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研究成果の概要（和文）： 

増殖硝子体網膜症に伴う網膜上増殖組織や増殖モデルマウス網膜に対し、包括的遺伝子発現解
析を行った。増殖組織に発現する遺伝子群は、酸化的リン酸化、細胞間接着、アクチン骨格制
御、細胞間コミュニケーション、サイトカインー受容体連関などに分類でき、線維芽細胞に局
在するペリオスチン遺伝子を含んでいた。網膜前増殖の前駆病変である虚血マウス網膜の解析
では、虚血に伴いMIP1βが網膜内層で発現上昇し、生理的な網膜血管新生に関与していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We performed global gene expression analysis using epiretinal membranes (ERMs) from patients with 

proliferative vitreoretinopathy (PVR) and mouse model of ischemic retinopathy. Genes preferentially 

expressed in ERMs were subdivided by the functional sets of genes such as oxidative phosphorylation, 

cell adhesion, cell communication, cytokine-receptor association. Periostin was expressed in ERMs 

which located in smooth muscle actin-positive cells. In mouse model of ischemic retinopathy, MIP1β 

was upregulated in ischemic inner retina and was associated with physiological retinal revascularization. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

増殖硝子体網膜症 proliferative 

vitreoretinopathy  (PVR)は，裂孔原性網膜剥離

や眼外傷に続発して増殖膜が網膜前・後面に

形成され、収縮することにより牽引性網膜剥

離を生じる難治性の疾患である。その病態は

網膜と硝子体を増殖の場とした眼内細胞増殖

であり、一種の創傷治癒反応であるが、過剰

増殖は眼内では透明性を阻害する。現在、PVR

の治療は硝子体手術による手術療法が主体で、

その手術手技の進歩とともに治療成績は向上

しているが、増殖組織の除去、光凝固術によ
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る網脈絡膜の瘢痕化と眼内タンポナーデとい

う対症療法の域を出ず、患者の視機能を保持

できないことも少なくない。また現在まで

PVR に対する薬物で明らかな有効性が確認さ

れたものはない。 

増殖組織の構成細胞は、網膜色素上皮細胞、

網膜グリア細胞、マクロファージ、線維芽細

胞、硝子体細胞などが報告されているが、主

役は網膜色素上皮細胞であるとされている。

網膜上･下で増殖した網膜色素上皮細胞は、線

維芽細胞様細胞やマクロファージ様細胞に化

生し(上皮間葉移行)、さらに増殖能に富むよう

になる。また TGF-β（ transforming growth 

facor-β）などの細胞増殖因子や走化性因子を

分泌し、網膜色素上皮細胞自身、グリア細胞

や線維芽細胞の遊走・増殖を促進する。これ

ら増殖した細胞は、コラーゲンやファイブロ

ネクチンを細胞外に産生して線維増殖組織を

形成する。この増殖組織が収縮することによ

り牽引性網膜剥離が生じて PVR が完成する。 

PVR の発症機序についてこれまで蓄積されて
きた知見は、上述のように少数の因子の関与
が報告されているのみであるが、実際には
PVR は未知の様々な因子が絡み合って発症す
る多因子性の疾患である。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は PVR 増殖組織の包括的遺伝子発現
解析により、画期的な診断マーカーや治療の
分子標的を同定することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

(1)Expressed Sequence tag (EST)解析 

硝子体手術時に採取した増殖組織をただちに
RNA を抽出し、-80℃に保存した。 

Switching Mechanism At 5' end of RNA 

Transcript(SMART)法による cDNA増幅を用い
た cDNA ライブラリを作成し、5’末端からラ
ンダムシークエンスを行った。得られたシー
クエンスのうち低クオリティのクローンは解
析から除去し、Repeat Masker を用いて繰り返
し配列をマスク後に BLAST アルゴリズム 

(National Center for Biotechnology Information 

(NCBI)を用いて公的データベース上のシーク
エンスとの一致性を検索し、機能の注釈づけ
を行った。 

 

