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要 約

網膜硝子体疾患の治療成績を向上させるためには，疾

患の分子レベルでの成因をより詳細に解明し，有効な薬

物療法を開発する必要がある．今回，特発性黄斑円孔，

加齢黄斑変性，糖尿病網膜症の 疾患の病態を分子生物

学的手法を用いて研究した．

特発性黄斑円孔の硝子体中にはセリンプロテアーゼで

あるキマーゼおよびトリプターゼの活性が他の網膜硝子

体疾患と比較して有意に亢進していた．また，サル眼を

用いた免疫染色の結果，中心窩ミュラ細胞が幹細胞様の

未分化な性格を有している可能性が推定された．キマー

ゼの硝子体中投与により中心窩の網膜細胞にアポトーシ

スが誘導され，また黄斑上の硝子体に線維化が生じた．

培養ミュラ細胞を用いた実験では，塩基性線維芽細胞増

殖因子(bFGF)により未分化な状態にすると，キマーゼ

によって増殖の抑制およびアポトーシスの誘導が生じ

た．以上の結果から，肥満細胞の機能異常によるキマー

ゼおよびトリプターゼの産生亢進が，中心窩ミュラ細胞

のアポトーシスおよび黄斑上の硝子体の線維化を促進

し，特発性黄斑円孔が発症する可能性が推定された．

加齢黄斑変性は，種々の酸化ストレスや動脈硬化が発

症に関与していることが指摘されている．今回，加齢黄

斑変性患者で低比重リポ蛋白(LDL)の代謝に関与する

paraoxonase(PON)遺伝子を解析し， か所の遺伝子

多型があることを発見した．また，同患者の血清では酸

化 LDL，PON活性および細胞外 superoxide dismu-

tase(EC-SOD)の血中濃度が，有意に上昇しているこ

とを見出した．さらに，加齢黄斑変性患者では血清中の

肺炎クラミジア抗体価が IgA，IgGともに高値であっ

た．加齢黄斑変性では，PON遺伝子多型による遺伝的

素因，酸化 LDLの増加および EC-SODの機能不全に
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よる血管障害，肺炎クラミジアによる慢性炎症などが病

態に関与している可能性が推定された．

糖尿病性合併症の発症には後期糖化最終産物(advan-

ced glycation end products,AGEs)が関与することが

知られている．今回，増殖糖尿病網膜症の硝子体中で

種類のAGEs(pentosidine,carboxymethyllysine,cross-

line)および 種類のサイトカイン［vascular endothe-

lial growth factor(VEGF),interleukine-(IL-)］を

enzyme-linked immunosorvent assay(ELISA)法で定

量したが，いずれも他疾患と比較して有意に高値を呈

し，VEGF，IL- とAGEsの間には正の相関があっ

た．培養ミュラ細胞は IL- およびVEGFのmRNAを

発現しており，AGEsの作用によりその発現が増強し

た．また， の実験でAGEsの光増感作用によ

りヒアルロン酸の脱重合が促進された．AGEsはミュラ

細胞によるサイトカインの産生を介して眼内増殖および

血管新生を惹起するとともに，光増感作用により硝子体

液化を促進し，糖尿病網膜症の進展に関与している可能

性が推定された．(日眼会誌 ： ― ， )
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後期糖化最終産物，血管内皮増殖因子，イ

ンターロイキン ，光増感作用，硝子体液

化
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Abstract
 

It is important to study the pathogenesis in
 

vitreoretinal diseases to develop new medical ther-

apy. We investigated the molecular mechanisms
 

underlying the genesis of idiopathic macular hole,

exudative age-related macular degeneration(AMD),

and diabetic retinopathy.

We observed high levels of chymase and tryptase
 

activity in the vitreous humor of patients with
 

idiopathic macular hole. This activity was signifi-

cantly higher than in other vitreoretinal diseases.

Immunohistochemical study using monkey eyes
 

showed the possibility that Muller cells in foveal
 

lesions have properties similar to retinal stem cells.

Intravitreal injection of chymase induced apoptosis
 

of foveal retinal cells and fibrous change of vitreo-

retinal interface in the macular area. Biochemical
 

study using cultured human Muller cells revealed
 

that chymase caused the inhibition of growth and
 

the induction of apoptosis in dedifferentiated Muller
 

cells treated with basic fibroblast growth factor

(bFGF).These findings show that increased produc-

tion of chymase and tryptase in mast cells could be
 

related to the pathogenesis of idiopathic macular
 

hole.

Oxidative stress and arterosclerosis may be the
 

major casuses of exudative AMD. Paraoxonase

(PON) is a polymorphic protein kown to prevent
 

oxidation of low-density lipoprotein(LDL). We

 

analyzed PON genotypes and found that two types
 

of polymorphism were significantly different bet-

ween patients with AMD and control subjects.We
 

also investigated serum oxidized low-density lipo-

protein(oxLDL) levels,PON activity,and extracel-

lular superoxide dismutase(EC-SOD) levels. All
 

these factors were significantly higher in patients
 

with AMD than in controls.Titers of IgA and IgG
 

antibodies against chlamydia pneumoniae in the
 

serum of AMD patients were also significantly
 

higher than in controls.These results indicate that
 

genetic factors related to PON polymorphisms,

vascular damage caused by increment of serum
 

oxLDL and malfunction of EC-SOD, and chronic
 

inflammation provoked by clamydia pneumoniae
 

infection may be involved in the pathogenesis of
 

AMD.

Excess accumulation of advanced glycation end
 

products(AGEs)has a causative role in the develop-

ment of diabetic complications.We determined the
 

concentrations of three AGEs(pentosidine,carboxy-

methyllysine, and crossline)and two cytokines

(VEGF,IL-)using ELISA.The levels of the three
 

AGEs and two cytokines in the vitreous of patients
 

with proliferative diabetic retinopathy(PDR)were
 

significantly higher than in controls. The concen-

trations of VEGF and IL- were strongly correlated
 

with the level of these AGEs. Cultured human
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緒 言

網膜硝子体手術の普及と分子生物学の臨床応用によ

り，種々の網膜硝子体疾患の病態が詳細に解明されてき

ている ．しかし，現時点でもこれらの疾患の病態に関

しては依然として不明な点が数多く残されている．本宿

題報告では，特発性黄斑円孔，加齢黄斑変性，糖尿病網

膜症の3疾患を取り上げた．そして，各疾患の分子レベ

ルでの病態を解明することにより，将来的に新たな薬物

治療開発の手掛かりを得ることを目的とした．

特発性黄斑円孔は，後部硝子体皮質前ポケット後壁の

硝子体ゲルの中心窩に対する牽引により生じるとされて

いる が，後部硝子体皮質前ポケットは一つの加齢変化

であるにもかかわらず何故この疾患に限って黄斑円孔が

形成されるのか，また硝子体牽引という機械的な機序の

みでこのような綺麗な円形の裂孔が何故形成されるの

か，また何故黄斑円孔は同心円状に拡大していくのかな

ど疑問な点も多い．特発性黄斑円孔の病態を解明するた

めには，硝子体の関与だけでなく，網膜の細胞レベルで

の原因を検討する必要がある．

加齢黄斑変性に対しては，光凝固 ，光線力学療

法 ，経瞳孔的温熱療法 ，放射線療法 ，硝子体手術

など種々の治療法が考案されているが，このどれもが脈

絡膜新生血管を破壊するという対症療法であり，原因治

療ではない．しかも，そのいずれの治療成績も現時点で

は決して満足できるものではない．加齢黄斑変性の治療

には，その予防法も視野に入れた根治的な薬物治療の確

立が急務である．

糖尿病網膜症に関しては，光凝固と硝子体手術の普及

により治療成績が確実に向上しているが，なお十分な視

力保持ができない症例も多いのが実状である．糖尿病性

合併症の発症機序としては，グリケーション説 ，PKC

β説 ，ポリオール説 などが提唱されている．糖と蛋

白の非酵素的付加反応(メイラード反応)によって形成さ

れる後期糖化最終産物(advanced glycation end prod-

ucts, AGEs)は，種々のサイトカイン産生やフリーラジ

カル発生を亢進させ，糖尿病網膜症の発症に深く関与す

ることが近年解明されてきている ．今回，著者らは

AGEsと種々のサイトカイン，およびAGEsと硝子体

液化の関連について研究した．

特発性黄斑円孔の病態

1．特発性黄斑円孔と硝子体

１)特発性黄斑円孔における硝子体異常

特発性黄斑円孔の成因としては，Kishiら の提唱し

た後部硝子体皮質前ポケットの後壁を形成する硝子体ゲ

ルによって惹起される網膜硝子体牽引が主因と考えられ

ている．また，臨床的に特発性黄斑円孔症例では，年齢

に比して後部硝子体未剥離例が多いこと，高頻度に網膜

格子状変性巣がみられること ，眼底周辺部に異常な網

膜硝子体癒着が存在し，人工的後部硝子体剥離作製時に

医原性裂孔を生じやすいこと などから，何らかの硝

子体異常がその病態に関与している可能性が考えられ

る．

２)網膜硝子体疾患とレニン-アンギオテンシン系生

理活性物質

アンギオテンシンⅡ(angiotensinⅡ，AngⅡ)はレニ

ン-アンギオテンシン系の最終の生理活性物質であるが，

全身および局所の血流制御以外にも，血管内皮細胞増殖

因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)を介

した血管新生作用や，心血管組織においてはコラーゲン

を含む細胞外マトリックスの代謝に関与することが報

告 されている．AngⅡの合成系には，アンギオテン

シン変換酵素(angiotensin converting enzyme,ACE)以

外に，肥満細胞由来のセリンプロテアーゼであるキマー

ゼによる合成系の存在が明らかにされている ．著者ら

は以前に増殖糖尿病網膜症の硝子体中にAngⅡ濃度と

ACE活性が他疾患に比較して有意に高値を呈すること

を報告 したが，今回ACEと同様にキマーゼも増殖糖

尿病網膜症で高値を呈するのではないかという予測のも

とに，種々の網膜硝子体疾患の硝子体中のキマーゼ活性

を測定した．その結果，予想に反して特発性黄斑円孔で

キマーゼ活性が他疾患と比較して有意に高いという興味

ある結果を得た．この結果が，特発性黄斑円孔の病態を

網膜硝子体疾患の分子レベルにおける病態解明・池田

Muller cells expressed both VEGF and IL- mRNA
 

and these expressions were augmented after the
 

treatment of AGEs,while also acting as photosen-

sitizers and accelerating the degradation of hyalu-

ronic acid .AGEs may consequently play an
 

important role in the pathogenesis of diabetic
 

retinopathy by inducing the production of VEGF
 

and IL- in retinal Muller cells and the acceleration
 

of vitreous liquefaction.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Idiopathic macular hole, Age-related
 

macular degeneration, Diabetic retino-

pathy,Chymase,Tryptase,Muller cells,

Apoptosis, Retinal stem cell, Oxidative
 

stress, Arteriosclerosis, Oxidized low-

density lipoprotein, Paraoxonase gene,

Extracellular  superoxide dismutase,

Clamydia pneumoniae,Advanced glyca-

tion end products,Vascular endothelial
 

growth factor, Interleukin-, Photo-

sensitizer,Vitreous liquefaction
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生化学的に解明する研究の発端となった ．

