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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性（AMD)のレーザー誘発脈絡膜新生血管モデルマウスを用い、細胞外マト
リックスagrinの関与を確認したところ、網膜下線維化（SRF)の障害を受けたRPE細胞を中心としてagrinが発現
しており、RPE細胞のagrin発現への関与が示唆された。Agrin制御因子を発見するためにDNAマイクロアレイ解析
を行ったところagrinが周囲の細胞増殖や細胞外基質の硬化を行う際に介するといわれるYAP/TAZシグナルの活性
化を確認できた。
抗VEGF薬治療を行ったAMD眼105眼のSRF発生の検討では高齢、網膜下の高輝度物、classic CNV、RPEの欠損部が
長いこと、がSRFに関連していた。

研究成果の概要（英文）：The extracellular matrix "agrin" was detected in subretinal fibrosis tissue 
of the mouse CNV model. The DNA microarray also showed the activation of YAP/TAZ signaling. It 
indicates "agrin" plays some role in subretinal fibrosis through the YAP/TAZ signaling pathway.
AMD patients treated with anti VEGF drug in our hospital were retrospectively reviewed. The 
subretinal fibrosis in AMD eyes were correlated with age, subretinal hyperreflective materials in 
OCT(SHRMs), classic (type 2) CNV.

研究分野：加齢黄斑変性

キーワード： 加齢黄斑変性　網膜下線維化病変　agrin　線維化阻害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在AMD患者の治療後の視機能障害に関連する網膜下の線維性変化には有効な治療はない。網膜下線維化に対す
る治療を確立することが不可欠である。今回、細胞外マトリックスの蛋白の一つであるagrinが網膜下線維化に
関連する可能性が示唆された。agrinを標的とした新たな治療を確立することは、AMD患者のアンメットニーズに
応える治療戦略となり、経済面や安全面の上でも非常に有効な治療となる。また、網膜下線維化を起こしやすい
症例の特徴についても解析をおこなった。この結果は網膜下線維化について注意すべき患者の特徴、患者の予
後、を予測する因子になる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
加齢黄斑変性（AMD）はわが国で失明原因の４位をしめ、高齢者の視力を脅かす重要な疾
患である。現在、AMD に対する標準的な治療法である、抗 VEGF 療法は、脈絡膜新生血
管(CNV)及び血管漏出を特徴とする活動期にのみ有効であり、その後生じる網膜下の線維
性変化には有効な治療はない。抗VEGF薬による綿密な治療を行ったにもかかわらず、最
終的に網膜下線維化による視機能障害がおこるケースが多い。AMD に対するアンメット
ニーズに応えるためには線維化への対策が不可欠である。今までに、線維化に関する様々
な蛋白が同定され、それらをターゲットとした治療が試みられているが、未だ実用化され
ておらず、網膜下線維化のメカニズムの詳細を明らかにすることと、治療法を確立するこ
とは、臨床上重要な課題である。 
近年、agrin という蛋白が肺、肝臓など多臓器の線維化に関連していることが示された。し
かし、網膜の線維性変化に対する関与は未だ報告がない。我々は、新たなターゲットとし
て agrin という蛋白に着目した。 
 
２．研究の目的 
網膜下線維化は、CNV によって傷害された網膜色素上皮細胞（RPE）や、CNV に誘導さ
れた炎症細胞から分泌される様々な液性因子により、網膜下にコラーゲンなどの結合組織
が残存し、線維性瘢痕組織が形成される。他臓器の線維性疾患では、徐々にその機序が明
らかになってきているが、眼疾患ではその病態メカニズムの詳細は不明である。我々は、
線維増殖特異的分泌タンパクである、ペリオスチン、テネイシンCが線維増殖予測バイオ
マーカーであると報告した（Ishikawa K et al. FASEB J. 2014）。それ以外に網膜下線維化と
もさまざまな分子との関連が報告されているが、実際の治療にむすびついているものはな
い。2017 年に agrin というタンパクを阻害することで、細胞増殖抑制および抗線維化効果
があることが報告された。agrin は YAP/TAZシグナルを活性化し、周囲の細胞の増殖、細
胞外基質の硬化を担っているといわれているが、agrin と線維化の関連の報告は、肺、肝、
腎などでも散見される程度であり、網膜の線維性変化に対する関与の報告はない。本研究
の目的は、細胞外マトリックス agrin の網膜下線維化への関与の分子機序を解明し、 
agrin を標的とした治療を確立することである。それは、眼内線維増殖の予防的治療の構築
につながり、AMD患者のアンメットニーズに応える治療戦略となる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(1)網膜下線維化形成における agrin の関与 
 Agrin が網膜下線維化形成に関与しているかを加齢黄斑変性のモデルマウスを用いて検
討する。本研究にはレーザー誘発性脈絡膜新生血管(CNV)モデルを使用する。マウスの脈絡
膜にレーザーを照射し、CNVと網膜下線維化を誘導するモデルである。線維化誘導後、免
疫染色を用いて agrin 発現の有無および発現場所を検討する。次に、ヒト網膜色素上皮
(hRPE)細胞を用いた in vitro 実験にて、線維化にとって重要なプロセスである上皮間葉移
行(EMT)について RT-PCR 法を用いて検討する。EMT 誘導因子には眼内の主要な炎症性
サイトカインであるTGFβ2を用いる。 
(2)Agrin 制御因子の探索 
 細胞外マトリックスである agrin の制御因子探索のため DNA マイクロアレイ解析を行
う。Agrin 発現部位特異的に検討するため、Laser-capture microdissection(LCM)を用いる。



