの破綻に ADAM12、ADAM17、basigin が関与（4）血液網膜バリアの破綻に
ADAM12，ADAM17、basigin が関与することを明らかにしてきた。一連の研究成果から AMD
の病態に血液網膜バリアの破綻が関与していると推察して本研究を発案した。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目的は VEGF に依存しない加齢黄斑変性の治療法を開発することである。加
齢黄斑変性（AMD）は、脈絡膜血管由来の新生血管が網膜内に侵入することが特徴である。血
管新生の発生には網膜内への免疫細胞浸潤が先行する。この点を血液網膜バリアの観点から解
明した研究はなく、AMD の病態を新たな視点で捉えて治療開発に結びつけようとした。本研究
期間では，血液網膜バリアを制御している ADAM12、ADAM17、basigin のノックアウトマウ
スを用いて、脈絡膜新生血管に対する機能を調べ、オメガ 3 脂肪酸による治療効果を判定した。 
 
３．研究の方法 
（1）疾患モデルにおける血液網膜バリアの調節因子の同定 
❶動物モデル作成方法：動物は C57/BL6 マウスを用いた。 
CNV:散瞳後に 532nm のレーザーを網膜に照射して CNV 誘導した。 
EAU:足底部・鼠径部に網膜抗原（IRBP）を免疫して作成した。 
❷血液網膜バリアの調節因子の同定 
網膜バリア調節因子である ADAM12 siRNA(ID: s61951, S61952 Thermo Fisher Scientific.)、
ADAM17 siRNA (ID: s61958, s61959), basigin siRNA (ID: s63099, s63100)を 32-gauge 
needle+Hamilton syringe を用いて硝子体注射を行ってこれらの因子をノックダウンした。 
EAU モデルにおける網膜炎症、網膜血管新生の程度、網膜内への細胞浸潤の程度は慢性炎症期（28
日目）に摘出した眼球をパラフィン包埋し、アセトン固定後に HE 染色を行って単位面積あたり
の細胞浸潤数を算出して評価した。 
CNVモデルでは、摘出眼球を4％パラホルムアルデヒドで固定し、F4/80抗体(Anti-F4/80, ab6640 
abcam)およびレクチン(Isolectin GS-IB4 From Griffonia simplicifolia, Alexa Fluor® 
488Conjugate,I21411 Thermo Fisher Scientific)で免疫染色を行い CNV 領域に浸潤細胞数を比
較した。 
 
（2）CYP 代謝産物による血液網膜バリアの制御機構の解析 
・オメガ 3脂肪酸および対照試料、オメガ 3脂肪酸由来の CYP 代 
謝産物 (17,18-epoxyeicosatetraenoic acid [EEQ], 19,20-epoxydocosapenaenoic acid [EDP])、
対照群としてオメガ 6脂肪酸由来の CYP 代謝産物 (14,15-epoxyeicosatrienoic acid [EET]) 
（Cayman Chemical Co.）を投与し、血液網膜バリアの調節因子に対する影響を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）疾患モデルにおける血液網膜バリアの調節因子の同定 
網膜バリア調節因子である ADAM12 siRNA(ID: s61951, S61952 Thermo Fisher Scientific.)、
ADAM17 siRNA (ID: s61958, s61959), basigin siRNA(ID: s63099, s63100)を 32-gauge 
needle+Hamilton syringe を用いて硝子体注射を行ってこれらの因子をノックダウンし、網膜内
での発現の変化を RNA およびタンパク質レベルで確認した。硝子体注射の時期と核タンパク質
の発現量の時間的、容量的な変化を観察し、マウス加齢黄斑変性モデル（CNV）および自己免疫
性実験的ぶどう膜炎（EAU）モデルに最適な実験条件の確立を行った。 
 
（2）CYP 代謝産物による血液網膜バリアの制御機構の解析 
次に硝子体注射の時期と核タンパク質の発現量の時間的、容量的な変化を観察し、マウス加齢黄
斑変性モデル（CNV）および自己免疫性実験的ぶどう膜炎（EAU）モデルに最適な実験条件の確立
を行った。さらに、オメガ 3脂肪酸および対照試料、オメガ 3脂肪酸由来の CYP 代謝産物 (17,18-
epoxyeicosatetraenoicacid [EEQ], 19,20-epoxydocosapenaenoic acid [EDP])、対照群として
オメガ 6 脂肪酸由来の CYP 代謝産物 (14,15-epoxyeicosatrienoic acid [EET])（Cayman 
Chemical Co.）を投与し、血液網膜バリアの調節因子に対する影響を評価した。血液網膜バリア
の調節因子として炎症／酸化ストレス関連因子をタンパク質レベルおよび遺伝子レベルで検討



した。その結果、オメガ 3脂肪酸によりサイトカイン（IL-1β）、ケモカイン (MCP-1, G－CSF)、
酸化ストレス(Nox4) が抑制されていた.これらの知見は，血液脳バリアにも応用可能で、全身の
自己眼免疫疾患領域や炎症性疾患領域に貢献できるため本研究成果の意義は大きい。実際、血液
網膜バリアと同様な機構を有する脳血管系では共通したメカニズムが作動している可能性が高
く、脳血管障害やアルツハイマー病などへの治療応用にも貢献できることが期待されている。 
 
（3）中枢神経系の血管には血液脳バリアが存在し、免疫細胞や高分子の侵入を制限しているが、 
近年、免疫細胞の特異的な侵入口（免疫細胞ゲート）が証明された。その形成機構であるゲ 
ートウェイ反射では、血管内皮細胞のケモカイン大量発現が分子基盤となっている。この炎 
症回路の誘導は重力，神経や電気からの刺激がトリガーとなる。本研究をすすめる中で，血液網
膜バリアの制御機構に，ゲートウェイ反射が関わっていることを示唆する以下の知見を得た。 
三叉神経切除による眼内サブスタンス P 欠如モデルでは眼内の免疫細胞が増加しゲートウェイ
反射が抑制されていることが示唆された。さらに，ぶどう膜炎モデルの臨床スコアが抑制される
こと，つまり血液脳バリアが破綻していることを確認した。今後，ゲートウェイ反射の観点から
眼局所におけるゲートウェイ反射機構を解明し、血液網膜バリアの破綻のメカニズムの理解に
つながる研究を行う予定である。 
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