３)網膜硝子体疾患と硝子体中キマーゼ活性

今回，キマーゼ活性を測定したのは硝子体手術時に硝

子体液を採取した54例54眼である．疾患の内訳は特発

性黄斑円孔14例14眼(男性6例，女性8例，平均年齢

66.1±5.3歳)，増殖糖尿病網膜症14例14眼(男性9例，

女性5例，平均年齢59.0±13.7歳)，特発性黄斑上膜

13例13眼(男性4例，女性9例，平均年齢63.8±8.9

歳)，裂孔原性網膜剥離13例13眼(男性10例，女性3

例，平均年齢53.8±7.5歳)であった(年齢は平均±標準

偏差で表示)．

方法は，患者に十分なインフォームド・コンセントを

得た上で，通常の3ポートシステムの硝子体手術時，潅

流を開始する前に硝子体カッターで希釈しない硝子体液

を0.5～1.0ml採取し直ちに凍結保存した．キマーゼ活

性の測定法は，既報のごとく行った ．原理としては，

キマーゼがAngⅠをAngⅡに変換する際，AngⅠか

ら切断されたHis-Leuをフタールアルデヒドと反応さ

せ，蛍光分光光度計(340nm excitation，455nm emis-

sion，F-2000，日立)で測定し，既知量のHis-Leuを用

いて作製した検量線により定量した．ACE活性測定も

既報に準じ，基質としてHippuril-His-Leuを用い，

ACEにより切断された馬尿酸(hippuric acid)を高速液

体クロマトグラフィで分離し228nmの紫外線波長で検

出して既知量のhippuric acidを用いて定量した ．

その結果，特発性黄斑円孔，増殖糖尿病網膜症，特発

性黄斑上膜，裂孔原性網膜剥離における硝子体中のキ

マーゼ活性はそれぞれ，1.87±0.53，0.06±0.04，0.40

±0.12，0.08±0.03(平均±標準偏差)mU/mg protein

で，特発性黄斑円孔は他疾患に比べて有意に高値を呈し

た(p＜0.05，Turkey検定)(図1)．一方，特発性黄斑

円孔，増殖糖尿病網膜症，特発性黄斑上膜，裂孔原性網

膜剥離における硝子体中のACE活性は，それぞれ0.18

±0.09，0.30±0.07，0.01±0.01，0.03±0.02mU/mg
 

proteinで，増殖糖尿病網膜症は特発性黄斑上膜，裂孔

原性網膜剥離に比較して有意に高値であった(p＜0.05，

Scheffe検定)．

４)特発性黄斑円孔とキマーゼ

今回の結果から，レニン-アンギオテンシン系の生理

活性物質のうち，キマーゼの活性が特発性黄斑円孔の硝

子体中で有意に上昇しているのがわかった．ヒト硝子体

中のキマーゼ活性の正常値は不明であるが，イヌやサル

の硝子体中のキマーゼ活性が検出限度以下であることを

考えると ，黄斑円孔でみられたキマーゼ活性の上昇は

何らかの病的意義をもつものと推測される．

特発性黄斑円孔でみられる後部硝子体剥離の遅延 ，

網膜面に残存する硝子体皮質の接線方向あるいは前後方

向への収縮 などは，硝子体のコラーゲン異常に起因

する可能性が推定される．実際に特発性黄斑円孔の硝子

体中にはⅥ型コラーゲンなどの異常な集合体の存在が報

告 されている．

キマーゼはAngⅠをAngⅡに変換する作用以外に

も，結合型 transforming growth factor-β1(TGF-β1)

を遊離型TGF-β1に変換して，プロコラーゲンを切断

してコラーゲンを産生する作用や，細胞外マトリックス

の分解酵素であるmatrix metalloprotease(MMP)の活

性化およびそのインヒビターである tissue inhibitor of
 

metalloproteinases(TIMP)の不活性化を介して，コ

ラーゲン分解を促進する作用を有することも報告

されている．また，キマーゼはⅥ型コラーゲンの分解に

も関与している ．このようにキマーゼは，コラーゲン

の産生・分解の2つの作用を併せ持つことで，特発性黄

斑円孔の病態に関与している可能性が推定される．

５)肥満細胞とキマーゼ

キマーゼは肥満細胞から産生される が，近年，肥満

細胞が組織の線維化や血管新生に関与することが注目さ

れている ．肥満細胞は眼球では脈絡膜，毛様体，結

膜，強膜などに存在することが報告 されている．硝子

体中のキマーゼが眼内のどの組織から産生されるのか現

時点では不明であるが，脈絡膜や毛様体などのぶどう膜

組織がその候補として考えられる．

６)特発性黄斑円孔とトリプターゼ

肥満細胞にはトリプターゼ陽性と，トリプターゼ・キ

マーゼ陽性の2種類の細胞が存在する ．脈絡膜におけ

る肥満細胞の局在としては，眼底後極部にトリプター

ゼ・キマーゼ陽性の肥満細胞が多いことが知られてい

る ．トリプターゼもキマーゼ同様にセリンプロテアー

ゼの一つで，組織の線維化に関与することが知られてい

る ．著者らはキマーゼと同様に，特発性黄斑円孔，増

殖糖尿病網膜症，特発性黄斑上膜，裂孔原性網膜剥離の

硝子体中のトリプターゼ活性を測定した．その結果，そ

図 1 硝子体中のキマーゼ活性．

特発性黄斑円孔のキマーゼ活性は，増殖糖尿病網膜症，

特発性黄斑上膜，裂孔原性網膜剥離に比較して有意に高

値であった(＊：p＜0.05，Turkey検定)．

MH：黄斑円孔，PDR：増殖糖尿病網膜症，ERM：黄

斑上膜，RRD：裂孔原性網膜剥離
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れぞれ 0.0146±0.0053，0.0018±0.0018，0.0166±

0.0046，0.0117±0.0029mU/mg protein(平均±標準偏

差)で，特発性黄斑円孔と特発性黄斑上膜が有意に高値

を呈した(p＜0.05，Fisher PSLD検定)(図2)．特発性

黄斑円孔と特発性黄斑上膜はいずれも後部硝子体皮質ポ

ケットの後壁の硝子体ゲルが発症に関与するとされてい

る ．また，特発性黄斑円孔の中には黄斑上膜を合併し

ている症例もあり，両者は同じ硝子体黄斑界面症候群と

して共通した発症機序を有する可能性が考えられる．

７)セリンプロテアーゼ・インヒビターの関与

今後の課題として，キマーゼやトリプターゼの蛋白量

と活性の関係を検討する必要がある．キマーゼやトリプ

ターゼなどのセリンプロテアーゼのインヒビターとして

は，α1アンチトリプシン，α1アンチキモトリプシ

ン，α2マクログロブリンなどが知られており ，こ

れらの生理活性物質の低下により特発性黄斑円孔ではキ

マーゼ活性が相対的に上昇している可能性が考えられ

る．逆に糖尿病網膜症では血液眼関門が破綻しているた

めに，血中のこれらの物質が硝子体中に拡散してきたた

め，キマーゼ活性が相対的に低下しているのかもしれな

い．日常臨床では糖尿病患者に黄斑円孔症例が少ないよ

うな印象がある．

著者らはプロテオミクスを用いて，特発性黄斑円孔と

増殖糖尿病網膜症の硝子体の蛋白分析を行っている

．現時点では明確なことはいえないが，幾つかのス

ポットが特発性黄斑円孔にはなく増殖糖尿病網膜症にみ

られた．その中の一つがα1アンチキモトリプシンで

あった．また，α1アンチトリプシンは黄斑円孔に比較

して糖尿病網膜症において大きなスポットがみられた

(図3A，B)．このことは，セリンプロテアーゼインヒ

ビターの有無がキマーゼおよびトリプターゼ活性に影響

している可能性を推定している．この点については，今

後さらに検討する予定である．

2．特発性黄斑円孔と中心窩ミュラ細胞

１)中心窩ミュラ細胞の特殊性

特発性黄斑円孔の成因には中心窩における硝子体牽引

が関与している可能性は高いが，緒言でも述べたよう

に，硝子体牽引という機械的な作用だけで，このような

綺麗な円形の裂孔が形成されるとは考えにくい．特発性

黄斑円孔の成因には網膜の細胞レベルでの検討が必要と

考えられる．

Gassは中心窩のミュラ細胞を形態的な特徴からMul-

ler cell coneと命名し，この部位のミュラ細胞が特異な

図 2 硝子体中のトリプターゼ活性．

特発性黄斑円孔，特発性黄斑上膜では増殖糖尿病網膜症

に比較して有意に高値であった．

(p＜0.05，Fisher PSLD検定)

図 3 硝子体のプロテオーム解析．

Ａ：特発性黄斑円孔，Ｂ：増殖糖尿病網膜症

セリンプロテアーゼインヒビターであるα1アンチキモトリプシンのスポットは黄斑円孔ではみられなった

が，増殖糖尿病網膜症では確認された．また，α1アンチトリプシンは黄斑円孔に比較して増殖糖尿病網膜

症において大きなスポットがみられた．
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機能を有していると予測するとともに，特発性黄斑円孔

