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研究成果の概要（和文）：ヒト網膜色素上皮細胞の培養条件を調整し細胞極性を持つ状態での実験を行った。希
少糖と共培養後した細胞に過酸化水素刺激で抗酸化作用を評価し、希少糖の抗酸化作用を示す傾向はあったもの
の統計的な有意差は得られなかった。実験条件を調整を検討していたがLonza社の細胞が販売中止となり、将来
希少糖を用いた治療に適する網膜疾患を調べる目的で様々な疾患の硝子体手術で得た眼内液中の炎症性サイトカ
インを測定し、糖尿病網膜症が対象疾患に適すると判断した。分子Xについても糖尿病網膜症で濃度上昇が確認
され、アフリベルセプトとラニビズマブ投与の影響を比較した結果、ラニビズマブがより強く分子Xの濃度を低
下させた。

研究成果の概要（英文）：Experiments were performed on human retinal pigment epithelial cells in a 
state of cell polarity by adjusting the culture conditions. The antioxidant effect of hydrogen 
peroxide stimulation on cells co-cultured with rare sugars was evaluated, and although there was a 
tendency for rare sugars to exhibit antioxidant effects, no statistically significant differences 
were obtained. We were considering adjusting the experimental conditions, but Lonza's cells were no 
longer available, so we measured inflammatory cytokines in intraocular fluid obtained from 
vitrectomies for various diseases to investigate retinal diseases suitable for treatment with rare 
sugars in the future, and determined that diabetic retinopathy was suitable as a target disease. 
Molecule X was also found to be elevated in diabetic retinopathy, and a comparison of the effects of
 aflibercept and ranibizumab administration showed that ranibizumab reduced the concentration of 
Molecule X more strongly than aflibercept.

研究分野： 眼科　網膜硝子体分野

キーワード： 網膜色素上皮細胞　希少糖

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
使用予定であった網膜色素上皮細胞が販売中止となってしまうなど、研究が予定通りに進まないこともあったが
抗炎症作用が期待されている希少糖がその効果を発揮できる可能性がある網膜疾患を硝子体中の炎症性サイトカ
イン濃度を測定することで絞ることができた。また、今回測定したの炎症性サイトカインの一つが現在眼科臨床
で頻用されている抗VEGF薬であるラニビズマブやアフリベルセプト投与後に異なる反応を呈しており、網膜疾患
治療における薬剤の使い分けを基礎医学的な見地から提唱できることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 加齢黄斑変性（AMD）は日本の中途失明の主要原因の一つであり、網膜色素上皮細胞（RPE）
がその発症に深く関与している。RPE は感覚網膜や脈絡膜の恒常性維持に重要な役割を果たし
ており、視機能の維持に不可欠な細胞である。50 歳以上の 13.6％が AMD の前駆段階にあり、
治療が必要な wet AMD は 50 歳以上の 1.2％に存在し、いずれも増加傾向にある。 
従来、AMD には治療法がなかったが、抗血管内皮細胞増殖因子（VEGF）薬の登場により、

視力の維持が可能となった。しかし、以下の問題点が残っている。まず、AMD は治癒せず、多
くの患者が高額な抗 VEGF 薬を継続的に投与する必要があり、2019 年の薬剤費は年間 886 億
円で眼科医療費の約 1 割を占める。また、抗 VEGF 薬投与でコントロールされていても、長期
的には RPE の萎縮により視力低下が生じる。さらに、VEGF の抑制だけでは不十分であり、前
駆段階では抗 VEGF 投与が無効である。 

AMD の危険因子には加齢、喫煙（酸化ストレス）、C 反応性蛋白（CRP）の高値があり、補
体関連遺伝子多型が AMD の発症に関与している。これらの要因から、慢性炎症が AMD の病態
に関与していると考えられる。加齢に伴う低レベルの炎症状態（inflammaging）が加齢関連疾
患の基盤病態とされ、AMD にも関与していると考えられる。inflammaging を制御し、AMD 前
駆状態からの進行を防ぐことが重要である。 
以上のことから、AMD の治療には VEGF の抑制だけでなく、炎症制御による未病の対策が

求められていた。 
２．研究の目的 
希少糖とは自然界に存在量が少ない単糖およびその誘導体を指すが、現在ではブドウ糖など

の天然型単糖から希少糖を大量生産できる。D-プシコースなど一部の希少糖は抗酸化作用や細
胞増殖抑制作用、細胞保護作用などの生理活性が報告され、機能性保健食品として市販されてい
る。我々は 1,5-Anhydro fructose（1,5-AF）の抗炎症作用や抗酸化作用を報告してきた。特に
1,5-AF が AMP-activated protein kinase(AMPK)を活性化することに注目し、現在も研究を続け
ている。老化促進モデルマウスに 1,5-AF を投与すると、非投与群に比べて膝関節の可動範囲が
広く、関節軟骨の増殖による骨棘形成が抑えられ、眼瞼炎の重症度も低かった。これは 1,5-AF
の経口投与が老化促進マウスの局所炎症を抑制することを示唆している。 
関節腔はヒアルロン酸を主成分とする関節液を骨表面に存在する関節軟骨と滑膜・関節包で

