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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はHippo経路エフェクターであるYAP/TAZの脈絡膜血管新生(CNV)への役
割を明らかにすることである。レーザー誘発CNVモデルを用いたYAP阻害薬ベルテポルフィン(VP)の効果を解析し
た実験では、VP処理によりCNV体積は有意に小さい結果であった。そのためVPはYAP阻害作用により、CNV進展を
抑制し得る可能性が示唆された。またヒト脈絡膜血管内皮細胞を用いて脈絡膜血管におけるYAPに対するVPの影
響を調べ、VP濃度の増加に伴ってpYAPの核内以降が抑制されている結果であった。以上から脈絡膜血管において
YAPが重要な役割を担っている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify the role of the Hippo pathway effector YAP / TAZ 
in choroidal angiogenesis (CNV). In an experiment to see the effect of the YAP inhibitor, 
verteporfin (VP), using a laser-induced CNV model, the CNV volume was significantly smaller in VP 
treatment than in control. Thus, it was suggested that VP might suppress CNV progression by YAP 
inhibitory action. We also investigated the effect of VP on YAP in choroidal blood vessels using 
human choroidal vascular endothelial cells and found that as the VP concentration increased, the 
intranuclear transition of pYAP was suppressed. The above suggests that YAP may play an important 
role in choroidal blood vessels.

研究分野：血管新生と脈絡膜

キーワード： YAP/TAZ　pYAP　脈絡膜新生血管　脈絡膜　脈絡膜血管内皮細胞　ベルテポルフィン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、加齢黄斑変性(AMD)の一亜型であるポリープ状脈絡膜血管症（PCV）の治療において、YAP阻害作用を持つ
ベルテポルフィンを用いた光線力学療法の有効性が臨床的に注目されている。本研究では、AMDの病態の首座で
ある脈絡膜血管においてYAPが重要な役割を担っている可能性が示唆された。本研究の結果が、今後、YAPを介す
るHippo経路をターゲットにしたAMD及びPCV治療の臨床応用につながる可能性が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
臨床において網膜血管新生疾患の加齢黄斑変性症(AMD)は、先進国における 50 歳以上の中
途失明原因の第 1 位であり、我が国でも中途失明原因の第 4 位となっている。滲出型 AMD
は、典型 AMD, ポリープ状脈絡膜血管症(PCV),網膜血管腫様増殖(RAP)の３つのサブタイプ
に分けられるが、欧米では典型 AMD が AMD 全体の大部分を占めるのに対し、本邦ではポリ
ープ状脈絡膜血管症(PCV)の割合が半数以上と多いという特色がある。 
PCV は脈絡膜より発生する異常血管網の先端にポリープ状病巣を有する形態学的特徴があ
り、治療への反応が典型 AMD と異なることが臨床上問題となっている。例えば、典型 AMD を
対象としたランダム化比較試験(RCT)(抗血管内皮増殖因子(VEGF)薬単独群 vs. 抗 VEGF 薬
＋ベルテポルフィンによる光線力学療法(vPDT)併用群)では併用療法の効果は限定的であ
ったのに対し(Larsen M, et al. Ophthalmology 2012)、PCV を対象にした RCT では、抗 VEGF
薬単独群に比して抗 VEGF 薬+vPDT 併用群において良好な視力改善と治療回数の軽減、高い
ポリープ病巣の閉塞率が確認されている(Koh A, et al. JAMA Ophthalmol 2017)。PCV の治
療結果に大きく影響を及ぼすという点でポリープ病巣が重要であるが、ポリープ病巣の形
成や治療への反応に関するメカニズムについての詳細は未だに不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Hippo 経路エフェクターである YAP/TAZ の脈絡膜血管形態および脈絡膜血
管新生への役割を明らかにすることである。 
 我々は SNPs(一塩基多型)を用いた遺伝子解析で、ARMS2 A69S 多型において PCV と典型
AMD では異なる遺伝的背景を持つことを報告した(Yanagisawa S, Matsumiya W, et al. Mol 
Vis. 2011)。さらに抗 VEGF 薬(ranibizumab)への反応が、PCV と典型 AMD で異なること、PCV
に対しては抗 VEGF 薬＋vPDT が有効であることを報告し(Matsumiya W, et al. 
Ophthalmologica. 2015, Matsumiya W, et al. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol. 2017)、
治療による臨床経過が PCV と典型 AMD で異なることを明らかにした。 
このように、我々のグループは長年にわたり、PCV の遺伝的背景および治療反応性の両面か
ら研究を続けているが、PCV を含めた AMD に関しては依然不明な部分も多い。我々は並行し
て病態解明を目的としてマウス脈絡網膜血管の基礎研究も続けてきて(Matsumiya W, et al. 
IOVS 2012)おり、PCV の形態的特徴に注目し PCV を含めた AMD の分子生物学的な解明を試み
ている。 
 我々は、まず血管形態の面から、巨大化した脈絡膜血管であるポリープ病巣と Hippo 経路
の関係に注目した。そして、近年、Hippo 経路の上流制御機構の一つとして細胞間接着およ
び細胞-細胞外マトリックス接着の状態が注目されているが、これは我々のグループが以前
に明らかにした「エラスチンをコードする ELN 遺伝子多型は PCV の疾患感受性遺伝子多型
である。」という結果に繋がる(Kondo N, Matsumiya W, et al. IOVS 2008)。また、PCV の
治療において、YAP 阻害作用を持つベルテポルフィンを用いた光線力学療法が効果的である
ことと合わせて、我々は「PCV の病態に Hippo 経路が関与しているのではないか」という仮
説を持つに至った。実際、Kim らはタモキシフェン誘導 Cre/loxP システムを用いて時期特
異的にマウス血管内皮細胞における YAP/TAZ 遺伝子をノックアウトしたところ網膜血管に
おける異常が生じたことを報告しており（Kim J, et al. J Clin Invest 2017）、眼の血管
において Hippo 経路が重要な役割をしていることは間違いないものと思われる。 
Hippo 経路と PCV を含めた AMD の関係については全く実験がなされておらず、本研究でその
糸口が解明されれば、Hippo 経路をターゲットにした PCV 治療が臨床に応用され PCV ならび
に AMD 患者の視機能予後を改善させることが期待される。 
 
