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研究成果の概要（和文）：ペリオスチンは増殖糖尿病(PDR)において,患者硝子体で高値を示し,病期と正の相関を示し
た.また,正常網膜には発現せず，PDR増殖組織のα-smooth muscle actin（α-SMA）陽性細胞に特異的に発現していた.
In vitroでペリオスチン蛋白投与により,増殖組織の構成細胞であるヒト網膜色素上皮細胞の増殖,遊走,接着,コラーゲ
ン合成が亢進した.また、ペリオスチン阻害によりTGF-β2依存性の細胞接着と遊走が抑制された.In vivoでは,ペリオ
スチン阻害により網膜線維血管増殖が抑制された.以上よりペリオスチンは眼内増殖抑制治療の分子標的になると考え
られた.

研究成果の概要（英文）：We found increased periostin expression in the vitreous of patients with prolifera
tive diabetic retinopathy (PDR). Immunohistochemical analysis showed colocalization of periostin and a-SMA
 in PDR-ERMs. In vitro, periostin increased proliferation, adhesion, migration, and collagen production in
 RPE cells. Periostin blockade suppressed migration and adhesion induced by TGFb2. In vivo, periostin inhi
bition had the inhibitory effect on experimental retinal fibrovascular formartion without affecting the vi
ability of retinal cells. These results identified periostin as a pivotal molecule for ERM formation as we
ll as a promising therapeutic target for PDR.
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科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： ゲノムワイド遺伝子発現解析　ペリオスチン　増殖糖尿病網膜症

外科系臨床医学・眼科学
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１．研究開始当初の背景 
日本人の生活様式の欧米化や高齢化社会の進
展により,近年糖尿病患者は増加の一途をた
どっており,その患者数は推定で 2210 万人に
も及ぶとされる．それに伴い糖尿病三大合併
症の一つである糖尿病網膜症の患者数も増加
し,本邦での後天性視覚障害原因の約 19％を
占め,年間約 3000 人が失明している．今後も
糖尿病網膜症の患者数は増加するといわれて
おり,よりよい予防や治療法の確立が社会的
急務である． 

糖尿病網膜症は大きく非増殖・増殖網膜症
に分類される．増殖糖尿病網膜症(以下 PDR)
では網膜上に線維血管増殖組織(以下増殖組
織)を生じ,その収縮に伴う牽引性網膜剥離が
失明の原因となる．現在のところ,増殖組織生
成の分子機序は不明で,治療は網膜光凝固術
と硝子体手術が第一選択であるが,視機能を
保持できない場合も稀でない．また手術侵襲
に伴う術後眼内細胞増殖による増殖硝子体網
膜症(以下 PVR)がしばしば病状を悪化させる
が,その分子機序も殆ど明らかでない． 

増殖組織の形態学的観察では,網膜グリア
細胞,筋線維芽細胞,マクロファージ,硝子体
細胞,網膜色素上皮(以下RPE)細胞や新生血管
内皮細胞が認められる．このうち増殖組織収
縮による牽引性網膜剥離の病態の中心となっ
ているのは筋線維芽細胞であり,その由来は
主に RPE 細胞であるとされている． 

近年,眼内血管新生病に対して抗血管内皮
増殖因子(VEGF)薬が臨床応用された．VEGF と
いう単一の分子を標的とした治療が有効であ
ることが示され,臨床の現場に大きなインパ
クトを与えている．しかし,増殖組織の制御に
関しては不十分であり,抗 VEGF 薬以外の新た
な分子標的薬の創製が望まれる． 

２．研究の目的 

ペリオスチンを標的とした PDR,PVR に対する
分子標的薬創製に向けて下記項目を最適化す
る． 
1) ペリオスチン特異的 siRNA の作製．  
2) siRNA の In vitro 導入の最適化と増殖,遊
走能や接着に対する効果． 
3)In vivo モデルでの増殖組織抑制効果と安
全性．  
 
３．研究の方法 
 
1． ペリオスチン標的核酸のデザインと最適

化 

ペリオスチン遺伝子内の異なる部位を標的と
して 10 種類程度の siRNA をデザインする．配
列を選択する際には,各塩基のエネルギーバ
ランス,GC 含有量,Tm 値や他の遺伝子とのホ
モロジーがないことなどを考慮する．次に,
作製した siRNA を培養ヒト RPE細胞へ導入 24
時間後に TGFβ2刺激によりペリオスチン遺
伝子発現を誘導し,RT-PCR により各 siRNA の
ペリオスチン遺伝子発現抑制効果を定量する．
対照としてスクランブル配列(作製ずみ)を導
入したアッセイも行う．最も良好な抑制効果
が得られたペリオスチン siRNA配列を同定す
る． 
 

