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研究成果の概要（和文）：硝子体の生物学的特徴を解明するために、以下の事を行った。硝子体中の分子について、細
胞破壊物を中心に解析した。代表的成分として、HMGB-1とhistoneの濃度を測定した。いずれも、網膜剥離や眼内炎で
高濃度であった。これらを培養系に添加すると、炎症性サイトカインの産生を増加させたり、アポトーシスなどの細胞
死を誘導したりした。このことから、網膜傷害時は網膜機能が損なわれるのみならず、周囲組織にも障害を及ぼすため
、速やかにそれらを除く治療が必要である。探索的研究を行った所、ヒアルロン酸が有効なことがわかったため、この
原理を用いた新しい手術法を考案した。これらのメカニズムについても、詳細に解析した。

研究成果の概要（英文）：Biology of vitreous body was investigated during the study period. First, 
molecular profile of vitreous body was evaluated by measuring such molecules as HMGB-1 and histone H3. 
The results showed that both were rich in the vitreous with retinal detachment. The co-incubation of 
HMGB-1 and histone H3 with retinal cells increased the production of inflammatory cytokines by these 
cells. Furthermore, the apoptosis was induced when added excessively. These indicated that the damage in 
retinal disease does not only cause functional impairment of the damaged retina, but also induces 
collateral damage to the surrounding retina. To prevent this complication, we found that hyaluronic acid 
was most effective, which lead to development of novel surgical method termed “soft shell vitrectomy”. 
In each project, the detailed cellular mechanisms such as involvement of toll-like receptors were also 
studied.

研究分野：眼科学
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１． 研究開始当初の背景 
 
網膜・脈絡膜病変の病態解明、治療研究につ
いて、網脈絡膜を対象とした研究は世界中で
盛んにされてきたが、硝子体を対象とした研
究はほとんどされていなかった。我々は、世
界に先駆けて硝子体研究を開始して、硝子体
特有の様々な現象を明らかにしてきた。その
結果、硝子体は単に細胞が少ない透明な組織
ではなく、眼内環境を一定に制御する特殊な
組織であることがわかった。免疫学的には、
硝子体が眼球の不要な免疫反応を抑制する
[vitreous cavity associated immune 
deviation (VCAID)]という新しい概念を提唱
した。また、硝子体細胞[hyalocyte (HC)]の
培養に初めて成功し、その性質を明らかにし
た。さらに、硝子体腔は閉鎖系であること、
クリアランスが悪いこと、炎症反応が起こり
にくいことから、細胞移植や遺伝子導入ベク
ター活用の場として、極めて優れていること
も証明した。 
現在までの我々の研究より、以下の問題点
が明らかになっている。硝子体内では、HC
という細胞が独特の反応をするが、90％以上
を占める基質成分も重要な働きをしている。
特に変性蛋白質（ペプチド）や細胞崩壊産物
が、生理的に重要な働きをするようである。
現在普及しているプロテオーム解析ではサ
ンプルの前処置が必須であり、変性ペプチド
の生理活性作用研究は、捕捉が困難であった。
我々は新しい方法を開発して変性蛋白の網
羅的解析を可能とした（蛋白デグラドーム）。
変性蛋白を含めた蛋白解析と糖鎖解析を合
わせて、硝子体環境形成に真に重要な因子を
抽出する。これは、「ビトレオーム」という
新たな研究概念である。 
 
２．研究の目的 
 
本申請は、未開拓研究分野である硝子体に
ついて、生理・病態解析・治療開発を総合的
に行うものであり、新たな研究分野「硝子体
学」を開くものといえるこのコンセプトは世
界的にも類がなく、オリジナリティーの高い
先進的なものといえる。また、硝子体は今後
の眼科薬物・遺伝子治療の臨床応用に際して、
鍵となる組織であり、本研究領域が内包する 
産業・医療への波及効果、可能性は極めて大
きい。 
 
3．研究の方法 

 
 ビトレオトーム研究：硝子体と網膜は一体
であり、硝子体研究は網膜各疾患の病態を理
解する必要がある。そのため、硝子体中の
様々な成分を測定した。硝子体手術時に得ら
れたサンプル硝子体について、目的とするも
のを（HMGB-1, histone, VEGF など）を
ELISAで測定した。それらについて、網膜剥
離モデルにおいて、どのように発現している

かを、免疫染色などで確認した。 
 ビトレオームで重要な因子である histone 
H3 について、どのように作用するのかを培
養網膜色素上皮(RPE)細胞、神経網膜細胞
R28について検索した。細胞毒性、炎症性サ
イトカインの産生をシグナル伝達に注意し
て検索した。 
 さらに、これらによる有害作用を防止する
方法を硝子体自身に求めた。硝子体と
histone H3 を混合することで上記作用がど
のようになるかを検索した。 
 
