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研究成果の概要（和文）：脈絡膜血管新生（CNV）病の病態制御とマクロファージ分化との関連についての研究である
。制御性サイトカインIL-27は活性化マクロファージのVEGF発現を抑制しCNVを抑制していた。VEGF産生源としてM2マク
ロファージ（M2）が重要だが、IL-27はM2の分化または活性化を制御しCNVを抑制する可能性がある。次に内因性炎症励
起因子であるHSP70がTLR2、TLR4を介し、網膜下線維瘢痕化を抑制することを明らかにした。M2はTLR4を介し癌関連線
維化を促進する報告があるが、HSP70による抑制はM2ではなく網膜色素上皮細胞が主で、その抑制には制御性サイトカ
インIL-10の産生を介していた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify regulatory mechanism of macrophages in cho
roidal neovascular diseases. We show that IL-27, a regulatory cytokine, inhibited VEGFA production in macr
ophage in vitro. IL-27 also suppressed CNV by VEGFA reduction but not macrophage recruitment in vivo.  M2 
macrophage (M2) is reported as a source of VEGFA in CNV, indicating that IL-27 might regulate M2 different
iation and/or activation in CNV. Next, we focused on HSP70, an endogenous ligand for Toll-like receptor (T
LR) 4/TLR2.  HSP70, located in the cytosol and the nucleus of various kinds of cells, is released in respo
nse to cellular stress.  Although M2 promotes cancer-associated fibrosis by activation of TLR4 signaling, 
subretinal fibrosis was suppressed by intraocular injection of HSP70 through induction of IL-10, an anti-i
nflammatory cytokine, via TLR4/TLR2 signaling. The induction of IL-10 was dependent on RPE, but not macrop
hages, suggesting that RPE is also important for the regulation.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
加齢黄斑変性における脈絡膜血管新生

（CNV）にはマクロファージが重要な役割
を果たしている。近年、マクロファージは
その周辺組織からのサイトカイン等の刺激
により、古典的活性化マクロファージ（以
下 M1）、組織修復マクロファージ（以下
M2）、あるいは制御性マクロファージとい
う性質の違うマクロファージに分化するこ
とがわかってきている。M2 は血管新生を
促進する働きがあることが報告されている。 
 
２．研究の目的 
脈絡膜血管新生病である加齢黄斑変性の

脈絡膜血管新生から線維瘢痕化に至るメカ
ニズムとマクロファージとの関連について、
マクロファージとの分化と絡めて解明する
ことである。 
まず、免疫制御性サイトカイン IL-27 の

CNV における役割について実験的脈絡膜
血管新生（CNV）モデルを用いて、マクロ
ファージに関連して解析した。 
次にマクロファージを活性化させる因子

として TLR2 と TLR4 に着目し解析した。
TLR2 と TLR4 は主にマクロファージに発
現する受容体で、TLR2 はグラム陽性菌の
細胞壁構成成分ペプチドグリカンを認識し、
TLR4 はグラム陰性菌の細胞膜構成成分リ
ポ多糖を認識する。一方、細胞の中に存在
する物質が細胞死により細胞外に出ると、
それらを危険信号として TLR2 と TLR4 が
認識し、炎症反応を引き起こすことが判っ
てきている。病原体由来ではない炎症を励
起する内因性物質は Danger associated 
molecular patterns と総称され、その１つと
して Heat shock protein 70 (HSP70)等がある。
これらを用いてマクロファージにおける網
膜線維瘢痕化への役割をわれわれのグルー
プで開発したマウス網膜下線維瘢痕化モデ
ルを用いて解析した。マウス実験的網膜下
線維瘢痕化モデルとは、後述の脈絡膜血管
新生モデルで CNV を誘導時に網膜下に腹
腔内マクロファージを移入することにより
網膜下線維瘢痕化を強く誘導するモデルで
ある。 
また、in vivo の実験だけでなく、in vitro

の実験として網膜色素上皮細胞（RPE）及
び腹腔マクロファージを用いて検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)脈絡膜血管新生関連 
サイトカイン IL-27 に着目してマウス実験
的脈絡膜血管新生（CNV）モデル解析した。
マウス実験的 CNV モデルとは網膜光凝固
（条件で 0.1s, 200mW, 75mm）を 1 眼につ
き4発行い、CNVを誘導するモデルである。 
①マウス実験的脈絡膜新生血管モデルにお
ける IL-27 の遺伝子発現について real-time 
PCR 法にて網膜にレーザー照射後 0、6、12、
24、48、72、144 時間で経時的に検討した。

