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研究成果の概要（和文）：内眼炎の発症に関連する遺伝子多型をPCR-制限酵素断片長多型解析によって検索した結果、
生体内抗酸化機構で働く酵素や、炎症に関与する接着分子やサイトカインの遺伝子多型で有意なものは検出できなかっ
た。内眼炎発症に関わる因子を制御する遺伝子を選択的に眼内に送達することを目的として、極性網膜色素上皮細胞に
対して遺伝子導入を試みた結果、超音波にバブルリポソームを併用する方法を用いることで、効率的に遺伝子導入でき
ることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Genotyping of single-nucleotide polymorphisms in candidate genes for the 
development of intraocular inflammation such as cytokines, adhesion molecules, and antioxidant enzymes 
genes was performed using polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism analysis. 
There was no significant association between any of the single-nucleotide polymorphisms analyzed and 
intraocular inflammation. For the purpose of delivering genes controlling the factors involved in the 
development of intraocular inflammation selectively into the eye, we performed gene transfer to polarized 
retinal pigment epithelium cells by ultrasound irradiation with combination of a bubble liposome, and 
confirmed gene delivery to the polarized retinal pigment epithelium cells with high efficiency.

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 内眼炎は難治で視機能を低下させる眼
疾患の 1つで、多くは原因が解明されていな
い。我々は 1989 年に原因不明の内眼炎の中
に レ ト ロ ウ イ ル ス human T-cell 
lymphotropic virus type 1(HTLV-1)感染が
関連して発症しているものを発見し、
HTLV-1-associated uveitis (HAU)と名付け
た。しかし、HAU の発症には HTLV-1 感染とい
う外的因子だけでなく、他の要因として宿主
側の要因が強く関与していると考えられる。
また HAU だけでなく、その他の内眼炎でも宿
主側の要因として外来性物質や刺激に対す
る遺伝的個体差が発症に関与していると推
測されており、内眼炎と遺伝子多型との関わ
りについて解明が待たれている。内眼炎にお
ける分子遺伝学的アプローチは内眼炎の病
態を考える上で重要であり、内眼炎を引き起
こす原因となる遺伝子やタンパク質を標的
にした新しい診断法の確立や、発病リスク・
予後の推定に貢献することが期待される。ま
た、多くの内眼炎では画期的な治療の展開に
乏しい状況であるが、内眼炎発症に関連する
サイトカインの遺伝子多型が検出できれば、
現在ベーチェット病の内眼炎に適応されて
いる抗 TNFα療法のような抗サイトカイン療
法などの新しい治療の展開に貢献する可能
性がある。 
 
(2) 新たな治療薬の開発において、薬物開発
とその効率的なデリバリーとが並行して開
発することが望ましい。我々は眼球への超音
波と、バブルリポソーム（ポリエチレングリ
コール修飾リポソーム内部にガスが封入さ
れたもの）を併用した新しい薬物・遺伝子送
達システムの開発を行っている。現在までに、
眼表面からの超音波照射とバブルリポソー
ムの併用によって結膜、角膜、虹彩、網膜へ
の薬物・遺伝子導入が可能となっている。こ
の新しい送達法では、超音波照射によってバ
ブルリポソームに内包されたガスが破裂す
る際に発生するmicro-jet流により細胞膜に
小さな孔が形成される。その孔を通して、バ
ブルリポソームに付加した薬物や遺伝子を
細胞内に導入する事が可能である。本法は、
低エネルギーの超音波を使用するため、組織
に与えるダメージが少ないことから有望な
送達法として注目されている。またバブルリ
ポソームは外壁がポリエチレングリコール
修飾リポソームの構造をとっており、標的と
する細胞を特異的に認識させるなどの修飾
が容易で、バブルリポソームと超音波を併用
することで、組織特異的に薬物を送達するこ
とが可能である。前述の、薬物･遺伝子送達
法の評価を行う上で、in vitro での評価系の
存在が重要であると考える。我々は独自に
TranswellTMを用いた網膜色素上皮細胞(RPE)
の極性細胞培養システムを開発した。極性
RPE はより生体に近い形態的･機能的特徴を
有している。そのため、この細胞を使って超

音波やバブルリポソームの効果を評価する
ことは、通常の培養細胞を使用した場合と比
べ、より臨床に近い形での評価を行えると考
えた。 
 
２．研究の目的 
(1) 種々の内眼炎患者の炎症性サイトカイ
ンや接着分子および抗酸化機構に関与する
各種酵素などの候補遺伝子を検索して、内眼
炎発症に関連する遺伝子多型 (SNP)を検出
し、細胞内で SNP の遺伝子産物自体が量的・
質的変化を起こしていないか、また SNP の下
流に位置する因子への相互作用について検
討することを目的とした。 
 