の発症機序に関係しているのではないかと考察してい

る ．

２)網膜幹細胞と中心窩ミュラ細胞

近年，中枢神経系にも幹細胞が存在することが報告

され再生医療の面からも注目されている．網膜と毛様体

の境界部，いわゆるciliary marginal zoneには神経細

胞，グリア細胞，視細胞への分化能を有する網膜幹細胞

が存在することが報告 されている．幹細胞はこのよ

うな組織の境界部以外に，小腸の陰窩(crypt)などの陥

凹した部位にも存在し ，また角膜上皮の幹細胞が存

在する輪部へは血管の侵入がみられない ことから，著

者らは中心窩にも網膜幹細胞が存在するのではないかと

いう仮説を立てた ．

中心窩に幹細胞が存在することを推測させる臨床的事

象として，特発性黄斑上膜の硝子体手術時にトリアムシ

ノロンを使用して完全に黄斑上膜を剥離除去したにもか

かわらず，術後に黄斑上膜の再発した症例を経験してお

り，これは中心窩の未分化な細胞がグリア系の細胞に分

化増殖した可能性が考えられる．

また，特発性黄斑円孔に対する硝子体手術後の経過と

して，検眼鏡的および光干渉断層計(OCT)所見で早期

に中心窩の形態が改善しているにもかかわらず，視力が

遅れて改善してくることをしばしば経験する(図4A，

B)．これは，まるで中心窩の未分化な網膜幹細胞が時

間をかけて感覚網膜を構成する各種細胞に分化した後に

視機能を獲得しているような印象を受ける．

３)キマーゼのアポトーシス作用

キマーゼは線維芽細胞の増殖を促進する一方，血管平

滑筋細胞，気管支平滑筋細胞，心筋細胞などの他の細胞

に脱分化(dedifferentiation)する能力を有する比較的分

化度の低い細胞にアポトーシスを誘導することが報告

されている．また，一過性全脳虚血における遅発性

細胞死やアルツハイマー病における神経細胞のアポトー

シスは，神経幹細胞の存在する海馬に起きやすいとされ

ており ，小腸の陰窩におけるアポトーシスも幹細

胞領域に起こることが報告 されている．

特発性黄斑円孔のOCT所見では，中心窩の網膜は層

状構造が消失しており，感覚網膜の支持細胞であるミュ

ラ細胞に何らかの機能異常が生じている印象がある．

OCTの断面には空虚な部位が存在し，アポトーシスに

よって細胞が死滅する際にみられる細胞容積の減少，す

なわちapoptotic volume decreaseを思わせる像を呈し

ている(図5)．

これらのことから，我々は中心窩ミュラ細胞が幹細胞

様の性質を有し，キマーゼが分化度の低い中心窩ミュラ

図 4 特発性黄斑円孔の硝子体手術後の経過．

Ａ：特発性黄斑円孔に対する硝子体手術後の眼底所見と視力の推移

検眼鏡的および光干渉断層計(OCT)所見で早期に中心窩の形態が改善しているにもかかわらず，視力が遅

れて改善してくることが多い．

Ｂ：硝子体手術後の視力の長期経過

黄斑部の形状が修復された後も，視力の緩徐な改善が続く．これは中心窩の網膜幹細胞が時間をかけて感覚

網膜を構成する各種細胞に分化して後に視機能を獲得しているような印象を受ける．

図 5 特発性黄斑円孔のOCT所見．

断面には空虚な部位が存在し，アポトーシスによって細

胞が死滅する際にみられる細胞容積の減少(apoptotic
 

volume decrease)を思わせる像を呈している．感覚網

膜の支持細胞であるミュラ細胞に何らかの機能異常が生

じている可能性も考えられる(写真は群馬大学眼科岸章

治教授のご好意による)．

Ｂ
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細胞のアポトーシスを惹起させることで，中心窩の支持

構造が消失し，特発性黄斑円孔が生じるのではないかと

いう仮説を立て以下の実験を行った．

４)サル眼における硝子体中キマーゼ注入の影響

ａ)実験方法

正常ニホンザル2匹(A，B，雄，体重11～14kg)を

用いた．サルAの1眼は対照として何も投与せず，他

眼の硝子体腔内にキマーゼ(4U/mg  protein)を各10

μl，2週間ごとに4回投与した．サルBは両眼にキマー

ゼ(4U/mg protein)を硝子体内に各30μlを 1回投与し

た．各処置はペントバルビタール20mg/kg静脈内投与

による全身麻酔下で行った．今回投与したキマーゼの濃

度は前述した特発性黄斑円孔患者における硝子体内キ

マーゼ活性(平均値：1.87mU/mg protein)に基づいて

算出した．すなわち，10μlの溶液をサル硝子体(容量：

約3.5ml)に注入し，それが均一に拡散すると仮定すれ

ば約350倍希釈される．30μlでは同様に約120倍希釈

される．そのため，サルAでは4U/mg proteinの約

350分の1，すなわち約11mU/mg proteinとなり，サ

ルBでは約33mU/mg proteinとなる．したがって，

黄斑円孔患者の硝子体内キマーゼ活性に比べ，前者は約

6倍，後者は約18倍の濃度に相当する．キマーゼは

Takaiらの方法 により精製されたサルキマーゼ を用

いた．

サルAは最終処置の2週間後に，サルBは1週間後

にペントバルビタールの過量投与により安楽死させ眼球

を摘出した．摘出した眼球は4％パラホルムアルデヒ

ドで約24時間固定した後，脱水しパラフィン包埋した．

その後，ミクロトームによって厚さ5μmの連続切片を

作製した．

図 6 サル眼黄斑部におけるネスチン陽性細胞．

正常眼に対して行ったネスチンによる免疫染色の結果，中心窩周囲にネスチン陽性細胞が散見された(A：

黄斑部，B：その強拡大)．

図 7 黄斑部と中間部のネスチン陽性細胞の比較．

黄斑部と比較して中間部にはネスチン陽性細胞が少なかった．
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サルAの正常対照眼から得られた黄斑部近傍，黄斑

と赤道部の中間部，赤道部，周辺部の切片に神経幹細胞

のマーカーであるネスチンによる免疫染色を施行し

た ．方法は脱パラフィン後，3％過酸化水素水で5分

処理，20倍希釈した一次抗体(抗ヒトネスチン・ウサギ

IgG，ペプチド抗体，IBL)で60分間処理，ビオチン化

二次抗体で30分処理を行い，さらにABC試薬(VEC-

TASTIN Elite ABC kit)と DAB反応により染色した

後，3％メチルグリーンで核染色した．

サルA(正常対照眼，低用量キマーゼ投与眼)，サル

B(高用量キマーゼ投与眼)から得られた黄斑部近傍の切

片に対してヘマトキシリン・エオジン(HE)染色とTdT-

mediated dUTP-biotin neck end labeling(TUNEL)染

色を施した．TUNEL染色にはTakara in situ apop-

tosis detection kitを用い，そのプロトコールに従い，

TdT Enzymeを10倍希釈して使用した．DAB反応に

より染色した後，3％メチルグリーンで核染色した．

ｂ)実験結果

正常対照眼に対して行ったネスチンによる免疫染色の

結果，中心窩周囲にネスチン陽性細胞が散見された(図

6A，B)．黄斑部と比較して中間部にはネスチン陽性細

胞が少なかった(図7A，B)．ネスチン陽性細胞の密度

を各部位ごとに比較すると，黄斑部で明らかに高く，そ

の他の部位の間には有意差はなかった(図8)．

HE染色の結果，正常対照眼および低用量キマーゼ投

与眼では黄斑部に明らかな変化をみなかったのに対し

て，高用量キマーゼ投与眼では黄斑上に後部硝子体膜の

肥厚を疑わせる所見がみられた(図9A，B)．

TUNEL染色の結果，正常対照眼では陽性細胞がみ

られなかったのに対して，高用量キマーゼ投与眼では中

心窩周囲にTUNEL陽性細胞が散見された(図10A，

B)．

ｃ)結果の解釈

今回の実験結果から，黄斑部網膜は他の部位に比較し

て多くのネスチン陽性細胞がみられた．ネスチンは神経

幹細胞および網膜幹細胞のマーカーとして知られてお

り，今回の結果から黄斑部近傍に幹細胞様の性質を有す

る未分化な細胞が存在していることが推定された．ま

た，これは特発性黄斑円孔のOCT所見で網膜分離を生

じている部位に一致していた．HE染色によりキマーゼ

投与眼では黄斑上の後部硝子体膜肥厚を疑わせる所見が

みられたが，これがキマーゼによる線維化作用の結果か

どうかは追試して検討する必要がある．

図 8 ネスチン陽性細胞の分布．

ネスチン陽性細胞の密度を各部位ごとに比較すると，黄

斑部で明らかに高く，その他の部位の間には有意差はみ

なかった．

図 9 キマーゼ硝子体中注入による黄斑部の組織学的変化．

Ａ：対照眼，Ｂ：キマーゼ投与眼

ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色の結果，正常対照眼では黄斑部に明らかな変化をみなかったのに対し

て，高用量キマーゼ投与眼では黄斑上に後部硝子体膜の肥厚を疑わせる所見がみられた．
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TUNEL染色の結果，キマーゼ投与眼で中心窩周囲

