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要 約

加齢に伴う変化がその発症および進展にかかわる眼

疾患のひとつに加齢黄斑変性(age-related macular
 

degeneration, AMD)がある．本疾患は，欧米では成

人失明原因の第一位であり，特に脈絡膜新生血管

(choroidal neovascularization, CNV)により惹起され

る滲出型AMDは，視力予後が不良で，その治療法の

開発は急務である．そこで，AMDに対する新規治療法

の開発を目的として，CNVに対する抗血管新生療法，

および障害された網膜再生医療の両面から，新しいアプ

ローチを試みた．

Polyion complex(PIC)ミセルは静電相互作用により

形成される直径数十 nmのナノ粒子であり，enhanced
 

permeability and retention(EPR)効果により固形腫

瘍に高い集積性を示す．Fluorescein isothiocyanate

で標識した poly--lysine［FITC-P(Lys)］を内包した

PICミセルをラット CNVモデルに静脈内投与した検

討では，CNVにおける集積は投与 時間後まで持続

し，ラット CNV部に高い集積性を示した．PICミセ

ルは CNVに対するドラッグデリバリーシステムとして

有用である可能性が示された．光線力学療法(PDT)は

AMDに対する現在の標準的治療法であるが，問題点と

して施行後の CNV再発がある．AMDに対する PDT

の効果を高めるためには，光増感剤を CNV領域へ選択

的に送達することと，CNV領域での効果的な光力学反

応を惹起することの双方が必要である．デンドリマー型

光増感剤は内核に位置する光増感剤が高濃度においても

凝集しないという性質により，高効率の光力学反応を惹

起することが期待できる．Dendrimer porphyrin(DP)

をミセル化した DPミセルにより，CNVへの DPの高

い集積性が得られ，より低いエネルギー照射の PDTに

より CNV閉塞が可能となった．DPミセルを用いた

PDTは，CNV閉塞効率が高いのみならず，正常な網

脈絡膜血管や皮膚に対する障害も少ないことが示され

た．デンドリマー型光増感剤とそのミセル化は CNVに
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対する PDTにおいて非常に有用であることが強く示唆

された．

生体内において遺伝子の導入部位の制御が可能となれ

ばAMDを含む眼局所の疾患に対する遺伝子治療に

とって非常に有用である．光応答性遺伝子導入は

DNA/ぺプチド複合体とともに光増感剤を作用させ，エ

ンドソーム膜を障害することにより導入効率を上げる遺

伝子導入法であるが，その細胞毒性のため には

応用されていない．そこで，DNA/ぺプチド複合体がデ

ンドリマー型光増感剤(デンドリマーフタロシアニン)の

外殻に覆われた新規三元系コンプレックスを調製し，

ラット結膜下へ注入した後に PDT用レーザーを照射し

たところ，光線照射部位に特異的なレポーター遺伝子の

発現上昇を認め，光線照射により眼組織への遺伝子導入

を制御可能な遺伝子キャリアとなり得ることが示唆され

た．

網膜色素上皮(RPE)へのリポフスチンの沈着は滲出

型AMDの前駆病変と考えられている．リポフスチン

の構成成分であるA E(N-retinyledin-N-retinyleth-

anolamin)は，レチノイン酸受容体を活性化し，RPE

の表現型の変化を来し，血管新生因子を活性化すること

により CNVの発生に関与していることが示唆され，

CNV治療の新しいターゲットとなり得る可能性が示さ

れた．

AMDにより損なわれた視機能の回復には，障害網膜

の再生が必須である．マウス骨髄間葉系幹細胞を網膜変

性モデルラット網膜下に移植し，網膜変性に対する網膜

変性抑制効果を組織学的および電気生理学的に検討し

た．骨髄間葉系幹細胞移植眼では，形態的および機能的

に網膜変性抑制効果が認められ，細胞移植療法の細胞

ソースとなり得ることが示唆された．

AMDで障害される黄斑形成にかかわる遺伝子やその

形成の分子機構について検討するため，発生期のアカゲ

ザル網膜を黄斑部と周辺部に分けて採取し，サルゲノム

マイクロアレイを用いて黄斑部と網膜周辺部での遺伝子

発現比較を行った．さらに，黄斑部に高い発現がみられ

るもの，あるいは黄斑部の形成時期に特異的に発現する

遺伝子群を選び，これらの発現を ハイブリダイ

ゼーションによって検討した．本研究は，黄斑形成の分

子機構の解明，さらには錐体の再生医療を可能にする基

盤研究になり得ると期待される．(日眼会誌 ： ―

， )
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Abstract
 

Age-related macular degeneration(AMD) is a
 

leading cause of legal blindness in developed coun-

tries.Even with the recent advent of several treat-

ment options, treatment of exudative AMD, char-

acterized by choroidal neovascularization(CNV),

remains difficult. Thus, in this review article, we
 

report on the investigation of novel approaches for
 

the management of AMD, antiangiogenic therapy
 

for CNV,and retinal regenerative therapy.