さらにレーザー照射後 48 時間後に脈絡膜
フラットマウントを作製し、抗 IL-27 抗体
と isolection B4 で CNV を染色し、IL-27 の
発現の局在について検討した。 
②マウス実験的脈絡膜新生血管モデルにお
ける IL-27 の CNV に対する効果について
C57BL/6J マウス（野生型マウス、以下 WT）
網膜にレーザー照射後に基剤または IL-27 
をそれぞれ 1 または 10 ng、抗 IL-27 中和抗
体 1 または 10 μg を眼内投与し、照射後 7
日目に脈絡膜フラットマウントを作製し、
isolectionB4 で CNV を染色し CNV の面積
を評価した。次に IL-10 欠損マウス（IL-10 
KO）に CNV を誘導し、基剤または IL-27
眼内投与を行い、IL-27 の効果が IL-10 依存
性かどうかを検討した。さらに WT と IL-27
欠損マウス（EBI3 KO）にそれぞれ CNV 誘
導後 7 日目の CNV 面積を比較した。 
③IL-27 のマクロファージ（F4/80+CD45+）
の眼内への浸潤への影響について、WT ま
たはEBI3 KOを用いてレーザー照射後 3日
目にフローサイトメトリー法を用いて検討
した。 
④ in vitro において、WT 由来腹腔内マクロ
ファージを用いて、IL-27 による VEGFA の
遺伝子発現への効果について基剤または
IL-27 10 ng で刺激し、real-time PCR 法で検
討した。さらに WT と EBI3 KO 由来の腹腔
内マクロファージについても比較検討した。 
(2)網膜下線維瘢痕化関連 
①マウス実験的網膜下線維瘢痕下モデルに
おいて WT と TLR2 または TLR4 欠損マウ
ス（TLR2 KO または TLR4 KO）に網膜下
線維瘢痕化を誘導した。さらに、WT に基
剤、抗 TLR2 または抗 TLR4 中和抗体を網
膜下線維瘢痕下誘導時に投与した。誘導後
7 日目に脈絡膜フラットマウントを作製後、
抗 GFAP 抗体にて染色し網膜下線維瘢痕化
の面積を比較検討した。 
②WT に網膜下線維瘢痕下を誘導した後の
HSP70の遺伝子発現を real-time PCR法で検
討した。 
③WT に線維瘢痕下を誘導し、基剤と
HSP70 をそれぞれ眼内に投与し、HSP70 に
よる網膜下線維瘢痕化への効果を検討した。
さらにTLR2またはTLR4 KOに基剤または
HSP70 を投与し、その効果について検討し
た。 
④WT に線維瘢痕下を誘導し、基剤と
HSP70 をそれぞれ眼内に投与し、HSP70 に
よる IL-10 の発現誘導を real-time PCR また
は ELISA 法で検討した。 
⑤WT に線維瘢痕下を誘導し、基剤と IL-10
または抗 IL-10 中和抗体をそれぞれ眼内に
投与し、網膜下線維瘢痕化への効果を検討
した。 
⑥in vitro で網膜色素上皮細胞（RPE）を培
養し、基剤または HSP70 で刺激し、IL-10
の発現を real-time PCR または ELISA 法で
検討した。さらに腹腔内マクロファージに



おいても同様に検討した。 
⑦in vitro で培養 RPE とマクロファージを
共培養し、基剤、HSP70、または IL-10 で
それぞれ刺激し、α-smooth muscle actin 
(α-SMA)の発現を免疫染色法で検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 脈絡膜血管新生関連 
①IL-27 遺伝子の発現は上昇し、レーザー
照射後 24 時間がピークであった。その発現
はレーザー照射部位と一致していた（図 1）。 
②抗 IL-27 中和抗体投与群では濃度依存性
に CNV は拡大していた（図 2A）。さらに

IL-27 投与群では基剤投与群と比し、逆に
濃度依存性に CNV は有意に抑制されてい
た（図 2B）。さらに IL-10 KO において IL-27
投与するとさらに CNV 抑制効果が増強し
ていた(図 2D)。 
また、EBI3 KO で WT と比し有意に CNV
が拡大していた（図 3）。これらの結果から

