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加齢黄斑変性における脈絡膜新生血管の分子機構

―特に色素上皮由来因子の役割について―
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要 約

加齢黄斑変性(age-related macular degeneration，

AMD)は先進諸国における 代以上の失明原因の常に

上位を占める重要な疾患であり，人口の高齢化に伴い

益々その頻度は増加しつつある．しかしながら，AMD

における脈絡膜新生血管(choroidal neovasculariza-

tion，CNV)の分子機構は未だ完全には解明されていな

い．従来から網膜色素上皮(retinal pigment epitheli-

um，RPE)が産生する血管内皮増殖因子(vascular en-

dothelial growth factor，VEGF)の発現上昇が CNV

発生に重要であるとされてきたが，トランスジェニック

マウスの結果などからVEGF単独では CNV発生には

不十分であると考えられる．CNVは無血管である網膜

外層に新生血管が侵入していく現象であり，この場合に

は正常状態で血管侵入を抑制している抑制因子の発現低

下の方が重要なのではないかと我々は考えた．そして，

近年明らかになった最強の血管新生抑制因子，色素上皮

由来因子(pigment epithelium-derived factor，PEDF)

に注目し，加齢や酸化ストレスによって生じる RPEの

分化状態の崩れが PEDFの発現低下を惹起し，その結

果生じるVEGFと PEDFのバランスの崩れが CNV発

生の引き金を引くのではないかというメカニズムを明ら

かにした．さらに本稿では，CNV発生において PEDF

以外にも重要な役割を有すると考えられる炎症細胞の集

積機序や加齢による Bruch膜の変化についても言及し，

最後にAMDの CNVを反映する動物モデルの可能性に

ついて述べ，これまでの CNV研究の中で，何がどこま

で解明され何が残された課題であるのかを明らかにした

い．(日眼会誌 ： ― ， )
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Abstracts
 

Choroidal neovascularization(CNV)in age-relat-

ed macular degeneration(AMD)is the most com-

mon cause of severe visual loss in patients over age

years in developed countries.While much is un-

known about the underlying pathogenesis of CNV,

the increased production of vascular endothelial
 

growth factor(VEGF)by retinal pigment epitheli-

um(RPE)is thought to play a central role in the
 

development of this condition. However, recent
 

studies using gene-manipulated mice question the
 

importance of VEGF alone in promoting CNV.

Angiogenesis is thought to result from the balance
 

between angiogenesis stimulation and inhibition.

A potent antiangiogenic factor recently has been



は じ め に

加齢黄斑変性(age-related macular degeneration，

AMD)は高齢者の黄斑部に生じる疾患であり，人口の

高齢化に伴い先進諸国で増加の一途をたどっている

．AMDは萎縮型と滲出型とに分類されているが，臨

床上は，より著しい視機能障害を惹き起こす滲出型

AMDが重要である．滲出型AMDは，網膜色素上皮

(retinal pigment epithelium，RPE)細胞，Bruch膜，

脈絡膜毛細血管の加齢変化を基盤として発症し，その主

要な病態は黄斑部に生じる脈絡膜新生血管(choroidal
 

neovascularization，CNV)で ある ．AMDによる

CNVに対しては，現在種々の内科的，外科的治療法が

試みられているが，視機能上重要な黄斑部に生じること

から，しばしば難治性である．病態に即した新しい治療

方法を確立するためにも，AMDにおけるCNV発生の

分子メカニズムを解明することは重要である．

しかしながら，CNV発生の分子機構は未だ完全には

解明されていない．CNVは複雑な病態であり，その分

子機構も複雑であることが予想される．疾患の特異性は

その始まり方にあると考えられるが，それでは何が

AMDのCNV発生の最初の引き金なのか？ 虚血を引

き金として誘発されることが多い網膜血管新生とは異な

り，脈絡膜毛細血管には明らかな血管閉塞が生じにくい

ため，虚血がCNV発生の引き金になるとは考えにく

い．また，CNV発生の前駆病変としてはドルーゼンが

有名ではあるものの，臨床上明らかなドルーゼンがない

眼にもCNVは発生する．つまり，今なおAMDでCNV

を惹き起こす決定的な引き金が何か，という点が明らか

になっていないのである．AMDのCNV発生の分子機

構を解くための共通のキーワード，それは現在のとこ

ろ，加齢と黄斑部だけなのである．したがって，我々は

この2つのキーワードを元にその分子機構を紐解いて行

かなくてはならない．

本稿では，この2つのキーワードを中心に，複雑な病

態が絡み合ったAMDにおけるCNV発生の分子機構に

ついて，これまでの研究の流れを様々な側面から整理

し，次に我々が精力的に研究を行っている新しい血管新

生抑制因子である色素上皮由来因子(pigment epithelium-

derived factor，PEDF)のCNV発生における役割につ

いて重点的に解説する．そして，最後にこれまでの研究

成果から明らかになってきたCNV発生の分子機構の概

念図と残された課題について説明し，私見を交えて総説

したい．

RPEと血管内皮増殖因子

従来，手術的に摘出したヒトCNV膜やラットやサル

の眼底にレーザー強凝固を施行して作製した動物の実験

的CNVモデルにおいて，増殖した脈絡膜血管内皮細胞

に随伴するように，RPEの増殖がみられること ，さ

らにRPEは種々の成長因子やサイトカインを分泌し眼

内の種々の病態において主役であること などから，お

そらくRPEが何らかの血管新生を制御する因子を発現

し，脈絡膜血管内皮細胞の増殖を促進することがCNV

発生の原因ではないかと推察されてきた．その因子が何

であるかは長い間不明であったが，その最有力候補とな

ったのが血管内皮増殖因子(vascular endothelial growth
 

factor,VEGF)である．VEGFは，当初腫瘍に関連した

血管における蛋白の透過性を亢進する因子，vascular
 

permeability factorとして同定された因子であるが ，

後に血管新生を促す増殖因子として，1989年にFerra-

raら によって下垂体濾胞星状細胞の培養上清から見

出されたVEGFと同一の因子であることが明らかにな

った．VEGFは塩基性線維芽細胞増殖因子(basic fibrob-

last growth factor, bFGF)などと異なり，血管内皮細

胞を特異的に増殖させる因子であり ，in vitroで血管

内皮細胞の増殖を惹き起こし ，個体レベルでも血管新

生，血管透過性亢進を誘導する．VEGFは世紀の大発

見であり，以後，悪性腫瘍をはじめ人体の種々の組織に

おける血管新生の大半がこのVEGFによって惹き起こ

されると考えられるようになった．そしてその流れを受

けて，CNVの分子機構の解明においてもこのVEGF

が精力的に研究されてきた．つまり，RPEからのVE-

GF発現上昇がCNVの原因ではないかと考えられるよ

うになったのである．その根拠として，手術的に摘出し

たヒトCNV膜もしくは実験的に作製したCNV膜の病
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identified in the retina and shown to be secreted
 

