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研究要旨 
 加齢黄斑変性（AMD）は欧米における社会的中途失明の大
きな原因となっている。我が国でも以前は欧米に比して少
数であったが、近年の生活環境の欧米化に伴い、失明原因
の4位を占めており、なお増加中である。現在最も有効と考
えられている治療法は、抗VEGF薬の硝子体内投与を中心と
した薬物療法であるが、治療は生涯にわたり継続し、医療
経済上の問題も無視できず、また治療効果は滲出型と呼ば
れる病型に限定される。他方、我が国を代表として、網膜
色素上皮細胞やその前駆細胞を移植することが治療として
試みられているが、未だ十分な結果は出ておらず、更に滲
出型AMDのみを対象としており、病型に依らない治療法の開
発が望まれている。 
 これまでの疫学的研究から、早期AMDに特徴的な眼底所見
であるドルーゼンという老廃物が、何らかの細胞機能低下
を介してAMDの発症に関与することが分かっている。さらに
は、AMDモデル動物においてドルーゼンが多いこと、網膜色
素上皮（RPE）細胞からドルーゼン様物質を産生させられる
こと、などより、ドルーゼンがAMDの病態に関与し、創薬に
際する評価系としての役割を果たせる可能性がある。平成
27年度以降には、これまでサルAMDモデルに対して当科で検
討を行ってきたVCP阻害剤を用いて、患者由来RPE細胞にド
ルーゼンを作成させてその形成能変化を見ることで、VCP阻
害剤のAMD治療薬としての可能性模索、さらには早期AMDの
病態解明へと繋げて行く。 
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Ａ．研究目的 
 加齢黄斑変性（AMD）は先進国における社
会的中途失明の最大の原因となっており、
我が国でも近年急速に増加している疾患で
ある。最近になって光線力学療法や硝子体
注射薬といった治療方法が開発され、加療
可能な疾患となってきたが、これらの治療
方法の効果は視力を回復させるには十分で
はない。また、この治療は生涯にわたり継
続し、かつ高価な薬剤であるため、医療経
済上の問題も無視できない。一方、20年以
上前より欧米では、ヒト胎児由来網膜由来
色素上皮細胞を始めとして細胞移植治療が
行われてきたが、今後は倫理的な観点から
継続不可能である。同様に、毛様体辺縁部
幹細胞、虹彩色素上皮由来幹細胞などを用

いた細胞移植治療も行われてきたが、いず
れも評価に耐える報告はされていない。 
 近年、ヒトでのiPS細胞樹立が可能となり、
倫理面、また細胞移植に重要な拒絶反応の
問題を乗り越えることの出来る新たな移植
材料が登場した。現在我が国でも、神戸理
研を中心として世界初の細胞移植治療が進
行中であるが、対象疾患は滲出型のAMDのみ
である。実は、この滲出型AMDにおいては、
抗VEGF薬の硝子体内投与が有効な治療方法
として存在し、それとは反対に、欧米で多
い病型である萎縮型AMDに対しては、現時点
で有効な治療方法は無く、また細胞移植治
療も多くは前者を対象としている。このた
め、AMDの病型によらない治療方法の開発が、
全世界的に必要とされており、患者由来RPE
細胞を取得できるiPS細胞技術は、後者の萎
縮型黄斑変性、あるいは両者に共通する段
階での治療研究として活用することが望ま
しい。 
 そこで我々は、早期加齢黄斑変性に着目
し、その段階に特徴的なドルーゼンと呼ば
れる沈着物を効果指標として、AMDの病態解
明及び新規治療薬の開発を行う。上述した
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滲出型及び萎縮型AMDは、いずれも早期加齢
黄斑変性から進展することが疫学的に知ら
れており、ドルーゼンの形成を抑制するこ
とで、早期から後期への進展を防げる可能
性がある。 
 これまでのドルーゼン研究では、マウス
モデル(Ccr2欠損マウス)が研究され、種々
の薬剤候補が検討されている。また近年サ
ルAMDモデルが確立され、その組成がマウス
に比してヒトに類似していることが分かっ
ており、当科ではVCP阻害剤を用いて、この
AMDモデルサルのドルーゼン形成抑制・消失
効果を有する可能性が分かりつつある。他
方、患者由来iPS細胞を用いたドルーゼン研
究という観点からは、近年ドルーゼン様物
質の産生に成功したという報告があり、創
薬の評価系としての役割に期待が持たれて
いる。我々は、これら既報を発展させ、患
者由来RPE細胞のドルーゼン産生能という
観点から、AMDの病態解明と創薬研究を行っ
ていく。 
 