３．研究の方法 
１）予備実験：マウスの脈絡膜血管の描出・マウスの脈絡膜における YAP の発現の確認・マ
ウスのレーザー誘発脈絡膜新生血管（CNV）モデルの作成 
・マウスのレーザー誘発脈絡膜新生血管（CNV）モデル：6 週齢の C57/BL6 マウスに、腹
腔内麻酔にて深麻酔させたのち、コンタクトレンズを装用し左右眼にレーザー光凝固装
置を用い、レーザー(波長 532nm、出力 200mW、照射時間 100ms、スポットサイズ 100
μm）を片眼に付き 4 発視神経乳頭周囲に照射し、Bruch 膜の障害を作成することで実
験的脈絡膜新生血管を作成した。 
・CNV体積の評価：光学顕微鏡にて作成した CNV 標本を 1 micrometer ずつ画像撮影を行



い、画像ソフトウェア（Image J）を用いて 2値化した後に面積を計測し、各画像の面積を
合計することで体積（µM*3）を求め、両群の CNV 体積測定を行った。 
 
２）脈絡膜新生血管に対する YAP 阻害薬(ベルテポルフィン：VP)の効果の解析 
・レーザー誘発 CNV モデルを用いた YAP 阻害薬 VPの CNV に対する効果 
上述した方法で C57BL/6J マウスのレーザー誘発 CNV モデルを作成し、レーザー照射後 1週
間ベルテポルフィン腹腔内投与（100mg/kg,隔日計 4回投与）または偽薬（蒸留水）投与を
行い、抗 PECAM 抗体にて染色し脈絡膜展開標本作成した。各群 N=7 で CNV 体積を測定して
比較を行った。 
・ヒト脈絡膜血管内皮細胞における YAP/phosphorylation YAP(pYAP)の発現の確認 
ヒト脈絡膜血管内皮細胞（HCVECS、Celprogen USA)を用いて、抗 YAP 抗体及び抗 pYAP 抗体
による免疫染色(Topro3 との共染色)を行い、細胞における YAP/pYAP の発現を確認した。 
・ヒト脈絡膜血管内皮細胞における VP 負荷に伴う pYAP の発現の変化 
① VP 濃度を 0,0.3µM, 1µM, 3µM,と振り分けてヒト脈絡膜血管内皮細胞を播種時に VP 添加
を行い 60% confluent 時点で染色を行った。 
② VP 濃度を 0,0.3µM, 1µM, 3µM,と振り分けてヒト脈絡膜血管内皮細胞 60% confluent 時
点でから VP 添加を行い 24 時間後に染色を行った。 
 