by RPE cells. The inhibitor, pigment epithelium-

derived factor(PEDF)is considered the key factor
 

associated with avascularity of the cornea,vitreous,

and outer retinal layer of the eye. We recently
 

demonstrated that an imbalance between PEDF and
 

VEGF in RPE cells caused by aging and oxidative
 

stress may contribute to the disregulation of en-

dothelial cell proliferation in CNV. In this review,

we also discuss the angiogenic role of inflammatory
 

cells in CNV,age-related changes in Bruch’s mem-

brane, and the possibility of the development of
 

animal models reflecting CNV in AMD.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Retinal pigment epithelium, Age-re-

lated macular degeneration, Choroidal
 

neovascularization, Vascular endothe-

lial growth factor,Pigment epithelium-

derived factor



理組織学的所見において，増殖したRPEやマクロ

ファージがVEGFを発現していること (図1)，

AMD患者の硝子体液中のVEGF濃度が上昇している

こと などが報告された．さらに in vitroでも，培養

RPEは脈絡膜に面した基底部の方向に極性をもって

VEGFを分泌しており，低酸素刺激によりこの基底方

向へのVEGF発現が有意に上昇することがわかっ

た ．

以上の結果は，何らかの病的刺激によってRPEから

のVEGF発現が上昇し，そのVEGFが脈絡膜毛細血管

に働いて脈絡膜血管内皮細胞の増殖を惹き起こす結果

CNVが生じるという可能性を推察する．そこで次に，

CNV発生におけるVEGFの重要性を確かめるために

行われた実験が，VEGFをRPEもしくは網膜下に過剰

発現することによりCNVを再現できるのか？ という

研究である．Spilsburyら はラットのVEGF cDNA

を組み込んだアデノウイルスベクターを網膜下に注入

し，RPEにVEGFを過剰発現させたところ，10日後に

CNVが発生した．同様に，Wangら はヒトVEGF

cDNAを組み込んだアデノ関連ウイルスベクターをラッ

トの網膜下に注入したところ，やはりCNVが発生し

た．以上から，彼らはいずれもVEGF単独の過剰発現

がCNV発生に十分であると推察している．しかし，こ

れらのウイルスベクターによる発現方法には若干の問題

点が残る．それは，ベクターを網膜下に注入する際にど

うしても穿孔による機械的ダメージを生じBruch膜の

integrityが損傷されること，さらに穿刺により炎症が

二次的に惹起され，過剰発現させたい因子以外の要因が

混在してしまう危険性があることである．したがって本

当に，RPEにおけるVEGF発現上昇がCNV発生の主

役であることを証明するのであれば，やはり内因性に

VEGFを過剰発現させた場合にCNVが生じるかどう

かを証明することが必要となる．

VEGFトランスジェニックマウスの

実験結果から推察されたこと

それではVEGFの内因性の過剰発現だけでCNVは

生じるのか？ この命題に対する最初のキーとなる研究

がOkamotoら によってなされた．彼らはロドプシ

ン・プロモーターに full lengthのヒトVEGFを結合し

た融合遺伝子を作製し，視細胞にVEGFを過剰発現す

脈絡膜新生血管の分子機構・大野

図 1 脈絡膜新生血管の手術摘出標本．

A：サイトケラチンの免疫染色．新生血管膜中に多数の網膜色素上皮(RPE)細胞がみられる．

B：血管内皮増殖因子(VEGF)の免疫染色．新生血管膜中のRPEがVEGFを発現している．

図 2 Tet systemを用いて大人のマウスの網膜視細胞

にVEGFを過剰発現させたVEGFトランスジェニッ

クマウスの網膜組織所見．

血管内皮細胞を特異的に染色するレクチン染色によ

り，VEGF過剰発現2週間後に，網膜血管に端を発

する網膜下新生血管が形成された(矢印)．
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るトランスジェニックマウスを作製し，はじめて網膜局

