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要 約

ゲノム解析が一段落ついて，生命現象を規定している

遺伝子の全体像が把握できるようになった．網羅的解析

手法と単一遺伝子を制御する研究手法が開発されたこと

で，眼疾患に対しても，詳細な分子基盤に基づいて病態

を把握し，新しい薬物療法を開発することが可能になっ

た．我々は，緑内障，加齢黄斑変性，増殖硝子体網膜症

の つの眼疾患を取り上げ，さらに新しい治療概念とし

て，網膜再生医療の可能性と問題点についても論じた．

緑内障については，房水と房水流出路の相互関係に着目

し，Rho-Rho関連コイルドコイル形成プロテインキ

ナーゼ(Rho-associated coiled-coil-forming protein
 

kinase, ROCK)シグナル伝達系の役割について解明し，

ROCK阻害薬を含めて一群のプロテインキナーゼ阻害

薬がシャープな眼圧下降効果を有することを認めた．単

一遺伝子変異による続発緑内障の一つとして，家族性ア

ミロイドポリニューロパシーを研究して，眼合併症の臨

床像と病態の分子基盤について論じ，薬物療法開発の方

向性を述べた．緑内障に対する新しい治療概念として，

神経保護の可能性を論じて，複数の薬物療法候補薬に到

達した．加齢黄斑変性に対しては，動脈硬化病変との類

似性に着目して，スカベンジャー受容体や白血球―血管

内皮相互関係を解析し，病態の分子基盤について解明を

進めた．増殖硝子体網膜症に対しては，網膜色素上皮細

胞の役割について論じ，細胞形質転換の病的意義や酵素

処理を用いた硝子体手術の有用性を認めた．網膜再生医

療については，現在の限界点を指摘した上で，多分化能

を維持したままでの高効率培養手法，移植後の細胞系譜

の分化誘導，細胞外基質による軸索誘導制御などの可能
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Abstract
 

A number of genes associated with life phenom-

ena have been identified by the achievement of ge-

nome projects.As both comprehensive analysis and
 

methods for investigation of specific genes have
 

been developed,we can understand the pathogenesis
 

of ocular diseases and develop novel medical treat-

ments based upon detailed information on molecular
 

mechanisms. In our review article, we focused on
 

three vision-threatening ocular diseases；glaucoma,

age-related macular degeneration(AMD)and pro-

liferative vitreoretinopathy(PVR), and discussed
 

the potential and problems related to retinal regen-

erative therapy.

Regarding glaucoma, we investigated the rela-

tionships between aqueous humor and cell compo-

nents in the aqueous outflow route. We have
 

revealed that the Rho-Rho-associated coiled-coil-

forming protein kinase(ROCK)signal transduction
 

pathway participates in regulation of the aqueous
 

outflow route, and that ROCK inhibitors and sev-

eral protein kinase inhibitors exert intraocular
 

pressure-lowering effects. Also, we conducted a
 

series of investigations on familial amyloidotic
 

polyneuropathy(FAP), as a representative secon-

dary glaucoma caused by genetic mutations in a
 

single gene. We reviewed the clinical features of
 

ocular complications derived from FAP, their
 

molecular mechanisms and possibilities for the
 

development of novel medical treatments. In addi-

tion, we discussed a novel therapeutic concept,

“neuroprotection”, and showed the potential of
 

some drugs as candidates for the neuroprotective
 

treatment of glaucoma.

Against AMD, we have performed a series of

 

experiments from the viewpoint of similarity with
 

atherosclerotic lesions.We have shown the molecu-

lar mechanisms of AMD associated with up-regu-

lated expression of scavenger receptors and the
 

interaction between leukocytes and vascular en-

dothelial cells.Furthermore, in the pathogenesis of
 

PVR, we described the role of epithelial-mesen-

chymal transition in retinal pigment epithelial
 

cells and demonstrated the usefulness of enzyma-

tic vitrectomy.

Although retinal regenerative therapy has at-

tracted much attention from global investigators,

we pointed out its limitation for clinical application,

and developed researches on efficient culture meth-

od using physiologically active factors for prolifer-

ating retinal stem cells with multi-potentiality,

differentiation of the transplanted progenitor cells,

and axon guidance of neurons by extracellular ma-

trices.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Medical treatment,Glaucoma,Aqueous
 

outflow route, Trabecular meshwork,

Rho-associated coiled-coil-forming
 

protein kinase(ROCK)inhibitor,Fami-
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protection,Stress response,Age-related
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性について研究を展開した．(日眼会誌 ： ― ，

)
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体，細胞接着分子，増殖硝子体網膜症，網

膜色素上皮細胞，網膜再生医療，神経幹細

胞
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緒 言

1．ポストゲノムの研究潮流

ヒトゲノム計画が一応の完遂をみたことで，ヒトの生

命現象は，20,000～25,000程度の蛋白を規定する遺伝

子で構成されているという驚くべき生命の効率性が実証

された ．我々は複雑な生命現象に関して，現時点では

まだ漠然とした形にすぎないとはいえ，その全体像を把

握することが可能になった．ヒトを含めて，複数の生物

種におけるゲノム解析が一応の完成をみて，ライフサイ

エンスの研究戦略は，新たなるフェーズに移行されるこ

とになった．単一の分子は，進化の過程で，全く異なる

機能や役割を果たすようになることが証明されつつあ

る．あるいは，同一のゲノムから出発しながらも，複雑

なメッセンジャーリボ核酸(messenger ribonucleic
 

acid, mRNA)の修飾や蛋白質のプロセシングなどの現

象を利用しながら，多様な生命現象に関与していく．

生命」あるいは ヒト」という総体を，単純なデオキシ

リボ核酸(deoxyribonucleic acid, DNA)レベルでの唯

物論的解釈に転換したのが，近年の分子生物学的研究の

発展である．しかし，我々は，その情報をさらに昇華し

て，今一度，生命現象そのものの本質に迫らなくてはな

らない．その大きな観点から，ポストゲノム時代に突入

した我々の世代は，DNAからRNA医学あるいは蛋白

質研究に，新たな視点を持ち込んで取り組むことにな

る．生命現象からDNAという物質への転換は，DNA

からmRNAを経て蛋白質に至る転写と翻訳の経路に従

って，研究を浮揚させることになる．その将来像は，蛋

白質から個々の生命現象の有り様を解明して，最終的に

生命そのものの全体像を正確に認識することを目指すこ

とになろう．

2．眼科領域における分子細胞生物学的研究の進展

眼科領域における分子生物学的研究の応用の嚆矢とし

ては，メンデル遺伝法則に従う単一遺伝子変異に起因す

る遺伝性眼疾患に対するアプローチを指摘できる．分子

遺伝学的研究の発展は，先天色覚異常 ，常染色体優性

網膜色素変性症 ，角膜変性疾患 ，緑内障 など主要な

眼疾患における原因遺伝子を次々に解明していった．特

に，1980～1990年代にかけては，分子遺伝学による発

見が眼科学を席巻し，眼疾患における病態理解が劇的に

転換された．それでは，21世紀の眼科学をリードする

研究思想を推測すれば，ポストゲノム時代の研究潮流の

中，間違いなく，mRNAから蛋白質，そして生命現象

へという回帰になるであろう．実際に，ヒトゲノム計画

の成果は，マイクロアレイ法などの網羅的解析手法へと

結実しつつある．さらに，ノーベル賞受賞に至った質量

分析計の開発に伴うプロテオーム解析手法の発展は，蛋

白質の網羅的解析をきわめて現実的で有効な研究戦略と

することに成功した．さらに，分子遺伝学的研究技術の

進歩は，遺伝子改変動物・細胞の作製へと移行し，我々

は単一遺伝子から出発して，遂に生命現象そのものを総

体として評価することが可能になったのである．した

がって，網羅的解析手法と単一遺伝子解析手法を組み合

わせることで，生命現象の本質に両面からアプローチす

ることが可能になった．我々は，これらの研究潮流を積

極的に眼科領域に応用することで，分子基盤に基づいた

眼疾患の理解と新しい眼薬物療法の開発が可能になると

考えた．本総説において，我々の研究戦略に基づいた成

果として，緑内障，加齢黄斑変性，増殖硝子体網膜症の

3つの代表的な失明性眼疾患を取り上げ，最後に，新し

い治療概念である網膜再生医療に対する補完的薬物療法

の意義について論じた．

緑 内 障

1．房水流出機構の分子基盤に基づいた眼薬物療法の

開発

１)房水流出路の生理と病態の古典的理解

房水流出路の近代的理解については，1950～1960年

代に行われた一連の生理学的研究によって，主たる概念

が一旦の完成をみた．眼圧は，房水の産生と流出抵抗の

バランスで規定されるが，臨床的に遭遇する緑内障のほ

とんどは，流出異常に伴う眼圧上昇である．生理的房水

流出路の仕組みは，主経路(経シュレム管経路)と副経路

(ぶどう膜強膜経路)に大別される ．主経路は，ヒトに

おいては全体の80％以上を占めるとされ，房水は線維

柱帯，内皮網，シュレム管によって形成されている複合

体から集合管へと至る房水流出路を経て，上強膜静脈へ

と排出される．線維柱帯は前房とシュレム管を隔ててい

る特殊な構造で，線維柱帯からシュレム管に至る複合体

を通過する房水の流出抵抗に，さらに，上強膜静脈圧

(約10mmHg)が加わって正常眼圧が形成されると考え

られている．線維柱帯組織はコラーゲンを中心とした細

胞外マトリックスで形成され，シート状の層状構造をな

し，その周囲は線維柱帯細胞で覆われている．この線維

柱帯細胞は形態的には内皮細胞に類似し，貪食能や酵素

活性，細胞外マトリックスの産生に関与するとされてい

る．緑内障眼では線維柱帯細胞の病的な減少とそれに伴

う線維柱帯細胞間隙の狭小化，房水流出抵抗の増大が指

摘されている．また，副経路は，眼圧非依存的な房水の

流出経路であると考えられている．

２)房水流出路の修飾による眼圧制御治療の現状

緑内障に対する眼薬物療法の開発は，房水流出路の薬

理学的特徴の解明の歴史につながる．既に臨床応用され

ている緑内障治療薬(眼圧下降薬)の奏功機序を分類する

と，(1)副交感神経作動薬による毛様体筋の収縮を利用

した主経路の流出改善，(2)交感神経作動薬による房水

流出変化と房水産生への影響(経時的に流出率は改善と

悪化の両面性を有する)，(3)プロスタグランジン関連薬
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やα-アドレナリン受容体作動薬のぶどう膜強膜流出改

善，(4)β-アドレナリン受容体遮断薬による房水産生抑

制などである．しかし，従来の緑内障治療薬(眼圧下降

薬)には，直接的に線維柱帯細胞を標的とした薬物はな

かった．

３)房水流出路に関する我々の研究戦略

我々が房水流出路に深い関心を寄せるきっかけとなっ

たのは，著者が永田に師事して，一連の房水流出路手術

の臨床研究に取り組んだことに由来する．1960年代に

進歩を遂げた房水流出路の生理学的研究を背景にして開

発された線維柱帯切開術は，欧米諸国において，発達緑

内障に対する選択肢であり，成人緑内障眼には奏功しな

いものとしてきわめて低く評価されていた．永田は線維

柱帯切開術の手技を改良して，成人においても有効な手

術選択肢であることを証明した．我々が解析した線維柱

帯切開術の手術成績は，原発開放隅角緑内障(狭義)や落

屑緑内障において，臨床的に有用な選択肢であることを

証明し ，欧米においても，その見解を認知された．

我々は欧米の見解と合致して，発達緑内障についても

10～20年以上の極長期においても有効であり続けるこ

と ，白内障手術との同時手術により眼圧下降効果が

増強されることを報告 した．さらに，原発閉塞隅

角緑内障についても，線維柱帯切開術や隅角癒着解離術

が有効であることを発表した ．

我々は一連の房水流出路再建手術に関する経験を経

て，流出路の制御が安定した眼圧下降につながることを

確認できたとともに，房水流出路という眼特異的な組織

に深い興味を持つようになった．そして房水流出路の分

子基盤を解明することで，緑内障の病態理解と新しい薬

物療法の開発が可能になると考えるに至った．特に着目

してきたのが，房水組成と房水流出路の構成細胞との相

互関係による流出抵抗の制御であった．研究戦略を考え

るに当たって，既知ではあるが病態の全体像の何処に位

置づけるべきか不明な断片的知見が散見されていた．こ

れらを列挙すると，緑内障眼においては，健常眼と比較

して，(1)房水中組成に異常な偏り(形質転換成長因子-

図 1 緑内障眼房水における形質転換成長因子-β(TGF-β)濃度．(文献22より許可を得て転載)

原発開放隅角緑内障(狭義)(POAG)眼の房水中には，活性型TGF-β濃度が上昇しており，他の緑内障病型

と異なる様相を呈していた．しかし，他の緑内障病型における房水標本では，活性型TGF-β濃度は低下し

ていたが，総TGF-β濃度は正常かむしろ上昇しており，活性化過程が抑制されているか，もしくは活性型

TGF-βに対する結合蛋白質が房水中に存在することを示唆する．これらの緑内障病型で，血液房水関門が

障害されていることから，血中蛋白質が房水中に流入することで生じる非特異的結合による遊離濃度が抑制

されている可能性が高いと考えられる．

(A)緑内障病型と活性型TGF-β濃度．原発開放隅角緑内障(狭義)(POAG)眼の房水中活性型TGF-β濃度

は，原発閉塞隅角緑内障(PACG)眼(p＝0.0006)，落屑緑内障(EXS)眼(p＝0.0010)，ぶどう膜炎の関連し

た続発緑内障(SG)眼(p＝0.0003)よりも，それぞれ有意に高かった．活性型TGF-β濃度は，enzyme-

linked immunosorbent assay(ELISA)法で計測された．

(B)緑内障病型と総TGF-β濃度(活性型と非活性型を合わせたTGF-β濃度)．原発開放隅角緑内障(狭義)

(POAG)眼の総TGF-β濃度は，他の緑内障病型〔原発閉塞隅角緑内障(PACG)，落屑緑内障(EXS)，ぶど

う膜炎の関連した続発緑内障(SG)〕を有する眼と有意差を認めなかった．ただし，POAG眼と SG眼の房

水標本中の総TGF-β濃度は，対照群として測定した非緑内障眼(白内障眼)よりも有意に高かった．総

TGF-β濃度は，房水標本を酸処理によって非活性型TGF-βを活性化した上で，総量をELISA法で計測さ

れた．
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β(transforming growth factor-β, TGF-β)や soluble
 

CD44の異常高値など)がある ，(2)線維柱帯細胞密

度が低い ，(3)細胞外基質の質的量的異常と線維柱帯

間隙の減少 ，(4)隅角を構成するシュレム管内皮細胞

の形態変化(巨大空胞やbalooningの偏り) ，(5)房水

中酸化ストレスマーカーの上昇 などである．房水流出

に関する古典的理解では，緑内障眼における健常状態か

らの逸脱を一元的に説明することは難しい．我々は房水

流出路に関する分子基盤を解明することで，これらの断

片的な既知情報を一元的に解説できる新しい視点を獲得

することができるという仮説の上で研究戦略を展開し

た．

４)房水と房水流出路の相互関係

房水中には，多彩な生理活性因子が含まれており，生

理的状態や病的状態の房水中には，TGF-βや線維芽細

胞成長因子(fibroblast growth factor,FGF)，血管内皮

成長因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)，

血小板由来成長因子(platelet-derived growth factor,

PDGF)，インターロイキン-1(interleukin-1, IL-1)，

IL-6などが含まれる．特に，緑内障の病態との関連が

推測されたのがTGF-βであった ．我々は細胞外基質

との深い関連を有するサイトカインの代表として，

TGF-βに注目して，房水中濃度をenzyme-linked im-

munosorbent assay(ELISA)で計測したが，確かに，

原発開放隅角緑内障(狭義)では，活性型TGF-β濃度が

有意に高値を示していた(図1A)．しかし一方で，血液

房水関門がより重篤に障害されていることが推測される

落屑緑内障や続発緑内障では，むしろ活性型TGF-β濃

度が低下しているにもかかわらず，非活性型を含めると

対照眼と比較しても同等かむしろ上昇していた(図1

B) ．したがって，これらの緑内障病型において，房

水中のTGF-βは，血液中の結合蛋白質との相互関係に

より遊離濃度が影響されていることが考えられた．ま

た，線維柱帯細胞や虹彩・毛様体，網膜色素上皮なども

TGF-βとその受容体を産生しており ，房水中濃度の

みで論じる単純化した議論にはなじまない可能性もあ

る．しかしTGF-βを代表として，房水中には，多彩な

生理活性因子が含まれており，緑内障における眼圧上昇

機序に深く関わっている可能性は高い．実際に，緑内障

眼および健常(非緑内障)眼から(患者本人の同意を得て)

採取した房水標本を解析すると，多彩な蛋白質群が検出

され，特に緑内障眼では高濃度に検出された(図2)．房

水組成(生理活性因子群)異常の原因としては，(1)緑内

障の病態や治療と関連した血液房水関門の障害，(2)眼

組織からの異常な局所産生，(3)炎症細胞浸潤や活性化

された眼内細胞からの炎症応答としてのデリバリーが挙

げられる．それらの生理活性因子の中には，Rho-Rho

関連コイルドコイル形成プロテインキナーゼ(Rho-asso-

ciated coiled-coil-forming protein kinase,ROCK)シグ

ナル伝達系のリガンドとして作用する増殖因子やサイト

カイン，他の生理活性因子が含まれる ．

５)Rho-ROCKシグナル伝達の一般的な役割

Rhoは，従来の報告によって，細胞内シグナル伝達

系において細胞の増殖制御，形態変化，細胞運動などを

制御する small G蛋白の一つと考えられている ．Rho

の標的分子群の中でも，ROCKは，特に重要なもので

あると考えられている．ROCKはRhoによって直接活

性化され，ミオシンフォスファターゼおよびミオシン軽

鎖をリン酸化する．ミオシンホスファターゼは，リン酸

化されるとミオシンを脱リン酸化する活性が抑制され

る．つまり，ROCKの活性化は，ミオシン軽鎖にリン

酸化を2つの経路で亢進させミオシンを活性化する．ま

た，ROCKは，LIM キナーゼをリン酸化により活性化

し，アクチン脱重合因子であるコフィリンを不活化する

ことによってアクチン重合を促進する(図3) ．このよ

うに，蛋白レベルでのリン酸化状態を制御することで，

図 2 緑内障眼房水標本における蛋白質の電気泳動像．

緑内障眼においては，緑内障病型に依存する形で，房

水中の蛋白質濃度が上昇している．病標本を二次元電

気泳動した上で，でプロテオーム解析すると，個々の

ブロットを同定することが可能である．房水中には多

数の生理活性因子が含まれており，緑内障眼において

は，複数の生理活性因子の濃度が上昇していた．

(A)SDS-PAGE(sodium dodecyl  sulphatase-pol-

yacrylamide gel electriphoresis)を用いた電気泳動

法；対照として，非緑内障眼(白内障眼)の手術時に採

取した房水標本(lane 1)，原発開放隅角緑内障(狭義)

