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増殖糖尿病網膜症(PDR)や増殖硝子体網膜症(PVR)

といった眼内増殖性疾患において，網膜面上に形成され

る線維性増殖膜の瘢痕収縮は，重篤な視力障害の直接的

原因となる．本検討にて，手術の際に採取した硝子体液

で直接コラーゲンゲルに包埋した硝子体細胞(ヒアロサ

イト)を刺激した結果，硝子体中の transforming growth

factor-d(TGF-d)が増殖膜の瘢痕収縮に中心的な役割を

果たすことを示し，さらにその分子メカニズムの一端と

して Rho-kinase(ROCK)の重要性を明らかにした．ま

た，選択的 ROCK阻害薬である fasudilは硝子体液に

よるコラーゲンゲル収縮をほぼ完全に抑制し，ウサギ

／PVR モデルの進行を効果的に抑制した．Rho／ROCK

経路は TGF-dのみならず収縮にかかわる他のサイトカ

インにも共通した収縮を直接司る経路であると考えら

れ，ROCK阻害薬は眼内増殖性疾患の新規治療薬にな

りうると考えられた．(日眼会誌 114：927―934，2010)

キーワード：増殖糖尿病網膜症，増殖硝子体網膜症，形

質転換増殖因子-d，Rho-kinase阻害薬

Cicatricial contraction of preretinal fibrous mem-

brane is a cause of severe vision loss in proliferative

vitreoretinal diseases such as proliferative diabetic

retinopathy (PDR) and proliferative vitreoretinop-

athy(PVR). In this study, vitreous samples from PDR

or PVR patients caused significantly stronger con-

traction of hyalocyte-containing collagen gels, an in

vitro model of cicatricial contraction, compared with

those from nonproliferative controls. We elucidated

the critical role of transforming growth factor-d

(TGF-d) in the contractile effect and its underlying

mechanisms mediating cicatricial contraction in

proliferative vitreoretinal diseases at least in part.

Fasudil, a potent and selective Rho-kinase (ROCK)

inhibitor, almost completely blocked collagen gel

contraction induced by vitreous samples. In addition,

fasudil significantly inhibited the progression of

／experimental PVR in rabbit eyes in vivo. Rho／ROCK

pathway, considered to be a key downstream media-

tor of TGF-d and other contractile-inducing factors,

might become a unique therapeutic target for the

treatment of proliferative vitreoretinal diseases.
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眼内増殖性疾患における増殖膜収縮のメカニズム解明および

