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緒緒  言言  

 
未熟児網膜症（ROP）は代表的な小児失明原因疾患である。本邦で年間5,000人がROPを発症し、うち約1,000人

が重症化し治療を受ける。ROP は治療時期を逃すと永続的な視力障害を生涯残す重篤な疾患であり、視覚支援学級  

児童の原因疾患のうち19％を占める。 
ROP は早産児虚血網膜に生じる血管増殖性疾患である。網膜血管網は正産期（在胎 37 週）以降に完成するため、 

早産児では網膜周辺部に虚血領域が存在する。生後虚血領域へ網膜血管が伸長する必要があるが、一部の児では網膜前

に異常新生血管が出現し、線維血管増殖膜の形成を経て網膜剥離に至る（図 1 左）。既存治療として光凝固術及び抗血

管内皮増殖因子抗体硝子体注射（抗VEGF治療）が行われるが、どちらも疼痛を伴う侵襲性の高い治療法である上に、

表1に示すような合併症リスクが存在する［1～4］。 
我々は興和株式会社と共同研究を行い、リパスジル（グラナテック®点眼液、成人緑内障に対する点眼治療薬として

既承認）がROP進行抑制効果及び治療効果を有することを明らかにし、知財化を行った［5］。点眼は低侵襲であるた

め早期治療介入が可能であり、ROP が重症化する前に治癒へ導くことが期待できる（図 1 右）。既存治療には合併症 

リスクから治療適応のラインが存在し、このラインを越えるまで経過観察する他に手立てがない。点眼治療の有効性が

証明されれば、ROP を既存治療適応ラインまで重症化させずに治癒させることが期待できる。本研究ではリパスジル

点眼のROPへの適応拡大（ドラッグ・リポジショニング）を目指し、リパスジルの薬効機序解明を行った。 
 

 
 

図1．ROPの病態とリパスジル点眼治療のイメージ 
 
 
 

*現在の所属：九州大学病院 ARO次世代医療センター

上原記念生命科学財団研究報告集, 35 (2021)

1



 

表1. 既存治療（光凝固と抗VEGF治療）の問題点 
 合併症 

光凝固 
凝固斑瘢痕化による、視野狭窄・強度近視・視力発達障害［1］ 

医原性呼吸循環不全（長時間に渡る疼痛を伴う治療） 

抗VEGF治療 
高率でROP再発（30％超）［2］ 

正常網膜血管形成阻害（4歳で80％に血管形成異常）［3］ 
中枢神経発達に影響を及ぼす懸念［4］ 

  

方方  法法  

 
我々は過去にROP疾患モデル（Oxygen-induced retinopathy：OIR）における網膜血管新生へのM1-like、M2-like

マクロファージ（MΦ）の関与を明らかにしている［6］。本研究前に行った検証において、リパスジル点眼によりOIR
網膜における炎症性サイトカインの発現が減少したことから、以下の実験を行った。OIR作製方法を図2に示す。 

 

 
図2．OIR作製方法 

一時的に高酸素に暴露し、相対的低酸素状態に陥らせることで、網膜異常血管新生を

誘導する。Isolectin-B4は血管染色のために使用。虚血領域を灰色で、異常血管を黄

色で示す（スケールバー：500μm）。 
 

11．．OOIIRR網網膜膜ににおおけけるるMM11--lliikkee、、MM22--lliikkee  MMΦΦのの局局在在とと定定量量  
生後 17 日目の OIR マウスから網膜伸展標本を作製し、M1-like、M2-like MΦの局在を免疫染色にて確認した。  

また、眼球から網膜のみを回収し、PCRにてM1-like、M2-like MΦ関連遺伝子の発現を定量し、FACSにてM1-like、
M2-like MΦ数を測定した。MΦマーカーとしてCD11b、F4/80、CX3CR1 を、M1-like MΦマーカーとしてCD68、
CD80を、M2-like MΦマーカーとしてCD163、CD206を、血管内皮細胞マーカーとしてCD31を用いた。 
22．．塩塩化化ガガドドリリニニウウムム（（GGddCCll33））おおよよびびククロロドドロロンン酸酸リリポポソソーームム（（CCll22MMDDPP--LLIIPP））投投与与後後ののOOIIRR表表現現型型のの変変化化  