(POAG)(lane 2)，落屑緑内障(EXS)(lane 3)，血管

新生緑内障(lane 4)を有する眼の房水標本をそれそれ

同量ずつ(5μl)を電気泳動した上で染色した．非緑内

障(白内障)眼房水標本の二次元電気泳動(B)および

POAG眼房水標本の二次元電気泳動(C)．
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細胞内骨格再分布や接着斑形成を急速に変化させ，細胞

の増殖性，形態，運動性，収縮性などの基本的な性状を

制御することが可能である．

６)房水流出路におけるRho-ROCKシグナル伝達の

役割

前述したように，房水中には，多彩な生理活性因子が

含まれており，そのいくつかは，Rho-ROCKシグナル

伝達を起動させる．つまり，房水流出路を構成する細胞

成分は，恒常的にRho-ROCKシグナル伝達が刺激され

た状態に置かれていることで，房水流出抵抗の制御機構

に関与していることが可能性として考えられた．生理的

房水流出に対するRho-ROCKシグナル伝達の役割は，

薬理学的にこれを阻害することで解明することができ

る．成宮らの研究グループ は選択的ROCK阻害薬と

してY-27632を開発し，選択的 ROCK阻害薬(Y-

27632)は，劇的に平滑筋を弛緩させ，細胞遊走や細胞形

態の維持を制御することを解明した．そこで，我々は成

宮との共同研究において，房水組成と房水流出路の相互

関係を規定する重要な分子基盤の一つとしてRho-

ROCKシグナル伝達系の房水流出に対する役割を解明

することにした．我々は家兎眼を用いた動物実験を行っ

たが，結果は劇的な眼圧下降効果を示した(図4) ．こ

の研究によって，選択的ROCK阻害薬の緑内障治療薬

としての可能性を深く認識するに至った．その後，選択

的ROCK阻害薬の房水流出路に対する影響は，他の研

究グループによっても指摘された ．選択的ROCK阻

害薬(Y-27632)は，点眼，前房内投与，硝子体投与のす

べての投与形態において，濃度依存的に有意な眼圧下降

効果を生じた．その房水流出に対する影響を生理学的に

解析してみると，主経路(経シュレム管流出経路)を強く

反映する房水流出率の増加を認め，副経路(ぶどう膜強

膜流出経路)を反映するぶどう膜強膜流量は，若干の増

加をみたものの統計的に有意ではなかった(表1) ．す

なわち，Rho-ROCKシグナル伝達系は，主として主経

路に奏功することで眼圧を維持しており，その阻害は有

意な眼圧下降効果を生じることが証明された．

７)Rho-ROCKシグナル伝達の細胞レベルでの影響

我々は培養線維柱帯細胞のシグナル伝達機構について

研究して，線維柱帯細胞には多様なシグナル伝達機構が

内在されていることを解析していた ．そこで，線維

柱帯細胞研究の経験を活かして，ROCK阻害効果が線

維柱帯細胞に対する影響を解析した．我々は，まず培養

ヒト線維柱帯細胞において，Rhoの標的分子である

ROCKが存在することをウエスタンブロット法で確認

した(図5)．培養ヒト線維柱帯細胞は，血清存在下では

Rho-ROCKシグナル伝達系が恒常的に刺激された状態

に置かれるが，選択的ROCK阻害薬を投与すると，劇

的に細胞形態が変化する(図6)．そこで，細胞形態変化

図 3 Rho-ROCK(Rho関連キナーゼ)シグナル伝達系と細胞応答の制御機構．

Rhoの標的分子群中，Rho関連キナーゼ(ROCK)は最も重要な役割を有している．ROCKは，Rhoにより

直接的に活性化され，ミオシン軽鎖ホスファターゼ(MLCP)およびミオシン軽鎖(MLC)をリン酸化する．

リン酸化されたMLCPは，非活性型であり，ミオシンの脱リン酸化機能が抑制されることでアクチン-ミ

オシン系に影響を与える．ROCKは，さらにLIM キナーゼをリン酸化することで活性化し，コフィリンを

リン酸化することで非活性化して，アクチン重合を促進する．またビンクリンを介して，接着斑形成にもか

かわる．選択的ROCK阻害薬Y-27632は，図中に示されているように，ROCKを選択的に抑制する．
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図 4 選択的 ROCK阻害薬(Y- )による眼圧の変化．

(文献27より許可を得て転載)

選択的ROCK阻害薬の投与により，投与形態がいずれで

あってもシャープな眼圧下降効果を家兎眼に認めた．眼圧下

降効果は濃度依存的であり，点眼後1～3時間でピークを迎

える．眼圧下降は，点眼投与では6時間まで有意差を維持し

ているが，その後，ベースライン眼圧に回復する．前房内投

与や硝子体内投与などでは，さらに長時間まで奏功してい

る．いずれの投与形態であっても，細隙灯顕微鏡検査におい

て，前房，水晶体や眼底には異常所見は認めなかった．

選択的ROCK阻害薬は家兎眼に，点眼(A)，硝子体内注

入(B)，前房内注入(C)により，それぞれ投与された．反対

眼は，同量の溶媒(PBS)で同じ処置を受けた．選択的ROCK

阻害薬の濃度条件は，点眼投与では，溶媒のみ(●)，10mM

(○)，100mM(△)であり，他の二条件では，溶媒のみ(●)，

1mM(○)，10mM(△)，100mM(□)であった．図中の

表示は，平均値±標準誤差(各条件下で実験数＝6)．有意差

は，対応のないStudent t検定で計算され，溶媒を用いた対

照実験と比較して，＊はp＜0.05，＊＊はp＜0.01， は p＜

0.005， は p＜0.001を示す．

表 1 選択的 ROCK阻害薬(Y- )による房水流

出率の変化(文献27より許可を得て転載)

Outflow Facility

(μl/min/mmHg)

Uveoscleral Outflow

(μl/min)

Y-27632 0.24±0.02 0.60±0.05

Vehicle 0.12±0.01 0.46±0.04

Significance P＜0.001 NS

平均房水流出率は，反対眼における溶媒を用いた対照眼のそ

れと比較すると2倍になっていた．ぶどう膜強膜流出は，実

験眼において，対照眼と比較して30％の増加を認めたが，

統計的有意差は認めなかった．したがって，眼圧下降効果の

主たる原因としては，副経路ではなく主経路の流出改善に由

来するものと判断した．

房水流出率は，選択的ROCK阻害薬の点眼後，(最大の眼圧

下降効果が得られる)3時間の時点で測定された．選択的

ROCK阻害薬100mM 溶液(対照眼では溶媒)を12μl点眼

した．総房水流出率は，two-level constant-pressure perfu-

sion法で計算され，ぶどう膜強膜流出は，FITCデキストラ

ン(fluorescein isothiocyanate-dextrax)潅流法により計測

された．数値データは，平均値±標準誤差を示す(実験数，

n＝6)．NS(not significant)は， 有意差なし」を意味する．

p値は，Mann-Whitney検定にて算出された．

図 5 線維柱帯細胞における ROCKの発現．(文献27

より許可を得て転載)

培養ヒト線維柱帯細胞において，ROCK蛋白質の発

現が確認された．他の実験で観察されるように，培養

液中に血清が存在する状況の中で恒常的にRho-

ROCKシグナル伝達が刺激されている線維柱帯細胞

が，選択的ROCK阻害薬の負荷に応答することを支

持する．

SDS-PAGE(sodium dodecyl  sulphatase-poly-

acrylamide gel electriphoresis)を用いたウエスタン

ブロット法．培養線維柱帯細胞よりwhole cell lysa-

tesを抽出，ウエスタンブロット法により，160kDa

の大きさのバンドを確認した．1，対照実験(抗ウサギ

IgG)；2，抗 p160ROCK抗体を用いた実験を示す．

同定された分子量は，報告されているp160ROCKに

合致した．

平成17年12月10日 923分子基盤に基づいた眼疾患の理解と新しい眼薬物療法・谷原



を誘導する分子基盤を解析するために，細胞骨格や接着

斑を免疫染色により解析した．免疫染色研究は，選択的

ROCK阻害薬(Y-27632)の添加により，アクチンファイ

バーの再構成と細胞接着斑の分布変化が劇的な形で認め

られることを明瞭に描出しており，これらの変化は薬物

除去により可逆的なものであった(図7)．また，アクチ

ンファイバーの重合に関連する分子群を調べたところ，

培養ヒト線維柱帯細胞において，LIM キナーゼやcof-

filinのリン酸化状態がROCK阻害薬により変化するこ

とで活性化されていた．一方，選択的ROCK阻害薬が

細胞応答の制御に関わっていることは，培養ヒト線維柱

帯細胞の細胞接着能や遊走能，ゲル収縮能などに濃度依

存的に有意な影響を与えていることで判明した．しかし

ながら，これらの細胞レベルでの現象は，直接的な細胞

死や増殖抑制効果は観察されないことから，不可逆的な

細胞障害性によってもたらされたものではないといえ

る ．つまり，ROCKシグナル伝達系の阻害は，恒常

的なRho刺激によるROCK以降の下流側に位置する関

連分子群の活性化を抑制することで，細胞骨格再分布と

接着斑の分布を変化させる一方で，細胞外基質との相互

関係を総和として強める方向に働く．これらが亢進した

接着能や運動能といった基本的細胞性状の変化を誘導す

ることで眼圧下降効果につながると考えられる．これら

の変化は，あくまでも蛋白質リン酸化レベルでの変化で

あり，一時的かつ可逆的なものと考えられた．

８)プロテインキナーゼ阻害薬の眼圧下降効果

一連の実験は，明瞭に選択的ROCK阻害薬の眼圧下

降効果(房水流出抵抗軽減効果)を示していた．そこで，

線維柱帯細胞の形態的変化・細胞骨格の変化が多面的に

及ぶことから，他のプロテインキナーゼ阻害薬の眼圧に

対する影響を解析してみた．特に，線維柱帯細胞におけ

るミオシン軽鎖リン酸化が眼圧制御に関連する可能性を

考え，非選択的ROCK阻害薬でもあるプロテインキ

ナーゼ阻害薬(HA1077)と選択的ミオシン軽鎖キナー

ゼ阻害薬(ML-9)について，選択的ROCK阻害薬(Y-

27632)と同様の実験を行った．その結果，HA1077と

ML-9の両者とも，局所投与で家兎眼において有意な眼

圧下降効果と房水流出抵抗軽減効果を認めた．培養線維

柱帯細胞においても細胞形態の変化，細胞骨格の変化を

認めており，ML-9により培養線維柱帯細胞におけるミ

オシン軽鎖のリン酸化は阻害されるのがウエスタンブ

ロット法により解明されている ．つまり，我々は選

択的ROCK阻害薬に限定することなく，線維柱帯細胞

の細胞骨格再分布や接着斑形成などの基本的性状を薬理

学的に制御することは，可逆的な眼圧下降効果を得るこ

とが可能であると認識するに至った．

９)ROCK阻害薬の眼組織に対する副次的影響

Rho-ROCKシグナル伝達系は，基本的には，多くの

細胞タイプに普遍的に存在するシグナル伝達系であり，

当然のことながら線維柱帯細胞以外の組織にも副次的な

影響を及ぼすことが考えられる．眼圧に及ぼす影響につ

いては，毛様体筋の弛緩効果が挙げられる．毛様体筋組

織を分離して，筋収縮能を計測できる系に載せた上で，

前処置であらかじめ収縮しておいた実験系に，選択的

ROCK阻害薬を負荷すると，濃度依存的に弛緩してい

く ．さらに，虚血・再潅流網膜障害モデル眼において

は，硝子体中に選択的ROCK阻害薬を投与すると，神

経保護効果を認めた．ROCK阻害薬の薬物動態を解析

したところ，濃度的には低いが，点眼投与された薬剤の

一部は，(おそらくは経眼周囲組織的に)網膜視神経に到

達しており，視神経循環を改善する副次的効果を認めた

ので ，これらは上記の神経保護効果と関連している可

能性はある．このように，Rho-ROCKシグナル伝達系

の阻害は，神経保護効果とも関連している．これらは，

網膜視神経に限局的な現象ではなく，中枢神経系である

脳組織においても指摘される現象である．しかしなが

ら，これらの副次的効果が，臨床的にどのような意義を

有すると解釈すべきかについては，さらに霊長類眼や臨

床研究によって検証されるべきであり，培養系や動物実

図 6 選択的 ROCK阻害薬(Y- )による線維柱帯

細胞の形態変化．

比較的粗(semi-confluent)に培養されたヒト線維柱帯

細胞は，選択的ROCK阻害薬の負荷により，劇的に

細胞形態が変化する．細胞質は，細胞核周囲に集まっ

てきて，周辺部はむしろ狭小化して，最周辺部でか

えって扇状に広がった形態をとる．

写真の線維柱帯細胞は，血清(10％ fetal bovine
 

serum, FBS)存在下で培養された状態(A)で，選択的

ROCK阻害薬(100μM)を30分間負荷し(B)，位相差

顕微鏡で撮影した．
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験での神経保護効果を拡大解釈して臨床的意義を論じる

には，若干時期尚早であろう．実験動物眼に対して高濃

度頻回点眼を行うと，結膜充血・出血が一部の実験動物

眼に観察されており ，高濃度での投与は，血管系への

潜在的リスクが考えられる．この観点からも，きわめて

低濃度で直接的に点眼というドラッグデリバリー手法を

有する眼科領域でこそ，安全な臨床評価に踏みきること

ができると考える．

10)眼圧下降の新しい薬物療法に関する可能性

我々の緑内障に対する新しい薬物療法の可能性を追求

した研究戦略は，選択的ROCK阻害薬に到達した．現

在，選択性とROCK阻害効果が増強された新しいRO-

CK阻害薬(Y-39983)を用いた実験を行っているが，こ

れらは有意な眼圧下降効果をサル眼において認めてお

り，少なくとも臨床的に有効な眼圧下降効果を得られる

濃度範囲では，細隙灯顕微鏡検査や光学的顕微鏡レベル

では，強い不可逆的な組織障害性は認めなかった ．現

在，厚生労働省に申請して，第一相の臨床試験が開始さ

れている．その臨床的評価と安全性については，厳密な

臨床試験により正しい評価が定まって行くであろうと考

えられ，現時点で臨床的意義を過大に論じることは控え

たい．

我々は房水流出路手術により，臨床医として緑内障に

対する興味を持つようになった．その後，房水と流出路

図 7 選択的 ROCK阻害薬(Y- )による線維柱帯細胞の細胞骨格変化．(文献27より許可を得て転載)

線維柱帯細胞における細胞骨格の免疫染色は，血清刺激存在下では，F-アクチンのストレスファイバーを

形成しているが，選択的ROCK阻害薬の負荷によって消失する．このアクチン再分布は可逆的なものであ

り，培養液から選択的ROCK阻害薬を除くと，元に戻る．一方，ビンクリンの局在で示される接着斑も，

その分布パターンが変化するが，これも可逆的であった．

F-アクチンとビンクリンの免疫染色実験．

(A)正常なヒト線維柱帯細胞におけるF-アクチン(緑)とビンクリン(赤)の分布．矢印はF-アクチン束，矢

頭はビンクリンを含む接着斑を示す．なおビンクリン染色性で描出される接着斑は，赤色に点状染色を示し

ている箇所に局在しており，べったりと染色される領域は非特異的染色とみなされる．

(B)選択的ROCK阻害薬は，濃度条件を10，100，1000μM のそれぞれで負荷し，10，30，60分間の経過

時間後に線維柱帯細胞の免疫染色を行った．選択的ROCK阻害薬の負荷は，その後除かれて，通常の培養

液(10％ FBSを含む)に置き換えられ，さらに，2，15時間後に同様の免疫染色実験を行った．(A)と同様

に，矢印はF-アクチン束，矢頭はビンクリンを含む接着斑を示す．
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の相互関係を制御することを願って，線維柱帯細胞の細