所にVEGFを過剰発現させることに成功した．その結

果，このマウスでは生後3か月でヒトのAMDに極め

て類似した網膜下の新生血管網が形成されたのである．

しかし組織学的検討では，この新生血管は網膜深層血管

に由来しており，脈絡膜側からの血管侵入がなかったと

いう点でCNVとは明らかに異なっていた．通常のトラ

ンスジェニックマウスでは，用いるプロモーターによる

が生後の発達早期に遺伝子発現のスイッチが入ってしま

うことが多い．このマウスにおいてもVEGF過剰発現

が生じた時期はちょうど網膜深層毛細血管が形成される

生後間もない時期であり，そのため幼弱な網膜血管内皮

細胞だけがVEGFに反応し，すでに成熟していた脈絡

膜血管はVEGFに反応しなかったのではないかと考え

られた．そこで，我々は遺伝子発現時期を自由に制御で

きるTet systemを用いて大人のマウスの視細胞に任意

の時期にVEGF遺伝子発現をスイッチオンできるトラ

ンスジェニックマウスを作製した ．その結果，大人の

マウスでもVEGF発現上昇の2週間後にやはり同様の

網膜下新生血管が形成されたのである(図2)．しかし，

この網膜下新生血管もやはり網膜深層血管に由来してお

り，脈絡膜からの血管侵入はみられなかった．以上の結

果は，いったん成熟分化した網膜血管内皮細胞であって

もVEGFの過剰発現に反応して脱分化し増殖すること

を示している．しかし，RPEが何らかのバリアとして

脈絡膜血管の侵入を防ぐのか，VEGFの分泌される方

向性が異なるのか，いずれにしても視細胞における

VEGF過剰発現では脈絡膜血管は反応しなかったので

ある．

RPE特異的にVEGFを発現するトランスジェニック

マウス，これは長い間作製できなかったが，ついに

Schwesingerら はRPE65をプロモーターとし，マウ

スのVEGF cDNAを結合させた融合遺伝子を用いて

RPE特異的にVEGFを発現するトランスジェニックマ

ウスの作製に成功した．その結果，このマウスでは生後

4か月をピークにRPEにつよいVEGF mRNAの発現

がみられ，組織学的検討により，脈絡膜毛細血管の血管

密度が増加し，脈絡膜内血管新生ともいうべき病態がみ

られた．しかし，このトランスジェニックマウスにおい

ても，やはりBruch膜を突き破ったいわゆるCNVは

生じなかったのである．

以上の3つのVEGFトランスジェニックマウスの実

験結果は重要なことを推察している．つまり，RPEや

視細胞からのVEGF発現上昇は，脈絡膜や網膜の血管

内皮細胞を活性化して刺激するものの，脈絡膜の血管内

皮細胞はBruch膜を貫いて網膜下に入ることはできな

かったのである．それはなぜか？ ウイルスベクターを

用いてVEGFを過剰発現させた実験ではCNVが生じ

たことを考え合わせると，一つの可能性としては，

VEGFの過剰発現だけではなく，Bruch膜の integrity

の破綻というステップがCNV発生には同時に必要なの

ではないか？ という可能性がある．そして，もう一つ

の可能性は，CNV発生にはRPEにおけるVEGFの発

現上昇単独では不十分であり，VEGF以外にもっと重

要な因子がCNVには必要なのではないか？ というも

のである．そこで，我々は次のステップへと進んだ．

眼の血管新生を制御するキーファクター

；PEDFの発見

VEGF以外に重要な因子があるとすれば何か？ 血

管新生は血管新生促進因子と血管新生抑制因子のバラン

スの結果生じると考えられている ．眼球には，本来も

のをみるという光学的特性のために血管を排除した無血

管部位が多数存在することから，以前から何らかの強力

な血管新生抑制因子の存在が推察されていた．その因子

は長く不明であったが，ついに近年，RPE培養上清中

から強力な血管新生抑制因子が同定されたのである．そ

の因子はPEDFであり，元々は1989年，Y79網膜芽細

胞腫細胞という幼弱な神経細胞に神経分化を誘導する因

子として，ヒト胎児RPEの培養上清から単離された分

泌性の蛋白 で，他の神経系細胞に対しても神経保護作

用を有することが報告 されている．構造上はセリンプ

ロテアーゼインヒビター(Serpin)ファミリーと相同性を

有するが，セリンプロテアーゼ活性は持たないという特

徴がある ．PEDFの構造解析も最近報告 されている

(図3)．従来PEDFについては，その神経栄養因子と

しての作用ばかりが注目されていたが，最初の発見から

ちょうど10年後の1999年，Dawsonら はウシ毛細血

管内皮細胞の遊走アッセイにおいて，PEDFが内因性

図 3 色素上皮由来因子(PEDF)構造解析(文献 から許

可を得て転載)．

PEDFはセリンプロテアーゼインヒビターの1種であ

り，特徴的なセリン反応性ループを有するがプロテアー

ゼ阻害活性はない．
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の血管新生抑制因子としては最も強力な血管新生抑制作

用を有することを明らかにし，PEDFの強力な血管新

生抑制作用が一躍注目されることとなった．彼らは角膜

や硝子体のホモジネートをラットの角膜に埋植しても周

囲からの血管新生は生じないが，これらのホモジネート

からPEDFのみを除去すると何ら血管新生促進因子を

加えなくてもそれだけで血管新生が生じることを角膜

アッセイ法で示し，眼が生理的に無血管であるのはこの

PEDFが積極的に血管の侵入を抑制しているからであ

ると述べた．

血管新生の分子機構は，各組織により異なると考えら

れる(図4)．例えば癌組織などのように，癌細胞の組織

増殖に伴って新生血管が入ってくる場合には，おそらく

癌細胞が分泌する血管新生促進因子の発現上昇が主役で

あろう．しかし，CNVは本来無血管であるべき網膜外

層に二次的に血管だけが侵入していく現象であり，その

ような場合には，おそらく血管新生促進因子の増加より

も，生理的状態で血管侵入を阻止していた抑制因子の減

少の方が重要ではないか，そしてそれがPEDFなので

はないか，と我々は考えた．つまりAMDにおいては，

加齢に伴いRPEが何らかの病的状態になり，この

PEDFの発現が低下することがCNV発生の最初の引き

金を引くのでははないかと考えたのである．

図 4 組織による血管新生機序の違いの概念図．

癌組織では，悪性腫瘍という新しい組織の増殖に付随する血管新生であり，この場合にはおそらく増殖する

癌細胞が分泌する血管新生促進因子の発現上昇が血管新生の主役であろうと推察される．一方，脈絡膜血管

新生が生じる網膜外層は元々無血管であり，かつ組織増殖を伴わずに血管だけがあとから侵入してくる．こ

の場合にはおそらく，正常状態において血管の侵入を抑制している血管新生抑制因子の発現低下の方が重要

なのではないかと推察される．

図 5 培養ヒト RPEの位走査顕微鏡写真(文献 から改変)．

A：通常のプラスチック上に培養した脱分化(RPE)．線維芽細胞様の概観を呈する．B：ラミニンコー

トしたフラスコ上に10ng/mlの塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)添加培地で培養した分化RPE．細

胞間が明瞭になり，敷石状の概観を呈する．
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酸化ストレス負荷時のPEDF発現変化

