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研究成果の概要（和文）：ヒト単球細胞株からマクロファージを誘導し、異なる環境下でのVEGFおよび各種炎症
性サイトカイン、ケモカインの産生能を比較検討した。ここで炎症モデルとしてTh1Th2サイトカインや網膜色素
上皮から恒常的に産生されるPGE2、糖尿病合併症と関連する終末糖化産物 (AGEs)等を培養上清中に負荷し、マ
クロファージによる各種サイトカインやケモカイン産生能の比較検討を行った。PGE2刺激におけるTh2刺激以上
のVEGF産生亢進とAGEsによるVEGFの高い産生能が示された。さらにAGEsによる炎症性サイトカインだけでなくケ
モカインの産生も強く誘導され、糖尿病網膜症等の病態形成への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Human monocyte cell line THP-1 was stimulated by PMA (Phorbol 12-myristate 
13-acetate). PMA-stimulated THP-1 was used as differentiated macrophages in vitro. PMA-THP-1 cells 
were cultured with AGEs or various cytokines (M1 inducer: IFN-γ, M2 inducer: IL-4 & IL-13, RPE 
secreting cytokine: PGE2). ELISA or FACS was performed in order to measure cytokines and chemokines 
in the cell supernatants. Quantitative mRNA expressions were also examined by RT-PCR. VEGF was 
highly secreted by PMA-stimulated THP-1 in the presence of AGEs or PGE2. Furthermore, not only 
massive secretion of IL-8 but also multiple increased productions of TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, 
MCP-1, RANTES were induced by AGEs. In the presence of AGEs or PGE2, VEGF expression from 
macrophages is elevated. Furthermore, AGEs induces robust proinflammatory cytokines or chemokines 
productions, which indicates critical macrophage mediated ocular pathology triggered by AGEs.

研究分野： 眼炎症
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１．研究開始当初の背景 

 

近年、ぶどう膜炎だけでなく糖尿病網膜症

や加齢黄斑変性症などの多くの網膜疾患に

おいて、炎症の関与が重要であるとみなさ

れている。また、リンパ球以外にもミエロ

イド系細胞による自然免疫系の関与も重要

であると考えられている。マクロファージ

はIFNγやIL-4などのサイトカインの刺激

を受けて古典的活性化型（M１）や選択的活

性化型（M２）などへサイトカイン依存的に

多様な分化と形質を獲得することが知られ

る（Wynn TA et al. Nature 496:445-455 

2013）。これまでの筆者らの研究では、マウ

スの脈絡膜血管新生モデルにおいてレーザ

ーによって障害を受けた壊死細胞によって

眼内浸潤マクロファージやミクログリアに

認識され ARG1(+)VEGF(+)M２マクロファー

ジを誘導する可能性が示された（Liu J et 

al. PLoS One 16;8(8):e72935 2013）。この

ように炎症に伴い眼内に浸潤したマクロフ

ァージや眼内レジデントのミクログリアは、

眼局所の病態に応じ特定の形質が誘導され

ると考えられるが、その詳細はいまだほと

んど明らかでない。 

 

２．研究の目的 

網膜疾患においてマクロファージなどミエ

ロイド系細胞の病態形成への役割が注目さ

れている。マクロファージはサイトカイン

の刺激を受けて古典的活性化型や選択的活

性化型などの異なるタイプへ分化すること

が知られているが、生体局所の眼疾患にお

いてミエロイド細胞がいかなる分化傾向を

示し病態に関与するか不明な点が多い。こ

れまでの研究で網膜色素上皮細胞によるリ

ンパ球などに対する制御機構があることが

示されており、眼疾患の病態解明に重要で

あると考えている。本研究では以下の項目

に重点を置いて研究を行いたい。１）網膜

色素上皮細胞によって誘導されるマクロフ

ァージなどミエロイド系細胞の分化傾向 

２）ミエロイド系細胞をターゲットとする

眼疾患のあらたな治療候補分子の選択と治

療可能性の検討 

 

３．研究の方法 

ミエロイド細胞として、単球細胞株である

THP-1 を PMA の刺激をもとにマクロファ

ージを誘導する。その後種々のサイトカイ

ンによる分化を行い、マクロファージを回

収したのちに、定量 RT-PCR、培養上清の

蛋白を ELISA 法、や FACS を用いた CBA

によって分子発現の特徴を解析する。また

ミエロイド細胞と網膜色素上皮細胞との共

培養下でミエロイド細胞を標的とする分子

（CD200Fc、ミノサイクリンを候補とす

る）を添加し、ミエロイド細胞の分子発現

の変化を解析した。 

 

４．研究成果 

ミエロイド細胞としてヒト単球細胞株であ

るTHP-1を用い in vitroによる研究の継続

してきた。はじめに THP-1 に PMA 

(Phorbol 12-myristate 13-acetate) 刺激を

行い、ヒトマクロファージ細胞を誘導した。

その上で眼内疾患および病態に類似した環

境を作り出すため M1 サイトカイン（IFN-

γ）やM2サイトカイン（IL-4および IL-13）

および眼内主要サイトカインのプロスタグ



ランジン E2 (PGE2)、さらに糖尿病合併症

の病態形成の重要な要因と考えられる終末

糖化産物 (AGEs)を培養上清中に負荷し、

各種サイトカインやケモカイン産生能を中

心に検討してきた。さらに治療分子の検討

を行うことを計画していた。具体的にはマ

ウスレベルでマクロファージ由来の血管新

生抑制の効果を過去に報告している

CD200Fc を治療分子の候補として負荷し

た。蛋白測定として ELISA 法、遺伝子解

析として定量的 PCR 法も試みた。PGE2

刺激では Th2 サイトカイン以上の VEGF

産生亢進や、AGEs によっても VEGF の高

い産生能が示された。さらに AGEs による

刺激では、IL-1βや IL-6 などの炎症性サ

イトカインだけでなく IL-8やRANTESな

どのケモカインの産生も強く誘導されてい

た。これらのことから、眼内環境において

高血糖に由来するAGEsがマクロファージ

などのミエロイド細胞に対して血管新生に

関与する VEGF や炎症性サイトカイン、ケ

モカインの発現を誘導していることが示さ

れた（Horie et al. ARVO 2015）。これに加

えて治療分子の候補として CD200Fc によ

る負荷を加え検討を行ったが、これまでの

ところ明確な抑制効果は確認できていない。

しかしながら本分子に治療分子としての可

能性は否定できないと考えられ、今後条件

の最適化などによる更なる検討が必要であ

ると考えられた。これらの一定の成果につ

いて国際学会での発表を経て英文雑誌への

投稿を準備中である。 
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