胞外基質産生を解析し ，遺伝子操作技術により制御す

ることを考えた ．しかしながら，房水流出路が霊長類

眼と下等動物で大きく異なることが障壁となって，臨床

に近づける研究展開を遂行できなかった．その後，RO-

CK阻害薬という点眼で奏功し効果が可逆的である薬物

療法へと到達した．我々の研究は，少なくとも一つの大

きな臨床応用可能な眼圧下降薬物療法の開発につなげた

ものと考える．我々は従来の臨床応用された眼圧下降治

療薬の奏功機序とは異なり，直接的に線維柱帯細胞に作

用することで有意な眼圧下降を得られることを証明でき

た．今後，線維柱帯細胞を直接的に薬剤で処理すること

で，ROCK阻害薬以外の眼圧下降薬物療法が新しく開

発されていくことを期待したい．我々の研究も含めてこ

れらの研究戦略は，歴史的に俯瞰すれば，1960年代に

Grantを中心として展開された生理学的研究 を揺籃と

して，1980年代以後に研究されていたキレート剤や細

胞骨格修飾薬が細胞骨格，細胞形態に変化を及ぼし，房

水流出を増大させることが解明された研究 の潮流を引

き継ぐ位置にあると考えるのが妥当であろう．当時，前

房洗浄で房水流出抵抗を減少させることが可能であるこ

とが解明されて ，臨床への応用が真剣に議論されてい

た．今回の研究が突破口となって，直接的な房水流出抵

抗を薬理学的に制御できる治療概念が始めて臨床的に有

意義な形で結実するかもしれない．

11)原発開放隅角緑内障(狭義)の病態を考察する

我々が取り組んできた房水流出路に関連した一連の臨

床研究と基礎研究により得られた知見を含めて，原発開

放隅角緑内障(狭義)の病態を今一度，検証してみたい．

現在における緑内障の定義は，特徴的な視神経障害の機

能と形態で規定されている．その上で，原発開放隅角緑

内障(広義)を構成する2つの疾患概念(原発開放隅角緑

内障(狭義)と正常眼圧緑内障)を識別するものは眼圧上

昇であり，それは房水流出路異常に起因する．冒頭で述

べたように，原発開放隅角緑内障(狭義)眼においては，

房水中TGF-β濃度や soluble CD44の異常高値，線維

柱帯細胞密度の減少，細胞外基質異常，シュレム管内皮

細胞の形態変化，房水中酸化状態変化などの断片的知見

が指摘されている．これらの異常所見は，それぞれが互

いに別のグループに属しており，最終的に眼圧上昇とい

う共通項を有する症候群が原発開放隅角緑内障(狭義)と

みなすことが可能かもしれない．しかし，我々はRho-

ROCK伝達系研究の知見を併せることで，原発開放隅

角緑内障(狭義)の異常所見についての断片的知識は，一

つの病態を異なる視点で観察しているにすぎない可能性

についても言及しておきたい．

緑内障眼における血液房水関門の障害は，血液中の生

理活性因子の房水への流入を惹起し，軽度の炎症応答を

誘導する．我々は生理活性因子刺激や炎症応答に伴う酸

化ストレスの発生が，線維柱帯細胞に対して，CD44の

自己切断を誘導し，細胞―基質間の接着を解離すること

を認めたが，CD44は細胞の遊走能を規定する重要な

分子である．緑内障眼の房水中に観察される soluble
 

CD44 は，したがって，緑内障の原因であるよりも，

ストレス下に置かれた線維柱帯細胞の応答で生じる自ら

のCD44の切断による結果であるとみなせる．上記し

たように，房水中の生理活性因子，特にRho-ROCK伝

達系を起動させる因子群は，線維柱帯細胞の細胞―基質

間の接着能を低下させ，遊走性に従って容易に脱落して

いく．この仮説により，房水組成の異常(生理活性因子

とCD44)，線維柱帯細胞密度の低下，房水中酸化スト

レスマーカーは，ある特定の異常状態を異なる複数の視

点で観察しているということになる．さらに，血液房水

関門障害で生じる生理活性因子の濃度上昇や酸化ストレ

スは，細胞基質産生の異常を誘導し，ストレスに伴う細

胞外基質のリモデリングは，創傷治癒や炎症機転できわ

めて普遍的に観察される現象である．このようなストレ

ス状態における多面的な異常の相互関係は，生体におい

てきわめて普遍的な現象であると考えられる．実際に，

我々は後述するように，網膜色素上皮細胞の研究を通じ

て，酸化ストレス/生理活性因子刺激―細胞形質転換―

CD44自己切断―細胞脱落・遊走という全く同一の病態

の連鎖が，眼内増殖病変の病態を説明できることを知っ

た．したがって，今後の我々の研究戦略は，これらの断

片的知識の統合を実際の研究データで実証していくこと

になろう．

12)我々に残された重要な研究課題

房水流出抵抗は，主にシュレム管内皮と線維柱帯内皮

網に存在することがGrant により証明されてから，既

に半世紀近い年月が過ぎた．個人的推論を許されるので

あれば，Tripathiが唱えた巨大空胞(giant vacuole)仮

説 は，水の輸送に伴う圧差の発生が密着結合(tight
 

junction)を有する単層上皮(シュレム管内皮)という隔

壁に負荷されることで生じる受動的な現象である可能性

が高いと考えている．いずれにせよ，古典的形態学で提

唱された巨大空胞仮説は，現在の分子細胞生物学的手法

を用いて，分子基盤のレベルで再検証される必要があ

る．近年の生理学的研究における進歩は，アクアポリン

分子による水輸送という分子基盤を解明し，古典的形態

学に基づいた仮説は既に大幅に訂正されている．眼圧調

整機構については，多くの未解決の問題が残されている

が，シュレム管内皮と線維柱帯細胞の相互関係，および

細胞外基質も含めての房水流出路全体の制御機構につい

て，その全体像の分子基盤を解明しなければならない．

我々はシュレム管内皮細胞の培養に着手し，今後は分子

レベルでの水輸送の解明に取り組んでいくことになる．
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2．単一遺伝子変異による続発緑内障

１)分子遺伝学研究により解明された緑内障分子基盤

緑内障の分子基盤を考える上で，大きな研究潮流の転

換点は，分子遺伝学的研究によって，緑内障原因遺伝子

が解明されたことであろう．連鎖解析の手法で，染色体

上の局在が同定された緑内障原因遺伝子のいくつかが

単一遺伝子に到達しえた．その最初は，原発開放隅角

緑内障(広義)の原因遺伝子として，ミオシリン/線維

柱帯誘導性グルココルチコイド反応蛋白(trabecular
 

meshwork-induced glucocorticoid response protein,

TIGR)，オプチニューリン(optineurin) があり，発

達緑内障についてはチトクロムP4501B1(CYP1B1)が

報告 された．これらの遺伝子変異による緑内障は，日

本人患者においても発見されており，我々が共同研究者

として係わった真島らの分子遺伝学的研究においても，

遺伝子変異による緑内障患者の存在が確認された ．

今後は臨床所見に加えて，遺伝子診断による緑内障診療

が普及していくと考えられる．遺伝子変異により惹起さ

れる緑内障の中で，我々が特に研究対象として認識し，

積極的に取り組んだのが家族性アミロイドポリニューロ

パシー(familial amyloidotic polyneuropathy,FAP)で

ある．

２)家族性アミロイドポリニューロパシー(FAP)の

分子基盤

FAPは，トランスサイレチン(TTR)の遺伝子変異が

原因の常染色体優性遺伝性疾患であり，末梢神経および

種々の臓器に異型TTRから形成されたアミロイドが沈

着し，多様な病態を示す ．世界的にはスウェーデン，

ポルトガル，日本が代表的な集積地であり，我が国にお

いては熊本と長野が大きな集積地となっている．しか

し，近年集積地と関連のない患者が各地に散在性に存在

することが明らかになってきている．TTRは，プレア

ルブミンという別名を有しており，ビタミンA輸送な

どにかかわる．TTRは，正常であると，四量体を形成

して，安定な高次構造を維持することができる．一方，

FAPの原因遺伝子となる変異TTRにおいては，この

高次構造が不安定化することで解離されていき，二量

体，一量体へと分解され，この一量体が異常重合するこ

とで，アミロイド形成に至る．TTRは，全身代謝で

は，主に肝臓で生成されることから，重篤なFAP患者

に対しては，積極的に肝臓移植が施行されており，劇的

に全身管理が改善しつつある ．実際に，生体肝移植後

の患者血清を解析すると，血中異常TTRレベルは，劇

的に解消される．異常アミロイド沈着が進行すると，多

臓器不全に至り，最終的には死を迎える．

３)家族性アミロイドポリニューロパシー(FAP)の

眼合併症

FAP患者において，多彩な眼合併症が生じることが

知られている．我々の臨床調査 によると，FAP眼

合併症は，結膜血管異常(61％)，乾性角結膜炎(60％)，

硝子体混濁(35％)，瞳孔縁アミロイド沈着(31％)，緑内

障(20％)，瞳孔異常(fringed pupil)(8％)であった(図

8，9) ．眼合併症の出現(表現型)は，遺伝子型による

影響を受けており，アミロイド原性トランスサイレチン

(amyloidogenic TTR,ATTR)Thy114Cys型患者は，

ATTR Val30Met型患者よりも高頻度に重篤な眼合併

平成17年12月10日 927

図 8 アミロイドーシスに関連した眼合併症所見．(文

献48から許可を得て転載)

典型的な前眼部でのアミロイド沈着とそれに伴う異常

としては，瞳孔縁や水晶体表面上における白色のアミ

ロイド沈着が観察される．また落屑緑内障との鑑別点

の一つとして，瞳孔異常があり，fringed pupilと呼

称される脱円して金平糖様の瞳孔変形を認める．

Ａ：瞳孔縁アミロイドの沈着(矢印) Ｂ：水晶体表面

のアミロイド沈着(矢印) Ｃ：瞳孔異常(fringed pupil)

(矢印)
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症を認めることが多い．硝子体混濁の出現時期も，AT-

TR Val30Met型患者よりATTR Thy114Cys型患者

では，有意に若年で重篤な眼合併症を発症する．全身症

状と眼合併症の出現時期もATTR Val30Met型患者に

おいては数年の期間が存在するが，ATTR Thy114Cys

型患者では全身症状が出現した時点では全例に眼合併症

を認めた ．視力低下に最も影響を与える合併症は，硝

子体混濁と緑内障であり，重篤な患者においては手術治

療の対象となる．硝子体混濁に対しては，初期は飛蚊症

が出現し，その後霧視を伴う視力低下に至る．硝子体混

濁は，硝子体切除術を施行することで除去することが可

能であり，網膜疾患を併存していなければ，我々の臨床

統計では患者の93％に視力改善を得ることができた ．

手術的に切除・採取した硝子体標本を解析してみる

と，混濁の本質は，眼内での異常アミロイド沈着である

ことがわかる．しかしながら，生体肝移植を代表とする

全身管理の劇的な向上により，寿命延長が可能になった

ことで，今後は，アミロイドの再沈着が大きな臨床上の

課題となることが推測される．実際に，我々は硝子体手

術後に再発する硝子体混濁を経験した(表2) ．生体肝

移植後の血液中TTRの改善と眼内環境における恒常的

な異常TTR産生という解離現象は，眼内局所での異常

TTR産生の存在を意味する．実際に，我々は肝移植

後，血清中のTTRが正常化された時点でも，房水標本

を解析すると，異常TTRが存在することを確認し

た ．肝臓以外にも網膜色素上皮や脳脈絡叢はTTR

を産生し，眼合併症や中枢神経系の症状を悪化させるこ

とがある ．我々が経験した肝移植後に進行した硝子

体混濁の本態は，やはり異常アミロイド沈着であっ

た ．他方，硝子体混濁は軽度であるのに，前眼部のア

ミロイド沈着が著明な緑内障発症例を経験しており，こ

れらは，前眼部に局在するアミロイドが必ずしも経硝子

体的に由来するものだけではないということを示唆する

ものと考えた．そこで，さらに詳細に房水中TTRの由

来を解析することにした．我々は動物眼における in
 

situハイブリダイゼーションおよび reverse trans-

cription-polymerase chain reaction(RT-PCR)実験に

よるmRNA発現状況の解析によって，眼内では網膜色

素上皮と毛様体上皮において発現されていることを解明

した ．他方，硝子体混濁などの眼内アミロイド沈着

は，全身症状に先行する例もあることから，詳細な眼科

診療は重要である ．FAP患者においては，肝移植に

よって全身症状の進行は抑制できるが，眼内局所での異

常TTRが産生され続けるために，硝子体混濁や緑内障

などの眼症状は進行を継続して，患者のquality of life

を低下させることは，より重大な臨床的問題となってき

ている．

４)FAPの続発緑内障の分子基盤

FAP患者における続発緑内障の発症は，瞳孔縁のア

ミロイド沈着や硝子体混濁と有意に関連することから，
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図 9 アミロイドーシスに関連した硝子体混濁．(文献49から許可を得て転載)

硝子体混濁は，アミロイドの異常沈着により惹起される所見であり，軽度であれば飛蚊症が出現する程度で

あるが，増悪するにつれて，重篤な視力低下を惹起する．

Ａ：軽度の硝子体混濁 Ｂ：“綿花様”あるいは“ガラスウール様”と表現されるような中等度の硝子体混濁

Ｃ：眼底が透見できなくなる程の重度の硝子体混濁 Ｄ：白色のアミロイド沈着を伴う不規則な瞳孔縁
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眼内アミロイドによって惹起されると推定できる．

FAP患者では，瞳孔縁アミロイド沈着を認める患者で

は57％が緑内障を発症するのに対して，瞳孔縁アミロ

イド沈着を認めない患者ではわずか3％にすぎない．

同様に，硝子体混濁の存在もきわめて有意に緑内障発症

に相関する(表3) ．また，遺伝子型によっても緑内障

の出現頻度は異なる(表4) ．FAPに関連した続発緑

内障眼の病理解析を行うと，眼血管系にアミロイド沈着

による血管病変が出現している．また，網脈絡膜血管を

臨床的に観察していく過程で，アミロイド沈着による閉

塞性血管病変が劇的な形で進行していくことを確認する

ことがあり，我々は 眼アミロイド血管症」の概念を提

唱した ．したがって，眼圧上昇(房水流出抵抗亢進)

は，上強膜静脈系へのアミロイド沈着による静脈圧亢進

と，線維柱帯細胞内外へのアミロイド沈着による流出異

常の二つの可能性が考えられる ．緑内障に対して，通

常の緑内障薬物療法はある程度の奏功を見せるが，残念

なことに，すべての患者において眼圧をコントロールす

ることはできない．手術施行したFAP関連の続発緑内

障患者数は限定的ではあるが，線維柱帯切開術や非穿孔

性線維柱帯切除術は，ごく短期間の一時的な眼圧下降効

果しかもたず，穿孔性にマイトマイシンC(MMC)併用

線維柱帯切除術を行うことが最も妥当であると判断し

た ．しかし，その長期成績を解析すると，一旦形成さ

れた濾過胞は，数年後には被胞化された濾過胞(encap-

sulated bleb)の形態を伴う眼圧再上昇を生じることが多

く，複数回の手術治療を必要とすることがあると判明し

た．FAP患者の緑内障手術後の病理標本では，結膜内

に異常アミロイド沈着が観察され，アミロイド沈着に伴

う異常な創傷治癒機転の亢進が，このような長期合併症

を惹起すると推測される．上記のように，たとえ生体肝

移植後であっても，房水中には毛様体(または網膜色素

表 2 肝移植後の眼合併症の変化(文献53から許可を得て転載)

No. Age Sex  Point of
 

mutation
 

Before
 

P  K  G  V
 

After
 

P  K  G  V

1 35 M  Val30Met － － － － － － － －

2 38 M  Val30Met － ＋ － － ＋ ＋ － －

3 46 F  Val30Met － － － － ＋ － ＋ ＋

5 52 F  Val30Mett － ＋ － － ＋ － ＋ ＋

8 49 M  Val30Met － ＋ － － － ＋ － －

10 33 F  Val30Met － ＋ － － － ＋ － －

12 33 M  Val30Mett － － － － － － － －

13 31 F  Val30Met － － － － － － ＋ －

15 38 F  Val30Met － ＋ － － － ＋ － －

16 61 M  Val30Met ＋ ＋ － － ＋＋ ＋ － －

17 50 F  Tyr114Cys ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋＋ ＋

18 35 F  Try114Cys － － － ＋ － － － ＋＋

25 31 F  Val30Met － ＋ － － － ＋ － －

家族性アミロイドポリニューロパシー(FAP)に伴う眼合併症は，肝移植後であって

も悪化し得る．緑内障や硝子体混濁が肝移植後に発症した患者も認めた．

P，瞳孔異常(pupillary disorders)；K，乾性角結膜炎(keratoconjunctivitis sicca)

；G，緑内障(glaucoma)；V，硝子体混濁(vitreous opacity)

Age；年齢，Sex；性別，Point of mutation；原因遺伝子であるトランスサイレチン

の遺伝子変異，Before；肝移植前の眼合併症，After，肝移植後の眼合併症，M；男

性，F；女性．
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表 3 アミロイドーシスに関連した眼合併症と緑内障

の出現頻度(文献48から許可を得て転載)

Ocular Symptom  Eyes,
No.(％)

Glaucoma in Each
 

Ocular Manitesta-
tion,No.(％)

ACV 60(61) 12(20)

KGS 59(60) 15(25)

Vitreous opacity 35(35) 17(49)

Amyloid deposition on the pu-
pil

30(31) 17(57)

Fringed pupil 8(8) 8(100)

Glaucoma 20(20)

FAPに伴う眼合併症としては，出現頻度の高い順で言うと，

結膜血管異常(61％)，乾性結角結膜炎(60％)，硝子体混濁

(35％)，瞳孔縁アミロイド沈着(31％)，緑内障(20％)，瞳孔

異常(fringed pupil)(8％)であった．このうち，緑内障の出

現と統計的に有意な相関を認めたのは，硝子体混濁，瞳孔縁

アミロイド沈着，瞳孔異常(fringed pupil)の三所見であり，

いずれもがアミロイドの眼内沈着と直接的に関連する．

ACV；異常結膜血管(abnormal  conjunctival  vessel)，

KCS；乾性角結膜炎(keratoconjunctivitis sicca)，Vitre-

ous opacity；硝子体混濁，Amylopid deposition on the
 

pupil；瞳孔縁に観察されたアミロイド沈着，Fringed pupil；

脱円した瞳孔異常，Glaucoma；緑内障，FAP；家族性ア

ミロイドポリニューロパシー(familial amyloidotic polyne-

uropathy)， Glaucoma in Each Ocular Manifestation；そ

れぞれの眼合併症における緑内障の出現頻度．

p＜0.001

分子基盤に基づいた眼疾患の理解と新しい眼薬物療法・谷原



上皮)由来の異常TTRが含有されており，肝移植未施

行であれば，これに加えて血清由来の異常TTRが病態

に関与してくる．これらが，結膜へのアミロイド沈着を

進行させ，異常な創傷治癒機転が遷延することになると

推測される．

５)FAPの続発緑内障に対する分子基盤に基づいた

薬物療法の可能性

現在のFAPに対する治療法の主流は肝移植であり，

その導入によりFAP患者の生命予後は飛躍的に向上し

ている．これはTTRの90％以上が肝臓で産生されて

いるためであるが，肝移植のドナー不足や患者の精神

的・身体的・経済的負担，手術に関連する合併症などい

くつかの問題があり，新たな治療法の開発が望まれてい

る．さらに上記したように，眼合併症の進行を抑制させ

るためには，毛様体や網膜色素上皮における局所産生を

制御しなければならない．そこで我々が取り組んでいる

のが，遺伝子操作技術を用いて，変異TTRを in vivo

で健常TTR遺伝子に組み換える治療の開発である．遺

伝子操作技術については，FAPが常染色体優性遺伝形

式の遺伝子病であることから，健常遺伝子を遺伝子導入

するだけでは治療効果が期待できず，変異遺伝子を健常

遺伝子で組み換えることが必要となる．我々は，新たな

治療法の一つとして，single-strand oligonucleotides

(SSOs)による遺伝子組み換え治療に取り組んでいる．

アテロコラーゲンに包埋したSSOsを培養細胞に添加

し，常染色体遺伝子組み換えを生じて，mutant  alle
 

specific amplification(MASA)法を用いて遺伝子組み

換え率を算定したところ，約27％のTTR遺伝子組み

換えを認めた．また，FAPトランスジェニックマウス

の肝臓に注入したところ，組み換え率は約10％であっ

た ．しかし同じ手法を家兎眼に用いて，アテロコラー

ゲンに包埋したSSOsを硝子体内に注入し，1週間後に

眼球摘出し，網膜色素上皮におけるTTR遺伝子組み換

え率を評価したが，硝子体手術後に1％アテロコラー

ゲン＋SSOsを注入した系で，約1％の遺伝子変換を認

めるにとどまっていた．これらの結果から，眼組織に対

しては，肝臓細胞に対するよりも遺伝子組み換え効率が

低く，なお手法の改善が必要となる．

3．緑内障に対する神経保護薬物療法の開発

１) 緑内障」という疾患概念の変遷

日本緑内障学会から緑内障診療ガイドラインが発表さ

れ，緑内障は 視神経乳頭，視野の特徴的変化の少なく

とも一つを有し，通常，眼圧を十分に下降させることに

より視神経障害の改善あるいは進行を阻止し得る眼の機

能的構造的異常を特徴とする疾患である」と定義され

た ．つまり 緑内障」という眼疾患は，特徴的な視神

経障害により規定される．これは，国際的な緑内障の疾

患概念に関するコンセンサスを受けたものである．多治

見スタディを代表とする日本における緑内障疫学調査に

よって，視神経障害を生じている時点での(推定される)