に陽性細胞が多くみられたこと，キマーゼは血管平滑筋

細胞などの比較的分化度の低い細胞に対してアポトーシ

ス惹起作用を有すること ，さらに上記のネスチン

免疫染色の結果，黄斑部近傍に幹細胞様の性質を有する

未分化な細胞が多くみられることから，キマーゼが分化

度の低い中心窩ミュラ細胞のアポトーシスおよび黄斑上

の後部硝子体膜の線維化を促進し，このことが特発性黄

斑円孔発症の一因となっている可能性が推定された．

５)培養ミュラ細胞に対するキマーゼの作用

次にミュラ細胞に対するキマーゼの作用を検討する目

的で，培養ミュラ細胞を用いた以下の in vitroの実験を

行った．

ａ)ブタミュラ細胞の培養

ミュラ細胞の培養はPuroら の報告した方法に準じ

て行った．豚眼を赤道部で半切した後，網膜を摘出して

0.1％トリプシン1mlで 40分間酵素処理した後，ウシ

胎児血清20％を含む培養液4mlを加えホモジネートし

た．その後，培養皿底面に単離した細胞を付着させ継代

培養を行った．培地はD-MEM/F-12(GIBCO)を用い

た．培養細胞は継代5～6代のものを使用した．

ｂ)培養ミュラ細胞における抗幹細胞受容体抗体(c-

kit)の発現

培養ミュラ細胞を用いて，まず幹細胞因子(stem cell
 

factor)の受容体であるc-kitの発現をみた．細胞をチャ

ンバー付きのスライドグラス上で1週間静置培養した

後，c-kitの発現を免疫染色で確認した ．具体的に

は細胞をリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で溶解した4％

パラホルムアルデヒドで室温で18時間固定し，0.3％

過酸化水素を30分室温で反応させ，内因性ペルオキシ

ダーゼのブロッキングを行った後，抗c-kit抗体(SIG-

MA社)を一次抗体として反応させた．その後，ABC
 

kit(VECTOR社)を用いDAB反応により染色した後，

3％メチルグリーンで核染色し判定した．対照としては

一次抗体を用いないものと比較した．その結果，培養

ミュラ細胞は通常c-kitを発現していなかったが，細胞

を脱分化させる働きのある塩基性線維芽細胞増殖因子

(bFGF，大日本製薬社)10ng/mlを 24時間培養液中に

添加した場合には，細胞質にc-kitの発現がみられた

(図11A，B)．このことから，bFGFの作用により培養ミ

ュラ細胞は未分化な状態に変化したと考えられた ．

図 10 キマーゼ硝子体中注入によるアポトーシスの誘導．

Ａ：対照眼，Ｂ：キマーゼ投与眼

TUNEL染色の結果，正常対照眼では陽性細胞をみなかったのに対して，高用量キマーゼ投与眼では中心

窩周囲にTUNEL陽性細胞が散見された．

図 11 培養ミュラ細胞における幹細胞因子受容体(c-kit)の発現．

Ａ：塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)非添加，Ｂ：bFGF添加

培養ミュラ細胞は無処置の状態ではc-kitを発現していなかったが，細胞を脱分化させる働きのあるbFGF

を24時間培養液中に添加した場合には，細胞質にc-kitの発現がみられた．bFGFの作用により培養ミュ

ラ細胞は未分化な状態に変化したと考えられる．
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ｃ)培養ミュラ細胞におけるキマーゼのアポトーシス

作用

次に，培養ミュラ細胞に対するキマーゼの影響を検討

した．方法は96穴マイクロプレート上に5×103ずつ播

かれた培養ミュラ細胞に対し，10ng/mlの bFGF添加

および非添加培養液で24時間静置培養した後，キマー

ゼを各濃度(0，10，50ng/ml)添加し6日間培養した．

その後，WST-8kit(同仁化学研究所) を用いて細胞数

を測定した．その結果，培養ミュラ細胞にbFGFを加

えない状態ではキマーゼを作用させても細胞数に変化は

みられなかったが，bFGFの添加により脱分化させた培

養ミュラ細胞はキマーゼの添加により細胞数が有意に減

少した(図12)．これは，キマーゼが未分化な培養ミュ

ラ細胞に対して増殖抑制作用を有しているためと考えら

れた．また，同条件下でチャンバー付きスライドグラス

上で培養したミュラ細胞に対して in situ apoptosis de-

tection kit(タカラ社)を用いて行ったTUNEL染色の

結果でも，bFGFを作用させた培養ミュラ細胞のみに，

キマーゼ添加によりTUNEL陽性細胞が出現した(図

13A，B)．

ｄ)結果の解釈

以上の結果 から，キマーゼは未分化な培養ミュラ細

胞に対して細胞増殖抑制作用およびアポトーシス誘導作

用を有している可能性が推定された．このことは，中心

窩に存在する幹細胞様の性質を有する未分化なミュラ細

胞がキマーゼの影響によりアポトーシスを来し，その結

果として特発性黄斑円孔が発症するという仮説の一つの

裏付けになり得るものと考えられる．

６)性ホルモンとの関連

特発性黄斑円孔症例ではなぜ硝子体中のキマーゼ活性

が上昇するのかに関しては今後検討する必要がある．特

発性黄斑円孔は更年期の女性に多いとされており，以前

からエストロゲンなどの性ホルモンとの関連が指摘され

ている ．キマーゼ産生細胞である肥満細胞はエストロ

ゲンによって増殖することが知られており ，著者ら

も外挿値であるが，特発性黄斑円孔の硝子体中のエスト

ラジオール(E2)値(RIA法)が対照と比較し高値である

ことを見出している．逆に特発性黄斑円孔症例の血清エ

ストロゲン濃度は，エストロン(E1)，エストラジオー

ル(E2)とも対照に比較して低値であった．更年期の性

ホルモンの産生低下に引き続き，アンドロゲンをエスト

ロゲンに変換する酵素であるアロマターゼの活性が末梢

組織において亢進することが知られている ．また，網

図 12 キマーゼによる培養ミュラ細胞の増殖抑制作用．

培養ミュラ細胞にbFGFを加えない状態ではキマーゼ

を作用させても細胞数に変化はみなかったが，bFGFの

添加により未分化な状態になった培養ミュラ細胞はキ

マーゼの添加により細胞数が有意に減少した．

■：bFGF(－)，□：bFGF(＋)

図 13 培養ミュラ細胞におけるキマーゼのアポトーシス誘導作用．

Ａ：bFGF非添加，Ｂ：bFGF添加

bFGFを作用させた培養ミュラ細胞のみに，キマーゼ添加によりTdT-mediated dUTP-biotin neck
 

end labeling(TUNEL)陽性細胞が出現した．
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膜などの眼組織においてもアロマターゼが発現すること

が報告 されている．現時点の推論としては，活性が

上昇したアロマターゼによって眼局所のエストロゲン濃

度が上昇し，その結果，肥満細胞の増殖が促進されキ

マーゼ産生が増加する機序が考えられる．

3．小 括

以上の結果から，特発性黄斑円孔の成因を図14のよ

うに推論した．まず，更年期における性ホルモンの影響

により肥満細胞の細胞数や機能異常が生じて，その結果

キマーゼやトリプターゼといったセリンプロテアーゼの

硝子体中の活性が上昇する．キマーゼは幹細胞様の性格

を持つ中心窩ミュラ細胞にアポトーシスを惹起し，その

結果，中心窩の感覚網膜の支持構造が消失あるいは組織

の再生能力が低下する．一方，キマーゼやトリプターゼ

は硝子体変性および網膜硝子体界面の線維化を促進し，

中心窩の網膜硝子体牽引が増強する．これらの結果とし

て，特発性黄斑円孔が発症する可能性が推定された．

もし，上記の仮説が正しいとしたら，現時点でいくつ

か開発されているキマーゼ阻害剤やトリプターゼ阻害

剤，あるいはアロマターゼ阻害剤といったものが，将来

的に特発性黄斑円孔の治療薬になり得る可能性があると

思われる．

加齢黄斑変性の病態

1．加齢黄斑変性の危険因子

加齢黄斑変性は，欧米では糖尿病網膜症を抜いて失明

原因の第一となり，本邦でも近年患者数が急増してい

る ．本疾患の病因については不明な点が多いのが実状

であるが，危険因子には以前から種々のものが考えられ

ている．すなわち，全身因子としては高血圧，動脈硬

化，高脂血症，環境因子としては光や喫煙，また血縁者

には約4倍の頻度で本疾患が発症するといった遺伝性や

白人に多いといった人種差があることも知られてい

る ．しかし，実際にこれらの危険因子がどのよう

な機序で加齢黄斑変性の病態に関与するのであろうか．

以前から高脂血症や高コレステロール血症が加齢黄斑変

性の危険因子といわれてはいるが，著者らの生化学的検

査結果では，総コレステロールや中性脂肪は対照に比較

してやや高い傾向はあったが，有意差はみられなかった

(表1)．

近年，加齢黄斑変性患者では抗酸化作用のあるカロチ

ノイドやビタミンの摂取が進行を抑制するという報告

や，血清中のグルタチオン・リダクターゼやグルタチオ

ン・ペルオキジダーゼなどの抗酸化酵素が加齢黄斑変性

患者では低値であるといったような報告 がなされ，加

齢黄斑変性と酸化ストレスの関連が注目されている．

2．加齢黄斑変性と酸化ストレス

近年，動脈硬化の主因として，酸化ストレスを受けて

変性した低比重リポ蛋白，すなわち酸化低比重リポ蛋白

(LDL)が注目されている ．喫煙も酸化LDLを増加さ

せることが知られている．酸化LDLはマクロファージ

によって貪食されるが，通常のLDLと違い，酸化

LDLを貪食したマクロファージは泡沫細胞に変化し，

これが血小板由来増殖因子(PDGF)などのサイトカイン

を放出し，血管平滑筋細胞を増殖させ動脈硬化が進行す

ることが知られている．また，酸化LDLの産生には

paraoxonase(PON)遺伝子多型が関与していることが

指摘されている ．そこで著者らは，まず加齢黄斑変

性と脂質代謝に関与するPON遺伝子および酸化LDL

との関連について検討した．

１)PON遺伝子多型と加齢黄斑変性

PON遺伝子は酸化リン脂質を分解する酵素で，高比

重リポ蛋白(HDL)と結合して存在し，LDLの酸化を抑

制することが報告 されている．本酵素は蛋白内に2

か所の多型があり，そのLL(Lホモ型)とBB(Bホモ

型)では酵素活性が低く，LDLの酸化抑制作用が弱いた

め，血清中の酸化LDLが増加することが知られてい

る ．本酵素の遺伝子多型は糖尿病網膜症において報

告 されているが，加齢黄斑変性で検討した報告はな

い．加齢黄斑変性と遺伝子多型に関しては，過去にアポ

リポ蛋白E遺伝子での報告 があるのみである．著者

らは本酵素と加齢黄斑変性の関連を調べる目的で，加齢

黄斑変性患者のPON遺伝子多型の解析，血清中PON

活性の測定，血清中酸化LDL濃度の測定を行った．

肥満細胞の数と機能の変化(性ホルモンの影響？)