2. In vitro アッセイ系でのペリオスチン
siRNAの細胞増殖,遊走,接着,コラーゲン産生
の抑制効果の評価 
培養ヒト RPE を用いて,TGFβ2刺激による

増殖能,接着能,遊走能,収縮活性の亢進に対
するペリオスチン siRNA の抑制効果を指標に,
最適な濃度を選定する． 
  

3. In vivoモデルでのペリオスチン siRNA 発
現抑制効果の評価 
ウサギ実験的PVRモデルを作製する．有色ウサ
ギより結膜細胞を分離培養後,硝子体手術を
行い,結膜細胞を5x104個硝子体腔に注入する．
ペリオスチンsiRNAを硝子体腔に注射あるい
は4回/ 日の点眼を行う．術後1,3,7,14,28日
目に眼底検査を行い,PVRの抑制度を評価し,
治療効果を判定する．同時に前房水を採取し,
ペリオスチンsiRNAの眼内での濃度を測定す
る．術後28日目に電気生理学的検査を行い、
安全性を評価する．  
 
４．研究成果 
 
1. PDR におけるペリオスチンの役割 
 
１）PDR 増殖組織におけるペリオスチン 
ゲノムワイド遺伝子発現解析の結果を検証す
るため，PDR 増殖組織の半定量 reverse 
transcription polymerase chain reaction
（RT-PCR）を行った．ペリオスチン mRNA の発
現は正常網膜ではほとんど認められなかった
のに対し，増殖組織では 10 検体すべてで 有
意に発現レベルが上昇していた． さらにバリ
アント検出プライマーペアを用いた RT-PCR
解析では，増殖組織中にスプライスバリアン
トの存在を示す複数のバンドを認めた．一方，
VEGF と VEGF 受容体 2型（vascular 
endothelial growth factor receptor-2：
VEGFR-2）mRNA も増殖組織 10 検体中 10検体
で検出されたが，これらの血管新生関連因子
の mRNA はペリオスチンとは異なり正常網膜



でも発現していた（それぞれ3検体中2検体，
3検体中 3検体）． 
 
２）PDR 増殖組織におけるペリオスチン局在 
ペリオスチン蛋白質の PDR 増殖組織中の局在
を明らかにするため，ペリオスチン抗体およ
び血管平滑筋細胞のマーカーであるα
-smooth muscle actin（α-SMA）に対する抗
体を用いて増殖組織の蛍光染色を行った．ペ
リオスチンは増殖組織中のα-SMA陽性細胞に
共染色され，一部管腔様構造にも認められた．
したがってペリオスチンは，線維芽細胞およ
び周皮細胞に発現していると考えられた． 
 
３）PDR 硝子体中ペリオスチン 
次に PDR 患者由来硝子体液 106 検体，黄斑円
孔あるいはERM患者由来硝子体液31検体を用
いてペリオスチン蛋白質の定量を行った．硝
子体中ペリオスチン 濃度は PDR 患者由来硝
子体液（9.09 ng/ml；範囲0.00～118.86 ng/ml）
で黄斑円孔(MH；0.08 ng/ml；範囲 0.00～0.74 
ng/ml）あるいは ERM 患者（0.02 ng/ml；範囲，
0.00～0.1 ng/ml）に比べ有意に高値を示した．
ペリオスチン mRNA は増殖組織で正常網膜に
比べ有意に高値であり， 増殖組織の生成に特
異的に関与していると考えられた．この仮説
を検証するため，PDR 患者を増殖組織のある
群とない群（新生血管のみ）に分けて，ペリ
オスチン蛋白質濃度を検討した．PDR の 106
眼のうち，ペリオスチン濃度は増殖組織のあ
る 77 眼で（12.73 ng/ml；範囲 0.00～118.86 
ng/ml），増殖組織のない（新生血管のみの）
29 眼（1.17 ng/ml；範囲，0.00～6.84 ng/ml）
に比べ有意に高値であった． 
また，VEGF も増殖組織生成に関与する因子