この技術を用いることで、網膜下線維化部分のみを切り出して解析することが可能である。
DNAマイクロアレイ解析については外部業者に委託する。また、網膜下線維化部分の対照
群として、レーザー非照射の網膜下部分を用いる。 
(3)臨床応用に向けて 
 今後の臨床応用を考え、実際のヒトサンプルでも agrin が発現しているかを検討する。現
在、加齢黄斑変性の網膜下線維化の治療として硝子体手術を行うことは医学的見地から稀
であり、同様の線維化機転である増殖硝子体網膜症の患者よりサンプルを入手する。Agrin
の発現については免疫染色により検討する。 
(4)AMD患者における線維化の臨床的特徴の検討 
2016年 12月から2017年 12月までに九州大学眼科において、未治療AMD患者で抗VEGF
薬である、アフリベルセプトを treat and extend 法で投与し、６ヶ月以上経過観察できた１
０５眼について、眼底写真、optical coherent tomography (OCT)の所見に基づいて網膜下線
維化（SRF）を認めた症例を SRF群、それ以外を非 SRF群とし、その治療前の背景、治療
後の経過、線維化進展の経過を検討した。また、網膜下の線維化には網膜色素上皮（RPE）
が重要であることが報告されているので、治療前OCTをもとにRPEの障害範囲を測定し、
障害なし群（grade 0）、500µm 未満の部分障害群(grade 1)、500µm 以上の広範囲障害群
(grade 2)、に分類し、アフリベルセプト治療後の網膜下線維化との関連を検討した。さらに
classic CNV（２型CNV）をもつ患者に網膜下線維化が有意にみられることがわかったため、
2013年 1月から2014年 12月に当院で抗VEGF薬治療を開始した２型CNVを持つ患者の
薬剤による線維化率の検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)網膜下線維化形成における agrin の関与 
レーザー誘発性 CNV モデルを
用いて agrin 発現を確認したとこ
ろ、網膜下線維化部分有意に発現
を認めた。さらに、レーザーによ
り障害を受けた RPE 細胞を中心
として、表面を覆うように発現し
ており、障害を受けた RPE 細胞
が agrin 発現に関与していること
が示唆された。また、hRPE細胞
を用いた in vitro 実験では、TGFβ2刺激により EMT関連因子
であるαSMAのmRNA発現亢進を認めた。 
(2)Agrin 制御因子の探索 
 Agrin制御因子を発見するためにDNAマイクロアレイ解析を
行った。既知の報告では、agrin は YAP/TAZシグナルを活性化
することで、周囲の細胞増殖や細胞外基質の硬化を行い線維化
に関与していると言われている。今回の結果でも YAP/TAZ シ
グナルの活性化を確認できた。一方、細胞収縮や剛性に関与する
Rho-kinase の活性化も認めた。近年、機械的伝達シグナル(メカ
ノトランスダクション)が注目を集めており、Rho活性化による



機械的刺激がActin-YAP/TAZシグナルの更なる活性化に関与している可能性がある。細胞
の剛性に着目した治療法は眼科領域においては確立しておらず、今後の新規治療標的とな
ると考えられる。 
(3)臨床応用に向けて 
 増殖硝子体網膜症患者の増殖膜サンプルを用いて agrin の発現を検討した。レーザーCNV
モデルと同様に増殖膜の膜表面に発現していることが分かった。今後の臨床応用には治験
を含めた更なる臨床的検討が必要だが、agrin が新たな分子標的となる可能性が示唆された。 
(4)AMD患者における線維化の臨床的特徴 
①治療開始後 6ヶ月の時点で網膜下線維化を 20％の症例にみとめた。SRF群、非 SRF群に
分けると、SRFを認めた症例は治療後視力、治療後視力は不良であった。また、高齢、OCT
で網膜下高輝度反射物（SHRM）を認める、classic CNV（２型CNV）をもつ、症例が多く
なっていた。これらは治療後の SRF発症の予測因子となりえると考えられた。 

 
②治療前の RPE 障害範囲が広範
囲の grade 2 のみ、SRFを認めた。
RPEは細胞間接着が失われると形
質転換により網膜下線維化をきた
すことが報告されているので、今
回の「広範囲なRPE障害の症例で
は 100％線維化がおこっていた」
という結果はそれを裏付けるもの
となるかもしれない。 
③ ①の結果から classic CNV（２型 CNV）をもつ患者に網膜下線維化が有意にみられる
ことがわかったため、2013 年 1 月から 2014 年 12 月に当院で抗 VEGF 薬治療を開始した
２型 CNV69 眼の線維化について検討をおこ
なった。1 年で 43％、2 年で 50％程度に線維
化をみとめ、ラニビズマブ群とアフリベルセ
プト群の線維化率に有意差はなかった。今回
線維化を生じやすい患者の臨床像については
解析できたため、今後はそれらの患者の遺伝
子を検討していく必要があると思われる。 
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