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研究成果の概要（和文）：　網膜色素変性（RP）は遺伝性の網膜変性疾患であるが、近年病態への慢性炎症の関
与が注目されている。しかし、神経炎症のキープレーヤーであるマイクログリアならびに単球／マクロファージ
の形質変化やそれぞれの役割については、未だ定まっていない。本研究において我々は、単球／マクロファージ
がRPの視細胞死を促進するのに対して、マイクログリアは保護的に働くことを明らかとした。我々が開発してい
る新規ナノ粒子は単球／マクロファージに効率的に薬剤を導入することが可能であり、網膜色素変性に対する新
しい治療薬となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：　Although retinal degeneration in retinitis pigmentosa (RP) is initiated by
 genetic mutations, recent evidence indicate that chronic inflammation modulates the disease 
progression of RP. Microglia and monocyte/macrophage are key players in neuroinflammation; however, 
their phenotype changes and functions in RP are still elusive. In the present study, we showed that 
monocyte/macrophage promoted photoreceptor cell death, while microglia exhibited protective effect 
in rd10 mice, a model of RP. Novel nanoparticles (NP) efficiently transduced the encapsulated 
contents into the monocyte/macrophage, and may serve as a potential anti-inflammatory therapy for 
RP. 

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
　過去の研究では、慢性炎症がRPに対して保護的に働くとの報告と、逆に網膜変性を促進するとの報告があり、
RPにおけるマイクログリアならびに単球／マクロファージの役割は混沌としている。本研究は、マイクログリア
と単球／マクロファージの新しい表面マーカーの解析や、特異的な抑制／除去実験を行い、それぞれの分画の役
割を明確にすることができた。
　また我々が開発しているナノ粒子は国産の新規技術を用いて作製しており、本研究結果をもとに単球／マクロ
ファージを標的とした新規ナノ粒子治療薬の開発を、産学連携のもとに進めている。

※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、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

網膜⾊素変性（retinitis pigmentosa: RP）は、網膜に発現する分⼦の遺伝⼦異常によって
徐々に視細胞が障害される疾患群で、我が国で失明原因の 2位を占める難病である。RPにお
ける炎症は、従来視細胞死に続いて起こる⽣体反応として、あまり注⽬されてこなかった。
しかし、近年の我々の研究から、RP患者の眼内には慢性的な炎症反応が⾒られ、視機能の低
下との関連を認めることが明らかとなり、網膜の慢性炎症は RPの病態に積極的に関与して
いる可能性がある 1,2。 

 
網膜の慢性炎症には、網膜に内在するマイクログリアと末梢⾎から流⼊する単球／マク

ロファージが重要な役割を担うと考えられている。しかし、過去の RPモデル動物を⽤いた
研究では、網膜変性に対して保護的に働くとの報告と、逆に網膜変性を促進するとの報告が
あり、網膜変性におけるマイクログリアならびに単球／マクロファージの役割は定まってい
ない。近年の研究から炎症細胞は微⼩環境に応じて様々な形質を⽰すことが分かってきてお
り、RPに対する抗炎症治療を確⽴するためには、RPの病態を負に修飾する細胞集団を同定・
標的とすることが必要である。 

 
スタチンは HMG-CoA還元酵素の阻害によるコレステロール低下作⽤に加え、低分⼦量 G

蛋⽩の抑制などを介して細胞保護作⽤や抗炎症作⽤などの多⾯的効果を有する。スタチンは単
球／マクロファージの形質を抗炎症型に転換することが報告されており 3、その作⽤には薬剤
を⾼濃度で作⽤させる必要がある。九州⼤学ではスタチンを効率的かつ安全に標的細胞に到達
させる国産のナノ粒⼦製剤（Pitavastatin-encapsulated nanoparticle: Pitava-NP）を開発してお
り 4、肺⾼⾎圧症や冠動脈疾患に対する臨床試験が計画されている。 