Polyion complex(PIC)micelles have a range in
 

size of several tens of nanometers formed through
 

an electrostatic interaction,and accumulate in solid
 

tumors through an enhanced permeability and
 

retention(EPR)effect. In this study,we examined
 

the distribution of the PIC micelles which encap-

sulate fluorescein isothiocyanate-labeled poly--

lysine｛FITC-P(Lys)｝in experimental CNV in rats,

to investigate whether PIC micelles can be used for

 

the treatment of CNV.We demonstrated that PIC
 

micelles accumulate in the CNV lesions and are
 

retained in the lesions for as long as 168 hours after
 

intravenous administration. These results raise the
 

possibility that PIC micelles can be used for achiev-

ing an effective drug delivery system against CNV.

Although photodynamic therapy(PDT) is a very
 

promising  treatment  for AMD, most  patients
 

require repeated treatments. For effective PDT
 

against AMD, the selective delivery of a photosen-

sitizer to the CNV lesions and an effective photo-

chemical reaction at the CNV site are necessary.

The characteristic dendritic structure of the pho-

tosensitizer prevents aggregation of its core sensi-

tizer,thereby inducing a highly effective photochemi-

cal reaction.We present an effective PDT for AMD
 

employing a supramolecular nanomedical device, i.

e.,a novel dendritic photosensitizer encapsulated in
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緒 言

加齢に伴う変化がその発症および進展にかかわる眼疾

患のひとつに加齢黄斑変性(age-related macular degen-

eration,AMD)がある．本疾患は，欧米では成人失明原

因の第一位であり ，本邦でも患者数の増加が指摘さ

れている．久山町研究では，50歳以上における発症頻

度は初期加齢黄斑症で13.6％，晩期加齢黄斑症すなわ

ちAMDで0.87％であり ，2001年度の日本人口に換

算するとそれぞれ648万人，43万人にのぼると推定さ

れる．AMDは萎縮型と滲出型に分類され，特に脈絡膜

新生血管(choroidal neovascularization, CNV)により

惹起される滲出型AMDは，視力予後が不良で，AMD

による社会的失明症例の8～9割を占めており ，その

治療法の開発は急務であると考えられる．今日臨床で行

われている，あるいは開発中である滲出型AMDの治

療法は，レーザー光凝固術 ，経瞳孔温熱療法(tran-

spupillary thermotherapy；TTT)，光線力学療法

(photodynamic therapy；PDT) などのレーザー治

療，薬物療法 (遺伝子治療 を含む)，およびCNV

抜去術 ，黄斑移動術 や網膜色素上皮(retinal pig-

ment epithelium,RPE)移植 ，虹彩色素上皮(iris pig-

ment epithelium, IPE)移植 などの手術療法に大別さ

れる．これらの治療法のうち，レーザー治療，薬物療

法，および手術療法のうちCNV抜去術は，すべて

CNVをターゲットとした抗血管新生療法といえる．こ

a polymeric micelle formulation. With its highly
 

selective accumulation in CNV lesions, this treat-

ment resulted in a remarkably efficacious CNV
 

occlusion with minimal unfavorable phototoxicity.

Our results will provide a basis for an effective
 

approach to PDT for AMD.

Spatial control of gene transfection in the body is
 

a core issue in the gene therapy for ocular diseases
 

including  AMD. Photochemical  internalization

(PCI) is a technology that effects light-induced
 

delivery of DNA directly inside cells. PCI usually
 

requires that a photosensitizer be added to the
 

drug-delivery system to photochemically destabilize
 

the endosomal membrane. We have developed a
 

ternary complex composed of a core containing
 

DNA packaged with cationic peptides and enveloped
 

in the anionic dendrimer, phthalocyanine, which
 

provides the photosensitizing action. Subconjun-

ctival injection of the ternary complex followed by
 

laser irradiation resulted in transgene expression
 

only in the laser-irradiated site in rats. This PCI-

mediated gene delivery system is potentially useful
 

in gene therapy for ophthalmic diseases.

