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 研究要旨 

 加齢や疾病による感覚器（視覚）障害が高齢者の QOL を著しく低下させている。本

研究では感覚器障害の克服を目指し、高齢者に特化した包括的研究を行う。本研究では、

まず高齢者視覚障害の主な原因である緑内障と加齢黄斑変性を取り上げる。緑内障では

一塩基多型（SNP）にもとづくゲノム診断法の確立、術後成績に影響するリスクファク

ターの検討を行う。加齢黄斑変性では基礎研究も含めた新規治療法の開発を行い疾患の

克服を目指す。さらに、高齢者に発症頻度が高く、現在有効な薬剤が存在しない水疱性

角膜症に対しては、角膜内皮障害治療薬の開発を行うとともに角膜内皮移植と関連する

移植免疫の基礎研究も行う。最後に、視機能と全身の関係にも着目し、超高速カメラを

備えた非侵襲で客観的な瞬目解析装置を用いてパーキンソン病など中枢神経疾患の早期

スクリーニングを目指す他、視機能障害とフレイルや認知機能障害との関係を調査する。 
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Ａ．研究目的 

 本研究では感覚器障害の予防・治療の標準化を目指し、高齢者に特化した包括的研究

を行う。緑内障は早期診断が重要であるため DNA チップによる検診法の確立が重要で

ある。さらにこれまでに蓄積された臨床データを元に緑内障手術成績を改善する薬物の

探索も行う。加齢黄斑変性は現在抗 VEGF 硝子体注射による治療が主流であるが、発症

機序を解明することで抗 VEGF に依存しない治療薬の開発を目指す。高齢者に発症頻度

が高く、現在有効な薬剤が存在しない角膜内皮障害の治療薬の有効性について、非臨床

試験から臨床研究までを一貫して進め、創薬につなげる。また、培養角膜内皮細胞移植

における移植免疫学的な安全性の確立のため、マウスを用いた基礎的研究も行うことで

治療法の標準化を目指す。瞬目解析装置の高齢者と中枢神経疾患のスクリーニングへの

応用では、瞬目のパターン解析および定量解析を継続し、検査機器の開発を目指す。視

機能障害がフレイルや認知機能に及ぼす影響を実態調査し、白内障手術等によるフレイ

ルの進行抑制効果を検証する。 

 

Ｂ．研究方法・結果・結論 

【緑内障】 

①一塩基多型（SNP）にもとづく緑内障発症リスク判定法の確立に向けて、本年度は、

昨年度に確立した実用可能な水準のSVMに基づくゲノム検診法の精度をさらに向上させる

ために搭載すべきSNPについての検討を加えた。まず、正常眼圧緑内障（NTG）関連SNP

について白人のNTG患者では男性よりも女性の方が当該SNPの有意性が高いことが報告さ

れたことから、我々が有する日本人NTG患者データでの再現性を検証した。そのために、

我々が過去に実施したゲノムワイド関連解析のジェノタイプデータを男女別に群分けし相

関解析を行ったところ、日本人のNTG患者においても白人と同様に男性よりも女性の方が

当該SNPの有意性が高いことが判明した。次に、国際共同研究の下、落屑症候群／落屑緑

内障のゲノムワイド関連解析を実施した。症例群 9,035検体、対照群 17,008検体を用い、

イルミナ社のDNAマイクロアレイにより683,397個の高精度なジェノタイプデータを取得

し、相関解析を実施した。次に、1次スクリーニングでp<1×10-4を示したバリアントにつ

いて、症例群・4,803検体／対照群・93,267検体を用いて再現性を検証した。最終的に、1

次スクリーニングと再現性取得実験を統合した症例群・13,838検体／対照群・110,275検体

を用いたメタ解析を実施した。その結果、1次スクリーニングで取得したp<1×10-4を示し

たバリアントの再現性取得実験および両者のメタ解析の結果、従来のLOXL1および

CACNA1A由来のSNPに加えて、新たに染色体上の5領域（RBMS3, SEMS6A, AGPAT1, 

TMEM136, POMP）由来のSNPがボンフェローニ補正（p<5×10-8）を超えて再現された。 

 今後、これまでに同定された緑内障関連 SNP の選別方法や個数、組み合わせの緻密な検

討を加えていくことで、緑内障の主要な病型を網羅するゲノム検診法の確立・実用化が達

成できるものと考える。 
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②緑内障濾過手術成績を悪化させる要因として、ヒトテノン嚢由来の線維芽細胞が筋線

