
九州大学・医学研究院・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

１７１０２

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

Beyond VEGFのアンメットニーズ：線維化と虚血へのマクロファージ教育療法

Unmet Needs in the Beyond VEGF Era: Macrophage Educational Therapy for Retinal 
Fibrosis and Ischemia

５０５８３０２７研究者番号：

中尾　新太郎（Nakao, Shintaro）

研究期間：

１７Ｋ１１４５６

年 月 日現在  ２   ７   ２

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：マウス高酸素負荷虚血モデルにおいて、M1M2マクロファージの浸潤、M1M2マーカー
mRNAレベルでの発現上昇を観察し、虚血領域にはM1マクロファージが有意に存在することを観察した。M1マクロ
ファージを主に消去する塩化ガドリニウムにより虚血の改善を認め、M1マクロファージが網膜虚血の治療ターゲ
ットとなることが示唆された。
網膜下線維化マウスモデルにおいて、Fate mapping解析を行い、線維化の主要構成成分であるmyofibroblastは
RPE由来であることを確認した。この過程にROCKを介した上皮間葉移行EMTの関与を認め、ROCKは網膜下線維化の
分子標的薬剤候補であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In a retinal ischemia mouse model, we observed infiltration of M1and M2 
macrophages and increased expression of M1and M2 marker at mRNA level. We also observed that M1 
macrophages were significantly present in the ischemic area. Gadolinium chloride, which mainly 
deletes M1 macrophages, was found to improve ischemia, suggesting that M1 macrophages could be a 
therapeutic target for retinal ischemia.
Fate mapping analysis  in a subretinal fibrosis mouse model revealed that myofibroblast, which is a 
major component of fibrosis, is derived from RPE. The process involves epithelial-mesenchymal 
transition via ROCK suggesting that ROCK is a candidate drug for molecular target of subretinal 
fibrosis.

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
糖尿病網膜症や加齢黄斑変性などの網膜疾患は近年抗VEGF療法の汎用により失明を免れる症例も増えてきた。し
かし、抗VEGF療法においても治癒しない網膜虚血、網膜下線維化は現在のUnmet needsと言える。本研究はこれ
らの細胞レベルでのメカニズムを一部明らかにした。また今後の治療開発への一助となると考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
網脈絡膜⾎管病である加齢⻩斑変性(AMD)・糖尿
病網膜症（⻩斑浮腫）(DR)に対する抗VEGF療法
の有⽤性は周知の事実である。しかし、その幅広
い使⽤とともに疾患ごとの問題点が浮き彫りにな
っており、Beyond VEGFの新しい観点からの治療
法が望まれている(図1）。 
(AMDにおける抗VEGF療法の問題点) 加齢⻩斑
変性において抗VEGF療法後に滲出性変化が改善
しても線維化が⽣じ、視機能障害を残る。同様の
線維化がレーザー誘導脈絡膜新⽣⾎管モデルにて再現できることが確認され、その分⼦メ
カニズム解明と治療法開発が期待されている。 
(DRにおける抗VEGF療法の問題点) 糖尿病網膜症における虚⾎に対してはレーザー光凝
固がゴールドスタンダードであるが、侵襲を伴う治療であり、患者は夜盲・周辺視野狭窄を
伴う。また、抗VEGF療法により虚⾎進⾏の報告もある。網膜虚⾎はそれに引き続く⾎管新
⽣のみならず、虚⾎に伴う低酸素誘導の網膜神経障害が予想され、視機能障害に陥る。その
ため網膜虚⾎の分⼦メカニズム解明は、「レーザー治療に頼らない新たな治療」探索は重要
な課題である。 
 
２．研究の⽬的 
本研究の⽬的は、網脈絡膜疾患の(1) 網膜下線維化 (2) 網膜虚⾎病態におけるマクロファ
ージ関与解明と分画同定を⾏い、新たな治療標的を探索することである。 
 
３．研究の⽅法 
(1) レーザー誘導脈絡膜新⽣⾎管モデルにおいて、線維化の観察される day21, 28 において
にて線維化におけるマクロファージを検討する。 
(2) 糖尿病網膜症に近いと考えられる Kimba マウスを⽤いる。虚⾎の観察される 8 週齢に
おいて検討を⾏う。細胞分画プロファイリングにおいて個体間差が⼤きい場合は虚⾎モデ
ルとして⾼酸素負荷網膜新⽣⾎管モデルを⽤いて検討する。 
(1)(2)それぞれにおいて、whole mount 免疫染⾊法、フローサイトメトリー、PCR にて検討
を⾏う。 
 