 
このような背景から、RPにおける単球／マクロファージとマイクログリアの役割の解明、

さらには国産の NP 技術を⽤いた新しい抗炎症 RP治療薬の開発を⽬指して研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
  RPにおける単球／マクロファージとマイクログリアの役割を解明し、網膜変性を負に制御
する細胞集団を標的とした新しい抗炎症 RP治療薬を開発する。 
 
３．研究の方法 
（1）疾患モデルは Pde6b遺伝⼦異常を有する rd10マウスを⽤いた。rd10マウスと野⽣型（Wild 
type: WT）マウスより末梢⾎、網膜を経時的に採取し、末梢⾎の単球（Monocyte: Mo）は CD11b、
Ly6c、Cx3cr1、Ccr2で、網膜のマイクログリア（Resident microglia: ReMG）とマクロファージ
（Monocyte-derived macrophage: MoMF）は CD45、CD11c、Cx3cr1、Ccr2で染⾊し、フローサイ
トメトリーで分画の変化を検討した。 
 
（2）炎症性単球（Inflammatory monocyte: IMo）の局所への遊⾛に重要である CCL2のノックア
ウトマウスと rd10マウスを交配し、rd10; Ccl2-/-マウスを作成した。rd10マウスと rd10; Ccl2-/-
より末梢⾎、網膜を経時的に採取し、Ccl2 ⽋失による IMo、MoMF、ReMG、網膜変性への影
響を検討した。 
 
（3）ReMGを除去するために、CSF1R阻害薬である PLX5622を⾷餌に混ぜて、rd10マウスに
投与した（P21〜P42）。末梢⾎、網膜を経時的に採取し、ReMG 除去による IMo、MoMF、ReMG、
網膜変性への影響を検討した。 
 
（4）我々が共同開発を⾏なっている NPは、国産の新技術（超薄膜リアクター法）を⽤いてお
り、従来のバッチ法と⽐較してサイズが均⼀で薬剤封⼊率の⾼い良質な NPを作ることができ
る。リアクター法で作成した NP（Reac-NP）とバッチ法で作成した NP（Batch-NP）の導⼊効
率について、FITCをトレーサーとして検討した。NPを rd10マウスの静脈内に投与し、IMo、
MoMF、ReMG への導⼊効率をフローサイトメトリーで確認した。またリアクター法で作成し
た Pitava-NP、FITC-NP、PBSを rd10マウスに静脈内投与し、Pitava-NP 投与による IMo、MoMF、
ReMG、網膜変性の変化について検討した。またスタチン経⼝投与による治療効果について、
臨床的なスタチン内服量を考慮した低濃度群（0.1 mg/kg/⽇）と、その 10 倍量の⾼濃度群（1.0 
mg/kg/⽇）で rd10マウスに投与を⾏い、評価した。 
 
（5）臨床研究に同意が得られた RP患者ならびに健常者より末梢⾎を採取した。IMo分画の変
化について、CD14、CD16、CX3CR1、CCR2で染⾊し、フローサイトメトリーで⽐較した。ま
た静的視野検査（ハンフリー10-2 プログラム）の平均視感度（MD）の変化速度との関連を解
析した。 



４．研究成果 
（1）RPモデルマウスにおいて IMo、MoMF、
ReMGが増加する 

WTマウスと rd10マウスより P21、P31、
P42で末梢⾎を採取し、CD11b+、Ly6chighの分
画を IMoとして⽐較した。rd10マウスでは、
P21、P31で IMoが有意に増加していた
（P<0.05）。 

 
次に網膜を採取し、O’Korenらの報告 5に

則り CD45lowCD11clowの分画を ReMG、
CD45highCD11chighの分画をMoMFとして⽐較
した。WTマウス網膜ではMoMFはほとんど
⾒られないのに対して、rd10マウス網膜では
MoMFの分画に細胞の増加を認めた（P21、P31、
P42の全てで P<0.01）。⼀⽅で、ReMGについ
ても、rd10マウス網膜で⼤きく増加していた
（P21、P31、P42の全てで P<0.01）。 
 