M1-like MΦを消去する目的で、270μM の GdCl3 を生後 12 日目と 15 日目の OIR マウスに腹腔内投与した。   

また、M2-like MΦを消去する目的で、5μg の Cl2MDP-LIP を生後 12 日目の OIR マウスに硝子体投与した。OIR 
表現型の変化を免疫染色で確認した。 
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33．．リリパパススジジルル点点眼眼投投与与後後、、抗抗MMCCPP--11中中和和抗抗体体硝硝子子体体投投与与後後ののOOIIRR網網膜膜ににおおけけるるMMΦΦののppooppuullaattiioonn・・局局在在変変化化ととOOIIRR
表表現現型型のの変変化化  
リパスジル点眼群では、生後12日目より17日目まで0.8％リパスジルを1日3回両眼に点眼した。抗MCP-1中和

抗体群では、生後12日目に200 ngの抗MCP-1 抗体（R&D）を両眼硝子体投与した。生後17日で眼球摘出を行い、

MΦのpopulation・局在変化とOIR 表現型の変化を免疫染色、FACS で確認した。また、網膜中の白血球走化因子、

MCP-1、MIP1α、MIP1βの発現を PCR にて定量した。CCR2 陽性単球／MΦの定量、局在確認を、FACS、免疫  

染色を用いて行った。 
44．．OOIIRR網網膜膜MMΦΦのの遺遺伝伝子子発発現現解解析析おおよよびびMM11--lliikkee、、MM22--lliikkee  MMΦΦへへのの分分化化経経路路推推定定  
生後 17 日目の OIR マウスから網膜を回収し、CD11b 陽性細胞のみを抽出した。10× Genomics Chromium を  

用いて single-cell RNA-seq ライブラリを作製した。遺伝子数が 200 未満または 2,500 以上の細胞、ミトコンドリア 

遺伝子の転写産物が 10％以上ある細胞は除外した。コントロールマウスの網膜 1,497 個の細胞、OIR マウス網膜の

3,096 個の細胞、リパスジルを投与した OIR マウス網膜の 2,947 個の細胞を解析した。バッチ効果と細胞周期の影響

を補正し、3群の発現プロファイルを統合した。主成分分析を用いて次元削減を行った。統合された発現プロファイル

をSNN法によりクラスタリングし、UMAPにより可視化した。リンパ球と網膜神経細胞のクラスターは除外した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．．OOIIRR網網膜膜ににおおけけるるMM11--lliikkee、、MM22--lliikkee  MMΦΦのの局局在在とと定定量量  
生後17日目のOIRから網膜伸展標本を作製しF4/80染色を行った（図3A）ところ、網膜表層の異常新生血管周囲

と網膜内層の虚血領域に MΦが集積していた（図 3B）。PCR では M1-like MΦマーカーである CD80、CD68、       
M2-like MΦマーカーであるCD206、CD163の発現量はどちらも有意に上昇していた（図3C）。免疫染色を行ったと

ころ、虚血領域の網膜内層 MΦでは CD80 が、異常血管周囲の網膜表層 MΦでは CD206 が優位に発現していた      

（図3D、E）。つまり低酸素刺激により、主に虚血領域にはM1-like MΦが、異常血管周囲にはM2-like MΦが集積し

ていた。 
22．．GGddCCll33腹腹腔腔内内投投与与おおよよびびCCll22MMDDPP--LLIIPP硝硝子子体体投投与与後後のの、、OOIIRR表表現現型型のの変変化化  
既報に従い［7］、GdCl3投与でM1-like MΦを、Cl2MDP-LIP投与でM2-like MΦを消去し、OIR表現型が変化す

るかどうか免疫染色にて確認した（図 4A、C）。どちらも網膜虚血や異常血管を有意に減少させたが（図 4B、D）、      
虚血抑制効果はGdCl3の方が高く、異常血管新生抑制効果はCl2MDP-LIPの方が高い傾向にあった（図4E）。以上か

ら、網膜虚血形成にはM1-like MΦが、異常血管新生形成にはM2-like MΦが主に関与していることが示唆された。 
33．．リリパパススジジルル点点眼眼後後ののOOIIRR網網膜膜ににおおけけるるMMΦΦののppooppuullaattiioonn・・局局在在変変化化ととOOIIRR表表現現型型のの変変化化  
我々は過去に、リパスジル点眼により OIR 網膜における網膜虚血、異常血管新生がともに減少することを報告して

いる［5］。FACS にて MΦの population を確認したところ、M1-like、M2-like MΦ数はともに減少しており     

（図5A、B）、免疫染色でも虚血領域のM1-like MΦ、異常血管周囲のM2-like MΦが有意に減少することを確認した

（図5C、D）。 
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図3．OIR網膜におけるMΦの局在と定量 

