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研究成果の概要（和文）：ﾗｯﾄ水晶体摘出術後の後嚢混濁(PCO)ﾓﾃﾞﾙの水晶体上皮細胞(LEC)で、DNAﾏｲｸﾛｱﾚｲ解析
を行い、PC組織ﾌﾟﾛﾃｵｸﾞﾘｶﾝの1つであるﾃﾞｺﾘﾝ(DCN)が高発現である。上皮間葉系移行、水晶体線維分化に関与す
る遺伝子群の上昇が生じることを明らかにした。ﾋﾄLECのDCN遺伝子発現量と前房水DCN濃度が年齢や水晶体混濁
病型、混濁程度の相関はなかった。ﾏｳｽとﾋﾄのLECの培養細胞実験で、FGF2添加により濃度依存的にDCN mRNA発現
が増加、TGFβ2添加によりDCN mRNA発現は低下を認めた。その結果DCNはPCO進行過程でEMTや線維分化に関与し
ている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that the expression of proteoglycan decorin (DCN) was highly
 upregulated by analyzing gene expression using DNA microarray in lens epithelial cells (LEC) from a
 rat postoperative posterior capsule opacification (PCO) model. Further, genes related with  
epithelial-mesenchymal transition (EMT) and those related with the differentiation of lens fiber 
were upregulated. DCN was also detected in human anterior aqueous. DCN gene expression level in 
human LEC and DCN concentration in human anterior aqueous did not correlate with age, opacity type 
or grade. In cultured mouse and human LECs, DCN mRNA was upregulated concentration-dependently after
 treatment fibroblast growth factor 2 (FGF2) and decreased with treatment of transforming growth 
factor β2 (TGFβ2).　
　In conclusion, DCN may be related with EMT and lens fiber differentiation in PCO development.

研究分野：眼科学

キーワード： 眼生化学・分子生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
白内障術後の後嚢混濁（PCO）の治療にはYAGレーザーによる後嚢切開術があるが、術後の網膜裂孔形成やぶどう
膜炎、眼圧上昇といった合併症が問題となる。我々は、ラット水晶体摘出術後のPCO組織で、プロテオグリカン
の１つであるデコリン(DCN)が高発現であることを見出した。本研究では、このDCNの分子機構を解明し、PCOと
の関わりを明らかにすることを目的とする。
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１．研究開始当初の背景 
白内障手術機械や手技および眼内レンズが進歩しても、術後の PCO による後発白内障はいま

だ多く発生する。小児の白内障では PCO が必発であり、大人にできる YAG レーザー治療もでき

ず再手術が必要となる。また、YAG レーザー術後の網膜裂孔形成やぶどう膜炎、眼圧上

昇といった合併症もあるため、PCO の予防、治療法の開発が望まれる。そこで、PCO 発症に関

与する因子を網羅的に解析するため、ラット PCO モデルを用い、水晶体摘出術後 1 週目の LEC

の上皮間葉系移行（EMT）を生じる時期に、DNA マイクロアレイ解析を施行した。その結果、デ

コリン（DCN）の発現が 100 倍近く上昇することを見出した。DCN は、コラーゲン線維の形成に

関与するプロテオグリカンの 1種であり、創傷治癒にも関与し、過剰な瘢痕形成を抑制するこ

とが知られている。よって、PCO の発症における DCN の役割は、大変興味深い課題であるとい

える。 

 
 
２．研究の目的 
まず初めに、ラット PCO の発症機構を解明するためにラット PCO モデルを用いて、水晶体摘

出術後のLECの遺伝子発現の経時的変化をDNAマイクロアレイ法を用いて、網羅的に解析する。 

次に、術後 1 週目の PCO 組織で発現が上昇していた DCN に注目した。DCN は分泌たんぱくで

あるが、ヒトの水晶体に対する機能は明らかにはなっていない。そこで、ヒト前房水における

DCN タンパ期発現の解析とヒト LEC における DCN の発現変化を測定し、加齢及び白内障発症と

の関係を明らかにすることにした。 

さらに、 PCOで上昇することが知られている炎症性サイトカインであるTransforming growth 

factor（TGF）β や Fibroblast growth factor（FGF）が、DCN 発現に与える影響につい

て培養 LEC を用いて解析した。 

 
３．研究の方法 

（１）ラットモデルにおける PCOの進行に伴う LECの遺伝子発現変化の網羅的な解析 

金沢医科大学眼科で、確立したラット水晶体嚢外摘出術（ECLE）によるラット PCO モデル

を用いた動物実験を行った。動物実験は金沢医科大学動物実験指針に沿って、実験委員会の

承認を得ている。12 週齢 Sprague Dawley ラットに ECLE を施行し、術直後、1週後、2 週後

に水晶体上皮細胞を含めた残存水晶体嚢のみを摘出した。摘出したサンプルから Total RNA

を抽出後、Affymetrix- GeneChip Array を用いて、網羅的な遺伝子発現変化を解析した。変

動の有る遺伝子群のパスウェイ解析および ontology 解析により PCO 発現メカニズムの分子

機構の解析を行った。予備実験で、ECLE 術後 1, 2 週目に発現上昇が見られた DCN と、他の

変動が見られた因子を、リアルタイム RT-PCR 法とウェスタンブロット法にて発現確認を行

った。 

 

