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研究成果の概要（和文）：網膜色素上皮細胞を用いた三次元培養系にて、コラーゲンゲル収縮を抑制する核内受
容体リガンドとして、ステロイドホルモン系の糖質コルチコイド、女性ホルモンにゲル収縮抑制作用が見出され
た。これらは、EMTにおけるマーカーであるα-SMA抑制や細胞外基質のリモデリングに関与するMMPsの活性化抑
制作用があることを明らかにした。この作用には、MAPKｓ、NF-κB系のシグナル伝達経路が主たる経路であるこ
とを明らかにした。さらに、他のリガンドとしてATRAつまりビタミンA誘導体にステロイド同等の作用を認め
た。現在、ビタミンAの作用についてはどの受容体特異的であるか検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, the purpose is that formation and contraction of the 
subretinal fibrosis will be clarified focused on role of nuclear receptors in retinal pigment 
epithelial cells and we will develop novel therapeutic drugs based on transcriptional regulation 
through nuclear receptors.
We have screened ligands of nuclear receptors thorough three-dimensional culture system using 
retinal pigment epithelial cells. As a result, we identified steroid hormones containing 
glucocorticoid and a female hormone. These compounds were found to inhibit gel contraction. They 
also suppressed the expression of alpha SMA as a marker in EMT and the expression and activation of 
MMPs contributed to the remodeling of extracellular matrix. Their action was partially dependent on 
the signaling pathway of MAPKs or NF-κB. Furthermore, ATRA, vitamin A derivative, showed the same 
effect as steroids. Currently, we have been studying which receptors are specific for the action of 
vitamin A. 

研究分野：眼科学
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１． 研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症、加齢黄斑変性、増殖性硝子体
網膜症などの難治性網膜硝子体疾患の予後
は抗 VEGF 薬の登場や低侵襲な小切開硝子体
手術の発展などにより改善されてきたが、一
方で、重症例、再発例及び遷延化例などでは
視機能予後は未だよくないのが現状である。
このような難治性のケースでは眼内、網膜内
あるいは網膜下で、局所的な炎症が持続して
いると考えられている。さらに、網膜下に不
可逆的な網膜下線維性瘢痕組織を認めるこ
とがある。このことは、これら難治性の網膜
硝子体疾患において、現行治療にて疾患原因
となる眼内新生血管の退縮や網膜虚血、網膜
復位などが改善できたとしても、慢性炎症が
存在し網膜下に線維性瘢痕組織が形成され
ると、網膜視細胞が不可逆的な障害を受け、
視機能改善は困難であることを意味する。二
次的な網膜障害を防ぎ視機能を維持するに
は、慢性炎症をコントロールし網膜下線維性
瘢痕形成、収縮を如何に制御できるかが重要
であり、これらを標的とした特異的な治療法
の開発が必要である｡ 
 
 
２． 研究の目的 
増殖性硝子体網膜症や加齢黄斑変性などの
難治性網膜硝子体疾患は，硝子体手術や抗
VEGF 剤，ステロイド剤などの内科的治療にて
その治療成績は改善してきた。しかし重症や
再発例では治癒にいたらず、慢性的に存在す
る炎症を基盤とし、二次的に形成された網膜
下の線維性瘢痕組織にて視力不良となるこ
とがある。このことは，難治性網膜硝子体疾
患の治療において、未だ網膜下に形成される
線維性瘢痕組織抑制の特異的な治療法が存
在しないことを示唆している。本研究の第一
の目的は、慢性炎症を制御し、二次的に形成
される網膜下線維性瘢痕の形成、収縮の病態
解明を行うことにある。これまでの研究で、
網膜下に形成される線維性瘢痕組織には
種々の細胞成分およびコラーゲンやフィブ
ロネクチンといった細胞外マトリックスの
過剰な蓄積が報告されている。中でも、網膜
色素上皮細胞は、主要な細胞成分の 1つであ
り、その上皮細胞としての性質を上皮間葉系
移行により筋線維芽細胞に変化させ、細胞増
殖能を獲得し、前述のような過剰な細胞外マ
トリックスを過剰に分泌する。さらに、これ
までの研究で、我々は角膜やテノン嚢下など
の眼組織の線維化に対して、in vitro、in 
vivo においてステロイドホルモンに抑制作
用があることを明らかにしている。ステロイ
ドホルモンは、その機能を発揮するには特異
的な核内受容体に結合する必要がある。申請
者は、その他の核内受容体およびそれにまつ
わる転写因子群が網膜下での瘢痕組織形成
抑制に関与しているのではないかと考えた。
そこで、網膜色素上皮細胞を基点とした核内
受容体およびそれと相互作用する転写因子

