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研究成果の概要（和文）：ライン化されたヒトRPE細胞を、TranswellTM上で培養することで、極性RPEの安定的
な培養手法を確立した。現在臨床で用いられる抗VEGF抗体の薬剤透過性について検討を行い、薬剤の違いより、
極性RPEの透過性が異なる事が分かった。TNFa刺激による反応の違いに関する解析を行い、VEGFの分泌能や細胞
内シグナルの動きが極性の有無で異なる事を見いだした。
画像解析では、特に脈絡膜に注目し解析を行った結果、OCT B-scan画像を用いて、2階調化の検討を行うと、疾
患毎に動きが異なる事、特にCSCにおいては脈絡膜の構造が病態発生に大きく関与している事を見いだした。

研究成果の概要（英文）：Our group had established a stable culture method of polarized RPE by using 
the human commercial available RPE cell lines on Transwell. We had investigated drug permeability of
 anti-VEGF antibody which were currently used clinically with our polarized RPE, and found that the 
permeability ratio differs depending on the drug. We also analyzed the difference in response by 
TNF-α stimulation with or without polarity and found the ability of VEGF secretion and the 
interaction of intracellular signal were different depending on the polarity.
In the image analysis, there are structural changes of the choroid in eyes with CSC, the larger 
hyperreflective area change in the inner choroid and the larger hyporeflective area change in the 
outer choroid by using binarization methods. Most importantly, the quantification of the structural 
components of the choroid in the OCT B-scan images has extracted new information which should 
contribute to the determination of the mechanism of CSC.

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景：RPE（網膜色素上皮
細胞）は視細胞と脈絡膜の間に位置し、両者
間における物質輸送に関与するのをはじめと
して、視細胞外節の貪食、ビタミンA 代謝、
視細胞微小循環の維持、脈絡膜毛細血管板の
維持など、眼球の恒常性を維持するため様々
な重要な役割を担っている。 
RPE の機能や病態関与のメカニズムを解明
するために、培養細胞を用いた研究が行われ
ているが、本邦ではその大部分はARPE-19 を
用いた研究である。ARPE-19 はline 化された
ヒトRPE であるが、継代や培地条件によって
その性質が変化することが報告されている。
また、RPE は細胞間接着装置をもち、血液網
膜関門や感覚網膜・脈絡膜間の物質輸送を制
御する働きがあるが、従来のRPE 培養法では、
その形態や機能的特徴を再現することは不可
能であるであり、in vivo のRPE 機能と解離
した培養細胞を用いて実験を行ってことを意
味している。 
昨今、transwellTM を利用した培養によって、
細胞極性を示すRPE (polarized RPE) 培養が
可能で、我々は、さらに培養法を改良しブタ
RPE で、細胞極性もち、高い分化した微絨毛
をもつRPE 培養に成功した (Sonoda et al. 
Nature Protocols2009)。TranswellTM を利用
した研究の優位点は、wellによって培養チャ
ンバー内が上下2 つのコンパートメントに分
けられるため、RPE 上皮面・基底面とを分け
て解析が可能なこと、さらにTranswellTM 上で
の免疫染色等が可能なため､極性を維持した
状態で実験ができることが挙げられる。 
極性RPE を使ったこれまでの我々の研究で、
炎症性サイトカインであるTNF-a を極性ブタ
RPE に作用させた場合、極性の有無によって
細胞間接着に関与する分子や血管内皮増殖因
子(VEGF)分泌パターン、細胞内シグナルの反
応が異なることを確認している (Shirasawa 
M, Sonoda S et al, Exp Eye Res. 2013)。す
なわち、従来までのARPE-19 を用いた実験で
言われている、種々のサイトカイン刺激によ
る反応はより生体に近い特徴を有する極性
RPE では異なる可能性 があり、これらの極性
RPE を用いた研究によってより正確な網膜疾
患の病態メカニズムを解析することを目的と
する。 
一方、ブタ極性RPE を利用する問題点は、RPE 
の細胞種の違いからくる、抗体･試薬の選択の
制限やDNA マクロアレイ等の実験を行えない
といった点である。そこで、ライン化された
ヒトRPE を使って極性細胞を作る事が不可欠
であり、ヒト極性RPE の培養の確立をもう１
つの目的とする。 
最後に、極性RPE の研究からこれまであまり
注目されていなかったRPE 基底側の脈絡膜の
働きの重要性についても注目している。臨床