ROCK阻害薬による病態制御の可能性

喜多 岳志

九州大学大学院医学研究院眼科学分野

要 約

平成 21年度日本眼科学会学術奨励賞 受賞論文総説



Ⅰ 眼内増殖性疾患の病態

近年の網膜硝子体手術の飛躍的な進歩により，増殖糖

尿病網膜症(proliferative diabetic retinopathy：PDR)に

よって光覚まで失う完全失明者は減少傾向にあるが，未

だに社会的失明者の増加に歯止めをかけられていないの

が実情である1)
．また，増殖硝子体網膜症(proliferative

vitreoretinopathy：PVR)の発症は片眼性の場合が多く，

また続発性病態であるなどの理由から社会的失明の原因

疾患名としては表面化しないが，いったん発症するとそ

の視力予後はきわめて不良である2)
．これら眼内増殖性

疾患の治療として硝子体手術の寄与するところは非常に

大きいが，視力予後という観点からすると手術だけでは

限界があるのも事実である．

眼内増殖性疾患の進行において，過剰な創傷治癒反応

の結果，眼内で産生が亢進するさまざまな生理活性物質

の働きにより線維性の増殖膜が網膜硝子体界面に形成さ

れる．その増殖膜は進行に伴い瘢痕・収縮し，牽引性網

膜剝離を引き起こし，重篤な視機能障害の直接的原因と

なる．牽引性網膜剝離であっても，硝子体手術によって

網膜の復位という解剖学的治癒は高率に得られるように

なったが，その視力予後は依然として不良である．さら

に，増殖膜の再増殖・牽引による網膜再剝離の危険性も

あり，繰り返しの手術を要するほど，患者・術者双方に

とって満足度が低下する厄介な病態である．したがっ

て，外科的治療を要するにまで至らないより早期段階で

の，あるいは外科的治療を要するに至った場合でも再手

術のリスクを軽減し，加えて術後により良好な視機能を

維持するための薬物療法の確立が急務である．

Ⅱ 増殖膜収縮におけるTGF-bの重要性

牽引性網膜剝離を引き起こす原因となる増殖膜の収縮

機構には，形質転換増殖因子-b(transforming growth

factor-b：TGF-b)3)，血小板由来増殖因子(platelet-de-

rived growth factor：PDGF)3)4)，インスリン様増殖因子

(insulin-like growth factor-1：IGF-1)4)，エンドセリン5)

などさまざまな生理活性物質が関与することが報告され

ている．その一つとして，TGF-b は，分化，アポトー
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シス，遊走，免疫抑制，細胞外マトリックスの産生，収

縮などの非常に多彩な作用を有するサイトカインであ

り6)
，TGF-b1，-b2，-b3 の 3 つのアイソフォームが存在

する．TGF-bはすべて活性を有さない latent form とし

て産生され，さまざまな化学的，酵素的な要素によって

活性化されることが知られている7)〜9)
．

本検討において，硝子体中の全(活性型＋非活性型)

TGF-b1，全 TGF-b2，活性型 TGF-b2 のそれぞれの濃

度を測定したところ，いずれも PDR，PVR の硝子体に

おいて，非増殖性疾患である黄斑円孔(macular hole：

MH)や裂孔原性網膜剝離(rhegmatogenous retinal de-

tachment：RRD)の硝子体と比較して有意に高い濃度を

示した．また，全TGF-b1 濃度は全TGF-b2 濃度と比較

すると十分の一以下と非常に低い濃度であり，活性型

TGF-b1 濃度は全例で測定感度以下であった(図 1 A〜

C)．さらに，活性型 TGF-b2 濃度は全 TGF-b2 濃度の

およそ 4.5％を占め，活性型 TGF-b2 濃度と全 TGF-b2

濃度は有意な相関を示した10)(図 1 D)．

次に，コラーゲンゲルを用いた in vitroの瘢痕収縮モ

デルを用いて11)
，増殖膜を構成する細胞の一つと考えら

れている硝子体細胞(ヒアロサイト)を包埋したコラーゲ

ンゲルを，硝子体手術の際に採取した硝子体液で刺激す

ると，PDR や PVR 硝子体液はMHや RRDの硝子体液

と比較して有意に強いゲルの収縮を誘導し，その収縮は

TGF-bの 3 つのアイソフォームすべてに対して効果の

ある TGF-bの中和抗体で不完全ながらも非常に強く抑

制された(図 2 A，B)．さらに，その収縮の程度は硝子

体中の全 TGF-b2 濃度とは有意な相関を示さないもの

の，活性型TGF-b2 濃度と非常に強い相関を示した(r＝

0.82，p＜0.0001)(図 2 C，D)．これらのことから，増

殖膜の収縮には硝子体中の TGF-b，その中でも眼内に

多く存在しているTGF-b2 が非常に重要な役割を担って

いると考えられた．しかしながら，TGF-b中和抗体の

効果が不十分なことから，前述した収縮に関与すると考

えられている TGF-b以外の因子の関与も示唆された．

つまり，TGF-bだけを分子標的としても治療効果は不十

分と考えられた．そのうえ，TGF-bは生理的な状態で

も眼内に存在しており，細胞のアポトーシスや過剰な免

疫の抑制などの多彩な機能を有し，眼内の恒常性維持に

非常に重要な役割を果たしている12)
．そのため，TGF-b

そのものを分子標的とすることは，これらの重要な機能

をも阻害してしまうことによる細胞の癌化や自己免疫疾

患の誘発など，重篤な副作用を引き起こす可能性が危惧

され，治療標的とすることは困難とも考えられた13)
．
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Ⅲ ROCK阻害薬の効果と増殖膜の収縮機序