それでは加齢に伴いRPEに病的変化を惹き起こす刺

激とは何か？ 我々はRPEに病的状態を惹き起こす刺

激として，酸化ストレスに注目した．従来からAMD

発生と日光曝露や喫煙との関連が推察されている

．黄斑部のRPEは脈絡膜毛細血管からの過剰な酸素

供給や黄斑部にピンポイントに生じる光曝露，さらには

視細胞外節の貪食による不飽和脂肪酸の蓄積などによ

り，強い酸化ストレスに曝露されている．これらの酸化

ストレスに抗するために，RPEはカタラーゼを始めと

した高い抗酸化酵素活性を有している が，抗酸化酵

素活性は加齢とともに減少することが知られている ．

そこで，我々は加齢に伴う抗酸化酵素活性の低下から余

剰となった酸化ストレスがRPEに病的刺激として作用

し，RPEに病的状態を惹き起こす結果PEDFの発現が

変化し，CNV発生への引き金となるのではないかとの

仮説を立て研究を行った．

図 6
 

A：ノーザン・ブロッティング法によるRPEにおけるPEDFメッセンジャーRNA(mRNA)の発現(文献33

から改変)．脱分化RPEではほとんど発現はみられないが，分化RPEでは1.5kb付近に明瞭なPEDF
 

mRNAの発現がみられる．さらに過酸化水素(H O)処理により，量依存性に分化RPEにおけるPEDF-

mRNAの発現低下がみられた．B：ウェスタン・ブロッティング法で測定したRPE培養上清中のPEDF蛋

白量(文献33から改変)．脱分化RPEの培養上清中にはPEDF蛋白の発現はみられないが，分化RPEの

培養上清中には約50kDa付近にPEDF蛋白の明瞭な発現がみられる．さらにH O処理後の分化RPE培

養上清では，量依存性にPEDF蛋白の発現低下がみられた．

図 7
 

A：酵素結合免疫吸着(ELISA)法で測定したRPE培養上清中のVEGF蛋白濃度(文献33から改変)．分化

RPEでは脱分化RPEに比べ約3倍以上のVEGF蛋白産生の上昇がみられる．分化RPEにH Oを添加し

ても，VEGF分泌量は高いまま変化しない．B：ウェスタン・ブロッティング法で測定したRPE培養上清

中のVEGF蛋白量(文献33から改変)．分化RPEでは脱分化RPEに比べVEGF蛋白産生の上昇がみられ

るが，分化RPEにH Oを添加しても，VEGF分泌量はほとんど変化しない．
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RPEは細胞培養すると分化形質を逸脱し線維芽細胞

様に形質変換してしまうことがよく知られている．そこ

でまず，我々は in vitroで生理的状態を反映するために

Campochiaroらの報告 に従って，RPEに分化形質を

誘導した．具体的にはラミニンコートしたフラスコ上に

RPEを播種しbFGF添加培地で培養するものである

(図5)．この方法で分化したRPEは，単層の敷石状と

なる形態的特徴に加え，生化学的にもRPE特異的遺伝

子であるcellular retinaldehyde binding protein(CRALBP)

