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研究成果の概要（和文）：網膜色素上皮細胞の上皮間葉転換 (EMT) を検討した。我々は、炎症性サイトカインTumor n
ecrosis factor-αがヒアルロン酸受容体CD44の細胞質内ドメイン結合タンパクであるMerlinの発現低下を誘導し、Mer
linの発現低下により、CD44とActin細胞骨格の架橋タンパクであるERMタンパクが活性化すると同時にヒアルロン酸の
細胞内取り込みが亢進し、このヒアルロン酸取り込みがp38MAPKの活性化に必要であった。MerlinはTAK1の活性化にも
関与し、p38MAPKのリン酸化、細胞増殖を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Our results demonstrated that merlin exerts inhibitory effects on TNF-α-induced 
EMT by regulating hyaluronan endocytosis and the TAK1-p38MAPK signaling pathway. The proliferative and 
mesenchymal characteristics of RPE cells play important roles in the development of intraocular fibrotic 
disorders.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 
応募者は以前小胞体ストレスや酸化ストレ
スが緑内障の網膜興奮毒性に関与すること
を明らかにした。(Awai M, Inomata Y et al. 
Journal of Neurochemistry. 2006, Inomata Y et 
al. Journal of Neurochemistry. 2006) その後本
疾患の基礎的研究として加齢黄斑変性モデ
ルマウスの解析によりマクロファージ や血
管内皮の酸化 LDL 受容体発現の解析から、
脈絡新生血管の発症機序において酸化スト
レス修飾産物による病態増悪機序を解明し、
また細胞内レドックス制御による病態進展
の抑制機序を解明し加齢黄斑変性症におけ
る新規メカニズムを提唱してきた。(Inomata 
Y et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2008, 
Inomata Y et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 
2009) 一方、当研究室では、酸化ストレスに
より網膜色素上皮細胞(retinal pigment 
epithelial cells; RPE)間隙が解離することを報
告し (Inumaru J et al. Gene to Cell)、また、共
同研究者である高橋はさらに、炎症性サイト
カイン TNF-α が RPE 細胞において EMT 
誘導因子であることを明らかにし、この 
EMT によるフィブロネクチンやヒアルロン
酸などの細胞外マトリックス(ECM)産生が眼
内増殖疾患の分子メカニズムの一部を解明
してきた。(Takahashi E et al. J  Biol Chem. 
2010) 
 
 
２．研究の目的 
今回我々は EMT に着目し、加齢黄斑変性の
脈絡膜新生血管形成過程や網膜上・網膜下に
生じた増殖膜の収縮により牽引性網膜剥離
が生じる予後不良の疾患である増殖硝子体
網膜症における、RPE の EMT 誘導のメカニ
ズムに関する解明を本研究にて計画した。 
 
３．研究の方法 
RPE)の EMT におけるシグナル解析を以下の

方法で行い結果を得た。 
 
４．研究成果 

１）Tumor necrosis factor-α(TNF-α)刺激に

よるRPEのEMTモデルにおいて様々な阻害

薬を検討した結果 TAK-1 阻害薬が EMT の阻

害薬であり、EMT 誘導後も上皮様形態を再獲

得することを見いだした。Wound healing 

assay を行うと TNF-α除去だけで運動能は

維持されたが、TAK-1 阻害薬投与により運動

能抑制が確認され、また細胞間接着が再構築

されることを確認した。EMT マーカーを検討

すると経時的に間葉系マーカーが減少し、ま

た濃度依存的に減少することが確認された。

コラーゲン収縮能においても TNF-α刺激下

の RPE は著名にゲル収縮を認めたが TAK-1

阻害薬投与添加にてその効果が抑制された。

以上より TAK-1 阻害薬により MET が誘導さ

れることが確認された。 

２）Tumor necrosis factor-αがヒアルロン酸

受容体 CD44 の細胞質内ドメイン結合タンパ

クである Merlin の発現低下を誘導すること

を見出した。Merlin の発現低下により、CD44

と Actin 細胞骨格の架橋タンパクである

ERM タンパクが活性化すると同時にヒアル

ロン酸の細胞内取り込みが亢進し、このヒア

ルロン酸取り込みが p38MAPKの活性化に必

要であった。また、Merlin は TAK1 の活性化

にも関与し、p38MAPK のリン酸化、細胞増

殖を制御することを明らかにした。(下図) 

 
３）臨床に即した病的状態での EMT を確認

する実験系を作成した。方法は裂孔原性網膜

剥離、黄斑上膜、黄斑円孔に硝子体手術を行

った際に採取した硝子体サンプルをヒト

RPE 細胞株に添加し 2D 培養を行った。硝子

体サンプルの取得については当大学倫理委員

会にて受理され、同意を得た患者より術中硝

子体サンプルを取得した。サンプルを 60 分添

加後に機械的ストレスをかけ細胞誘導能と細

胞内シグナル伝達を解析した。また 3D 培養



を行い各病的硝子体負荷により細胞の形態変

化も確認した。結果は裂孔原性網膜剥離、黄

斑上膜患者より採取した一部の硝子体サンプ

ル刺激により Smad2、p38MAPK の活性化を

認めたが、疾患群のよる差は認めなかった。 

NFkappaBのリン酸化はウエスタンブロット

では認めなかったが、免疫染色では一部の細

胞に核内移行を認めた。 

 

 

 

機械的刺激により Smad2 のリン酸化の亢進

を認めた。 

 

 
3D 培養では硝子体負荷にて星状の形態変化
が認められた。(次ページ図) 
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