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研究成果の概要（和文）：近年、Transwell を利用した網膜色素上皮細胞 (RPE)培養によって、

細胞極性を示すRPE (polarized RPE) 培養が可能になっている。我々は、さらに培養法を改良し、

ヒトおよびブタRPE で、細胞極性が高くより分化した培養法を確立した。極性RPEの特徴は、形

態的には細胞表面に微絨毛がよく発達、tight junction, adherence junctionがよく発達し形態

的に生体RPEときわめて類似。機能的には、trans epithelial resisatance (TER)値がブタで

200Ω・cm2 以上)、permeability assayで自由な物質の透過が制御、さらにVEGFやPEDFの極性分

泌が生体と同じであることを確認した。    

 

研究成果の概要（英文）：Our group attempted to establish a reproducible method for 

culturing highly polarized RPE and tried to elucidate the pathophysiological mechanism of 

retinal disease using polarized culture RPE.  

 Highly polarized RPE cells were grown on TranswellTM filters (12 mm, i.d). Primary 

cultures of RPE cells on T75 flask were seeded on fibronectin-coated TranswellTM. RPE cells 

were cultured in 1% FBS for more than 4 weeks. As in native tissue, porcine RPE cells 

formed a monolayer, were well pigmented, and were arranged in a regular hexagonal array. 

The integrity of RPE layer was confirmed by expression of TJ proteins ZO-1 and occluding 

and well developed microvilli, localization of pigment on the apical side, nuclei on basal side, 

and presence of tight‐junctional complexes by electron microscopy. Well-differentiated RPE 

cells secreted VEGF-A preferentially to the basolateral side of the tissue. With respect to 

application of polarized culture RPE system, after stimulation with TNF-a, TER decreased about 

15% of reduction in comparison to control at 24 hours, which was abolished by anti-TNF-a antibody. This 

reduction was inhibited by SB203580 inhibitor, but not by any other inhibitors. 
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1. 研究開始当初の背景：網膜色素上皮細胞 

(RPE)は視細胞と脈絡膜の間に位置し、両者

間における手術の物質輸送に関与するのを

はじめとして、視細胞の外節の貪食、ビタ

ミン A 代謝、視細胞微小循環の維持など、

眼球の恒常性を維持するために、様々な重

要な役割を担っている。また RPE の異常が

加齢黄斑変性 (AMD)や増殖硝子体網膜症な

どの各種病変形成に深く関与している。す

なわち、RPE が種々の生理活性物質を生成し、

病態形成および創傷治癒に関与している。 

 RPE の機能や病態関与のメカニズムを解

明するために、RPE 培養細胞を用いて主に研

究が行われている。本邦では ARPE-19 を用

いた研究がほとんどある。ARPE-19 はヒト

RPE の cell line であるが、継代や培地条件

によってその性質が変化することが報告さ

れている (Luo, Rizzolo st al. IOVS2006)。    

また、RPE は強固な細胞間接着装置をもち、

血液網膜関門や感覚網膜・脈絡膜間の物質

輸送を制御する働きがある。通常の RPE 培

養法では、これらの RPE の機能を再現する

ことは不可能である。言い換えると、in vivo

の RPE 機能と解離した培養細胞を使って実

験を行っていることになる。近年、

transwell を利用した培養によって、細胞極

性や tight junction をもつ RPE (polarized 

RPE)培養が可能になっている (Hu, Bok, 

Mol vis2001)。我々は、さらに培養法を改

良しより細胞極性が高胃培養法の確立を試

みている。 

 

２．研究の目的：眼内特に網膜や脈絡膜の恒

常性を保つ重要な働きを持つ RPE に関して、

polarized RPE と non-polarized RPE (非極

性 RPE)では、これまでの報告とは結果が異な

る可能性がある。より生体に近い解析を行う

ために、polarized RPE の安定した再現性の

高い培養法を確立することは重要である。そ

のため、本法で比較的入手が容易であるブタ

RPE を用いて培養を行うことを目的し、培養

RPE の機能的・形態的な解析を行う。 

また、polarized RPE を用いて、様々なサイ

トカインで刺激を行うことで、病態を意識し

た解析を行う。さらに、培養 RPE のシート移

植を意識して、生体分解性のある物質上でも

併せて培養を試みる。 

 

３．研究の方法：①polarized RPE 培養の確

立：ブタ RPE の初代培養細胞を用いて、細胞

極性をもち、より生体の RPE に類似した

polarized RPE の培養法を確立する。12 ウェ

ル用 transwellTM 上に細胞を播種(1×105 個)

し、10% FBS 含有特殊培地 （MEM 培地をベ

ースに、タウリン,N-1 サプリメント、ハイド

ロコルチゾン等を添加）を用いて 24 時間培

養、細胞を transwell に十分に接着させた後、

FBS を１％に減じた同培地中で約 1 ヶ月間培

養を行う。培養 RPE の評価として、走査型・

透 過 型 電 子 顕 微 鏡 、 tight junction 、

adherence junction に関する免疫染色・

Western blot(形態解析)、TER、permeability 

assay(バリア機能)、VEGF や PEDF の ELISA に

よる増殖因子分泌能解析(後者 2つ機能解析)

をおった。 

②Polarized RPE を利用したサイトカイン刺

激による反応：炎症性サイトカインの代表で

ある TNF-a による刺激を行い（上下チャンバ

ーともに 10ng/ml）、主にバリア機能に関する

因子を中心に解析を行った。 

③極性 RPEの生体内移植を目指して生体内分



解性を持つ PLGA 上での培養方法の確立を目

指した。 

 

４．研究成果：培養 RPE の形態的評価は、走

査型電顕で細胞表面に微絨毛がよく発達、透

過型電顕では、生体 RPE 同様に、細胞管接着

装置、色素顆粒、細胞内器官の極性配列や基

底陥入などの所見を認めた。また、培養 RPE

の機能評価として、バリア機能は TER が 200

Ω・cm2 以上となり、permeability assay で

は物質の自由な交通が制御されていた。また、

VEGF や PEDF は、それぞれ生体 RPE と同様の

パターンを示し、VEGF は基底側、PEDF は上

皮側に有意に分泌していて、機能的にも生体

RPE に類似して極性を持った RPE が培養でき

たと考えている。 

 また、TNF-a による刺激実験では、TER が

低下、関与するシグナルに関しては、TNF に

より活性化される p38MAPKの関与が確認でき

た。また TNF-a によって、tight junction 関

連蛋白が主

に障害を受

け 、

adherence 

junction の

N-cadherin

は発現の低

下は認めな

かった。 
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