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網膜色素上皮・ブルッフ膜におけるリポフスチンの作用の解明 
 
研究成果の概要（英文）： 
Role of lipofuscin on retinal pigment epithelial cells and Bruch’s membraneRole of 
lipofuscin in retinal pigment epithelium 
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１．研究開始当初の背景 
網膜色素上皮(retinal pigment epithelium;
以下 RPE)の加齢性変化は、滲出型加齢黄斑変
性(age-related macular degeneration;以下
AMD)と密接に関連している。滲出型 AMD は、
脈 絡 膜 新 生 血 管 (choroidal 
neovascularization;以下 CNV)を特徴とする
進行性の疾患で、欧米では中途失明の第一の
原因であり、本邦においても高齢化社会の進
行に伴い患者数の増大が予測されている。現
在のところ、治療による視力改善効果は限ら
れており、その発症予防が重要である。滲出
型 AMD の前駆段階は早期加齢黄斑症
(age-related maculopathy;以下 ARM)と呼ば
れ、組織学的には、RPE にリポフスチンと呼
ばれる老化色素、および RPE の基底膜である
Bruch 膜にドルーゼンとよばれる脂質／蛋白

複合体の沈着物を認める事が知られている。
ドルーゼンには免疫グロブリンの沈着、補体
の沈着、炎症性サイトカインの発現、マクロ
ファージの浸潤等、炎症を示唆する所見が認
められ、ARM では RPE の加齢性変化により慢
性的な炎症が惹起されている事が示唆され
る。さらに、Bruch 膜は加齢性変化に伴い細
胞外マトリックスの変化により脆弱化する
と考えられている。このような事実から ARM
における慢性炎症に加えて Bruch膜の加齢性
変化は AMDの発症に重要な因子であると考え
られるようになってきた。 
 
加齢による RPE障害には老化色素リポフスチ
ン 、 特 に そ の 主 要 構 成 成 分 の
A2E(N-retinylidene-N- 
retinylethanolamine)の関与が強く示唆さ



れている。A2E はミトコンドリア傷害や細胞
膜傷害作用があり細胞傷害性を有するが、光
線照射により酸化され、細胞傷害性の高い
oxirane(酸化 A2E)に変換され更に強い細胞
傷害をきたすことも判明している。これまで
に我々は、A2E を培養網膜色素上皮細胞に取
り込ませた系を用いて光線傷害を検討する
系を確立し、様々な臨床状況における光傷害
の検討を行った。まず、A2E を用いて青色光
の RPE に対する光毒性保護効果を検討し、青
色光の抑制で RPE の光毒性保護効果、および
RPE による血管内皮増殖因子(VEGF)の発現上
昇抑止効果を示してきた。これらの実験結果
は、青色光が A2E を介して潜在的に RPE を傷
害し炎症を惹起し、AMD の発症、伸展を促進
ということを示したものである（Yanagi Y et 
al., 2007 JCRS）。更に興味深い事に我々は、
A2E を網膜下に投与したマウス、ラット眼球
において、VEGF の発現が上昇する事を見いだ
している（未発表データ, in submission）。
このマウス、ラットでは通常マウスやラット
で CNVを形成しないような弱いレーザーによ
る Bruch 膜の傷害で CNV が発症しやすくなる
事が判明している。in vivo, in vitro の実
験より A2Eは核内受容体であるレチノイン酸
受容体のリガンドとして作用し、転写レベル
で血管新生因子の発現を上昇させ、更に、A2E
の蓄積したモデルマウスでレチノイン酸受
容体のアンタゴニスト投与により CNVの発症
が抑制される事も見いだしている(Figure1)。
更に、リポフスチンの生成と visual cycle
のビタミン A代謝産物とに関連がある事に着
目し A2E 以外にも、RPE の慢性炎症を惹起し
うるリポフスチン構成成分も同定しつつあ
り、retinly palmitate, all-trans retinol 
dimerによりVEGFが活性化される事を示した。
また、これらの投与および光線照射において、
RPEにおいてβ-cateninの活性化を認めてい
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、慢性炎症におけるリポフスチン
の関与を分子レベルで明らかにし、傷害抑制
のための新たな治療標的を同定する事を目
的としている。すなわち、リポフスチンを介
した RPE 傷害と光線暴露、および慢性炎症、
Bruch 膜の脆弱化の機構を分子生物学的手法
を駆使して多方面から解析すると同時に、そ
の知見に基づいて、RPE 潜在傷害と慢性炎症
のより有効な治療法の確立につき検討する
ものである 
 
