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研究成果の概要（和文）：小胞体はタンパクの折りたたみや修飾に重要な役割を果たす細胞内器

官である。小胞体ストレスは糖尿病網膜症や加齢黄斑変性に関連していると報告されている。

そこで我々は小胞体ストレスが網膜色素上皮細胞のタイトジャンクションに対して変化を与え

るのかを検討した。小胞体ストレスよって網膜色素上皮細胞のタイトジャンクションの蛋白発

現と経上皮電気抵抗測定が上昇し、加齢黄斑変性の一因となる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The endoplasmic reticulum (ER) is an important intracellular
organelle responsible for the biosynthesis and folding of proteins. It has been reported that
ER stress has been linked to the diabetic retinopathy and age-related macular
degeneration (AMD). Increased protein expressions and transepithelial electrical
resistance of tight junctions by ER stress in RPE cells indicate that ER stress can alter the
function of RPE cells and may be involved in the pathogenesis of AMD.
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１．研究開始当初の背景
加齢黄斑変性(AMD)は本邦における失明原
因の第 4 位を占める疾患であり、欧米諸国と
同様に高齢者の社会的失明の大きな原因と
なっている。AMD では眼球後方にある神経
網膜の光学的、解剖学的、機能的中心に位置
する黄斑部に萎縮または異常な新生血管が
発生して出血や細胞増殖を引きおこし、最終
的に神経網膜の構造的、機能的破壊を招いて

著しい視機能障害の原因となる。病態の根幹
となる新生血管は網膜下に存在する脈絡膜
組織から発生し、網膜と脈絡膜の間に存在す
るブルッフ膜を貫通して網膜下および網膜
内へと進展、増殖する。AMD の治療法には
新生血管に対するレーザー光凝固、光線力学
的療法、外科的新生血管除去などがあるが、
いずれも神経網膜の組織障害を完全には回
避できないため、方法の改良や新しい治療法
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の開発が熱望されている。AMD の病因には、
ブルッフ膜の黄斑部における脆弱性、網膜色
素上皮細胞の細胞間結合の破壊などが関与
するといわれている。さらに最近糖尿病や神
経変性疾患で小胞体ストレスが様々な疾患
の一因となっていることが明らかになって
きており、我々は小胞体ストレスも AMD の
発生、進展の一因である可能性があると考え
ている。小胞体は生体の細胞小器官に属し、
蛋白の合成やフォールディング等の精製プ
ロセスを司るもので、核、ミトコンドリア、
ゴルジ装置などと同様に細胞を構成する重
要な要素である。小胞体ストレスとは小胞体
に低酸素・低栄養・老化・異常蛋白質合成な
どの負荷がかかって蛋白のフォールディン
グがうまくいかず、異常な蛋白質が蓄積する
現象を意味する。このことは、AMD の前駆
状態として網膜色素上皮と神経網膜の間に
ドルーゼンと呼ばれる異常蛋白の集積がみ
られることや、AMD の病因に紫外線や青色
光、およびそれにより発生する活性酸素、遺
伝的要因、喫煙などが関係すると考えられて
いることに合致する。網膜色素上皮細胞に発
現している蛋白の一つに色素上皮由来因子
（PEDF）があるが、この蛋白はセルピン・
キナーゼのファミリーに属し、神経細胞死を
抑制する効果などを持つことが報告されて
いる。PEDF は血管新生を抑制する作用も持
っているが、PEDF と小胞体ストレスの関係
は不明である。本研究で AMD における脈絡
膜新生血管の発生、増大に網膜色素上皮細胞
や脈絡膜血管内皮細胞の小胞体ストレスが
関与しているかどうかを解明すれば、それら
を抑制することで発症予防や治療法の開発
へとつながっていくことが期待できる。

２．研究の目的
1)インフォームド･コンセントが得られた
AMD 患者から臨床において採取された脈絡
膜新生血管に対して免疫組織学的、分子生物
学的手法を用いて小胞体ストレス蛋白、tight
junction を構成するオクルディンや ZO-1、
カドヘリンなどの細胞接着分子、血管内皮細
胞増殖因子（VEGF）、色素上皮由来因子
（PEDF）などが発現しているかどうかを検
討する。
2)網膜血管内皮細胞および網膜色素上皮細胞
を培養し、小胞体ストレス起因物質である
tunicamycin、thapsigargin などを添加して
小胞体ストレスを誘導し、培養細胞における
小胞体ストレス蛋白、tight junction を構成
するオクルディンや ZO-1、カドヘリンなど
の細胞接着分子、PEDF、VEGF の発現を調
べる。
3)ラット眼における強度レーザーによる実験
的脈絡膜新生血管モデルの脈絡膜新生血管
での小胞体ストレス蛋白の発現を検討し、in

vivo における脈絡膜新生血管の発生、増大、
退縮における小胞体ストレスの関与を明ら
かにする。
4)PEDF や BDNF などの細胞保護効果を持
つ蛋白の遺伝子を組み込んだ遺伝子ベクタ
ーを培養細胞に導入し、in vitro における小
胞体ストレス蛋白の変動や細胞接着因子、
tight junction 構成蛋白の発現に与える効果
を検討する。
5)4)で用いた遺伝子ベクターを実験的脈絡膜
新生血管モデルに応用し、in vivo における新
生血管の発生、増大、退縮に対する影響を検
討する。
6)上記 4)および 5)のモデルに、蛋白のフォー
ルディングを是正して小胞体ストレスを軽
減 す る 作 用 を 持 つ 分 子 シ ャ ペ ロ ン の
GRP78/Bip、GRP94、GRP170 などの蛋白
を遺伝子導入により強制的に発現させ小胞
体ストレスの軽減と脈絡膜新生血管に対す
る影響を明らかにする。