ではOCT によって、脈絡膜観察が可能となり
OCT の解析からも脈絡膜の網膜疾患の病態形
成への関与が検討され始めている。我々も臨
床的には、加齢黄斑変性(AMD)、中心性漿液性
脈絡網膜症や糖尿病黄斑浮腫(DME)疾患にお
ける、脈絡膜の解析をすすめ、極性RPE モデ
ルによる基礎研究からのアプローチをヒト臨
床と融合的に研究を行う。 
 
２．研究の目的： RPEは眼内、特に網膜の恒
常性を保つために重要な役割を担っている。
網膜疾患の病態を解明すべく、RPE 培養細胞
を用いた研究が盛んに行われているが、従来
の培養法では、生体RPE がもつバリア機能、
細胞間接着装置、物質輸送能などを持たない
細胞 (細胞極性を持たない細胞)を用いた実
験が行われている。極性を持たない細胞を使
った研究では生体の環境を厳密に反映してい
るとはいえない。我々のは、ブタ細胞を
transwellTM 上に培養し、安定的に極性を持つ
RPE培養法を確立し実験を行っている。さらに
極性をもつ細胞はある種のサイトカインに対
する反応が異なることを見いだしている。RPE 
は生体内において血液網膜関門を形成してお
り、そのバリア機能の破綻が病態形成に関与
していることが予想される。しかし、これま
ではブタ細胞では、研究試薬等の選択に制限
があり、詳細なメカニズムの解明には至って
いない。そこで本研究において、極性ヒトRPE
の培養を確立し、より正確な病態解明につな
げることを目的とする。対象疾患は、加齢黄
斑変性(AMD)、中心性漿液性脈絡網膜症 (CSC)
や糖尿病黄斑浮腫(DME)などである。 
さらに、臨床的には上記疾患の硝子体サンプ
ルを回収し、BioFlex を用いて網羅的なサイ
トカイン解析や網膜光干渉断層計 (OCT)で得
られる画像を２階調化する新たな網膜・脈絡
膜画像解析を行い、基礎研究･臨床研究の結果
を融合し、RPE からみた網膜疾患の病態制御
のメカニズムの解析を進める。 
 
３．研究の方法：生体RPE はバリア機能や各
種増殖因子分泌などを行い網膜の恒常性を維
持する機能を有しているが、その特性をin 
vitro でも示すヒト極性RPE の安定的な培養
法を確立し実験をすすめる。極性RPEの培養に
用いるtranswellTM は、培養チャンバーを2 つ
のコンパートメント(感覚網膜･脈絡膜側)に
分割する。これは、生体の外血液網膜関門を
再現してと言い換えることができるため、ヒ
ト極性RPE を用いて、薬剤透過性モデル等の
確立を目指す。また、TNF-a を初めとする各
種刺激を加え、その際に変化する因子の網羅
的解析をDNA マイクロアレイ法で行い、候補
となる因子を特定し、網膜疾患における病態
形成のメカニズムの解明につなげる。また、



培養課程でRPEは極性を獲得してくる事に注
目し、極性の有無による各種刺激の反応性の
違いにも注目し実験を行う。 
並行して臨床研究を行い、疾患眼における、
RPE および脈絡膜の観察から病態形成に関わ
る因子を、OCT 画像をイメージング処理によ
る解析を行う。 
 
４．研究成果：ヒトのライン化された､RPE 細
胞を TranswellTM上で培養することで、極性
を持つ細胞の
安定的な培養
方法を確立し
た（右図）。こ
の細胞を使用
して、現在臨
床で用いられ
る、抗 VEGF 抗
体の薬剤透過
性について検
討を行い、薬剤の違いによって、極性 RPE の
透過性の違いを見いだした。 
 また、極性の有無による、TNFa 刺激による
反応の違いについても解析を行い。極性の有
無によって、VEGF の分泌能や細胞内シグナル
の動きが異なる事を見いだした（下図）。 
 さらに、画像解析においては特に脈絡膜に
注目した検討が最も成果として得ることが
出来た。OCT B-scan 画像を用いて、2階調化
の検討を行うと、疾患毎に動きが異なる事、
特にCSCにおいては脈絡膜の構造が病態発生
に大きく関与している事を見いだした。現在
はさらに研究を進め、OCT en-face 画像を用
いた解析を進めている。 
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