⬇

キマーゼ・トリプターゼ産生↑

⬇ ⬇

中心窩ミュラー細胞

のアポトーシス

網膜硝子体界面の線維化

⬇ ⬇

支持構造の消失 硝子体牽引

⬇ ⬇

黄斑円孔形成

図 14 特発性黄斑円孔の病態．

表 1 加齢黄斑変性患者の血清による生化学検査結果．

加齢黄斑変性患者の血清総コレステロール値や中性脂肪値は

対照に比較してやや高い傾向はあったが有意差はみられな

かった．

AMD 対照

年齢(歳) 71.1±8.1 70.6±8.3

性別(男/女) 47/25 90/50

総コレステロール(mg/dl) 204.5±30.6 201.3±31.9

中性脂肪 (mg/dl) 117.8±60.0 113.2±52.1

HDL (mg/dl) 49.3±15.2 50.0±16.0

アポリポ蛋白A1(mg/dl) 143.0±21.1 144.6±22.0

アポリポ蛋白B (mg/dl) 100.4±24.9 99.8±20.5

AMD：加齢黄斑変性，平均値±標準偏差
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方法はWB kit(Wako Pure Chem)を用いて，加齢黄

斑変性患者の末梢血からDNAを抽出し，PON遺伝子

多型(A/B，Gln-Arg 192およびL/M，Leu-Met 54)を

Humbertら の報告に従いpolymerase chain reaction

(PCR)法で解析した．

解析結果を表2に示す．AA，AB，BBおよびLL，

LM，MM はそれぞれPON内の2か所の遺伝子多型，

A，B，L，M はそれぞれ対応するアミノ酸を示し，

A，Bは192番目のグルタミンとアルギニン，L，M は

54番目のロイシンとメチオニンを示す．加齢黄斑変性

患者と対照でPON内の2か所の多型，BBとLLの分布

に統計学的に有意差があった(p＝0.0127，p＝0.009)．

加齢黄斑変性患者では，酵素活性の低いLホモ型とB

ホモ型の頻度が高く，この結果は加齢黄斑変性の病因に

PON遺伝子多型が関与していることを示しており，本

疾患の発症に遺伝的素因が関与していることを推定して

いるものと考えられる．

２)酸化LDLおよびPON活性と加齢黄斑変性

次に加齢黄斑変性患者72例と，性別，年齢を一致さ

せた140例の健常者で血清中の酸化LDL濃度および

PON活性をELISA法で測定した．酸化LDL濃度の測

定は抗酸化LDL monoclonal抗体 および抗apo B抗

体を用いてELISA法により定量した．PON活性は

paraoxonを基質として用いるEckersonら の方法に

従い施行した．

その結果，血清中酸化LDL濃度およびPON活性と

も対照と比較して加齢黄斑変性患者では有意に高値で

あった(p＜0.05，p＜0.01)(図 15A，B)．しかも，酸

化LDL濃度およびPON活性の間には正の相関がみら

れた(r＝0.710，p＜0.011)(図16)．これは酸化ストレ

スの増加によって代償的にPON活性が亢進している可

能性が考えられる．以上の結果から，PON遺伝子多型

および血清中酸化LDLは加齢黄斑変性の病因に関与し

ている可能性がある ．

３)EC-SODと加齢黄斑変性

ａ)EC-SODとは

Superoxide dismutase(SOD)は活性酸素の一種であ

るスーパーオキシドを消去する酵素であるが，ヒト組織

図 15 加齢黄斑変性患者の血清中酸化低比重リポ蛋白(LDL)濃度および paraoxonase(PON)活性．

酸化LDL濃度およびPON活性とも対照と比較して加齢黄斑変性患者では有意に高値であった

(＊：p＜0.05，p＜0.01)．
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表 2 加齢黄斑変性患者における paraoxonase(PON)遺伝子多型の解析結果．

加齢黄斑変性患者と対照でPON内の2か所の遺伝子多型(BBおよびLL)の分布に統計学的

に有意差がみられた(p＝0.0127，p＝0.009)．

対照 AMD 対照 AMD
 

Genotype  Genotypes
 

AA 17(12.1) 6(8.3) LL 108(77.1) 66(91.7)

AB 74(52.9) 28(38.9) LM 28(20.0) 5(6.9)

BB 49(35.0) 38(52.8) MM 4(2.9) 1(1.4)

Alleles  Alleles
 

A 108(38.6) 40(27.8) L 244(87.1) 137(95.1)

B 172(61.4) 104(72.2) M 36(12.9) 7(4.9)

(：p＝0.0445， ：p＝0.0323)



では細胞質内に存在するcopper/zinc(Cu，Zn)-SOD，

ミトコンドリアに存在するmanganese(Mn)-SOD，そ

れに細胞外に存在するextracellular superoxide dismu-

tase(EC-SOD)の3種類のアイソザイムがあることが知

られている ．

EC-SODはヘパリン親和性を持つ唯一のSODアイソ

ザイムであり，C末端近傍の陽性荷電を有するリジン，

アルギニン残基により血管内皮細胞のヘパラン硫酸と可

逆的に結合している．生体内では分子量135kDで4量

体を形成して血管壁に広く分布し，細胞外(内皮細胞-好

中球間微小環境)で発生する活性酸素を効率良く消去し，

内皮細胞を酸化ストレスから防御している．通常は細胞

膜と結合しており，血液中の活性酸素による細胞傷害を

防御しているが，酸化ストレス状態では細胞膜結合親和

性が低下し，EC-SODの血中濃度が上昇することが知

られている ．

ｂ)酸化ストレスとEC-SOD

まず，予備実験として，酸化ストレスがヒト血管内皮

細胞に与える影響を検討した．ヒト皮膚血管内皮細胞を

培養し，加齢に伴い体内に蓄積される後期糖化最終産物

(AGE)や3-deoxyglucose(3-DG)によって酸化ストレス

を作用させ，活性酸素を発生させた．その結果細胞膜脂

質の過酸化が生じるが，それをDPPP試薬を用いて蛍

光発色させ，過酸化脂質の量を測定した．また，細胞膜

脂質の酸化により低下した膜結合EC-SOD量をELISA

法で測定した(図17)．

AGEs，および3-DG添加によって生じた酸化ストレ

スにより惹起された細胞膜過酸化変性度の経時的変化を

図18に示す．時間依存性に過酸化脂質量が増加してい

ることがわかる．

図 18 酸化ストレスによる細胞膜過酸化変性度．

AGEおよび3-DGによる酸化ストレスにより，時間依存性に培養液中の過酸化脂質量が増加した．

図 17 血管内皮細胞における酸化ストレスの影響．

ヒト皮膚血管内皮細胞を培養し，加齢に伴い体内に蓄積

される後期糖化最終産物(AGEs)や3-deoxyglucose(3-

DG)によって酸化ストレスを作用させ，活性酸素を発生

させた．その結果生じた過酸化脂質をDPPP試薬を用

いて蛍光発色させ定量した．

図 16 酸化 LDLと PON活性の相関．

酸化LDL濃度およびPON活性の間には正の相関がみ

られた(r＝0.710，p＜0.011)．
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次にAGEs，3-DGによる酸化ストレスを負荷した後

の，細胞膜結合EC-SOD濃度を測定した(図19)．AGEs

は 105ng/mlで，また3-DGでは多少のばらつきはある

が，101，103，104ng/mlで，対照と比較して細胞膜結

合性EC-SOD濃度が有意に低下した．つまり，細胞膜

非結合の遊離EC-SOD濃度が増加したことになる ．

ｃ)加齢黄斑変性とEC-SOD

以上の予備実験の結果を踏まえて，実際に加齢黄斑変

性患者の血清中EC-SOD濃度をELISA法により測定

した．対象は年齢を相関させた加齢黄斑変性患者26例

(70.8±7.4歳)および対照20例(68.1±5.8歳)である．

測定はEC-SOD特異抗体を用いたELISA法で行った．

また，両群で高血圧，糖尿病，高脂血症，喫煙歴，

body mass index(BMI)の間に有意差はなかったが，加

齢黄斑変性群の男性の比率(19例73％)は，対照群比率

(10例50％)と比較して有意に高値であった ．

結果は，加齢黄斑変性群では124.8ng/ml，健常者で

は60.8ng/mlで，有意に加齢黄斑変性群で血清EC-

SOD濃度が高値を呈した(図20)．

４)結果の解釈

加齢黄斑変性患者の血清中でEC-SOD濃度が上昇す

る機序を図21のように推測してみた．加齢，喫煙など

の種々の酸化ストレスによって血管内皮細胞の細胞膜脂

質の過酸化が生じて，その結果として細胞膜に結合して

いたEC-SODが遊離し，血清EC-SOD濃度が上昇す

る．その結果，血管内皮細胞表面の酸化ストレスに対す

る抵抗性が低下し，血管内皮細胞障害が促進され，脈絡

膜新生血管が誘発されるのではないかと推測した．

3．肺炎クラミジアと加齢黄斑変性

次に，我々は動脈硬化の危険因子として，近年注目さ

れている肺炎クラミジア(chlamydia pneumoniae)と加

齢黄斑変性の関連に着目した．

図 19 酸化ストレス負荷による細胞膜結合 extracellular superoxide dismutase(EC-SOD)濃度．

AGEsおよび3-DG添加による酸化ストレス負荷によって，細胞膜結合性EC-SOD)濃度が有意に低下した．

つまり細胞膜非結合の遊離EC-SOD濃度が増加したことになる．

図 20 加齢黄斑変性患者の血清 EC-SOD濃度．

加齢黄斑変性群では対照群に比較して血清EC-SOD濃

度が高値を呈した．

図 21 加齢黄斑変性患者で血清 EC-SOD濃度が上昇

する機序．

加齢，喫煙などの種々の酸化ストレスによって血管内

皮細胞の細胞膜脂質の過酸化が生じて，その結果とし

て，細胞膜に結合していたEC-SODが遊離し，血清

EC-SOD濃度が上昇する．
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１)肺炎クラミジアと動脈硬化