そこで，より収縮シグナルの末端に作用する薬剤とし

て，我々はRho-kinase(ROCK)阻害薬に着目した．選択

的 ROCK阻害薬である fasudil は，細胞収縮を阻害する

作用を有し，脳血管や冠動脈の攣縮，狭心症など幅広い

心・血管疾患に対する治療目的で既に注射薬として臨床

応用されている薬剤で14)
，内服薬での臨床治験も進行中

である．リコンビナントTGF-b2，PDRを有する硝子体

液，PVR を有する硝子体液によって誘導されるコラー

ゲンゲル収縮のいずれに対しても，fasudil は TGF-b中

和抗体では抑制できなかった部分も含めてほぼ完全に抑
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図 3 リコンビナント TGF-d2(A)，PDR硝子体液(B)，PVR硝子体液(C)によって誘導されるヒアロサイ

トを包埋したコラーゲンゲルの収縮に対する TGF-d中和抗体と fasudilによる阻害作用．

TGF-bに対する中和抗体はリコンビナントTGF-b2 による収縮を完全に抑制したが，PDR 硝子体液およ

び PVR硝子体液による収縮に対しては著明に抑制するもののその効果は不十分であった．一方で fasudil

はいずれによる収縮もほぼ完全に抑制した．
＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01，N. S.：not significant(有意差な

し)． (文献 10，図 3より転載)
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図 4 c-SMAの発現における TGF-d中和抗体および fasudilの効果．

リコンビナント TGF-b2(A)，PDR 硝子体液(B)，PVR 硝子体液(C)はいずれも a-SMA（a-smooth muscle

actin）の発現を有意に亢進させ，TGF-bに対する中和抗体はそれらによって亢進した発現を著明に抑制し

た．このことから硝子体液による a-SMA の発現亢進は主に硝子体中の TGF-bによるものであることが分

かる．一方で fasudil は a-SMAの発現には影響を与えなかった．
＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01，N. S.：not sig-

nificant(有意差なし)．

(文献 10，図 4より転載)



