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研究成果の概要（和文）：Brown-Norwayラットに実験的網膜剥離をヒアルロン酸ナトリウムを用いて作成したの
ち網膜下へクリスタリンαBを投与した。視細胞のアポトーシスが最大となる3日目の網膜組織を用いて、TUNEL
染色を行った。クリスタリンαBを20マイクログラム、2マイクログラム、0.2マイクログラム、それぞれ網膜下
に投与した群では、視細胞のTUNEL陽性率は0.15%、0.67%、0.88%であり、特に20マイクログラム投与した群では
コントロールの0.74%よりも低く抑えられていた。実験的網膜剥離では、クリスタリンαBの網膜下投与により視
細胞死の抑制が得られる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Alpha-B crystallin was subretinally injected in the eye of experimental 
retinal detachment. In the eyes of Brown-Norway rats, the maximum apoptosis of photoreceptors was 
observed at three days after the creation of retinal detachment. The percentages of TUNEL-positive 
apoptotic photoreceptors were 0.15 after the injection of 20 micrograms of alpha-B crystallin and 0.
67 after the injection of 2 micrograms and 0.88 after 0.2 micrograms. In the rat eyes with 
experimental retinal detachment, the reduction of photoreceptor cell death by alpha-b crystallin was
 suggested.  
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研究成果の学術的意義や社会的意義
αBクリスタリンは、眼の中の水晶体だけでなく、網膜や脈絡膜、さらに全身組織にも分布しており、別名熱シ
ョックプロテインと呼ばれるように、生体に対するストレスから組織を守る働きを持つと考えられている。網膜
剥離は、進行すると失明につながる重篤な疾患であるが、網膜剥離を起こすと視細胞が障害され機能が大きく損
なわれる。この視細胞の障害をαBクリスタリンによって防ぐことが出来ることが実験的網膜剥離で示唆された
ことから、網膜剥離による視細胞のダメージを軽減する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
黄斑を含む裂孔原性網膜剥離では、視機能が大幅に低下し、外科的治療により網膜の解剖学的治
癒が得られても視力の回復が不十分となることが問題となる。網膜剥離により視細胞が障害さ
れると、視機能の低下は不可逆となる。この視細胞の障害を防ぐための薬物的治療が手術療法の
補助として望まれるが、現在までこのような薬物は臨床的に使われる段階には至っていない。 
 
２．研究の目的 
ヒト裂孔原性網膜剥離での検討により、剥離した網膜では視細胞のアポトーシスが生じている
ことが報告されている。αBクリスタリンは、光障害および酸化ストレスモデルにおいて、アポ
トーシスを抑制することが報告されており、網膜剥離におけるアポトーシスも抑制する可能性
があると考えられる。ただし従来の研究は網膜色素上皮細胞の細胞ライン（ARPE-19）を用い
たものが多く、視細胞に対する効果は不明である。そのため本計画では、ラットを用いた実験的
網膜剥離において、αBクリスタリンを複数の経路から投与し、視細胞のアポトーシスが抑制さ
れるかを in vivoで確認することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ラットを用いた実験的網膜剥離により、αBクリスタリンの剥離網膜に対する視細胞傷害抑制効
果について検討する。実験的網膜剥離は経強膜的にヒアルロン酸ナトリウム溶液を網膜下に注
入することにより作成する。αBクリスタリンの投与方法は、網膜剥離作成時のヒアルロン酸溶
液に混合して投与、網膜剥離作成後硝子体内へ注入、点眼による投与、の 3通りの投与経路で行
う。一定期間のαBクリスタリン投与後、眼球を摘出し TUNEL 染色によるアポトーシスを起こし
た細胞数のカウント、ヘマトキシリン染色による外顆粒層厚の計測を行い、視細胞の障害が抑制
されているか形態的に評価する。視細胞傷害の抑制効果がみられれば、アポトーシス経路
（caspase 等）のタンパク発現量、ネクローシス（RIP kinase）の発現など作用機序についての
検討を行う。 
 
４．研究成果 
実験的網膜剥離は Brown-Norway ラットを用いて、腹腔内麻酔および点眼麻酔を行った後に、結
膜、強膜、脈絡膜および網膜色素上皮切開を行い、ヒアルロン酸ナトリウムを網膜下へ 30G 鈍針
にて注入し、眼底半分に広がる網膜剥離を作成した(図１)。この網膜剥離は、作成後 1日、3日、
7日、14 日、および 28日にわたり存在していた。前眼部組織を除去後、網膜剥離が存在する部
分と、存在しない部分を含むように眼球を 2分割し凍結切片を作成した。TUNEL 染色による視細
胞死の割合は、剥離 1日(0.8-2.7%)、剥離 3日（2.4-3.6%、図２)、剥離 7日（0.8-2.3%)、剥離
14 日（0.2%）、剥離 28 日（0.5%)であった（図３）。このことから、この網膜剥離モデルでは剥
離 3-7 日が視細胞死のピークとなることがわかったため、αBクリスタリンの網膜保護効果を見
るタイミングとしては、網膜剥離作成後 3日を採用することとした。 
 
Brown-Norway ラットによる実験的網膜剥離から、後眼部の組織ブロックを作成し、凍結切片を
用いて実験を行った。免疫組織学的手法を用いて、Caspase を介した apoptosis 経路、AIF シグ
ナル経路、RIP を介した necrosis の関与を検討した。それぞれのマーカーを用いて、網膜剥離
作成後 3日目の組織でシグナルを検出することができ、実験的網膜剥離においては、apoptosis
経路のみでなく、AIF シグナル、RIP を介した necrosis も同時に進行していることが推察され
た。 
 
Brown-Norway ラットに実験的網膜剥離をヒアルロン酸ナトリウムにて作成したのち網膜下へ濃
度勾配をつけたクリスタリンαBを投与した。剥離 3日目の網膜組織を用いて、TUNEL 染色を行
い、クリスタリンαB の網膜保護効果を観察した。 クリスタリンαB を 20 マイクログラム、2
マイクログラム、0.2 マイクログラム、それぞれ網膜下に投与した群では、視細胞の TUNEL 陽性
率は 0.15%、0.67%、0.88%であり、特に 20マイクログラム投与した群ではコントロールの 0.74%
よりも低く抑えられていた（図４）。実験的網膜剥離では、クリスタリンαB の網膜下投与によ
り視細胞死の抑制が得られる可能性が示唆された。 
 



 
図１ 眼球半分に広がる網膜剥離 
摘出眼球より前眼部を除去した状態。視神経乳頭が中央に観察される。網膜剥離（RD(+)）が眼
底半分に見られている。 
 
 
 

 
図２ 実験的網膜剥離作成後 3日目の TUNEL 染色 
TUNEL 陽性細胞（黄緑）は剥離した網膜（RD+）に見られるが、非剥離網膜（RD-）ではほとんど
見られない。 
 



 
図３ 網膜剥離作成後の日数と視細胞アポトーシス 
網膜剥離（RD）の視細胞は網膜非剥離（noRD）の領域よりも視細胞アポトーシスの割合が高く、
網膜剥離作成後 3日目にピークとなっていた。 
 
 

 
図４ 実験的網膜剥離におけるクリスタリンαB投与量と視細胞アポトーシス 
クリスタリンαBを 20 マイクログラム投与した群（RD Cry AB 20）では、TUNEL 陽性細胞がコン
トロール群よりも有意に低かった。またクリスタリンαBは容量依存性に TUNEL 陽性細胞数を抑
制していた。 
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