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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性は中途失明の主な原因の一つであり、その中でもクリスタリン網膜症は
日本人に多い進行性の遺伝性網膜変性疾患である。本研究は、クリスタリン網膜症に対して、有効な治療薬開発
を目的として行った。治療薬の候補は、疾患特異的iPS-RPEを用いたこれまでのわれわれの研究で明らかとなっ
たが、薬剤の最適化が主な課題であった。これまでの研究で、薬剤への修飾、溶媒、添加剤、投与方法などの検
討を繰り返し行い、動物を用いた点眼実験において網膜への到達量を上昇させる条件を見出した。

研究成果の概要（英文）：Retinitis pigmentosa is one of the leading causes of blindness. Among them,
crystallin retinopathy is a progressive hereditary retinal degenerative disease that is common in 
Japanese.This research was conducted with the aim of developing effective therapeutic agents for 
crystalline retinopathy. Potential therapeutic agents have emerged in our previous studies using 
disease-specific iPS-RPE, but drug optimization has been a major challenge. In this research, we 
examined modifications to the drug, solvents, additives, administration methods, etc., and found the
 conditions that increase the amount reaching the retina in eye drop experiments using animals.

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
眼の難病であるクリスタリン網膜症は、日本人に多い進行性の遺伝性網膜変性疾患であるが、その詳細は不明で
あり、病態との関連や治療法の開発が切望されている。われわれはこれまでに、治療薬候補薬剤を見出し、最適
化条件を検討、動態試験を実施している。本研究によりクリスタリン網膜症に対する有効な治療薬を開発できれ
ば、本疾患の画期的な失明予防治療薬となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
網膜色素変性は日本における中途失明の原因として上位にあり、その中でもクリスタリン網膜
症は日本人に多い進行性の遺伝性網膜変性疾患である。本疾患は、30 歳前後に夜盲、視野障害
で発症し、徐々に視野障害が進行し、視力低下を来す。網膜色素上皮細胞と視細胞の変性、萎縮
網膜への微細な結晶状の沈着物を特徴とし、原因遺伝子は水酸化酵素チトクローム P450 ファミ
リーの一つである CYP4V2 であると報告された（Am J human Genet, 2004）。我々は、CYP4V2 変
異をホモにもつクリスタリン網膜症患者から induced pluripotent stem (iPS)細胞を樹立し、分化さ
せた網膜色素上皮細胞（iPS-RPE）を用いて研究を行ってきた。その結果、患者由来 iPS-RPE に
おいて、空胞形成をはじめとする細胞変性・細胞死、オートファジー・リソソーム機能障害が認
められ、in vitro において病態を再現することが明らかになった。LC-MS/MS を用いた脂質網羅
的解析から、患者由来 iPS-RPE では、細胞内に遊離コレステロールが蓄積していた。さらに、細
胞内遊離コレステロールを排泄する作用のあるデキストリン誘導体の一部が、患者由来 iPS-RPE
の細胞形態・機能異常、細胞死を抑制することを明らかにした。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、我々が明らかにしたクリスタリン網膜症の病態を踏まえ、患者由来 iPS-RPE を用い
て細胞機能障害の抑制および細胞内遊離コレステロール減少作用のある薬剤の最適化を行い、
クリスタリン網膜症に対する治療薬開発を進めることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
３－１）シクロデキストリン誘導体の網膜内濃度測定 
クリスタリン網膜症患者由来 iPS-RPE 細胞で細胞変性抑制効果のあるシクロデキストリン
Hydroxyproryl-beta-Cyclodextrin（HPBCD）、Hydroxyproryl-gamma-Cyclodextrin（HPGCD）に関し
て、750mM、500mM の溶解液を作成した。BN ラット各 2 匹に朝・昼・夕・翌朝・翌昼の 5 回、
一回 5 µL点眼、最終点眼 30 分後に過剰麻酔下で眼球を摘出した。摘出眼球は生理食塩水で十分
に洗浄後、凍結し保存した。凍結眼球を、半割し、神経網膜および、網膜色素上皮・脈絡膜・強
膜に分離した。エッペンチューブに入れ、凍結した。ビーズビーターにより凍結状態で破砕し、
組織 10 mg あたり 100 µLの純水を加え、homogenate を作成した。内標準物質を加え、アセトニ
トリルで抽出、上清を乾燥後、炭化アンモニウムで溶解した。LC-MS/MS を用い、標準物質の検
量線から各シクロデキストリン濃度を算出した。 
 
３－２）網膜色素上皮細胞での受容体の発現確認 
網膜色素上皮細胞に葉酸受容体の発現があるかを確認するため、網膜色素上皮細胞種である
ARPE-19 細胞並びに iPS-RPE 細胞からタンパク質を抽出した。抗葉酸受容体抗体を用い、ウェ
スタンブロットにて葉酸受容体の発現の有無を検討した。 
 