維芽細胞化することが一因とされ、これを抑制する薬剤である DNA メチル化阻害剤（デ

シタビン）の効果について検討を行った。ヒト結膜線維芽細胞を用いて、TGFβ2 刺激に

より筋線維芽細胞への分化を誘導し、TGFβ2 刺激の 48 時間及び 24 時間前に DNMT 阻害

剤であるデシタビン（5-Aza dC, 0.1μM～10μM）を添加し、筋線維芽細胞への分化にお

ける効果を調べた。具体的にはデシタビン前刺激あり群となし群で、細胞形態、細胞数、

PI/Hoechst 染色を用いた細胞死、Western blotting を用いた各タンパク発現レベル、各タ

ンパクの発現レベルを比較した。その結果、細胞形態は TGF-β2 刺激によって紡錘形から

多角形となるが、デシタビン前刺激によって紡錘形が維持される傾向にあった。TGF-β2 刺

激によって α-SMA、1 型コラーゲン、ファイブロネクチンの発現が増加し、この作用はデ

シタビンの前刺激によって一部抑制された。また、実験で用いた濃度ではデシタビンは毒

性を示さず、細胞増殖を抑制することが示唆された。 

これらのことから、DNA メチル化阻害剤であるデシタビンは TGF-β2 刺激による筋線

維芽細胞化に伴うα-SMA、1 型コラーゲン発現上昇を抑えることが判った。また、実験で

用いた濃度ではデシタビンは毒性を示さず、細胞増殖を抑制することが示唆され、デシタ

ビンは抗線維化薬剤として有望であると考えられる。 

 

【加齢黄班変性】 

①マクロファージ（Mps）亜集団の活性化に係り、加齢黄斑変性（AMD）の病態と直に

対応する補体系の活性化抑制経路の破綻と、AMD病態の対応に係る炎症経路の増悪に関

する研究については、Mpsと網膜色素上皮（RPE）細胞の共培養系において細胞外微粒

子Exosomeの産生が著明に増強されるという全く新しい知見を得た。また、新規医薬品

候補物質の有用性の実験的POC確立についても成功し、2年後の臨床研究を透視できる

段階に来た。新規医薬品候補物質の有用性の実験的POC確立としては、TNFα、TGF

βのいずれもHDAC回路を直接、間接に修飾することでEMT高進、ECM産生増大回路

を高進することで相加的にRPEの線維化を促進することが判明した。さらに、TGFα、

TNFβ併用における各種遺伝子の発現抑制が既存のHDAC阻害剤SAHAに比較し1000

倍水準で高活性であることが判明した。また、新たに判明したLOXの強力な阻害作用に

着目して、緑内障の創傷治癒促進作用の評価も開始した。レーザー照射による脈絡膜申

請血管誘導モデル実験でOBP801はCNV形成を抑制し、αSMA陽性の線維化形成も抑制

された。一方、緑内障術後のBleb形成に関連し結膜線維芽細胞の線維化に及ぼす効果も

検討し、有用な知見を集積した。 

新規病態診断技術の開発としては、炎症増幅回路に係るTNFα産生は、生理的条件下

ではRPEにより抑制されること、Malondialdehyde（MDA）など酸化ストレスのある病

理学的条件下では、本作用は消滅することを確認した。RPEによる補体抑制因子の産生

はMpsとの細胞間相互作用により抑制される、逆に、RPEによる補体活性化因子の産生
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はMpsとの相互作用で増強されることも確認できた。また、本共培養系でCD63陽性の

Exosomesの産生が著明に増強されることも確認できた。 

②AMD患者の血液中で、酸化ストレスのマーカーとして知られるMalondialdehyde

（MDA）の値が高いことが確認されたことから、MDAが網膜色素上皮細胞（RPE）に

与える影響について検討した。またAMD患者を、AMDに対して進行予防効果があると

されるサプリメントの内服を行った群とそうでない群に分け、血中MDA値の変化と、

AMDの臨床像に差が生じるかを検討した。MDAを培養RPEに投与したところ、血管内

皮増殖因子（VEGF）産生の不安定化とオートファジーの異常が確認された。さらにω

−6脂肪酸をマウスに負荷することでマウス血中およびRPE中のMDAが増加すること、

さらにはレーザー誘発脈絡膜新生血管が増大することを確認し、これらを研究報告した。

一方、AMD患者中でサプリメントを3ヶ月間摂取すると、血液中のMDA値が有意に低下

することが確認された。 

今回、初めてMDAが直接眼球内でVEGF産生の原因となることが確認され、さらに

MDAがオートファジーに関与している可能性が示された。また、米国の大規模スタディ

で効果が報告されているサプリメントに血中MDA値を下げる効果があることが確認さ

れ、臨床疫学調査で効果が確認されたサプリメントの、生物学的メカニズムを検証できた。 

 

