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研究成果の概要（和文）：Mps亜集団の選択的枯死誘導剤GRA化合物によるTNF産生阻害、新規HDAC阻害剤によるRPEの線
維化阻害効果を明らかにし、両化合物も併用によるRPE/Mps亜集団間の炎症Vicious 回路遮断の可能性を示した。本回
路で分泌されるmiRを同定し危険感知応答の新側面を明らかにした。CFH,CD46, CD59, Clusterin、新規補体活性化抑制
因子CTRP6のヒト後眼部組織における発現様式を解析し、AMD患者由来の眼球での特徴的な発現を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the detailed roles of the inducer of selective apoptosis in activat
ed macrophages in inhibiting the production of TNF-alpha and of the new HDAC inhibitor in inhibiting the T
NF-alpha-induced fibrosis of RPE cells were investigated. The synergy between TNF-alpha and the HDAC inhib
itor in the blockade of the formation of the vicious inflammatory cycle between RPE cells and the subpopul
ation of macrophages was indicated. The new molecular mechanism in danger perception mediated by miRNA sec
reted from RPE cells was first clarified, and the secreted miRNA was found to possibly propagate the degen
eration of RPE cells in a paracrine manner. The classical and newly discovered regulators of complement ac
tivation, i.e., CFH, CD46, CD59, clusterin, and CTRP6, were found to be produced upon TNF-alpha triggered 
inflammatory stimuli on RPE cells. The characteristic features of the expression of these regulators in hu
man anterior eye tissues were confirmed immunohistologically.
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１．研究開始当初の背景 
１）報告者は、細胞内のチオールレッドクス
（icGSH）均衡（還元型グルタチオン GSH vs 
酸化型グルタチオン GSSG）に着目し、糖尿
病、炎症性腸疾患などのモデルにおいて、炎
症早期には NOS2-IFNγ-IL-10+の酸化型マク
ロファージ（Mps）が炎症巣に局在し、機能
的相転移を経て NOS2+FNγ+IL10-の還元型
Mps/Th1免疫応答の局在により組織破壊が起
こり、低酸素状態や局所 TGFβにより誘導さ
れる酸化型 Mps主流へと病態像の質的な変
換が起こり組織再構築に進むこと、病態像に
即した時空間特異的治療介入の必要性を報
告した（Int Immunol, 2002, ２報、
Mol.Immunol,2002、Int. Immunopharmacol. 
2002、Eur J Immunol.2002, 2003、J Immunol. 
2003など）。Mps機能が可塑的に変換するこ
とで病態が変化するとする独創的な理論を
世界で最初に提唱した（総説：羽室、Ann Rev
免疫, 1999, 2001、炎症・免疫・感染, 2011）。 
喘息モデルでも同様の知見を得る（Am J 
Respir Cell Mol Biol. 2007）とともに、TGFβ
による線維化誘導が icGSH状態の還元型へ
の傾斜で抑制されることも検証した（FEBS 
Lett. 2009）。 加齢黄斑変性（AMD）、2型糖
尿病、高脂血症や肥満に代表される加齢性 
疾患・生活習慣病において、脂肪組織炎症の
病態に Mps機能の可塑的な相転移が深く係
ることが明らかになり、脂質が生体内におけ
る 内在性危険シグナルとして機能すること、
これらの 疾患を「危機に対処する自然免疫
系の破綻」と捉える新しい概念が提唱されて
いる（Suganamiら 2010）。 
（２）報告者は眼科領域においても酸化型/
還元型 Mps 理論を応用し、ヒトにおける結
膜アレルギーや花粉症制御 などを確認し
（Invest Ophthalmol Vis Sci. 2003, 2004, 2009, 
Transplant. 2007、J Allergy Clin Immunol. 2007
など）, また、 AMDモデルマウスにおいて
還元型Mpsの誘導や 還元型Mpsの細胞移入
で網膜下組織の線維化が 抑制できることを
報告し(Invest Ophthalmol Vis Sci. 2010)、「マク
ロフアージ機能の相転移制御」概念の眼科医
療領域への応用の蓋然性を検証してきてい
る。連携研究員として予定した古泉、丸山、
関山の転出の関係で申請課題の研究は 24年
度後半から本格化した。2年弱の期間で、国
際学会での口頭発表採択 2件、ポスター発表
3件、眼科専門国際誌掲載 1件、執筆中 1件
まで進めることができた。懸案であった補体、
補体抑制因子のヒト眼球における動態と
AMD 病態の対応に係る免疫組織学的な研究、
補体活性化抑制因子の発現動態に及ぼす低
分子化合物の検定も進めることができた。 
 
２．研究の目的 
世界に先駆け提唱した「組織炎症における
Mps機能の相転移制御」概念に基づき、脂質
蓄積の著明な網膜下組織に焦点を当て、Mps
相当機能を有する網膜色素上皮細胞（RPE）

