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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性（AMD）は中高齢者の網膜黄斑部に生じる疾患で、視力予後不良の難治性疾患
である。現在の抗VEGF療法は、治療法の中では画期的な治療法であるが、まだ難治症例が多い。今回我々はAMDに対し
て遺伝的因子、および種々のサイトカインの影響を検索し、その新しい治療法を検討した。マウス脈絡膜新生血管(CNV
)モデルに対してIL-27を眼内に投与したところ有意にCNVの抑制が認められ、それはVEGFの産生を抑制することによる
ことが示された。またCNVモデルマウスにIL-17を投与するとCNVを促進し、IL-27を抑制することでCNVが縮小すること
が示され、治療的展望が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Age Related Macular Degeneration (AMD) is the main cause of legal blindness in the
 Western and Asian countries. The pathogenesis is the choroidal neovascularization (CNV) beneath the macul
a in the retina. The anti-VEGF therapy is the major treatment, but there still many intractable cases. We 
investigated the effectiveness of cytokines for CNV progression, and the correlation of genetic background
 and treatment effect to search new treatment. IL-27 was significantly reduced CNV progression by VEGF sec
retion blocking. And the injection of IL-17 blockage in CNV model mouse eye significantly reduced CNV prog
ression. These cytokines are supposed to be one of the new treatment targets for AMD. Although we also inv
estigated the correlation between some SNPs and the effectiveness of anti-VEGF therapy from clinical data,
 there aren't significantly differences between them for early treatment phase.
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１．研究開始当初の背景 
加齢黄斑変性 (AMD)、増殖糖尿病網膜症 
(PDR)、未熟児網膜症 (ROP)に代表される眼
内血管新生を伴う疾患や眼内線維性増殖を
伴う増殖性硝子体網膜症 (PVR)は眼内増殖
性疾患と呼ばれ、視力予後が不良の難治性疾
患であり失明原因の上位を占める疾患群で
ある。その中でも AMD は高齢化社会が進行中
の我が国をはじめとした先進国において、成
人の失明や視力低下の主因となっている。現
在、これらの網脈絡膜疾患に対する根本的な
治療はなく、その病因解明は社会的急務であ
る。AMD の病態は網膜下に伸展した脈絡膜新
生血管とそれに伴う出血、滲出、そしてその
線維性瘢痕が視力低下の主因である。 
その脈絡膜新生血管の発症には、血管内皮増
殖因子 Vascular endothelial growth factor 
(VEGF)が関わっていることが明らかとなっ
ており近年本邦でも VEGF をターゲットとし
た治療が主流となっている。しかし、抗 VEGF
治療によっても早期病変の拡大、進行抑制は
制御できるが、一度出血を伴った線維性瘢痕
に対する治療法はない。症例によって同じ病
変タイプでも抗VEGF療法が著効する症例と
多数回治療を施行しても効果が現れない症
例があり、どのような症例が治療に抵抗性で
あるのかを調べることが今後のもっとも重
要な課題である。治療抵抗性の因子として、
患者の遺伝子背景も関与することが欧米の
報告で明らかにされている（Lee AY et al, Br J 
Ophthalmol. 93(5):610-3.2009）。欧米における
ＡＭＤと日本人のＡＭＤでは病変のタイプ
や遺伝的背景、危険因子などが違うことが報
告されており（Kondo N et al, Ophthalmology.in 
print. 2010）、日本人おいて病変に伴う因子と
遺伝的因子を包括的に解析し、日本人におい
てどのような症例が抗ＶＥＧＦ治療に適し
ているのか、あるいは治療に抵抗性であるの
かを明らかにする必要がある。我々はこれま
で、脈絡膜血管新生や眼内血管新生には VEGF
はもちろんであるがその周辺で VEGF 関連分
子やアンジオポイエチンファミリー、IL-18
や種々のサイトカイン、ケモカインが眼内血
管新生に関与していることを報告してきた
(Oshima Y et al, FASEB J. 19(8):963-5. 
2005) 。近年、炎症性サイトカインである
IL-27 が分離され、Th1 を介して炎症機転の
初期や血管新生に関与していることが報告
され、単球から TNF-α、IL-1、IL-18 が分泌
されることも明らかとなっている(Carl JW 
et al, Int J Clin Exp Pathol,1:117-123, 
2008)。また IL-27 は血管新生を抑制する作
用があることが知られており、マウス大腸癌
モデルにおいて抗血管新生、抗腫瘍作用を示
していることが報告されている(Shimizu M 
et al, The Journal of 
Immunology,176:7317-7324, 2006)。IL-27 は
TGF-β と密接な関係がある Th17 の分化を抑
制することが報告されている。（Huber M. Int 
Immunology.;20:223-234, 2007）しかし、眼