Accumulation of lipofuscin is related to an in-

creased risk of AMD.We report that a major lipo-

fuscin component, A2E(N-retinyledin-N-retinyle-

thanolamin), activates the retinoic acid receptor

(RAR). experiments suggest that A2E accu-

mulation results in the pro-angiogenic conversion
 

of retinal pigment epithelial(RPE)cell phenotype.

This physiological consequence of A2E accumulation
 

may be related to a novel potential therapeutic
 

target for CNV.

To recover visual function damaged by AMD,

retinal regenerative therapy is essential.We inves-

tigated whether subretinal transplantation of bone
 

marrow mesenchymal stem cells(MSCs) promotes

 

photoreceptor survival in a rat model of retinal
 

degeneration.Morphological and functional studies

, including histological analysis and electro-

physiological studies, indicate that the subretinal
 

transplantation of MSCs delays retinal degenera-

tion and preserves retinal function. These results
 

suggest that MSC is a useful cell source for cell-

transplantation therapy for retinal degeneration.

In order to elucidate the molecular mechanisms of
 

development of the fovea,which is composed mainly
 

of cone photoreceptors and is susceptible to injury
 

from AMD, we performed a comparative gene
 

expression analysis between the central and peri-

pheral regions of the monkey retina using monkey

(rhesus macaque) genome microarray chips. We
 

then selected the clones which were expressed at
 

significantly higher levels in the central region and
 

confirmed their expression in the monkey retina by
 

section in situ hybridization.°This study sheds light
 

on the mechanisms of foveal development and may
 

lead to the development of regenerative medicine
 

for cone photoreceptors.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , ).

Key words：Age-related macular  degeneration

(AMD), Choroidal neovascularization

(CNV),Polyion complex(PIC)micelle,

Drug delivery system, Photodynamic
 

therapy(PDT), Dendritic photosensi-

tizer, Photochemical  internalization

(PCI)-mediated gene delivery, N-

retinyledin-N-retinylethanolamin

(A2E), Retinoic acid receptor(RAR),

Bone marrow mesenchymal stem cell

(MSC), Monkey genome microarray
 

chip
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れに対して，黄斑移動術やRPEおよび IPE移植は障害