制した(図 3)．

この眼内増殖性疾患を有する硝子体液による収縮メカ

ニズムおよび fasudil の作用メカニズムを検討したとこ

ろ，眼内増殖性疾患を有する硝子体液による刺激によっ

て，より強い収縮力をもつ筋線維芽細胞への形質転換を

示す分子である a-smooth muscle actin(a-SMA)の発現

は亢進し(図 4)，さらに収縮シグナルであるミオシン軽

鎖(myosin light chain：MLC)のリン酸化の亢進も認め

られた(図 5)．そして，双方とも TGF-bに対する中和

抗体で著明に抑制されたことから，これらが主に TGF-

bによって誘導されると考えられた．

Fasudil は硝子体液刺激による a-SMA の発現亢進は

阻害しないものの(図 4)，コラーゲンゲルに包埋したヒ

アロサイトの免疫細胞学的な検討から，fasudil は a-SMA

の規則的な分布を阻害することが明らかとなった(図

6)．さらに，fasudil は硝子体液によるMLCのリン酸化

亢進をほぼ完全に抑制した(図 5)．すなわち，fasudil は

細胞が a-SMA を発現するようになる筋線維芽細胞への

形質転換そのものは阻害しないものの，ROCK を阻害

することで収縮に直接作用するシグナルであるMLCの

リン酸化およびそれに引き続き強い収縮力に重要な役割

を果たす a-SMA の規則的な分布15)を阻害することによ

って，硝子体液が有する収縮作用をほぼ完全に抑制した

と考えられた．収縮シグナルであるMLCのリン酸化は，

TGF-bのみならず，前述した TGF-b以外の収縮促進因

子にも共通したシグナルであるため3)16)〜18)
，ROCKを標

的とすることは TGF-bそのものを分子標的とするより

も現実的かつ効率的であると考えられる．

また，in vivoにおいて家兎を用いた増殖硝子体網膜

症モデル19)の進行に対する fasudil の効果を検討したと

ころ，fasudil は，低濃度(10 mM)では病態初期において

抑制効果があるのみであったが，30 mMの濃度では病態

の進行を著明に抑制した．また，増殖膜が形成された段

階(stage 2)から fasudil を投与してもその後の PVR の

進行を有意に抑制した(図 7 A)．さらに，増殖膜中の a-

SMA を免疫組織学的に検討すると，コラーゲンゲルに

包埋したヒアロサイトの場合と同様に自然経過で進行し

た PVR(stage 5)でみられる増殖膜では a-SMA が強く

発現しており，その分布も規則的であり，増殖膜が網膜

を牽引している像が観察された．一方で fasudil を作用

させた増殖膜では，a-SMA の発現は保たれているもの

の，その規則的な分布が阻害されており，増殖膜自体も

収縮力を失い，増殖膜による網膜の牽引は観察されな

かった(図 7 B〜G)．

最後に，fasudil の網膜毒性について電気生理学的，

光学顕微鏡的，電子顕微鏡的な検討に加え，アポトーシ

スをTUNEL 染色で評価したところ，有効濃度(30 mM)

においていずれの検討においても明らかな網膜毒性は示

さなかった(図 8)．

Ⅳ お わ り に

眼内増殖性疾患における増殖膜の瘢痕収縮機構にはさ

まざまな生理活性物質が関与することが過去に報告され

ている．その中で TGF-bは PDR や PVR の硝子体中に

高い濃度で存在しており20)21)
，また増殖膜中にもその発

現が確認されている22)
．さらに，TGF-bは in vitroにて

強い収縮作用を示すこと3)から，この病態においてTGF-

b が重要な役割を有するのではないかということはこ

れまでも推測されていた．本検討は，この推測に直接的

なエビデンスを与えるという意味で大変意義深いもので
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リコンビナント TGF-b2(A)，PDR 硝子体液(B)，PVR 硝子体液(C)はいずれもMLC のリン酸化を有意に

亢進させ，TGF-bに対する中和抗体はそれらによって亢進したリン酸化を著明に抑制した．このことから

硝子体液によるMLCのリン酸化亢進は a-SMAの発現と同様に，主に硝子体中のTGF-bによるものである

と考えられる．一方で fasudil は MLCのリン酸化をほぼ完全に抑制した．
＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01．

(文献 10，図 5より転載)
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図 7 Fasudilの家兎 PVRモデルの進行に対する抑制効果．

A：Fasudil は，低濃度(10 mM)では病態初期において抑制効果があるのみであったが，30 mMの濃度では

病態の進行を著明に抑制した．また，増殖膜が形成された段階(stage 2)から fasudil を投与してもその後の

PVR の進行を有意に抑制した． ：control， ：fasudil 10 mM， ：fasudil 30 mM(from stage 2)，

：fasudil 30 mM．
＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01，N. S.：not significant vs. vehicle．

B，C：自然経過で進行した stage 5 の PVR 眼を立体顕微鏡で観察すると，網膜面上に形成された増殖膜の

瘢痕・収縮によって網膜全剝離の状態となっているが，fasudil(30 mM)を投与した stage 2 の眼内では，網

膜に付着した増殖膜(矢頭)を認めるが，それによる牽引性網膜剝離は認めなかった．さらに，これらの増殖

膜中の a-SMA の発現および分布(茶色)を免疫組織学的に検討すると，stage 5 の増殖膜では発現が亢進し

た a-SMAは増殖膜の牽引方向に規則的に配列していた(D)．一方で fasudil を作用させた stage 2 の増殖膜

では，図 6 と同様，a-SMA の発現は保たれているものの，その規則的な分布が阻害され，増殖膜自体も収

縮力を失っている像が観察された(F)．スケールバーは 200 mm．(E，G はそれぞれ D，F の拡大像．ス

ケールバーは 10 mm．)