眼圧レベルが統計学的に正常範囲内にある，いわゆる正

常眼圧緑内障が圧倒的に多いという事実によって支持さ

れる ．すなわち，旧来の 眼圧上昇(異常)によっても

たらされる視神経障害」という単純な解釈は， 特徴的

な視神経障害の形態と機能を有する症候群」と変貌し

た．さらに，正常眼圧緑内障は， 眼圧が低いにもかか

わらず緑内障に至る特殊なケース」ではなく，むしろ

日本における最も頻度が高く代表的な緑内障病型」と

みなすことが自然となった．これを受けて，緑内障診療

ガイドラインでは，正常眼圧緑内障と原発開放隅角緑内

障(狭義)を区別する明確な臨床検査がないことを指摘し

た上で両者の疾患概念を統合する原発開放隅角緑内障

(広義)という疾患カテゴリーを新しく設けた．しかし緑

内障学を堅固な基盤で構築するためには，特徴的な視神

経障害の有無で，緑内障という疾患概念を規定する場

合，我々は偽緑内障と明確に鑑別し得る 緑内障視神経

症」の本質を詳細に論じなければならないであろう．

２)緑内障視神経障害に関連した最近の知見と概念

緑内障視神経障害については，成因論として，眼圧上

昇による視神経への直接的な機械的圧迫に伴い視神経障
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表 4 家族性アミロイドポリニューロパシー(FAP)の遺伝子型と緑内障の出現頻度．(文献48から許可を得て転載)

Mutation  No.of
 

Patients  
Incidence,％

Mean Age at Onset
 

of Systemic Disease,y
 
No.of Patients

 
with Glaucoma

 
Incidence of Glaucoma

 
in Each Type of FAP,％

Val30Met 41 84 38.4 7 17

Tyr114Gys 6 13 37.0 3 50

Ser50lle 1 2 50 1 100

Val30Met＋Arg104His 1 2 54 1 100

Total 49 38.8 12 24

FAPの原因遺伝子であるトランスサイレチン遺伝子変異によって，緑内障の出現頻度は異なっており，Val30Met型(トランスサイ

レチンにおける30番目のアミノ酸がバリンからメチオニンに置換された変異)では緑内障が患者の17％にしか認めなかったのに対し

て，他の遺伝子型では高頻度に緑内障を認めた．

Mutation；原因となるトランスサイレチンの遺伝子変異，No.of Patients；患者数(例)，Mean Age at Onset of Systemic Disease；

全身症状の発症年齢，No. of Patients with Glaucoma；緑内障を合併した患者数(例)，Incidence of Glaucoma in Each Type of
 

FAP；FAPのそれぞれの遺伝子型における緑内障発症率



害が生じるという機械障害説(mechanical theory)と，

視神経乳頭部での循環障害に起因しているという血管障

害説(vascular theory)が対立的に議論されてきたとい

う歴史がある ．しかし，前者は，軸索輸送を含む神経

科学的研究手法や病理学的研究により，また，後者は一

連の臨床研究を含む多彩な研究手法により，その妥当性

が証明されている．二者択一的論争によって論じられた

歴史を尊重しながらも，上記のような 緑内障」という

疾患概念を機能的・形態的な特徴を共通する症候群であ

るという考え方を受け入れるならば，軸索障害であれ血

管障害であれ，どちらが契機となったとしても，結果と

して類似の視神経障害の特徴を生じたのであれば，現時

点では緑内障と認定せざるをえない．また両者は互いに

関連して，複合的に病態を増悪させていくために，個人

的には，両者の障害メカニズムを複合的に有する折衷的

な視神経障害の可能性が最も高いと考えている．緑内障

視神経障害は，現時点の定義に従う限り，一元的な病因

論で語るよりは，特徴的な視神経障害の機能と構造を共

通項として論じる他はない．近年の神経科学の進歩によ

り，機械障害説と血管障害説の論争で始まった病因論

は，それらを統合する形で，眼圧非依存的因子群の関与

を含めて，網膜神経節細胞死の病態への位置づけを論じ

るようになった．

３)緑内障視神経障害に関連する眼圧非依存的因子群

あるいは副次的視神経障害機序

眼圧非依存的因子群として緑内障に関連すると推測さ

れているのが，特に虚血性要因に関連して生じるグルタ

ミン酸代謝，免疫，一酸化窒素(NO)，フリーラジカ

ル，神経栄養因子の供給途絶などである ．さらに，眼

圧上昇に惹起される形で，軸索輸送障害に加えて，視神

経細胞外マトリックス変化，視神経グリア細胞(アスト

ロサイトなど)の応答，神経栄養因子(とその受容体)の

逆行性輸送の停滞，ストレス応答蛋白誘導，グルタミン

酸神経毒性などが視神経障害を修飾する ．最近の緑内

障視神経障害においては，眼圧依存的因子が初発病変と

なることで，篩状板近傍での局在性を反映する形で，網

膜神経節細胞のストレスが遷延し，これに加えて眼圧非

依存的因子群が，(多くの場合は必ずしも局在性を反映

しないながらも)ストレス状況を増悪させて，最終的に

はアポトーシスによる細胞死に至ると考えることができ

る ．近年，緑内障性視神経障害に自己免疫が関与する

ことを示唆する知見が報告されている．最近の免疫学的

研究において，緑内障眼，特に正常眼圧緑内障におい

て，眼内自己抗原に対する認識抗体の血中抗体価上昇が

認められ ，視神経障害と関与している可能性が指摘さ

れる一方で，免疫応答による神経保護効果も示唆されて

いる ．このような免疫学的偏りが神経障害に対する功

罪については慎重に議論される必要がある．いずれにせ

よ，緑内障への免疫応答の関与は，病態面のみでなく治

療への応用面からも関心がもたれている．

４)緑内障視神経障害に対する我々の研究戦略

緑内障視神経障害の分子基盤を考える場合，前述の

緑内障」という疾患概念の変遷を受け止めた上で検証

することが必要となる．今後の緑内障視神経障害および

神経保護薬物の開発研究に関する方向性は，眼圧依存的

因子と眼圧非依存的因子群を明確に区別して検証するこ

とが重要になると考えた．また，現在知られている緑内

障モデルの作製手法は，比較的急激に眼圧上昇をレー

ザーや血管凝固などで促す急性期モデルが多く，炎症応

答などの眼圧上昇以外の要因を含む．さらに霊長類眼以

外では，房水流出路や視神経構築が異なるために，実験

データの解釈には慎重な態度が必要である．我々は，特

に眼圧非依存的因子による網膜神経節細胞のアポトーシ

ス細胞死に着目した．そこで，複数の眼圧非依存的障害

モデル眼を用いた動物実験によって，緑内障視神経障害

の一面を検証することに踏み込んだ．主として用いた実

験モデル眼としては，再現性が高く，緑内障視神経障害

に関連し得る眼圧非依存的因子に直接的に関係するグル

タミン酸受容体のアゴニストとなるN-methyl-D-aspar-

tate(NMDA)(あるいはカイニン酸(kainic acid, KA))

注入モデル眼と虚血・再潅流モデル眼であった．これら

のモデル眼において，網膜神経細胞死の病態にある分子

基盤を解明することで，新しい薬物療法の概念である神

経保護治療薬の開発を目指した．

５)緑内障眼における網膜のストレス応答

我々が 神経保護」という概念に着目したきっかけは，

実験的緑内障モデル眼で行った一連の研究であった．高

眼圧を惹起することで作製する実験的緑内障モデル眼に

はいくつかの種類が報告されているが，現時点で最もヒ

トの緑内障を反映していると考えられるのは，サル眼隅

角に対してレーザー光凝固を施行して作製する高眼圧モ

デル眼である．我々は，このモデル眼において，網膜視

神経におけるストレス応答を免疫染色実験および網膜の

RT-PCR(逆転写酵素―ポリメラーゼ連鎖反応)実験で解

析したところ，グリア細胞活性化マーカーである glial
 

fibrillary acidic protein(GFAP)がmRNAレベルと蛋

白レベルの両者で発現上昇していることを認めた(図

10) ．すなわち，網膜神経節細胞が選択的に細胞死に

陥るはずの実験的緑内障モデル眼において，網膜全体の

グリア細胞系(特にミュラ細胞)が波及的に活性化されて

いることを示していた．この発見は，その後，ヒト緑内

障眼においても，同様の知見が報告 された．さらに，

我々の実験的緑内障モデル眼における予備的解析では，

いくつかの神経栄養因子やサイトカインなどの発現上昇

が示唆された．これらの緑内障モデル眼における研究

が，我々が緑内障に対するストレス応答に関心を寄せる

きっかけとなった．
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６)網膜障害時のグリア細胞におけるストレス応答と

神経保護」

眼圧非依存的因子による緑内障モデル眼として，グル

タミン酸受容体を介した網膜障害モデル眼において，グ

リア細胞におけるストレス応答を解析したところ，実験

的緑内障モデル眼と同様に，ミュラ細胞を中心とした網

膜グリア細胞系においてGFAPの発現上昇を認めた ．

これは，緑内障やNMDA注入モデル眼に限定的な現象

ではなく，虚血や網膜変性などの多彩な網膜障害におい

て同様のグリア細胞活性化が観察できる ．すなわ

ち，グリア細胞系の活性化は，網膜障害に対して，非特

異的に生じるストレス応答であるといえる．それでは，

その病態に対する影響はどのようなものか．我々が解析

した中で，顕著な変化を生じたものは，毛様体由来神経

栄養因子(ciliary neurotrophic factor, CNTF)であっ

た(図11)．免疫染色で描出されるCNTFの発現上昇の

パターンは，GFAPのそれと一致するものであった

(図12) ．活性化されたグリア細胞は，一部の神経栄

養因子を同時に発現誘導されることがわかる．CNTF

の蛋白レベルでの発現上昇は，免疫染色とウエスタン

ブロットの2つの実験により証明された(図13)．次に，

CNTFの網膜障害に対する影響を形態計測の手法を用

いて解析したところ，NMDAおよびカイニン酸の硝子

体内注入モデル眼のそれぞれに対して，網膜神経節細胞

と内顆粒層の網膜細胞数において，有意な神経保護効果

がみられた(図14) ．このように，神経栄養因子の一

部は，逆行性軸索輸送により運ばれてくる以外にも，網

膜局所での産生により，オートクラインやパラクライン

の機序で神経保護効果を発揮する可能性が示唆された．

また，このような実験結果は，ストレス応答で誘導され

る神経保護性因子を外的(経硝子体)に投与することで，

神経保護薬物療法の候補薬をスクリーニングすることに

もなり得ると考えた．

７)生理活性因子の網膜障害に対する神経保護作用

我々が神経保護効果の研究に取り組んだ生理活性因

子を列挙すると，脳由来神経栄養因子(brain-derived
 

neurotrophic factor, BDNF) ，IL-1βとそのアン

タゴニスト(IL-1βand IL-1antagonist) ，IL-6 ，

水晶体上皮由来成長因子(lens epithelium-derived grow-

th factor, LEDGF) ，エリスロポイエチン などで

あった．これらは，いずれもがある動物実験の条件下で

は，網膜神経節細胞(および内顆粒層の網膜細胞)に対し

て神経保護効果を示した．しかし，それぞれが異なる特

徴と分子機構を経て，その保護効果を生じていた．CN-

TFは，前述のように，グルタミン酸網膜障害におけ

るストレス応答時のグリア細胞活性化に伴った網膜内で

局所産生された(図11) ．これ以外では，例えば，BD-

NFは，緑内障視神経障害の病態においては，逆行性

軸索輸送で供給される神経栄養因子であるが，これは硝

子体内投与によって，化学的虚血，虚血・再潅流網膜障

害，NMDA誘導性(グルタミン酸受容体の介した)網膜

障害などに対して，神経保護的に奏功する ．IL-

1βは，時間経過に従って複雑に，網膜に対する障害効

果と保護効果の両面性を有しており，IL-1β刺激によ

るサイトカインネットワークの刺激に伴う間接的な神経

保護効果が示唆された ．IL-6については，虚血網膜

障害に対する神経保護効果は，単独投与では効果が弱

く，その受容体とのコンビネーション投与によって，有

意な神経保護効果を生じた(図15) ．LEDGFは，前処

置として2～7日前に投与しておくと神経保護効果を示

しアポトーシス細胞の出現を抑制する ．LEDGFの投

与は，熱ショック蛋白質(HSP25)やαB-クリスタリン

などの分子シャペロンを誘導し，アポトーシスに関連す

る酵素群に影響を与えることが，神経保護効果に関係す

図 10 実験的緑内障モデル眼におけるグリア細胞マーカー分子の発現上昇．(文献66より許可を得て転載)

免疫染色は，実験的緑内障モデル眼におけるGFAP(glial fibrillary acidic protein)の発現上昇を示してい

た．網膜神経節細胞が選択的に障害されると考えられている実験的緑内障モデル眼であるにもかかわらず，

網膜グリア細胞系は，ミュラ細胞を含めて網膜全体で活性化が波及している(B)．対照眼では，軽度の

GFAP染色性がわずかに神経線維層に観察される程度である(A)．
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図 11 グルタミン酸受容体を介した網膜障害モデル眼における神経栄養因子の発現上昇．(文献68より許

可を得て転載)

N-methyl-D-aspartate(NMDA)誘導性およびカイニン酸(kainic acid,KA)誘導性の網膜障害モデル眼に

おいて，ミュラ細胞を中心とした網膜グリア細胞系においてGFAP(glial fibrillary acidic protein)の発

現上昇を認めた．

矢頭は，神経線維層(nerve fiber layer,NFL)を示す．

A～E，光学顕微鏡写真は，GFAPの免疫染色性を示す．A，溶媒(phosphate buffered saline, PBS)-注

入された対照眼；B，NMDA(200nmol)注入後3日目；C，NMDA(200nmol)注入後7日目；D，KA(5

nmol)注入後3日目；E，KA(5nmol)注入後7日目

F～Jは，CNTFの免疫染色性を示す．F，溶媒(PBS)-注入された対照眼；G，NMDA(200nmol)注入

後3日目；H，NMDA(200nmol)注入後7日目；I，KA(5nmol)注入後3日目；J，KA(5nmol)注入後

7日目

図 12 グリア細胞マーカー分子と神経栄養因子の発現

局在の合致．(文献68より許可を得て転載)

カイニン酸(KA)注入眼において作製した連続切片の

免疫染色は，毛様体神経栄養因子(CNTF)免疫染色

性とGFAP免疫染色性が合致する事を示しており，

ミュラ細胞を中心とした網膜グリア細胞が活性化され

て，神経栄養因子を応答性に発現していることを示

す．

(A)矢頭は，網膜全般に波及しているCNTF-陽性の

縦走する免疫染色性；(B)矢印は，GFAP-陽性の

ミュラ細胞と縦走する免疫染色性；(C)CNTF免疫染

色性(赤，Cy3)とGFAP免疫染色性(緑，FITC)を共

焦点イメージで重ね合わせており，矢頭は，縦走する

CNTFとGFAPの共染色性(黄)；バーは，50μm

図 13 グルタミン酸受容体による網膜障害モデル眼に

おける毛様体神経栄養因子(CNTF)の発現解析．(文

献68より許可を得て転載)

グルタミン酸受容体を介した網膜障害において，

CNTFは発現上昇を誘導されることがウエスタンブ

ロット法で観察された．

ラットN-methyl-D-aspartate(NMDA)-/カイニン酸

(KA)-網膜障害モデルにおいて，SDS-PAGE(sodium
 

dodecyl sulphatase-polyacrylamide gel electripho-

resis)ウエスタンブロット法によるCNTFの発現解析

を行った．約23kDaの大きさのバンドが確認された．

A，NMDA(200nmol)注入眼 B，KA(5nmol)注入

眼

Lane 1～3，対照(PBS注入)；lane 4～6，NMDA-

(またはKA-)注入眼
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ると考えられた．エリスロポイエチンについては，我々

は網膜硝子体疾患眼の硝子体中に濃度上昇を認めたが

(図16)，他の研究グループによって網膜に対する神経

保護効果を報告 された．

このように，炎症反応やストレス応答で誘導されるこ

れらの多彩な生理活性因子群は，共通して神経保護効果

を惹起することが可能である．しかし，これらは異なる

機構に依存するものであり，同一に論じるべきものでは

ない．むしろ，多様なストレスが累積されることで，最

終的な共通経路として 細胞死」という現象に至る反面，

神経保護効果も多様なストレス要因のそれぞれに対応し

た形態で存在し得るとみなすべきであろう．我々は，こ

れらの一連の生理活性因子に対する実験を遂行すること

で，網膜障害のメカニズムを熟知することができた．同

図 14 グルタミン酸受容体による網膜障害モデル眼に対する毛様体神経栄養因子(CNTF)の神経保護効果．

(文献68より許可を得て転載)