 RPE 細胞の影響：硝子体疾患においては、
硝子体に出現する RPE 細胞が重要な働きを
している。そのため、RPEの生体作用につい
て研究を行った。特に疾病発生時に出現する
紡錘型あるいは非極性 RPE 細胞と、生理的
あるいは正常時の極性 RPE 細胞の反応性の
違いは全く研究されていなかった。そこで、
2種類の細胞を作製し（極性 RPE細胞、非極
性 RPE 細胞）それらの反応性について検討
した。それぞれ我々の開発した方法で 2 
chamber culture systemで培養し、細胞の形
態、炎症性分子の影響、および同じ条件をラ
ットで行い VEGF の発現がどのように影響
を受けるか検証した。 
 
 画像解析研究：硝子体の病態は、少子遅滞
自身よりもむしろ網膜の状況に影響をうけ
ることが分かってきたので、硝子体成分と網
膜画像（光干渉断層計、OCT）がどのように
関係しているかを検討した。前で得られた、
硝子体成分と同疾患の画像の関連を調べた。 
 
４．研究成果 
 
ビトレオーム研究：histone H3 は、網膜剥離
眼で明らかに高濃度存在していた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 各疾患における histone H3 濃度。網
膜剥離で高値である（RRD）。 
 
これを免疫染色で検討すると、網膜剥離眼の
網膜下に histone H3 は多量に存在し、その
部には macrophage が多数浸潤して histone 
H3 を貪食していた(図２)。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 網膜下に赤色の histone が滲出し、
macrophage に貪食されている（緑色）。 
 
さらに histoneを培養網膜色素上皮細胞に添
加すると細胞死を引き起こした。そこでこの
有害な作用を抑制するために硝子体と混合
すると、histone は凝集塊を形成していた。
そこで、硝子体主成分であるヒアルロン酸を
添加した所、histone の有害作用が大幅に減
少した（図３）。このことは、ヒアルロン酸
を用いることで、手術などの有害作用が抑制
できることを示したものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ヒアルロン酸によるhistone誘導性細
胞傷害の抑制作用 

RPE 細胞の研究： 
 
 RPE 細胞を極性細胞(polarized cell)と非
極性細胞(non-polarized cell)に分けて性質
を調べると、大きな構造上の差が見られた
（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 極性細胞（上段）は敷石状の形態を取、
細胞の周辺に ZO-1 が綺麗に分布する（上段
中）。絨毛構造も十分に発達している（上段
右）。それに比べて、非極性細胞はそれらが
いずれも発達していない。 
 
それらの細胞を用いて、組織壊死因子
(TNF-a)に対する反応性を調べた。その結果、
極性細胞では VEGF の分泌が減少するのに対
して、非極性細胞では VEGF の分泌が増加し
た（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ TNF-a 刺激による VEGF 分泌の差。極性
細胞と非極性細胞はTNF-aに対する反応性が
逆である。 
 
 
従来、炎症下では RPE 細胞は VEGF 分泌を亢
進して血管新生を引き起こすとされてきた
が、正常の状態ではむしろ減少させた。その
メカニズムを解明するために、数多くの細胞
内シグナルについて検討した。その結果、以
下の事がわかった。非極性細胞では、常に転
写因子Nf-kBがドライブされているが、Nf-kB
は VEGF を誘導する、JNK 系に対して抑制的に
働く。TNF-a で刺激すると、JNK, Nf-kB いず
れも刺激するが、Nf-kB の刺激は既に最大に

 

 

 

 



働いているので相対的にはJNKをドライブす
る力の方がまさり結果的に VEGF の産生が更
新する。一方極性細胞では、Nf-kB はほとん
ど働いていない。そこに Nf-kB 刺激作用が働
くと、JNKへの抑制が強く働き、結果的にVEGF
産生が抑制されるのである（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 極性細胞と非極性細胞の反応性の違
いを示した図 
 
画像診断と硝子体成分： 
 
糖尿病網膜症患者の硝子体液を採取して、
VEGF, IL-6, IL-8 の量を測定した。 
OCT 画像を黄斑浮腫の形態によって、diffuse
型、cyst 型、subretinal fluid 型に分けて
相関を取った。その結果、subretinal fluid
型と Il-6 について有意な相関がみられた。
そこで、SRD の輝度を測定し、（図７）相関を
調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ OCT画像のうちで subretinal fluid の

輝度を測定して（黄色線で囲まれた所）相関
を調べた 
その結果、VEGF の濃度と subretinal fluid
の濃度に有意な相関を認めた（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ OCT 輝度と硝子体各因子の相関。VEGF
とのみ相関を示し、それ以外とは相関を示さ
なかった。 
 
つまり、硝子体の環境を知るには、硝子体液
取る必要性は必ずしもなく、OCT 画像により、
大まかな推定ができることになる。これは、
臨床現場においては、患者への負担が減る優
れた方法である。 
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