された網膜をターゲットとした治療法であるが，いずれ

も，その効果は限定的なものとなっている．そこで，

AMDに対する新規治療法の開発を目的として，CNV

に対する抗血管新生療法，および障害された網膜再生の

両面から，新しいアプローチを試みた．まず，CNVに

対する新規の抗血管新生療法の開発を目的として，滲出

型AMDに対する現在の第一選択であるPDTを改良し

た高分子ミセルによる新しいPDT，CNV選択的遺伝

子導入法の開発を目的とした新規三元型コンプレックス

による光応答性遺伝子導入，および滲出型AMDの発

症予防を目的としてリポフスチン構成成分A2E(N-

retinyledin-N-retinylethanolamin)と CNV発生の関

連について検討した．さらに，障害された網膜の新規治

療法の開発を目的として，網膜幹細胞および骨髄間葉系

幹細胞のRoyal College of Surgeons(RCS)ラット網

膜下移植の効果を検討し，またAMDで障害される黄

斑再生を目的として，サル黄斑に高発現する遺伝子群の

同定を試みた．

高分子ミセルによる新しいPDT

光線力学療法(PDT) は，中心窩下CNVを伴う

AMDに対して現時点における最も標準的な治療法と

なっている．PDTでは，静脈内投与された光増感剤

verteporfin(Visudyne )が血液中の低比重リポ蛋白質

(LDL)と結合して，LDL受容体の豊富なCNVに集積

し，レーザー照射により惹起された光化学反応によって

血管内皮細胞が障害され，CNVを選択的に閉塞すると

されている．PDTの問題点として，施行後の再発があ

る．欧米での臨床試験であるTreatment of age-related
 

macular degeneration with photodynamic therapy

(TAP)study では2年間の平均治療回数は5.6回，本

邦における多施設オープン試験であるThe Japanese
 

age-related macular degeneration trial(JAT)study

でも12か月の平均治療回数は2.8回であった．PDTの

治療成績をさらに向上させるためには，この高い再治療

率すなわちCNVの再発率を低下させるような，効果の

高い方法が必要と考えられる．そのために，再治療の間

隔を3か月から2か月に短縮するearly retreatmentの

効果が検討されたが，有効性の改善はみられなかったこ

とが報告されている ．また，PDTと副腎皮質ステロ

イド薬など抗血管新生薬の併用療法が試みられている

が，眼圧上昇，眼内炎，白内障進行などのリスクがあ

り，またその治療成績も満足すべきものではない ．そ

こで，より効率的な新規の光増感剤を用いたPDTを開

発することを目的として，光増感剤のCNVへの送達を

強化する方法を検討した．

1．高分子ミセルを用いたドラッグデリバリーシステム

PDTや血管新生阻害薬などによるCNVに対する薬

物治療を，その全身副作用を最小限にしながら開発する

ためには，病変部位への薬物の高い集積性が必須であ

る．PDTにおけるverteporfinのごとく全身投与され

た薬物の病変部位に対する送達は，薬物キャリアが毛細

血管から滲出して病変部局所に到達することで達成され

るが，そのためには，血中での薬物キャリアの滞留性を

維持することが重要である．薬物を静脈注射した際の血

中からの主な消失経路としては，腎糸球体からの濾過

と，肝臓のクッパー細胞などの細網内皮系による処理が

ある．糸球体からの濾過については，サイズ認識すなわ

ち4nmが閾値であるといわれており，キャリアを4

nm以上の大きさに設計することで回避できる ．一

方，細網内皮系による処理については，異物認識を回避

するために，キャリアの表面を生体適合性高分子で修飾

し，血漿蛋白質との相互作用(オプソニン作用)を抑制す

ることにより低減可能で，血液中に長期に滞留すること

が可能となると考えられる ．さらに，標的組織が腫瘍

である場合には，固形腫瘍の新生血管では正常組織と比

較して高い血管透過性を有することと，リンパ系が未発

達であることより，高分子物質が集積し長期滞留するこ

とが知られており ，この現象はenhanced permea-

bility and retention(EPR)効果と呼ばれる ．高分子集

合体である高分子ミセルは直径数十ナノメートルの粒子

であり，その大きさはウイルスやリポ蛋白質と同等であ

り ，EPR効果により固形腫瘍に集積しやすい性質を

有する ．さらに，高分子ミセルは高分子複合体を利

用した他のドラッグデリバリーシステムと比較して薬物

を高効率に安定してカプセル化することができるた

め ，新しいドラッグデリバリーシステムとしての有効

性が期待されており，doxorubicin，pacritaxelおよび

cisplatinを内包した高分子ミセルについては固形腫瘍

の治療のための臨床試験が既に実施されている ．他

方，CNVは高い血管透過性をもっており，高分子物質

がEPR効果により実験的CNVに集積することが報告

されている ．Polyion complex(PIC)ミセルは，水中

において静電相互作用を駆動力にして親水性連鎖を外

殻，疎水性連鎖を内核に配した直径数十nmのコアー

シェル型ナノ粒子であり，薬物内包時の安定性および新

生血管部位への集積性に優れ，悪性腫瘍に対するドラッ

グデリバリーシステムとしての有用性が示唆されてい

る ．本項では，蛍光標識したPICミセルを用いて

静脈内投与後のCNVへの集積性を定性的および定量的

に評価することにより，PICミセルのCNVに対するド

ラッグデリバリーシステムとしての有用性について検討

した．

１)ポリイオンコンプレックスミセルの調製

蛍光物質である fluorescein isothiocyanateで標識し
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た poly--lysine［FITC-P(Lys)］100.0mg と poly