近年，動脈硬化の発症に慢性の炎症性機序 ，特に

肺炎クラミジア感染の関与が注目されている．両者の関

連については，Saikkuら が虚血性心疾患の男性症例

で，血清中肺炎クラミジア IgG，IgA抗体価が上昇して

いることを報告して以来，動脈硬化性疾患と肺炎クラミ

ジア感染の関連性につき臨床的，基礎的な研究が行われ

てきた．肺炎クラミジア感染と動脈硬化の関連性を強く

推定する所見として，動脈硬化病巣から肺炎クラミジア

が検出され ，さらに実験的に肺炎クラミジア感染

に引き続き，動脈硬化病変が生じることが確認されてい

る ．

２)加齢黄斑変性患者の肺炎クラミジア抗体価

そこで，動脈硬化との関連性が指摘されている加齢黄

斑変性について，その発症に肺炎クラミジア感染が関与

している可能性を検討するため，滲出型加齢黄斑変性患

者27例(平均71.1±6.4歳，男性19例，女性8例)，お

よび年齢を一致させた対照群22例(平均69.5±6.5歳，

男性12例，女性10例)の血清中肺炎クラミジア IgGお

よび IgA抗体価をELISA法を用いて測定し比較した．

測定方法はKishimotoらの方法 に準じて，血清を肺

炎クラミジアYK 41株から精製した肺炎クラミジアの

外膜抗原と反応させた後，p-nitrophenyl phosphateを

加え405nmの吸光度を測定した．日本人の成人592例

の正常値は IgG indexが1.27±0.87，IgA indexが1.20

±0.78とされている．

その結果，IgA indexは加齢黄斑変性群が1.96±

0.80，対照群が1.39±0.84(p＝0.005，Mann-Whitney
 

U検定)，IgG indexは，加齢黄斑変性群が2.08±0.95，

対照群が1.32±0.85(p＝0.006，Mann-Whitney U検定)

で，両抗体価とも加齢黄斑変性群で有意に高値であった

(図21) ．

３)結果の解釈

加齢黄斑変性でみられた肺炎クラミジア抗体価の上昇

は，本疾患発症に肺炎クラミジア感染が関与している可

能性を推定していると考えられる．この病原体は本来気

管支炎，肺炎などの呼吸器疾患の原因菌であるが ，

マクロファージ，血管内皮細胞，血管平滑筋細胞など

様々な細胞の中で増殖することが知られている ．ま

た，感染した細胞内で増殖し，隣接する細胞に感染する

ことによって慢性的な炎症を惹起することが知られてい

る．肺炎クラミジアはマクロファージによって全身に移

行し，種々の組織に感染を起こすが，肺炎クラミジアに

感染した血管内皮細胞は intercellular adhesion mole-

cule-1(ICAM-1)，vascular cell adhesion molecule-1

(VCAM-1)などの接着因子を発現し ，さらに多くの

マクロファージを捕捉して感染を助長させることが報告

されている．後極部の脈絡膜は，その豊富な血流量から

転移性腫瘍，トキソプラズマ症，ヒストプラズマ症など

の病巣の好発部位となる．肺炎クラミジアがマクロファ

ージによって血行性に伝播されることを考えると，後

極部に同感染が生じる可能性も十分考えられる．後極部

に生じた感染は脂質代謝や免疫機序を介して動脈硬化を

促進させる一方，tumor necrosis factor-α(TNF-α)や

IL-6などの炎症性サイトカインやMMPを分泌し ，

血管構築を破壊してさらに脈絡膜出血を惹起する可能性

も考えられる．今回の結果は，肺炎クラミジア感染が加

齢黄斑変性の直接的な原因であることを意味するもので

はないが，加齢黄斑変性の前駆病変とされるdrusenに

図 22 加齢黄斑変性患者血清中の肺炎クラミジア抗体値．

IgG index，IgA indexとも加齢黄斑変性群が対照群よりも有意に高値であった．

酸化ストレス(光，AGE，喫煙)

⬇ ⬇

遺伝子多型 → 酸化LDL↑ EC-SOD血中濃度↑

(Praoxonase gene)

⬇ ⬇

肺炎クラミジア

感染

→ 血管内皮障害(動脈硬化)

⬇

脈絡膜新生血管↑

図 23 加齢黄斑変性の病態．
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様々な炎症性蛋白の発現がみられる 点からも，同感

染が慢性的な炎症機序を介して加齢黄斑変性の発症に何

らかの影響を及ぼすものと推測される．今後，加齢黄斑

変性の硝子体手術で摘出した脈絡膜新生血管組織で肺炎

クラミジアの直接的な検出を試みる予定である．

4．小 括

今回得られた結果から加齢黄斑変性の病態を図23の

ようにまとめてみた．喫煙やAGEs，3-DGといった酸

化ストレスにより血中の酸化LDL濃度が上昇し，これ

にLDLの酸化を抑制するPON遺伝子多型が関与して

いる可能性がある．また，酸化LDLによって惹起され

る脈絡膜血管の動脈硬化に肺炎クラミジア感染が増悪因

子として加わり，血管内皮障害が進行する．一方で酸化

ストレスによって血管内皮の細胞膜に結合したEC-

SODが減少し，抗酸化作用が低下して血管内皮細胞の

傷害が進行する機序も考えられる．これらの一連の変化

が脈絡膜新生血管を惹起し加齢黄斑変性が発症するので

はないかと考えられる．

以上の結果から，加齢黄斑変性に対して，抗酸化薬，

AGEs阻害剤，肺炎クラミジア感染に対するマクロライ

ド系やニューキノロン系の抗生物質などの薬物療法が有

効である可能性が考えられる．

糖尿病網膜症の病態

1．糖尿病網膜症とサイトカイン

１)増殖糖尿病網膜症の病態に関与するサイトカイン

糖尿病網膜症が進行すると毛細血管床閉塞による網膜

虚血が生じ，新生血管の発育およびそれを基盤とする増

殖膜が生じ，牽引性網膜剥離が進行して失明に至る．増

殖糖尿病網膜症の硝子体中には網膜虚血によって産生が

亢進するVEGFが増加し血管新生を誘発することが知

られている ．著者らも過去にTGF-β2，hepato-

cyte growth factor(HGF)，insulin-like growth fac-

tor-1(IGF-1)，アンギオテンシンⅡなどが増殖糖尿病

網膜症の硝子体中に高濃度存在すること，またその産生

源としてミュラ細胞の可能性があることを報告 し

てきた．

２)眼内増殖におけるミュラ細胞の関与

以前は神経系の単なる支持組織として認識されていた

に過ぎなかったグリア細胞が，多彩な機能を有し，種々

の疾患の病態に深く関与することが次々と解明されてい

る．グリア細胞は種々の細胞増殖因子やサイトカインの

産生源になっているだけでなく，種々の因子の受容体を

も有し，神経系における独自のサイトカインネットワー

クを形成している．脳神経系においては，アストロサイ

トやミクログリアがサイトカイン分泌の中心的役割を

担っていることが知られているが，感覚網膜における主

要なグリア細胞であるミュラ細胞も同様の機能を有する

ことが明らかとなってきた ．

2．糖尿病網膜症と後期糖化最終産物(AGEs)

１)AGEsとサイトカイン

AGEsとは糖と蛋白の非酵素的付加反応によって生じ

る後期生成物のことで，pentosidine，carboxymethyl-

lysine(CML)，crosslineなど種々のものが報告 され

ている．一般にAGEsは代謝回転の遅い組織に蓄積し，

種々のサイトカインを誘導することで糖尿病網膜症の病

態に深く関与することが指摘されている．今回，著者ら

は血管新生作用を有するVEGFとAGEs，および炎症

性サイトカインの一つである IL-6とAGEsの関連につ

いて検討した．

２)VEGFとAGEs

ａ)増殖糖尿病網膜症の硝子体中のVEGFと cross-

linen濃度

増殖糖尿病網膜症の硝子体中におけるAGEsの一つ

であるcrosslineおよびVEGFの濃度を定量した．硝子

体サンプルは前述の方法で増殖糖尿病網膜症14例14眼

から採取した．性別は男性7例，女性7例，平均年齢

56.1±10.2歳，推定糖尿病罹病期間は20.8±14.3年，

平均HbA1c値は8.4±1.6％であった．対照には非糖

尿病症例14例14眼の硝子体を使用した．性別は男性8

例，女性6例，平均年齢65.2±9.5歳，疾患の内訳は裂

孔原性網膜剥離が7眼，特発性黄斑上膜が7眼であっ

た．

Crossline濃度は既報のごとく抗crossline polyclonal

抗体を用いてcompetitive ELISA法で定量した．

VEGF濃度はcompetitive ELISA用キット(American
 

research products,Behnont,MA，米国)を用いて定量し

た ．

その結果，硝子体中crossline濃度は増殖糖尿病網膜

症群は221.9±149.2pmol/ml，対照群では118.2±

58.3pmol/mlで前者が有意に高値を呈した(p＜0.05)．

また，硝子体中VEGF濃度も増殖糖尿病網膜症群で

5.5±4.1ng/ml，対照群で0.5±0.4ng/mlと同様に前

者で有意に高値を呈した(p＜0.01)(図24A，B)．また，

crosslineとVEGFの間には正の相関がみられた(図

25) ．

ｂ)培養ミュラ細胞におけるVEGF産生とAGEsの

影響

次に培養ヒトミュラ細胞を用いて，同細胞における

VEGFの産生およびAGEの及ぼす影響を検討した．培

養ヒトミュラ細胞は共同研究者であるミシガン大学

Donald G.Puro教授の供与を受けた．

AGEの生成は，bovine serum albumin(BSA)を10

mM のPBS(pH 7.4)と0.5M のグルコースを37℃で6

週間インキュベートして作製した．また，同様の条件下

でグルコースなしでインキュベートしたものを対照とし

た．BSA非結合のグルコースを除去した後，heparin-

sepharose CL-4B column chromatographyで精製し，
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toxicolor system kitを用いてendotoxinを除去した．

