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研究成果の概要（和文）：非感染性の眼内炎に焦点を当てて研究を行った。まずトリアムシノロン注射後に強い炎症を
起こす病態について、結晶構造物による刺激が炎症を誘発すると考えて、培養R28細胞を用いて、トリアムシノロン顆
粒がどのように影響を与えるかを調べた。その結果、結晶状の構造物を眼表面に持続的に接触させると濃度時間依存性
に炎症性サイトカインが誘発された。次に細胞破砕物であるhistone H3を網膜色素上皮細胞に添加すると、炎症性サイ
トカインの産生が誘発された。過剰に添加するとアポトーシスを引き起こした。これらの作用にはいずれも自然免疫系
で重要な働きをしているtoll like receptorが関与していた。

研究成果の概要（英文）：First, triamcinolone-associated sterile inflammation was studied. Granular 
materials including triamcinolone acetate was co-incubated wth retinal pigment epithelial cells or R28 
retinal cells. As a result, inflammatory cytokines including interleukin-1 beta was significantly 
upregulated in a time and dose dependent mannter. Next, the effect of cell debris was studied. The 
histone H3 was added to these cells resulting in upregulation of inflammatory cytokines. Moreover, the 
excessive amount of histones induced apoptosis. Peculiarly, these negative effects were inhibited by 
vitreous body or hyaluronic acid. These phenomenon was mediated through toll-like receptors. Therefore, 
innate immunity supposedly plays a certain role in the pathology of retinal diseases.
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１． 研究開始当初の背景 
 
 眼疾患に対しての自然免疫の関与は極め
て大きい。病原微生物感染初期における自然
免疫系の作用は良く知られているが、それ以
外の作用は眼科領域ではあまり知られてい
なかった。しかしながら、眼科領域では、原
因不明の無菌性眼内炎が知られており、自然
免疫系の役割が注目されていた。我々は、眼
科疾患の各病態を検索してきたが、トリアム
シノロン注射後に起きる無菌性眼内炎や手
術後の炎症に関しては自然免疫系の関与を
想定している。 
  
細胞死に伴い崩壊組織・細胞から細胞外へ放
出される分子 DAMPs に着目して研究する。
DAMPs は RAGE や一部の TLRのリガンドとなる
ことで、炎症・組織修復などに関連すること
が知られ、炎症関連自然免疫に関する最近の
トピックスである。昨年までの研究で「細胞
死と生体反応」に注目して解析を行っており、
眼科領域における DAMPs に関する研究に取り
組んできた。具体的には、代表的な DAMPs で
ある HMGB1(high mobility group box 1)につ
いて報告した(Arimura N, Sakamoto T, et al, 
2008, Graefes；Arimura N, Sakamoto T, et al, 
2009, Lab Invest, Terasaki et al. PlosOne 
submitted)。それらの結果から、糖尿病網膜
症、黄斑変性などの通常の網膜病変でも自然
免疫が活発に働いており、その点を明らかに
せずに薬物治療を行っても、期待効果は得ら
れないと予想されている。そこで、その点を
明らかにする。各種網膜硝子体疾患の生体標
本（硝子体サンプル等）における DAMPs/PAMPs
の解析を行い、背景因子との比較により、病
態への寄与の大きい分子を同定する。特に、
生物学的製剤などで治療後のサンプルについ
て 注 意 す る 。 代 表 的 PAMPs で あ る
LPS(Lipopolysaccharide)についての予備実
験は終わっており、細胞内シグナルの解析も
順調に推移し、その結果を得ることができた。
硝子体内薬物投与時に起こり得る眼内炎症へ
の DAMPs/PAMPs の関連について調べることで、
薬物有効性及び安全性スクリーニングの新し
い系を確立することを目標としている。 
 
２．研究の目的 
 
本申請は、トリアムシノロン随伴眼内炎、
網膜剥離後の無菌性炎症の病態解明を通じ
て、眼科疾患における自然免疫系の関与を研
究することである。 
 
3．研究の方法 

 
 トリアムシノロン硝子体注射の眼内炎は
注射あたり数パーセントで発生する無菌性
眼内炎である。そこでまずはこの患者の病態

を検討した。鹿児島大学病院外来から、明ら
かに病原微生物の関与のない無菌性眼内炎
を全て抽出し、その中から、トリアムシノロ
ン眼内炎について、患者の背景、眼内の状況
についてのデータを検索する。 
 