(ethylene glycol)-block-poly-α,β-aspartic acid［PEG-

P(Asp)］48.6mgを それぞれ 10.0mlと 5.0mlの

phosphate buffered saline(PBS)に溶解した．同量(5.0

ml)のFITC-P(Lys)溶液とPEG-P(Asp)溶液を混和し

てPICミセル溶液，同量(5.0ml)のFITC-P(Lys)溶液

をPBSで溶解して対照溶液とし，各溶液が同濃度(5.0

mg/ml)のFITC-P(Lys)を含有するよう調製した(図

1)．PICミセルの平均直径と多分散インデックスは，

dynamic light scattering(DLS)測定法(DLS-7000，大

塚Electronics社)を用い，25℃でHe/Neレーザー(波

長632.8nm)により測定した．調製されたPICミセル

が単峰形のサイズ分布をしており，その平均直径と多分

散インデックスは50.7nmと0.046で，PICミセルの

直径の分散は非常に小さいことが分かった(図2)．

２)実験的CNV

以下のすべての実験における動物の取り扱いは，

Association for Research in Vision and Ophthalmol-

ogy(ARVO)で決められたガイドラインおよび東京大学

の動物実験施設のガイドラインを遵守して行った．

体重100～120gの雄のBrown Norway(BN)ラット

(埼玉実験動物)を用い，塩酸ケタミン(ケタラール ，

三共エール薬品)と塩酸キシラジン(セラクタール ，

Bayer Health Care社)の混合液(7：1)の腹腔内注射

(1,000μl/kg)，または，ジエチルエーテルの吸入に

よって全身麻酔を行った．0.5％トロピカミド(ミドリ

ン M，参天製薬)点眼により散瞳し，ダイオードレー

ザー光凝固装置(DC3000，ニデック社)および細隙灯照

射システム(SL150，トプコン社)を用いて，スポット

図 1 Fluorescein isothiocyanateで標識した poly--lysine［FITC-P(Lys)］を内包した polyion com-

plex(PIC)ミセルの調製．

PICミセルはpoly-α，β-aspartic acid［P(Asp)］とFITC-P(Lys)から成る疎水性内核が，poly(ethyl-

ene glycol)(PEG)から成る親水性外殻に覆われた二層構造をなす．(文献34より許可を得て転載)

図 2 Dynamic light scattering(DLS)測定法による

PICミセルの直径分布．

調製されたPICミセルが単峰形のサイズ分布をして

おり，その平均直径は50.7nmであり，PICミセル

の直径の分散は非常に小さいことが分かる．(文献34

より許可を得て転載)
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サイズ75μm，凝固時間0.05秒，レーザー出力200

mW の条件で，視神経乳頭周囲に主要網膜血管を避け

各眼にレーザー光凝固を行い，既報 のごとく実験的

CNVを作製した．

３)CNVモデルへのPICミセル投与

CNVへのPICミセルの集積を検討するために，BN

ラットを用いて，上述の条件で右眼に50発の光凝固を

行い，実験的CNVを作製した．尾静脈より，FITC-P

(Lys)内包PICミセル溶液(5.0mg/ml)400μl，または

FITC-P(Lys)溶液(5.0mg/ml)400μlを光凝固7日後

に投与し高分子ミセルのCNVへの集積性について検討

した．過量のペントバルビタールナトリウム(ネンブ

タール ，ダイナボット社)でラットを屠殺した後，眼

球を摘出し，ProLong Antifadeキット(Molecular Pro-

bes，Eugene社)を用いて凍結切片を作製し，FITC-P

(Lys)内包PICミセル投与群では投与1，4，8，24，

168時間後に，FITC-P(Lys)投与群では投与1時間後

に，蛍光顕微鏡(modelⅨ，オリンパス社)を用いて観

察した．FITC-P(Lys)内包PICミセル投与群では，

CNV領域を含む網脈絡膜組織における蛍光染色は最大

4時間まで観察された(図3A，B)．薬物投与24時間後

には，網脈絡膜血管を含む光凝固外の領域での蛍光は消

退してCNV領域へのFITC-P(Lys)の集積はより明ら

かとなり(図3C)，この蛍光は投与168時間後まで(図3

D)観察された．Free FITC-P(Lys)投与群では，投与1

時間後には蛍光はCNVと脈絡膜毛細血管板で観察され

た(図3E)が，すべてのラットは free FITC-P(Lys)投

与1～2時間後に死亡した．レーザー未施行の対照群で

は，蛍光は脈絡膜血管に最高1時間まで観察され，4時

間後以降には消失して観察されなくなった(図3F，

G)．光学顕微鏡所見では，他の網膜構造に明らかな異

常を認めなかった ．

実験的ラットCNVモデルの網脈絡膜組織および血液

中のFITC-P(Lys)濃度を調べるために，FITC-P(Lys)

