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研究成果の概要（和文）：臨床で用いられている3種類の血管内皮細胞増殖因子（VEGF）阻害薬
（Bevacizumab/Ranibizumab/Aflibercept）の極性をもつ網膜色素上皮細胞（RPE）に対する影響を調べた。各薬
剤ともに極性RPEに対して細胞毒性を持たず、バリア機能に影響しないことが分かった。その一方で、VEGF抑制
作用や細胞の透過性には薬剤間で違いがあることが分かった。今回の結果から、臨床所見に応じて抗VEGF薬を使
い分けることでより良い治療効果が得られる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Effects of anti-vascular endothelial growth factor(VEGF) on polarized RPE 
cells were studied. All of these drugs did not affect cellular toxicity or barrier function in 
polarized RPE cells. However, we found that there were differences of anti-VEGF effect and 
permeability between drugs in polarized RPE cells. These results suggested that we might be able to 
clarify the choice of anti-VEGF drugs based upon clinical findings.     

研究分野：眼科学
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１． 研究開始当初の背景 
加齢黄斑変性（Age-related macular 

degeneration, AMD）は先進国におけ

る中途失明のトップを占める深刻な疾

患である。本邦に多いWet AMDでは

脈絡膜から新生血管を生じ、その出血

により網膜下に線維化を起こすことで

視 機 能 の 悪 化 に 繋 が る 。                           

網膜色素上皮細胞（Retinal pigment 

epithelium cells, RPE）は、生体内で

感覚網膜や脈絡膜の恒常性の維持に重

要な役割をもち、視機能の維持に不可

欠な上皮細胞であり、解剖学的にも分

子生物学的にも AMDの発症に密接に

関与していると考えられている。 

我々は生体内のRPEに外見が類似し、

分子生物学的にも生体の RPE の性質

に近い、極性をもつ RPE（polarized 

RPE,極性 RPE）の培養系を確立し

（Sonoda et al. Nat Protoc. 2009）、これ

を用いて AMDの病態メカニズムの新 

知見を発見し多くの論文を報告してい

る。 

今日、Wet AMDに対し病的な新生血

管からの漏出を抑える数種類の抗

VEGF（vascular endothelial growth 

factor）薬の硝子体内注射が臨床で用

いられており、一定の効果を得ている

（図３）。その一方で、再発を防ぐため

に抗 VEGF 薬を定期的に投与し続け

る症例も多く、病態に応じて適切な薬

剤を選び、最小限の投与回数で最大の

治療効果を得ることは患者自身のみな

らず、医療経済面でも大きな課題であ

る（薬価：16-18万円/本）。 

また、脈絡膜の血管の維持に重要な蛋

白でもある VEGF を抑制することで

生じる脈絡膜萎縮などの副作用への懸

念も生じている(Terasaki et al. Plos one 

2013)。しかし、これ程臨床で普及して

いるにも関わらず、抗VEGF薬がRPE

に与える影響を調べた基礎研究は少な

く、病形に応じた薬剤の選択や適切な

投与回数に関する分子生物学的な裏付

けは乏しい。 
 
２．研究の目的 
本研究では AMDの治療に対し現在臨床
で用いられている3種類のVEGF薬が極
性 RPEに与える影響について調べた。 

 
３．研究の方法 
極性 RPEの培養については、まずは RPE

細胞をフラスコでConfluentになるまで培

養し、その後フィブロネクチンでコーティ

ングしたトランスウェル上に細胞を播種し

た。RPE細胞は播種後数日でコンフルエン

トになり、時間とともに色素を持ち始め、

形状も in vivoのRPEの様に六角形状にな

っていった。2 週間ほど経過すると、TER