４．研究成果 
(1) われわれは当初、網膜下線維化にマクロファージ関与という仮説を⽴てた。線維化の主
要な細胞群である myofibroblasts のオリジン検索のため Fate mapping 解析を⾏った。上⽪
間葉移⾏(EMT)として網膜⾊素上⽪、内⽪間葉移⾏(EndoMT)として⾎管内⽪細胞がその
候補となる。そこで網膜⾊素上⽪ Best1-Cre マウスまたは内⽪細胞 VE-cadherin-Cre マウ
スと ROSA261s1-Td Tomato mice を交配して⾏った。Fate mapping 解析より myofibroblast
の多くは網膜⾊素上⽪由来の EMT が重要であることを観察した。現在定量的観察を⾏って
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2)線維化部位での遺伝
⼦発現を検討し、TGFβ
2, Collagen1 の上昇を認
め、EMT 関連遺伝⼦であ
るαSMA, Snail1 発現上
昇を認めた。⼀⽅上⽪系
マ ー カ ー で あ る E-
cadherin の 低 下 を 認 め
た。またこれらの発現変
化は TGFβ2 の下流に存
在 す る Rho-
kinase(ROCK) の 阻 害 剤
であるリパスジル（右図 Rip 30µM）により抑制された。現在、マイクロアレイによりマク
ロファージ関連遺伝⼦含めた網羅的な解析を⾏っている。 
 
(3) わ れ わ れ は Kimba マ ウ ス で の マ ク ロ フ ァ ー ジ 分 画 を 検 討 し た 。 CD11b+, 
CD11b+Ly6C+CCR2+, CD11b+CD80+, Ly6G+全てのマクロファージ分画がコントロー
ルマウスに⽐べ増加を認めた。さらにそれらは抗 VEGF 療法単独では有意には抑制されないが、
（以前⾼酸素負荷モデルで虚⾎改善を報告した）ROCK 阻害剤リパスジルでは抑制を認めた。
これらの結果は⾎管透過性亢進への関与として論⽂発表を⾏なった (下図：Arima M, Nakao S 
et al, Diabetes 69:981-999, 2020)(1)。しかし、虚⾎の判定には Kimba マウスでは個体差が⼤き
く困難であった。 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) そこでわれわれは以前リパスジル
による虚⾎改善を報告した⾼酸素負荷
網膜虚⾎モデルを⽤いて検討を⾏なっ
た。まず M1M2 マクロファージの代表
的なマーカーについて mRNA レベルで
の発⾔を検討したところ、虚⾎網膜で
は M1(CD80, CD68, NOS2), 
M2(CD206, CD163, CD204)全てにお
いて上昇を認めた。また興味深いこと
に、免疫染⾊にて M2-like 分画は新⽣
⾎管周囲と網膜表⾯に存在していた
が、虚⾎網膜内には M1-like 分画の存在を認めた。 
 
(5)M1-like, M2-like マクロファージの虚⾎への関与検
討のため、塩化ガドリニウム(GdCl3), クロドロネート
リポソーム(Cl2MDP-Lip)の投与を⾏なった(2)。M1 優
位に消去する GdCl3 では網膜虚⾎が有意に改善した。 
 



(6)我々は以前 ROCK 阻害剤であるリパスジルにより網膜虚⾎改善を観察している(3) 。そこで
リパスジル投与によりマクロファージ分画に変化が⽣じるかを検討したところ、M1 マクロファ
ージを有意に減少させ
た。またマクロファー
ジ遊⾛浸潤に関与する
VEGFA, MCP-1, MIP1
α, MIP1βについて検
討したところ、MCP-1
を有意に抑制した。 
 
(7)MCP-1 のレセプターである CCR2+マクロフ
ァージに着⽬したところ、リパスジルで有意に抑
制を認め、これらは⾎中の単球由来であった。さ
らに MCP-1 中和抗体投与により有意に網膜虚⾎
の改善を認めた。 
 
 
 
(8)そこでこれら虚⾎に関連する CCR2+マクロ
ファージの機能解析を⾏うためにシングルセル
RNA シークエンスを⾏い、現在解析中である。 
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