内包PICミセル(5.0mg/ml)400μlまたは free FITC-

P(Lys)(5.0mg/ml)400μlを，それぞれ実験的CNV

作製のための光凝固7日後に静脈内投与した．FITC-P

(Lys)内包PICミセル投与後1，4，8，24および168時

間と free FITC-P(Lys)投与後1時間にペントバルビ

タールナトリウムの過量投与により屠殺し，直後に採血

および眼球摘出を行った．血液サンプルは12,000

rpm，5分間の遠心処理後，上清を採集し分光測光法に

より分析を行った．前眼部および硝子体を除去した後，

網膜および脈絡膜を採取し，網脈絡膜組織は，0.1ml

の PBSでホモジネートし，この懸濁液の遠心処理

(12,000rpm，5分間)を行い，上清を分光測光法にて分

析した．蛍光強度は495nmの励起波長を用いて，520

nmの蛍光で，蛍光分光光度計(FP-6500，JASCO社)

により計測し，FITC-P(Lys)濃度は，校正曲線を用い

て算出した．FITC-P(Lys)内包PICミセル投与群で

は，投与4時間後でピークに達し，168時間後において

もFITC-P(Lys)は存在した(図4)．なお，レーザー未

処置眼においてはFITC-P(Lys)の網脈絡膜組織内濃度

は測定限界以下であった．静脈内投与1時間後において

free FITC-P(Lys)投与群のFITC-P(Lys)の網脈絡膜組

織内濃度はFITC-P(Lys)内包PICミセル投与群と比較

して有意に低値であった．図5は free FITC-P(Lys)と

FTIC-P(Lys)内包PICミセル投与後の血中FITC-P

(Lys)濃度を示す．FTIC-P(Lys)内包PICミセル投与

後の血中のFITC-P(Lys)量は静脈内投与の後，1，4，

8および24時間においてそれぞれ投与量に対して

図 3 脈絡膜新生血管(CNV)への PICミセルの集積．

CNV領域の凍結切片を作製し，蛍光顕微鏡を用いて観

察した．A～Eの白矢頭はCNV領域を示す．FITC-P

(Lys)内包PICミセル投与群での静脈内投与1時間

(A)，4時間(B)，24時間(C)，および168時間(D)の凍

結切片．CNV領域および網脈絡膜組織における蛍光染

色は最大4時間まで観察され(A，B)，投与24時間後

には，網脈絡膜血管を含む光凝固外の領域での蛍光は消

退してCNV領域へのFITC-P(Lys)の集積はより明ら

かとなり(C)，この蛍光は投与168時間後まで観察され

た(D)．Free FITC-P(Lys)投与群では，投与1時間後

には蛍光はCNVと脈絡膜毛細血管板で観察された(E)

が，すべてのラットは free FITC-P(Lys)投与1～2時

間後に死亡した．レーザー未施行の対照群では，蛍光は

脈絡膜血管に1時間後(F)までは観察されたが，4時間

後(G)以降には消失して観察されなくなった．光学顕微

鏡所見では，他の網膜構造に明らかな異常を認めなかっ

た．バーは25μm．RPE：網膜色素上皮．(文献34よ

り許可を得て転載)
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5.0％，7.8％，3.8％および0.5％であった ．

以上のように，PICミセルに内包したFITC-P(Lys)

は，静脈内投与168時間後まで実験的CNVモデル網脈

絡膜組織内に残存していた．Free FITC-P(Lys)とPIC

ミセルに内包されているFITC-P(Lys)を区別すること

はできないため，ここで示したFITC-P(Lys)がどちら

の状態で存在していたかは明らかではない．Free
 

FITC-P(Lys)が示す高い毒性のため，PICミセルへの

内包がCNVへのFITC-P(Lys)の集積を増強すること

を本研究で直接証明することはできない．しかし，

CNV眼における静脈内投与1時間後では，FITC-P

(Lys)内包PICミセル投与群では，free FITC-P(Lys)