やRPE の発現，メラニン色素の生成などがみられ，

生化学的にも分化した状態と考えられている ．こうし

て作製した分化RPEと通常の脱分化RPEとを用いて

PEDFの発現を調べてみると，mRNAレベルにおいて

も蛋白レベルにおいても，脱分化RPEではPEDFは全

く発現していないが，分化状態になるとPEDF発現が

著明に上昇してくることがわかった (図6)．このよう

な細胞分化に伴うPEDFの発現メカニズムはこれまで

全く報告されておらず，現在我々は分化誘導による

PEDFの発現制御機構を分子レベルで研究していると

ころである．一方，抑制因子であるPEDFに対し，血

管新生促進因子であるVEGFは脱分化RPEでは培養

上清中に約2ng/mlのVEGF産生がみられるが，分化

RPEでは3～4倍の発現上昇がみられた(図7)．つま

り，脱分化状態ではRPEは中等量のVEGFを産生し，

PEDFは全く産生していない．しかし，細胞が分化す

ると血管新生促進因子であるVEGFと血管新生抑制因

子であるPEDFの両者の発現はともに著明に上昇して

くるということがわかった．

そこで次に，この分化状態のRPEに酸化ストレスと

図 8 酸化ストレス負荷時の分化 RPE培養上清の，ヒ

ト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)の血管腔形成に対する

効果(文献 から改変)．

HUVECに脱分化RPEの培養上清を添加して培養す

ると，血管腔形成の増加がみられる(A)が，分化RPE

培養上清添加では血管腔形成は抑制される(B)．しか

しH O処理後の分化RPE培養上清を添加すると，

H Oの量依存性に血管腔形成の増加がみられた(C，

D)．免疫沈降法により分化RPE培養上清からPEDF

を除去すると，分化RPEの血管新生抑制効果は完全

に消失し，H O処理の有無に関係なく，血管腔形成

の促進がみられた(F～H)．

図 9  PEDF発現変化から考えられる加齢黄斑変性における脈絡膜新生血管発生機序のシェーマ(文献

から改変)．

生理的状態の分化したRPEでは高濃度のVEGFと高濃度のPEDFを発現し，両者のバランスが保たれ

ているために血管新生は生じない．しかし加齢や酸化ストレスによりPEDFのみが低下することによっ

てVEGFとPEDFの発現バランスが崩れ，脈絡膜血管新生への引き金を引くのではないかと考えられ

る．

平成15年11月10日 663脈絡膜新生血管の分子機構・大野



して培地中に過酸化水素(H O)を添加してみた．する

と，VEGFはH O負荷後に発現量やmRNAアイソ

フォームが全く変化しなかったのに対し，PEDFはH

Oの濃度依存性に発現が低下した(図6，7)．さらに，

H O負荷後のRPE培養上清はH O濃度依存性に血管

内皮細胞の血管腔形成を促進したのである(図8)．つま

り，分化RPEを生理的状態と考えると，正常状態では

RPEは促進因子であるVEGFと抑制因子であるPEDF

の両方を高濃度に産生し，両者のバランスが保たれてい

るが，酸化ストレスを負荷するとVEGFは変化しない

もののPEDFのみが減少し，両者の発現バランスが崩

れることにより，血管新生に促進的に作用し，AMDに

おけるCNV発生の最初の引き金を引くのではないかと

いう可能性をはじめて推察した(図9)．さらに興味深い

ことに，細胞老化自体もRPE および他の細胞 に

おけるPEDFの発現低下を起こすことが報告されてい

る．これらの事実は，加齢による抗酸化能の低下に伴う

酸化ストレスの増大だけでなく，加齢自体の影響も相

まって相乗的にPEDFの発現低下をもたらす可能性を

推察するものであり，加齢，酸化ストレス，PEDFの

みの選択的な発現低下，そしてCNV発生へという一連

の流れを結びつけるものであると考えられる．

生理的状態におけるVEGFとPEDFの

相互作用

生理的状態において，RPEが血管新生促進因子であ

るVEGFと血管新生抑制因子であるPEDFの両方を高

濃度に発現していることは一見不思議である．なぜ相反

する作用を有する2つの因子を同時に発現する必要があ

るのか？ もしかしたら分化状態のRPEでは，自身が

発現しているVEGFとPEDFが相互に発現を制御する

メカニズムがあるのではないか？ そこで次に，我々は

図 10 RPEにおけるVEGF受容体の発現(文献 から改変)．

RPEにはVEGF receptor-1(VEGFR-1)，VEGFR-2両方の受容体蛋白の発現がみられる．

培養上清中の PEDF蛋白量(文献 から改変)．

培地中にVEGF中和抗体を添加するとRPEからの

PEDF産生は著明に抑制される．＊：p＜0.05，

Mann-Whitney U-test．

図 12 ウェスタン・ブロッティング法で測定した RPE

培養上清中の PEDF蛋白量(文献 から改変)．

VEGF中和抗体をRPEの培地中に添加する際に，同

時にVEGFR-1の特異的リガンドであるplacenta
 

growth factor(PlGF)を投与するとVEGF阻害によ

るPEDFの発現低下が抑制される．
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RPEにおけるVEGFとPEDFの相互作用について実