精製されたAGEs-BSA中のクロスリンは620pmol/mg
 

proteinであった．

ヒトミュラ細胞の培養液中に2種類の濃度のAGEs-

BSA(1，5μg/ml)を添加したものと，AGEs-BSA無添

加のものを用いて12時間培養した．その後，quantita-

tive RT-PCRでVEGFの発現をみた．また，培養上清

中のVEGF濃度をELISA法で測定した．

その結果，培養液中にAGEs-BSAを添加すること

で，ミュラ細胞におけるVEGF mRNAの発現が亢進

した．培養上清中のVEGF濃度はAGEs濃度依存性に

増加した(図26A，B)．

ｃ)結果の解釈

糖尿病網膜症が進行すると毛細血管領域の血管閉塞に

より網膜無潅流域が生じ，その結果虚血網膜から

VEGFが放出され血管新生が誘発されるが ，VE-

GFの産生源として以前からミュラ細胞が候補とされ

ている ．今回の培養ヒトミュラ細胞を用いた実験で

もそのことが証明された．また，糖尿病罹病期間が長期

化すると体内にAGEが蓄積されるが，増殖糖尿病網膜

症では硝子体中のcrossline濃度が対照と比較して有意

に高く，しかもその値はVEGFと相関していた．培養

ミュラ細胞を用いた実験でもAGEsがミュラ細胞の

VEGF産生を亢進することが証明され，糖尿病網膜症

では硝子体中に蓄積されたAGEsがミュラ細胞に作用

してVEGFをより多量に産生させることで，悪循環を

形成している可能性が考えられる．硝子体手術により網

膜症が鎮静化する一つの機序として，AGEsを含む硝子

体を除去することが血管新生抑制に働いている可能性が

ある．

３)IL-6とAGEs

ａ)増殖糖尿病網膜症の硝子体中の IL-6，pentosi-

dine，CML濃度

次に代表的な炎症性サイトカインである IL-6とAGE

の関連につい検討した．

図 24 増殖糖尿病網膜(PDR)症患者の硝子体中における crossline，血管内皮細胞増殖因子(VEGF)濃度．

硝子体中crossline濃度，VEGF濃度とも対照群に比較してPDR群では有意に高値を呈した．

図 25 Crossline，VEGFの硝子体中濃度の相関．

crosslineとVEGFの間には正の相関がみられた(r＝

0.698，p＜0.01)．
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まず，増殖糖尿病網膜症の硝子体手術中に採取した硝

子体中の IL-6，pentosidine，CMLの濃度をELISAで

定量した．増殖糖尿病網膜症症例46例50眼の硝子体手

術時に希釈しない硝子体を前述の方法で採取した．性別

は男性19例21眼，女性27例29眼，平均年齢59.3±

11.8歳であった．推定糖尿病罹病期間は14.1±10.3

年，平均HbA1c値は7.7±1.6％であった．対照には

年齢を相関させた非糖尿病症例48例48眼の硝子体を使

用した．性別は男性26例26眼，女性22例22眼，平均

年齢60.2±12.6歳，疾患の内訳は，特発性黄斑円孔19

眼，特発性黄斑上膜7眼，裂孔原性網膜剥離13眼，黄

斑円孔網膜剥離2眼，網膜静脈分枝閉塞症3眼，加齢黄

斑変性2眼，ポリープ状脈絡膜血管症1眼であった．

硝子体中の IL-6濃度の測定にはchemiluminescent
 

enzyme immunoassay using a Lumipuls 1200system

(富士レビオ)を用いた．PentosidineおよびCML濃度

は特異抗体(伏見製作所)を用いた高感度competitive
 

ELISA法で定量した．

その結果，硝子体中 IL-6濃度は，増殖糖尿病網膜症

群で261.3±15.0pg/ml，対照群では108.8±11.3pg/

図 26 培養ミュラ細胞におけるAGEsによるVEGF産生亢進作用．

Ａ：RT-PCR，Ｂ：培養液中VEGF濃度

培養液中にAGEs-BSAを添加することで，RT-PCRではミュラ細胞におけるVEGF mRNAの発現が亢進

した．培養上清中のVEGF濃度はAGEs-BSAの濃度依存性に増加した．

AGE-BSA：5μg/ml(lean2)，10μg/ml(lean4)，BSA：5μg/ml(lean1)，10μg/ml(lean3)

図 27 増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中における IL-6，pentosidine，CML濃度．

Ａ：IL-6，Ｂ：pentosidine，C：CML

いずれもPDR群で有意に高値であった(p＜0.001)．
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ml，Pentosidine濃度は，増殖糖尿病網膜症群で22.2

±1.6ng/ml，対照群では5.0±0.3ng/ml，CML濃度

は増殖糖尿病網膜症群で3.10±0.15μg/ml，対照群で

は1.75±0.10μg/mlであり，いずれも統計学的に増殖

糖尿病網膜症群で有意に高値であった(p＜0.001)(図27

A～C)．また，IL-6濃度と pentosidine濃度および

CML濃度は，いずれも正の相関がみられた(r＝0.729，

r＝0.649)(図28A，B) ．

ｂ)培養ミュラ細胞における IL-6産生とAGEsの影

響

次にVEGFと同様に培養ヒトミュラ細胞を用いて，

同細胞における IL-6の産生およびAGEsの及ぼす影響

を検討した．AGEsの生成は，前述の方法で行った．

ヒトミュラ細胞の培養液中に2種類の濃度のAGEs-

BSA(5，10μg/ml)を添加したものと，AGE-BSA無添

加のものを用いて24時間培養した．その後，quantita-

tive RT-PCRで IL-6の発現をみた．また，培養上清中

の IL-6濃度をELISA法で測定した．

その結果，培養液中にAGEs-BSAを添加すること

で，ミュラ細胞における IL-6mRNAの発現が亢進し

た．また，培養上清中のIL-6濃度はAGE-BSA 5μg/ml

添加で5.15±1.09pg/ml，10μg/ml添加で9.43±1.40

pg/ml，対照で3.90±0.13pg/mlとなり，濃度依存性

に培養液中の IL-6濃度が増加した(図29A，B)．

ｃ)結果の解釈

IL-6は多機能を有する炎症性サイトカインの一つ

で，眼球では網膜色素上皮細胞，ミュラ細胞，角膜上皮

細胞，虹彩色素上皮，毛様体上皮などに発現がみられる

ことが報告 されている．IL-6はVEGFの産生を

誘導することで血管新生や黄斑浮腫を促進させたり，他

のサイトカインとネットワークを形成して眼内増殖に深

く関与することが報告 されている．過去にも増殖糖

尿病網膜症の前房水中に IL-6濃度が増加しているとす

る報告 がある．増殖糖尿病網膜症では硝子体中の

pentosidine，CMLといったAGEsが硝子体中に増加

しており，それがミュラ細胞からの IL-6の産生を促進

して，眼内増殖機転や炎症機転を進行させている可能性

が推定された ．

図 28 IL-6と pentosidine，carboxymethyllysine(CML)の硝子体中濃度の相関．

IL-6濃度とpentosidine濃度およびCML濃度は，いずれも正の相関がみられた(r＝0.729，r＝0.649)．

図 29 培養ミュラ細胞における advanced glycation
 

end products(AGEs)による IL-6産生亢進作用．

Ａ：reverse transcription-polymerase chain reac-

tion(RT-PCR)，Ｂ：培養液中濃度

培養液中にAGEs-BSAを添加することで，RT-PCR

ではミュラ細胞における IL-6mRNAの発現が亢進し

た．培養上清中の IL-6濃度はAGEs-BSAの濃度依

存性に増加した．
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3．硝子体液化とAGEs

１)AGEsと光増感作用

加齢により生じる硝子体変化には，光化学反応による

コラーゲンの架橋形成とヒアルロン酸の脱重合が関与し

ており，その反応にはさまざまな光感受性物質の関与が

指摘されている ．一方，糖尿病患者の硝子体中に

蓄積されるAGEs には光増感作用があること や

AGEs存在下の試験管内でヒアルロン酸の脱重合が促進

することも報告 されている．日常臨床において，

糖尿病網膜症患者では正常人と比べ，後部硝子体皮質前

ポケット が比較的低年齢で形成されることを経験す

ることから，著者らはAGEsが硝子体液化に促進する

可能性を考えた．今回，我々はAGEが糖尿病網膜症患

者の硝子体液化に及ぼす影響をみる目的で，光照射によ

るヒアルロン酸の分子量変化に及ぼすAGEの影響につ

いて，high performance liquid chromatography(HP-

LC)を用いた in vitroの実験を行った．

２)AGEsによるヒアルロン酸の液化作用

被験試料として分子量1×106のヒアルロン酸ナトリ

ウム(参天製薬株式会社Lot No.KK1074)を，光増感物

質としては前述のAGEs(含有蛋白濃度：86.987mg/

ml)を用いた．また，分子量マーカーとしてpullulan
 

standard(昭和電工Lot No.20201)を使用した．光照射

には分光光度計(SHIMADZ UV-2200A：E/RD/

0129)，光照射装置(JASCO M-M 3型Xeランプ 浜松

ホトニクス300W)を用いた．分子量測定には，HPLC

システムを使用した．

予備実験として，HPLCによりのpullulan standard

5種類の retention time(RT)を測定し検量線を作製し

た．

本実験は，0.02％ヒアルロン酸溶液を作製し，AGEs

を添加した群(AGEs添加群)，添加しない群(AGEs非

添加群)を設定した．ヒアルロン酸溶液の溶媒にはPBS

を用いた．各サンプル量は2mlとし，AGEs添加群に

は溶液全体量の1％相当に当たる20μlのAGE溶液を

添加した．AGEs溶液の添加量は，人の硝子体中の含有

蛋白量(0.4～1.1mg/ml)とほぼ同じになるように設定

した．各群において光照射4時間を施行した群と同条件

で暗所に4時間置いた群を設定し，処置後HPLCで

RTを測定して4群の分子量の変化を推定した．

予備実験の結果，RTと分子量の対数は負の相関関係

にあることがわかった(回帰式：Y＝aX＋ba＝－0.341，

b＝11.142，r＝－0.995)(図30)．すなわち，ヒアルロ

ン酸のRTが長いほど，ヒアルロン酸の脱重合，つま

り硝子体の液化が進行していることになる．

本実験の結果，光照射4時間でAGE添加群のRTは

非添加群に比較して有意に延長した(p＝0.02Mann-

Whitney U検定)．また，暗所ではAGE添加群と非添

加群のRTには有意差をみなかった(p＝0.56Mann-

Whitney U検定)(図31A，B) ．

図 30 High-performance liquid chromatography

(HPLC)によるヒアルロン酸の retention time(RT)