(文献 10，図 6より転載)

control TGF－β2 TGF－β2/fasudil

PDR vitreous PDR vitreous/fasudil

図 6 コラーゲンゲルに包埋したヒアロサイトにおける c-SMAの免疫細胞学的検討．

リコンビナントTGF-b2 および PDR の硝子体液で刺激したヒアロサイトは細胞突起を伸

ばし，それに沿って a-SMA(茶色)の規則的な発現を認めた．一方でそれぞれに fasudil

(20 mM)を作用させた細胞では，a-SMA の発現自体は保たれているものの，その組織的

な分布が阻害され，細胞の形態は楕円状となり，細胞突起を伸ばしている像は観察されな

い．スケールバーは 10 mm．

(文献 10，図 S 2 より転載)



あると考えられる．しかしながら，TGF-bのように恒

常性の維持にも重要な役割を果たしているような単一の

サイトカインを治療標的とすることは思わぬ副作用を引

き起こす危険性を孕んでいる．TGF-b以外の分子につ

いても，例えば近年では網膜色素上皮細胞由来の血管内

皮増殖因子(vascular endothelial growth factor：VEGF)

が脈絡毛細血管板の恒常性の維持に重要な役割を果たし

ていることが示され，慢性的に抗 VEGF 療法を行う問

／題点も指摘され始めている23)
．Rho／ROCK経路はTGF-

bのみならず収縮にかかわるあらゆるサイトカインに共

通した，シグナルの末端で収縮を直接司る経路であり，

さらに今回用いた ROCK阻害薬である fasudil は，既に

他分野にて臨床応用され，安全性が確認されている薬剤

であるため，安全かつ効果的に眼内増殖性疾患の病態を

制御できる可能性がある．さらに，fasudil には今回検

討した増殖膜の瘢痕収縮阻害作用に加えて血流改善作用

があり24)
，神経保護作用を有することも明らかにされて

いる25)
．治療(手術)の成功とは手術の終了時点で評価さ

れるものではなく，その後の視力予後をもって評価され

るべきものである．術後に血流がさらに悪化したり，網

膜が萎縮して徐々に視力が悪化する例も決して少なくな

いが，現時点ではほぼ何も手を施すことはできていな

い．今回検討した ROCK 阻害薬は，手術療法だけでは

限界がある眼内増殖性疾患の新規治療薬として臨床応用

されることが大いに期待される．今後，人眼への応用に

向けて安全性や投与法のさらなる検討が必要である．

平成 22 年 11 月 10 日 増殖膜収縮のメカニズムと治療・喜多 933
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図 8 Fasudil硝子体腔内投与の安全性評価．

家兎硝子体腔内に 10 mM，30 mMの fasudil を 0，1，3，5，7 日目に投与し，28 日目に網膜電図を測定した

(A)．さらに光学顕微鏡(B，C：スケールバーは 100 mm)，電子顕微鏡(D，E：スケールバーは 10 mm)にて

組織学的な評価を行った結果，いずれも fasudil による明らかな網膜毒性を認めなかった．加えて，アポ

トーシスをTUNEL 染色にて評価したところ，陽性対照として用いた PVR眼ではTUNEL 陽性細胞(緑)が

観察されたが(F：スケールバーは 50 mm)，fasudil 投与眼では TUNEL 陽性細胞は観察されなかった(G：

スケールバーは 50 mm)．ILM：internal limiting membrane(内境界膜)，NFL：nerve fiber layer(神経線維

層)，GCL：ganglion cell layer(神経節細胞層)，IPL：inner plexiform layer(内網状層)，INL：inner nuclear

layer(内顆粒層)，ONL：outer nuclear layer(外顆粒層)．

(文献 10，図 S 4 より転載)
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