も上昇し、VEGFの分泌も極性を示すよう

になる。本研究では TERが 200Ω · cm 以

上の細胞を用いて研究を行った。 

 今後の実験を正確に行う為に３種類の抗

VEGF薬の細胞毒性を調べた。上方のチャ

ンバーに臨床的に RPE が暴露すると思わ

れる最大濃度の抗 VEGF 薬を加え、24 時

間後の RPE細胞に TUNEL 染色等で細胞

毒性を評価した。更に、以下の研究は細胞

障害を認めない濃度で行った。 

 次に抗 VEGF薬が極性 RPEのバリア機

能に与える影響を調べる。抗 VEGF薬を極

性 RPE の上方のチャンバーに添加し、24

時間後の経上皮抵抗値（上皮細胞のバリア

機能を反映する）を測定し、比較した。 ま

た、細胞間のバリアとなっている細胞接着

に関与するタンパク質の発現に変化がない

か、ZO-1・Occuludin等の Tight junction 

associated protein の発現の変化を免疫染

色・ウエスタンブロットで解析する。 

極性 RPE は生体の RPE と同様に VEGF

を特に下方（基底膜側）に分泌するが、こ



の RPE の生理的な分泌パターンに、添加

した抗 VEGF 薬がどのような影響を与え

るかを、抗 VEGF薬添加後の培養液を回収

し、ELISA法で測定した。 

最後に、臨床において AMD の中でも

RPE の下に存在する新生血管に対する治

療効果に各薬剤で差があるという報告があ

り、それぞれの薬剤の RPE 透過率には違

いがある可能性があるが、それを調べた報

告はなかったので、上方の培地に抗 VEGF

薬を添加し、下の培地に透過した薬剤の 

量を ELISA法で測定した。 

上皮細胞の物質透過には paracellular 

pathway,intracellular pathway(クラスリ

ン依存性エンドサイトーシス、ファゴサイ

トーシス、FcRn を介したエンドサイトー

シスなど)があるが其々の阻害剤を用いて

各薬剤の透過の機序を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）抗 VEGF 薬の極性 RPE に対する細胞毒
性について TUNEL 染色や MTT 試験を用いて
調べたが、いずれの抗 VEGF 薬も極性 RPE
に対し細胞毒性を認めず、今回の条件では
極性 RPE に対し安全な薬剤であることが示
唆された。 
 
（２）抗 VEGF 薬が極性 RPE のバリア機能に
与える影響を調べるために極性 RPE に抗
VEGF 薬を 24 時間暴露させて、その前後で
TER を測定した。その結果、いずれの薬剤
においても TER の値は有意な変化を示さな
かった。また、極性 RPE のバリア機能に重
要なタイトジャンクション関連タンパク質
である ZO-1 の免疫染色では、その発現パタ
ーンは治療前後で変化を示さなかった。以
上の結果から抗VEGF薬は極性RPEのバリア
機能に影響を与えないことが示唆された。 
 
（３）極性 RPE が分泌する VEGF に対する各
薬剤の抑制作用を調べた。極性 RPE は上方
（感覚網膜側）と基底膜側（脈絡膜側）に
VEGF を分泌するが、上方の VEGF に関して
はいずれの薬剤でも VEGF をほぼ完全に抑
制したが、基底膜側の VEGF 抑制作用は薬剤
によって違いがみられ、Aflibercept、
Ranibizumab,Bevacizumab の順に抑制作用
が強力であった。 
また、極性 RPE の透過率は Ranibizumab、
Bevacizumab,Afribercept の順であった。 
 

（４）抗 VEGF 薬によって極性 RPE の透過性
の違いに差があることが分かったので、次
に抗 VEGF 薬透過のメカニズムについて、
Ranibizumab と Bevacizumab を用いて検証
した。方法で記載した細胞内経路の薬剤性
阻 害 剤 を 用 い る と 、 Bevacizumab 、
Ranibizumab の両薬剤共に、Protein kinase 
C（PKC）の阻害剤である Staurosporine に
よってその透過性が有意に低下した。 
PKC はアクチンの細胞骨格の変化や RPE の
Phagocytosis など、細胞の機能に重要な経
路であり、両薬剤の透過には、少なくとも
一部はRPEのPhagocytosisが関与している
可能性が示唆された。また、阻害剤の効果
は多くの場合、Bevacizumab の方が大きく
阻害される傾向があったので、両薬剤の
RPE の透過は異なる機序で生じている可能
性が考えられた。 
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