【角膜内皮】 

①水疱性角膜症に対する新規再生医療として、培養ヒト角膜内皮細胞移植治療を開発中

であるが、本治療は前房内に過剰量（5×105個もしくは1×106個）の細胞を投与するた

め、従来の角膜移植と同次元の事象に加えて、本細胞移植医療に起因する事象として拒

絶反応リスクが高まると想定される。そこで、京都府立医科大学附属病院眼科で培養ヒ

ト角膜内皮細胞移植を施行した水疱性角膜症患者を対象とし、移植前と移植後4週・12

週に実施したに血液生化学検査および移植前と移植後2日・1週・2週・4週・8週・12週

に実施した細隙灯顕微鏡検査等の眼科検査の結果について検討を行った。 

 その結果、全ての症例において、従来の角膜移植と同次元の有害事象（過剰な前眼部

炎症、眼感染症、局所投与薬による薬剤アレルギー、全身投与薬による薬剤アレルギー・

肝障害・腎障害）も、細胞移植療法に起因する有害事象（前房内における大量の細胞の

存在による拒絶反応）は見られず、本治療法は従来の治療法と比較して、同程度の安全

性を有すると考えられた 

②現在開発中である、水疱性角膜症に対する培養ヒト角膜内皮細胞移植治療の予後は、

移植細胞の機能のみならず宿主の環境とその応答に左右される。そこで、今回、培養ヒ

ト角膜内皮細胞移植を施行した水疱性角膜症患者から、移植前と移植2日後、1・2週間

後、1・3・6ヶ月後の血清を、培養ヒト角膜内皮細胞移植および従来型の角膜内皮移植

術の手術時に水疱性角膜症患者から前房水を採取し、検体中の48種類のサイトカインを

Bio-Plex® マルチプレックスシステムを用いて定量を行った。その結果、水疱性角膜症
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患者の術前の血清におけるIL-12, IL-17, IP-10, G-CSF, MIP-1β, RANTES, PDGF-bb, 

VEGFの濃度は正常者血清に比して高いことがわかった。培養ヒト角膜内皮細胞の培養

上清中のサイトカインと水疱性角膜症患者血清中のサイトカインプロファイルとは全く

異なっており、相転移した培養ヒト角膜内皮細胞の培養上清と水疱性角膜症の患者前房

水の双方において細胞老化関連分泌現象（Senescence Associated Secretory Phenotype: 

SASP）に関連するIL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, GM-CSFの濃度が上昇していた。前房水

中のサイトカインプロファイルは多様で、GM-CSFのみが高い群、GM-CSFとMIP-1β

が高い群、SASP （MCP-1, IL-6, IL-8）が高い群に大別された。 

 今回、水疱性角膜症患者の前房水のサイトカインプロファイルは多様で、SASP関連

サイトカインを多く含むことが明らかとなり、ドナー組織・細胞の特性と前房内局所環

境の特性の双方を明らかにすることは、角膜移植医療の予後を規定する因子の解明に繋

がると考えられた。 

③開発中である培養角膜内皮細胞移植を一般化するにあたり、アロに対する拒絶反応が

いかなる条件で発症しやすいかなどの検討が必要である。そこで今回、マウスアロ内皮

細胞移植モデルを作成し、アロ内皮細胞に対してアロ感作するかどうか、アロに対する

免疫寛容を誘導可能かどうか、検討を行った。C57BL/6マウスから採取した角膜内皮細

胞（mCEC）を1×104個、もしくは脾細胞を無処置BALB/cマウスへ皮下、もしくは前

房注入し、B6に対する遅延型過敏反応（DTH）とACAID誘導を検討した。また、BALB/c

マウスの角膜中央2mmに液体窒素クライオ法を用いて内皮細胞脱落を行い、mCEC前房

注入後1週間のB6に対するDTHとACAID誘導を検討し、さらにPKH標識したmCECを

前房内に注入し、角膜厚評価と組織標本による細胞生着とを評価した。 

その結果、アロ角膜内皮細胞は、皮下に入れるとアロに対する遅延型過敏反応を誘導し、

アロ免疫原性があることが明らかとなった。さらに、PKHで標識されたドナー由来内皮細

胞が移植後少なくとも1週間以上、BALB/c内皮面に生着しており、有意に早期に角膜厚が

改善することが確認された。また、前房内に注入したアロ角膜内皮細胞によって遅延型過

敏反応は誘導出来なかった。正常眼にアロ内皮細胞を注入した際には、アロ脾細胞を注入

した際と同様に、アロに対するACAIDを誘導しており、遅延型過敏反応は陰性となった。

本細胞移植モデルでは冷凍凝固による炎症があるため、ACAID誘導はできない。冷凍凝固

眼に細胞移植を行うと、アロ脾細胞では遅延型過敏応答を誘導したが、内皮細胞注入では

アロ免疫応答を誘導できなかった。つまり、培養角膜内細胞移植は免疫応答を誘導しにく

い移植であり、安全性の高い移植であると考えられた。今後、MHC適合・セミ適合条件に

おいても同様の検討を行い、さらに人における安全性を証明予定である。 

④角膜内皮治療薬であるRhoキナーゼ阻害剤の企業治験の実現を目標とした取り組みを継

続しているが、本年度は、本治療薬の対象疾患であるフックス角膜内皮ジストロフィ（FCD）

の病態メカニズムについて検討を行った。今回、FCD患者由来のTGF-βシグナルが、疾患

モデル細胞において亢進していることを見出した。また、TGF-βの刺激により、疾患モデ
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ル細胞がフィブロネクチンや1型コラーゲンなどの細胞外マトリックスを大量に産生し、こ