投与群に比して有意に高い集積を示し，レーザー未処置

群においては，FITC-P(Lys)濃度が測定限界以下で

あった．さらに，固形腫瘍における新生血管と同様に

CNVでは血管透過性が亢進していることより，PICミ

セルは主としてEPR効果により集積したと推測するこ

とができる．このことは高分子物質のCNVへの集積を

家兎眼において検討した報告 とも矛盾しない．本研究

においてFITC-P(Lys)内包PICミセルは投与後24時

間においても，投与量の0.5％が血中に存在した．一般

的にはフルオレセインのような低分子物質を静脈内に投

与した場合，その濃度は数時間以内に投与量の0.1％以

下まで急速に減弱する．実際にフルオレセインナトリウ

ムを静脈内投与した際の血中濃度は測定限界値以下で

あった．以上より，FITC-P(Lys)内包PICミセルは

EPR効果において非常に有利な長期滞留性を保持する

と考えられる．血液中においては，PICミセルは投与1

時間後に投与量の5％，24時間後に0.5％が存在し，

FITC-P(Lys)の血液中対網脈絡膜組織内濃度比は1時

間後に340：1であり，24時間後には45：1であった．

このことはPICミセルが血液中の低濃度にもかかわわ

らず，EPR効果によって効率的に網脈絡膜組織に集積

し得ることを示唆する．さらに，free FITC-P(Lys)投

与群では，投与1～2時間後にpoly--lysineの毒性によ

りすべてのラットが死亡したのに対し，FITC-P(Lys)

内包PICミセル投与群では死亡例はみられなかった．

このようなPICミセルの特徴は，全身的副作用を有す

る薬物の効果的投与を実現する際に非常に有利であると

考えられる．

以上，ラットCNVモデルに対しFITC-P(Lys)内包

PICミセルを静脈内投与した検討では，CNVにおける

集積は投与7日後まで持続し，網脈絡膜組織内濃度は

free FITC-P(Lys)投与1時間後と比較して1～24時間

後で有意に高値となっていた．薬物内包高分子ミセル

は，全身投与によりラットCNV部に高い集積性を示

し，CNVに対するドラッグデリバリーシステムとして

有用である可能性が示された．PICミセルの体内分布

は主にその大きさと表面特性によって決定され，薬物は

ミセルの中心部に内包されている限り影響を及ぼさな

い．PICミセルは種々の薬物，酵素 を内包可能である

こと，DNAを内包することで非ウイルス性の遺伝子ベ

4 - ys ル ree
 

FITC-P(Lys)投与後の実験的ラット CNVモデル網

脈絡膜組織内の FITC-P(Lys)濃度．

FITC-P(Lys)内包PICミセル投与群(●，各n＝4)で

は，投与4時間後でピークに達し，168時間後におい

てもFITC-P(Lys)は存在した．静脈内投与1，4，8，

および24時間後におけるFITC-P(Lys)内包PICミ

セル投与群のFITC-P(Lys)網脈絡膜組織内濃度は，

free FITC-P(Lys)投与群(○，各n＝3)の投与1時間

後のFITC-P(Lys)網脈絡膜組織内濃度と比較して有

意に高値であった．図中の表示は平均値±標準偏差を

示す． ：p＜0.05．(文献34より許可を得て転載)

図 5 FITC-P(Lys)内包 PICミセル(●，各 n＝ )ま

たは free FITC-P(Lys)(○，各 n＝ )投与後の実験

的ラット CNVモデルの FITC-P(Lys)血液中濃度．

FITC-P(Lys)内包PICミセル投与後の血中のFITC-

P(Lys)量は静脈内投与の後，1，4，8および24時間

においてそれぞれ投与量に対して5.0％，7.8％，

3.8％および0.5％であった．図中の表示は平均値±

標準偏差を示す．(文献34より許可を得て転載)
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クターとして機能すること などが示されており，

CNVへの効果的薬物送達を実現する大きな可能性をも

つと考えられる．次項では，薬物として光増感剤を内包

する高分子ミセルを調製し，PDTへの応用を試みた．

2．高分子ミセルを用いた PDT
 

PDTは，光増感剤を投与後に標的組織であるCNV

や悪性腫瘍に到達させ，適切な波長のレーザー照射によ

り，一重項酸素のような活性酸素を生じ標的組織の酸化

的破壊をもたらすことを利用した治療法である ．

PDTに用いられる最も標準的な光増感剤は，吸収断面

積を拡大する大きなπ結合領域をもち，基本的には疎

水性である．そのため光増感剤は水溶液中でそのπ-π

相互作用と疎水性の性質のため容易に凝集し励起状態か

ら自己消光する．PDTの効果をより増強するためには，

光増感剤の効果的な標的組織への送達と，一重項酸素の

高濃度の生成の両方が非常に重要である．すなわち，

AMDに対するPDTの効果を高めるためには，光増感剤

をCNV領域へ選択的に送達することと，CNV領域で

の効果的な光力学反応を惹起することの双方が必要であ

り，両条件を満たす新規光増感剤の開発が強く望まれ

る．樹状光増感剤であるdendrimer porphyrin(DP)