Ｂ．研究方法 
 京都大学医学部附属病院眼科を中心に、
眼科臨床情報の取得できている患者・健常
者を対象とする。具体的には、AMD感受性遺
伝子であるARMS2よびCFH, C3,C2, CFB, 
ApoE遺伝子のうち、少なくとも2つ以上がリ
スクホモであり、かつ眼底に癒合軟性ドル
ーゼンを有する対象を患者群、同じく上記
遺伝子の全てがノンリスクホモである眼底
にドルーゼンを有さない対象を正常群とし、
各々6名ずつを当科外来受診患者及び白内
障手術目的での入院患者より選定。京都大
学医学部医学部附属病院iPS細胞臨床開発
部の指針(管理部：平家)に従い、患者への
説明・同意取得を行う。 
 これら対象者から採取した皮膚線維芽細
胞を用いたiPS細胞の作成は、京都大学iPS
研究所(CiRA:Center for iPS Cell Research 
and Application)基盤技術研究部門の浅香
研究所へ依頼し、OCT3/4, SOX2, KLF4, MYC
の4因子導入によりiPS樹立を行う。 
 樹 立 後 の iPS 細 胞 は 、 Illumina 社
HumanOmniExpress BeadChip Kitを用いた約
80 万 個 の SNP(Single nucleotide 
polymorphism) ジェノタイピングと、
Illumina社HiSeq 100bpペアエンドリード
を用いた高速エクソームシークエンスを行
い、上記6つの感受性遺伝子以外の遺伝子変
異も可能な限り検討していく。これら遺伝
学的解析は、京都大学大学院医学研究科 遺
伝・ゲノム医学コース松田教授研究室に依
頼する。 
 iPS細胞からRPE細胞への分化方法に関し
ては、当科池田助教を中心とした浮遊培養
法(SFEB-DL法)を活用する。具体的には、
5-10細胞塊を分化培地にて20日間浮遊培養、
その後分化細胞塊を接着培養すると20-30
日程度でRPE細胞の前駆細胞に分化し、さら

に30-60日培養を持続すると敷石状で色素
を持った細胞が出現する。これを顕微鏡下
で採取し、更に培養を続けることで、単層
シート状のRPE細胞が得られる。こうして取
得したRPE細胞を用いて、分化後の長期培養
状態(=加齢を模倣した状態)、遺伝子多型、
細胞ストレス、などのRPE細胞機能に与える
影響を、各種条件下(候補薬剤等)間での比
較検討を行う。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究は京都大学医学部附属病院iPS細
胞臨床開発部(管理部：平家)と協力して行
っており、臨床におけるiPS細胞の活用は
全て一元化して倫理委員会の承認を得て
いる。 
 皮膚検体の採取は皮膚科にて通常行わ
れているの皮膚生検と同様の方法で行わ
れるため、採取方法は十分に安全性が確立
されている。また、その採取行為を、上記
iPS細胞臨床開発部に一括して依頼してお
り、採取に伴うリスクや、身体的・精神的
不利益を最小限に抑える体制が整ってい
る。 
 遺伝子解析結果の研究利用による倫理
的・法的・社会的不利益に関しては、匿名
化・情報管理の体制により防止する。遺伝
子解析を行うことに伴う心理的不利益に
対してはヒト由来試料等採取機関により
相談・情報提供の機会を提供する。 
 
Ｃ．研究結果 
 癒合ドルーゼン患者及び正常人からの
iPS細胞樹立に関して：ARMS2及びCFH, C3, 
C2, CFB, ApoE遺伝子のうち、少なくとも2
つ以上がリスクホモである癒合軟性ドル
ーゼンを有する患者を当科外来受診患者
より6名、同じく上記遺伝子のすべてがノ
ンリスクホモである眼底正常人6名を当科
外来受診患者及び白内障手術目的での入
院患者より選定した（辻川、山城、吉村）。
京都大学医学部附属病院iPS細胞臨床開発
部の協力（平家）により、患者への説明・
同意取得を実施、後日文書にて患者4名、
正常眼2名の同意を取得した。これらの対
象者に対し、iPS細胞臨床開発部の担当医
師により皮膚組織採取、その後京都大学
iPS研究所(CiRA: Center for iPS Cell 
Research and Application)基盤技術研究
部門の浅香研究所へ依頼し、OCT3/4, SOX2, 
KLF4, MYCの4因子導入によりiPS細胞樹立
開始、現在までに3名分のiPS細胞8ライン
の譲渡を受けている。うち健常および疾患
株の2株がRPE細胞へ分化させることに成
功した。更に、分化RPE細胞の形態評価と
して、電子顕微鏡によりRPEの微絨毛やタ
イトジャンクションおよびメラニン顆粒
などを確認した。 

RPE細胞機能評価の予備実験として、市
販されているヒトRPE培養細胞(ARPE細胞)



 
3

を用いて人工ビーズや蛍光色素ラベル豚
視細胞外節を用いた貪食能および放射性
ヨードラベルロイシンを用いた代謝能評
価系を確立した。小胞体ストレス惹起物質
であるツニカマイシンをARPE細胞に負荷
することにより、人工ビーズや豚眼視細胞
外節の貪食能の低下が確認され、小胞体ス
トレスによりRPE細胞の機能障害を引き起
こすことが明らかとなった。現在、ツニカ
マイシン添加によるRPE細胞機能障害に対
する、VCP阻害剤の効果について検討を行
っている（池田、山城、後藤、垣塚）。 
 
Ｄ．考察 
 ドルーゼンの主な構成物質は脂質・補体
であり、これは当科にてドルーゼンの有無
を表現型として網羅的感受性遺伝子探索
を行った結果、ApoE, LIPCなどの脂質感受
性遺伝子や、CFH, C2, C3などの補体関連
遺伝子が有力候補として上がってきたこ
とと一致する。我々は、ドルーゼンの産生
とAMDの発症が異なる段階であり、別個の
要因に規定されているという可能性を考
えている。今後、疾患iPS細胞由来RPEを用
いて、遺伝子多型の引き起こすRPE細胞機
能変化を詳細に検討する予定であり、ドル
ーゼンの病態研究を通して、AMDの病態解
明と創薬に繋がることが考えられる。 
 
Ｅ．結論 
 AMD患者由来のiPS細胞を用いて、体外で
患者由来RPE細胞を取得し、ドルーゼン形
成能を通してAMDの病態解明・創薬が可能
となると考えられる。 
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