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論文内容の要旨

〔目的〕

加齢黄斑変性 (Age-related macular degeneration、 AMD) は日本で高齢者の失明原因の第一位に挙げられる疾患

であるが、現在まだ有効な治療法が定まっていない。最近になり AMD に対し、糖質コルチコイド作用を主とする作

用持続性のトリアムシノロン誘導体であるトリアムシノロンアセトニド (Triamcinolone Acetonide 、 TA) の硝子体

内注射、テノン嚢下注射が有効であるとの報告が多くなされている。その場合、 AMD の病変である脈絡膜新生血管

(Choroidal N eovascularization、 CNV) の縮小、またしばしば CNV の線維化も認められる。しかし、まだ CNV

に対する TA の作用機序は分かつていない。今回我々は、 AMD の原因の一つである網膜色素上皮 (Retinal Pigment 

Epithelium、 RPE) 細胞へ酸化ストレスを与える系を用いて TA により変化する因子を検討した。

[ 方法ならびに成績 ]

まず、様々な濃度の TA に対する RPE への影響を調べるため、 10 nM、 1μM、 100μM の TA を含んだメディウ

ムでヒト RPE cellline である ARPE19 細胞を 4 日間培養した。すると 10nM、 1μM では ARPE19 細胞は増殖が促

進されたのに対し、 100μM では逆に増殖が抑制され、 100μM では細胞毒性がある可能性が示唆された。

次にARPE19細胞に酸化ストレスを与える系を用いて TAがどのような影響を与えるかについて血管新生作用のあ

る Vascular Endothelial Growth Factor (VEG F) 、主に線維化を誘導する因子である Connective Tissue Growth 

Factor ( CTG F) の発現変化をそれぞれリアルタイム RT-PCR、ウエスタンプロッティングを用いて検討した。ARPE19

細胞に酸化ストレスを与える系には、短期的に酸化ストレスを与える低酸素一再酸素化刺激 (24 時間低酸素、その後

通常の酸素濃度で培養)、持続的に酸化ストレスを与えるパラコート刺激 (300μM のパラコートを含んだメディウ

ムで 5 日間培養)の 2 種類を用いた。これらの刺激により HemeOxygenase-1 (HO・ 1) mRNA の発現が上昇し、酸

化ストレスが誘導されていることをリアルタイム RT-PCR により確認した後、 VEGF、 CTGF の mRNA の発現変化



を調べたところ、両者とも発現上昇が認められた。次にメディウムに TA を付加して同様の刺激を加えたところ、

VEGF は上昇した発現が濃度依存的に抑制され、逆に CTGF は上昇した発現がさらに増加した。これらの結果が最

も顕著に表れた TA の濃度は 1μM であった。 1μM の TA でウエスタンプロッテイングを用いて蛋白レベルでの発

現状態を調べたところ、同様に VEGF は発現上昇が抑えられ、 CTGF は逆にさらに発現が上昇した。 2 つの因子が

TA に対し、逆の発現変化を示しているので、両因子のシグナルの上流にある Transforming Growth Factor-゚  (TG F・

ß) の発現変化を同様に検討した。リアルタイム RT-PCR、ウエスタンプロッティングにて、 TGF-ß は酸化ストレ

スで上昇した発現が TA 濃度依存的に抑制されていた。以上の結果より、 TA による CTGF の発現抑制は TGF-ß を

介さない可能性が示唆された。

最後に TA による血管新生の影響をヒト瞬帯静脈内皮細胞 (HumanUmbilical Vein Endothelial Cells 、 HUVECs)

を用いて検討した。 ARPE19 細胞に酸化ストレスを加えたメディウムとメディウムに TA を添加して同様の刺激を加

えたメディウムを用いて HUVEC の管腔形成について検討したところ、 TA を添加したメディウムでは添加していな

いメディウムと比べ、有意に管腔形成が抑制された。

〔総括〕

酸化ストレスを受けた RPE 細胞においては TA により VEGF、 TGF-ß の発現が抑制され、 CTGF の発現がさらに

上昇することが示された。 VEGF は強力な血管新生因子であり、これが TA により発現が抑制されることにより CNV

の退縮に寄与し、また、線維化を誘導する因子である CTGF が TA により発現上昇することで CNV の線維化に関与

することが示唆された。当然、 TA はその他の因子にも影響を及ぼすことは確実であり、今後さらに検討を加えるこ

とで CNV に対する TA の効果がさらに解明されるものと思われる。

論文審査の結果の要旨

近年、加齢黄斑変性 (AMD) の病変である脈絡膜新生血管 (CNV) に対し、 トリアムシノロンアセトニド (TA)

の注入が試みられてきている。この際、 CNV は縮小し、線維化が認められることがある。そこで AMD の主要な原因

である網膜色素上皮 (RPE) への酸化ストレスの系を用いて TA によって発現が変化する因子を検討した。培養 RPE

細胞に酸化ストレスを加えると強力な血管新生因子である Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 、線維化の

因子である Connective Tisse Growth Factor (CTG F) ともに発現上昇が認められた。この系に TA を付加したとこ

ろ、 VEGF は濃度依存的に発現が減少するのに対し、 CTGF は逆に発現がさらに上昇した。そこで両因子の inducer

であるTransforming Growth Factor-゚  (TG F-゚  ) の発現変化を調べたところ、 TA 付加により TGF-ß は発現減少

が認められた。よって TA による CTGF の発現上昇は TA 直接または TGF-ß を介さない経路によることが示唆され i

た。以上の結果より、 VEGF の減少により CNV が縮小し、 CTGF の上昇により線維化が引き起こされる可能性が示

唆された。

以上の研究は医学の進歩に寄与すると考えられ、本研究は博士(医学)の学位授与に値するものと認める。
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