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研究成果の概要（和文）：網膜剥離は失明につながる恐れのある重篤な疾患である。近年transwellを利用した網膜色
素上皮細胞 (RPE)培養により、細胞極性を持ったPRE (polarized RPE)培養が可能である。それを用いてRPEとthrombin
の病態への関わりについて検討した。thrombin刺激によりnon-polarized RPEではTERが低下し、tight junction蛋白質
の減少を認めた。non-polarized RPEでのみKi-67陽性細胞を認めた。permeability assayではthrombin刺激によりnon-
polarized RPEのみ透過性の亢進を認めた。

研究成果の概要（英文）：Retinal detachment is severe disease that can lead to loss of vision. Some 
patients have poor visual acuity by photoreceptor cell death, regardless of successful surgery. Recently, 
highly polarized RPE cells were grown on TranswellTM filters. We examined the pathophysiological 
mechanism of RPE and Thrombin using polarized RPE cells. Thrombin did not significantly affect the TER or 
the expression of tight-junctional proteins in polarized RPE cells, but decreased it in non-polarized RPE 
cells. Ki-67 positive cells were observed in non-polarized RPE cells but not in polarized RPE cells. 
Thrombin increases permeability of RPE in non-polarized RPE but not in polarized RPE.

研究分野：眼科学

キーワード： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

網膜剥離はあらゆる年齢に発症する可能

性があり、放置すると失明につながる重篤な

疾患である. その病態は本来接着している視

細胞と網膜色素上皮細胞 (RPE)の間の乖離

が起こることである. 今日では手術の進歩に

よって、ほとんどの症例で網膜復位が可能と

なっている. しかし、視機能の回復という点

では十分とはいえず、網膜剥離治療における

未解決の課題である. 網膜が復位したとして

も視力回復を得られない原因として、網膜剥

離視細胞の変性や、アポトーシスやネクロー

シスといった細胞死を生じ、不可逆性の変化

を起こしてしまうからである.  

今後の網膜剥離の治療におけるブレーク

スルーは「剥離期間に起こる細胞ダメージを

回避すること」であり、現在多くの研究が行

わ れ 、 例 え ば 網 膜 剥 離 の 際 に は

erythropoietin、brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF)などの因子が視細胞死を抑制

する働きを持っていることが報告されてい

る. このような眼内の液性因子研究が次の新

しい治療の礎となる可能性が高い. 

SDF-1 は発生や血球の新生などに重要な

因子として同定されたが (Nagasawa et al. 

Nature 1996)、その他にも血管新生や組織修

復に重要な役割を持つことが解明され、現在

注目されている. 我々はこれまでの研究で、

網膜剥離時に眼内で SDF-1 が分泌され、剥

離した視細胞に対して保護的な役割を持っ

ていることを世界で初めて報告した(Otsuka 

et al. Am J Pathol 2010).  

我々は、生体に近い polarized RPEの培養

システムを有している. この方法では、上皮

側・基底側とコンパートメントを分けて解析

が可能なため、より正確な病態解析が可能に

なると考えられている. 

 

２．研究の目的 

眼内での RPE は網膜の恒常性を保つため

に重要な役割を担っているが、網膜剥離の際

に視細胞と接着を失っても、RPEから分泌さ

れるサイトカイン/ケモカインやバリア機能

の変化などは少なからず網膜に影響を与え

ていると考えられる. そこで in vitroで RPE

の培養細胞を用いて各種の刺激を受けた際

のサイトカイン/ケモカインの動態やバリア

機能の変化などを検討する. transwell insert

を利用することで形態学的、機能的により生

体の RPEに類似した polarized RPEを培養

し、より生体に近い環境で剥離した網膜と、

RPEの関連性を検討する.   

 

３．研究の方法 

polarized RPE を刺激する因子として

thrombin に注目し研究を行った. thrombin

は血液凝固カスケードの重要な因子であり、

裂孔原性網膜剥離や裂孔原性硝子体出血の

際にも病態に影響していると考えられる.     

豚網膜色素上皮細胞を transwell insertで

培養したpolarized RPEを用いて実験を行っ

た. それらを用いて光学顕微鏡による形態の

観 察 、 免 疫 染 色 、 western blot 、

transepithelial electrical resistance (TER)

測定、ELISAによる VEGF濃度測定を行っ

た.   

 

４．研究成果 

培養したRPEの機能の指標としてTERを

測定した. 細胞を播種して 3 日目では TER

は 179.3 ± 4.8 Ω·cm2、形態も敷石状であっ

たが、14日目には345.5 ± 10.4 Ωcm2に達し、

6 角形の成熟した形態を認めた. そのため 3

日目の細胞を non-polarized RPE、14日目の

細胞を polarized RPEとして実験を行った.  

 



thrombinで 24時間刺激すると容量依存性

に non-polarized、polarized RPEの VEGF

分泌を増加させた. また polarized RPEでは

thrombinによる刺激で TER、tight-junction

蛋白質とも変化しなかったのに対して、

non-polarized RPEでは低下していた. Ki-67

陽性の細胞はpolarized RPEでは認めなかっ

たが、non-polarized RPEでは Ki-67陽性細

胞を認めた . permeability assay では

thrombin による刺激で non-polarized RPE

のみ透過性の亢進を認めた.     

 これらの結果から正常な RPE は影響を受

けにくいが、長期に経過した網膜剥離や加齢

黄斑変性などで RPE が極性を失うと、出血

やそれに伴う thrombin の影響を受けやすい

可能性が示唆された. 今後 SDF-1 などの他

の因子についても検討する予定である.  
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