機能の相転移制御法を模索する。 
①	
 RPE と脈絡膜浸潤 Mps 間の双方向的相互
作用により遷延化する網膜下組織炎症を
AMD 病態の本質と捉え、相転移による
RPE の貪食能低下に係る分子病態の視軸
から解析する。枯死細胞の貪食を介して組
織恒常性を保つ RPEの基本機能が如何な
る局所微小環境因子により貪食能低下に
繋がるかを解明する。 

②	
 相転移に係る分子標的を明らかにするこ
とで本変換の特異的制御法を考案し AMD
の革新的医療の礎を切り拓く。 

 
３．研究の方法 
①	
 Mps の機能多様性と可塑性同様の相転移
が RPE にも存在するかを検証し貪食能低
下と対応付ける。 

②	
 網膜下のドルーゼン構成成分が RPE/Mps
の相転移に関与するか否か検討する。ドル
ーゼンは本疾患の早期 biomarker であり、
脂肪滴や補体成分などを多量に貯留する。
これら貯留成分により RPE/Mpsが酸化型,
還元型のどの形質に変換されるか検定す
る。脂質成分の関与としては LDL、飽和
脂肪酸などを中心に、補体系関与の可能性
を確認する。  

③	
 Mps 相当の RPE の機能的可塑性に係る
MCP-1、IL-33 の役割の検証を行う。RPE 
/Mps の相転移を特異的に制御する化合物
を探索する。本変換制御のために、PPAR
γ活性化剤、HDAC 阻害剤、活性化 Mps
選択的枯死阻害剤などを用いる。 

④	
 RPE の相転移を抑制する分子標的を見出
す。相転移を特異的に制御する手法を確立
するため、Mps と RPE の共培養系を駆使
する。HDAC 阻害剤、細胞内グルタチオ
ン（GSH）制御剤、活性化 Mps 亜集団の
選択的枯死誘導剤、PPARγ活性化剤を活
用して探索系を最適化しリード化合物を
確定する。よって、ドルーゼン貯留、脈絡
膜新生血管（CNV）形成、RPE の上皮間
葉系移行（EMT）を抑制し、斬新な予防
治療法の提供につなげる。平成 25年度に
は世界で始めてとなる「RPE 機能の相転
移制御」に係わる新規化合物の探索にも着
手し、創薬標的としての妥当性の評価を実
施する。  

 
４．研究成果 
①	
 RPE の細胞変性（EMT、細胞老化、線維
化）に係わる遺伝子発現の網羅的解析： 
TGFβ刺激によるヒト RPE の細胞変性
（EMT、細胞老化、線維化）に係わる遺
伝子発現の変動を PCR アレイを用いて網
羅的に解析し COL1A, COL3A1, FN1, 
SNAI1, WNT5A, WNT5B, VEGFなどの選
択的な up-regulation と補体抑制因子とし
て細胞ストレスに防御的に働く Clusterin
（Clu）の遺伝子発現抑制を確認した。細
胞変性の一つの EMT の抑制候補 miRNA



として miR141、miR200a、miR200b、
miR200c、miR205を選定した。Cluはタン
パク凝集や変性補体成分の蓄積にも係り、
多くがエキソゾームに含まれて分泌され
AMD 早期病態におけるドル−ゼン形成に
係わる可能性があり今後の重要な追跡対
象とした。 

②	
 RPE と Mps との共培養系を用いた炎症増
悪回路（vicious cycle）の AMD 病態にお
ける意義の解明: 
既に樹立しているマウス primary RPE/Mps 
を用いた共培養系において、大量の
MCP-1, IL-6（50ng/ml以上）や VEGFが産
生され、RPE からの IL-6 と Mps からの
TNF-αによる vicious cycle の存在を確認
し 2013年国際学会で口頭発表し、現在論
文執筆中である。本増悪回路は酸化 LDL
や TGF-β2の添加によって IL-6や VEGF
産生が増強されることも判明した。LDL
では増強されない。高濃度の TGF-β2 が
存在している眼内において、RPE が生活
習慣病に関連する過酸化脂質に修飾され
ると貪食能が低下し、CNV 形成が増強さ
れる可能性が推定される。本増悪回路の成
立は抗 IL-6抗体や抗 TNF-α抗体の添加に
より阻害されることも確認した。報告者は、
下図に示す RPEとMpsの間の炎症増悪回
路の存在を提唱した（未発表、一部は
ARVO2013口頭発表）。 

③	
 活性化 Mps 選択的枯死誘導剤（GRA）や
Mps の還元型（M1）偏倚剤（SAG）によ
る vicious cycle制御： 
RPE と Mps との共培養における vicious 
cycle誘導環境で、細胞内 GSHのチオール
レドックス偏倚状態が酸化型、もしくは還
元型偏倚するかどうかを、ケモカイン受容
体などの発現（CX3CR1, CCR2, FasL, 
MGL-1など）も含めて同定し、SAG, GRA 
による抑制を試みる。SAG は細胞内の酸
化型グルタチオン(GSSG)をGSHに偏倚さ
せ、Mps においては還元型 Mps（ほぼ M1 
に類似）を誘導して IFN-γや IL-12 産生
を促す。RPEの細胞内 GSH を誘導した還
元型 RPEでは IL-6産生が抑制されること
も確認した。Mps と RPE の双方に作用し、
RPE− IL-6−Mps−TNF-α−RPE の vicious 
cycle を抑制出来る。GRA は TNF-α産生
性の活性化Mpsのみを枯死させ結果 TNF-
α産生を抑制するが、RPE への作用は皆
無であった。双方の薬剤が異なる作用点を
持つ事から、２剤を併用出来る可能性も想
定している。 

