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論文内容の要 旨

申請者氏名 平井 慎一郎

加 齢 黄斑 変 性 （Age－relatedmaculardegeneration：AMD） は網 膜 色素 上皮 （Retinal

pigmentepithelium：RPE） の変性 を特徴 とす る不可逆性視力 喪失の大 きな原 因の一つで

ある。病 因の一つ として リポフスチ ンによるRPEの ライ ソゾー ム機能 阻害、同時に こ

れ らライ ソゾー ムにお けるオー トフ ァジー消化 プ ロセ ス も関与す る と考 え られ てい る。

よって、加齢 に伴 う疾病 におい てオー トファジー が どの よ うに関与す るか を探索す る

こ とはAMDの 病 態 を理解 す る うえで大切 であ り、薬剤 ターゲ ッ ト探索 に も貢献 しう

る。本研 究で は未だ不 明な点 の多い ヒ トRPE変 性の病態 を探索す るため、ラ ッ トで網

膜 変性 を引き起 こす こ とが知 られてい る2－Phenyl－APB－144（APB） を用 いた網膜変性

モデル の有用性 に関 して明 らか とす る ことを試み た。

その結果、 ヒ ト網膜色素 上皮 細胞株 （ARPE－19） に対 してAPBは 時間及び濃度依存
〆的な細胞障害性

を示 し、細胞 内pHを 上昇 させた。APBお よびBafilomycinは ライ ソゾ
ーム含 有酵素 のプ ロカテプ シンのカテプ シンへ の転換 を阻害 した。 この よ うに、APB