 
（2）IMo/MoMFは RPモデルマウスの錐体細
胞死を促進する 
  RP病態における IMo/MoMFの役割を検
証するため、rd10; Ccl2-/-マウスを作成し、その
表現型を解析した。Ccl2の⽋失により、rd10
マウス末梢⾎の IMoが減少した（P<0.05）。
またMoMF も P21、P31で有意に減少してい
た（P<0.05）。⼀⽅で ReMGには変化が無か
った。 
 

Ccl2 ⽋失の網膜変性に対する影響を検討
したところ、病早期の杆体細胞死（P21の
TUNEL 陽性細胞数、P26の外顆粒層厚）には
変化を認めなかったのに対して、その後に⽣
じる錐体細胞死（P52の PNA 陽性細胞数）は
Ccl2⽋失により有意に抑制された（P<0.05）。 

 
  これらの結果より、IMo/MoMFは RPの
錐体細胞死を促進すると考えられた。 
 
 
（3）ReMGは RPモデルマウスの錐体細胞死
を抑制する 

 次にCSF1R阻害薬である PLX5622を⾷
餌に混ぜて、P21から P42まで rd10マウスに
投与した。PLX5622 投与により、rd10マウス
網膜の ReMGとMoMFがほぼ消失した。P42
の錐体細胞数を測定したところ、PLX5622 投
与群では錐体細胞数が著明に減少していた
（P<0.01）。WTマウスに PLX5622を投与
したところ、同様に ReMGが除去されたが、
明らかな網膜障害は認めなかった。 

 
 実験（2）の結果と合わせて、ReMG

は RPの錐体細胞死に対して保護的な役割
を持つと考えられた。 
 
 
（4）IMo/MoMFを標的とした抗炎症ナノ
治療薬の RPモデルマウスに対する有効性 
   国産の新技術で作成した
Reac-FITC-NPと、従来のバッチ法で作成し
た Batch-FITC-NPを P17の rd10マウスに静
脈内投与し、2 時間後に末梢⾎を、24 時間
後に網膜を回収した。Batch-FITC-NP 投与群では 45%程度の IMoに FITCの導⼊を認めるのに
対して、Reac-FITC-NP 投与群では 90%以上の IMoに FITCの導⼊を認め、また蛍光強度も⾼か
った（P<0.05）。網膜では、Reac-FITC-NP 投与群のみで、MoMF分画に FITCの導⼊を認めた。
⼀⽅で ReMG分画には FITCの導⼊は⾒られなかった。 



 
これらの結果から、新規 NP 技術により薬剤導⼊効率が改善されること、また RPモデル

マウスにおいて IMo/MoMFに効果的に薬剤を移⾏できることが明らかとなった。 
 
 

（5）RP患者における末梢⾎ IMoの変化と視機能との関連 
   20-40 歳で全⾝疾患のないRP患者 26
名と、性・年齢をマッチさせた健常者 16 名
から末梢⾎を採取した。CD14++CD16-の
Classical、CD14++CD16+の Intermediate、
CD14+CD16++の Non-classicalの 3つの分画
を解析した。RP患者では、健常者と⽐較し
て Intermediateの分画が有意に増加してい
た（P=0.0314）。この分画は CX3CR1+CCR2+
であり、rd10マウスでの IMoと類似した発
現パターンを⽰した。 
 
     次に、HFA10-2のMD 値の変化速度
（dB/年）と、Classical、Intermediate、
Non-classicalの割合との関連について解析
した。RP患者において、Intermediateの分
画でのみ視野変化速度との関連があり、
Intermediateの割合が多いと進⾏が速かった
（r=0.426、P=0.0289）。 
 
 
結論 
  RPの病態において、IMo/MoMFは杆体細胞死に続いて起こる錐体細胞死の誘導に関与して
おり、⼀⽅で ReMGは錐体細胞死を抑制していると考えられた。我々が共同開発を⾏っている
国産の新規 NPは IMo/MoMFに効率的に薬剤を導⼊することが可能であり、Pitava-NPは
IMo/MoMFを標的とした新しいコンセプトの RP治療薬として有望と考えられた。 
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