CNTFを経硝子体的に投与することで，N-methyl-D-aspartate(NMDA)(またはカイニン酸(KA))誘導

性網膜障害は，形態計測による定量的解析で有意な神経保護効果を示した．

A，対照実験(溶媒であるPBSのみ)；B，NMDA注入眼，全処置(-)；C，NMDA注入眼にCNTF(0.1

μg)を投与；D，NMDA注入眼にCNTF(1μg)を投与；E，対照実験(溶媒であるPBSのみ)；F，KA

注入眼；G，KA注入眼にCNTF(0.1μg)を投与；H，KA注入眼にCNTF(1μg)を投与．

バーは50μm

図 15 インターロイキン-(IL-)のN-methyl-D-aspartate(NMDA)誘導性網膜障害に対する神経保護

効果．(文献76より許可を得て転載)

IL-6単独もしくは可溶性 IL-6受容体(sIL-6R)の単独投与では，NMDAによる網膜神経節細胞層(GCL)

の細胞数減少(A)および内網状層(IPL)厚の減少(B)は抑制されないが，IL-6と sIL-6Rの同時投与に

よって，両者ともに有意に抑制されている．

：p＜0.05 対応のない t-検定
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時に，血液眼関門で制限されたコンパートメントに位置

する網膜視神経の保護には，一定以上の分子量を有する

生理活性因子群の臨床応用では，ワンショットもしくは

複数回の硝子体注入による短期間の奏功を期待するプロ

トコールに限定されることが明らかであった．血液眼関

門を回避しての長期的な投与形態としては，遺伝子操作

技術の応用が一つの選択肢となる ．遺伝子治療は，

長期間に眼内局所産生を誘導するための有効な解決策と

なり得るが，非致死的であり中心視野および視力が最後

まで残る緑内障にとっては，遺伝子治療の臨床応用にお

ける対象疾患と考えるには，現時点では，安全面での検

証を含めて時期尚早といわざるを得ない．

８)細胞死誘導とストレスセンサー分子機構

我々は緑内障という慢性的な進行過程を有する眼疾患

において，眼圧非依存的因子として虚血やグルタミン酸

といったストレス要因が加わることを臨床的に容認でき

たとしても，これらの実験的モデル眼は，いずれも急性

期変化を観察するものである．これらのモデル眼で観察

するような日単位で急激に進行する網膜障害(網膜神経

細胞死)を惹起する病態は，我々が臨床的に遭遇する病

態とは異なるものであることは考慮すべき点である．慢

性的なストレス要因の累積がもたらす細胞死機構につい

ては，最近，急速に解明されつつある．最近特に注目さ

れているのが，ストレスセンサー分子機構としての小胞

体ストレスである．グルタミン酸神経毒性，虚血，低酸

素，栄養飢餓，遺伝子変異などにおける組織障害では，

小胞体の機能不全により蛋白の正常な折り畳み(fold-

ing)が阻害され，異常な折り畳み構造を持つ蛋白(un-

folded protein)が蓄積する．このような状態を小胞体ス

トレスと呼ぶ．細胞は通常，小胞体ストレスに対して，

(1)小胞体に局在する分子シャペロン誘導，(2)小胞体内

の異常蛋白分解系の誘導，(3)蛋白合成を翻訳レベルで

抑制，と3つの危機管理機構を働かせる．これらの分子

機構で対応できないストレスが負荷された場合，最終的

にはCCAAT/エンハンサー結合蛋白(C/EBP)-相同蛋

白(CCAAT/enhancer-binding  protein-homologous
 

protein, CHOP)などの転写因子が誘導されアポトーシ

スに至るということが知られている．CHOPは転写因

子CEBPファミリーの一つで，分子量は29kDaであり

小胞体ストレスを介するアポトーシスにおいて重要な役

割を果たす転写因子である ．

我々はストレスセンサー機構としてのCHOPに着目

したが，そのノックアウトマウスでは，眼球発生は，正

常外観を呈していた．そこで，グルタミン酸受容体を介

した網膜障害として，NMDA誘導性網膜障害モデル眼

を用いて解析したところ，網膜神経節細胞に強いCHO-

P免疫応答性が誘導されており，実際に低濃度NMDA

の注入条件下でノックアウトマウスとワイルドタイプマ

ウスの間に有意差が観察された ．したがって，マウ

スNMDA網膜障害モデルにおける網膜神経細胞死に，

小胞体ストレスを介するアポトーシスにおいて重要な役

割を果たす転写因子であるCHOPが関与していること

がわかった．したがって，眼圧非依存的因子による緑内

障視神経障害において，小胞体ストレスの形態によるス

トレス要因の累積が関与している可能性は高いと考えら

れた．将来的には，ストレスセンサー機構の解明は，臨

床的な緑内障眼の解析によって，さらに具体的に検証さ

れるべき興味深い仮説を我々は提唱したものと考える．

９)臨床応用を考えた神経保護治療薬の可能性

我々は一連の眼圧非依存的網膜障害モデル眼の研究を

通じて， 神経保護」という新しい薬物療法の可能性に

注目してきた．神経栄養因子や成長因子などは，明瞭な

神経保護効果を有していたが，臨床応用を考えると，複

数回長期にわたって，硝子体注射を施行することは，感

染症や網膜剥離などの潜在的リスクを無視できない．し

たがって，臨床応用に対する利点を考えた場合，内服も

しくは経静脈的に投与できる薬物療法の開発が不可欠で

ある．我々はスタチン類の組織保護作用に着目した．高

脂血症治療薬であるスタチンは，コレステロール代謝の

律速段階を規定する酵素(HMG-CoAリダクターゼ)阻

害薬であり，動脈硬化病変の進行を抑制する．HMG-

図 16 エリスロポイエチンの硝子体濃度．(文献78よ

り許可を得て転載)

虚血性網膜疾患において，硝子体内ではエリスロポイ

エチン(erythropoietin, EPO)の濃度上昇が観察され

た．

網膜静脈分岐閉塞症(BRVO)，増殖糖尿病網膜症

(PDR)のEPO硝子体濃度は，(対照とみなした非虚

血性網膜疾患である)黄斑円孔(MH)より有意に高値

であり(A)，蛋白濃度で補正しても同様な結果であっ

た(B)．

：p＜0.01， ：p＜0.05(Dunnett補 正 に よ る

Kruskal-Wallis検定で計算した)．
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CoA還元酵素阻害薬であるスタチンは，そのコレステ

ロール低下作用のみならず，心血管保護作用を有するこ

とが多くの大規模臨床試験において明らかにされてき

た．そしてその作用の一部はコレステロール低下作用に

依存せず，細胞内シグナルに直接作用し，血管内皮機能

の改善，平滑筋増殖抑制作用，血栓形成抑制作用，抗炎

症作用，血管形成促進作用といったいわゆる多面的作用

(pleiotropic effects)を示すことが多くの生物学的実験

により明らかになってきている．

我々は組織保護作用に着目して，眼圧非依存的網膜障

害モデル眼における神経保護効果について検証した．網

膜虚血再潅流障害モデル眼において，スタチンの前投与

は，有意な神経保護効果を示して，terminal deoxynu-

cleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphos-

phate nick-end labeling(TUNEL)陽性で描出されるア

ポトーシスが有意に減少していた(図17)．しかも，こ

の神経保護効果は，nitric oxide synthase(NOS)阻害薬

(L-NAME)により抑制されるので，nitric oxide(NO)

代謝が関与した作用であることが判明した ．さらに，

スタチン投与後の網膜における細胞接着分子のmRNA

発現は抑制されており(図18)，小椋らが開発した白血

球動態の定量的解析手法 を用いると，網膜障害モデル

眼における白血球の血管内皮に対する回転現象(ローリ

ング)や接着が抑制され，結果的に白血球の網膜内浸潤

が減少していることが判明した(図19) ．また，スタ

チンには，Rho-ROCK阻害作用があることが解明され

つつあるが ，我々は，既にRho-ROCKシグナル伝達

系を抑制することで，線維柱帯細胞の細胞内骨格の再分

布を誘導して，点眼でも有意に眼圧を下げることができ

ることを証明していた ．今後は，疫学的研究が示唆す

るスタチンによる緑内障への抑制効果の詳細な機序の解

明が必要である．他方，2004年，眼科領域における疫

学的研究において，スタチンの長期投与が，緑内障の発

症および進行を抑制することが報告 されており，本薬

物の眼疾患への影響については，さらに詳細に解析され

るべき興味深い点がある．後述するように，スタチン類

は，同時に加齢黄斑変性に対しても，発症を抑制する可

能性が報告 されていた．網膜最内層に位置する網膜神

経節細胞とその軸索障害が主体である緑内障と，網膜最

外層における血管新生病変を主体とする加齢黄斑変性と

いう2つの眼疾患に共通する病態について関心を寄せる

きっかけとなった．特に，神経(組織)保護作用と関連し

た白血球の接着現象は，一つの研究視点を提供すること

になった．

加齢黄斑変性

1．加齢黄斑変性の疫学と血管新生の病態

加齢黄斑変性は，萎縮型と滲出型とに分類されてい

る．特に，滲出型加齢黄斑変性は，重篤な視力障害を呈

する．滲出型加齢黄斑変性は，加齢，高血圧，動脈硬

化，高脂血症，喫煙などが有意な危険因子として指摘さ

れている ．病態の本質は，脈絡膜側から網膜色素上

皮を貫通して網膜下へと伸展する血管新生病変である．

脈絡膜血管新生を誘導する病変として，網膜ドルーゼン

図 17 虚血・再潅流モデル眼における TUNEL(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deox-

yuridine triphosphate nick-end labeling)陽性細胞とスタチンの神経保護効果．(文献83より許可を得

て転載)

スタチン投与により，TUNEL陽性細胞(一般的にはアポトーシスに陥った細胞)が減少していた．定量

的に解析すると，統計学的に有意に抑制されており，スタチンの神経保護効果が示された．これらのデー

タは，網膜組織の形態計測によって証明されたスタチンの神経保護効果と対応していた．

TUNEL陽性細胞は，網膜の虚血・再潅流障害後24時間の時点で増加している．左端は，虚血・再潅流の

ない対照実験；中央は，スタチン投与のない虚血・再潅流モデル眼．右端は，スタチン(cerivastatin)投与

を受けた実験眼．写真は，propidium iodide(PI)で標識された細胞核(赤)とTUNEL(緑)をデジタルで重

ね合わせたイメージを示す．矢印は，PIと TUNEL陽性で決定された異常細胞を示す．バーは50μm．
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や軟性白斑があり，これらの加齢変化が関与する．加齢

黄斑変性の病態は，一般的に動脈硬化病変と類似性を有

することが指摘されている ．動脈硬化病変の発症機序

には，血管内皮細胞の機能障害により単球由来のマクロ

ファージが血管内皮へ接着し，内皮下へ浸潤することが

重要であると考えられている．血管内皮下へ遊走したマ

クロファージは，スカベンジャー受容体を介して，酸化

LDL(oxidized low-density lipoprotein, ox-LDL)など

の修飾マクロ分子を取り込み，泡沫化し中膜平滑筋細胞

の形質変換および細胞外マトリックス産生により主要病

変を形成する．加齢黄斑変性患者において，動脈硬化病

変が有意な危険因子であるとともに ，酸化LDL濃度

が有意に高値を認める ．酸化LDLを取り込むスカベ

ンジャー受容体ファミリーとしては，クラスA受容体

(SR-A)，クラスB受容体(CD36，SR-BIなど)，lec-

tin-like oxidized LDL receptor-1(LOX-1)などが同定さ

れ，その動脈硬化病変における役割が解明されつつあ

る ．

2．加齢黄斑変性に対する我々の研究戦略

日本を含む先進諸国において，中途失明原因の主要原

因となっているのが加齢黄斑変性である．我々は本疾患

の分子基盤を解明することで，新しい薬物療法の開発に

つながる眼疾患の理解が可能になると考えた．我々は分

子基盤解明が進んでいる動脈硬化病変の病態を手がかり

に，加齢黄斑変性の病態を解析してみた．特に，初発病

変の病態解析を目的と考えて，動脈硬化初期像に重要な

役割を果たすスカベンジャー受容体の研究を手がけた．

さらに，スカベンジャー受容体を含めて，薬理学的に修

飾することが臨床応用しやすい血管内皮細胞―白血球間

の相互関係を解析して，新しい薬物療法の可能性を検証

してみることにした．

3．スカベンジャー受容体の解析

我々は加齢黄斑変性を含む脈絡膜血管新生に対して，

スカベンジャー受容体の発現を解析した．脈絡膜新生血

管抜去術を施行して手術的に採取した脈絡膜新生血管標

本に対して，免疫染色実験を行ったところ，マクロ

ファージの細胞タイプマーカーであるKP-1陽性細胞が

多数観察されたが，これらの一部はSR-A陽性であっ

た ．つまり，脈絡膜新生血管膜には，活性化されてス

カベンジャー受容体を発現したマクロファージが多数局

在する．さらに，動脈硬化病変初期に血管内皮に発現さ

れるスカベンジャー受容体であるLOX-1は，同様に脈

絡膜新生血管膜において発現を観察した(図20) ．こ

れらの大部分は，von Willbrand因子と共染色してお

り，主として血管内皮に発現されていることが判明し

た．つまり，加齢黄斑変性を含めて脈絡膜血管新生にお

いて，スカベンジャー受容体は，その病態に関与してい

ると考えることができる．

LOX-1は，スカベンジャー受容体とみなされてきた

が，それ以上の細胞認識機構としての機能を有すること

が考えられる．例えば，LOX-1を強制発現させた細胞

に対して，白血球は接着能を示しており，白血球―血管

内皮間の細胞接着分子として機能していることが示され

た(図21)．実験的ぶどう膜炎モデル眼を作製して，白

血球動態を解析すると，抗―LOX-1抗体により機能阻

害すると，白血球のローリングや接着現象が有意に抑制

され(図22)，炎症反応に伴い発生する血液中白血球数

変化も抑制された ．実際に，炎症反応とそれに伴う組

織障害は，LOX-1機能阻害により抑制されていた．実

際に，実験的脈絡膜血管新生モデル眼を作製して，遺伝

子発現を定量的に解析すると，レーザー光凝固後，数時

間でピークを迎えるLOX-1mRNA発現誘導が観察さ

れた．その分子基盤を明確に評価するために，LOX-1

図 18 スタチンによる網膜における細胞接着分子の発

現変化．(文献83より許可を得て転載)

P-セレクチンと ICAM-1の遺伝子発現における相対

比は，再潅流後の網膜でRT-PCR法により計測され

た．

A：P-セレクチンと ICAM-1および glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)(内部補正とし

てのハウスキーピング遺伝子)における虚血・再潅流

障害後12時間でのラット眼網膜での遺伝子発現を示

す電気泳動写真

B：P-セレクチンと ICAM-1の遺伝子発現のRT-

PCR法による半定量的解析．データは，対照実験眼

との相対比で示される．数値は，平均値±標準誤差を

意味する． は，対照実験と比較して，p＜0.05を意

味する． は，p＜0.005を意味する．それぞれの群

は，実験数n＝5．
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ノックアウトマウスを用いた同様の実験を施行したが，

有意に脈絡膜血管新生は抑制されていた．このように，

スカベンジャー受容体は，重要な役割を加齢黄斑変性に

及ぼしているものと考えられる．

4．新しい加齢黄斑変性の病態理解と薬物療法の可能

性

我々は緑内障に対する神経保護薬物療法の開発に伴っ

て，スタチン類の組織保護作用に着目した．前述したよ

うに，我々のスタチンに関する神経保護作用の研究は，

白血球-血管内皮間の接着現象が，組織障害において重

要な役割を果たしていることを示すものであった ．同

時に，LOX-1研究により解明された知見は，この仮説

を十分に支持するものであった ．そこで，両者の整合

性をさらに詳細に解析するために，レーザー光凝固によ

る脈絡膜血管新生モデル眼を作製して，スタチン投与に

よる影響を解析した．スタチン投与は，実験的脈絡膜血

管新生を有意に抑制することが可能であった．これらの

知見を総合して，我々が考えた加齢黄斑変性の病態仮説

は，初発病変として，高密度に存在する錐体細胞の集積

と視機能に関連する外節の劇的なリニューアルは，黄斑

部における激しい代謝活動を強いることになる．加齢に

伴って，黄斑部に局在的に沈着する代謝産物は，酸化

LDLなどの多彩な修飾マクロ分子を発生する ．実際

に，病理学的研究は，酸化ストレス産物を多量に含むこ

とが形態学的に指摘されている ．このような局在的な

酸化ストレスは，網膜脈絡膜血管において，NO代謝を

介した経路で，P-セレクチンや ICAM-1(intracellular
 

adhesion molecule-1)などの細胞接着分子の発現を誘導

して，白血球の接着浸潤を惹起する．最近，加齢黄斑変

性の発症リスクに補体成分H(complement factor H,

CFH)遺伝子多型が関わっていることが発表された ．

CFHは，免疫系の補体反応を抑制する因子で，CFH

欠損症のヒトでは，異常な補体反応が惹起され，局所的

に炎症応答を惹起することが知られている．網膜におけ

るドルーゼンには補体複合体の沈着が指摘されており，

このような異常免疫応答を介した白血球浸潤の経路も存

図 19 スタチンによる白血球の網膜動態変化．(文献83より許可を得て転載)

(A)再潅流後12時間の蛍光眼底イメージ

矢頭は，主要な網膜静脈に沿ったローリングする白血球を示す．

(B)計測されたローリングする白血球の数(左)と速度(右)は，再潅流後の主要網膜静脈に沿って計測され

た．数値は，平均値±標準誤差で示された．#は，対照実験と比較して，p＜0.001を意味する．それぞれの

群は，実験数，n＝6による．
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在するのであろう．いずれにせよ(広い意味での)炎症応