IL-27 は CNV に対し抑制的に作用すること、
さらにその抑制効果は IL-10 とは無関係で
あることが示唆された。 
③WT と EBI3 KO で眼
内へのマクロファージ
浸潤に有意差はなかっ
た。この結果から IL-27
は CNV モデルにおい
てマクロファージの遊
走には関連がないこと
が示唆された（図 4）。 
④IL-27 は腹腔内マクロファージにおける
VEGFA 遺伝子発現を抑制していた（図 5B）。

また、EBI3 KO でも VEGFA 発現は有意に
低下していた（図 5A）。さらに VEGFA の
発現源として RPE が考えられるが、RPE に
おいては IL-27 による抑制効果はみられず、
またWTとEBI3 KOで発現に有意差はなか
った。これらの結果から CNV において
IL-27 は主にマクロファージに作用してそ
の抑制効果があることが示唆された。 

VEGFA の産生源としてマクロファージ
の中でも M2 が重要と考えられているが、
IL-27 は M2 の分化を抑制し CNV に抑制的
に作用すること、さらに M2 の活性化を抑
制する可能性も考えられた。 
(2)網膜下線維瘢痕化関連 
①実験的マウス網膜下線維瘢痕下モデルに
おいて野生型マウス(WT)と TLR2 または
TLR4 欠損マウス（TLR2 または TLR4 KO）
にそれぞれ網膜下線維瘢痕化を誘導すると
WT に比し TLR2 または TLR4 KO では有意
に促進された（図 6A、B）。同様に WT に
抗 TLR2 または抗 TLR4 中和抗体を誘導時
に投与すると基剤投与群と比し網膜下線維
瘢痕化が有意に促進された（図 6C）。これ
らの結果から TLR2 と TLR4 が網膜下線維
瘢痕化に抑制的に作用することが示唆され
た。 

② WT に網膜下線維瘢痕下を誘導すると、
HSP70 遺伝子発現が上昇していた。 
③さらに WT に網膜下線維瘢痕下を誘導し
基剤と HSP70 をそれぞれ眼内に投与する
と、HSP70 投与群では基剤投与群と比し線
維瘢痕化は有意に抑制され、その抑制作用
は TLR2 KO 及び TLR4 KO で消失していた
（図 7）。HSP70 による線維瘢痕化抑制効果
は TLR2 また
は TLR4 を介
していること
が示唆された。 



④HSP70 投与群では炎症抑制性サイトカイ
ン IL-10 の発現が遺伝子レベルでも蛋白レ
ベルでも有意に上昇していた。 
⑤網膜下線維瘢痕下誘導時に IL-10 投与す
ると線維瘢痕下は抑制され、また抗 IL-10
中和抗体を投与すると線維瘢痕下は増悪し
ていた（図 8）。これらの結果から HSP70
の作用は TLR2 及び TLR4 を介して IL-10
を誘導することにより生じることが考えら
れた。 

⑥免疫染色で線維瘢痕化誘導時に網膜色素
上皮細胞（RPE）で TLR2 と TLR4 の発現
が増強しており IL-10 の産生源として RPE
とマクロファージが考えられた。そこで in 
vitroで培養RPEをHSP70で刺激して、IL-10
の発現について ELISA 法で検討すると、
IL-10 の発現が増強していた。一方、腹腔
内マクロファージについても同様にHSP70
で刺激したところ、IL-10 の発現上昇はみ
られなかった（図 9）。 

⑦以前の我々の研究で RPE とマクロファ
ージを共培養すると RPE において上皮間
葉転換（EMT）が生じ、線維化のマーカー
である α-SMA の発現上昇がみられた。こ
のことは RPE の EMT が網膜下線維瘢痕化
促進に作用する可能性が示唆される。そこ
で、この培養系に HSP70 または IL-10 によ
り刺激すると α-SMA の発現が抑制された
（図 11）。このことにより HSP70 が網膜下
線維瘢痕化に抑制的に作用し、その作用に

は RPE が重要であることが示唆された。 
線維化に関連して TLR4 が M2 の分化を

促進すること、また他の臓器では線維化を
促進することが報告されている。本研究で
は他の臓器の報告と正反対の結果であった。
他の臓器との違いは、RPE によるマクロフ
ァージの制御機構が関係することが考えら
れた。 
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