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研究成果の概要（和文）：極性細胞を用いた透過性モデルの作成に成功した(PLoS One. 2013 )。この系によ
り、網膜色素上皮(RPE)細胞は極性を持たせることで、VEGFの極性分泌能を獲得するを証明した。次に、現在臨
床で用いられている薬物が、RPEをどのように透過するかのメカニズムを検討した。予想としては、
paracellular/intracellular pathwayが考えられるが、特にFc receptorを介した、endocytosisに着目した。
endocytosis抑制薬物を投与することで、抗VEGF薬のRPE層の透過性を抑制した。このことから抗VEGF薬の臨床作
用の違いを証明することができた。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in creating a permeability model using polar cells. This system
 proved that retinal pigment epithelium (RPE) cells acquire polar secretion ability of VEGF by 
having polarity. Next, we examined the mechanism of how drugs currently used clinically permeate 
RPE. As a prediction, a paracellular / intracellular pathway can be considered, but focusing on 
endocytosis, in particular via Fc receptor. By administering an endocytosis inhibiting drug, the 
permeability of the RPE layer of the anti-VEGF drug was suppressed. From this, it was possible to 
demonstrate the difference in clinical action of anti-VEGF drugs.　

研究分野： 網膜疾患
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１． 研究開始当初の背景 
 
医学の進歩にもかかわらず、失明患者は少な
くない。直接生命に関係がなくても、労働や
生活に支障をきたすことによる社会経済的
遺失は小さくない。 
 
わが国の中途失明の主原因である糖尿病網
膜症や加齢黄斑変性などは、主に感覚網膜が
障害されることが原因と考えられて、多くの
研究がなされてきた。このことは真実ではあ
り、最近の治療法の進歩により、感覚網膜の
保護あるいは障害防止が可能になった。しか
し、その治療にも関わらず、網膜色素上皮
(retinal pigment epithelium, RPE)が障害
されて、続発性に感覚網膜も機能障害に陥り、
長期的には視力不良になるケースが増えて
いる。つまり、これらの疾患の治療を長期的
に成功させるには、感覚網膜のみならず、RPE
細胞も治療する必要があることがわかって
きた。特に長寿社会においては、長期的に治
療効果を得る戦略が必要である。 
 RPE 細胞は感覚網膜と毛細血管層の間に存
在する上皮細胞で、栄養因子の分泌、古くな
った視細胞外節の貪食など視機能に重要な
働きがある。RPE 細胞の機能低下は栄養因子
の不足、貪食しきれない排泄物による炎症の
惹起など、炎症や浮腫の遷延化など視機能の
悪化に直結している。つまり、網膜疾患の治
療には、RPE を長く健康な状態で維持するこ
とが非常に重要である。 

 

我々は、従来培養が困難であった分化した
RPE（極性 RPE）を培養することに成功した。
さらに、ヒト極性 RPE と未分化の（病的な）
細胞モデルである非極性RPE細胞のそれぞれ
で発現する分子をマイクロアレイで解析し、
その一部を報告した。驚くことに、極性 RPE
にだけ高発現している分子の中には、既に臨
床で頻用されているものがあった。 
一方、我々は超音波バブルによる眼内局所

薬物投与に成功している（坂本、園田、特許
取得済）。この優位点は、物質をナノサイズ
のバブルに封入可能になっただけではなく、
表面をリガンドで修飾することである。この
方法を用いれば、画像の形態診断だけでなく
その性状をも知ることができる。さらに、こ
のバブルに治療薬などを封入することによ
り、画像上で病変の性状を確認しつつ、治療
を行うことができる。これは、近年急速に広
がる診断と治療の融合という新概念「セラノ
スティクス（theranostics）」にほかならな
い。 
 

２． 研究の目的 
 

神経網膜から、RPE を経て脈絡膜に至る組
織は、脈絡膜血管新生の発生母地であるが、
生体下で観察することが困難である。一方、
実験動物を用いても、そこをモニターするこ

とは事実上不可能である。 
そこで、微小眼内環境を再現するために in 

vitro 環境を確立する。その際に各種薬物が
環境に及ぼす影響及びメカニズムを探索す
る。そこで明らかになったメカニズムを用い
た新しい治療法を開発する。 
 人の眼内環境の変化を非侵襲的にモニタ
ーする方法を開発する。 
 
３． 研究の方法 
培養皿の上室と下室を持つ２chamber シス

テムを用いて、網膜色素上皮の上面と下面の
状況を再現した。上下のChamberの境界には、
有孔膜を置いて、そこで分化の進んだ網膜色
素上皮細胞(RPE)を培養する。RPE 細胞の分化
については、我々が開発した方法を用いた。
その特徴は以下の様である(図１)。 
 

図１ 実験で用いた分化した RPE 細胞。細胞
表面に多数の cilia があることが分かる。 

 
そして、chamberに各種抗VEGF薬を投与した。
その際の、下 chamber の薬剤濃度と、VEGF 薬
の濃度、および VEGF 自体の濃度、生物学的
活性を調べた。さらには、各種シグナル伝達
経路防止剤を投与することで、この作用のメ
カニズム解明を試みた。 
 
４． 研究成果 
 
RPE は分化するにしたがって、細胞層の抵抗
が上昇した（図２）。それは、電気抵抗値で
の上昇、トレイサーの細胞層透過性でも示さ
れた。 
 
重要なことは、RPE 細胞からの V 血管内皮増
殖因子（VEGF）の分泌が上昇しただけではな
く、基底部側への分泌（極性分泌）が増加し
たことである（図３） 
 



 
図２ RPE 細胞層を通した電気抵抗値。培養
が進み、分化が進むにつれて、電気抵抗値が
上がる。つまり、バリヤー機能が獲得されて
いると言える。 
 

 
図３ RPE 細胞による VEGF 分泌。分化が進ん
だ 14 日後には、全体として VEGF 分泌量が増
加しただけでなく下chamberへの分泌が増加
していた。これは、生体下の RPE の極性分泌
を良く表したものである。 
 
これらの RPE の神経網膜側、つまりは apical 
side に薬物を添加して、その後の薬物の変化
を調べた。なお、薬物投与により、RPE 細胞
に明らかな変化は見られなかった。 
 
RPE を介した薬物送達は活発に行われており、
分子レベルでは ranibizumab >aflibercept > 
bavacizumab の順に透過性が良いことが分か
った（図４）。しかし、VEGF の生物活性を抑
制する力は、aflibercept が最も強力であっ
た。RPE を通した薬物の移動は、眼局所治療
のために行った薬物硝子体投与が全身に影
響を及ぼすメカニズムを始めて示したもの
である。 

 
図４ chamber 下側の培養液の VEGF 量。
aflibercept投与をしたものが一番VEGF量が
抑制されている。 
 
このことは、functionla bioassay でも同様
のことが示された。 
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