
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)

2013～2011

マクロファージを標的とした新しい眼炎症疾患に対する治療

Macrophage targeted new treatment for ocular inflammation

１０４３３２４４研究者番号：

丸山　和一（Maruyama, Kazuichi）

東北大学・大学病院・講師

研究期間：

２３５９２６１３

平成 年 月 日現在２６   ６ １１

円     4,000,000 、（間接経費） 円     1,200,000

研究成果の概要（和文）：C57BL/6, ICRマウスの腹腔内より採取したマクロファージを培養し、低分子化合物にて刺激
をしたところ、マクロファージからの炎症性サイトカインの産生が抑制することが出来た。特にマクロファージをリポ
ポリサッカライド（LPS）とIFN-γにて刺激を行った細胞群のTNF-alpha産生を劇的に抑制することが出来た。本化合物
は局所での投与を目標として研究を開始したため、マウス角膜縫合モデルに対して結膜投与したところ、投与後翌日か
ら角膜の浮腫が出現し、その後眼内炎症がコントロールと比較して悪化したため腹腔内投与に変更した。その結果わず
かであるがコントロール群と比較してリンパ管新生は抑制された。

研究成果の概要（英文）：The small weight chemical compound could suppress inflamed cytokine from C57/BL6 o
r ICR mice macrophage that was stimulated with LPS and interferon gamma. Especially, TNF-alpha secretion f
rom macrophage that was stimulated with LPS and interferon gamma was dramatically suppress by this small w
eight chemical compound. The purpose of this experiment, we would like to use this small weight chemical c
ompound as local treatment such as eye drop. However, this small weight chemical compound induced inflamma
tion in the eye, especially corneal epithelium. In order to chemical induced local inflammation, we decide
d to use this small weight chemical compound as systemic administration. As a result, this small weight ch
emical compound could suppress lymphangiogenesis in corneal suture placement experiment. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

◆炎症巣でのリンパ管新生にはマクロフア

ージが深く係る 

炎症病態におけるリンパ管新生は、胎生期
と同様に血管より分岐すると考えられてい
た。申請者らは、炎症期リンパ管新生には炎
症細胞である MØが直接寄与するという、独
創的な発見をした。リンパ管は胎生期におい
ては、静脈から分化することが報告されてい
たが、成人期、特に炎症期のリンパ管新生の
機構は解明されていなかった。申請者らは、
MØにリンパ管内皮細胞特異的マーカーが発
現していること、さらには無リンパ管組織で
ある角膜を用い MØがリンパ管内皮に直接的
に寄与し、リンパ管新生が誘導されることを
証明した（Maruyama K, J.Clini Invest 2005）。 
 

◆ マクロフアージ機能の人為的制御でリン
パ管新生が抑制される 

申請者らは、MØ内のチオールレドックス均
衡に着目した。酸化型グルタチオンを持つ MØ
（酸化型 MØ）は、抗炎症作用を発揮し角膜移
植における拒絶反応を抑制することが可能
であることを証明した（Yamada J. Invest 
Ophthal Vis Sci 2004）。申請者らは酸化型
MØを誘導するために低分子化合物 NACOMe2
を用いることでマウス角膜リンパ管新生モ
デルにおいてリンパ管新生を抑制すること
に成功した。さらには MØからの炎症性サイ
トカイン TNF-αの産生抑制にも成功した
（Fukumoto A, Invest Ophthal Vis Sci 2010）。 
申請者らは前述したNACOMe2以外にも種々

の体内生理活性物質・中和抗体などを用いリ
ンパ管新生を抑制できることを角膜リンパ
管新生モデルで確認している（Cursiefen C, 
Invest Ophthal Vis Sci 2004, 未発表デー
タを含む）。これらは MØの炎症応答を抑制
することで本作用を示すことも明らかにし
ている。 
 

◆リンパ管新生制御の医学的ニーズは高い 
リンパ管は体内で大きく分けて２つの機

能を持っていることが知られる。一つは細
胞・組織から排出された老廃物を集め、静脈
系に戻す機能、もう一つは免疫反応を誘導す
るために必要な抗原提示細胞の局所リンパ
節への輸送である。悪性腫瘍はこの輸送経路
を使用することで、各リンパ節・多臓器へ移
動し生命予後にかかわる転移形質の特性を
獲得する。このため、悪性腫瘍の転移予防に
リンパ管新生抑制は必須の治療であると考
える。また、臓器移植後の拒絶反応抑制や炎
症の遷延化にも深くかかわる。薬剤としてス
テロイド剤や免疫抑制剤、悪性腫瘍の所属リ
ンパ節転移・他臓器転移には手術療法・抗が
ん剤などが使用されているが、種々の副作用

