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研究成果の概要（和文）：ヒト慢性炎症性眼疾患の病態形成におけるミトコンドリアDNAの直接的な関与を明ら
かにすることを目的とした、自然免疫センサーを刺激する内因性リガンドの検出定量を眼疾患ごとに行った。ド
ライアイなどの眼表面疾患・ぶどう膜炎などの眼炎症疾患・加齢黄斑変性などの網膜疾患患者の涙液・血清で行
った。その結果、角膜疾患すべてにおいて健常人と比較して優位に濃度が高いことが分かった。涙液。及び血清
中の因子を培養細胞に作用させると炎症性サイトカインの発現上昇がみられることより、涙液中の因子が慢性炎
症の病態発現に関与する可能性を明らかにして、特許申請を行った

研究成果の概要（英文）：To investigate the physiological function of mitochondrial DNA in tear and 
serum from the patient of ocular diseases with various etiologies. The tears and serum were 
collected. The relationship between serum mitochondrial DNA (mtDNA) concentration and those 
pathophysiology were investigated. MtDNA was isolated and mtDNA level of tear and serum were 
measured real time-PCR. To investigate the immunological functions, human primary CD14-positive 
monocyte was used to measure the concentration of inflammatory mediators by using enzyme-linked 
immunosorbent assay　after co-incubation with serum of patients in culture media. Results: The 
elevation of mtDNA was observed in tears of patients with cornea diseases such as dry eye, 
keratoconus, and limbal stem cell deficiency. However, the concentration of mtDNA from tear did not 
show a significant increase of in all ocular surface diseases. Cytokine analysis showed that tear of
 keratoconus patient had the immunological functions.

研究分野： 眼科

キーワード： バイオマーカー　慢性炎症

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化に伴い動脈硬化性疾患（心筋梗
塞・脳血管障害など）、神経変性疾患（アル
ツハイマー病など）、自己免疫疾患や加齢性
の疾病が増加傾向にある。これら疾患の病
態形成・進展等に慢性的な炎症が深く関わ
っていることが報告されており、その原因
の一つとして免疫システムの異常や酸化ス
トレスが指摘されている。 
 眼科領域においても、炎症が明らかなぶ
どう膜炎疾患に限らず、加齢性黄斑変性・
緑内障・糖尿病網膜症、ドライアイ等の疾
患の発症・増悪プロセスに慢性炎症が関与
していることが指摘され、炎症沈静化を目
的とした治療も行われ始めている。しかし、
一般的な抗炎症剤であるステロイドや
NSAIDS は、副作用や効力面での問題があ
り、また、このような慢性炎症性疾患への
効果も限られているのが現状で、病態のメ
カニズムに根ざした新しい治療薬の開発が
望まれている。 
 一方、角膜・結膜などの眼表面組織は、
恒常的に乾燥・浸透圧変化・感染（細菌・
真菌・ウイルス）・温度変化の影響を受け、
絶えず細胞の脱落や再生を繰り返しながら
その恒常性を保っている。外部環境の影響
を受けて脱落した細胞由来のミトコンドリ
ア(mtDNA)を代表とした様々な内在抗原が、
炎症反応を起こす可能性があり、「一見正常
に見える眼表面疾患でも、慢性炎症が存在
しているのではないか」と考えた。実際に
これら mtDNA を定量することにより、直
接的に病態への関与を明らかにして、その
発現レベルを調整することができれば、従
来の病態メカニズムとは異なった慢性炎症
に対する治療薬の開発に結び付く可能性が
あるのではないかと考え、本研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 眼表面疾患・ぶどう膜炎疾患だけでなく、
移植免疫など炎症が関与する眼疾患におい
て眼局所及び全身におけるミトコンドリア
DNA（mtDNA）の発現動向に焦点を絞り、
慢性眼炎症における mtDNA の関与を解析
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 炎症が明らかなぶどう膜炎疾患に限らず、
加齢性黄斑変性・糖尿病網膜症などの網膜
疾患、ドライアイや円錐角膜などの眼表面
疾患患者を解析の対象にした。 
１）涙液および血清中における mtDNA の
定量的な検出方法の確立 
 既存の報告で涙液中において定量的な
mtDNA の検出方法が確立されていないの
で条件検討を行い、検出方法を確立した。 
 
２）涙液、血清中における mtDNA の検出 
 涙液および血清における mtDNA を検出
する目的で、健常人や疾患患者より採血を

行い、また涙液は 30µL の PBS で涙液ごと
採取して DNA extraction kit を用いて
mtDNA を含む DNA 分画として精製した。
DNA 分画を定量 PCR により検出・定量し
た。定量のための様々な条件検討を行った。 
 
３）mtDNA を中心とした炎症関連物質の
関与 
炎症に血清や涙液中の mtDNA を中心とし
た炎症関連物質が関与しているか解析を行
った。 
 
４．研究成果 
１）定量的採取方法の確立 
血清は取り方に依存せず安定した採取が得
られるが、涙液は採取方法によるばらつき
がでるので採取方法を検討した。涙液の採
取に関して既知量のフルオレセインによる
定量法を用いることにより定量的に採取す
る方法を確立した。 
 
２）涙液中における mtDNA の検出 
健常者および眼表面炎症疾患の患者の涙液
及び血清中に mtDNA を検出する条件検討
を行った。その結果、眼表面炎症疾患にお
いて正常者と比べて眼局所の涙液における
mtDNA の発現上昇がみられることを明ら
かにした。さらに、角膜疾患患者で上昇す
ることを明らかにした（図 1）。 
 
図１mtDNA の検出と角膜疾患ごとの発現 

 
さらに、これら角膜疾患患者において、血
清中 mtDNA は疾患ごと健常者と比較して
も優位差がなかったのに対して（図２）、涙
液中の mtDNA は各角膜疾患患者において
健常人と比較して有意に上昇していた（図
３）。 
 

図２血清における mtDNA 濃度 



  

図３涙液における mtDNA 濃度 
 
３）mtDNA を中心とした炎症関連物質の
関与 
あらかじめ健常人より血液を採取して
CD14 陽性の単球を単離し、各患者涙液を
採取して細胞培養上清にかけて培養細胞
（CD14 陽性単球）から分泌されるサイト
カインの解析を行った。炎症関連タンパク
の網羅的解析の結果、IL-6、TNF-alpha など
のサイトカインの上昇を認めた。 
統計的な解析の結果採取的に、様々なサイ
トカインの中で IL-8 が KC 患者の涙液を添
加した場合にのみ統計的に有意に上昇する
ことが明らかになった。円錐角膜は、その
病態が未だ明らかになっていないが、患者
涙液は炎症性サイトカインを分泌させるこ
とにより慢性的な炎症に関与している可能
性があることが明らかになった。 
 
図４KC 患者の涙液は IL-8 産生を上昇させ

る 
 
様々な眼疾患の患者から涙液および血清を
採取しそこに含まれる様々な炎症関連物質
を抽出し、健常者と比較検討し、慢性炎症
に関与する物質を同定し、その成果を眼疾
患のバイオマーカーとして特許申請した
(PCT/JP2017/12689 、
PCT/JP2017/12690）。 
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