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研究成果の概要（和文）：眼内増殖性疾患病態における硝子体細胞の役割をしらべるために、我々

が以前に樹立したブタ硝子体由来細胞を用いて、病態において上昇する炎症性サイトカインに

よる反応を検討したところ、サイトカイン刺激によるヒアルロナン産生調節が認められた。ま

た、眼組織の他の細胞と比較するために結膜組織由来細胞系統を樹立した。結膜組織由来細胞

も炎症性サイトカインによるヒアルロナン産生調節が認められた。

研究成果の概要（英文）： Inflammatoly cytokines increased in intraocular proliferative 
diseases induced the hyaluronan production regulation on porcine vitreous derived cells
which we have established. To compare this cell reaction, we established the 
conjunctiva-derived cell strains. Inflammatoly cytokines also induced the hyaluronan 
production on these cell strains.
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１．研究開始当初の背景
⑴眼内増殖性疾患は難治性疾患であり、外

科的治療が功を奏さず失明に至ることもあ
る。これまでの病態研究の対象は主に網膜で
あった。

⑵眼内には硝子体細胞と呼ばれる細胞が
わずかながらに存在しているが、これまで病
態との関連についての研究はほとんどされ
ていなかった。
  ⑶硝子体細胞を用いた分子生物学的研究
を進めるために、研究者らはブタ硝子体組織
より不死化遺伝子を用いて細胞株を樹立し
た。

⑷ブタ硝子体細胞は、病態にて上昇する

種々の炎症性サイトカインによるヒアルロ
ナン産生調節が認められた。ヒアルロナンは
細胞外マトリックスのひとつで、細胞の増殖
／分化／移動などの生理活性作用をもつと
いわれており、眼内増殖性疾患におけるサイ
トカイン・硝子体細胞・ヒアルロナンの関連
を調べることが病態の新たな解明となるこ
とが期待された。

２．研究の目的
⑴ブタ硝子体由来細胞株を用いて、眼内増

殖性疾患にて上昇する炎症性サイトカイン
IL-1,IL-1,TNF-による反応性をヒアルロ
ナンを中心に調べる。
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⑵ヒト眼組織（硝子体以外）より、ヒアロ
サイトの初代培養を試みる。また、不死化遺
伝子導入による細胞株樹立を目指す。これら
は硝子体細胞との比較に用いることが目的
である。

３．研究の方法

⑴細胞：硝子体細胞として、我々が以前に
樹立したブタ硝子体由来細胞株
（K.Nishitsuka et al.Exp. Eye Res. 2007）
を用いた。

⑵遺伝子発現(mRNA)：サイトカイン刺激に
よる種々のターゲット遺伝子の mRNA レベル
での発現調節を RT-PCR にて検討した。

⑶ヒアルロナン産生：サイトカイン刺激に
よるヒアルロナン産生量をELISAにて測定し
た。

⑷ヒト結膜由来細胞株樹立の試み：倫理委
員会承認の上で、臨床検体より得られた結膜
組織の初代培養を行い得られた細胞にヒト
パピローマウイルス遺伝子 E6E7 を遺伝子導
入し、細胞の株化を試みた

４．研究成果

⑴TNF-によるブタ硝子体細胞の反応性

眼内増殖性疾患において眼内（硝子体内）
で上昇するサイトカインの一つである TNF-
と硝子体細胞・ヒアルロナンの関連を調べる
ために、TNF-によるブタ硝子体細胞の反応
性を、ヒアルロナン産生、細胞増殖について
検討した。ブタ硝子体細胞において、TNF-
刺激による増殖抑制が認められ、ヒアルロナ
ン合成酵素阻害剤である 4-メチルウンベリ
フェロン（4-MU）によりさらなる細胞増殖抑
制を認めた。TUNEL 染色にて細胞増殖抑制は
アポトーシスが主体であることが確認でき
た。TNF-刺激によるヒアルロナン合成酵素
（HAS2）の発現亢進が mRNA レベルで認めら
れ、タンパク質レベルにおけるヒアルロナン
産生促進も認められた。TNF-によるヒアル
ロナン産生促進は、4-MU にて抑制された。ブ
タ硝子体細胞において TNF-によるヒアルロ
ナン産生調節が認められ、眼内増殖性疾患に
硝子体細胞・TNF-・ヒアルロナンが関与し
ている可能性が示唆された。硝子体細胞にお
いて TNF-によって産生亢進されるヒアルロ
ナンとアポトーシスの関連が病態に関与し
ている可能性がある。

⑵IL-1,IL-1によるブタ硝子体細胞の反
応性

眼内増殖性疾患において眼内（硝子体内）
で上昇するサイトカインの中の IL-1,IL-1
と硝子体細胞・ヒアルロナンの関連を調べる
ために、IL-1,IL-1によるブタ硝子体細胞
の反応性を、ヒアルロナン産生、細胞増殖に
ついて検討した。ブタ硝子体細胞において、
IL-1,IL-1は刺激は細胞増殖に影響を与え
なかった。IL-1,IL-1刺激により HAS2 の発
現亢進が認められた。これらの反応のシグナ
ル伝達を解析すると、TAK を介していること
が判明し、病態の解明・新たな治療などに重
要と考えられた。

⑶結膜由来細胞系統の樹立

ヒト結膜組織より細胞系統を樹立するこ
とができた。結膜由来細胞は TGF−,PDGF−BB
の刺激によりヒアルロナン産生が促進され
た。

⑷今後の展望

これまでの成果のまとめを図に示した。
図

眼内増殖性疾患病態において上昇するサ
イトカイン（IL-1,IL-1TNF-によって、
硝子体細胞においてヒアルロナン産生調節
が認められた。ヒアルロナンは、分子量によ
って生理活性が異なるといわれており、病態
におけるヒアルロナンの役割を調べるため
に、今後は臨床検体（硝子体液）中のヒアル
ロナン定性・定量の検討が必要である。また、
実際の病態には網膜色素上皮、網膜、血管な
どの組織／細胞が存在するため、それらと硝
子体細胞とのネットワーク解明のための研
究が必要である。
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