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研究成果の概要（和文）：硝子体内薬物投与に起因する炎症が網膜色素上皮に与える影響を調べ

る為に、炎症性サイトカインの代表である TNF-αについて調査・報告した。当教室で培養可

能な極性をもった網膜色素上皮細胞のシートに TNF-αを暴露させると、細胞同士のタイトジ

ャンクション（ZO-1）の破壊が認められた。さらに、TNF-αによるさまざまな細胞内シグナ

ル伝達の中で、MAP キナーゼパスウェイが活性化されることにより、タイトジャンクション

の破壊、すなわち外側血液網膜関門の破壊が引き起こされることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Retinal pigment epithelial (RPE) cells form a blood-ocular barrier, 
and their polarized property is crucial for maintaining the barrier functions. Tumor 
necrosis factor alpha (TNF-α), a major pleotropic inflammatory cytokine that disrupts the 
barrier function and eventual angiogenesis, is expressed in the choroidal 
neovascularizations of age-related macular degeneration eyes. Thus, it most likely plays an 
important role in the progression of the disease. The purpose of this study was to compare 
the effects of TNF-α on the barrier function of polarized RPE cells. Non-polarized RPE cells 
were used as negative controls. Isolated porcine RPE cells were seeded on Transwell™ 
membranes. The polarization of the RPE cells was determined by their high transepithelial 
electrical resistance and by their differential secretion of vascular endothelial growth factor 
(lower layer/upper layer >2.5X). Polarized RPE cells were incubated with 10 ng/ml of 
TNF-α and the TER was measured. TNF-α significantly decreased the TER of polarized 
RPE cells by 17.6 ± 2.7% (P < 0.001) of the control at 24 h and that of non-polarized RPE 
cells by 5.4 ± 6.5% (P = 0.401). The p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) inhibitor, 
SB203580, blocked the effects of TNF-α of decreasing the TER. Cell junction-related 
molecules, e.g., ZO-1, located between cells in control RPE cells, were disassembled by 
TNF-α, and this breakdown was suppressed by SB203580 in polarized RPEs. These results 
indicate that the breakdown of the RPE barrier function was caused exclusively by TNF-α 
in polarized RPEs, and TNF-α was acting through the p38 MAPK pathways. Investigations 
of polarized RPE cells should be more suitable for in vitro studies of the pathophysiology of 
retinochoroidal diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
従来、90％以上が水分である硝子体は空間と
しては認識されていたが、治療の場としては
用いられず、治療に関しては無意味な組織と
考えられていた。ところが、2000 年頃から、
網脈絡膜疾患の治療に硝子体内薬物注射が
始まると様相は一変し、硝子体は網脈絡膜疾
患治療に最も重要な組織であると認識され
るようになってきた。また、硝子体手術の補
助として、トリアムシノロン、インドシアニ
ングリーンなどの薬物が使用されるように
なった。このように、硝子体内薬物治療は臨
床が先行しているが、硝子体に投与された薬
物の動態・影響は、ほとんどわかっていない。
われわれは、インドシアニン色素が濃度依存
的に視野障害を起こすことを報告した
(Kanda S, Uemura A, Yamashita T, et al. 
Arch Ophthalmol 2004;122:1447-51)。さら
に、インドシアニン色素による視野欠損は網
膜神経細胞の特徴的な障害によることを解
明し（Yamashita T, Uemura A, Kita H, 
Sakamoto T. Ophthalmology 
2006;113:280-4.）、 短期的な障害に加えて、
長期的な神経細胞への残留と、視野障害の進
行が起こることを見出した (Yamashita T, 
Uemura A, Kita H, Sakamoto T. Retina 
2008;28(9):1228-33)。現在までインドシアニ
ン色素を用いた手術が多施設で数多く行わ
れてきたことを考えると、長期的な網膜障害
の問題は今後深刻かつ広範な眼科学的問題
になると思われる。また、トリアムシノロン
保護剤が網膜、眼圧、視神経に与える影響に
ついても報告した(Yamashita T, Uemura A, 
Kita H, Sakamoto T. J Glaucoma. 2007 
Mar;16(2):220-4.)。しかしながら、硝子体内
に投与された遺伝子、インドシアニン色素、
トリアムシノロン保護剤、抗 VEGF 薬などが
網膜に与える影響については、いまだ十分に
解明されておらず、障害が起こった場合の治
療法も研究されていない。現在までの予備実
験により、硝子体内薬物投与による網膜障害
は caspase 系列を介する経路と caspase 系列
を介さずに apoptosis inducing factor を介す
る経路によるアポトーシスが原因であるこ
とがわかった（Enaida H, Sakamoto T et al. 
Graefes Arch Clin Exp 
Ophthalmol.2002;240:209-13）。 
 
２．研究の目的 
近年、眼疾患に対する薬物投与方法として、
硝子体内注入が増えてきている。点眼にくら
べ高濃度で目的組織に薬剤を暴露させるこ
とができるが、一方でさまざまな副作用が報
告されている。本研究では硝子体内に臨床あ
るいは実験で注入される物質（インドシアニ
ン色素、トリアムシノロン保護剤、抗
Vascular Endothelial Growth 

