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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性症は最終的に失明を来す代表的な眼科疾患で、病態の理解と治療法の開
発が必要である。Ｎ-メチル-Ｎ-ニトロソ尿素（MNU）誘発ラット網膜変性症及び遺伝性網膜変性症モデルでのキ
トサンオリゴ糖による病態抑制効果について検証した。その結果、COS水はMNU誘発視細胞障害及びC3Hマウスの
遺伝性網膜変性を軽減させた。MNU並びにC3Hマウスの視細胞障害には酸化ストレスによる細胞死がしられてお
り、COSによる酸化ストレスの軽減が病態抑制に関与していた。COSはヒト網膜色素変性症の病態抑制効果が期待
できるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Retinitis pigmentosa (RP) is an ophthalmic disease that eventually leads to 
blindness. The development of new strategy for the therapy is necessary. The effects of chitosan 
oligosaccharide (COS) on N-methyl-N-nitrosourea (MNU) induced retinal degeneration in rats and 
hereditary retinal degeneration in C3H mice were examined. In the rats study, central retinal 
photoreceptor cell ratio was higher in the 4%COS combined group, than in the MNU treated group, and 
the retinal damage ratio was reduced.  2. At 18 days of C3H mice, the width of retinal outer layer 
decreased significantly in the DW group, compared to that of the COS combined group. In conclusions,
 COS suppressed photoreceptor damages in these rodent models involved in oxidative stress. Reduction
 of oxidative stress by COS may be important. COS appears to be effective in suppressing of human 
RP.

研究分野： 毒性病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト網膜色素変性症は視細胞の進行性の変性・消失を特徴とし、失明を来す遺伝性疾患で未だ治療法のない難病
であり、その病態の理解と治療法の開発には動物モデルの存在が必須である。我々は、MNUを用いてヒト網膜色
素変性症のラット・マウス動物モデルを確立し、その病態制御を試みてきた。キトサンは、日本人の日常生活で
摂取する機会の多いカニやエビなどの甲殻類の甲羅・殻に含まれる多糖類の一種である。我々は甲殻類由来の抗
酸化・抗炎症物質であるキトサンのオリゴ糖に着目し、MNU網膜色素変性症モデルと遺伝性網膜変性症モデルで
の病態抑制効果を検証した。失明予防策の樹立に寄与するとともに治療法の提言も可能である。



1． 研究開始当初の背景 
ヒト網膜色素変性症は視細胞の進行性の変性・消失を特徴とし、失明を来す遺伝性疾患で
未だ治療法のない難病であり、その病態の理解と治療法の開発には動物モデルの存在が必
須である。我々は、N-methyl-N-nitrosourea (MNU)を用いてヒト網膜色素変性症のラット・
マウス動物モデルを確立し、その病態制御を試みてきた。その発症機序はBcl-2の発現抑
制、Baxの発現亢進、Caspaseファミリーの活性化に加えて、PARPの活性化、JNK、c-Junと
c-Fosの活性化、NF-Bの発現低下、網膜細胞内カルシウム増加によるCalpain活性化、網膜
視細胞における酸化ストレス発現が関与することを我々は解明した(Yoshizawa et al., 2005; 
Uehara et al., 2006; Kuro et al., 2011; Emoto et al., 2014)。これらの結果を踏まえ、Caspase-3阻
害剤(Ac-DEVD-CHO)、アポトーシス実行因子であるCaspase-3に対し抑制的に働くPARP阻
害剤（ニコチン酸アミド、3-アミノベンザマイド）、Calpain活性化を抑制するCalpain阻害
剤(SNJ-1945)、および食品由来の抗酸化作用を有するポリフェノール（非フラボノイド骨
格のクルクミン、フラボノイド骨格を有するカテキン類を多量に含有する緑茶抽出物）に
よる網膜変性症治療効果を実証した。さらに、網膜視細胞に豊富に存在するn-3系多価不飽
和脂肪酸であるドコサヘキサエン酸(DHA)やn-6系多価不飽和脂肪酸であるアラキドン酸を
併用することにより、MNU誘発病変の制御が可能であることを明らかにした (Yoshizawa 
et al., 2000; Kiuchi et al., 2002; Moriguchi et al., 2004; Miki et al., 2007; Yoshizawa et al., 2012)。 
眼科領域において、網膜変性疾患や白内障などの病態発生や進行に酸化ストレスの関与が
報告され（Ohira et al., 2008; Ishibashi, 2012）、近年遺伝性ならびに光傷害性網膜変性症モ
デルでの酸化ストレスの関与が証明された（Miranda et al., 2010; Rivas and Vecino, 2009）。
我々が確立したMNUを使うモデルはヒトの疾患とはその発症機構は異なるものの、網膜で
の酸化ストレス発生が関与した視細胞アポトーシスという共通機構を介して病態が進行す
ることがわかっており（Tsuruma et al., 2012; Emoto et al., 2014）、ヒトの網膜色素変性症疾
患モデルとして治療薬あるいは予防薬の開発に有用である。 
キトサンは、日本人の日常生活で摂取する機会の多いカニやエビなどの甲殻類の甲羅・殻に
含まれる多糖類の一種であり、畜産や漁業用の資料、殺虫・殺菌剤、汚水処理など様々な分
野で利用されている。医療分野では人工皮膚・縫合糸に加えて、これらのオリゴ糖の創傷治
癒促進効果や抗癌作用・抗炎症作用が我々の共同研究者らのグループから報告され (Azuma 
et al., 2015)、極めて利用価値が高い食品由来物質といえる。我々は甲殻類由来の抗酸化・抗
炎症物質であるキトサンのオリゴ糖に着目し、MNU 網膜色素変性症モデルと遺伝性網膜変
性症モデルでの病態抑制効果を検証したい。新たな抑制機構を同定できれば、失明予防策の
樹立に寄与するとともに治療法の提言も可能となり、臨床応用にも資するところが大きい
と考え、本実験を立案した次第である。 
 