内での分布や眼病変における関わりは、未だ
不明な点も多い。近年のゲノム医科学の進歩
は著しく、眼科領域においても網膜色素変性
などの遺伝性眼疾患のみならず、AMD などの
多因子性疾患の責任（疾患感受性）遺伝子の
同定の試みが国際的に加速しており、そのゲ
ノムレベルの病態が少しずつ明らかになっ
ている。本研究においては眼内増殖性疾患に
おける種々の炎症性サイトカインの関与を、
特に IL-27 にフォーカスを置き、明らかにす
ることを目的とし、また日本人 AMD の抗 VEGF
療法感受性に対する遺伝的危険因子を特定
するとともに今後のオーダーメイド治療へ
の応用を検討する。 
 
２．研究の目的 
加齢黄斑変性 AMD は視力予後不良の難治性
疾患である。近年施行開始された抗 VEGF 療
法は、今まで視力改善が皆無であった治療法
の中では画期的な治療法のひとつであるが、
視力改善する症例は 3割程度とまだまだ難治
症例が多い。AMD の発症に直接関与する遺
伝子の存在は明かではないが、近年種々の遺
伝子多型との関連が報告されている。本研究
ではＡＭＤ患者から採取した血液より DNA
を抽出し、抗 VEGF 療法に対する感受性や
AMD の進展に影響を及ぼす SNP を解析し、
その関連性を検討する。またすでに瘢痕化し
てしまっている症例に対しては現在視力を
改善させる有効な治療法はない。そこでモデ
ルマウスを用いて炎症性サイトカイン、特に
IL-27 との関連を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス脈絡膜新生血管(CNV)モデルを
用いた CNV に対するサイトカインの関連性
の検討 
眼内における上記炎症性サイトカインの作
用を検討するために AMD の動物モデルであ
る実験的レーザーCNV モデルを用いた。こ
のモデルはマウス脈絡膜へのレーザー光凝
固で炎症を励起し、脈絡膜に新生血管を誘導
することが可能であり広く汎用されている。
C57BL/6 マウス眼底に 4 カ所のレーザー凝
固を行い、CNV モデルを作成した。レーザ
ー照射による眼内での各サイトカインの発
現量・発現経過を realtime PCR 法にて検討
した。またサイトカイン投与・抗体投与によ
る CNV の形成変化を比較し、更には各サイ
トカイン欠損マウスでの CNV 形成変化も検
討し、その作用について確認を行った。加え
て各条件下での VEGF の発現量も測定し、サ
イトカインの VEGF 産生への影響も検討し
た。眼組織におけるサイトカイン産生細胞の
同定にはFACSや免疫組織化学染色を用い検
討を行った。 
 
(2)加齢黄斑変性患者のラニビズマブ硝子体
投与後の治療経過の検討と遺伝的危険因子
の検討 



九州大学大学院医学研究院眼科学分野
AMD の専門外来で、研究期間中に抗
VEGF 薬硝子体投与による治療を受けた
患者で文書による同意を得られた成人の臨
床経過（視力、眼底所見、蛍光眼底造影所
見、光干渉断層計による中心窩網膜厚、臨
床病型、病変の大きさ）や活動性などを検
討し治療に対する効果を総合的に判定した。
また患者の血液サンプルを収集し、各サン
プルの臨床所見、年齢、性別、治療歴、合
併症、生活歴、家族歴などを含んだデータ
ベースを作成した。聞き取り調査の対象者
の中で、本遺伝子解析研究用の採血に同意
された方に対し、従来報告のある既知の候
補 遺 伝 子 （ CHF, HTRA-1, ELOVL4, 
FBLN5, BF, CFB, CFI, LIPC, ARMS2, 
C2）を用いて SNP 解析を行う。具体的に
は、九州大学大学院医学研究院眼科学分野
において末梢血より DNA を抽出し、遺伝
子領域を中心に同定された SNP を用い各
群間での相関解析を行った。治療感受性良
好群と不良群に対する一塩基多型（SNP
ｓ）を比較し、AMD 治療に対する感受性
関連遺伝子を探索した。 
 