験を進めた ．RPE上にはVEGF receptor-1(VEGFR-

1)，VEGFR-2のVEGFRが発現している(図10)．そ

こで次に，分化RPEの培地中にVEGF中和抗体を投

与してRPE自身が分泌したVEGFの作用を阻害する

とPEDFの産生は有意に抑制された(図11)．受容体レ

ベルではVEGFR-1中和抗体の添加により，同様に

RPEからのPEDF発現は有意に抑制されたが，

VEGFR-2中和抗体の添加ではPEDF発現は抑制され

なかった．さらに，VEGF阻害後にVEGFR-1の特異

的リガンドであるplacenta growth factor(PlGF)を投

与するとRPEからのPEDF発現低下はみられなくなっ

た(図12)．以上から，分化したRPEではRPE自身が

分泌するVEGFがRPE上のVEGFR-1を介してオー

トクラインにPEDF発現を上昇させているということ

がわかった．一方，脱分化状態のRPEではVEGFR-1，

VEGFR-2の発現は分化RPEと同程度にみられたが，

培地中にVEGFやPlGFを添加してもPEDFは全く発

現せず，両者のフィードバックシステムは存在していな

かった．では，なぜRPEは生理的状態でこのような複

雑な血管新生促進因子と抑制因子とのフィードバックを

しているのであろうか？ また，このフィードバックシ

ステムの存在がCNV発生に何か関係があるのか？

まず，生理的状態においてなぜRPEは高濃度の

VEGFを産生する必要があるのだろうか？ 以前から

RPEは正常状態でも恒常的にVEGFを発現しているこ

とが報告されており，VEGFの生理的役割が推察され

ていた ．VEGFは血管内皮細胞増殖作用の他に，

ヒスタミンの数万倍もの強力な血管透過性亢進作用を有

することが知られている ．事実，VEGFを皮下に投与

すると筋肉や皮膚の連続性血管内皮に fenestrationが

誘導される ．RPEに接する脈絡膜毛細血管は，無血

管の視細胞を栄養するために有窓性で高い透過性を有す

る血管であり，何らかの原因によりRPEが萎縮した場

合には，隣接した脈絡膜毛細血管の fenestrationが続

発性に消失することが報告 されている．以上から，お

そらくRPEから分泌されるVEGFは，高い透過性を

有する脈絡膜毛細血管に対する一種の栄養因子として機

能しているのではないかと推察される．

しかし，脈絡膜血管の維持に必要ではあっても，高濃

度のVEGF産生は同時に血管内皮増殖作用により

CNVを惹起する危険性がある．そこで，RPE上の

VEGFR-1受容体を介してオートクラインで同時に

PEDFの発現を上昇させ，CNVを抑制していると考え

られる(図13)．つまり，この機能は網膜と脈絡膜の両

者のホメオスタシスを維持しているRPEに特有の機能

であり，外層にある脈絡膜の高い透過性を維持しながら

内層にある網膜視細胞の無血管を維持するという矛盾し

た機能を同時に行うためには，VEGFとPEDFの両方

を高濃度に発現するこのようなフィードバック機構が必

要なのではないかと考えられる．一方で，脱分化状態の

RPEではこのフィードバック機構が完全に失われてい

た．そのためにVEGFが高濃度に産生されても血管内

皮増殖作用を打ち消すPEDFが産生されず，VEGFの

みが優位に立ち血管新生に促進的に働くと考えられる．

実験モデルを用いた組織学的検討でも，CNVの発

図 13 RPEにおけるVEGFと PEDFの相互作用の模式図．

RPEは分化状態において，隣接する脈絡膜毛細血管の高い透過性を維持するために，survival factorとし

てVEGFを分泌する．しかし，同時にVEGFによる血管内皮増殖作用を抑制するためにRPE上の

VEGFR-1受容体を介してVEGFによるオートクライン作用により高濃度のPEDFを発現し，脈絡膜血管

新生の発生を抑制しているのではないか．また，PEDFは神経栄養因子としての作用から視細胞の保護に

も働く．このRPEにおけるVEGFとPEDFの相互作用は，外側にある脈絡膜血管の高い透過性を維持し

ながら視細胞を無血管に保つという矛盾した作用を同時に行いながら両者のホメオスタシスを維持している

RPEに特有の機構ではないかと推察される．

平成15年11月10日 665脈絡膜新生血管の分子機構・大野



生，進行過程において，最初に血管内皮細胞が増殖し

CNVが形成されるときにはRPEは脱分化し，血管内

皮細胞とともに増殖してCNVの進展を助長するが，そ

の後RPEが一層の細胞としてCNVを完全に囲い混み

再びバリアを形成すると，逆にCNVの退縮を誘導する

ことが報告 されている．今回の結果と照らし合わせる

と，RPEはもともと血管新生に対し促進と抑制の両方

に働く可能性をもち，それはRPEの分化状態に左右さ

れることを意味する．そして，その理由は今回示したよ

うなRPEの分化状態の違いによるVEGFとPEDFの

フィードバックシステムの存在の有無によるのかも知れ

ない．

PEDFノックアウトマウスの結果と

CNV発生における炎症細胞の役割

これまでの流れで加齢や酸化ストレスによるRPE細

胞の分化，脱分化によるPEDFの発現変化がCNV発

生に重要であることが明らかになってきた．新しい血管

新生抑制因子であるPEDFは近年注目されており，動

物の実験モデルにおいてCNVにおけるPEDF遺伝子

治療の有効性が報告 され，この報告を受けて現在米国

でヒトAMD患者に対するPEDF遺伝子治療の臨床試

験が行われており，その成果が期待されている ．

このように，PEDFは強力な血管新生抑制作用を有

すること，同時に神経栄養因子として視細胞保護にも働

くこと，さらに元々内因性の因子であるため副作用を生

じにくいなどといった種々の利点から，CNVに対する

臨床応用が今最も期待されている因子である．しかし，

また最初の疑問に戻るが，それではPEDFこそが本当

にCNV発生を左右する究極の答えなのであろうか？

これまでPEDFノックアウトマウス作製の試みはなさ

れていたが，いずれも胎生期に lethalであり，その表

現型は明らかではなかった(Tombran-Tink, personal
 

communication)．しかしごく最近になり，PEDFノッ

クアウトマウスの表現型がはじめて報告 された．それ

によると，生後3か月のPEDFノックアウトマウスで

は網膜の血管密度が約5倍以上に増加していたと記載さ

れている．しかし，詳しい組織所見などは記載されてお

らず，論文の主題はより著明な変化がみられた膵臓と前

立腺の方に移ってしまっている．論文中にはCNVに関

する記載は全くない．CNVについては言及されていな

いが，おそらく網膜内の血管密度増加のみで，いわゆる

Bruch膜を貫くようなCNVは生じなかったのではない

かと推察される．さらに，今年のARVOにおいても

Regeneron社がPEDFノックアウトマウスを作製し，

CNV発生はなかったと報告 している．これらのPE-

DFノックアウトマウスの結果は，PEDFはCNV発

生において非常に重要な因子ではあるが，それ単独では

やはりCNVの最初の引き金を引くには不十分であるこ

とを意味している可能性がある．さらに，PEDFノッ

クアウトマウスの表現型はある意味でRPEにおける

VEGFトランスジェニックマウスの結果 と類似して

いる．つまり，血管新生関連因子の発現変化のみでは網

膜内もしくは脈絡膜内に限局した血管新生(血管密度の

増加)を起こすことはできても，Bruch膜というバリア

を超える新生血管を作製することはできない可能性が推

察されたのである．

それではBruch膜を超えるCNVが生じるためには

何が足りないのか？ 以前から，ヒト剖検眼や手術的に

摘出したCNV膜の病理組織学的検討から，CNVにお

ける炎症細胞の集積が報告 されている．またCNV

を有する眼では，CNVから離れた部位でもBruch膜は

菲薄化し，その直下にマクロファージを主体とした炎症

細胞の集積がみられる ．これらの活性化マクロファー

ジはコラゲナーゼやエラスターゼといったマトリックス

分解酵素を分泌しBruch膜を浸食することにより，

CNV発生を助長すると考えられる．つまり，血管新生

関連因子の発現変化に加え，炎症細胞の関与や加齢自体

によるBruch膜の脆弱化，菲薄化といったバリアの破

綻という要因が新たに加わらなければ，Bruch膜とい

うバリアを超えた真のCNVは生じないのではないかと

も推察される．さらに，マクロファージはTNF-α，

IL-1βといった炎症性サイトカインを分泌し，これら

がRPEに作用してRPEからのVEGF発現上昇を促す

ことにより間接的にCNVを助長させることも報告 さ

れている．また，活性化マクロファージは自身もVE-

図 14 ELISA法で測定した RPE培養上清中のmon-

ocyte chemoattractant protein-(MCP-)蛋白濃度

(文献 から改変)．

脱分化RPEでは炎症性サイトカインで刺激しない状

態ですでに分化RPEに比べ，著明なMCP-1発現上

昇がみられる．p＜0.05，Mann-Whitney U test．(文

献49から改変)．
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GFを産生することが知られている ．