(2)Illumina マイクロアレイ解析 

マウス増殖モデル網膜、PVR 増殖組織および
特発性網膜前膜のサンプルから RNA を抽出
し、各々ビオチンで標識した cRNA ターゲッ
トを合成し、この cRNAターゲットを Illumina

社のマイクロアレイにハイブリダイズした。
専用スキャナーでスキャン後、各遺伝子発現

を数値化し、GeneSpring を用いて、データマ
イニングを行った。  

 

(3) 硝子体手術後の患者硝子体液中の血管新
生因子濃度の変化の検討 

対象は初回硝子体手術を行った増殖糖尿病 

網膜症（PDR）39 眼、黄斑上膜あるいは黄斑
円孔 36 眼(対照群)、および PDR 術後 3.5～9

ヶ月（平均 6.7 ヶ月）に IOL 二次挿入を行っ
た 39 眼とした。インフォームドコンセント
を得て、手術の際に硝子体液を採取し、VEGF、
Endostatin 濃度を ELISA 法で測定した。 

 

４．研究成果 

 

(1)硝子体手術の際に網膜前増殖組織、硝子体
液、血清を収集した。効率的な組織破砕や
RNA 抽出の条件を最適化し、増殖組織からの
cDNA ライブラリの作成後、5’末端からの
Expressed Sequence Tag (EST)解析を行った。
さらに、各 EST を解析し、non-redundant に分
類する EST パイプラインを構築し、発現遺伝
子のデータベース化を終了した。増殖硝子体
網膜症に伴う増殖組織の EST データベース
を Bioinformatics により機能分類したところ、
抽出遺伝子群は、酸化的リン酸化、細胞間接
着、アクチン骨格制御、細胞間コミュニケー
ション、サイトカインー受容体連関などに分
類できた。 

さらに抽出遺伝子の構造と機能を解析した結

果、増殖組織中にperiostinが発現しており、増

殖組織の線維芽細胞に発現していることを明

らかにし、新しい診断治療の分子標的になり

うると考えた。本研究を通じて、増殖組織の

包括的遺伝子発現解析が真に患者に役立つ分

子標的同定に極めて有用であることが示唆さ

れた。 

 

(2)DNAマイクロアレイ（4万遺伝子）を用い

て、網膜増殖モデルマウス網膜の包括的遺伝

子発現解析を行った。高酸素負荷網膜では、

対照正常網膜に比べ発達に関連する遺伝子群

の発現低下を認め、高酸素曝露による網膜発

達障害を反映して いると考えられた。虚血網

膜では、高酸素負荷網膜に比べ、代表的な虚

血関連因子であるVEGF-AやHif-1αの発現レ

ベルが上昇していた。虚血網膜で 発現が変動

した遺伝子群は、血管新生、神経形成関連因

子、炎症、抗アポトーシス、解糖系の機能単

位に分類された。本解析で抽出された遺伝子

群は、網膜において、高酸素負荷による発達

障害、虚血後の炎症、血管新生およびリモデ

リングを規定していると考えられた。 

得られた抽出遺伝子のうち、炎症性サイト

カインや単球の誘導に関わるケモカインの一



 

 

つであるMacrophage inflammatory protein-1β（

MIP1β）の発現が虚血網膜で最も優位に上昇

していることを発見した。そこで、MIP-1βの

発現レベル、局在、機能についての検討した

ところ、MIP1βのmRNA、蛋白は、網膜の虚血

に伴い発現が上昇し、免疫染色でMIP1βは虚

血部位である網膜内層に局在していた。さら

に、MIP1βの中和抗体により虚血網膜への単

球系細胞の浸潤が抑制され、生理的血管新生

も抑制された。以上より、MIP1βが網膜への

単球系細胞の浸潤を介して生理的網膜血管新

生に関与している可能性が示唆された。 

 

(3)患者の硝子体中の血管新生関連因子を

ELISA法で測定し、硝子体手術前後で比較し

たところ、増殖促進因子であるVEGFが急速に

減少しており、網膜症の沈静化に寄与すると

考えられた。  
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