と分子量の関係．

予備実験の結果，RTと分子量の対数は負の相関関係

にあることがわかった(回帰式：Y＝aX＋b a＝－

0.341，b＝11.142，r＝－0.995)．すなわち，ヒアル

ロン酸のRTが長いほど，ヒアルロン酸の脱重合，

つまり硝子体の液化が進行していることになる．

図 31 AGEsの光増感作用によるヒアルロン酸の脱重合．

Ａ：光照射4時間，Ｂ：暗所4時間

光照射4時間でAGEs添加群のRTは非添加群に比較して有意な延長がみられた(p＝0.02)．暗所では

AGEs添加群と非添加群のRTには有意差をみなかった(p＝0.56)．
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３)結果の解釈

以上の結果は，AGEs存在下では光照射によるヒアル

ロン酸の脱重合が促進されることを示しているものと考

えられる．すなわち，糖尿病患者では硝子体中に存在す

るAGEsの作用で，光照射によるヒアルロン酸の脱重

合が促進され，より早期に顕著な硝子体皮質前ポケット

が形成される可能性が考えられる．増殖糖尿病網膜症で

は後部硝子体皮質前ポケットに沿って線維血管性増殖膜

が形成され，その後に生じる後部硝子体剥離によって牽

引性網膜剥離を来し視力低下の原因となる．

4．小 括

糖尿病網膜症とAGEsに関する研究の結果を図32の

ようにまとめた．Crossline，pentosidine，CMLなどの

AGEsはミュラ細胞を介して，VEGFや IL-6といった

サイトカインの産生を促進し血管新生や眼内増殖などの

病態に深く関与している可能性が考えられる．また，一

方でAGEsは光によるヒアルロン酸の脱重合を進行さ

せ，硝子体液化による後部硝子体皮質前ポケットを形成

し，増殖糖尿病網膜症の増殖膜形成や後部硝子体剥離進

行による牽引性網膜剥離の発症に関与している可能性が

ある．

糖尿病網膜症の薬物にはACEs阻害薬，PKC β阻害

剤，血管新生抑制剤などが有望視されている が，

今回の結果からAGEs阻害剤はVEGFや IL-6などの

サイトカインの産生を抑制することで，糖尿病網膜症の

治療薬剤の一つになり得る可能性が考えられる．

お わ り に

以上，特発性黄斑円孔，加齢黄斑変性，糖尿病網膜症

の3疾患の病態についての著者らの研究成果を報告し

た．硝子体手術は術中所見だけでなく，手術時に得られ

る硝子体サンプルや増殖膜の解析により病態を解明する

糸口を提供してきた．特に，これらの検体を使用した分

子生物学的研究の最近の進歩には目ざましいものがあ

る．しかし，現時点における本邦の状況としては，奏効

機序が十分に解明されないまま，多くの硝子体手術が施

行されているのもまた事実である．

特発性黄斑円孔では，硝子体牽引だけでなく網膜の細

胞レベルでの何らかの変化が生じているものと考えられ

る．今回の研究結果では中心窩ミュラ細胞が幹細胞様の

性質を有しており，そのアポトーシスによって黄斑円孔

が発症する仮説を述べた．今回のデータのみで結論づけ

るのは不十分と思われるが，黄斑部網膜には他の部位に

はない細胞の分化段階での特殊性が存在するのではない

かと思われる．もしこれが事実なら，種々の黄斑疾患の

病態を解明するきっかけになり得る可能性があり，今後

も引き続き研究を続けていきたい．

加齢黄斑変性の病因として種々の酸化ストレスが関与

していることは確実と思われる．今回，遺伝子多型が関

与していることがわかったが，今後は個人の遺伝子多型

に対応するオーダーメイド治療も視野に入れた何らかの

薬物治療を考案する必要がある．そのためには眼局所の

所見だけではなく，加齢黄斑変性を全身疾患と位置づ

け，種々のデータを蓄積する必要がある．また，種々の

疫学的なデータも重要で，これによって新たな治療のヒ

ントが得られる可能性もある．

糖尿病網膜症は依然として本邦の失明原因の第1位で

ある．光凝固や硝子体手術の普及によって治療成績は確

実に向上しているが，社会生活を維持できる有用な視力

を保持することは依然として困難な場合が多い．光凝固

一つをとっても完全に奏効機序が解明されているとはい

いがたく，硝子体手術にも限界がある．また，近年増加

している糖尿病黄斑浮腫に関しても，硝子体手術が何故

奏効するのか不明な点が多く，手術が奏効する症例とし

ない症例があるのを見極める必要がある．また，同じ糖

尿病網膜症でも黄斑浮腫を来しやすい症例もあれば，著

明な血管新生が生じているにもかかわらず黄斑浮腫が全

く生じない症例もある．この辺りの病態を解明していく

ことで，より質の高い医療が行える可能性がある．

今回の宿題報告では，これら網膜硝子体疾患の病態を

解明する一つの手掛かりを提供できたのではないかと

思っている．今後も臨床で得られる素朴な疑問点を大切

にしながら，これらの疾患の病態をより深く解明する努

力を続けていきたい．

稿を終えるに当たり，今回の宿題報告の機会を与えて下さ

いました日本眼科学会評議員各位，本研究を支援して頂きま

した大阪医科大学眼科学教室ならびに同窓会各位，ならびに

第107回日本眼科学会総会長の大島健司教授(福岡大学)，座

長の労をお取り下さいました田野保雄教授(大阪大学)に心よ

り深謝申し上げます．

また，本研究は，文部科学省研究費補助金，大阪アイバン

ク助成金，網膜剥離友の会支援金などにより行われたことを

付記して謝意を表します．
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Comment：箕田 健生

本報告は特発性黄斑円孔，加齢黄斑変性，糖尿病網膜症の3疾患の病態を分子生物学的手法に

よって研究したものであり，その主な成果は以下の3点に要約される．

１．生理活性物質アンギオテンシンⅡの合成系の一つであるキマーゼ活性を硝子体液で測定した

ところ，特発性黄斑円孔は他の2疾患に比べ有意に高値を示した．次に著者らは中心窩ミユラー細

胞が網膜幹細胞様の機能を有し，キマーゼが中心窩ミユラ細胞のアポトーシスを惹起させること

で，中心窩の支持構造が消失し，黄斑円孔が生じるのではないかという作業仮説を立て，以下の実

験結果を得た．１)サルの網膜に神経幹細胞のマーカーであるネスチン免疫染色を行ったところ，

黄斑部にネスチン陽性細胞が高頻度に認められた，２)硝子体中に高濃度のキマーゼを投与する

と，中心窩周囲にアポトーシスを示すTUNEL陽性細胞が散見された，３)bFGFを加えて脱分

化させた培養ミユラ細胞にキマーゼを添加するとTUNEL陽性細胞が出現した．以上のことから，

中心窩に存在する幹細胞様の性質を有するミユラ細胞がキマーゼによってアポトーシスをきたし，

その結果として特発性黄斑円孔が発症するという仮説が裏付けられた．

２．加齢黄斑変性の危険因子の一つ，酸化LDLの産生に関与しているとされているparaox-

onase(PON)遺伝子多型を本症患者で検討した結果，対照との間にPON多型の分布に有意差を認

め，本症の病因にPON遺伝子多型が関与している可能性が示された．また近年，動脈硬化の危険

因子として注目されている肺炎クラミジアの IgGおよび IgA抗体価を本症患者で測定したところ，

両抗体価とも対照に比べ有意に高値であり，肺炎クラミジア感染が慢性的炎症を介して加齢黄斑変

性の発症に関与している可能性が示唆された．

３．増殖糖尿病網膜症患者の硝子体では，後期糖化最終産物(AGEs)の一つであるcrossline濃

度が有意に高値を示した．また，培養ミユラ細胞の培養液中にAGEsを添加するとミユラ細胞で

のVEGFmRNAの発現が亢進した．このことから本症では硝子体に蓄積されたAGEsがミユラ細

胞に作用してVEGFを多量に産生させて，網膜症の悪循環を形成している可能性が示された．

以上のべたように，本研究では幾つかの斬新な作業仮説の下に，3疾患の病態を様々な分子生物

学的手法によって検討し，各々の仮説の信頼性を支持するエビデンスが豊富に示され，まさに日眼

総会の宿題報告にふさわしい内容であると思われる．特に黄斑円孔の成因に関しては近年，後部硝

子体皮質前ポケット後壁を形成する硝子体ゲルによる網膜硝子体牽引が主因とされているが(Kishi
 

et al, 1996)，硝子体ゲルと接する中心窩ミユラ細胞の異常も本症の発症に関与している可能性が

ある(Gass, 1999)．したがって，著者らの中心窩ミユラ細胞が網膜幹細胞様の機能を有し，キマー

ゼ等の作用でアポトーシスを生じ，硝子体牽引とあいまって黄斑円孔が形成されるという仮説は独

創的であり，黄斑円孔ばかりでなく，他の黄斑疾患の病態を考えるうえでも興味深い．網膜幹細胞

がciliary marginal zoneのみでなく中心窩にも存在するか，かつそのことが黄斑円孔その他の疾

患の病態にどのように関与しているか，またなぜ黄斑円孔の患者で硝子体中のキマーゼ活性が上昇

するか，これらの諸問題が著者らの今後の研究によって更に解明されることが期待される．

812 日眼会誌 107巻 12号


	107-785
	107-785-2