４．研究成果 
・予備実験 
レーザー誘発脈絡膜新生血管（CNV）モデルを用いて解析用に実験的脈絡膜新生血管を作成
し、画像評価し得た。（図 1）。 

図１抗 PECAM抗体で免疫染色した実験的脈絡膜新生血管（左・右） 
 
・レーザー誘発 CNV モデルを用いた YAP 阻害薬 VPの CNV に対する効果 
レーザー誘発 CNV モデルマウスを用いて H2O（コントロール）と VP で処理した験的脈
絡膜血管新生の堆積を測定したところ、VP56838±34946 µm3 vsコントロール 90524±
46641µm3 と有意に VP群で CNV体積は小さい結果であった。（N＝7,P=0.04）(図 2) 
 

図 2 H2O（コントロール）と VPで処理した実験的脈絡膜新生血管。（左） H2O（コ
ントロール）と VPの群間の CNV体積の比較（右） 



 
この結果から、VP は YAP 阻害作用により、CNV 進展を抑制し得る可能性が示唆され
た。次に、脈絡膜血管において VP が YAP を介してどのように作用しているかを調べ
るため、ヒト脈絡膜血管内皮細胞を用いて細胞実験を行った。 
 
 
・ヒト脈絡膜血管内皮細胞における YAP/phosphorylation YAP(pYAP)の発現の確認 
 
抗 YAP 抗体及び抗 pYAP 抗体（いずれも赤）によるヒト脈絡膜血管内皮細胞の免疫染
色(Topro3：青)を行い、ヒト脈絡膜血管内皮細胞においても YAP が主に核内に局在し
pYAPが細胞質に局在することを確認した。(図 3) 
 
 

 
 
図 3 ヒト脈絡膜血管内皮細胞の抗 YAP抗体及び抗 pYAP抗体の免疫染色 
 
 
・ヒト脈絡膜血管内皮細胞における VP 負荷に伴う pYAP の発現の変化 
① 一定の VP 濃度（0,0.3µM, 1µM, 3µM）条件下でヒト脈絡膜血管内皮細胞を播種時に VP
添加を行い 60% confluent 時点で染色。(図 4) 



 
図 4 VP 濃度（0,0.3µM, 1µM, 3µM）条件下処理したヒト脈絡膜血管内皮細胞（赤 pYAP 
青 Topro3） 
 
VP 濃度勾配に反比例して細胞の輪郭が不明瞭になっている。また 3μM VPのみで脱核
した細胞が認められ、VPによるアポトーシスの誘導が生じた可能性が示唆され
た。 
 
② 一定の VP濃度（0,0.3µM, 1µM, 3µM）条件下でヒト脈絡膜血管内皮細胞 60% confluent
時点でから VP添加を行い 24時間後に染色。（図 5） 
 

 
図 5 VP 濃度（0,0.3µM, 1µM, 3µM）条件下処理したヒト脈絡膜血管内皮細胞（赤 pYAP 青
Topro3） 
 
いずれの濃度にも細胞数に変化は認めないが、VP 濃度が高いほど pYAP は細胞全体に
均一に薄くなっていた。pYAPの核内以降が抑制されているとして矛盾しない結果であ
った。 
既報では VP 負荷により pYAP が細胞質で分解されず保持されるとの報告がある一方、
腫瘍細胞を用いた研究では pYAP/YAP蛋白両者が減少するとの報告もある。本結果は後
者を支持する可能性があるが、VP 濃度による YAP 局在の変化も確認する予定である。 
さらに今後一定のVP濃度下で１）WesternでYAPと pYAPの蛋白発現量の変化、２)MTT
アッセイ３）Migration アッセイを行い、ヒト脈絡膜血管内皮細胞においてベルテポル
フィン負荷が YAP経路を介して細胞増殖を調整していることを証明したい。 
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