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論 文 題 目 

Role of adrenomedullin-2/intermedin in the pathogenesis of neovascular age-related macular degeneration 

（滲出型加齢黄斑変性症の病態におけるアドレノメデュリン 2/インターメディンの役割） 

（論文の内容の要旨） 

〔背景と目的〕  

本邦の中途失明原因の上位を占める糖尿病網膜症や滲出型加齢黄斑変性（nAMD）においては、各々、病的網膜新生血管、脈絡

膜新生血管（CNV）が眼内に発生し、これらが浮腫、出血、線維化などを引き起こして、視機能低下を生じる。現在、これらの

疾患群に対して、抗 VEGF薬の硝子体注射が行われているが、反復投与による治療抵抗性や高額な薬剤費が問題となっており、

VEGF以外の血管制御分子に着目した治療法が求められている。我々はこれまで、アドレノメデュリン（AM）が、眼内病的血管

新生の治療標的となる可能性を報告してきた。アドレノメデュリン 2/インターメディン(AM2/IMD)は、AMと同じく、カルシト

ニンスーパーファミリーの１つとして発見された生理活性ペプチドであるが、眼内病的血管新生における意義は不明である。   

本研究では、眼内血管新生における AM2の病態生理学的意義を、AM2ノックアウト(AM2-/-)マウスを用いて検討した。 

〔材料および方法〕 

1) 野生型(WT)、AM2-/-マウスに、酸素誘発網膜症(OIR)を誘導し、出生 7、12、17日目に眼から網膜展開標本を作製し、網膜

血管について WTと AM2-/-マウスで比較した。また、PBS,AM,AM2の局所投与が、OIRの病的網膜新生血管に与える影響を検討

した。 

2) レーザー誘導脈絡膜新生血管(LI-CNV) を、９-12週齢の雄マウスの眼に誘導し、7日後に脈絡膜展開標本を作成し、CNVや

網膜下線維化の面積、マクロファージ浸潤を評価した。さらに、各種遺伝子発現を qPCR法で確認し、WT、AM2-/-マウス間で比

較した。 

3) LI-CNV誘導直後に、浸透圧ポンプを用いて PBS、AM、AM2のいずれかを持続投与し、2)同様に比較した。 

4) フルオレセイン蛍光眼底造影によって、LI-CNVからの漏出に対する AM2の影響を検討した。また、網膜血管内皮細胞

(TR-iBRB)に対して、VEGF単独あるいは AM2との共投与を行い、血管透過性と電気抵抗に与える影響を評価した。 

5) ヒト網膜色素上皮細胞(ARPE19)に対して、TGF-β2+TNF-αによる刺激を行い、上皮間葉転換(EMT)を誘導し、AM2投与の有

無による EMTへの影響を、免疫染色および qPCR法にて検討した。 

6) 3)と同様のサンプルを用いて、トランスクリプトーム解析を行い、LI-CNVにおける AM2の効果への関与が考えられる候補

遺伝子について、qPCR法によって遺伝子発現を確認した。 

7) 脈絡膜複合体における Meox2の遺伝子発現・タンパク質の発現を、qPCR法・免疫染色で確認した。さらに、ヒト臍帯静脈

内皮細胞(HUVEC)に対して Meox2 siRNAによるノックダウン実験を行い、内皮間葉転換(EndMT)や NF-κBシグナルに与える影響

を検討した。 

〔結果〕 

1) WT、AM2-/-新生仔マウス間で、生理的網膜血管新生、無血管領域、病的網膜新生血管領域には有意差を認めなかった。また、

AM2の局所投与は病的網膜新生血管に明らかな変化を生じなかった。 



2) AM2-/-マウスでは、WTマウスに比べて、CNVは拡大し、網膜下線維化やマクロファージ浸潤の亢進を認めた。さらに、脈絡

膜複合体での Vegfa,Kdr,Cd68,Cyba,Ncf1,Tgfb1,Ccn2,Serpine1 の遺伝子発現は AM2-/-マウスにおいて有意な亢進を認めた。 

3) 逆に、AM2 の投与は、CNV 形成、網膜下線維化やマクロファージ浸潤を抑制した。また、AM2 投与により、脈絡膜複合体で

の Vegfa,Kdr,Cd68,Cyba,Ccn2の有意な発現低下を認めた。 

4) CNVからのフルオレセインの漏出は、AM2-/-マウスで増加し、AM2投与で減弱した。培養血管内皮細胞において、VEGFによ

って惹起された血管透過性の亢進および電気抵抗の減少は、AM2の投与で抑制された。 

5) ARPE19 に対する TGF-β2+TNF-α刺激は、上皮系マーカーの発現低下と間葉系マーカーの発現亢進を生じたが、AM2 の投与

によりそれらは抑制された。また、TGF-β2+TNF-α刺激により、ARPE19において有意な AM2の発現亢進を認めた。 

6)トランスクリプトーム解析にて、2倍以上もしくは 1/2以下の有意な発現変化が認められた遺伝子は、コントロールと比べ

て、AM投与で 113遺伝子, AM2投与で 82遺伝子認められた。そのうち、AMと AM2で同様な発現変化を認めた遺伝子は Meox2

を含む 15遺伝子であった。 

7)マウス脈絡膜複合体における Meox2の遺伝子発現は、レーザー照射後１日目に約 1/2に低下し、１週間後にはレーザー照射

前と同等のレベルまで戻った。レーザー照射後１日目の、脈絡膜複合体における Meox2の発現は、AM2 の投与で有意に亢進し、

AM2-/-マウスで有意に低下した。AM2-/-での Meox2の発現低下を免疫染色で確認した。さらに、HUVECにおいて TGF-β2+TNF-

αによって惹起される EndMTは、AM2の投与で抑制されたが、siRNAによる Meox2のノックダウンにより AM2の効果はキャンセ

ルされた。同様に、TNF-αによって即時に惹起される NF-κBの活性化は、AM2の投与で抑制されたが、Meox2のノックダウン

により AM2の効果はキャンセルされた。 

〔結論〕 

AM2 は、血管透過性抑制、酸化ストレス抑制に加えて、Meox2 発現亢進を介した抗線維化作用や、抗炎症作用などを介して、

nAMDの病態を改善させる。 

 


