
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）

１１３０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

ミクログリア・マクロファージを用いた新規神経保護治療の探索的研究

Exploratory study of novel neuroprotective treatment using microglia macrophages

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：

２６４６２６７７

平成 年 月 日現在２９   ６ １３

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：緑内障の病態は網膜神経節細胞（ＲＧＣ）に対する視神経軸索流の障害によって起こ
るＲＧＣ死と考えられている。RGC死の過程で種々の炎症性または抗炎症性サイトカイン・ケモカインが関与す
ることが明らかになっており、これらのサイトカイン・ケモカインは、ミクログリアやミューラー細胞または障
害後に網膜内にリクルートされるマクロファージより産生されると考えられている。本研究では障害時のミクロ
グリア・マクロファージの動態を観察した結果、ＲＧＣ死に関連するのがマクロファージ、ＲＧＣ死を抑制する
神経保護効果のある細胞がマイクログリアであることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The pathology of glaucoma is thought to be RGC death caused by obstruction 
of optic nerve axon flow to retinal ganglion cells (RGC). Various inflammatory or anti-inflammatory 
cytokines / chemokines are involved in the course of RGC death, and these cytokines / chemokines are
 produced from microglia, mueller cells or macrophages recruited into the retina after injury It is 
thought that. In this study, we observed microglia / macrophage kinetics at the time of disorder, 
and it turned out that cells associated with RGC death were macrophages and those with 
neuroprotective effect to suppress RGC death were microglia.

研究分野： 眼科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
緑内障は現在本国における失明原因第一位
であり、本疾患に対する根本的な治療は無く、
新たな視点から治療法を探索する必要があ
る。緑内障は視神経の軸索流障害が起こり、
その結果網膜神経節細胞（ＲＧＣ）が障害さ
れることが病態として知られている。これま
で急性の網膜神経節細胞障害モデルとして
考えられている神経挫滅モデルを使用し、
RGC 障害時における、炎症細胞（ミクログ
リア・マクロファージ）の動態・機能につい
て観察した報告はいくつかある。しかし神経
障害を抑制するような細胞がミクログリア
であるのか、またはマクロファージであるの
かを確認し、その結果より神経保護作用のあ
る細胞を神経挫滅モデルに投与し細胞治療
が可能かどうかを確認している報告はない。
そのため、ＲＧＣ障害時に起こる炎症細胞の
動態をさらに詳しく検索する必要がある。 
２．研究の目的 
我々は緑内障動物モデルを用い RGC に対す
る視神経軸索流の障害によって起こる RGC
死について研究を行ってきた。RGC 死の過
程で種々の炎症性または抗炎症性サイトカ
イン・ケモカインが関与することが明らかに
なっており、これらのサイトカイン・ケモカ
インは、ミクログリアやミューラー細胞また
は障害後に網膜内にリクルートされるマク
ロファージより産生されると考えられてい
る。本研究では障害時のミクログリア・マク
ロファージの動態を観察し、種々の薬剤等に
よる外部刺激にて活性化または不活化させ
る方法、RGC 死抑制効果作用のある細胞を
次のように探索することを目的とした。 
(1)ミクログリアの軸索流障害時の動態観察 
(2)マクロファージの軸索流障害時の動態観
察 
(3)ミクログリア・マクロファージの炎症・抗
炎症刺激後の動態観察と RGC との共培養に
おける動態観察 
(4)RGC 保護効果のあるマクロファージ・ミ
クログリアの移入実験 
視神経軸索流障害モデルにおけるミクログ
リア・マクロファージの活動状態を観察する
と、視神経軸索流障害後約 2 日後ではそれら
の細胞がコントロールと比較すると視神経
周囲に遊走していないが、軸索流障害後 5 日
目では多くのミクログリア（Iba-1 陽性細胞）
が視神経周囲に集積し、7 日目には最大量の
数が認められる。RGC 数は軸索流の障害後 7
日ではほぼ障害が最大量に達しており、ミク
ログリアの動態変化と負の相関を果たすこ
とが我々の研究で確認することが出来た。ま
たミクログリアは元来網膜内、特に網膜内層
に存在し、神経軸索流障害後に網膜内を遊走
し、RGC 層に到達する。そこで RGC を囲い
込むような形態に変化していることも観察
可能であった。このことからミクログリアは
RGC 死に何らかの働きがある事が推察出来
た。我々はミクログリアが RGC 細胞に対し

て細胞死を誘導するのか、または保護効果を
有するのか未だに判断できていないため、ミ
クログリアの神経軸索流障害後の RGC に対
する動態を詳細に検討することを本研究の
第一目標とした。第二の目標として、マクロ
ファージの軸索流障害後の働きについて検
討した。ミクログリアと異なりマクロファー
ジは障害部位に対してサイトカインまたは
ケモカインの濃度勾配により血流から組織
内に遊走することが知られている。ミクログ
リアは既報の通りマクロファージと同様に
組織に不要である物質の貪食などを行うが、
ミクログリアは元来血流中には存在せず、組
織内（神経系）に存在し、組織内の貪食細胞
と位置づけられている。我々はこれらの細胞
の性質を利用し、血液中に存在するマクロフ
ァージを特異的に消失させる薬剤（クロード
ロネート・リポソーム）を血中投与し、血中
のマクロファージを減少後に、軸索流障害を
起こし RGC 細胞死の経過を観察する研究を
行った。この結果クロードロネート・リポソ
ームを事前投与した群ではコントロール群
と比較すると RGC 死が著明であり、マクロ
ファージを除去すると RGC 死が著明になる
ことが判明し、マクロファージは RGC 死抑
制に働いている事が判明した。しかしマクロ
ファージ・ミクログリア両者が RGC 死に対
する働きが同様であるかどうかは本実験か
ら判断出来ないため、ミクログリアに特異的
に EGFP(enhanced green fluorescence 
protein)を発現している Iba-1GFP マウスを
用いクロードロネート・リポソーム治療する
同様の研究を行い、その機能の違いがあるか
どうかを証明することを試みた。 
第三の目標として、マクロファージまたはミ
クログリアの RGC 死に関する見識を深める
ためにマクロファージまたはミクログリア
の primary culture を行い、培養下で酸化ス
トレスに関連する因子である TNF-alpha, 
LPS(lipopolysaccharide), 
IFN-g(interferon-gamma)または
TGF-beta(Transforming growth 
factor-beta)などで刺激し、神経保護作用のあ
るサイトカインやケモカインを産生する状
態を探索した。すでに我々は上で述べたよう
に酸化ストレスに重要なシグナル伝達物質
である NF-kB 系路を活性化する薬剤・
MAP-kinase 系路を活性化する薬剤、逆にこ
の両者を抑制する薬剤を用いてミクログリ
ア・マクロファージを刺激することで、どの
刺激が神経成長因子などの産生を促進する
かどうかを検討した。その結果 TGF-beta 刺
激によるマクロファージが神経成長因子の
一つである BDNF の産生を促進することが
判明した。この BDNF を産生するマクロフ
ァージまたはミクログリアと RGC を共培養
することによって RGC の安定化・神経突起
の促進、または BDNF を産生しないマクロ
ファージまたはミクログリアと RGC を培養
することで細胞死を誘導するかどうかを検
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演） 
The index for recurrence of 
Vogt-Koyanagi-Harada disease 
Maruyama K,  
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