であると考えられるため，同じ PDR106 検体を
用いて VEGF 蛋白質濃度を定量した．増殖組織
のある 77 眼で の VEGF 濃度（1,109.56 
pg/ml；範囲，0.00～8,240.72 pg/ml）は増殖
組織のない（新生血管のみの）29 眼（652.00 
pg/ml；範囲 0.00～2,120.06 pg/ml）に比べ
高値ではあったが統計学的な有意差はなかっ
た． 
 ペリオスチンと VEGF の増殖組織の有無に
対する相関の違いは，VEGF は主に増殖組織生
成前の虚血網膜で発現が誘導されるのに対し，
ペリオスチンは増殖組織生成とともに産生さ
れることによると考えられた． 
さらに PDRの 106 眼でペリオスチンと VEGF

濃度の相関を検討したところ，ペリオスチン
と VEGF との有意な相関はなかった．このこと
は，ペリオスチンと VEGF は独立した分子経路
を介して増殖組織形成に関与することを示し
ている．したがって，ペリオスチン分子標的
薬を創製できれば，抗 VEGF 薬との併用により
相加相乗効果が期待できる可能性がある． 

前述のように，近年抗 VEGF 薬が臨床応用さ
れ一定の成果を挙げているが，網膜血管閉塞
や脳梗塞などの有害事象も報告されている．
このことは，中枢神経系において VEGF は恒常
的に発現しているため，VEGF 阻害が予期せぬ
正常網膜の障害をもたらしうることを示唆し
ている．一方，ペリオスチンは増殖組織特徴
的遺伝子であり，正常網膜での役割は非常に
小さいと考えられる．したがって、もしペリ
オスチン分子標的薬を創製できれば、網膜へ
の副作用の少ない，病態特異的な治療標的と
なる可能性がある． 
 
２．PVR におけるペリオスチンの役割 
 
PDRに引き続き,ペリオスチンの PVR病態形成
への関与も検討した. 
 
1)PVR 患者の増殖組織および硝子体でのペリ
オスチン発現 
ゲノムワイド遺伝子発現解析の結果を検証す
るため,異なる PVR 増殖組織と網膜から抽出
した RNAを用いてリアルタイム qRT-PCR を行
った.ペリオスチン mRNA発現は PVR 増殖組織
で検出されたが 3つの正常網膜では検出困難
であった. 
次に、PVR と非増殖性硝子体疾患である MH, 

裂孔原性網膜剥離(RRD)患者から採取した硝
子体サンプルの ペリオスチン蛋白濃度を定
量した. PVR（59.33 ±20.57ng/ml）の硝子体
中 ペリオスチン濃度は非増殖性硝子体疾患
である MH（0.06 ±0.03ng/ml）と RRD（0.55 
±0.18ng/ml）の患者と比較し著明に上昇して
いた. 
増殖性硝子体疾患の進行に TGF-β2 が寄

与し,ペリオスチン産生を亢進することが知
られている.そこで我々は同じ硝子体サンプ
ルを用いて ペリオスチン同様総 TGF-β2（活
性化および潜在性）を測定したところ， PVR
（5292.7 ±697.0ng/ml）と PDR（3975.6 ±
354.5ng/ml）の硝子体中 TGF-β2 濃度は MH
（2495.5 ±251.9ng/ml）と RRD（2358.0 ±
255.3ng/ml）に比べ著明に上昇していた.また, 
PVR, PDR 患者硝子体中でペリオスチンと 
TGF-β2 の間には強い相関を認めた（ r=0.71, 
P<0.0001.さらに、ペリオスチンの硝子体濃度
は PVR 病期との相関を検討した.PVR 患者群
では, 2 症例が grade A, 7 症例は grade B, 6
症例は grade C, 2 症例は grade D であっ
た.Spearman の順位相関では, ペリオスチン
の硝子体濃度は PVR 病期と有意に相関した
（P=0.044）. 
PVR 増殖組織の免疫染色ではペリオスチン

蛋白の発現は細長いパターンを示した. ペリ
オスチンとそのレセプターであるインテグリ
ンαⅤの発現細胞を同定するために,我々は 



ペリオスチン, インテグリンαⅤ, 
cytokeratin（ RPE のマーカー）, GFAP（グ
リア細胞のマーカー） , α-SMA （筋線維芽
細胞のマーカー）に対する抗体を用いて切片
を染色した. PVR 増殖組織で RPE 細胞はα
-SMAと同様にペリオスチンとインテグリンα
Ⅴを発現しいていた.このことは, PVR 増殖組
織での筋線維芽細胞の多くが形質転換した 
RPE細胞であり,ペリオスチンとインテグリン
αⅤがグリア細胞ではなく主に RPE細胞で発
現していることを示唆している. 
 