は ライ ソゾー ム活性 を阻害す る ことで細胞 障害性 を発揮す るこ とが示 され た。 また、

ARPE－19を 飢餓 条件培養 ない しはAPB処 理す る とオー トフ ァジーマ ーカーLC3－IIが 増

加 す るこ と、 この際には飢餓 条件下で活性化 され る転写 因子ATF4の 翻訳活性 が上昇

す るこ とも明 らか となった。 これ らの結果 は、APBが 、 ライ ソゾー ム機 能 を阻害す る

こ とに よ りオー トファジー経 路不全 を引 き起 こ し、そ の結果 細胞 を飢餓条件 へ と導 き

細胞障害性 を発揮す ることを示 してい る。 さらに、各種化合物 のAPB誘 発細胞死 に対

す る影響 を探索 した ところ、eIF2α 脱 リン酸 化阻害剤 が有 効で あ るこ とが明 らか とな

った。 この ことよ り、RPEオ ー トフ ァジー不全 に対す る新 しい薬理 学的アプ ロー チの

可能性 が示 され た。

次 に、 ラ ッ トでAPB経 口投与後 のRPEに 対す る毒性発現活性本 体 を探索す る と共

に、APBの 毒性学的プ ロフ ァイル を探 索 した。その結果、APBは40mg／kg以 下で毒性

学的変化 を誘発せず 、生物 学的利 用率 は88．3％ であった。 以上か ら、APB未 変化体 が

毒性発現本体 である と共 に、弱塩基1生の物理化学的性質 がRPE障 害誘発 の原 因であ る

可能性 が示唆 され た。 これ はInVitrOで の知見 をInViVOに おけ る考察 に用い る妥 当性

を示す もの と考 え られ た。

最 後 にAPB誘 発 ラ ッ ト網膜変性 に対す るeIF2α 脱 リン酸化阻害剤 ：Salubrinalの 作用

を検 討 した 結 果 、APB誘 発 の網 膜 電位 減 弱 お よび 網 膜 血 管 関 門透 過 性 の破 綻 は

Salubrina1に よ り保護 され るこ とが 明 らか となった。

以上の よ うにv本 研究 はAPBに よる網膜色素上皮 のオー トファジー不全 と飢餓状態

の誘発 によるATF4翻 訳活性 の上昇 な どの分子機構 を初 めて明 らかにす ると共に、eIF2

α脱 リン酸化 阻害剤 が本 障害 に対 し有効 な治療標 的で あ る可能性 を示 した。本研 究成

果 はAMDに お けるオー トフ ァジー 関連病理 をRPE細 胞株 並び にラ ッ トにおい て再現

し得 るこ とを初 めて示す ことがで き、今後 のAMDを は じめ とす る網膜症治療薬 の探

索 に活用 され るこ とが期待 され る。



論文審査結果の要 旨

申請者氏名 平井 慎一郎

加齢 黄斑変性 （Age－relatedmaculardegeneration：AMD） は光お よび映像 に対 して非

常に鋭敏 な網膜 の黄斑 （Macula） と呼ばれ る領域 内の網膜 色素上皮 （Retinalpigment

epithelium：RPE） の変性 を特徴 とす る不可逆性視力喪 失 の大 きな原 因 の一つ で ある。

全世界 では約1億2000万 人 が罹 患す る本疾患 に対 して未 だ有効 な治療薬 は存在せず 、

新薬 の登場 が切 に望 まれてい る。AMDに は ドライ型お よび ウェ ッ ト型 と呼 ばれ る2

種類 の病型 があ り、 ドライ型 が全体 の約90％ を占め ると考 え られてい る。 ウェ ッ ト型

に対 しては抗VEGF（VascularendothelialgroWthfactor： 血 管内皮細胞成長 因子）抗 体

の眼球硝子体 内注射 が治療 法 として存在 し、急激 な視力喪失 を防 ぐ有効 な手段 であ る

ものの、あ くまで も一 時的 な病態進行抑制 のために視力喪失 を回避 す るこ とはできず 、

根本 治療 とはな り得 ていない。一方 で、 ドライ型AMDに は未 だ有効 な治療薬が存在

しない と共 に、新薬 を見出すた めの簡便且つ病態 を反映 した動物 モデルは未 だ見 出 さ

れ ていない。

そ こで申請者 は、ラッ トにおいてRPEを 障害 し網膜症 を引 き起 こす こ とが報告 され

てい る化学物質2－Phenyl－APB－144（APB） に着 目し、ApBに よって引 き起 こ され るRPE

機 能障害の メカ ニズム とAMD病 態 との類似性 を探求す る と共 に これ のAMD病 態モ＼

デル としての応用可能性 について検討 を行 った。 まず 申請者 は、 ヒ ト網膜 色素上皮細

胞株 （ARPE－19） に対 してAPBは 細胞 内pHを 上昇 させ 、 ライ ソゾー・ム含有酵 素のプ

ロカテ プシンか らカテ プシ ンへの転換 を阻害す る ことを見 出 した。 また、ARPE－19を

飢餓 条件培養 ない しはAPB処 理 した際 にオー トフ ァジーマーカーで あるLC3－IIの 増

加 す る ことや転写 因子ATF4の 翻訳活性 が上昇す るこ とが 明 らか とな り、APBは 飢餓

条件 下 と同様 にライ ソゾーム機 能阻害 に追随 してオー トフ ァジー経路 を阻害す る こと

を見 出 した。 この よ うな ライ ソゾー ム機 能阻害やオー トフ ァジー経路 の阻害 は ヒ ト

AMD病 態 におい て も報告 され てお り、APBに よって引き起 こされ る病態 と初 めてそ

の類似性が 明 らか となった。

続 いて、申請者 はAPB誘 発 ラ ッ ト網膜症モデル にお いて、eIF2α 脱 リン酸化阻害剤

で あるSalubrinalが 顕 著な保護 作用 を示す ことを電気生理 学的並び に病理組織学 的検

討 によ り見 出 した。 この保護 作用 はAPBに よるARPE－19細 胞死 に対 して も見い だ さ

れ た。以上 か ら本網膜症 モデル はAPBに よるRPE障 害 とSalubrinalに よる保護 効果 を

細胞 レベ ル及び生体 レベル の双方 において検証可能 であった ことか ら、新 薬創 出の為

に有用で あるこ とを申請者 は明 らか とした。

以上 の よ うに、本論 文 はAPB誘 発網 膜症モデル の分子 メカニズム とそのAMD病 態

との共通性 を見 出 し、新薬創 出の為 に有用で ある可能性 を新 たに見出 した点で、学術

上、応 用上貢献す る ところが少 な くない。よって審査委員一 同は、本論文 が博 士（バイ

オサイエ ンス）の学位 論文 と して価値 あるもの と認 めた。