群の網膜下線維性瘢痕の形成、収縮における
役割を明らかにし、核内受容体を中心とした
転写因子群の転写ネットワーク制御を介し
た新規治療薬を開発することを第二の目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
網膜色素上皮細胞に焦点をあて、網膜下線維
性瘢痕形成、収縮の分子メカニズムの解明を
行い、それに対する新規治療薬の開発を目的
として研究を遂行する。網膜色素上皮細胞を
起点とした瘢痕形成、収縮の in vitro の培
養系を考え、I 型コラーゲンゲル内で網膜色
素上皮細胞を三次元培養するアッセイ系を
確立した。さらに、線維化促進の主要な増殖
因子の 1つである TGF-β2を用いて、網膜色
素上皮細胞の上皮間葉系移行を促進させ、コ
ラーゲンゲルの収縮を促進させることで瘢
痕形成、収縮増悪の指標とした。そして特異
的なリガンドを用いて核内受容体を介した
網膜色素上皮細胞のコラーゲンゲル収縮抑
制に関する因子を同定し、その抑制性シグナ
ル経路を特定する。続いて、核内受容体、転
写因子による網膜下線維性瘢痕形成、収縮に
寄与するα-SMA 抑制の転写制御機序や細胞
外基質のリモデリングに関与する MMPs の活
性化抑制に関与する因子、シグナル経路を含
め検討する。具体的には MMP-1、-2、 -3、-8、
-9 の発現及び活性化をイムノブロット法な
らびにザイモグラフィー法にて検討する。さ
らに、上皮間葉系移行の分子マーカーである
α-SMA に加え、フィブロネクチンや I型コラ
ーゲンなどの細胞外基質の分泌発現につい
ても、イムノブロット法や ELISA 法にて検討
する。さらに、これまでの結果に基づく網膜
下線維性瘢痕形成、収縮抑制作用があると思
われる候補化合物を用いて、マウス網膜下瘢
痕形成モデルで in vivo における網膜下線維
性瘢痕形成、収縮への作用を検討する。具体
的には、WT の B6 マウスの腹腔内にチオグリ
コレートを注入後、数日したのち腹水を回収。
それに、同定した化合物をミックスし、マウ
スの硝子体内の網膜下に注入する。 
in vivo における網膜下線維性瘢痕さらなる
候補化合物を同定するため、コラーゲン収縮
抑制、α-SMA 発現及び MMPs 活性化抑制を指
標にハイスループットスクリーニングを行
う。 
 
 
４．研究成果 
網膜色素上皮細胞を用いた三次元培養系に
て、コラーゲンゲル収縮を抑制する核内受容
体リガンドとして、ステロイドホルモン系の
糖質コルチコイド、女性ホルモンにゲル収縮
抑制作用が見出された。これらは、投与後 24
時間目より優位にTGF-β2によるコラーゲン
ゲル収縮を抑制した。またその効果は、それ
ぞれ濃度依存性であることも明らかにした。



さらに、上皮間葉系移行におけるマーカーで
あるα-SMA の発現ならびに細胞外マトリッ
クスのフィブロネクチンの分泌発現も抑制
した。さらに、細胞外基質のリモデリングに
関与する MMPs（MMP-1, MMP-2、MMP-3、MMP-9）
の活性化抑制作用があることを明らかにし
た。この作用には、MAPKｓ、NF-κB系のシグ
ナル伝達経路が主たる経路であることを明
らかにした。さらに、他のリガンドとして
ATRAつまりビタミンA誘導体にステロイド同
等の作用を認めた。つまり、網膜色素上皮細
胞によるTGF-β2によるコラーゲンゲル収縮
を濃度、時間依存性に抑制した。現在、ビタ
ミン Aの作用については、どの受容体特異的
であるか検討を進めている。 
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