(2) さらに、個々の患者の遺伝的な違いを考
慮に入れた薬の使い分けなど、治療における
オーダーメイド化についても視野にいれ、こ
の研究で得られた内眼炎発症に関わる因子
を制御する薬物や遺伝子を、超音波とバブル
リポソームを併用して選択的に眼内に送達
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 内眼炎患者試料の収集 
2012〜2014 年に鹿児島大学病院眼科外来を
受診した HAU やその他の内眼炎患者、および
対照となる無症候性 HTLV-1 キャリアや健常
人から、文書による同意を得た上で末梢血液
を採取し、血漿を分離した後DNAを抽出した。 
 
(2) 内眼炎患者の臨床所見の集積・検討 
内眼炎の臨床所見を把握するため、HAU を含
む内眼炎患者の臨床所見をデータベース化
し、各種内眼炎の臨床像について解析した。 
 
(3) 内眼炎発症と関連する SNP の検索 
(1)で得られた DNA を用い、PCR-制限酵素断
片長多型解析によって主に生体内抗酸化機
構で働く各種酵素や、炎症に関与する接着分
子や種々のサイトカイン、それらの受容体の
SNP を解析し、内眼炎と対照群における SNP
の遺伝子型頻度やアレル頻度を比較検討し
た。得られた結果と臨床資料とを総合的に考
察し、単独あるいはハプロタイプブロックと
して内眼炎発症のリスク遺伝子に該当する
ものがあるかどうかを検討した。 
 
(4) 機能付加型バブルリポソームの開発と
極性 RPE への遺伝子導入 
超音波およびバブルリポソームの種々の組
み合わせを変えて、極性 RPE へ緑色蛍光タン
パク質 (GFP)遺伝子の細胞内への導入効果
の判定を行った。また、極性 RPE に TNF-a 刺
激(炎症刺激)を行い、マイクロアレイ解析の
手法を用いて、刺激時に RPE に特異的に発現
する分子の検索を行った。これらの特異的分
子をバブルリポソームのポリエチレングリ
コール終末に付加することで組織指向性の
高いバブルリポソームの開発を目指した。 



 
４．研究成果 
(1) 内眼炎発症に関連する遺伝子多型 
研究期間内に HAU41 例、および対照 39 例か
ら、同意を得た上で末梢血液を採取し、DNA
を抽出した。収集した DNA を用い、生体抗酸
化機構で働く各種酵素や、炎症に関与する
種々のサイトカインの SNP を解析した。HAU
と対照群における SNP 頻度を比較した結果、
細胞傷害性 Tリンパ球抗原 4遺伝子(CTLA-4)
の 遺伝子多型のうち -1722C/C 遺伝子型頻
度と C アレル頻度が高い傾向がみられたが、
有意差はなかった。その他検索した各種酵素
やサイトカインのSNPの遺伝子型頻度に有意
差は認められず、アレル頻度も有意差はなか
った（表１）。症例数が少ないため有意差が
でなかった可能性があり、今後、さらに症例
数を増やして検討する予定である。 
 
表１. HTLV-1 関連ぶどう膜炎と遺伝子多型  
遺伝子多型 遺伝子型  HAU  対照 
eNOS VNTR in intron4 4b/b 77.4% 79.5%
 4a/b 22.6% 18.2% 
 4a/a 0% 2.3% 
MnSOD Ala16Val T/T 79.0% 73.6% 
 T/C 14.5% 25.5% 
 C/C 6.5% 0.9% 
EC-SOD Arg213Gly C/C 87.1% 87.8% 
 C/G 12.9% 12.2% 
 G/G 0% 0% 
TNF-alpha -1031 T/T 75.8% 71.7% 
 T/C 21.0% 27.4% 
 C/C 3.2% 0.9% 
TNF-alpha -863 C/C 79.0% 73.6% 
 C/A 14.5% 20.8% 
 A/A 6.5% 5.7% 
TNF-alpha -857 C/C 60.0% 66.4% 
 C/T 33.3% 28.0% 
 T/T 6.7% 5.6% 
TNF-alpha -308 G/G 96.8% 97.2% 
 G/A 3.2% 2.8% 
 A/A 0% 0% 
TNF-alpha -238 G/G 96.8% 99.1% 
 G/A 3.2% 0.9% 
 A/A 0% 0% 
TNFR2 codon 198 T/T 80.6% 72.0% 
 T/G 17.7% 26.2% 
 G/G 1.6% 1.9% 
LT-alpha A/A 48.4% 37.4% 
 A/G 36.7% 51.4% 
 G/G 12.9% 11.2% 
CTLA-4 -1722 T/T 37.0% 48.1% 
 T/C 40.7% 48.1% 
 C/C 22.2% 3.7% 
CTLA-4 -1661 A/A 88.0% 77.8% 
 A/G 8.0% 22.2% 
 G/G 4.0% 0% 
CTLA-4 49 G/G 34.1% 28.2% 
 G/A 53.7% 61.5% 
 A/A 12.2% 10.3% 
CTLA-4 60 G/G 39.0% 42.1% 
 G/A 53.7% 55.3% 
 A/A 7.3% 2.6% 
 