2)TGF-β2 による RPE の筋線維芽細胞への形
質転換とペリオスチンの産生 
硝子体中 ペリオスチンと TGF-β2濃度が非
常に強く相関しており, PVR 増殖組織のα
-SMA 陽性 RPE 細胞がペリオスチンを発現し
ていたことより,TGF-β2が RPE細胞に作用し
筋線維芽細胞への形質転換を介してペリオス
チンを産生させるか,ペリオスチンが RPE 細
胞に作用し形質転換を促す可能性が考えられ
た. 
このいずれが正しいか確認するため,TGF-

β2(1ng/mlまたは 3ng/ml)あるいはペリオス
チン(30ng/m)で刺激した RPE 細胞の形態を調
べた. TGF-β2(3ng/ml)では細胞は線維芽細
胞を思わせる細長い紡錘形で平坦な形に変化
した.それと比較して, ペリオスチンと TGF-
β2(1ng/m)では何も変化がなかった. 
TGF-β2 がペリオスチンを発現亢進している
かを確認するために TGF-β2 で刺激した RPE
細胞のペリオスチン発現を定量した.リアル
タイム qRT-PCR とウェスタンブロッティング
では TGF-β2 により用量依存的にペリオスチ
ン発現が増加した.さらに TGF-β2 刺激した
細胞上清のペリオスチン蛋白レベルもコント
ロールと比較して有意に高値であった.一方,
ペリオスチン刺激ではTGF-β2 mRNAレベルは
リアルタイム qRT-PCR やウェスタンブロッテ
ィングにおいて有意な変化を認めなかった.
これは、RPE 細胞において TGF-β2 がペリオ
スチン産生と分泌を増強させていることを示
唆している. 
 TGF-β2 刺激 RPE 細胞のペリオスチンとイ
ンテグリンαⅤの発現をさらに検討するため
に蛍光免疫染色を行った.TGF-β2 刺激後,ペ
リオスチンは紡錘形の核を伴うα-SMA陽性細
胞と共染色され,インテグリンαⅤは構造的
に認められた．RPE 細胞から筋線維芽細胞へ
の形質転換における TGF-β2 とペリオスチン
の役割を明らかにするため,ペリオスチンあ
るいは TGF-β2 で刺激後の RPE 細胞のα-SMA
の発現を計測した.リアルタイム qRT-PCR お
よびウェスタンブロッティングでは TGF-β2
によりα-SMAは有意に発現が上昇していたが
ペリオスチンの上昇は認めなかった.以上の

結果から、ペリオスチンではなく TGF-β2 が
RPE を筋線維芽細胞へ形質転換させることが
示唆された.以上より,網膜の障害に応じた
TGF-β2 濃度の増加が RPE 細胞の筋線維芽細
胞への形質転換を促し,ペリオスチンの産生
と分泌を増加させることが示された.  
 
3)細胞増殖,接着,遊走,コラーゲン産生にお
けるペリオスチンの役割 
 培養ヒト RPE を用いて、PVR 増殖組織進展
におけるペリオスチンの機能的役割を検討し
た.インテグリンを介した細胞増殖,接着,運
動は FAK,AKT リン酸化に関係していることが
知られているので,ペリオスチンによる RPE
細胞でのこれらの蛋白のリン酸化の有無つい
て検討した.ペリオスチン刺激後 15 分で
FAK-Tyr397 および Akt-Ser473 は増加し,1 時
間および 2 時間後に著明に増加した.ペリオ
スチン誘導 FAK リン酸化がインテグリンαⅤ
と AKT を介することを証明するため, 次にペ
リオスチン刺激後 1 時間の RPE 細胞に siRNA
と PP2（FAK/Src 阻害剤）を用いてインテグリ
ンαⅤと FAK の発現を阻害したところ、イン
テグリンαⅤ,FAK 阻害は FAKと AKT を共に阻
害した.これらの結果よりペリオスチンはイ
ンテグリンαⅤを介して FAK,AKT をリン酸化
することが示唆された. 
次にペリオスチンが細胞増殖,接着,遊走,

