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研究成果の概要（和文）：網膜疾患が網膜色素上皮細胞 (RPE) の機能に及ぼす影響を検討するため、種々のス
トレスを負荷し、RPEの障害に関与する因子を検討し、網膜疾患に対する新たな治療法開発の基盤となる研究を
行った。
RPEに対する 組織プラスミノーゲン活性化因子 (tPA) の毒性によるストレス負荷の検討では、tPAは低濃度短時
間(83μg/ml, 6時間)ではRPEに対して毒性を示さなかったが、濃度および時間依存性に毒性が増加した。tPAに
よる細胞毒性の原因として添加剤であるL-arginineが考えられた。

研究成果の概要（英文）：To examine the effect of retinal diseases on the function of retinal pigment
 epithelial cells (RPE), we investigated RPE injury under various stress conditions. Among them, the
 most clinically relevant result was the examination of the stress due to the toxicity of tissue 
plasminogen activator (tPA) to RPE. tPA showed no toxicity to RPE at low concentration and short 
time (83 μg/ml, 6 hours). However, tPA showed toxicity in concentration and time dependence. The 
additive L-arginine was considered as a cause of cytotoxicity by tPA.

研究分野： 眼科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
網膜疾患は本邦の失明の主な原因であり、今後患者数が急増すると考えられている。網膜疾患において視力が障
害される共通のメカニズムとして、網膜色素上皮細胞（RPE）の障害が挙げられる。本研究は、RPEにどのような
ストレスがかかると障害されるのかということを探る基盤となる検討を行った。中でも、網膜下出血に対して投
与される組織プラスミノーゲン活性化因子 (tPA) のRPEに対する毒性が、濃度および時間依存性に増加する点が
判明したことにより、難治である網膜下出血に対する治療選択の一つの指標になる研究結果が得られた。



様 式 Ｃ－１９, Ｆ－１９－１, Ｚ－１９, ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

網膜疾患は本邦の失明の主な原因であり (糖尿病網膜症: 2位, 網膜色素変性: 3

位, 黄斑変性: 4位, 2014年厚労省）, 今後患者数が急増すると考えられている. 

また網膜剥離や網膜静脈閉塞症等, 他の網膜疾患も重篤な視機能障害を引き起こ

し難治である. 網膜疾患において視力が障害される共通のメカニズムとして, 網

膜色素上皮細胞（RPE）の障害が挙げられる. RPEは視細胞の恒常性の維持を司るため, RPEの障

害は視細胞の細胞死につながる. ひとたび視細胞が細胞死を起こすと, 網膜疾患の病勢が落ち

着いても視力は回復しない. 申請者は, これまでの網膜疾患の治療経験から, 網膜疾

患に対しては既存の治療法に加えて, RPEの障害を未然に防ぎRPEを保護する治療法の開発が必

要であると考えた. 網膜疾患におけるRPEを障害する因子として各種ストレスが知られてい

る. 具体的には炎症や虚血に伴う酸化ストレス, 網膜表面の病的な膜形成によってRPEが牽引さ

れる機械的ストレス, そして網膜疾患の治療薬による薬剤性ストレスである.  

iPS細胞は分化多能性と自己複製能を有する細胞であり, 現在様々な疾患に対して創

薬や再生医療分野での活用が進められている. 特に加齢黄斑変性に対する再生医療は最も臨床

応用が進んでおり, 2014年に理化学研究所によって世界で初めてiPS-RPEの移植手術が行われた. 

iPS-RPEの移植手術が早期に実現した背景には, iPS-RPEが形態学的にも細胞機能の面でもヒト

のRPEと同等の特性を有すること, また細胞の安全性が十分に確認されている.  

 

２．研究の目的 

ヒト初代培養網膜色素上皮細胞(pRPE), 人工多能性幹細胞由来RPE (iPS-RPE) , ARPE-19を用い

て, 網膜疾患がRPEの機能に及ぼす影響を検討する. さらに, RPEの障害に関与する因子を分子

生物学的に明らかにし, 網膜疾患に対する新たな治療法開発の基盤となる研究を行う.  

 

３．研究の方法 

(3-1) pRPE, iPS-RPE, ARPE-19 に対する組織プラスミノーゲン活性化因子 (tPA）による薬剤

ストレスの検討 

RPE に tPA（83μg/ml, 250μg/ml）, L-arginine (2.7mg/ml, 8.3mg/ml)のいずれかを作用させ

(tPA は 6 および 12 時間, L-arginine は 12 時間), MTS 法を用いて細胞毒性を評価した. 次に, 

RPE に tPA(83μg/ml, 6 時間)を作用させ, 血管内皮細胞増殖因子（VEGF）と色素上皮由来因子

(PEDF)の産生量を ELISA 法を用いて測定した.  

 

(3-2) ARPE-19 に対する慢性酸化ストレスが及ぼす影響の検討 

ARPE-19 に対して, tert-Butylhydroperoxide (8mM)を 1 時間/日 x 5 日間負荷 (慢性酸化スト

レスを負荷)した場合について培養上清中の MMP-2, 3, 9 量を ELISA 法を用いて測定した.  

 

４．研究成果 

(4-1) pRPE に tPA 83μg/ml を 6 時間作用させた群では有意な細胞毒性を認めなかったが, 12

時間作用させると有意な細胞毒性を認めた(P<0.01, Tukey-Kramer, 図 1, 2). tPA 250μg/ml

を作用させた群ではいずれも有意な細胞毒性を認めた（いずれも P<0.01, Tukey-Kramer）.  



tPA(83μg/ml, 6 時間)は VEGF と PEDF の産

生に有意な影響を及ぼさなかった (図 3).  

iPS-RPE, ARPE-19 に細胞を変えて同様の検

討を行ったが, pRPE の結果と同傾向で, 濃

度および時間依存性に毒性を示した (図 4). 

tPA による細胞毒性の原因を探るため, 添

加剤である L-arginine による負荷を行っ

たところ, 濃度依存的に細胞毒性を認め, 

L-arginine が tPAの網膜毒性の原因である 

ことが考えられた (図 5).  

 

(4-2) 慢性酸化ストレスによってMMP-2の産生が有意に減少し (0.4倍, p < 0.01, 図6). MMP-3

の産生は増加したが (1.8 倍, p < 0.01, 図 7). MMP-9 は検出限界以下であった. 慢性酸化ス

トレスで RPE の MMP の産生に及ぼす影響は, MMP の種類により産生が異なる可能性が示唆され

た.  
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