(2) 内眼炎の臨床所見 
鹿児島大学病院眼科外来を受診した内眼炎
患者の臨床所見をデータベース化し、このデ
ータベースをもとに、内眼炎の臨床像につい
て検討した結果、以下の内眼炎の臨床所見が
明らかになった。 
① HTLV-1 関連ぶどう膜炎の臨床所見を検討
した結果、血清抗 HTLV-1 抗体陽性の原因不
明ぶどう膜炎のうち、HAU である可能性が高
いと考えられる甲状腺機能亢進症を合併し
た症例では、顆粒状硝子体混濁、網膜血管や
網膜表面への顆粒付着が有意に多く、これら
の所見はHAUの特徴的眼所見である可能性が
示唆された。  
② 若年発症サルコイドーシス５例の臨床像
を検討した結果、若年発症サルコイドーシス
の眼所見は、発症初期から成人のサルコイド
ーシスと同様の両眼性の慢性肉芽腫性汎ぶ
どう膜炎を呈し、本症の早期診断に役立つこ
とが明らかになった。また、若年発症サルコ
イドーシスのぶどう膜炎は難治性で、視力予
後不良と報告されてきたが、ステロイド内服
やインフリキシマブで適切に治療すること
により炎症はコントロール可能で、視力予後
は必ずしも不良ではないことが示された。  
③ Vogt-小柳-原田病患者の急性期の脈絡膜
変化に注目し、光干渉断層計の画像をimage J
画像処理ソフトを使って脈絡膜の２階調化
を行うことで、脈絡膜の変化を間質と管腔に
分けて解析した。Vogt-小柳-原田病では急性
期に脈絡膜が肥厚しており、ステロイド治療
によって脈絡膜厚が正常化するが、脈絡膜の
肥厚は間質領域の割合が増加していること、
ステロイド治療により１週間でほぼ正常化
することが解明できた(図１)。 
 
図１.Vogt-小柳-原田病の脈絡膜における間
質と管腔の割合 
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(3) 機能付加型 バブルリポソームの開発 
蛍光標識したバブルリポソームをラットの
尾静脈から注射して、蛍光眼底造影で動態を
確認した結果、投与直後から眼内への流入を
確認し、5 分程度まで蛍光を確認することが
できた。また同じモデルで、バブルリポソー
ム投与後、経角膜で超音波照射を行うことに
より、眼血管でバブルリポソームが破裂する
ことが確認できた。組織標的型のバブルリポ
ソームを開発するため、極性 RPE のマイクロ



アレイ解析の手法を用いて、炎症刺激時に
RPE に特異的に発現する分子の検索を行った
が、現時点では明らかな候補となる分子の同
定には至っていない。 
 極性を持った RPE を作成するためには、
TranswellTM上で2週間以上培養する必要があ
る。本研究の経過で、極性を獲得する前の
RPE(非極性 RPE)と極性 RPE を用いて、TNFα
刺激を行った結果、極性の有無によって、細
胞間の接着分子の発現やサイトカインの分
泌パターンなどの反応性が異なる事を見い
だした。内眼炎などの病態進行に伴って、RPE
等の細胞が萎縮すること(極性を持っていた
細胞が病態進行に伴って極性を失うこと)は
知られているが、本研究でそれらの臨床で観
察される現象の解明につながるきっかけを
あたえてくれる結果を見いだす事ができた。
今後この分野での研究を進めてゆく方針で
ある。 
 
(4)極性 RPE への遺伝子導入 
通常、極性を持った RPE は細胞周期において
は G0 期にあるといわれ、遺伝子導入は従来
のリポフェクション法などでは難しい。極性
RPE に対して超音波を用いて GFP プラスミド
の導入を試みた結果、超音波のみでは従来の
方法と同様 GFP 陽性細胞は数個であったが、
超音波にバブルリポソームを併用すること
で GFP 陽性細胞を約 30%認めた。超音波とバ
ブルリポソームを併用することで、極性 RPE
への遺伝子導入が可能となることが分かっ
た。また、この手法により、目的とする遺伝
子やタンパクをノックダウンし、反応を確認
することが可能となると考えられる。 
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