が懸念される。 
 
２．研究の目的 
申請者は、マクロフアージに対し斬新な作用
特性を有する新規低分子化合物を使用し、角
膜リンパ管新生抑制を本研究期間内の目標
とする。 

(1)MØ細胞群内リンパ管内皮前駆細胞群の抽

出 MØのどのフェノタイプがリンパ管内皮細

胞の特徴をもつかは同定されていない。炎症

巣の MØはリンパ管内皮特異的マーカーを発

現するため本マーカーを発現している MØを

抽出することを目標とする。本申請者らは特

殊な培養環境下（培養液；EGM, 培養皿；

fibronectin coating dish）にて MØのリン

パ管内皮特異的マーカーが高発現すること

を発見している。 

本予備知見をもとにこれらの細胞群よりリ

ンパ管内皮前駆細胞群を高率に抽出する技

術を創出する。 

(2)MØに対する低分子化合物の選択・効果判

定 

申請者は既に MØに対し独創的な作用特性
を 有 す る 新 規 低 分 子 化 合 物
（ phenyl-pyrazolopyridine-dione 誘導体
GRA12228, GRA1230 など）ならびに骨格構造
類似で活性を有しない化合物（GRA1002）を
使用することで、リンパ管新生に関与する炎
症反応の抑制・さらにはリンパ管内皮形成に
係る MØ細胞自体のアポトーシスを誘導する
かどうか判定する。本化合物は分子量１８０
～２６０ダルトンの低分子化合物であり、抗
体であるインフリキシマブなどの生物学的
製剤での治療よりも局所作用性、副作用の軽
減などが期待される。本低分子化合物はすで
に MØ培養環境に添加することで、MØからの
TNF-αなどの炎症性サイトカイン産生抑制、
さらには活性化 MØの選択的アポトーシス誘
導が可能であることを予備的に確認してい
る。本薬剤を使用しⅠで抽出された細胞群に
添加し、その効果判定を行う。この中で最も
効果のある薬剤を総合的に判断し選択する。
選択した薬剤は後述する研究に応用する。 

(3)Ex vivo, in vivo における低分子化合物

の効果判定 

(2)で選択した化合物を用い、マウス角膜に
て リ ン パ 管 新 生 へ の 効 果 判 定 を 行 う
（ Maruyama K, J.Clini Invest 2005, 
Cursiefen C, Invest Ophthal Vis Sci 2004 ）。
炎症巣では活性化 MØがリンパ管内皮に形態



変化する。リンパ管誘導された角膜を培養環
境下に置換し GRA 化合物を添加し、その効果
判定を施行する。 
３．研究の方法 
(1)MØをマウス腹腔内より採取・培養し、リ
ンパ管内皮特異的マーカーを発現する亜集
団を確立する。 
(2)培養環境下にある MØに炎症刺激を与え、
その後種々の新規開発薬剤を添加し、MØの炎
症反応抑制・アポトーシスを誘導できるかど
うかを検討する。本実験で最も効果のあった
化合物を以降の研究に使用する。 
ex vivo, in vivo における MØに対する化合
物の効果を検討する。用いるモデルはマウス
角膜縫合モデルを用いる。モデルにおいて化
合物の効果を確認するため、組織を採取し、
組織像・サイトカイン産生などを施行する。 
４．研究成果 

C57BL/6, ICR マウスの腹腔内より
採取したマクロファージを培養し、低分子化
合物にて刺激をしたところ、マクロファージ
からの炎症性サイトカインの産生が抑制す
ることが出来た。特にマクロファージをリポ
ポリサッカライド（LPS）と IFN-γにて刺激
を行った
細胞群の
TNF-alph
a 産生を
劇的に抑
制するこ
とが出来
た(図) 

 
しかし本
化合物は
局所での
投与を目
標として研究を開始したため、マウス角膜縫
合モデルに対して結膜投与したところ、投与
後翌日から角膜の浮腫が出現し、その後眼内
炎症がコントロールと比較して悪化したた
め腹腔内投与に変更した。その結果わずかで
あるがコントロール群と比較してリンパ管
新生は抑制された。 
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