３．研究の方法
AMD 患者の脈絡膜新生血管組織を手術時に

抜去した症例のうち、同意が得られた症例の
組織を組織学的に検討して構成要素を検討
するとともに、分子生物学的手法を用いて小
胞体ストレス蛋白（活性型 XBP1）の存在を検
討する。また小胞体ストレスによって影響を
受ける可能性がある tight junction を構成
するオクルディンや ZO-1、ZO-2、ならびにカ
ドヘリン、NCAM、ICAM などの細胞接着分子な
らびに VEFG、PEDF の発現についても検討す
る。また電子顕微鏡による細胞間接着装置の
形態的特長を検討して脈絡膜新生血管組織
における小胞体ストレスと細胞間結合の状
態を明らかにする。
AMD の脈絡膜新生血管組織における小胞体

ストレス蛋白（活性型 XBP1)、tight junction
構成分子、細胞接着分子、VEGF、PEDF の発現
の検討を行う。
AMD の脈絡膜新生血管組織における細胞内

小器官、tight junction などの微細構造の電
子顕微鏡による検討を行う。
臨床におけるフルオレセイン蛍光眼底造影

像では活動性の強い脈絡膜新生血管から蛍
光色素の旺盛な血管外漏出が観察される。そ
のため組織ではおそらく無秩序に増殖した
血管内皮細胞や周細胞などの血管そのもの
の組織、反応性に脱分化、増殖した網膜色素
上皮細胞、マクロファージなどの炎症性細胞
が存在すると想定される。上記実験で脈絡膜
新生血管組織における小胞体ストレスの存
在と tight junction や細胞接着因子の状態
を検討する。
tunicamycin、thapsigargin による小胞体ス
トレス誘導条件で培養した網膜色素上皮細
胞・血管内皮細胞の小胞体ストレス蛋白、細



胞接着因子、tight junction構成分子、VEGF、
PEDF の発現の検討を行う。
ヒト培養網膜色素上皮細胞および血管内皮
細胞に tunicamycin、thapsigargin を負荷し
て小胞体ストレスを誘導し、細胞に起こる変
化を検討する。
高出力レーザー光凝固によるラット脈絡膜
新生血管モデルにおける小胞体ストレス蛋
白の発現を検討し、脈絡膜新生血管の発生に
おける小胞体ストレスの関与の検討を行う。
in vitro における小胞体ストレスと tight
junction や細胞接着分子への影響を、ラット
脈絡膜新生血管モデルを用いて in vivo で検
討し、脈絡新生血管の発生、増大、退縮の過
程において小胞体ストレスがどのように影
響しているのかを調べると同時に眼内各組
織に与える影響を検討する。

４．研究成果
培養網膜色素上皮細胞において、小胞体ス

ト レ ス 暴 露 （ tunicamycin(1 μ g/ml) 、
thapsigargin(1μM)にて小胞体ストレスマ
ーカー（Bip, ATF6, CHOP, caspase-4）の発
現を western blot 法にて検討した。コント
ロール群と比較して、小胞体ストレス群では
恒常性維持に働く Bip,ATF6 の発現が増加、
一方アポトーシスに働く CHOP, caspase-4 の
発現も上昇しており、恒常性維持と細胞死へ
のプロセスの両方が働き unfolded protein
response が最大限に働いた可能性が考えら
れた。
また小胞体ストレス下での培養液中（トラン
スウエルを使用し apical 側と basolateral
側から採取）の血管内皮増殖因子（vascular
endothelial growth factor：VEGF）濃度を
ELISA 法にて検討した。apical 側の VEGF165
濃度は小胞体ストレス群ではコントロール
と比較して 24 時間後に上昇し、basolateral
側は 48 時間後に上昇していた。しかしＶＥ
ＧＦ濃度の上昇は最大で約 1800pg/mlであり
tight junctionに影響を及ぼす十分な濃度で
はなかったと考えられた。
本研究の tunicamycin、thapsigargin の濃
度・暴露時間では小胞体ストレスは網膜色素
上皮細胞に対して細胞保護的に働き、tight
junction の機能、構造が増強されていた。
VEGF の発現も上昇していたが、経上皮電気抵
抗に変化を生じさせうる十分な蛋白濃度で
はなかった。このことを臨床と関連して考え
ると、小胞体ストレスが生じることで tight
junction が強くなり、またアミロイドβの蓄
積によりブルッフ膜と網膜色素上皮の接着
が弱くなることで、網膜色素上皮剥離発生に
関与するのではないかと考えられた。
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