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研究成果の概要（和文）：我々が開発したラットのミトコンドリアカルパイン－１の活性を特異的に競合阻害す
るペプチドを用いて、網膜色素変性モデルラットに投与することで視細胞変性の進行を阻止できるかどうかを検
討することを最終目的として研究を進めた。網膜変性モデルラットとしてRCSラットを用いて、まず網膜変性の
自然経過を光干渉断層計にて詳細に観察した後、カルパイン阻害ペプチドを除放するデバイスを作成してそのデ
バイスがラット眼球結膜下に安全かつ確実に埋植できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We previously developed a peptide that could specifically inhibit the 
activation of rat mitochondrial calpain-1. This research project has aimed to confirm the effect of 
photoreceptor protection by the calpain inhibitory peptide on retinal degeneration model rats. We 
first observed the natural course of photoreceptor degeneration in RCS rats by optical coherence 
tomography. And then, we created a slowly releasing device of the calpain inhibitory peptide. We 
transplanted the device into the subconjunctival space of the RCS rats and confirmed the safety and 
stability of using the device transplanted into the subconjunctival space.

研究分野： 眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
いまだ有効な治療法のない網膜色素変性についてその本質である視細胞死を直接の標的とする治療法の開発を目
的とした研究である。カルパイン阻害ペプチドを投与することで視細胞死の進行が少しでも遅延させることがで
きればそれだけ患者の視機能保持期間の延長につながる。本研究はカルパイン阻害ペプチドの細胞死阻害効果を
臨床的に応用する道筋を見いだすことを目標としており、ペプチドの除放デバイスの安全性が確認できたことは
さらに次の段階へと進む基盤となったことを示している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

1) 網膜色素変性と視細胞死について 

 網膜色素変性は進行性の視細胞変性を本態とする遺伝性網膜変性疾患である。その原因

となる遺伝子はすでに約 80 種類程度明らかになり、その知見に基づいて視細胞死のメカニ

ズムが徐々に解明されようとしている。近年、細胞死に関する研究が徐々に進み、網膜色

素変性における視細胞死が以前考えられたカスパーゼ依存性アポトーシスのみで起こる単

純な機構ではなく、カスパーゼ非依存性アポトーシスやネクロプト−シス、オートファジ

ーなど様々な反応経路を駆使して達成されるきわめて多様性に富む反応であることが明ら

かにされてきた。その中でもカルパインがいくつかの細胞死経路に共通に働くことが分か

ってきている。 

2) 網膜色素変性とカルパインについて 

 我々は視細胞死におけるカルパインとアポトーシス誘導因子（apoptosis inducing factor, 

AIF）の関与に注目し、網膜変性モデル動物において変性の進行にともなって網膜内でカ

ルパイン活性が高まることや視細胞死に AIF が関与することを報告した。さらに AIF 活性

化を触媒する酵素としてミトコンドリア・カルパインにも注目し、ミトコンドリア・カル

パインの活性化を特異的に阻害する低分子デコイペプチドを合成した。このペプチドは膜

透過を誘導するアミノ酸配列を含むため、網膜へ有効量が送達されさえすれば視細胞内や

さらにミトコンドリア膜内にも容易に取り込まれる特性を有している。したがって、本ペ

プチドはミトコンドリア・カルパインを分子標的とした新規の視細胞保護治療の有望な候

補となりうるポテンシャルを有していると言える。 

 

２． 研究の目的 

 本研究ではカルパイン阻害ペプチドの遺伝性網膜変性疾患への治療効果を明らかに

することを目的として、以下の 3点に絞って明らかにしたいと考えた。 

１）カルパイン阻害ペプチドが点眼投与によってウサギ網膜まで送達できるか。 

２）カルパイン阻害ペプチドを徐放するデバイスを作成してその効果を検証する。 

３）ヒト由来細胞、とくに培養網膜色素上皮細胞を用い、酸化ストレス環境で培養して細

胞死を誘発し、それがカルパイン阻害ペプチドによって抑制されるかどうかを解析する。 

 