覆う閉鎖組織であり、ヒアルロン酸やコラーゲンからなる点で硝子体を含む眼球との共通点が
多い。そこで、本研究では 1,5-AF の抗炎症作用を介した AMD 前駆病変から wet AMD への進行予
防効果、および抗酸化作用を介した wet AMD 治療効果を検証し、AMD の VEGF 非依存性新規治療
薬の可能性を探ることを目的とした。 
３．研究の方法 
 a. 極性を持つ網膜色素上皮細胞の培養について 
 ヒト網膜色素上皮細胞（Lonza 社）を安定して培養するために 12well plate での培養を試み
た。培養後、3 日目、7日目、10 日目と顕微鏡による形態的評価と径上皮抵抗値の測定により細
胞の状態を評価する。また、通常の 12well plate に培養した網膜色素上皮細胞（極性を持たな
いもの）も実験に用いた。 
 b.色素上皮細胞を用いた希少糖の抗酸化作用の評価 
 網膜色素上皮細胞に希少糖を 24 時間前から共培養を行った後に、濃度と暴露時間を振り分け
た過酸化水素水で刺激を行った。細胞障害については、顕微鏡による形態的な評価と MTT assay
を行った。また培養液中の炎症性サイトカインについては ELISA 法で測定を行った。 
 c.網膜疾患の硝子体中の炎症性サイトカイン測定 
 希少糖の抗酸化作用、抗炎症作用が有効な網膜疾患を調べる目的で当院眼科で実施した硝子
体手術中に収集した硝子体サンプル中の炎症性サイトカイン濃度を測定した。この結果から、対
象疾患を絞った上で、分子 Xの濃度をエライザ法で測定した。更に、硝子体手術の術前に抗 VEGF
薬であるアフリベルセプトもしくはラニビズマブを事前に投与していた症例の硝子体サンプル
中の分子 Xの濃度を測定した。 
 
４．研究成果 
 細胞実験のために、ヒト網膜色素上皮細胞（Lonza 社）を安定して培養するために過去の報告
に基づいて 12well plate での培養を試みた。網膜色素上皮細胞は上皮細胞の性質を持つと、細
胞極性を持ち正六角形の形状となる。本研究では、in vivo の状態を再現するために細胞極性を
持つ状態で実験を行うことにした。12well plate に播種後、3日目にはコンフルエントになった
が、5 日目には正六角形の形状となり、10 日目には細胞死が目立つようになった。この結果か
ら、5日目～7日目の細胞が細胞極性を持つと考え、実験に使用した。 
 
希少糖の抗酸化ストレス作用を調べるために、網膜色素上皮細胞を希少糖と共培養し、その後過
酸化水素刺激を行った。顕微鏡による評価、MTT 試験、炎症性サイトカイン（IL6、IFN、TNF、



IL1β）の測定を ELISA 法で実施した。MTT 試験では、コントロールと比較して、希少糖共培養
群では細胞死の割合がわずかに減少したが、過酸化水素刺激では細胞死が増加した。希少糖＋過
酸化水素水刺激群では、過酸化水素水刺激群よりも細胞死の割合が減少すると予想していたが、
統計学的に有意な結果には至らなかった。また、各種炎症性サイトカインについても、現在の条
件では過酸化水素刺激群、希少糖共培養群ではコントロールと比較して傾向は確認できたが、統
計学的な有意差は出ていない。 
 
これらの結果は、網膜色素上皮細胞が極性を持つと、従来の培養細胞よりも細胞死を起こしにく
くなることが影響している可能性が考えられる。そこで、条件を調整して同様の実験を行ってい
く予定であった。しかしながら、研究に使用している Lonza 社のヒト網膜色素上皮細胞が販売中
止となったことが分かった。これにより、この網膜色素上皮細胞で研究を終えることができるか
見通しが立たなかったため、最終年度（2023 年度）に実施を予定していた研究を早めて行うこ
とにした。本研究は希少糖の抗炎症作用を研究する計画であり、鹿児島大学病院眼科で硝子体手
術を受けた症例の手術中に採取した硝子体中の炎症性サイトカインを ELISA 法で測定した。今
回の対象疾患は、黄斑前膜（硝子体中の炎症性サイトカインがほとんどなくコントロールとして
用いられる）、糖尿病網膜症、裂孔原性網膜剥離とした。炎症性サイトカインとして、IL-6、IFN-
γ、TNF-α、IL-1βの 4 種類を測定した。 
 
その結果、糖尿病網膜症ではコントロールと比較して IL-6 が上昇していることが分かった。ま
た、我々は上記 4 種類の他にも炎症に関する分子 Xについて解析を行った。硝子体手術前に糖尿
病網膜症や滲出型加齢黄斑変性の治療として用いられる抗血管内皮増殖因子薬であるアフリベ
ルセプトとラニビズマブを投与した糖尿病網膜症と黄斑前膜（コントロール）の症例について、
分子 X の濃度を測定した。その結果、分子 Xは黄斑前膜と比較して糖尿病網膜症で濃度が上昇し
ていることが分かった。 手術前に抗 VEGF 薬として臨床で用いられているアフリベルセプトと
ラニビズマブを投与した糖尿病網膜症患者の硝子体液における分子 X への影響を比較したとこ
ろ、ラニビズマブではアフリベルセプトに比べてより強く分子 X の濃度を低下させていること
が分かった。現在眼科臨床で頻用されている抗 VEGF 薬であるラニビズマブやアフリベルセプト
投与後に異なる反応を呈していることは興味深く、網膜疾患治療における薬剤の使い分けを基
礎医学的な見地から提唱できることが期待される。今後は分子 X の濃度が糖尿病網膜症のどの
ような臨床所見と相関があるのかを調べ、分子 X が本疾患のバイオマーカーとなり得るのかを
検討する予定である。 
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