（２) ヒト白内障病型におけると DCN の発現変化と、手術時の前房水における分泌 DCN の量の  

 解析 

  本実験は、研究代表者により、金沢医科大学臨床研究倫理委員会申請し、承認済みである。 

金沢医科大学病院で白内障手術を行い、口頭と文書にて同意を得た患者の白内障手術時に、

房水、前嚢切開後の LEC を採取した。前房水は、房水ピペットで約 100μL 採取後すぐにド

ライアイスにて凍結し、後日 Human DCN ELISA 法（Sigma）にて分泌タンパクであるデコリ

ン含有量を測定した。LEC は, 採取後すぐに RNAlater 液にて固定し、後日 Total RNA を抽出



した。DCN ｍRNA 発現動態をリアルタイム PCR 法（Taq Man human DCN Probe, 内因性コント

ロール:18srRNA）で解析した。デコリン発現量と水晶体混濁病型（WHO 分類で皮質、核、後

嚢下白内障の 3病型および前嚢下混濁に分類し評価した）や年齢の関連を解析した。コント

ロール群は、黄斑前膜と黄斑円孔治療のため硝子体手術＋水晶体再建術の際に採取される、

ほぼ透明の水晶体からの水晶体上皮細胞を使用した。 

 

（３) PCOで上昇する炎症性サイトカインによる DCN発現の変化や、DCN添加による細

胞増殖能の解析 

白内障術後後嚢混濁（PCO）発症には、TGFβ2や FGF2 等のサイトカインの関与が報告され

ている。今回、TGFβ2 と FGF2 添加による LEC での DCN 発現変化と、DCN が細胞増殖に与え

る影響について解析した。マウス培養 LEC（MLEC）とヒト不死化培養 LEC（HLEC: SRA01/04）

を用いて、TGFβ2 と FGF2 の添加実験を行った。DCN、トロポミオシン（TPM）の LEC におけ

る遺伝子発現を Real time RT-PCR 法にて解析した。さらに、DCN 添加による LEC 生細胞の測

定は、MTS Cell Proliferation Colorimetric Assay Kit（測定波長 490nm）にて施行した。 

 
４．研究成果 

（１）ラットモデルにおける PCOの進 

  行に伴う LECの遺伝子発現変化の 

  網羅的な解析 

ラット PCO に関連する LEC の変化は、 

 図 1に示すように、術後 1週、2週目と 

もに発現が上昇していた遺伝子は TGfb1 

や Tropomyosin など EMTに関与する遺伝 

子があり、そのなかでも DCN 発現が高値 

を示した。1週目には発現が減少してい 

たが2週目に上昇した遺伝子は水晶体の 

分化に関与する遺伝子群が上昇してい 

た（表 1）。リアルタイム PCR とウェスタンブロットにて、DCN の MRNA および蛋白発現が術 

後 1,2 週目の PCO 組織で上昇していることを確認した（表 2）。 

 

図 1 リアルタイム qPCR とウェスタンブロット 

 



図 3 

 

 

 

 

（２）ヒト白内障病型におけると DCN の発現変化と、手術時の前房水における分泌 DCN の量の  

 解析 

ヒト前房水中にも DCN 蛋白が検出された。前房水 DCN 濃度は年齢や水晶体混濁病型および

程度との相関は認めなかった（図 2）。ヒト LEC にも、 DCNmRMA 発現は認めたが、前房水と

同様に年齢や水晶体混濁の病型及び程度との相関はなかった（図 3）。結論として、ヒト LEC

と前房水中に DCN が発現し分泌していることが初めて明らかになった。 
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図 2 

 



（３）PCOで上昇する炎症性サイトカインによる DCN発現の変化と DCN添加による細 

胞増殖能の解析 

培養ヒト LEC、マウス LEC ともに、FGF2 の培養液への添加により濃度依存的に DCN mRNA 発

現の増加を認めたが、TGFβ2添加により DCN mRNA 発現は低下した（図 4）。また、DCN 添加に

よりマウス LEC の細胞増殖能の亢進や減少は認めなかった（図 5）。これらの結果より、DCN

は細胞増殖ではなく EMT や分化に関与している可能性が示唆された。 
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