答と関連する酸化ストレスは，網膜色素上皮細胞の形質

転換など劇的な変化を生じうる(これについては増殖硝

子体網膜症の項を参照)．修飾マクロ分子は，白血球(特

に単球-マクロファージ系)や血管内皮を活性化させ，ス

カベンジャー受容体の発現を誘導するとともに，ケモカ

イン発現により炎症反応をさらにエスカレートさせてい

く．結果として，マトリックスメタロプロテアーゼ

(matrix metalloproteinase, MMP)やVEGFなどの生

理活性因子が関わって，血管新生病変を完成していく．

我々の仮説に従って，加齢黄斑変性に対して抑制効果を

認めうるものは，スタチン類のような生活習慣病の治療

薬であり，循環器内科で既に臨床的に広く処方されてい

る本薬剤は，我々眼科医が認識していないうちに，眼疾

患の病像と頻度に大きな影響を与えている可能性がある．

5．ステロイド療法の再評価

我々の仮説に従うと，酸化ストレスや炎症反応による

白血球浸潤を抑制することは，病態の発症と進行を抑制

図 20 加齢黄斑変性眼から摘出した脈絡膜新生血管膜の lectin-like oxidized LDL receptor-(LOX-)免

疫染色．(文献94より許可を得て転載)

A：55歳男性の加齢黄斑変性患者の眼底写真(左)と蛍光眼底造影像(右)．矢は，漿液性網膜剥離の領域

を示す．B：a～fは，同患者の摘出された脈絡膜血管新生(CNV)標本の免疫染色

aと dは，LOX-1免疫染色性を赤色で観察でき，その一部は矢で示した．

bと eは，血管内皮マーカーであるvon Willebrand因子(vWF)が緑色で観察でき，その一部は，矢頭で

示した．

cと fは，LOX-1免疫染色性とvWF免疫染色性の二重染色を示し，両者の局在は合致していた．両者を

発現している細胞の一部は，大きな矢頭で示した．

gは，同患者CNVにおける対照染色．

hは，gの標本をLOX-1と vWFの二重染色であり，血管内皮細胞が緑で染色されている．

iは，37歳女性の特発性脈絡膜血管新生患者から摘出したCNV標本において，LOX-1免疫染色性は赤色

で示され，陽性細胞の一部は，矢印で示される．
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し得る可能性が考えられる．加齢黄斑変性に対しては，

抗酸化物質が抑制的に働くことが大規模臨床試験によ

り証明された ．我々が行った実験においても，N-

acetylcysteine(NAC)などの還元剤，ステロイドによる

炎症反応の抑制は，脈絡膜血管新生に関連する病態を抑

制していた(図23)．ステロイドによる脈絡膜血管新生

抑制効果については，従来から指摘されており，臨床的

にもその有効性が報告 された．加齢黄斑変性におけ

る慢性的な病態の進行を考えると，長期的にステロイド

を臨床的に投与することは難しかったが，ステロイド剤

の投与手法は，近年のテノン囊下注入や硝子体内注入な

どの導入により再評価されつつある．我々は，黄斑疾患

に対して積極的にトリアムシノロンのテノン囊下注入の

臨床応用を導入してきたが，網膜静脈閉塞症黄斑浮腫，

糖尿病網膜症黄斑浮腫，黄斑部脈絡膜新生血管などに有

効な治療成績を認めた ．これらは，微小網脈絡膜

血管からの透過性亢進を抑制することで，浮腫や血管新

生を改善するものと考えることができる(図24)．我々

は簡便な脈絡膜血流の解析手法を開発して ，トリア

ムシノロン投与眼を解析したところ，一時的な脈絡膜血

流変化を認めた ．また，トリアムシノロンの普及は，

ステロイドによる眼圧上昇などの副次的作用を高頻度に

惹起することも確認された ．網膜血管には有意な

影響は認めず，脈絡膜血管の血流変化はあくまでも一時

的なものであり，恒久的な視機能障害をもたらすもので

はないと考えている ．しかし，トリアムシノロンに

よる眼圧上昇は，不可逆的な視野異常の進行を生じる可

能性がある．ステロイド緑内障に対しては，線維柱帯切

開術などの房水流出路再建手術が有効であった ．し

かしながら，緑内障の観血的手術を必要とする例がしば

しば出現するということは，トリアムシノロンの網膜硝

子体疾患への臨床応用には，リスクとベネフィットのバ

ランスを冷静に検証する必要があることを意味する．し

かし，加齢黄斑変性における活動期病変を抑制すること

に，ステロイド局所投与の有効性は十分に期待できるも

のと考えられ，ステロイドおよび非ステロイド系消炎薬

図 21 多核白血球の細胞表面への接着現象．(文献95

より許可を得て転載)

LOX-1は，白血球に対して細胞接着分子として機能

することが観察された．多核白血球は，LOX-1を発

現する細胞表面には接着でき，機能阻害抗体でLOX-

1機能を阻害すると接着能は抑制される．

(A)多核白血球は，生理的シアストレス(2dynes/

cm)下，リコンビナントLOX-1(LOX-Fc)で表面を

コートしたスライドチャンバーには接着できるが，対

照タンパク質(IgG-Fc)に対しては接着を示さなかっ

た．

(B)多核白血球接着の定量的解析は，抗LOX-1抗体

で多核白血球のLOX-でコートされた表面への接着を

阻害できるが，対照ヒト IgGではできなかった．白

血球接着の定量的解析．抗LOX-1抗体はLOX-Fcコー

トチャンバーへの細胞接着を阻害した．

図 22 Lectin-like oxidized LDL receptor-(LOX-)

と網膜における白血球動態．(文献95より許可を得て

転載)

実験的内眼炎モデル眼において，LOX-1の機能阻害

抗体は，網膜血管における白血球―血管内皮相互関係

に有意な影響を与え，炎症状態における白血球のロー

リング，接着，浸潤を抑制した．

LOX-1は，エンドトキシン誘導性実験的ぶどう膜炎

モデル眼において，in vivoで白血球-血管内皮相互関

係に関連する．抗LOX-1抗体(または対照 IgG)は，

解析の30分前に投与された．LPS投与後12時間の

眼底像．血管内皮と関連する多数の白血球は，主要な

網膜静脈壁に沿って観察された．一方，抗LOX-1抗

体で処置された場合，ごくわずかな白血球を観察する

のみであった．主要な網膜静脈壁におけるローリング

する白血球数は，対照 IgGで処置した場合と比較し

て，抗LOX-1抗体処置群において有意に抑制された

(p＜0.001)．同様に，抗LOX-1抗体処置によって，

ローリングする白血球の平均速度は有意に抑制された

(p＜0.003)．
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物療法の可能性は，さらなる研究の対象として重要であ

ると認識している．

増殖硝子体網膜症

1．増殖硝子体網膜症の臨床像と病態

増殖硝子体網膜症は，網膜剥離の発症後に生じる難治

性眼内増殖病変であり，臨床的に有意な危険因子として

知られているのは，硝子体手術の既往，術前からの増殖

反応，多発網膜裂孔，硝子体出血，網膜冷凍凝固などで

ある ．増殖病変の細胞成分の由来は，主に網膜色素

上皮細胞であると考えられており，古典的な病態生理学

は，網膜剥離および附随する手術治療によって障害され

た血液網膜関門の破綻が硝子体中の成長因子群が高濃度

になることで，網膜色素上皮細胞の遊走を誘導されると

考えられている ．特に，血液由来で病的状態におい

て眼内に流入する成長因子としては，PDGF とTGF-

β が注目された．

2．網膜色素上皮細胞の増殖硝子体網膜症における役

割

網膜色素上皮細胞は，増殖病変の主たる細胞成分とし

て機能するが，実際に臨床的に採取された増殖組織を病

理学的に解析すると，正常な網膜色素上皮細胞の形態を

維持していることはほとんどない．むしろ上皮系細胞の

特徴を喪失して，筋線維芽細胞(myofibroblast)と表現

されるような間葉系細胞の特徴を発現している．筋線維

芽細胞は，さらに，TGF-βなどの発現とも関連してい

る ．網膜色素上皮細胞自身も，多彩な生理活性因子

を局所産生することで積極的に増殖病変の形成と修飾に

関与している．網膜色素上皮細胞の生理活性因子発現に

ついては，複数の研究グループが1990年代前半に解析

を行っており，当時，吉村を中心とした我々の研究

グループは，TGF-β ，PDGF ，腫瘍壊死因子-α

(tumor necrosis factor-α, TNF-α) ，インスリン様

成長因子(insulin-like growth factor, IGF) の網膜色

素上皮細胞における発現を解明した．さらに，複数の研

究グループの報告を併せると，網膜色素上皮細胞は，

PDGF，TGF-β，TNF-α，IGF，IL-1，IL-6，IL-8，

FGF，顆粒球-マクロファージコロニー刺激因子(gran-

ulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-

CSF)，VEGF，網膜色素上皮由来因子(pigment epi-

thelium-derived factor, PEDF)など，実に多彩な種類

の因子群が発現されていることが判明した ．これら

の生理活性因子群は，病的状態において，増殖過程にお

かれた網膜色素上皮から産生されると，オートクライン

あるいはパラクラインに作用して，増殖組織の修飾にか

かわっていくことが推定されている．つまり，網膜色素

上皮細胞は，増殖硝子体網膜症の病態において，細胞構

成成分として参画するだけではなく，細胞増殖や形質転

換にかかわる生理活性因子の局所産生の由来であり，増

殖組織の収縮現象の原因となる．

3．増殖硝子体網膜症に対する我々の研究戦略

前述のように，網膜色素上皮細胞が積極的にかかわる

代表的な眼疾患として，我々は家族性アミロイドポリ

ニューロパシーや加齢黄斑変性の研究に取り組んでき

た．我々が生理活性因子の観点から注目していた増殖硝

子体網膜症の病態については，漠然とした仮説が提唱さ

れながらも，眼内増殖病変を構築する上で最も重要な過

程である上皮系細胞からの遊走と形質転換についての分

子基盤が十分に解明されておらず，病態解釈にあいまい

な部分が残されていると感じた．そこで，我々は分子細

胞生物学的研究手法を用いて，増殖硝子体網膜症の初期

病態における分子基盤を解明することを目指した．

4．網膜色素上皮細胞と細胞接着装置

網膜色素上皮細胞を含めて，単層上皮細胞は，通常互

図 23 ステロイド投与による実験的脈絡膜血管新生の

抑制．

ステロイド(デキサメサゾン)投与により，実験的脈絡

膜血管新生(CNV)は，有意に抑制されており，計測

されたCNV面積は縮小していた．

ラット眼に対してレーザー光凝固による実験的CNV

モデルを作製した．FITC-デキストランによって，

CNVは緑色蛍光で描出される．対照群(A)と比較し

て，デキサメサゾン投与群(B)においては，実験的

CNVは抑制されている．バーは100μm．実験的

CNVモデルの定量的解析は，対照群と比較して，デ

キサメサゾン投与群において，有意に縮小していた

(p＜0.05)(C)．CNVの面積は，光凝固部における

FITC-デキストラン (fluorescein isothiocyanate-

dextrax)の蛍光領域で算出した．数値データは，平

均値±標準誤差で示した．
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いに細胞接着装置で結合されており，細胞―細胞間接着

現象によって制限されている．特に網膜色素上皮は，外

側血液網膜関門(outer blood-retinal barrier)の主体を

形成しており，タイトジャンクションで相互が結合され

ることで，イオンや分子の輸送を選択的に制限してい

る．したがって，増殖硝子体網膜症の初期病態におい

て，網膜色素上皮細胞が硝子体中へと遊走するために

は，隣接する網膜色素上皮細胞との間に形成されている

細胞―細胞間接着を断ち切るという過程が必要となる．

細胞―細胞間接着の構築を中心的に司る分子は，細胞接

着分子カドヘリンである．このカルシウムイオン依存的

細胞接着分子は，同種選択性に互いを認識し合うことで

結合し，複合的な細胞間結合装置の構築へとつながる．

カドヘリンを介した同種選択的細胞間接着は，単純な接

着現象のみならず，ある種の細胞認識機構として機能し

て，細胞の分化，増殖，遊走にも関わってくる ．我々

は1990年代前半に，神経網膜から多数の新規カドヘリ

ン分子群を発見し，遺伝子クローニングおよび分子機能

解析を行ったが，十数種類の古典的カドヘリン分子構造

モチーフを有する分子群と数十に及ぶと思われる膨大な

数の新規分子群を同定した ．網膜視神経や脳などの

中枢神経系においては，多数のカドヘリン分子群が発見

されており，神経組織の組織形成(histogenesis)や軸索

誘導に深く関わっている．我々は当時，前者をⅡ型カド

ヘリン ，後者をプロトカドヘリン と命名したが，

これらの名称と概念は現在も当該研究領域において普及

している．カドヘリン群は，このように分子進化によっ

て生じたと推測できる多数の遺伝子スーパーファミリー

のメンバーと遺伝子のスプライシングや組み換えなど

で，その多様性を増している ．本来カドヘリンを

有していない培養細胞に対して，遺伝子導入によって強

制発現してやると細胞境界に局在して，同種選択的に細

胞接着を制御するようになる(図25) ．カドヘリン分

子群は，細胞凝集反応を制御する分子機構であり，網膜

発生の時期に，時間的空間的に発現が厳密に制御され，

複雑な視覚神経回路網を構成するものと考えられた(図

26) ．網膜色素上皮細胞は，カドヘリンを発現してお

り，タイトジャンクション，アドへレンスジャンクショ

ンなどを有し，隣接細胞同士が互いに強固な結合装置で

結びつけられており，硝子体中へと遊走するためには，

この隣接細胞との細胞-細胞間の連鎖を断ち切る必要が

ある．

5．網膜色素上皮細胞における接着分子の自己切断現

象，上皮-間葉系形質転換現象

我々は網膜色素上皮細胞の培養細胞ライン(ARPE-

19)におけるカドヘリン発現パターンを解析したところ，

神経型カドヘリン(N-cadherin)が発現されていた(図

27)．そこで，増殖性病変時に眼内で生じるストレス形

図 24 トリアムシノロンのテノン囊下注入による糖尿病網膜症黄斑浮腫の治療効果．(文献102より許可を

得て転載)

トリアムシノロンのテノン囊下注入により，糖尿病黄斑浮腫は軽減するが，一部の症例では，黄斑浮腫の

再発が観察される．

トリアムシノロン(TA)(40mg)のテノン囊下注入により，中心窩網膜厚(μm)は，統計学的に有意な黄斑

浮腫が軽減した．左上，TA治療前の光干渉断層図(OCT)所見；右上，TA治療後3か月の時点での黄斑

浮腫軽減；左下，黄斑浮腫の再発；右下，TA治療後14か月後の時点で黄斑浮腫が軽減した状態で安定

している．経過観察期間は，TA注入後の月数で表す．p値は，Wilcoxon signed-rank検定により計算

された．
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態として，サイトカイン刺激や酸化ストレスを加えたと

ころ，急速に細胞境界に局在していたカドヘリン染色性

が低下していった．この現象は，ウエスタンブロット法

によって，全長カドヘリン分子の減少と蛋白分解産物の

出現によっても確認することができた．すなわち，酸化

ストレスは，細胞接着分子の発現抑制と自己切断の二つ

のメカニズムで細胞接着能を低下させることで，網膜色

素上皮細胞の隣接細胞との連結を解除することが可能に

なる．さらに酸化ストレスは，網膜色素上皮由来細胞ラ

インに対して細胞―基質間接着分子群が発現低下するこ

とが報告 されており，隣接細胞との結合装置による

連結の解除は，同時に基底膜側の細胞外基質との解離を

伴うことから，自由に遊走することが可能になることが

推測された．

他方，TGF-βや炎症性サイトカインの刺激は，培養

網膜色素上皮細胞の間葉系細胞への形質転換を惹起し，

大量の細胞外基質産生と細胞―基質間接着分子の切断を

誘導した．これは，増殖硝子体網膜症における網膜色素

上皮細胞の形質転換に類似した現象と考えられた．この

ような現象は，一般的に上皮―間葉転換(epithelial-me-

senchymal transition, EMT)と呼ばれる．EMTは，

組織発生や器官構築に寄与するのみならず，組織の線維

図 25 カドヘリン- とカドヘリン- の培養細胞における発現局在．(文献121より許可を得て転載)

カドヘリンは，(カドヘリン-4が属する)Ⅰ型と(カドヘリン-5が属する)Ⅱ型で共通して，細胞-細胞間境界

に発現され，同種選択的に細胞接着を制御する．カドヘリンを発現させた培養細胞を用いた実験系では，同

種選択的な細胞凝集が観察できるようにななるが，カドヘリン分子間で若干の相違はある．

左段；カドヘリンを本来発現しない培養細胞(L細胞)にカドヘリン遺伝子を発現させると，高密度で培養さ

れた場合，細胞同士が密に接触するようになる．免疫染色は，抗カドヘリン-4抗体(a)と抗カドヘリン-5

抗体(b)で施行された．抗体で認識されるカドヘリンは，それぞれカドヘリン-4(a)とカドヘリン-5(b)のト

ランスフェクタントにおいて，主として細胞周囲または細胞-細胞間境界に局在する．しかし，対照血清で

は，これらの局在を認識する染色性は観察されない(c)．バーは20μm．

右段；細胞凝集試験．トランスフェクタントは，0.01％トリプシンと1mM EGTAで処理されて解離され，

遠心操作にて回収された．細胞は，洗浄後，2mM CaCl，1％ BSA，20μg/ml deoxynucleotidaseを含ん

だ緩衝液(HBS)で1時間の静置された．カドヘリン-4トランスフェクタント(a)は，約30分後に凝集し始

めるが，カドヘリン-5トランスフェクタント(b)と本来のL細胞(c)は1時間後でも凝集できない．バーは

200μm
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化や腫瘍の浸潤転移などの病態を形成する原因にな

る ．EMTは，炎症性疾患においてTGF-βが誘導す

る組織線維化にも関連しており，増殖硝子体網膜症の病

態を類推することも可能であった．我々は炎症などに

よって誘導される酸化ストレスがEMTの引き金になる

のではないかという仮説の下で研究を推進してきたが，

現時点で我々が得たデータは，その仮説を支持するもの

であった(図28)．

6．増殖硝子体網膜症の病態理解と新しい薬物療法の

可能性

増殖硝子体網膜症の分子基盤として，我々は，細胞接

着分子の切断と発現抑制に着目した．さらに，増殖病変

の形成に当たっては，酸化ストレスや生理活性因子に誘

導されるEMTが重要な役割を果たすと考えている．上

記の研究成果を得て，我々が考えた増殖硝子体網膜症に

おける病態の分子基盤としては，次のようなものにな

る．網膜色素上皮細胞は，正常状態では，カドヘリンを

中心とした細胞間結合装置で連結されており，遊走性が

図 26 視覚神経回路網の発生と細胞接着分子カドヘリ

ンmRNAの発現局在．(文献122より許可を得て転

載)

