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研究成果の概要（和文）：我々は、増殖組織マイクロアレイ解析を行い、約300の増殖組織特徴的遺伝子群の抽出をし
ている。今回、新しくコラーゲンの構造を染色することなく観察可能なSHG顕微鏡を用いて、コラーゲン上に網膜色素
上皮細胞を培養し、多数の目的タンパクで刺激をすることでコラーゲン再構築へのの影響を同時にかつ、継時的に観察
することができるモデルを開発し、それを用いてペリオスチン・テナシンC等のコラーゲン再構築への作用を評価した
。一方で、それらのタンパクの機能について、眼内細胞（網膜血管内皮細胞・網膜色素上皮細胞）を用いて細胞遊走・
増殖・管腔形成に促進的に働くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We recently have revealed the ocular proliferation-associated genes by microarray 
analysis of intraocular proliferative tissues. We have previously reported a new realtime 
collagen-remodeling models using the SHG microscope.　SHG microscope is based on a nonlinear optical 
effect known as second-harmonic generation and can image collagen structures without staining. In this 
project, we use the multi-well culture slides(μ-Slide Angiogenesis, ibidi) to evaluate the effect of 
multi proteins on collagen remodeling at once. We evaluated the effect of occular 
proliferation-associated proteins including periostin and tenacin C on the collagen remodeling. We also 
revealed that periostin and tenacin C promoted the retinal cell(retinal endothelial cell and retinal 
pigment epithelial cell) migration, proliferation and tube-formation.

研究分野： 眼科学

キーワード： 眼増殖性疾患　網膜色素上皮細胞　SHG光　コラーゲン　リモデリング

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景： 
増殖性網膜疾患では網膜前・後面に増殖組
織を生じ、その収縮に伴う牽引性網膜剥離
が失明の原因となる。我々はコラーゲン線
維量・配向を観察できる SHG 顕微鏡を用
いて患者増殖膜内コラーゲン線維を評価す
る全く新しい方法を確立した。また、コラ
ーゲンゲル 3 次元培養細胞系を用いて、新
しいコラーゲン線維リモデリング観察系を
確立している。さらに、増殖組織マイクロ
アレイ解析を行い、約 300 の増殖組織特徴
的遺伝子群の抽出に成功した。本研究では、
新しく確立したこれらコラーゲン評価系を
用いて、増殖組織特徴的遺伝子群のうち病
態進展の主因子を効率的にスクリーニング
する。加えて、臨床硝子体サンプルで発現
の再現性を調べ、疾患動物モデルで機能解
析を行う。 
２． 研究の目的： 
本研究の最終目標は増殖組織から得られた
新規増殖組織特徴的遺伝子群を基盤とする
エビデンスに基づいた新しい診断と治療を
開発することである。この目的に向け、研
究期間内に以下のことを目的とした。(1) 
SHG 顕微鏡を用いたコラーゲン線維リモ
デリングモデルを活用し、現在我々が所有
する新規分子標的候補のスクリーニング系
を確立する。(2)臨床増殖組織サンプルを用
いて、コラーゲン線維構築という新しい視
点から評価した増殖組織の活動性・成熟度
と新規病因タンパク発現の関連検討を行う。 
(3) 新規診断、治療法開発の基盤作成。 
３． 研究の方法 
(1)これまでの 6cm Dish を用いたゲルでは、
大量の候補タンパクを同時にスクリーニン
グすることには適さないために、まず評価系
の縮小化につとめた。最終的にはマイクロス
ライドを用いた評価系に落ち着いた。RPE 細
胞を接着させたコラーゲンゲルの構造を観
察するために, 15 ウェルマイクロスライド 
(μ-Slide Angiogenesis, ibidi,) を用いてサン
プルを作製した。 コラーゲンゲルを10.5 μl
注入し、 その上に RPE 細胞を播種して 50 
μl の培養液で培養した。詳細については特
許取得のため、本報告書では割愛する。 
(2)増殖膜サンプルを用いた検討では、SHG
顕微鏡及び増殖膜収縮の原因とされる筋線
維芽細胞の同定目的で平滑筋アクチン線維
染色（抗α－SMA）、核染色を用いて、SHG
強度（I 型コラーゲンの総量・及び配向を反
映）と細胞分布との相関について詳細に検討
を加えた。 
(3)候補増殖因子のうちで、有望なテナシン C、
ペリオスチンについて増殖糖尿病網膜症硝
子体内の濃度、及びテナシンの網膜血管内皮
細胞への影響について、増殖、遊走、管腔形
成への影響について検討を加えた。同時に、
ペリオスチンについては、九州大学吉田講師
のチームと連携を図り、ペリオスチンの核酸
医薬を用いて脈絡膜レーザー血管新生モデ