④	
 網膜色素上皮組織の線維化抑制： 

網膜色素上皮組織の線維化は眼内増殖性
疾患に共通する重篤な病態で、線維化抑制
という共通の治療法で複数の疾患を対象
に治療介入できる。AMD、増殖性硝子体
網膜症（PVR）、増殖糖尿病網膜症（PDR）
は何れも加齢性疾患で、後天的なエピジエ
ネティック遺伝子変化に起因する疾患病
態と考えられる。その一つが RPE の線維
化病態である。in vitroにおいて HDAC阻
害剤 OBP801に、TGFβ+/-TNFによる RPE
の線維化抑制作用を見出した。抑制作用は
強く１nM レベルと既存の HDAC 阻害剤
SAHAに比し 1000倍以上活性が強いこと
が判明した。OBP 化合物の作用点が RPE
にあること、肝の線維化抑制作用を有する
SAG は GRA 化合物同様 Mps に作用する
ことが判明した。OBP化合物と GRA化合
物もしくは SAGとの併用による RPE/Mps
亜集団間の炎症 Vicious回路の遮断の可能
性が示唆された。OBPは TGFβ+/-TNFに
より誘導される網膜変性、線維化を抑制す
ることを確認した。 

⑤	
 RPEの危険感知応答としてのmiRNA分泌
の特性 
萎縮型 AMD の早期病態に見られるドル−
ゼン蓄積の機序は未だ解明されていない。
RPEが TGFβ/TNFα刺激で、特有の miRNA
を細胞外に放出することを見出した。RPE
からの細胞外微粒子の放出は、従前、殆ん
ど知られていない。細胞内では上皮間葉系
移行（EMT）に伴う miR141, miR200a, 
miR200b, miR200c, miR205 の変動を確認
し、他細胞での知見（Gregory PA, Cell 
Cycle. 2008、Gregory PA, Nat Cell Biol. 2008
など）との整合性を確認した。ごく最近、
Mps の亜集団の機能変化（M1/M2）を
miRNA が起こすことが報告された（日本
癌学会, 2013, 横浜）。以上の知見などより、
変性 RPE から放出される、エキソゾーム
含有のmiRNAが脈絡膜下浸潤Mpsの貪食
能を低下させて、結果、ドル−ゼン形成に
寄与すると考えるに至った。miR146 は
TNFαなどにより惹起される炎症で産生
される IL-6, IL-8, MCP-1産生を抑制する
（Kutty RK, Mol Vis. 2013）。TGFβによる
RPEの EMT化においては ZEB1→miR205
の経路を確認している（前述）。報告者は、
左図に示す RPEとMpsの間の炎症増悪回
路の存在を提唱した（未発表、一部は
ARVO2013口頭発表）。 
以上の成果をもとに下記の作業仮説を作
るに至った。『RPEの細胞機能変性による
RPE と Mps 系との情報ネットワークの破
綻』を AMD 病態の本質と捉え、「RPE 細
胞の放出する細胞外微粒子による Mps の
亜集団の変化（M1/M2）」を追跡し、細胞
外微粒子により Mps が貪食能の低い亜集
団に変換され、結果、恒常性維持に係る貪
食処理が進まず、ドル−ゼン形成に至ると
する新しい回路の存在を検証し、萎縮型



AMD に係る新しい分子標的を明確化し、
創薬基盤技術として新分野の開拓に資す
る（下図参照）。 

⑥	
 また、新しい補体活性化抑制因子
CTRP6 に係る研究も進めることができ、
岩倉教授（東京理科大）グループとの
CTRP6 遺伝子改変マウスを用いる共同
研究を開始できるところまで進み得た。
補体活性化因子 C3, C5, CFB、補体活性
化抑制因子 CFH, CD46, CD55, CD59, 
Clusterin並びにCTRP6, CTRP5などに対
する OBP の作用解析も実施した。ヒト
眼球組織を用いてこれら補体抑制因子
の後眼部組織における発現様式を免疫
組織染色で解析し、正常人と AMD患者
由来の眼球での発現分布の差を RPE, 
ドルーゼン、黄斑部、辺縁部などで比較
し、特徴的な差異を見出した。 

 
本研究は 25年度【26年 3月】 で終了した。 
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IL-6,IL-8,
VEGF

TNFα
IFNγ など

本研究の独自性、斬新性

（本研究では太赤線部を検証する）
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