カドヘリン分子群は，細胞凝集反応を制御する分子機

構であり，網膜発生の時期に，時間的空間的に発現が

厳密に制御され，複雑な視覚神経回路網を構成するも

のと考えられた．

網膜発生におけるカドヘリンmRNA発現の局在が in
 

situハイブリダイゼーションで示されている．P0～

P42は，生後日齢0日～42日を意味する．N-cad，

R-cad，cad-6，cad-8，cad-11は，それぞれ神経型カ

ドヘリン(neural caderin, N-cadherin)，網膜型カド

ヘリン(retinal cadherin, R-cadherin)，カドヘリン

-6，-8，-11を意味する．N-cadと R-cadは，Ⅰ型カ

ドヘリンであり，cad-6，-8，-11は，Ⅱ型カドヘリ

ンに属する．小さな矢はアマクリン細胞，大きな矢は

水平細胞，矢頭は(推定では)双極細胞を示す．ただ

し，切片間の染色強度の相違は，染色効率が実験間で

異なるために，mRNA発現強度の相違を反映してい

るとは限らない．

図 27 網膜色素上皮細胞ラインにおけるカドヘリン発

現の局在．

網膜色素上皮細胞由来の細胞ライン(ARPE-19)にお

いて，抗カドヘリン抗体を用いて免疫染色を行うと，

細胞―細胞間境界面に局在する．一連の実験により，

網膜色素上皮細胞ラインで発現されているカドヘリン

タイプは，神経型カドヘリン(N-カドヘリン)である

ことが解明されている．
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抑制されている．しかし，(1)酸化ストレスやサイトカ

イン刺激が加わることで，既存のカドヘリン蛋白質は，

自己酵素(メタロプロテアーゼ)処理によって自己切断さ

れ，同時に新規カドヘリン合成は抑制される．(2)侵襲

性の強い網膜復位手術後では，血液眼関門の障害や炎症

細胞の浸潤によって，眼内でのTGF-βや炎症性サイト

カインの濃度が著明に上昇する．(3)サイトカインのコ

ンビネーション刺激は，p38MAPキナーゼ系を介し

て，網膜色素上皮細胞に形質転換(EMT)を惹起する．

(4)さらに続発するCD44の自己切断により，ヒアルロ

ン酸などとの相互関係を経て，運動性を獲得した形質転

換後の網膜色素上皮細胞は，硝子体中の生理活性因子に

誘導される．(5)硝子体ゲル上で接着して線維芽細胞様

となった網膜色素上皮細胞は，大量の細胞外基質を産生

しながら，その中に埋もれて，間葉系細胞としての特性

を強調した形で増殖反応を進行させていく．その後は，

図 28 網膜色素上皮細胞ラインに対する TGF-βの刺激前後での位相差顕微鏡写真．

サイトカイン刺激や酸化ストレスは，網膜色紙上皮細胞由来の培養細胞ラインにおいて，上皮-間葉形質転

換(epithelial-mesenchymal transition,EMT)を生じる．形質転換は，カドヘリンタンパク質の自己切断，

CD44の自己切断，細胞外基質産生の亢進などに加えて細胞タイプに特異的な遺伝子発現により確認され

た．

TGF-β(10ng/ml)で1日間刺激すると，ARPE-19の培養細胞は，上皮系細胞から間葉系細胞への形質転

換を生じる．

(A)処置していない対照実験

(B)TGF-β(10ng/ml)で1日間負荷した培養細胞(ARPE-19)

図 29 プラスミンによる網膜内層表面の変化．(文献127より許可を得て転載)

走査電子顕微鏡により，プラスミンまたは溶媒(BSS)を負荷してから，30分後に家兎眼網膜表面を観察し

た写真．(A)BSS注入(対照群)，(B)0.05IUプラスミン注入，(C)0.25IUプラスミン注入，(D)0.5IUプ

ラスミン注入．プラスミン処置を受けた眼は，濃度依存的に平滑な網膜表面を観察することができた．

BSS,balanced salt solution．バーは50μm
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これらの過程が悪循環を成立させると考えた．

このような病態理解は，いくつかの新しい薬物療法の

可能性を示唆する．すなわち，初期病態を増悪させ上記

の分子基盤を推進する酸化ストレスや炎症反応を抑制す

るために，(1)ステロイド剤や非ステロイド系消炎剤，

(2)抗サイトカイン療法，(3)還元剤，(4)p38MAPキ

ナーゼ阻害薬などが候補薬として挙げられ，形質転換を

生じて細胞外基質を大量に産生して，その中に埋もれる

ことで間葉系細胞として増殖を遂げる状態においては，

その増殖の足場となる細胞外基質を分解する酵素処理に

よるゲル廓清である．特に酵素処理によるゲル廓清は，

単純に増殖の足場となる硝子体ゲルや細胞外基質を分解

するだけではなく，現在の硝子体手術の効率を改善して

手術の侵襲性を軽減することで，前述の酸化ストレスや

炎症反応そのものを当初から抑制することができると考

えられた．

7．酵素処理による化学的硝子体手術の可能性

硝子体網膜疾患において治療困難な病態のほとんど

は，網膜硝子体境界面に生じる増殖病変がきっかけとな

る．したがって，近年の硝子体手術では，安全確実に硝

子体を網膜表面から解離することが重要な過程であると

考えられている．しかし機械的な後部硝子体剥離は，増

殖硝子体網膜症などの増殖病変においては，しばしば術

中・術後合併症を惹き起こす．さらに，遺残硝子体は，

増殖病変の足場となるために，完全な硝子体ゲル廓清が

望ましい．我々は，自家血液からプラスミンを精製し

て，硝子体手術に用いた．プラスミン精製および臨床応

用に関しては，既に臨床応用に踏み込んでいたTrese

らの手法 を参考にした．同様の手法を用いた寺崎ら

の臨床研究は，網膜内境界面における細胞外基質の分解

を示していた ．我々は熊本大学倫理委員会の承認の

下，臨床応用に踏みきった．我々は既に百例以上の臨床

経験を蓄積したが，硝子体の液化ならびに後部硝子体剥

離の誘導を認め，また，病的組織である網膜硝子体界面

の増殖膜剥離を容易にするなど，硝子体手術での有用性

を確認することができた．

我々はプラスミンの後部硝子体剥離の誘導作用に着目

して，その分子基盤を解明することを目指した．我々の

形態学的解析は，プラスミン処理により，濃度依存的に

硝子体ゲルは分解され，網膜表面が平滑になることを確

認した(図29)．さらに，網膜内層には，膜貫通型の細

胞外基質分解酵素であるmembrane type-1matrix me-

図 30 膜貫通型マトリックスメタロプロテアーゼの局在．(文献127より許可を得て転載)

MMP-2の活性化は，MT 1-MMP(membrane type-1matrix metalloproteinase)により惹起されることが

知られているが，MT 1-MMPは網膜内層に局在していた．実際に，硝子体標本に対しては直接的にプラス

ミンを投与してもMMP-2活性化は生じないのに対して，家兎眼硝子体内にプラスミン注入することで，濃

度依存的に硝子体内のMMP-2が活性化されていた．

左段；免疫染色によって，網膜内層には，膜貫通型の細胞外基質分解酵素であるMT 1-MMP免疫染色性

が局在することが観察された．

右段；ザイモグラフィ(A)によって，活性型MMPと pro-MMPの比率を算出した．プラスミン濃度依存

的に，活性型MMP-2の比率が上昇していた(B)．
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talloproteinase(MT 1-MMP)が局在しており，プラ

スミン処理により，マトリックスメタロプロテアーゼ-

2(MMP-2)が活性化されることが判明した(図30)．

我々は，このMT 1-MMPがプラスミンによるMMP-2

活性化に重要な役割を果たすと考えており，実際に，硝

子体標本に in vitroでプラスミンを加えても，MMP-2

活性化は認めなかった．一方，臨床的にプラスミン処理

を用いた硝子体手術を施行した患者から，同意を得て採

取した硝子体標本では，明瞭にMMP-2活性が亢進して

いた(図31) ．我々は臨床的に後部硝子体剥離を作製

する酵素処理としてのプラスミンの有効性を確認すると

ともに，その分子基盤を解明したと考える．我々はプラ

スミンに続く次世代の酵素処理手術の開発も手がけてお

り，その一つの可能性として，微生物培養により大量か

つ安価に生産が可能であるナットウキナーゼにおいて

も，同様の後部硝子体剥離誘導能を認めており ，そ

の臨床応用に向けてのトランスレーショナルリサーチに

取り組んでいる．このような酵素処理を含めて，硝子体

手術の改良は，術後炎症反応を劇的に抑制するととも

に，増殖の場となる違残硝子体ゲルを徹底的に除去する

ことで，増殖硝子体網膜症の発症リスクを最小限にする

ことは可能であると考える．

網膜再生医療の補完的薬物療法

1．再生医学・医療の現状と眼科領域における応用

再生医学・医療は，疾患によって喪失された機能を再

建する新しい治療概念として，一般社会からも大きな期

待を寄せられている．眼科領域においては，眼表面の再

生医療が既に臨床応用されており成果を挙げているが，

網膜視神経の再生医療については未だ十分な臨床的成績

を得ることができていない．主要な中途失明原因は，糖

尿病網膜症，緑内障，加齢黄斑変性症，網膜色素変性症

などであるが，これらはいずれもが網膜神経細胞の細胞

死を共通経路としており，視覚神経回路網の破綻が本態

である．一旦喪失した視機能の再建にとって，網膜視神

経の再生医療は期待されながらも，臨床的試みは限定的

にしか行われていない．ヒトにおける網膜移植再生医療

の試みとしては，複数の研究グループによる臨床的な試

みがなされてきた ．しかし，これらの先進的な取

り組みは，十分な視機能改善に成功したとはいい難い．

移植された視細胞は生着は可能であるが，機能的な神経

回路網に組み込まれたという根拠は十分に得られていな

い．

基礎研究レベルで移植網膜の細胞源として試みられて

いるものとしては，成体脳由来神経幹細胞，胎仔脳由来

神経幹細胞，胚性幹細胞，虹彩色素上皮細胞，毛様体由

来網膜幹細胞，骨髄間質細胞などがある．幹細胞や前駆

細胞は自己複製能と分化能を有し，成体で組織や臓器の

恒常性の維持や損傷時の再生を可能にする細胞群であ

る．成体幹細胞を移植細胞源とする最大の利点は免疫反

応を回避する自己細胞が利用できる点であり，すでに，

角膜上皮など一部臓器では，臨床応用が開始されてきて

いる．2000年にTropepeら が成熟マウス個体の眼組

織(毛様体縁部)に網膜幹(前駆)細胞を発見したことで大

きな転換点を迎えた．毛様体は臨床において視機能を障

害することなく外科的に入手可能であり，網膜-細胞移

植治療における細胞源として，現在，最も有力な候補の

一つである．幹細胞は，通常，生体組織全体の細胞の

数％にすぎないため，これらの幹細胞を組織再生に利

用するには，ex vivoで増幅させることが必要である．

高橋らは，成体海馬由来神経幹細胞を硝子体腔に移植す

ると傷害された宿主成体網膜内に層構造を破壊すること

なく生着することを報告 した．

2．網膜再生医療に向けての我々の研究戦略

我々は前述した一連の細胞接着分子や生理活性因子研

究，あるいは後述する細胞外マトリックス研究を通じ

て，視覚神経回路網の発生・再生に深い関心を寄せてい

たが，上記の高橋らの神経幹細胞の網膜内移植研究

に共同研究者として参加することで，それ以降，神経幹

細胞の細胞系譜誘導の場としての網膜の作用に着目する

ようになった．このような研究潮流の中で，我々が考え

た研究戦略は，現在の網膜再生医療が抱える諸問題を解
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図 31 臨床的にプラスミンを用いた硝子体手術におけ

る硝子体標本中のMMP- 活性．(文献127より許可

を得て転載)

プラスミン注入後，15分後に採取した硝子体標本で

は，活性化MMP-2の比率が上昇しており，プラスミ

ンを介してMMP-2活性化が生じていることが臨床的

にも確認された．
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決していくことであった．現時点で，網膜再生医療の臨

床応用に踏み込むために必要な研究は，(1)高効率な細

胞資源の獲得，(2)安全で確実な移植法の樹立，(3)神経

細胞系譜誘導の制御技術の開発，(4)神経細胞の軸索誘

導の制御と考えた．

3．網膜幹細胞の培養と増殖刺激

現時点で網膜再生医療の臨床応用を考えた場合，自家

細胞であることによって移植細胞に対する宿主側の免疫

応答が回避でき，毛様体(あるいは虹彩)は手術的に採取

可能な領域であることから，自家毛様体由来の網膜幹細

胞が最も可能性が高いと考えた．ES細胞は，細胞分

化・増殖の制御がまだ十分ではなく，臨床応用では奇形
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図 32 生理活性因子による網膜幹細胞の高効率な培養

刺激．(文献134より許可を得て転載)

上段；毛様体由来網膜幹細胞のクローナルなスフィア

形成．明視野(A)および蛍光(B)顕微鏡像を示す．

GFP(green fluorescence protein)発現マウスおよび

野生型マウスから得られた成体毛様体細胞をバラバラ

に分解して混合し，5日間浮遊培養を行った．混合し

た細胞はそれぞれ別々のスフィアを形成した．バーは

100μm．

下段；細胞増殖能をKi-67陽性で評価して，Ki-67陽

性細胞数を定量したところ，Wnt3aの濃度依存的に

Ki-67陽性細胞数は増加していた．Fzd-8-CRD(Wnt

アンタゴニスト)によりその効果は阻害されており，

この効果がWnt活性によるものであることが確認さ

れた．またWnt3aの存在下にてBrdU取り込み細胞

数が増加した．全データは3回実験の平均値±標準偏

差．

図 33 網膜幹細胞の増殖刺激に対するWnt刺激と

FGFシグナルの関連．(文献134より許可を得て転

載)

我々はSB126763(GSK3阻害剤)がβ-カテニンへの

影響を介して，Wntシグナル刺激の代用となること

を解明した．SB126763(GSK3阻害剤)と SU5402

(FGFレセプター阻害剤)の網膜幹細胞増殖刺激を解

析したところ，Wnt刺激はFGFシグナルと相加的な

効果を認めた．

Ki-67陽性細胞数にて網膜幹細胞の増殖性を評価し

た．バラバラにしたスフィア細胞を各条件下に48時

間接着培養した．外因性FGF2の存在下で，SU5402

はKi-67陽性細胞数を濃度依存的に低下させた．外因

性FGF2の非存在下でもSU5402はKi-67陽性細胞

数を減少させた．このことからスフィア由来細胞の培

養に内因性FGF2が存在していることが示唆された．

SB216763の細胞増殖に対する影響はSU5402に

よって減弱し，FGF2によって増強した．数値デー

タは，平均値±標準誤差で示された． ：p＜0.05，

：p＜0.01．
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種などの腫瘍形成のリスクを現時点では否定できない．

胎児由来細胞は，日本においては倫理的問題に抵触する

上に，入手がきわめて制限される現状の中で，臨床応用

にまで踏みきるには難しいと考えた．骨髄間質細胞は，

細胞分化と細胞融合の識別が議論されている段階であ

り，現時点で網膜再生医療の臨床応用を考える段階に

至っていない．いずれにせよ，細胞系譜の分化誘導を考

えた場合，組織由来領域の支配は強力であり，脳を含め

て他臓器由来の神経幹細胞は，神経細胞には分化しうる

ものの，網膜特異的神経細胞に分化誘導することがきわ

めて困難である．毛様体由来の網膜幹細胞は，移植目的

に使用する場合に採取できる細胞量は限られる．した

がって，移植に十分な量の網膜幹細胞を得るためには多

分化能を維持したまま ex vivoにおける効率的かつ安定

した細胞増殖を可能とする手技を確立し，移植細胞資源

として樹立する必要がある．

我々は，毛様体由来の網膜幹細胞を単離培養した．特

に，臨床応用を考えた場合，高効率な増殖培養技術の確

立は重要と考えたが，増殖促進手段の候補として，網膜

発生に関連する分泌性の生理活性因子であるWnt を

応用することを考えた．Wnt3aを添加することで，毛

様体由来網膜幹細胞は増殖刺激され，一次ニューロス

フェア直径も増加した(図32)．Wnt刺激により増殖さ

れた網膜幹細胞は，網膜特異的神経細胞タイプに分化し

うる多分化能を有しており，FGFシグナルと相加的な

効果を認めた(図33) ．

4．移植された神経幹細胞の細胞系譜分化誘導の制御

移植された神経幹細胞にとって，適切な神経細胞系譜

に分化誘導されることは必須となる．経硝子体移植は残

存視機能を損傷することなく臨床の手術手技で網膜移植

が可能な点で，臨床応用に適する手技と考えられる．神

経(網膜)幹細胞の分化に関わる因子としては発生学的知

見を基盤に様々な内的，外的因子が報告されている．

我々は神経保護研究を通じて，多彩な生理活性因子群を

解析していたが，それらの一部，例えばCNTFや IL-

6，は細胞系譜に影響を与える代表的生理活性因子でも

ある．したがって，生理条件下の網膜とは異なり，病的

状態に陥った網膜とそのストレス応答は，幹細胞移植後

の細胞系譜誘導に大きな影響を与えることが考えられ

た．そこで我々は， 分化誘導の場」としての網膜の役

割に着目して研究を展開した．眼圧非依存的網膜障害の

モデルとして，グルタミン酸受容体を介した網膜障害モ

デル眼(NMDA注入眼)を作製した．次に，enhanced
 

green fluorescence protein(EGFP)トランスジェニック

マウス胎生14日終脳より神経上皮細胞を分離し，これ

より神経前駆細胞を精製し，経硝子体的に移植した．移

植細胞は，網膜内に侵入生着し，少なくとも移植後4

週間は宿主網膜内で生存することが示された．免疫染色

によって，移植後の神経幹細胞の細胞系譜を解析したと

ころ，8割前後の移植細胞がGFAP陽性のグリア細胞

系譜へと誘導されていた．CNTFファミリーの発現と

の関連を解析すると，NMDA注入後1週をピークに宿

主網膜グリア細胞のGFAP発現上昇で示される活性化

図 34 神経幹細胞における細胞系譜決定の分子メカニズム．

インターロイキン-6(IL-6)スーパーファミリーの刺激は，受容体と glycoprotein130(gp130)のコンビネー

ションにより，gp130が活性化され，下流の JAK(janus kinase)/STAT(signal transducers and activa-

tors of transcription)系を介してGFAPのプロモーターを活性化され，グリア細胞系譜へと誘導される．

ニューロジェニン(Ngn)は，この経路を抑制することで，神経細胞系譜へと誘導する．
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とCNTF発現上昇が観察された．IL-6スーパーファ