３． 研究の方法 

１）各種濃度のカルパイン阻害ペプチド（Tat-µCL）をウサギに点眼し、免疫組織化学にて

網膜への送達の有無を検討する。 

２）カルパイン阻害ペプチドを徐放するデバイスを作成する。本研究課題ではまず安全性

試験を行う。 

３）ヒト網膜色素上皮細胞を用いて培養系でヒト型カルパイン阻害ペプチドの細胞死抑制

効果を解析する。 

 

４． 研究成果 

１）カルパイン阻害ペプチドの網膜への送達法の検討と薬物動態 

 SD ラットに対して 1mM の Tat-µCL 液（0.9％NaCl に溶解）を 1 滴点眼すると 1 時間後には

後極部の網膜視細胞や視神経乳頭にまでペプチドが到達していた。1 時間後、3 時間後および 6

時間後の網膜内の濃度はそれぞれ 15.3, 5.8, 1.0 pg/mg protein であり、時間と共に急速に減衰す



るものの、in vitro における Tat-µCL の IC50 (197nM) に比べるといずれも高値を示した。本研

究ではさらに対象をウサギとして、Tat-µCL 濃度を 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 および 20.0 mM として点眼

し、点眼 1 時間後の網膜内ペプチドの移行を免疫組織化学にて検討した。 

 

 

図１各種濃度の Tat-µCL点眼 1 時間後のウサギ網膜でのペプチド分布。赤色がペプチド 

の免疫染色、青色は DAPI による核染色を示す。網膜は下方が内層（硝子体側）であり上方が

視細胞外節側を示す。 

 

 結果を図 1 に示す。１.0 mM 濃度のペプチドでもわずかに網膜内しかも網膜内層と視細胞外

節への送達が観察され、その分布は濃度依存性に濃く染色されることが明らかとなった。網膜

内濃度については測定していないが、カルパイン阻害ペプチドのような分子量 2,000 程度の物

質でもウサギのような中動物の眼球後極に点眼によって送達できることが明らかとなった。 

２）カルパインペプチド徐放デバイスの RCS ラットへの効果（安全性試験） 

 阿部俊明教授(東北大学)から新規のカルパイン阻害ペプチド徐放デバイスの供給を受けた。

これを生後 18 日の RCS ラット野性型の結膜下に埋植した。右眼にペプチド、左眼には対照の

スクランブルをそれぞれ徐放できるデバイスとした。28 日後に OCT と ERG を測定してその安

全性を確認した。 

 
図 2 カルパイン阻害ペプチド徐放デバイスの安全性試験（野性型 RCS ラット）。左上段は対

照（非活性）群の OCT、右上段はペプチド(活性)群の代表的 OCT。下段はそれぞれに対応す



る ERG 所見。 

 

 結果を図 2 に示す。両群とも OCT による形態ではほぼ正常所見を示した。ERG では a 波振

幅はペプチド群 48.64 ± 17.15, 対照群 39.80 ± 9.50 µV であり、b 波振幅はそれぞれ 137.08 ± 47.80、

118.20 ± 46.36µV であり両群間にはいずれも有意差はみられなかった（P = 0.333 および 0.544、

n = 5）。このことからデバイス埋植による安全性が確認された。このデバイスの効果に関して

は以降の研究にて検討したいと考えている。 

３）培養ヒト網膜色素上皮細胞を用いたヒト型カルパインペプチドの効果 

 ラットでの視細胞保護効果がヒト細胞でも同様に認められるかどうかを検証した。ヒト網膜

色素上皮細胞に過酸化水素を作用させ酸化ストレスに対するカルパイン阻害ペプチドの効果を

検討したが、この条件ではペプチドには細胞死抑制効果はみられなかった。細胞死の条件設定

などの検討が必要であることが示された。 
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