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研究成果の概要（和文）：網膜組織幹細胞の分化、増殖に関わる分子の探索とその制御機構を網膜傷害モデル動物およ
び眼疾患サンプルを用いて解析した。網膜傷害モデルでは非ステロイド抗炎症薬投与により炎症性サイトカインである
IL-6スーパーファミリーに属するCNTFの発現ならびに移植された神経幹細胞のグリア分化を抑制することができた。眼
疾患サンプルを用いた解析では白内障、緑内障、網膜疾患特異的に炎症サイトカイン、細胞増殖因子、アミロイド関連
タンパク質の発現上昇が明らかになった。網膜剥離、黄斑上膜疾患を有する硝子体液には網膜色素上皮細胞の分化、形
質転換誘導作用があり、smad、NF-κBのリン酸化シグナルの関与が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study was related to the control mechanism differentiation of retinal tissue 
stem cells and was analyzed by using a sample eye disease and retinal injury animal model. It was possible
 to suppress glial differentiation of neural stem cells transplanted as well as the expression of CNTF bel
onging to the IL-6 superfamily is an inflammatory cytokine by a non-steroidal anti-inflammatory agent admi
nistered in the retinal injury animal model. Increased expression inflammatory cytokines, growth factors, 
of amyloid-related proteins was revealed cataract, glaucoma, and retinal disease in specific in the analys
is using a sample eye disease. In retinal pigment epithelial cell culture analysis, the transformation-ind
uced effect on the vitreous humor with retinal detachment, epiretinal membrane disease, involvement of pho
sphorylation signal smad, of NF-kB has been revealed.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症は本邦 
の失明原因の上位にあり、患者数は増加の一 
途にある。既に重篤な状態に陥り、機能喪失 
した網膜疾患に対する有効な治療法は現時 
点ではない。 
(2) 難治網膜疾患に対する新たな治療戦略 
のひとつとして、幹細胞網膜移植が試みられ 
ている。成体眼内に網膜組織幹細胞が発見さ 
れ、拒絶反応を回避できる移植細胞源として 
注目されている。 
(3) 神経前駆細胞を用いた神経再生治療では、
移植細胞が病的組織内で適切にニューロン
へ分化しネットワークを形成することが必
要である。幹細胞治療の臨床応用に向けた基
基盤研究として本研究の着想に至った。 
２．研究の目的 
網膜幹細胞の分化増殖能に影響を与える眼 
内因子の探索を行ない、疾患モデル、傷害網 
膜での網膜再生に関わる分子メカニズム、細
胞間相互作用について明らかにすることで、
網膜再生の制御機構を細胞分子レベルで解
明する。 
３．研究の方法 
(1)網膜傷害モデルにおける炎症性サイトカ
インの発現と制御機構 
成体ラットにグルタミン酸受容体阻害剤Nメ
チルDアスパラギン酸硝子体内投与による網
膜神経障害モデル、網膜光傷害モデルを作成
し、傷害網膜内における IL-6 ファミリーに
属する網毛様体由来神経栄養因子(CNTF)、
IL-6 受容体構成分子である glycoprotein   
(gp)-130 の発現についてウェスタンブロッ
ト法を用いて経時的に調べた。非ステロイド
抗炎症剤（NSAID）を傷害モデルラット腹腔
内に投与し CNFT、gp130、グリア細胞線維性
酸性タンパク質(GFAP)の発現制御効果につ
いて検討した。網膜傷害モデルを作製したの
ち、網膜傷害モデルに胎生 14 日マウス胎仔
終脳より精製した神経前駆細胞を移植し、宿
主網膜内における移植細胞の分化を免疫組
織学的方法で観察した。 
(2)疾患サンプルによる生理活性分子の探索 
白内障、緑内障、硝子体手術時に前房水、硝
子体液を採取し、サンプル中の生理活性物質
の濃度をマルチプレックスイムノアッセイ
により測定した。 
(3)硝子体液中の生理活性の探索 
培養色素上皮細胞を用いて細胞分化、形質転
換への影響を検討した。網膜剥離、黄斑上膜、
黄斑円孔の手術時得られた硝子体液をヒト
由来網膜色素上皮細胞の培養液に添加し、形
質転換に関わるベータ型変異増殖因子(TGF-
β)細胞内シグナルの発現についてウェスタ
ンブロット法を用いて検討した。創傷治癒ア
ッセイ（Wound healing assays）に術中硝子
体サンプル液を添加し、網膜色素上皮の遊走
能への影響をみた。 
４．研究成果 
(1) 網膜傷害モデルにおける炎症性サイト

カインの発現と制御機構 
gp130 の発現上昇は傷害 8時間、24 時間後に
認められ、傷害後 1週間まで有意に増加して
いた。NSAD の投与によりその発現は有意に抑
制された。CNTF の発現は傷害後 1週間後に上
昇するものの、NSAID の投与によりその発現
は有意に抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
移植網膜においてもNSAID投与により網膜内
のグリア細胞線維性酸性タンパク質(GFAP)、
CNTF の発現が減少した。さらに移植幹細胞の
グリアへの分化が抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 疾患サンプルを用いた生理活性分子の
探索 
白内障術前後の前房水サンプルにおいて炎
症関連の生理活性物質 MCP-1、IL-8、TNFα、
VEGF、PDGF-AA のうち、MCP-1、IL-6 の有意
な発現上昇が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



緑内障手術において前房内のMPC−1濃度と術
後の眼圧コントロール成績に相関があるこ
とが示唆された。 
緑内障の前房水サンプルでは原発隅角緑内
障においてアルツハイマー関連分子アポリ
ポプロテイン(AP)AI、ApoCIII、ApoE、トラ
ンスサイレチン(TTR)、補体 H因子、補体第 3
成分、α２マクログロブリン(α2M)のうち、
Apo AI、ApoCIII、 ApoE、TTR、α2M の濃度
が白内障と比較して有意に濃度が高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに原発開放隅角緑内障において視野障
害の程度と前房内 ApoAI、ApoE、TTR、CFH 濃
度に有意な正の相関が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
糖尿病網膜症手術硝子体サンプル、増殖組織
切片においてアンギオポイエチン様タンパ
ク質（Angptl）2 の発現が認められた。 
(3)硝子体液中の生理活性の探索 
培養ヒト網膜色素上皮細胞に網膜剥離、黄斑
上膜、黄斑円孔手術中に得られた硝子体サン
プルを添加培養し、TGF-β細胞内シグナルの
発現変化をみたところ、黄斑上膜において
p38MAPK の上昇が認められた。擦過刺激を加
えると硝子体サンプル濃度依存性にsmad2リ
ン酸化の発現上昇を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
網膜剥離、黄斑上膜の硝子体液添加により擦
過刺激による p38MAPk、NF-κBの活性化が認
められた。網膜色素上皮細胞を3次元培養し、
その形態変化を観察したところ、網膜剥離由
来の硝子体液添加により浸潤形態への分化
誘導が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
疾患眼内には炎症性サイトカインのみなら
ず細胞の機能、分化に影響を与える様々な生
理活性物質の存在が示唆され、移植再生治療
において細胞分化、機能発現に影響する分子
メカニズムの解明、制御機構の開発が必要で
あると考えられた。 
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