それでは，なぜCNVの部位に炎症細胞が集積してく

るのか？ AMD眼の in situ hybridizationにおいて

CNV中のRPEは高濃度のmonocyte chemoattractant
 

protein-1(MCP-1)を発現していることが報告 されて

いる．MCP-1はCCケモカインファミリーの一つで，

強力なマクロファージ走化因子である．我々は培養ヒト

RPEを用い，RPEが正常の状態から脱分化状態に至る

と転写因子nuclear factor(NF)-κBの内因性活性化を

介してMCP-1の発現が著明に上昇することを見出し報

告 した(図14)．つまり，加齢や酸化ストレスに伴う

RPEの分化状態の崩れは，VEGFやPEDFといった血

管新生関連因子の変化を惹き起こすだけでなく，同時に

MCP-1の発現を上昇させることによりマクロファージ

を集積し，その結果，二次的な炎症反応とBruch膜の

integrityの破綻を起こすのではないかと考えられる．

つまり，これらの様々な過程が同時に働くことによって

初めて，正常からRPEの分化状態の崩れ，血管新生関

連因子の発現変化と炎症細胞の惹起，そしてBruch膜

を超えるCNV発生へと進んでいく可能性が考えられ

る．

マトリックスの変化

Bruch膜は炎症細胞などによる浸食の他，それ自体

も加齢に伴い様々な変化を受ける．これはRPEの脱分

化に伴い生じる場合もあれば，Bruch膜に生じる変化

が逆にRPEなど周囲細胞に影響を及ぼす場合もある．

Bruch膜の加齢に伴う重要な変化の一つが，後期グリ

ケーション代謝産物(advanced glycation end products,

AGEs)の沈着である．AGEsは加齢や高血糖により生

体蛋白が非酵素的糖負荷反応を受けて産生される糖化蛋

白の最終産物で，CNVの前駆病変であるドルーゼン，

basal depositsなどに沈着がみられる ．こうしてBruch

膜に蓄積したAGEsは脈絡膜血管内皮細胞の細胞増殖，

VEGFの発現上昇を惹き起こし ，間接的にCNVの発

生，進展に関与していると推察される．さらに，AGE

はRPEにも働いてその分化を抑制したりアポトーシス

を促進する遺伝子発現を上昇させることにより，RPE

に対し脱分化や萎縮の方向に作用することが報告 され

ている．

検眼鏡的にもみられるマトリックスの変化としてはド

ルーゼンが有名である．ドルーゼンはAMDにおける

CNVの前駆病変として重要であり，このドルーゼンに

対し光凝固を施行することによって後のCNV発生が予

防できるかという臨床試験が現在行われている．Crabb

ら はドルーゼンの成分を解析したところ，ドルーゼン

中に tissue inhibitor of metalloproteinase(TIMP)-3，

vitronectinをはじめとする種々の蛋白を同定した．さ

らに，AMDを発症したdonorでは発症していない

donorに比較し，以上の蛋白の酸化修飾された形が多く

見受けられたことから，蛋白の酸化修飾がドルーゼン形

成に重要な役割をしているのではないかとした ．さら

に，Bruch膜内に存在するマトリックス分解酵素やそ

の inhibitorの，加齢に伴う変化も報告されている．

TIMP-3はAMDと同様にCNVを生じる疾患である

Sorsby’s fundus dystrophyにおいて変異がみられるこ

とで話題になった因子であるが，ヒトBruch膜にこの

TIMP-3が存在し特に高齢者のBruch膜やドルーゼン

でつよく染色される ことから，Bruch膜内における

マトリックス分解制御の乱れがBruch膜の integrityの

破綻を招きCNV発生に関与している可能性も推察され

ている．

Matrix metalloproteinase(MMPs)は細胞外マトリ

ックスの構成蛋白質を分解する酵素で，現在までに20

種類以上が同定されている．その中でも特に基底膜の主

な成分であるcollagen typeⅣを分解するという点でMMP-

2とMMP-9が重要である．事実動物モデルではMMP-

2ノックアウトマウスやMMP-9ノックアウトマウスで

はレーザー照射により誘発されたCNVが抑制され

た ．しかしながら，実験結果に基づいて開始された

経口のMMP-2，-9，-13の複合阻害剤であるAgouron

社の prinomastat(AG3340)のヒトAMDに対する臨床

試験は，有効性が証明されずに中止された ．AG 3340

は経口投与であり，脈絡膜における薬剤の有効濃度や，

複合製剤であることに起因する副作用の問題，また実験

モデルと異なりヒトAMDではすでに完成したCNVに

投与されるといった投与時期の違いなどが，有効性が証

明されなかった理由としてあげられる．今後はCNV発

生の各段階における特異的なMMP isoformを同定し，

特異的阻害剤をより有効なdelivery routeで投与する必

要があろう．さらに，同じ細胞外マトリックス分解酵素

である，セリンプロテアーゼ系のプラスミノーゲン活性

化因子(plasminogen activator, PA)とCNV発生との

関連なども報告されている．

わかっていない謎；なぜCNVは

黄斑部に生じるのか？

これまで述べてきたように，AMDの分子機構には未

だ解明されていない謎が多く存在する．その中の一つが

なぜCNVは黄斑部に極めて集中して生じるのかという

疑問である．これについては今まで多数の説明がなされ

ている．例えば，黄斑部のRPEはすでに述べたような

理由から，周辺部のRPEに比べて多大な酸化ストレス

に常に曝されている．また，加齢に伴いRPE内には消

化しきれなくなった視細胞外節に由来する老化色素リポ

フスチンが蓄積してくるが，黄斑部のRPEは周辺部の

RPEに比べより多くのリポフスチンを含有している ．

さらに，加齢に伴うRPEの減少が報告されているが，
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RPEのアポトーシスは黄斑部にほぼ限局して生じる ．

