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緒 言 

 

網膜は高度に分化した中枢神経組織であり、疾病によって視覚を司る神経細胞が失われると、視力を回復させること

は困難である。網膜神経細胞の死は、未だ治療法の確立されていない網膜色素変性（Retinitis Pigmentosa：RP）や萎

縮型加齢黄斑変性（Age-related Macular Degeneration：AMD）などの網膜変性疾患の根幹となる病態であり、その

分子機構の解明は眼科領域のアンメットニーズ克服に向けて重要な課題である。 
細胞死の研究はアポトーシスの分子メカニズムを中心に進められてきたが、ネクローシスやオートファジーの責任分

子が同定されるにつれ、非アポトーシス型細胞死の疾患への関与が注目されるようになってきている。Receptor 
interacting protein 1 kinase（RIP1K）はネクローシス誘導に最も重要な分子であるが、2005年に薬剤スクリーニン

グからRIP1K阻害薬（Necrostatin-1：Nec-1）が同定されたこと［1］、さらに2009年にRIP3KがRIP1K活性化の

マスターレギュレーターであることが明らかになったこと［2～4］から、ネクローシスの研究が爆発的に加速している。 
網膜変性疾患の細胞死も長らくアポトーシスによって起こると考えられてきたが、逆説的にも代表的なアポトーシス

誘導因子である caspaseファミリーを阻害しても、網膜変性は十分に抑制されなかった［5］。そこで我々は網膜変性の

病態に非アポトーシス型細胞死が関与する可能性を検証し、網膜変性の病態にはアポトーシスのみならずネクローシス

の関与もあること、さらにネクローシス誘導に重要な分子であるRIP1K～RIP3K経路が、網膜変性の神経細胞死とそ

れに付随する炎症応答に大きく関わっていることが明らかとなった［6～8］。 
このようにネクローシス経路の阻害薬は網膜変性疾患の治療に向けた有望なシーズであるものの、未だ臨床応用に至

っていない。その大きな理由として、薬剤の半減期が短く難溶性であること、全身投与した場合には細胞死抑制により

発癌リスク増加の懸念があることなどが挙げられ、その克服には標的臓器に効率的かつ持続的に薬剤を到達させうるド

ラッグデリバリーシステム（Drug Delivery System：DDS）の開発が必須である。そこで本研究では、国産の新規DDS
技術を用いて、溶解性・移行性・徐放性を飛躍的に向上させたネクローシス阻害薬を作製し、その有効性について網膜

変性モデル動物を用いて検証する。本研究成果から世界初の網膜変性治療薬の開発を目指す。 
 

方 法 

 
1. 新規DDSの細胞・組織移行性の確認 

FITCを封入したDDS（FITC-DDS）をマウスの静脈内または眼内に投与し、細胞や網膜への移行性をフローサイト

メトリーで検討する。WTマウスに加えて網膜変性モデル動物でも同様の実験を行い、導入細胞・導入効率の変化につ

いて比較した。 
2. 網膜変性モデルにおけるRIPK活性局在の同定 
これまでの研究ではRip3kノックアウトマウスやNec-1を用いてRIPKを全身または眼局所で非特異的に抑制してい

たため、どの細胞（視細胞、マイクログリア、アストログリアなど）のRIP1K～RIP3K活性が、網膜変性に重要な役割

を担っているかは不明であった。そこで本研究ではRip3kｆ/ｆマウスを導入し、視細胞（Rip3kｆ/ｆ;Nr1Ｃｒｅ）、マイクロ

グリア（Rip3kｆ/ｆ; Cx3cr1ＣｒｅＥＲＴ）、アストログリア（Rip3kｆ/ｆ; GFAPＣｒｅ）特異的にRIPK活性を阻害した。それぞ

れの条件での網膜変性モデル動物の神経細胞死ならびに炎症の変化について、組織学的並びに電気生理学的に検討した。 
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3. 薬剤封入DDSの網膜変性抑制効果 
実験1、2で明らかとしたDDSの細胞・組織移行性と、網膜変性におけるRIPKの活性局在を元に、網膜変性モデルへ

の最適なDDS薬剤の投与法を検証した。RIPK阻害薬であるNecrostatin-1を封入したNec-1-DDS、抗炎症・細胞死抑制

作用のある薬剤XまたはYを封入したX-DDS、Y-DDSを作製し、網膜変性モデルで治療効果を検証した。薬剤の投与濃

度・投与頻度・投与開始時期を段階的に調整して有効性と安全性を評価し、臨床的な治療介入を意識した最適な薬剤投

与プロトコールを確立した。 
 

 
図1．研究計画の概要 

 
結果および考察 

 

1．新規DDSの細胞・組織移行性の確認 
FITC-DDSを静脈内に投与すると、CD11b＋の単球に80%近くの効率で、CD11b＋Ly6chighの炎症性単球に95%以上の