ルの線維化抑制効果について検討を加えた。 
４．研究成果 
(1)6cm Dish を用いた検討では、ペリオスチ
ン刺激により、SHG 輝度の上昇を認め、ペ
リオスチンが RPE 細胞を介して、コラーゲ
ン再構築を促進する事が、明らかとなった。 
図１．SHG 輝度の変化率（％） 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
マイクロウェルスライドを用いて評価系を
縮小した際に、ウェル内のゲルの表面の歪み
が6cmDishと比較して大きくなるために、SHG
輝度を評価する際に、SHG 輝度のばらつきと
して問題となった。そのため、コラーゲンゲ
ル表面の解析を行い、比較的歪みの少ない範
囲を撮像に適している領域をウェルの中心
から一定の部位で評価とした。またコラー
ゲンゲル内の撮影面積の至適化を行い、一
定の撮像面積の撮像を三か所行うことが、
ゲル間の輝度の偏りを抑えることに有効で
ある事が明らかとなった。その評価系を用
いて、TGFβ、ペリオスチン、テナシン C
について検討を加えた結果、TGFβのみが
SHG 輝度を有意に促進した。（図２） 
図２. マイクロウェルスライドを用いた
SHG 輝度の変化率 

 
このマイクロウェルを用いたコラーゲン再
構築モデルの作製に、予定より多くの時間
を要した。今後は、この改善した系を用い
て他の増殖組織特徴的タンパク群について
検討を行う予定である。 
(2)ヒト摘出増殖膜のコラーゲン構成と筋
線維芽細胞分布について 
増殖糖尿病網膜症患者で、視神経乳頭周囲
にわずかにできた増殖膜からアーケード血
管に沿って白色の線維化を伴った増殖膜ま
で、増殖膜の成熟に伴い、増殖膜内の SHG
輝度とα－SMA 陽性細胞の分布について
検討を加えた。SHG 輝度とα－SMA 陽性
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細胞の分布に正の相関があることを明らか
にしている。今後はこの評価系を用いて、
局所における増殖組織特徴的遺伝子群タン
パク発現とコラーゲン分布・SMA 陽性細
胞分布について組織学的評価を行う予定で
ある。 
図 3.増殖膜内のコラーゲン分布と SMA 陽
性細胞分布相関 
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（図３．ヒト増殖膜中のコラーゲンと平滑筋
様細胞の分布の可視化／石原七海，佐々由季
生，福島修一郎，荒木勉 第 24 回バイオフ
ロンティア講演会 京都市 より抜粋） 
 
(3)網膜色素上皮細胞（RPE 細胞）を用い
て、ペリオスチンの機能解析を行い、ペリ
オスチンが細胞の遊走を促進することが明
らかとなった。（発表論文５、6 参照）また、
ペリオスチンの核酸医薬を九州大学吉田講
師と共同で作製し、脈絡膜レーザー血管新生
モデルの線維化抑制効果を持つことを明ら
かとした。（発表論文１０参照） 
テナシン C については網膜血管内皮細胞を
用いた検討で、細胞増殖、遊走、管腔形成を
促進することが明らかとなっている。（第 119
回日本眼科学会にて発表、2015 年 4 月、札
幌市） 
一方で、硝子体内のペリオスチン濃度と増殖
糖尿病網膜症の病態との関連について検討
を加え、増殖糖尿病網膜症でも、牽引性網膜
剝離を伴う症例で、硝子体内のペリオスチン
濃度が高いことが明らかとなっている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

( 図 4 ． The Concentration of Periostin 
Increased in the Tractional Retinal 
Detachment Cases with Proliferative 
Diabetic Retinopathy.   Rie Takahashi, 
Yukio Sassa, Shigeo Yoshida, Yusuke Saeki, 
Tatsuro Ishibashi, Toshihiro Kono, 
ARVO2014 オーランド、アメリカ より抜
粋） 
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