３．研究の方法 
3-1)リポフスチンの細胞傷害作用：メカニズ
ムの分子レベルでの解析 
RPE の培養細胞株(ARPE-19 細胞)を用いて、
リポフスチンを培養 RPE に取り込ませ、RPE

由来の血管新生因子の発現を検討する系を
用いて特にリポフスチン構成成分の retinyl 
palmitate, ATR-dimer に着目し、リポフスチ
ンの活性化の分子メカニズムを明らかにす
る。この評価にはこれまで我々が注目してき
た VEGF の発現検討以外に pigment 
epithelial derived factor (PEDF)の発現検
討や他の炎症性サイトカイン、マトリックス
メタロプロテアーゼなどの発現検討を加え
る。ヒト臍帯血由来血管内皮細胞を用いた
angiogenesis assayによる内皮細胞のチュー
ブ形成を指標にした血管新生因子の評価系
を用いる。リポフスチンによる細胞機能障害
が細胞外マトリックスにどのような影響を
及ぼすかを検討する。また、最近になってこ
の系で光線照射を介して補体の活性化が起
こることが報告されているが、この補体の活
性化のメカニズムを分子レベルで明らかに
する事も目的とする。 
 
3-2)リポフスチン沈着と慢性炎症：in vivo
での解析 
我々は、A2E を網膜下に投与したマウス、ラ
ット眼球において、VEGF の発現が上昇し、CNV
が発症しやすくなる事を見いだしている。ま
た、このモデルでは脈絡膜に沈着物を認め、
complement factor H,活性化された補体の複
合体の沈着を同部位に認めている。補体の活
性化は ARMにおいて認められる所見であるが、
retinyl palmitate, ATR-dimer 投与眼につい
ても同様の検討を行い、この補体の活性化に
ついて詳細に検討し、更に、ARM に特徴的な
慢性炎症の所見である免疫グロブリンの沈
着、炎症性サイトカインの発現、マクロファ
ージの浸潤等が認められるか検討する。 
更に、この系を発展させリポフスチンや光線
傷害とドルーゼンの沈着、Bruch 膜の変化の
関連について検討を加える。これまでに、リ
ポフスチンの沈着によってドルーゼンの沈
着が促進されうると考えられているが、in 
vivo で両者の直接の関係を示した実験は存
在しない。光線照射やリポフスチンの沈着で
β-catenin の活性化が認められる知見より、
RPEで見られるβ-cataninの活性化と炎症所
見、Bruch 膜の変化との関連を RPE 特異的な
β-catenin の conditional ノックアウトマ
ウスを用いて解析する。長期の観察において
光線暴露の有無でドルーゼンの沈着や Bruch
膜の構造や炎症所見に違いが認められるか
を検討し、さらに光線暴露が関与するかを検
討する。 
 
４．研究成果 
4-1)リポフスチンの細胞傷害作用：メカニズ
ムの分子レベルでの解析 
リ ポ フ ス チ ン 構 成 成 分 の
1)A2E,2)ATR-dimer,3)Retinly palmitate,の



それぞれを網膜色素上皮に対する作用を in 
vitro で検討した。その結果いずれの因子の
付加によっても血管新生因子 VEGF の発現を
mRNA レベルで上昇させる事がわかった。また、
興味深い事に A2Eの負荷によって補体制御因
子である加齢黄斑変性の疾患感受性遺伝子
として同定されている Factor H の結合タン
パク質であるアドレノメジュリンの発現上
昇も認めた。さらに、in vivo の検討ではア
ドレノメジュリンの硝子体内投与により脈
絡膜新生血管が抑制できる事を示した。更に、
他の因子についても同様の検討を加えると
同時に、更に他の補体、並びに炎症系のマー
カーの挙動を明らかにし、リポフスチンの沈
着による RPEの変化を明らかにする事で脈絡
膜新生血管発症のメカニズムの手がかりを
得る事を予定している。 
 
4-2)リポフスチン沈着と慢性炎症：in vivo
での解析 
RPE 特異的な conditional ノックアウトマウ
ス作成のための RPE65-Creトランスジェニッ
クマウスの系統を作成し、RPE 特異的な Cre
遺伝子の発現を確認した。また、RPE で
b-catenin をノックアウトしたマウスを作製
するために b-cateninfloxマウスと交配をす
すめており、ヘテロマウスの作成に至った。 
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