2． 研究の目的 
網膜色素変性症は未だ治療法の確立していない難病である。その動物モデルである N-
methyl-N-nitrosourea (MNU) 誘発網膜変性症モデルと遺伝性網膜変性症モデルを用いて、食
品由来抗酸化・抗炎症物質であるキトサンのオリゴ糖による病態制御の可能性を明らかに
するとともに、病態抑制機構を明確にしたうえで、より有効で安全かつ画期的なヒト網膜色
素変性症の治療法の確立を目指すことが本研究の目的である。本研究で得られる成果は、基
礎的興味にとどまらず、臨床にも直ちに応用できる意義深いデータを提供できるものと考
える。 
 



3． 研究の方法 
（１） MNU 誘発ラット網膜変性症モデルにおけるキトサンオリゴ糖の病態抑制効果：用量

相関性と継時的変化 
7 週齢の雌 SD 系ラットに 40mg/kg MNU あるいは生理食塩水を単回腹腔内投与した。MNU 投
与 7 日前から解剖前まで 1、4、8%キトサンオリゴ糖含有水(COS 水)を飲水投与した。さら
に、MNU 投与後 6、12、24、72 時間および 7日の眼球について、病理組織学的検査・画像解
析検査を実施し、網膜厚による視細胞比率(辺縁部網膜、中心部網膜)並びに網膜障害率を算
出した。COS 併用による網膜障害抑制効果を評価した。また、網膜の視細胞死(TUNEL、γH2AX)、
網膜機能保持率(PDE6β)、酸化障害(HO-1、TG)の有無について免疫染色的手法を用いて検証
した。 
（２） MNU 誘発ラット網膜変性症モデルにおけるキトサンオリゴ糖の病態抑制効果：最適

投与方法の確立 
7 週齢雌 SD ラットに 40 ㎎/kg MNU もしくは生理食塩水を単回腹腔内投与した。4%COS
水（2mL/匹）を MNU 投与 3 日前から投与後 7 日まで 1 日 1 回（MNU 投与日は投与 2 時
間前及び 6 時間後）、強制経口投与した。MNU 投与後 7 日に両側眼球と血清を採取し、眼
球の病理評価を実施した。網膜の形態計測（網視細胞比率・網膜障害率）に加えて、d-ROMs
テストにより血清中酸化ストレス度を測定した。 
（３） 遺伝性網膜変性症マウスモデルにおけるキトサンオリゴ糖の病態抑制効果 
C3H 母マウスに出産日から解剖日まで 2%COS 水もしくは蒸留水を自由飲水させた。13 及
び 18 日齢仔マウスの眼球を病理評価し、視細胞比率を算出した。 
 
4． 研究成果 
（１） MNU 誘発ラット網膜変性症モデルにおけるキトサンオリゴ糖の病態抑制効果：用量

相関性と継時的変化 
MNU 投与後 7日では、MNU 単独群に比べて 4%COS 併用群で、中心部の網膜視細胞比率が有意
に高く、視細胞障害の抑制がみられた。一方、辺縁部では 4%COS 併用群の網膜視細胞比率に
有意な差はみられなかった。8%COS 併用群では、網膜視細胞比率が有意に減少し、増悪化が
みられた。網膜障害率は MNU 単独群に比べて 4%COS 併用群で有意に軽減したが、8%COS 併用
群では増悪化した。MNU 投与後 12 時間及び 24 時間において COS 併用群で TUNEL 陽性細胞
数、γH2AX 陽性細胞の出現程度が軽減した。MNU 投与後 24 時間において COS 併用群で HO-
1 および TG 陽性細胞の出現が軽減した。MNU 投与後 7 日の PDE6β 保持率は、COS 併用群で
有意に高値を示した。以上の結果から、4%COS 水によって MNU 誘発の視細胞アポトーシスを
構造的・機能的に抑制したものと考えられた。さらに、その抑制効果は COS による網膜での
酸化ストレス抑制が関与していることが示唆された。一方、8%COS 投与群では体重減少が顕
著であり、全身性ストレスが網膜障害の増悪化に関連したものと考えられた。適切な COS の
投与量・投与方法を用いることにより、RP の発症や進行の改善に役立つ可能性が示唆され
た。 
（２） MNU 誘発ラット網膜変性症モデルにおけるキトサンオリゴ糖の病態抑制効果：最適

投与方法の確立 
4％COS 水併用群では MNU 単独群に比べ中心部網膜視細胞比率が高く、網膜障害率は低
下を示し、視細胞障害の抑制がみられた。MNU 投与群では血清 d-ROMs 値が高値を示し
たが、4％COS 水併用群では軽減した。4％COS 水強制経口投与では体重への影響は観察さ
れなかった。COS 水強制経口投与は MNU 誘発視細胞障害を軽減させた。 



（３） 遺伝性網膜変性症マウスモデルにおけるキトサンオリゴ糖の病態抑制効果 
18 日齢 C3H マウスでは蒸留水群で網膜外層の減少が顕著であったが、2%COS 水併用群で
は網膜外層が残存した。COS 水強制経口投与は C3H マウスの遺伝性網膜変性を軽減させ
た。C3H マウスの視細胞障害には酸化ストレスによる細胞死が関与することが報告されて
おり、COS による酸化ストレスの軽減が病態抑制に関与していると考えられた。 
以上の結果より、COS はヒト網膜色素変性症の病態抑制効果が期待できるものと考えら

れ、安全性も含めたさらなる研究が必要であると思われる。 
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