効率でFITCが導入されることが分かった（図2A）。 
次にFITC-DDSを静脈内に投与24時間後、網膜への移行性について検討した。WTマウスではFITCの網膜への移行

を認めなかったが、RPモデルマウス（rd10マウス）では網膜内のマクロファージ（CD45highCD11chigh）にFITCが導入

されていた（図2B）。一方で、内在性のマイクログリア（CD45lowCD11clow）にはFITCの導入を認めなかった。RPモ
デルでは血管のバリア機能が低下しているため、FITCを取り込んだ炎症型単球が網膜内に浸潤した結果と考察した。

FITC-DDSの眼内投与による網膜移行性については、現在検討中である。 
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図2．新規DDSにより炎症性単球や網膜内マクロファージに効率的に薬剤が導入される 

A) 新規DDS による末梢血単球への薬剤導入。PBS またはFITC-DDS を rd10 マウスの静脈内に投与し、

その2時間後に末梢血を採取した。CD11b陽性の単球のうち、特にLy6chighの炎症性単球では、95%以

上の細胞にFITCが強く取り込まれていた。 
B) 新規DDSによる網膜マクロファージ／マイクログリアへの薬剤導入。PBS またはFITC-DDS を rd10

マウスの静脈内に投与し、その24時間後に網膜を採取した。既報に従いCD45highCD11chighの分画をマ

クロファージ（Monocyte-derived macrophage：MoMF）、CD45lowCD11clow の分画をマイクログリア

（Resident microglia：ReMG）と定義した。FITC-DDS投与群では、MoMFの13%にFITCの取り込

みを認めた。一方でReMGにはFITCの取り込みは認めなかった。 
 
2. 網膜変性モデルにおけるRIPK活性局在の同定 

Rip3kf/f マウスの導入にあたりクリーニングが必要であったため、凍結胚から個体化し施設に導入した。予定よりも

実験の開始が遅くなったが、十分なマウス数が確保できたため、今後Nr1Creマウス、Cx3cr1Cre-ERTマウス、GFAPCreマ

ウスと交配し、網膜変性モデルでの表現型解析を進めていく予定である。 
3. 薬剤封入DDSの網膜変性抑制効果 
企業と共同で、新規DDSを共同開発している。Nec-1を封入したDDSに関しては、DDSの構成素材や大きさなど

を調整して、薬剤含有率や均質性の高いDDS作製条件を調整中である。 
先に作製が完了したX-DDS、Y-DDSについて、rd10マウスに対する治療効果を検討した。生後21日より週2回静

脈内投与を行い、FITC-DDS、PBS 投与群をコントロールとした。炎症に対する影響を検討したところ、X-DDS、Y-
DDS 静脈内投与により末梢血中の CD11b＋Ly6chigh 炎症性単球が減少し（図 3A）、X-DDS 投与により網膜内の

CD45highCD11chighマクロファージが減少した（図3B）。生後52 日で視細胞数（PNA 陽性細胞密度）を解析したとこ

ろ、コントロールと比較してX-DDS、Y-DDS投与群では、視細胞死が有意に抑制されていた（図3C）。また薬剤Xま

たはYを経口投与した場合には、通常の投与量では治療効果が得られず、その10倍量の高濃度投与群でのみ視細胞死

の抑制効果が得られた。高濃度の投与では副作用が懸念されるため、DDS により低容量で高い有効性を達成すること

ができた。 
今後Nec-1-DDSの治療効果ならびに他の網膜変性モデルでの治療効果を検討する予定である。 
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図3．薬剤封入DDSの網膜炎症・変性抑制効果 

A) 炎症性単球に対する薬剤封入DDS の作用。rd10マウスに対して生後21日よりPBS、FITC-DDS、
X-DDS、Y-DDSを週2回の頻度で静脈内に投与した。31生日で末梢血を採取し、CD11b+Ly6chighの

炎症性単球の割合を比較した。X-DDS、Y-DDS投与群では、炎症性単球の減少を認めた。*P < 0.05、
**P < 0.01, Tukey-Kramer Multiple Comparison Test。 

B) 網膜マクロファージ／マイクログリアに対する薬剤封入 DDS の作用。上記と同様の実験を行い、31
生日で網膜を採取し、CD45highCD11chighのマクロファージ（Monocyte-derived macrophage：MoMF）
とCD45lowCD11clowのマイクログリア（Resident microglia：ReMG）の割合を比較した。X-DDS投

与群では、コントロールと比較してマクロファージの減少を認めた。一方でマイクログリアの割合に

は変化を認めなかった。*P < 0.05、Tukey-Kramer Multiple Comparison Test。 
C) 錐体視細胞死に対する薬剤封入DDSの作用。上記と同様の実験を行い、52生日で網膜を採取し、PNA

で錐体細胞を染色した。X-DDS、Y-DDS投与群では、コントロールと比較して錐体細胞密度が保持さ

れていた。*P < 0.05、Tukey-Kramer Multiple Comparison Test。 
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