接触性炎症のモデル： 
 
図１のように培養網膜細胞、網膜色素上皮細
胞について、顆粒の接触のある系、ない系に
ついてサイトカインの産生を検討する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 顆粒状物による接触培養系と非接触
培養系の図 
 
 
Damage associated molecular pattern 
(DAMPs)の研究： 
 
細胞破砕物は自然免疫系を介して、炎症ある
いは組織修復に役割を果たしていると考え
られる。そこで、まず眼内各種疾患における
histoneの濃度測定を行う。 
 
 次に、histone がどの細胞で発言している
かを免疫染色で確認する。特に網膜下の状態
に関しては、電子顕微鏡などを用いて詳しく
検索する。 
 
 histone が細胞の及ぼす影響について、検
索する。その際、toll-like receptorなどの関
与に注意して検討をする。 
 Histone による細胞傷害を抑制する因子を
探索して、治療への応用について検討する。 
 
4. 研究の結果 
 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 無菌性眼内炎の標本。多くが好中球で
あるが、細胞破砕物も含まれている。 
 
眼内液を検索すると、ほとんどが好中球であ
るが、細胞破砕物も多く含まれていた。また
IL-6, IL-8 が多量に含まれていた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表１ 眼内のサイトカイン濃度。コントロー
ルに比べて IL-6, IL-8 が多量に含まれてい
た。 
 
培養水晶体上皮細胞に接触培養と非接触培
養を行った所、接触培養を行った場合にのみ、
炎症性サイトカインが上昇した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 水晶体上皮細胞 B3 に接触培養（上段）
と非接触培養（下段）を行った結果。接触培

養のみに炎症性サイトカインが濃度が上昇
した。 
 
同じ傾向は培養網膜色素上皮細胞ARPE-19細
胞でも確認された（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 培養網膜色素上皮細胞の接触培養（上
段）と非接触培養（下段）における炎症性サ
イト間の産生。 
 
以上の結果から、トリアムシノロン注射後の
無菌性眼内炎には粒子の接触が関与してい
ると結論した。これは新しい病因である。 
 
 
DAMP 眼内炎の研究： 
 
各種疾患におけるDAMP histoneの濃度を測
定した。裂孔原性網膜剥離において高濃度で
あったが、IL-6 との相関は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 裂孔原性網膜剥離眼の硝子体液中の
IL-6 と histone H3 の濃度の相関。 
 
 
 

 

 

 

 

 



 
次に histone が ARPE19 細胞の炎症性サイト
カインの産生に及ぼす影響を調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ histoneがARPE19細胞の炎症性サイト
カインの産生に及ぼす影響 
 
その結果、濃度依存性に IL-6 や IL-8 の産生
を増加させた（図６）。その作用は抗toll like 
receptor 4に対する抗体で抑制されたことか
ら、この現象には自然免疫系の TLR4 が関与
していることが分かった（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ histone が ARPE19 細胞の IL-8 の産生
に及ぼす影響を各種抗体でブロックした結
果 
 
以上の事から、ヒストンは toll like 
receptor 4を通じて炎症を誘導することが分
かった。ただし、炎症を誘導するだけでなく、
過剰に投与するとどのようになるかを検討
した。その結果、過剰に投与すると、濃度依
存性、時間依存性にアポトーシスを誘導する
ことが分かった（図８）。つまり、細胞破砕
物は単なるペプチドや蛋白ではなく、生体に
極めて有害であり、網膜剥離による一時的ダ
メージではなく、コラテラルダメージをおこ
すことがわかった。 
 

そこでこの現象を抑制する方法を検討した。
Histone は陽性荷電しており、陰性荷電して
いるもので絡め取って障害性を減ずる方法
を考案した（図８）。 
 
それはヒアルロン酸が最も効果的であるこ
とがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ histone haluronan を共培養した時の
網膜色素上皮細胞の細胞活性 
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