れらが角膜内皮基底膜に沈着することが判明した。さらに、大量に産生された細胞外マト

リックスの一部は、unfolded proteinとなり小胞体ストレスを誘導することを示した。 

これまでほぼ明らかでなかったFCDの病態メカニズムが解明され、今後、TGF-βシグナ

ルがFCDの治療ターゲットとなりうる可能性が考えられた。 

 

【視機能と全身】 

①我々は独自に開発した高速瞬目解析装置を用いて、パーキンソン病（PD）患者の瞬目を

非侵襲的に解析することで、パーキンソン病を感度 76％、特異度 78％で診断する方法を開

発した。今回は、同様の瞬目高速解析装置を用いて、病期の異なるパーキンソン病（PD）

患者 220 名を対象として 40 秒間ずつ両眼の瞬目測定を行い自発性瞬目について検討した。

病期の内訳は Hoehn & Yahr 分類（以下 HY 分類）で、I 度 25 名、II 度 61 名、III 度 92

名、IV 度および V 度 42 名であった。全症例での平均瞬目回数は 21.7 回/分であり，病期に

よって有意差を認めなかった。閉瞼時における上眼瞼移動距離の平均は、I 度と IV 度およ

び V 度、II 度と IV 度および V 度の間で有意差を認めた。また閉開瞼時の平均最大速度は、

I 度と IV 度および V 度、II 度と IV 度および V 度の間で有意差を認めた。 

これらの結果から、PD 患者では病期によって瞬目回数の有意差を認めなかったが、上眼

瞼移動距離と最大速度では各群間で有意差を認めた。高速瞬目解析装置による自発性瞬目

解析は，PD 患者の病期の鑑別に応用できる可能性があると考えられた。 

②視機能とフレイルとの関連について検討することを目的に、当研究に同意した患者【140

例 280 眼（健剛群 113 例、フレイル群 27 例）、年齢 74.5±5.8 歳】を対象として、視機能

検査【視力検査、眼圧検査、眼底検査、眼底写真撮影、光干渉断層計を用いた Ganglion Cell 

Complex (GCC)厚計測】を行った。 

その結果、フレイル群は健剛群と比較して有意に、遠見矯正視力は悪く（左右眼で値が

良い方の眼での検討）、黄斑部直径 9mm 円内の平均 GCC 厚が薄い（左右眼で平均 GCC 厚

が厚い方の眼での検討）ことがわかった。このことから、健剛群と比較してフレイル群で

は視機能が有意に低下していることがわかり、フレイルが視機能との関連が示唆された。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究のうちヒト対象研究では、実施にあたって各施設の倫理委員会、IRB等の承諾

を受けるうえで、倫理面、安全面へ配慮し、倫理や法令を遵守し研究を行う。 

 本研究については、文書により十分な説明を行った上で、解析による個人情報を守秘

することを明らかにし、研究への参加について被験者から文書により同意を得る。文書

の内容、本疾患や治療等について、被験者が質問できる機会を設け、質問には十分に答

える。同意書に署名した後でも本研究への参加を拒否することができることを明確にす

る。本研究への参加は被験者の自由意思により決定されるものであり不参加による不利
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益がないことを説明する。被験者本人にインフォームド・コンセントを与える能力がな

い場合は、代諾者の同意を得ることとする。 

 ゲノム配列情報を扱う研究では、ヘルシンキ宣言の精神とヒトゲノム・遺伝子解析研

究に関する倫理指針に従い、各施設の倫理委員会、IRB等の承認を得たうえで、専用暗

号化コンピュータによる検体の暗号化や、実験者とは第三者的立場の個人情報管理者に

よる管理、連結可能匿名化など個人情報の漏洩防止に細心の注意を払う。情報の開示、

検体の破棄等についても、提供者の利益を損なわぬよう上記倫理指針に従い、適正、厳

格に対処する。 

 実験動物を用いる研究では必要最小限の実験量にとどめ、十分な疼痛コントロールを

行い、侵襲を必要最小限に留めるなど、実験動物に不必要な苦痛を与えぬよう留意する。 

 

Ｅ．健康危険情報 

 該当なし 
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