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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性に伴う脈絡膜新生血管（choroidal neovascularization: CNV）に対す
る治療法としてVEGF阻害療法は一定の効果をあげているが、無効例、再発例なども多い。VEGF以外の治療ターゲ
ットとして、high-mobility group protein B1: HMGB1に着目した。HMGB1はマウス実験的CNVにおいて、過剰に
発現していることが確認された。また抗HMGB1抗体の硝子体内投与によりCNVからの蛍光漏出が抑制され、体積も
縮小し、炎症性サイトカイン(VEGF, IL6, MCP-1)の抑制を認めた。それらを介してCNVが抑制されていることが
確認できた。

研究成果の概要（英文）：Intravitreal injection of anti-vascular endothelial growth factor (VEGF) has
 been beneficial in improving the visual outcomes in patients with a choroidal neovascularization 
associated with age-related macular degeneration. However, there are still refractory cases or most 
patients need multiple injections of anti-VEGF agents. We focused on high-mobility group protein B1 
(HMGB1) as a new target in the treatment of CNV. HMGB1 was upregulated around the laser-induced CNV 
in the RPE-Choroid of the mice. Intravitreal injections of anti-HMGB1 antibody suppressed the 
laser-induced CNV volume and the leakage from the CNV. In addition, intravitreal injection of 
anti-HMGB1 antibody suppressed the expression of inflammatory cytokines such as VEGF, interleukin-6,
 monocyte chemotactic protein-1. Thus, blockade of HMGB1 reduced the expression of such inflammatory
 cytokines, resulting in suppressing CNV.

研究分野： 眼科

キーワード： 脈絡膜新生血管

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢黄斑変性は失明の危険性のある疾患で、年々増加傾向にある。加齢黄斑変性の滲出型である脈絡膜新生血管
（choroidal neovascularization: CNV）に対しては、血管内皮増殖因子阻害療法が一定の効果をあげている
が、充分とは言えない。今回我々は、新たな治療ターゲットとしてhigh-mobility group protein B1: HMGB1に
注目した。HMGB1阻害はマウスで実験的に作成したCNV周囲に過剰に発現しており、その阻害によりCNVが縮小し
た。また、CNV形成に関与する炎症性サイトカインの過剰な発現を抑制することができ、CNV形成に関与すること
が示された。

※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、研究者個人に帰属されます。



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(choroidal neovascularization: CNV)に対しては、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一定の効果をあげて

いる。しかしながら、無効例、複数回投与とそれに伴う眼合併症、全身への副作用、医療

費の高騰などの懸念があり、新規治療法の開発は喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
今回、我々は CNV の病態を分子生物学的な手法を用いて解明し、VEGF とは異なる新た

なターゲットとを見つけ、新規治療法開発の足がかりとすることを目的とした。High-
mobility group protein B1: HMGB1 は、正常組織では細胞核内で DNA と結合することに

よりクロマチン構造を制御して遺伝子発現を調節するシャペロンタンパク質として機能す

る一方、壊死組織では細胞外に放出されると自然免疫を活性化して好中球およびマクロフ

ァージの壊死組織への集積を誘導し、壊死組織除去を促進させることが知られている。

CNV における、HMGB1 の関与解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
1. マウス実験的 CNV における HMGB1 の過剰発現の確認 
C57BL6J マウスの眼底にレーザーを施行し、CNV を作成した。レーザー施行 7 日後に眼

球摘出し、網膜と網膜色素上皮（retinal pigment epithelium: RPE）-Choroid 複合体を分

離した。RPE-Choroid 複合体でフラットマウントを作成後、抗 CD31 抗体で血管内皮を染

色し、抗 HMGB1 抗体も使用し免疫染色を行い、CNV 周囲の HMGB1 の過剰発現を確認

した。さらには、レーザー施行後、Day 1, 3, 5, 7 に眼球摘出し、網膜と RPE-Choroid 複

合体を分離し、それぞれにおける可溶型 HMGB1 の発現を、レーザーを施行していないコ

ントロールと比較した。 
 
2. 抗 HMGB1 抗体によるマウス実験的 CNV の抑制効果の検証 
C57BL6J マウスの眼底にレーザーを行い、CNV を作成した。レーザー施行直後に硝子体

内に抗 HMGB1 抗体を投与した。反対眼にはアイソタイプの IgG 抗体を同様に投与し

た。レーザーと硝子体注射 6 日後にフルオレセイン蛍光眼底造影検査(FA)を行い、CNV
を染色し、CNV の活動性を比較した。また 7 日後に眼球摘出した後フラットマウントを

作成し、レクチンで標識した FITC で CNV を染色し共焦点顕微鏡で撮影し、ImageJ ソフ

トウェアを用いて CNV の体積を測定し比較した。 
 
3. .抗 HMGB1 抗体投与による炎症性サイトカインの抑制 
C57BL6J マウス眼底にレーザーを施行し、CNV を作成後、12h, Day 1, Day 3, Day 7 で

眼球摘出し、網膜と RPE-Choroid 複合体を分離し 、ELISA kit で MCP-1, IL-6, VEGF
のタンパク量を測定した。 
 
４．研究成果 

1. マウス実験的 CNV 周囲に HMGB1 が過剰に発現していることをフラットマウントを用

いた免疫染色法で確認した。また、可溶型 HMGB1 が Day 3 の RPE-Choroid 複合体にお

いてコントロールと比較して、過剰に発現していることが確認できた。 
 



2. 抗 HMGB1 抗体を投与したものでは、対照と比較して有意に CNV が抑制されているこ

とが確認できた。また FA でも CNV の活動性が抑制されていた。 
 
3. 12h、Day 1、Day 3、Day 7 で、それぞれのタンパク量が過剰に発現していることが確

認できた。次に、同様にマウス眼底にレーザーを行った後に抗 HMGB1 抗体あるいはアイ

ソタイプ IgG を硝子体中に注射し、過剰に発現したサイトカインが抗 HMGB1 抗体を投

与したものでは抑制されることが確認できた。 
 
以上より、HMGB1 阻害は、細胞外炎症性サイトカインの発現を抑制し、CNV を縮小す

ることが確認できた。 
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