Factor(VEGF)薬、遺伝子）により、網膜・
視神経に及ぼす影響を視機能・硝子体内各種
ケミカルメディエイター、眼科所見により検
討し、さらに網膜保護物質により副作用を抑
制できないか調査する。また、硝子体内投与
に最適な薬物濃度を実験、臨床の両面から決
定する。 
 
３．研究の方法 
ラットの硝子体中にインドシアニン色素、ト
リアムシノロン、抗菌薬、抗 VEGF 抗体など
臨床上問題となっている薬物を注入し、組織
切片を作成し、網膜に与える影響について調
べる。具体的にはアポトーシス型障害と非ア
ポトーシス型障害のいずれが優位かについ
て、Clarke の分類での１型から３型について
調べる。組織学的検索、生化学的検索を行う
が、最初の検索対象は、caspase 群、Bcl-2 フ
ァミリー群、p53 蛋白群、BH3-only 蛋白群、
を考えている。周辺因子として proMMP2, 
proMMP9 についても調べる予定である。以上
の研究で、どのタイプの細胞障害が優位であ
るかのおおよその目途を立てた後、細胞内シ
グナルをより詳細に研究するため、in vitro
の研究を行う。我々は培養細胞システムをす
でに構築しており、（網膜色素上皮細胞、網
膜神経節細胞など）、それぞれの障害パター
ンを誘導する際、キーとなる細胞内シグナル
を同定する。あわせて、光障害・低酸素障害
との比較を行い、特徴を調べる。ラットの眼
球では硝子体注入システム構築が不十分（眼
球が小さいため評価が困難または、臨床上の
眼科的所見の取得が困難）な場合は、鹿児島
大学のフロンティアサイセンス研究推進セ
ンターで開発されているトランスジェニッ
クミニブタを用いる。構築したシステムを用
いて、硝子体内投与薬物によって生じる網膜
障害の治療ターゲットを絞り込む。その結果
を用いて、抑制実験を行う。ターゲット分子
により薬物送達方法は異なるが、siRNA、
L-NAME などの薬剤、抗体などを用いる予定で
ある。最初は in vitro の系を用いて次に、
in vivo の実験系へ進む。 
 
４．研究成果 
ラットの眼内に TNFα、トロンビンを注入し、
網膜、脈絡膜アポトーシス型障害と非アポト
ーシス型障害のいずれが優位かについて、
Clarke の分類での１型から３型について調
べた。マウスを麻酔後、トロピカミド点眼液
で散瞳し、片眼に TNFα（500ng/眼）を 30G
針で網膜下注射を行った。もう片眼にはコン
トロールとして PBS の注射を行った。トロン
ビンは、１・１０U/眼の濃度で網膜下注射を
行った。TNF 注射群では、網膜・網膜色素上
皮・脈絡膜の菲薄化を認めた。Tunel 染色の
結果では、TUNEL 陽性細胞を多く認め、アポ



トーシス型の細胞障害を生じていることが
示唆された。網膜色素上皮が菲薄化し不連続
となっており、TNFαによって網膜色素上皮
のバリア機能障害を示唆する所見と思われ
た。トロンビンにおいても網膜・網膜色素上
皮・脈絡膜の菲薄化を認めた。TUNEL 染色の
結果からは、濃度依存的にアポトーシスを生
じていた。低濃度では色素上皮の増殖性変化
を認め、トロンビンが細胞増殖にも影響して
いる可能性が示唆された。過去の報告では、
TNFαがアポトーシス誘発の他、網膜色素上
皮のバリア機能を低下させることが報告さ
れている。今回の実験では、TNFα(500ng/眼)
では、網膜・脈絡膜障害を強く認め、アポト
ーシス型の細胞障害が有意であった。トロン
ビンは、血液凝固系の重要な酵素であるが、
その他にも細胞に様々な影響（増殖・遊走反
応など）を与えることが報告されている。今
回の濃度では、そのような影響よりは、アポ
トーシス型の細胞障害が有意であった。硝子
体内薬物投与に起因する炎症が網膜色素上
皮に与える影響を調べる為に、炎症性サイト
カインの代表である TNF-αについて調査・報
告した。当教室で培養可能な極性をもった網
膜色素上皮細胞のシートに TNF-αを暴露さ
せると、細胞同士のタイトジャンクション
（ZO-1）の破壊が認められた。さらに、TNF-
αによるさまざまな細胞内シグナル伝達の
中で、MAP キナーゼパスウェイが活性化され
ることにより、タイトジャンクションの破壊、
すなわち外側血液網膜関門の破壊が引き起
こされることが分かった。硝子体内薬物投与
を行う、加齢黄斑変性やブドウ膜炎は疾患自
体も炎症性サイトカインが関与しており、こ
れらの疾患の理解にも今回の研究は有用で
あった。TNF-αが網膜色素上皮細胞シートに
与える影響を初めて明らかにした研究であ
る。臨床研究として、網膜、脈絡膜の評価方
法として光干渉断層計（OCT）を用いて再現
性の研究を行った。OCT による網膜、脈絡膜
の再現性は高く、組織障害の評価に有用であ
った。 
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