ミリーに属する leukemia inhibitory factor(LIF)や

CNTFはアストロサイト(グリア細胞)の分化誘導因子

であり，gp(glycoprotein)130のシグナルを活性化し，

下流の JAK(janus kinase)/STAT(signal transducers
 

and activators of transcription)系を介してGFAPの

プロモーターを活性化することが知られている(図

34) ．さらに，グリア細胞系の活性化は，軸索誘導に

大きな影響を与える ．グリア細胞の移植後の宿主網

膜からのサイトカインなどの液性因子(CNTF)の発現

持続が神経前駆細胞のグリア優位への分化に影響してい

る可能性が示唆された．そこで gp130ノックアウトマ

ウス由来の神経前駆細胞を用いた同様の移植実験では，

GFAP陽性移植細胞の割合は対照と比較すると有意に

減少し，未熟なニューロンのマーカーであるMAP2陽

性移植細胞の割合が増加した ．これらのことから移

植された神経前駆細胞の分化に gp130シグナルを介し

た制御機構の関与が示唆された．

さらに，我々は神経前駆細胞移植における網膜再生に

おいて，移植細胞が効率的にニューロンへ分化するこ

とが必要である．そこで，神経特異的なbasic region
 

helix loop helix(bHLH)型の転写制御因子 の遺伝子

導入を行い，神経前駆細胞のニューロンへの分化誘導を

試みた．ニューロン分化誘導を促すニューロジェニン遺

伝子をレトロウイルスベクターにより神経前駆細胞に強

制発現させると，in vitroでは有意にニューロンへの分

化誘導が認められたものの，強制発現後に移植細胞の障

害網膜への生着は抑制された．原因としてニューロジェ

ニン遺伝子を導入した細胞はニューロン分化とともに増

殖能を失うこと，さらに強制的にニューロンヘ分化した

細胞は網膜への侵入生着および生存能が低いことが考え

られた．他方，非ステロイド系消炎剤であるインドメタ

シンを投与したところ，NMDA網膜障害後であっても

網膜内の gp130，CNTFの発現が減少するとともに神

図 35 網膜発生における神経特異的プロテオグリカンの発現．(文献141より許可を得て転載)

神経特異的プロテオグリカンの発現は，網膜発生の段階で，網膜細胞分化の進行と神経細胞間シナプス形成

が行われている時間的空間的な局在と一致していた．

図は，神経特異的プロテオグリカンの代表として，ニューロカンの免疫染色による局在解析を示す．発生網

膜のニューロカン免疫染色．胎生期16日目(E16)では，神経線維層(NFL)を含む網膜内層にニューロカン

の局在を認めた．生後0日(P0)では，NFLや神経節細胞層(GCL)および内網状層(IPL)に強い免疫染色性

をみられた．生後14日(P14)では外網状層(OPL)にも発現を認めたが，成熟した生後42日(P42)のラット

では染色性はほとんどみられなかった．
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経前駆細胞のグリア細胞系譜への誘導が抑制された．

5．神経軸索の投射制御技術の開発

網膜再生医療による視機能再建を考えた場合，最大の

難関は，機能的神経回路網を再構築するシステムの開発

になると思われる．現時点では，かろうじて移植された

一部の細胞がシナプスを形成することが期待されている

にとどまり，大部分の移植細胞群が確実に目的とする細

胞系譜に誘導された上で，効率よく神経回路網を再形成

していることを示す報告はない．特に視覚神経回路網に

おいては，網膜神経節細胞のきわめて長く特有の脳に至

る経路を辿る軸索誘導は，現状の技術では至難の業とい

わざるを得ない．神経幹細胞を特定の神経細胞へ分化誘

導し，神経回路を再構築するためには，その幹細胞が本

来持つ性質のみならず，細胞周辺を取り巻く微小環境が

大きな比重を占めることが認識されてきている．我々は

神経細胞の分化誘導を規定する因子として，細胞外基質

の一つであるプロテオグリカンに注目し，一連の研究を

展開してきた ．

プロテオグリカンはそのグリコサミノグリカン糖鎖を

有する糖蛋白質で，その糖鎖や蛋白に様々な生理活性因

子や他の細胞外基質，または細胞表面の接着因子を結合

させる作用を有する．発生段階にある網膜に対してグリ

コサミノグリカン糖鎖の一つであるコンドロイチン硫酸

を認識する抗体で免疫染色を行うと，視神経や網膜内層

に強い免疫染色性がみられ，その染色性は網膜の成熟に

従い，次第に消退していくことを観察できる ．網膜

図 36 神経特異的プロテオグリカンによる培養網膜神経節細胞における軸索伸張の制御．(文献146より許

可を得て転載)

ニューロカンは，網膜神経節細胞の神経突起伸長を統計学的に有意に抑制することが可能である．ニュー

ロカンやホスファカンをコートした培養プレート上では，ラット網膜神経節細胞の神経突起の伸長は，著

しく抑制された．

生存している網膜神経節細胞の軸索を観察するために，calcein-AM が用いられた．poly-L-lysine(50

μg/ml)(PLL)プレート上に10μg/ml laminin(LN)でコートして48時間培養した網膜神経節細胞は長い

軸索を伸ばす(A)．PLLプレートのみ(B)，chondrosarcomaプロテオグリカン(CS)でコートしたPLL

プレート(C)でも軸索は伸びる．一方，10μg/mlニューロカン(NC)(D)やホスファカン(PC)(E)でコー

トしたPLLプレートは，軸索伸張が抑制されていた．コンドロイチナーゼABCで処理してコア蛋白質

だけにしたニューロカン(NCcore)(F)やホスファカン(PCcore)(G)でコートしたPLLプレートでも，こ

の抑制効果は観察された．特にホスファカンのコア蛋白質の抑制効果は増強されていた．同一培養プレー

トを二種類のプロテオグリカンでコートすると，ニューロカンとホスファカンの抑制効果は，さらに明瞭

であった．バーは50μm
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視細胞間基質(interphotoreceptor matrix,IPM)に存在

するコンドロイチン硫酸は，視細胞の機能維持もしくは

他の細胞外基質や細胞接着因子と架橋構造を作ることに

よって神経網膜と網膜色素上皮細胞との機械的接着を促

していると推測されている．我々は，発生段階で発現す

るコンドロイチン硫酸は，軸索の伸長過程もしくはシナ

プス形成過程に関わっている可能性を考えた．

我々は，研究当時，脳特異的と考えられていたコンド

ロイチン硫酸プロテオグリカンであるニューロカン，ホ

スファカン，ニューログリカンCの発現を評価したと

ころ，網膜の発生段階において，特定の層に一過性に発

現していることが解明された(図35) ．すなわち，

これらは脳特異的ではなく，神経特異的なプロテオグリ

カンであるといえる．興味深いことに網膜に対して，眼

圧非依存的網膜障害(虚血再潅流障害)を生じると，成熟

網膜ではほとんど発現がみられないニューロカンがグリ

図 37 神経幹細胞の分化誘導と神経特異的プロテオグリカンの発現変化．(文献148より許可を得て転載)

ヘパラン硫酸プロテオグリカンであるN-シンデカンは，神経幹細胞(A，B)の分化誘導における神経特異

的プロテオグリカンの発現変化を解析したところ，神経細胞系譜の分化誘導に伴う神経突起伸長に対応し

て，N-シンデカンの発現上昇が認められた(C，D)．

図 38 神経幹細胞の分化誘導と神経特異的プロテオグリカンの発現変化．(文献149より許可を得て転載)

稲谷らは，ヘパラン硫酸合成酵素であるEXT 1遺伝子を神経特異的にノックアウトした変異マウス(KO)

を作製したところ，視神経軸索は視交叉を通過したのち，僚眼の視神経に沿って逆行性に異常な投射を示し

たことを報告した．

ヘパラン硫酸合成酵素EXT 1変異マウス(KO)における視神経投射異常．WTは，対照としての野生型を

示す．変異マウスの大半の視神経は視交叉を通過後，僚眼の視神経を逆行性に投射した(矢印)．
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ア細胞から産生される現象がみられた ．これらの神

経特異的プロテオグリカンの時間的空間的に制御された

発現パターンは，多彩な組織で発現されることの多い神

経組織非特異的なプロテオグリカンデコリンと比較する

と明瞭な相違であった ．網膜神経節細胞をニューロ

カン，ホスファカンの存在下で培養を行うと，神経突起

の伸長が著しく阻害されることから，コンドロイチン硫

酸プロテオグリカンが神経軸索伸長を制御している可能

性が示唆された(図36) ．このように，神経特異的プ

ロテオグリカンは，視覚神経回路網の発生と再生に深く

かかわる環境中の軸索制御因子として作用する．

我々はヘパラン硫酸プロテオグリカンがそのグリコサ

ミノグリカン糖鎖を介して，Wntや FGFなどの神経幹

細胞の分化誘導に関与する生理活性物質と結合する作用

に着目し，その発現分布を解析したところ，N-シンデ

カンと呼ばれるヘパラン硫酸プロテオグリカンが，網膜

の発生段階において視神経軸索に局在発現していること

が判明した ．我々はさらに，神経幹細胞の分化誘導

における神経特異的プロテオグリカンの発現変化を解析

したところ，神経細胞系譜の分化誘導に伴う神経突起伸

長に対応して，N-シンデカンの発現上昇が認められた

(図37) ．さらに，共同研究者である稲谷(現 熊本大

眼科)は，留学中の研究において，ヘパラン硫酸合成の

キー酵素であるEXT 1をコードする遺伝子を神経組織

特異的にノックアウトした変異マウスを作製したとこ

ろ，その変異マウスでは，視神経は視交叉を通過したの

ち，僚眼の視神経に沿って逆行性に異常な投射を示した

(図38) ．他方，成熟した中枢神経組織ではグリコサ

ミノグリカンの発現が抑制されているため，生理活性因

子に対する応答が低下している可能性が考えられ，今

後，生理活性因子の生体内での作用を評価する上で，糖

鎖による影響を加味する必要があるといえる．網膜発生

医学と再生医療を考えた場合，神経軸索の制御技術の開

発は不可欠であり，細胞外マトリックス研究の重要性は

強調しておきたい．

結 語

我々は宿題報告 新しい眼薬物療法」を担当するに当

たって，最新の基礎医学研究手法の進歩を積極的に導入

することで，眼疾患の詳細な分子基盤を解析することが

可能になったと考えた．我々はこのような研究戦略を活

用することで， 分子基盤に基づいた眼疾患の理解と新

しい眼薬物療法」を目指した．本総説においては，我々

が展開してきた研究について， 緑内障」， 加齢黄斑変

性」， 増殖硝子体網膜症」という三つの眼疾患を取り上

げ，さらに，新しい治療概念として網膜再生医療につい

ては，補完的薬物療法の重要性を指摘し，今後の研究展

開の方向性を述べた．我々が得られた研究成果は，これ

らの眼疾患の分子基盤すべてを解明したものではない．

しかし，我々の得た知見は，少なくともいくつかの新し

い視点を眼疾患の理解に提供し，新しい薬物療法の臨床

応用を可能にした．我々は，臨床医としての関心から研

究目標を設定し，基礎研究者として問題の解決を図るこ

とを意識して研究を展開してきた． 狭い専門性からの

脱却」と 基礎研究と臨床医学の融合」という二つの命

題を掲げたが，新しい病態解釈と治療法の開発には，こ

のような考え方はきわめて重要であり，そして有効であ

ると考えている．

稿を終えるに当たって，宿題報告の機会を賜りました日本

眼科学会評議員の諸先生，座長の労をお取り下さいました増

田寛次郎先生，本研究をご支援いただきました熊本大学眼科

同窓会，京都大学眼科同窓会，製薬会社，共同研究者の諸先

生に深く感謝申し上げます．特に，私の眼科医としての生涯

にわたって常に温かく見守り励まして下さった我が恩師 永

田 誠先生，本田孔士先生のご指導とご支援に深謝申し上げ

ます．

本研究は，文部科学省科学研究補助金，文部科学省高度先
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Comment：塚原 重雄

熊本大学眼科の開講100周年終えてその1年目に当たる，平成17年，新たなスタートを切る年

に谷原秀信教授が日本眼科学会の宿題報告 新しい薬物療法」を担当されたことは大変意義深い．

分子基盤に基づいた眼疾患の理解と新しい眼薬物治療法」が第109回日本眼科学会総会の宿題報

告の担当課題名である．最近の分子生物学的手法の驚くべき進歩は，疾患理解の進歩や治療法の開

発に大きく貢献しているが，本論文は教授が京都大学に籍を置いていた頃の業績を含めて，熊本大

学に赴任された数年間の間に分子細胞学的手法を駆使し行った研究の総括である．実際の講演では

膨大な量のデータを示されその内容を十分に理解することは困難であったが，本論文ではその研究

内容の膨大さ，多岐にわたっていることを改めて確認できる．小生のような第一線を退いた者に

とって中々難解な論文であるが，本研究の特徴は基礎的研究に終始するのではなく，臨床家として

これらの成果を臨床応用することを目指している点である．

本論文では日本の超高齢化社会への突入する中で，後天性失明原因として近年注目されている緑

内障，加齢黄斑変性症，増殖硝子体網膜症という非常に重要かつ広範なテーマを取り上げている

が，本稿では特に緑内障に焦点を絞ってコメントしてみたい．

緑内障は須田経宇先生以来の熊本大学の長年にわたる基礎，臨床を含めた伝統的な研究テーマの

一つである．日本緑内障学会の主導で実施された多治見疫学調査の結果，日本人の緑内障有病率は

5.0％で，40歳以上の5人に1人が罹患していることを示していて，失明の原因疾患として日本で

は第1位を占め最重要な眼科疾患である．しかもその90％以上は未発見，未治療で放置されてお

り，その早期発見，早期治療が期待されている．

多治見疫学調査では正常眼圧緑内障が本邦では全緑内障の70％を超えることが報告されている

が，緑内障の発症や進行さらに治療に関して明らかなエビデンスを有するのは眼圧のみである．こ

の点から今後も眼圧は最も重要な緑内障関連因子であると考えられる．論文の緑内障前半部分で

は，特に線維柱帯経由の眼圧調整機構の分子レベルでの解析や眼圧下降薬の作用機序とその開発に

関して述べている．線維柱帯路は主要な房水流出路であり眼圧上昇の主座であるにもかかわらず現

在線維柱帯路への直接的作動薬がほとんどないが，教授は，線維柱帯細胞におけるRho-ROCKシ

グナルを介した眼圧調整機構，眼圧下降薬に関して多くの研究成果を示している．房水中の様々な

生理活性物質が，Rho-ROCKシグナルを誘導し，眼圧上昇機序に深く関わっていること，Rho-

kinaseが線維柱帯細胞へ影響を与えることを明らかにし，Rho-ROCKシグナル系の調整によって

線維柱帯細胞の接着能，遊走能，収縮能が可逆的に影響を受け，これによって眼圧が下降する可能

性を示した．選択的ROCK阻害剤は動物実験において点眼，前房内投与，硝子体投与のいずれで

も有意な眼圧下降を示すことを示すと同時に，教授はこれらのデータを基に，単なる基礎研究に留

まらず，数種の選択的ROCK阻害薬を用いた眼圧下降薬の臨床応用を進めている．さらにROCK

阻害薬の副次的効果として，実験動物眼，培養系での実験から毛様体筋の弛緩効果，神経保護効果

を観察している．これらに関しては臨床的意義を論ずるには時期尚早であるが，第一相の臨床試験

が開始されていることは賞賛に値する．将来，evidence based medicine(EBM)に則った臨床評価

と安全性についての臨床治験が遂行されて，房水流出抵抗を薬理学的に制御できる初めての薬剤が

登場し，緑内障患者の治療に大きな福音を与えることになることが期待される．

緑内障後半部分では緑内障性視神経障害発症機序の解明と眼圧下降によらない視神経保護治療に

関して述べている．分子生物学的手法を駆使し障害機序を検討し緑内障眼におけるストレス応答機

序，細胞死誘導機序を解明するとともに網膜神経節細胞周囲細胞の関与も観察している．眼圧下降

によらない神経保護治療法の臨床応用も検討しており，特にすでに他の医学領域で広く用いられて

いるスタチンは，緑内障治療への導入が比較的容易なため近い将来の治療薬の候補となり得る可能

性を示したことは重要である．しかしながら，眼圧下降以外の治療法の有用性を証明することは非

常な努力と長い期間を有するために，これら新しい治療法の迅速な評価法の確立が待たれる．

谷原教授は上述されたこれらの研究の端緒となったのは日々の臨床において経験した房水流出路

手術の線維柱帯切開術の成績分析と作用機序の解明が動機づけとなったと述べている．臨床家とし

て診断，治療に当たる際に，また患者さんと接する時に何か新しい診断法はないか，治療法はない

か，一つ一つのステップに疑問を持ちながらその解決方法を絶えず模索しながら診察に当たること
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が，いろいろな疾患の診断や治療に，新しい方法を導入するきっかけとなることを物語っている．

本論文では緑内障以外に黄斑変性症，増殖硝子体網膜症の分子基盤に基づいた研究成果も示され

ているが，分子生物学的手法の驚異的な発展はこれらの疾患の解析を早めるとともに，障害の共通

部分を明らかされてきており，今後眼科疾患分類や治療方針決定が分子レベルの障害機序によって

なされる可能性も考えられる報告となった．

緑内障を始めとして多くの未解決な問題が残されているが，本論文を端緒として，分子レベルで

の眼疾患の発症機序，治療法の開発がさらに推進されることが望まれる．
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