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研究成果の概要（和文）：本研究では、未熟児網膜症の病態が網膜を構成する細胞の生存や蛋白発現に及ぼす影
響を明らかにし、AMP依存性キナーゼの治療への応用の可能性を検討した。その結果、酸素濃度の変化や酸化ス
トレスは網膜色素上皮細胞におけるイオン輸送や細胞外マトリックス分解能を変化させ、未熟児網膜症の病態に
関与していることが示唆された。また、AMP依存性キナーゼによってこれらの変化が阻害された。今後、未熟児
網膜症に対するAMP依存性キナーゼの治療応用の可能性についてさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified the influence of retinopathy of prematurity on 
the survival and protein expression of cells constituting the retina and investigated the 
possibility of application of AMP - dependent kinase for treatment. As a result, it was suggested 
that changes in oxygen concentration and oxidative stress changed ion transport in retinal pigment 
epithelial cells and extracellular matrix resolution capability, and are involved in the pathology 
of retinopathy of prematurity. In addition, these changes were inhibited by AMP-dependent kinase. 
Further investigation is needed on the possibility of therapeutic application of AMP-dependent 
kinase for prematurity retinopathy in the future.

研究分野：眼科

キーワード： 未熟児網膜症
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１．研究開始当初の背景	

	 近年、高齢出産や不妊治療による多胎出産

の増加、超低出生体重児(1000g 以下)の救命

率の向上を背景に、未熟児網膜症の症例数の

増加や重症化が社会問題となっている。本疾

患は、児への酸素投与と児の体重増加に伴っ

て、網膜が相対的に低酸素状態になり、病的

血管新生が起こり発症する。主な治療は網膜

をレーザーで焼灼する光凝固術である。光凝

固術は、網膜症の進行を止める効果があるが、

一度生じた血管新生や増殖膜による網膜の

牽引は残存する。また、網膜の組織破壊を伴

うため、短期的には眼内出血、長期的には網

膜剥離や斜視等の合併症を伴う問題点があ

り、患児とその家族の期待に真に応える治療

法とはいえない。現在、光凝固術を補完する

治療として、抗血管内皮増殖因子抗体の投与

療法が未熟児網膜症に対して行われている。

しかし、抗血管内皮増殖因子抗体療法の治療

効果は限定的であり、抗血管内皮増殖因子抗

体療法では網膜光凝固療法を上回るような

成果は得られていない。	

	 生物が生きていくためにはエネルギー(ア

デノシン三リン酸、ATP)の代謝を調節し恒常

性を維持しなければならない。エネルギー代

謝の恒常性の最上位の調節因子は AMP 依存性

キナーゼである。AMP 依存性キナーゼは、細

胞内 ATP の減少を感知して活性化し、異化の

亢進(ATP 産生の促進)と同化の抑制(ATP 消費

の抑制)を誘導し、細胞内 ATP レベルを回復

させる。そのため“細胞のエネルギーセンサ

ー”と呼ばれる。近年、AMP 依存性キナーゼ

が血管新生に関わる重要なサイトカインの

発現を制御する等様々な機能を有すること

が明らかにされている。そこで、本研究では、

未熟児網膜症の病態における AMP 依存性キナ

ーゼの役割を解析する。また、未熟児網膜症

の病態が網膜を構成する細胞の生存や蛋白

発現に及ぼす影響についても検討する。	

	

２．研究の目的	

本研究では、未熟児網膜症の病態における

AMP 依存性キナーゼの役割、そして、未熟児

網膜症の病態が網膜を構成する細胞の生存

や蛋白発現に及ぼす影響を明らかにするこ

とを目的として、1)高濃度酸素から低濃度酸

素への酸素濃度の変化が網膜色素上皮細胞

の蛋白発現に及ぼす影響、2)酸化ストレスが

網膜色素上皮細胞の蛋白発現に及ぼす影響、

そして、これらに対して AMP 依存性キナーゼ

の活性化が及ぼす影響について検討した。	

	

３．研究の方法	

網膜色素上皮細胞としては、不死化培養網膜

色素上皮細胞株である ARPE-19,初代培養網

膜色素上皮細胞,iPS 細胞由来網膜色素上皮

細胞を用いた。また、網膜グリア細胞として

はミュラー細胞の培養細胞株である MIO-M1

細胞を用いた。未熟児網膜症における酸素濃

度変化を培養細胞に負荷するために、酸素濃

度を変化することが可能な培養器を使用し

た。低酸素状態を培養細胞に負荷する他の方

法として塩化コバルトを培養液に加えた。ま

た、酸化ストレスが細胞に及ぼす影響を検討

するために、過酸化水素と tert-ブチルヒド

ロペルオキシドを用いた。これらの細胞障害

性刺激が細胞の蛋白発現に及ぼす影響につ

いては、western	blot 法、定量 RT-PCR、免

疫組織化学染色を用いて検討し、細胞遊走に

及ぼす影響については、独自に開発した cell	

exclusion	assay を用いて検討した。	

	

４．研究成果	

培養時の酸素濃度を変化させた結果、初代培

養網膜色素上皮細胞,iPS 細胞由来網膜色素

上皮細胞において蛋白発現に変化がみられ

た。変化のあった蛋白の一つとしては細胞間

イオン輸送に関連する膜蛋白の一群が挙げ

られ、この結果は、塩化コバルトを用いた低

酸素状態においても同様の結果が得られた。



しかし、これらの結果は ARPE-19 ではみられ

なかった。この結果を受け、低酸素刺激が RPE

を介したイオン輸送に影響を及ぼすかどう

かについて、トランスウェルを用いて検討し

たが、有意な変化はみられなかった。また、

これらの変化に対して、AMP 依存性キナーゼ

の活性剤である AICAR を用いて細胞内の AMP

依存性キナーゼを活性化させその影響を検

討したが、短期間の検討では有意な影響はみ

られなかった。培養時の酸素濃度の変化が蛋

白発現に及ぼす影響は時間に対する依存性

を認めたので、より長期間における変化につ

いて検討する必要があると考え今後の課題

とした。次に酸化ストレスを培養細胞に負荷

する目的で、過酸化水素と tert-ブチルヒド

ロペルオキシドを培養細胞に負荷した。その

結果、細胞外マトリックス分解酵素の発現が

亢進した。この結果は AMP 依存性キナーゼの

活性化によって抑制された。一方で酸化スト

レス負荷は細胞遊走を有意に抑制した。網膜

において抗酸化作用を示すとされているル

テインを前もって作用させたが細胞遊走に

有意な変化はみられなかった。以上のことか

ら、眼内における酸素濃度の変化や酸化スト

レスは網膜色素上皮細胞におけるイオン輸

送や細胞外マトリックス分解を変化させ、未

熟児網膜症でみられるような病的な血管新

生に関与している可能性が示唆された。また

これらの変化の一部は AMP 依存性キナーゼの

活性化によって阻害された。今後、未熟児網

膜症の治療における AMP 依存性キナーゼ活性

化の有用性について検討する必要がある。	
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