細胞外マトリクス産生,収縮などの PVR の病
態形成過程に寄与しているか検討した.ペリ
オスチン( 1, 3, 10ng/ml)の刺激により濃度
依存的に RPE 細胞の増殖が促進した.細胞接
着アッセイでは組換えペリオスチン
(30ng/ml)の添加により細胞接着が増加した.
さらに細胞遊走アッセイではペリオスチン(1, 
3, 10ng/ml)刺激により,用量依存的に細胞遊
走が促進した.一方、組換えペリオスチン
(30ng/ml)はコラーゲンゲル内での RPE 細胞
の収縮は引き起こさなかった. 
I 型コラーゲンは PVR 増殖組織の主要な構

成要素である.TGF-β2は phosphoinositide 
3-kinase(PI3K)/Akt 依存性に I型コラーゲン
の発現を誘導する.ペリオスチン刺激培養RPE
細胞の上清中 I型コラーゲン濃度は用量依存
的に増加しており,これらの細胞ではペリオ
スチンを介して I型コラーゲン産生が促進さ
れているということを示唆している. 
ペリオスチンにより促進される増殖,接着,

遊走,I型コラーゲン産生がインテグリンαⅤ
とその下流の FAK シグナルを介しているか確
認するため, siRNA と PP2 によってインテグ
リンαⅤと FAK の発現を阻害した. インテグ
リンαⅤと FAK の阻害によってペリオスチン
によって誘導される細胞増殖,接着,遊走, I
型コラーゲン産生がほぼ完全に抑制された.
これらの結果はペリオスチンがインテグリン



αⅤを介して FAKと Akt をリン酸化し,RPE 細
胞の増殖,接着,遊走と I型コラーゲン産生を
促進していることを示している. 
 PVR において TGF-β2は細胞接着,遊走, I
型コラーゲン産生,増殖組織の収縮を促進す
るが,細胞増殖は促進しない.この TGF-β2誘
導性の細胞遊走,接着, I 型コラーゲン産生, 
コラーゲンゲル収縮におけるペリオスチンの
役割を検討した.ペリオスチン siRNA と中和
抗体を用いて TGF-β2で刺激した RPE 細胞を
阻害したところ,TGF-β2依存性の細胞遊走,
接着, I 型コラーゲン産生はほとんど完全に
抑制された.一方,TGF-β2誘導性のコラーゲ
ンゲル収縮には効果がなかった. 
以上よりペリオスチンが RPE細胞の TGF-β

2依存性の遊走,接着において中心的な役割を
演じていること示唆された.さらに PVR にお
いて細胞遊走と接着にペリオスチンが寄与す
るか否かを調べた.PVR患者の硝子体サンプル
はコントロールと比較して細胞増殖と接着を
有意に増加させた.ペリオスチン中和抗体に
よる阻害は PVR 硝子体誘導性の細胞増殖,接
着をコントロール程度までほぼ完全に抑制し
た.これらの結果からペリオスチンは PVR 増
殖組織の発生進展に重要な因子であることが
示された. 
 
4) In vivo 家兎 PVR モデルにおけるペリオス
チン抑制の効果 
 ペリオスチンが PVR の治療標的となりうる
かを検討するため,既に確立している In vivo
家兎 PVR モデルを使用した.免疫染色では,硝
子体腔の網膜上増殖組織でのペリオスチン発
現を認めた.蛍光免疫染色ではペリオスチン
は主にα-SMA陽性 RPE細胞で発現していたが,
グリア細胞での発現は認めなかった.これら
の結果から、同モデルで硝子体や増殖組織で
ペリオスチンが発現していることが明らかと
なった.次にこのモデルにおいて PVR の進行
に対するペリオスチン阻害効果を検討した.
コントロール siRNA を注射した家兎コントロ
ール眼では,増殖組織の形成により 21 日目ま
でに網膜全剥離(stage5)の典型的な PVR が観
察された.一方,ペリオスチン siRNA 投与によ
り5～21日目のPVR進行は抑制された. なお,
ペリオスチン阻害により網膜の形態学的,機
能的な有害事象は全く認められなかった. 以
上より PVR においてもペリオスチンが重要な
分子標的であり,ペリオスチン阻害により副
作用がほとんど無い状態で PVR の進行を抑制
できる可能性が示された. 
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