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研究成果の概要（和文）：G蛋白活性調節因子（AGS8）は血管内皮細胞増殖因子（VEGF）受容体に結合してVEGF
シグナルを制御する分子である。VEGFは加齢黄斑変性における脈絡膜血管新生の憎悪因子であり、加齢黄斑変性
治療における分子標的である。本研究ではAGS8発現制御による新しい抗血管新生制御法の検討を行った。その結
果、脈絡膜由来の内皮細胞においてAGS8はVEGFシグナルを制御していること、AGS8蛋白の発現は加齢黄斑変性の
実験モデルにおける脈絡膜血管新生部位に特異的であること、AGS8の発現抑制は脈絡膜新生血管の発達を抑制し
た。AGS8は加齢黄斑変性治療における標的分子になりうる可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Vascular endothelial cell growth factor (VEGF) is essential for the 
development and progression of age-related macular degeneration (AMD), and VEGF signaling molecules 
are effective targets for the treatment of AMD. I have recently reported that activator of G-protein
 signaling 8 (AGS8) is a novel VEGF receptor-binding protein and is involved in VEGF-induced 
angiogenesis in cultured endothelial cells (EC); however, the role of AGS8 in CNV is not yet 
understood. This study aimed to explore the role of AGS8 in CNV in cultured cells, explanted choroid
 tissue, and laser-induced CNV in a mouse AMD model. Here, I finally reached my conclusion that AGS8
 is a possible novel therapeutic target molecule for CNV in AMD.

研究分野：医化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
失明原因ともなる加齢黄斑変性において脈絡膜血管新生の抑制が治療の鍵となるとされている。実際に現在では
VEGFを分子標的とした抗血管新生療法が行われているところであるが、VEGFは全身の血管に発現しており、抗
VEGF療法では種々の副作用が報告されている。本研究において、加齢黄斑変性のモデルマウスでは、VEGF受容体
結合分子であるAGS8は脈絡膜内皮細胞の新生血管部位にのみ限定的に発現しており、その発現抑制が効果的に
VEGFシグナルおよび脈絡膜血管新生を抑制することが明らかになった。そのため、AGS8は加齢黄斑変性治療にお
いては副作用の少ない特異的な新しい分子標的になりうる可能性が考えらえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
本邦において超高齢化時代の到来に従い、失明原因として加齢黄斑変性が急増している。加
齢黄斑変性では黄斑が様々な異常をきたすことが知られているが、なかでも滲出型と分類
されるタイプでは、脈絡膜由来の血管が黄斑部に漏出して血管新生を起こす結果、網膜機能
を破綻する。そのため、血管新生の抑制こそが滲出型加齢黄斑変性疾患の治療の鍵となると
されている。実際に現在では血管内皮細胞増殖因子（VEGF）を分子標的とした抗血管新生
療法が行われているところであるが、種々の副作用等が報告されている。一方で、申請者の
所属する研究グループでは以前新しい三量体 G 蛋白活性調節因子として Activator of G-
protein Signaling 8（AGS8）を同定した。申請者はこれまで培養細胞を用いた研究を行い、
AGS8は血管内皮増殖因子受容体(VEGFR-2)と結合して活性を制御する分子であり、血管内
皮細胞において血管新生を制御していていることを明らかにしてきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では 脈絡膜血管内皮細胞において AGS8が誘導する血管新生分子メカニズムの詳細
を明らかにするとともに、光凝固レーザー照射による実験的加齢黄斑変性症モデルマウス
を作成し、AGS8 分子の発現制御による血管新生の抑制を検討する。以上をもって、AGS8
を標的として VEGFシグナルを制御する新しい加齢黄斑変性の制御法の検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 
サル脈絡膜由来の培養血管内皮細胞（RF6/A）を用いて、AGS8発現抑制における VEGFシ
グナル伝達および細胞機能に対する影響を解析した。さらに、マウス脈絡膜初代培養を行い、
移植片から出芽する脈絡膜血管内皮細胞における AGS8機能の解析を行った。また、マウス
の目にレーザー照射を行い網膜色素上皮細胞に障害を作成、新生血管を誘導する加齢黄斑
変性モデル動物を作成した。このマウスモデルにおける AGS8 の発現パターンを免疫染色
法で解明するとともに、AGS8 SiRNA を硝子体に投与することで眼組織における AGS8 の
機能阻害を誘導し、新生血管にどのような影響を与えるのかについて解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
脈絡膜由来の血管内皮細胞 RF6/A 細胞に
おいて、SiRNA 導入によって AGS8 ノッ
クダウンを行ったところ、VEGFが惹起す
る VEGF 受容体や下流シグナル(Akt およ
び p38/MAPKリン酸化)が抑制され、管腔
形成能が低下した（図１）。C57BL/6N種の
マウス眼球より脈絡膜を単離、細切、血管
内皮用の培養液中で Matrigel コーティン
グしたカバーガラス上で培養を行った。
Flow cytometer解析の結果、組織片から外
側に向かって移動する細胞の 70%以上が
血管内皮細胞であることを確認している。
同時に、移動中の細胞は AGS8抗体による
免疫染色により、ほぼ 100%が AGS8分子
を発現していることを確認している（図
２）。そこで、SiRNAを用いて AGS8遺伝
子の発現をノックダウンし、組織片から外
側に移動する細胞の解析を行った。その結
果、対照に比べて AGS8ノックダウンでは、細胞移動が有意に抑制することが明らかになっ
た。８週齢オス C57BL/6Nマウスに対して光凝固レーザーの照射を行い、加齢黄斑変性モデ
ルを作成した。その結果、AGS8は特異的に新生血管のみに発現していることが確認された
（図３）。さらに AGS8 SiRNAの硝子体投与による AGS8の発現抑制は、脈絡膜血管新生を
特異的に抑制することが明らかになった（図４）。以上の結果から、AGS8 は脈絡膜内皮細
胞において VEGFシグナルを制御し、生体内で血管新生を制御していること、また AGS8発
現の抑制は脈絡膜血管新生を特異的に抑制することが明らかになった。本研究において、
AGS8は加齢黄斑変性治療における標的分子になりうる可能性を示すことができた。 
 
 

 

図１ 脈絡膜内皮細胞において、AGS8発現
抑制を行うと VEGF が惹起する VEGF 受容
体リン酸化が抑制され（上）、管腔形成能が
低下する（下）。 
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図２ 移植片由来の出芽細胞の免疫染色によ
り AGS8 の発現が内皮細胞で確認された。
また Flow cytometerにより移動細胞の 70%以
上が血管内皮細胞である。 

 

図３ 作成した加齢黄斑変性モデル由来
の脈絡膜—網膜色素上皮組織の免疫染色
像。AGS8（綠色）は特異的に新生血管の
みに発現している。 

  

 
図４ AGS8 SiRNAの硝子体投与によ
る AGS8の発現抑制は、脈絡膜血管新
生を特異的に抑制することが免疫染
色像（右）、及び Realtime PCR（左）に
より確認された。 
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