こういったRPEの変化を反映してか，Bruch膜の加齢

変化も黄斑部に著明である ．一方，RPEやBruch膜

以外の説明もある．例えば，インドシアニングリーン赤

外蛍光眼底造影を用いた検討で，AMDの患者では黄斑

部の脈絡膜血流の減少が著明であることや ，黄斑部

にwatershed zoneがみられ，その部位にCNVが発生

してくること などから，黄斑部には虚血が生じやすい

と述べている．しかし，以上の説明はあくまでも黄斑部

に起きやすいという違いを量の違いで説明しているのみ

である．したがって，黄斑部に圧倒的に選択性に生じる

CNVのほとんどall or noneに近い特性の理由はまだ説

明できていない．

将来の一つの課題；AMDモデル動物

AMDのCNVは上述の理由から黄斑部に極めて選択

的に生じる病態である．したがって，元々黄斑部のない

動物にそのモデルを作ろうとするのには若干の無理があ

る．しかし，今後AMDにおけるCNVの分子機構解明

や治療法の開発を進めていく上では，やはり病態を反映

したAMDのCNVモデルの確立が急務である．

これまで多用されてきたモデル，それはRyanら に

よって開発されたサルやラットの眼底にレーザー強凝固

を行ってBruch膜を破壊し，その後にCNV発生をみ

るというモデルである．最近では，このモデルをマウス

に応用することにより，ノックアウトマウスやトランス

ジェニックマウスなどの遺伝子操作マウスにCNVを作

製し，CNV発生における単一因子の影響を調べること

が可能となった ．しかしながら，このレーザーモデル

の問題点は非常に強いエネルギーでBruch膜を破壊し

てしまうため，外傷性脈絡膜破裂や網膜色素線条の

CNVには近いかも知れないが，著しいBruch膜の断裂

が先行しないAMDのCNVとは病態がかなり異なる．

そのため，AG3340の臨床試験結果にみられるように，

この動物モデルを用いた実験結果と実際のヒトに対する

治療効果が異なってしまう危険性もある．さらに重要な

ことは，脈絡膜血管内皮細胞がBruch膜を貫いて網膜

下に入っていく最初の重要なプロセスの解明が，このモ

デルでは不可能であることである．

レーザー照射を行わずにCNVを誘導するモデルとし

ては，ウサギやサルの網膜下にbFGFやVEGFを含有

するマイクロスフィアを移植してCNVを誘導するモデ

ルが報告 されている．また，Spilsburyら はラッ

トVEGF cDNAを組み込んだアデノウイルスベク

ターをラットの網膜下に注入し，注入10日後からAMD

類似のCNV形成を確認している．しかし，これらの網

膜下注入という操作を伴うモデルでは，やはり医原的な

Bruch膜の integrityの破壊がCNV発生に関与してい

る可能性を否定できない．Spilsburyらは最初の穿刺部

位から離れた部位にもCNVが生じたとし，このモデル

におけるCNV発生には必ずしもBruch膜の integrity

の破壊が必須ではないとしている．しかし，穿孔に伴う

影響を完全に否定するためには，やはり外科的侵襲を伴

わないCNVモデルの開発が必須である．

外科的侵襲を加えずにCNVが発生するモデル．それ

は現在のところ，実験的ぶどう膜炎モデルと網膜変性モ

デルにみられるCNVだけではないだろうか．Saka-

motoら は interphotoreceptor retinoid binding pro-

tein(IRBP)により誘導された実験的ぶどう膜炎モデル

を用い，誘導45日後に40％近くのラットでCNVの形

成を確認した．また，Nishikawaら は網膜変性モデ

ルマウスにおいて，視細胞消失後のCNV発生の詳細な

経過を報告している．AMDとは異なる病態ではあるも

のの，これらのモデルにおけるCNVの自然発症機序の

解明はAMDのCNV発生のメカニズムを考える上で何

らかのヒントを与えてくれるかも知れない．

さらに，モデル動物としてのもう一つの可能性は，老

化モデルであると考えている．Majjiら は老化促進マ

ウスの眼を組織学的に調べたところ，老化促進マウスの

P8という種で生後10か月以上でRPEやBruch膜に

著明な加齢変化がみられ，その一部にBruch膜内に限

局したCNVがみられたとしている．しかし，Bruch膜

を貫くCNVはやはり発生していない．その他，貪食し

た視細胞外節のRPE内での消化に関与する酵素cathe-

psin Dの変異型トランスジェニックマウスにおいて，

電子顕微鏡でBruch膜に basal laminar and linear de-

positsがみられたとの報告 がある．また，脂質代謝に

重要な役割をするapolipoprotein E欠損マウスでBruch

膜への debrisの蓄積が多くみられたことや ，変異型

TIMP-3のノックインマウスでBruch膜の内面に異常

がみられたこと ，などが報告されている．しかしなが

ら，これらのマウスでは主として電子顕微鏡レベルでヒ

トのAMDに類似したBruch膜の異常がある程度再現

されるものの，やはりそれだけではCNVは生じないの

である．

つまり以上の流れを考えると，AMDのCNVを再現

するにはいくつもの変化が同時期に併わせて再現される

必要があるのではないか．生体内ではこれらの種々の変

化が自然にcoordinateされて次々に生じるために，結

果としてBruch膜を貫くCNVが形成されるのであろ

う．おそらく，動物モデルで真にAMDのCNVを再現

するには，①加齢によるBruch膜の変化や脆弱性，②

Bruch膜周囲への炎症細胞集積，③そして最終的には

RPEからの血管新生関連因子の発現変化，の3つが少

なくとも絶対必要条件であり，これらが決め手となって

CNVが発生するのではないかと考えられる．もちろ

ん，他にもCNV発生を修飾する因子はあるのかも知れ

ないが，これらの3要因は必須であり，いずれが欠けて
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も生体内でのCNV自然発生を再現することはできない

のではないだろうか．これらすべてを再現するCNVモ

デルができたとき，そのときこそAMDのCNV発生の

分子メカニズムの解明はさらに飛躍的に進むと期待され

る．

お わ り に

以上述べてきたように，AMDにおけるCNV発生の

分子機構は未だ不明な点も多いものの，新しい血管新生

抑制因子PEDFの発見を軸としてかなりの新しい事実

が判明してきた．しかし実際のCNV発生においては，

おそらくPEDFのみならず種々の変化がcoordinated

に同時に変化することによってCNVが発生するのであ

ろう．図15に現在我々が考えたAMDにおけるCNV

発生の概念図を示す．まず，加齢自体と加齢に伴う抗酸

化酵素活性の低下に基づく酸化ストレスの増大により，

正常の分化状態にあるRPEの細胞分化が崩れる．この

分化状態の崩れがカスケードの発端であると考えてい

る．RPEの脱分化に伴い今回示したような血管新生抑

制因子PEDFの発現低下が生じ，血管新生促進因子と

抑制因子のバランスの崩れが生じる．また，加齢そのも

のによるPEDFの低下も相まってPEDFのさらなる低

下を招く．同時にRPEの脱分化により内因性NF(B活

性化を介したMCP-1の発現上昇が生じ，マクロファー

ジが集積する．集積したマクロファージはMMPなど

のマトリックス分解酵素を発現してBruch膜を浸食す

る．さらに，マクロファージ自身もVEGFを分泌し，

またマクロファージが分泌する炎症性サイトカインが二

次的にRPEに働きVEGF発現を上昇させ，血管新生

促進因子と抑制因子のさらなるバランスの変化を招く．

同時に加齢に伴うBruch膜の脆弱性もこれに加わり，

図に記載したような様々なカスケードが加齢による

RPEの脱分化という形質転換を引き金に始まると考え

られる．

現在，基礎研究の成果に基づいた様々な臨床試験がヒ

トAMD患者に対しても行われている．この中には

PEDFに対する遺伝子治療 ，VEGFアプタマーを用

いたVEGF阻害 ，抗炎症薬としてのステロイド製剤

などが含まれている．これらの臨床試験の成果はとき

に，動物実験の結果と臨床試験の成果の違いを浮き彫り

にし，ヒトではどの因子が本当に重要であるのかを逆説

的に教えてくれる場合もあるし，さらにもし基礎研究に

基づいた臨床試験で有効性が証明されれば，現在確実な

治療手段がないAMDにおけるCNVの多数の患者さん

が新しい治療の恩恵に授かれる日も近いと期待される．

AMDのCNVの分子機構の解明はもう本当にあと一

歩まできている．それが現在の印象である．そして，分

子機構に基づいた分子治療の開発と普及を目指して，今

後のさらなる研究の発展が期待される．

稿を終えるに当たり，ご指導，ご助言を賜りました東京医

科歯科大学大学院分子細胞機能学森田育男教授ならびに視覚

応答調節学望月 學教授に深謝を申し上げます．またヒト

RPE細胞を譲渡していただき，細胞の分化方法をご教示い

ただいたWilmer眼研究所Peter A Campochiaro教授，

Sean F Hackett博士に深謝いたします．
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