４．研究成果 
(1) IL-27 は CNV を抑制した 
まず IL-27 の CNV への関与について検討を行
った。レーザー照射後に IL-27 を眼内に投与
した群で CNV は有意に減少した（図 1）。逆に
抗IL-27 抗体を投与した群とIL-27サブユニ
ット EBI3 欠損マウスで CNV が有意に増加す
ることを確認した。続いて VEGF 発現量につ
いて検討したところ、IL-27 を眼内投与した
群ではコントロール群に比べ眼内 VEGF の発
現が有意に抑制されていた（図 2）。このこと
より IL-27 は VEGF の発現を抑えることで血
管新生を抑制していると考えられた。MDにお
いて VEGF の主要な産生細胞としてはマクロ
ファージと網膜色素上皮細胞が知られてい
る。In vitro の実験では網膜色素上皮細胞に
IL-27を添加しても培養上清中のVEGFの産生
に変化はなかったが、マクロファージに
IL-27を添加すると培養上清中VEGFの発現が
有意に減少した。一方でマクロファージの眼
内浸潤に IL-27 は影響しなかった。以上の結
果よりIL-27は炎症後マクロファージの眼内
浸潤に影響しないもののマクロファージの
VEGF 産生を抑え血管新生抑制作用を発揮し
ていることが示された。 

(2) IL-17 は CNV を促進した 

続いて IL-17 の CNV への関与について研究を
行った。ー照射後 IL-17 を眼内に投与すると
CNV 形成が有意に増大した（図 3）。眼内にお
ける IL-17 の発現はレーザー照射後 3日目よ
り上昇し 4日目にピークであった。続いてレ
ーザー後抗IL-17抗体を眼内投与した群及び
IL-17 欠損マウス群では、野生型マウスと比
較して誘導されるCNVが有意に縮小すること
が判明した（図 4）。また IL-17 欠損マウスの
眼内 VEGF の発現は野生型マウスと差がなか
った。従って IL-17 は VEGF 非依存的に CNV
を促進することが判明した。これら IL-17 の
ソースを細胞内染色FACSで検索したところ、
IL-17 を産生する細胞は驚くべきことに
helper T 細胞ではなくT 細胞であった
（図 5）。免疫染色による解析でT細胞が
レーザー照射後の脈絡膜に浸潤しているこ
とを確認した。除去抗体の投与によりT
細胞を除去したマウスや TCR欠損マウス
を用いて CNV を誘導すると CNV が縮小した。
IL-17の血管新生作用がVEGF非依存的である
ことより、IL-17 が現在の抗 VEGF 療法以外の
新たな治療法としての可能性を示した。同時
に IL-17 産生細胞であるT 細胞を治療標
的とすることでもCNVを抑制出来る可能性が
示唆された。 

 
 
(3)短期治療後の治療反応と SNP には有意な
相関は認められなかった。 
導入期治療とし連続3回のラニビズマブ硝子
体投与後、視力および中心窩網膜厚は有意に
改善が得られ、その後維持期には病状悪化時
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に追加投与を行った。治療開始後 1年後、治
療開始時と比較すると視力、中心窩網膜厚と
もに改善が得られたが、導入期終了時の改善
した視力は維持できなかった(図５)。 
導入期治療としラニビズマブ硝子体投与を
連続3回行った後の視力および光干渉断層計
による中心窩網膜厚の変化量と既知のSNPと
の相関を方法に記した背景因子を加えてロ
ジスティック回帰分析を行ったが、視力変化
量および中心窩網膜厚変化量とも有意な相
関を認める SNP は認められなかった。 
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