A） OIR 網膜の免疫染色。F4/80 は MΦ染色、TL（tomato lectin）は血管染色のために使用。     

スケールバー：100μm。 
B） 異常血管周囲と虚血領域に存在する MΦ数の比較。左は網膜表層、右は網膜内層。N＝8、   

*P＜0.05、**P＜0.01、Wilcoxon rank sum test。 
C） M1-like MΦ関連遺伝子（CD80、CD68）、M2-like MΦ関連遺伝子（CD206、CD163）の   

発現比較。N＝6、**P＜0.01、Wilcoxon rank sum test。 
D） OIR 網膜における、CD80 陽性MΦ（M1-like MΦ）、CD206 陽性MΦ（M2-like MΦ）の 

局在。スケールバー：100μm。 
E） 異常血管周囲と虚血領域における CD80 陽性 MΦ（M1-like MΦ）、CD206 陽性 MΦ   

（M2-like MΦ）数の比較。N＝12、**P＜0.01、Wilcoxon rank sum test。 
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図4．GdCl3およびCl2MDP-LIP投与後の、虚血領域・異常血管面積の変化 
A、C）OIR 網膜の免疫染色。TL（tomato lectin）は血管染色のために使用。      

虚血領域を灰色で、異常血管を黄色矢印で示す。スケールバー：500μm。 
B、D）虚血領域・異常血管面積の比較。n＝12、*P＜0.05、**P＜0.01、Student’s     

t-test。 
E）    虚血領域・異常血管面積の減少率の比較。N＝12、Student’s t-test。 
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図5．リパスジル点眼後のMΦのpopulation・局在変化とOIR表現型の変化 

A、B）リパスジル点眼後のCD80陽性MΦ（M1-like MΦ）数、CD206陽性MΦ（M2-like MΦ）

数の変化（A）とその定量（B）。n＝5、**P＜0.01、Student’s t-test。 
C）    CD80陽性MΦ（M1-like MΦ）、CD206陽性MΦ（M2-like MΦ）の局在。スケールバー：

100μm。 
D）   異常血管周囲と虚血領域における CD80 陽性 MΦ（M1-like MΦ）、CD206 陽性 MΦ   

（M2-like MΦ）数の比較。N＝12、*P＜0.05、**P＜0.01、Wilcoxon rank sum test。 
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また、OIR 網膜に発現する白血球走化因子の発現量を PCR で検証したところ、リパスジルにより MCP-1 の発現  

上昇が有意に抑制された（図 6A）。そこで FACS にて CCR2、F4/80、CD11b 共陽性細胞数の定量を行ったところ、

リパスジルにより有意に減少していた（図6B）。免疫染色で同細胞の局在を確認したところ、虚血領域に存在するM1-
like MΦの局在と一致した（図 6C）。つまり、低酸素刺激により網膜での MCP-1 発現が上昇し、末梢血から単球が  

網膜内へ浸潤した後に、M1-like MΦへ分化することが示唆された。抗MCP-1抗体硝子体注射により、リパスジルと

同様に病的血管新生および網膜虚血が有意に減少した（図6D）。 

図6．リパスジルの薬効機序（MCP-1発現抑制による網膜への単球／MΦ浸潤抑制） 
A） リパスジル点眼後の MCP-1、MIP1α、MIP1β mRNA の比較。n＝6、     

*P＜0.05、**P＜0.01、Student’s t-test。 
B、C）  リパスジル点眼後のCCR2、CD11b、F4/80共陽性細胞数の比較（B）と定量（C）。

n＝5、*P＜0.05、Student’s t-teD） 
D）    リパスジル点眼後のCCR2、CD11b、F4/80共陽性細胞の局在。スケールバー：

50μm。 
E）    OIR網膜の免疫染色。TL（tomato lectin）は血管染色のために使用。虚血領域

を灰色で、異常血管を黄色矢印で示す。スケールバー：500μm。 
F）    虚血領域・異常血管面積の比較。N＝12、*P＜0.05、**P＜0.01、Student’s t-test。 
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44．．OOIIRR網網膜膜MMΦΦのの遺遺伝伝子子発発現現解解析析おおよよびびMM11--lliikkee、、MM22--lliikkee  MMΦΦへへのの分分化化経経路路推推定定  
クラスタリング結果を図7に示す。クラスター0、1、2、3、8はマイクログリア、クラスター4、5、6、7、9がMΦ

と考えられた。現在、trajectory解析を行っており、M1-like、M2-like MΦへの分化経路を推定するとともに、ROCK
がMΦの分化へどのように関与するのか検証する予定である。 

 
図7．OIR網膜CD11b陽性細胞のシングルセルRNAシークエンス結果 
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