３－３）シクロデキストリンの修飾 
シクロデキストリンの細胞内への取り込みを促進させるため、シクロデキストリンへの修飾を
試みた。シクロデキストリンに葉酸やラクトース修飾を行った。修飾シクロデキストリンに関し
て、３－１）同様、ラットに点眼を行い、網膜内濃度を測定した。 
 
３－４）in vitro 病態モデルにおける修飾シクロデキストリンの薬効確認 
クリスタリン網膜症患者由来 iPS-RPE 細胞を維持培養した。培地に修飾デキストリンをそれぞ
れ 0.0625、0.125、0.25、0.5、1 mmol/L の濃度で添加し、細胞変性の割合を写真から評価した。
また、リソトラッカーを用い、fluorescence-activated cell sorting（FACS）解析により、リソソーム
機能を評価した。 
 
３－５）シクロデキストリン製剤検討、投与法検討 
シクロデキストリンの溶媒を、水、phosphate-buffered saline（PBS）とし、添加剤を加え、３－１
の方法にて点眼実験を行い、網膜内濃度を検討した。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
４－１）シクロデキストリン網膜内濃度 
750 mM HPBCD、500 mM HPGCD をラットに一日 3 回点眼し、5 回目点眼の 30 分後に摘出した
網膜内の濃度測定を行った。網膜内濃度は、およそ 5 pmol/mg tissue であった。また、網膜色素
上皮・脈絡膜・強膜内濃度は、およそ 120、70 pmol/mg tissue であった。培養細胞での薬効濃度
が数百 n mol であるため、薬効濃度には 1－2 桁濃度が足りない可能性が示唆された。 
 
４－２）網膜色素上皮細胞での受容体の発現確認 
ARPE-19、iPS-RPE では、葉酸受容体が強発現していた。一方、未分化 iPS 細胞や、視細胞種の
661W 細胞では、葉酸受容体の発現がほぼ見られなかった。（図）したがって、網膜色素上皮細胞
内に薬剤を取り込ませる目的で、薬剤に葉酸修飾を行うことは有効である可能性が示唆された。 
 

４－３）シクロデキストリンの修飾 
葉酸（FA）付加したシクロデキストリンとして、FA-HPBCD、FA-MBCD（methyl-beta-cyclodextrin）
を用いて、ラットへの点眼実験を行った。葉酸付加にて、水への溶解度が低下したため、FA-
HPBCD およびそのコントロールとしての HPBCD は 125 mM で、FA-MBCD およびそのコント
ロールとしての MBCD は 50 mM でそれぞれ点眼実験を行った。FA-HPBCD に関して、葉酸が付
加する位置や数が様々であることから、検出されるイオンは非常に複雑でそれぞれのイオン強
度が低いため、有効な定量が困難であった。一方、FA-MBCD は、網膜内から検出可能で、MBCD
投与の網膜より、数倍程度高濃度で検出されたが、点眼可能な濃度が低かったために、いずれに
しても薬効濃度には届かない結果となった。また、beta-cyclodextrin に複数個の葉酸を付加した
修飾デキストリン、及び、乳酸修飾したシクロデキストリンを用い、同様に検討を行ったが、い
ずれも、網膜内濃度を著明に上昇できるものは無かった。 
 
４－４）in vitro 病態モデルにおける修飾シクロデキストリンの薬効確認 
葉酸付加したシクロデキストリンとして、FA-HPBCD、FA-MBCD を用いた。HPBCD、MBCD と
もに、0.25 mmol/L から細胞変性抑制作用を認めた。FA-HPBCD、FA-MBCD でも同様に 0.25 
mmol/L から細胞変性抑制作用を認め、それより薄い 0.125 や 0.0625 mmol/L では細胞変性抑制
作用を認めなかった。また、リソトラッカーを用いた FACS 解析によるリソソーム機能評価にお
いても、FA-HPBCD、FA-MBCD と HPBCD、MBCD 間にリソソーム機能改善効果、およびその
薬効濃度に差異はなかった。以上より、葉酸付加により、in vitro における薬効は保たれるもの
の、薬効が得られる濃度の低下作用は認められないことが明らかになった。 
 
４－５）シクロデキストリン製剤検討、投与法検討 
HPBCD を用い、水、PBS 等の溶媒、及びいくつかの添加剤を加え、点眼実験を行った。溶媒 A
では、点眼投与語 30 分での網膜内シクロデキストリン濃度が 100 pmol/mg tissue をこえ、点眼後
8 時間まで比較的高い濃度で維持された。溶媒 B では、他の溶媒と比べて 2 時間以降 8 時間ま
で、網膜内シクロデキストリン濃度が高く維持された。また、眼局所投与法を検討し、網膜内濃
度が 500 pmol/mg tissue に達するものがある可能性が示唆された。今後、引き続きよりよい条件
を検討していく予定である。 
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