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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性は失明原因の上位の疾患で、近年増加傾向にある。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。しか
しながら、無効例、複数回の注射が必要であるなど、課題は多い。今回、マウスで実験的にCNVを作成し、CNVの
病態解明を行った。CNVの形成には炎症とアポトーシスが関与しており、それらの制御が必要である可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Age-related macular degeneration (AMD) is a vision-threatening disease and 
the number of patients continues to grow. Recently developed anti-vascular endothelial growth factor
 (VEGF) therapy for choroidal neovascularization (CNV) has revolutionized the treatment in visual 
improvement. However, there are still ineffective cases or most of the patients need multiple 
injections of anti-VEGF agents. We aimed to elucidate the pathophysiology of CNV using mouse laser 
CNV model to investigate a new target for CNV. Inflammation and apoptosis were associated with the 
CNV formation. Therefore, to control inflammation and apoptosis chould be an alternative therapy to 
suppress vision loss associated with CNV in AMD.
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１．研究開始当初の背景 
 加 齢 黄 斑 変 性 (age-related macular 
degeneration: AMD)は欧米先進国における
成人の失明原因の首位である。我が国では現
在は失明原因の第４位に位置するが、近年の
生活様式の欧米化に伴い、増加傾向にある。 
 加齢黄斑変性は脈絡膜新生血管(CNV)が発
生する滲出型と網膜視細胞、網膜色素上皮
(RPE)、脈絡膜が萎縮する萎縮型がある。萎
縮型に対する有効な治療法は、現在まで確立
されていないが、滲出型に対してはこれまで
様々な治療法が行われてきた。その中でも、
2008 年末に登場した血管内皮細胞増殖因子
(vascular endothelial growth factor: VEGF)
阻害薬の硝子体内注射がこれまでの治療を
上回る効果をあげている。しかし、薬剤が高
価であるうえ、薬効が約１ヶ月と短いため、
複数回の注射が必要となることが多く、医療
費の高騰、患者負担の増大などは社会的な問
題である。さらに、VEGF 阻害薬投与後の
RPE 萎縮による視力低下が指摘(Grunwald 
JE, et al. Ophthalmology 2014))されている。
AMD のような慢性疾患では、VEGF 阻害薬
が長期的に複数回投与されることが多いが、
その影響でさらに RPE 萎縮と不可逆的な視
力低下をきたす症例が増加する可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、VEGF とは異なる新たなターゲ
ットを見つけ、新規治療法開発の足がかりと
することを目的とした。 
 我々はこれまで、AMD の滲出型、萎縮型
の病態解明に関する基礎実験を行ってきた。
その成果として、萎縮型 AMD の発症に、
DICER1 酵素の発現低下とそれに伴う Alu 
RNA の過剰な蓄積が関与すること(Kaneko 
H, Hirano Y, et al. Nature 2011)、さらには、
Alu RNA による RPE の細胞死に Myeloid 
differentiation primary response 88 
(MyD88)(Valeria T, Hirano Y, et al. Cell 
2012)、ERK1/2(Dridi S, Hirano Y, et al. 
PNAS 2012)、P2X7(Kerur N, Hirano Y, et 
al. IOVS 2003)、Caspase-8(Kim Y, Hirano Y, 
et al. PNAS 2014)などが関与することを報
告した(細胞死はアポトーシスによることも
報告)。滲出型の CNV の発症には、マクロフ
ァージ(Sakurai E, et al. IOVS 2003)、補体
(Nozaki M, et al. PNAS 2006)、ケモカイン
レセプター(CCR3)(Takeda A, Nozaki M, et 
al. Nature 2009)が関与することを解明し、
CNV における炎症の関与を報告してきた。 
 今回我々は、CNV の病態における MyD88
の関与に注目した。MyD88 は一般に免疫細
胞のアダプター分子であると考えられてい
る (O’Neil LA, et al. Nat Rev Immunol 
2007)が、Toll-like Receptors (TLRs)等のシ
グナル伝達に重要な役割を果たしているこ
とも指摘されている (Warner N, et al. J 
Immunol 2013) 。 ま た MyD88 は

Interleukin-1 (IL-1) receptor-associated 
kinase (IRAK)や nuclear factor-kappa B 
(NF-κB)を活性化し、炎症を誘導することも
知られている (Kumar H, et al. Int Rev 
Immunol 2011)。 
 臨床では CNV による滲出性変化(炎症)後
に RPE 萎縮(アポトーシス)をきたす症例が
散見され、炎症とアポトーシスが密接に関係
している可能性がある。我々はそこに
MyD88 が中心的な役割をしているのではな
いかと考えて本研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスレーザーCNV モデルでの CNV の
体積比較：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 を作成する。レー
ザー施行後 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、共焦点顕微
鏡で CNV の画像を撮影し、ImageJ ソフト
ウェアで CNV の体積を測定する。このモデ
ルを用いて、レーザー施行直後に MyD88 
inhibitor をマウス硝子体内注射し、CNV が
抑制されるかを Control inhibitor を対照と
して比較する。 
 
(2)蛍光眼底造影検査による CNV の活動性
評価：同様にレーザー施行後、7 日目に両眼
に散瞳剤点眼後、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)を行う。CNV からの蛍
光漏出をグレード評価し、CNV の活動性を
比較する。 
 
(3)マウスレーザーCNV モデルでの MyD88
の過剰発現と炎症性サイトカインの濃度測
定：レーザーCNV 作成後、眼球摘出し、CNV
を抗 CD31 抗体で染色、また抗 MyD88 抗体
も使用し、CNV 周囲に MyD88 が過剰発現し
ているかを免疫染色法で確認する。 
 また、同様にレーザーCNV 作成後、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、VEGF、IL-6、
MCP-1 のタンパク濃度を測定する。対照と
しては、レーザー未施行眼を用いる。また、
レーザー施行直後に、マウス硝子体内に
MyD88 inhibitor を注射し、それらのタンパ
クの過剰発現が抑制されるかを検証する。 
 
(4)MyD88 inhibitorと抗VEGF抗体(アフリ
ベルセプト)の RPE 細胞死への影響の検証：
同様にマウス眼底にレーザー施行、その後
MyD88 inhibitor を硝子体内注射し、7,14 日
後に眼球摘出し、RPE 細胞の形態を ZO-1 染
色法で評価する。さらには TUNEL 染色法で
死細胞数をカウントし、比較する。 
 



４．研究成果 
(1) レ ー ザ ー CNV の 体 積 が 、 MyD88 
inhibitor 投 与 し た も の で は 、 Control 
inhibitor と比較して有意に抑制されること
が確認できた。 
 
(2)FA でも、MyD88 inhibitor を投与したも
のでは、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。 
 
(3)免疫染色法では、レーザーCNV の周囲に
MyD88 が過剰に発現していることが確認で
きた。また、レーザー施行後、VEGF、IL-6、
MCP-1 ともに、Day1 と Day3 で過剰に発現
することが確認できた。MyD88 inhibitor を
硝子体内に注射したものでは Control 
inhibitor と比較し、有意にそれら炎症性サイ
トカインの過剰発現が抑制されることが確
認できた。 
 
(4)MyD88 inhibitor を投与したものでは、抗
VEGF 抗体を投与したものと比較して、ZO-1
染色法で、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。 
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