はポルフィリンが第三世代のpoly(benzyl ether)デンド

リマーで周囲を囲まれたものである (図6a)．従来の

光増感剤と異なり，DPは樹状の側鎖部分(dendron)が

カプセル効果により中心分子(core)であるポルフィリン

の凝集を妨げるので，非常に高濃度の状態でも一重項酸

素の生成を可能とする ．また，DPの32の負電荷は

ブロック共重合体poly(ethylene glycol)-block-poly( -

lysine)［PEG-b-P(Lys)］ (図6b)の正電荷との静電

相互作用により，前項で述べた高分子キャリアPICミ

セル への安定した内包が可能である．このDPを内包

した高分子ミセルは，EPR効果によりCNVへの選択

的送達が可能であると考えられる．本項においては，こ

のDP内包ミセルのCNVに対する選択的集積および光

力学効果について検討した．

１)DP内包ミセルの調製および in vitroにおける光

毒性

32個のカルボキシレート(カルボン酸塩)末端基を有

する負に帯電した第三世代のイオン性DP，および

PEG-b-P(Lys)は，既報 のごとく調製した．PEG-b-P

(Lys)は，NaH PO水溶液(10mM，pH＝4.95)に溶解

させ，DP含有ミセルを含む溶液(10mM，pH＝7.30)

を得るためにNaH PO/0.1N NaOH(10mM Na

HPO，pH＝11.54)DP水溶液中に加えた．ここで，

カルボキシレート(カルボン酸塩)末端基とリシン残基の

図 6 Dendrimer porphyrin(a)と poly(ethylene
 

glycol)- -poly( -lysine)(b)の構造および

DLS測定法による dendrimer porphyrin内包ミセ

ルの直径分布(c)．

(文献47より許可を得て転載)

図 7 Dendrimer porphyrin(DP)および DP内包ミセ

ルの培養 Lewis lung carcinoma細胞に対する光線照

射時および非照射時の細胞毒性．

暗所ではDP(●)もDP内包ミセル(■)も細胞毒性を

示さなかった．光線照射下ではDP(○)およびDP内

包ミセル(□)の両方が強い細胞毒性を示したが，高分

子ミセルに内包することによってDPの光毒性は280

倍に増加した．図中の表示は平均値±標準偏差(n＝

4)を示す．(文献47より許可を得て転載)
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モル比は，一致するよう調製した．このDP内包ミセル

は，単峰形のサイズ分布を示した(図6c)．まず，DPと

DP内包ミセルの光線照射により誘導される細胞毒性を

Lewis lung carcinoma細胞を用いて in vitroで評価し

た．暗所ではDPもDP内包ミセルも細胞毒性を示さな

かった．光線照射下ではDPおよびDP内包ミセルの両

方が強い細胞毒性を示したが，高分子ミセルに内包する

ことによってDPの光毒性は280倍に増加した (図7)．

２)DP内包ミセルのCNVへの集積

DP内包ミセルのCNVへの集積を検討するために，

先に述べた方法 で，BNラット16匹の1眼につき4

箇所レーザー光凝固を施行しCNVを作製した．尾静脈

より，1.5mg/mlの DPを含有するDP内包ミセル400

μl，および1.5mg/mlの DP400μlをレーザー光凝固

7日後に投与した．ペントバルビタールナトリウム過量

投与により屠殺し，直後に眼球摘出し，15分，1，4，

24時間後にoptimal cutting temperature(OCT)com-

poundに凍結した．凍結切片はProLong Antifade Kit

(Molecular Probes，Eugene社)を用いてマウントし，

蛍光顕微鏡(modelⅨ，オリンパス社)を用いて観察し

た．DP内包ミセル投与群では，CNVへの集積は15分

後には既にみられ，4時間後にピークとなり，24時間後

でも明らかな集積がみられた(図8a～c)．さらに，凍

結切片をFITC-conjugated抗第Ⅷ因子抗体(Dako
 

Cytomation社)で染色したところ，DP内包ミセル投与

群ではDPは抗第Ⅷ因子抗体陽性の血管内皮細胞に局在

していた(図8f)．これに対し，freeDP投与群では，

DPのCNVへの集積は4時間後までみられたが(図8

d，e)，24時間以内に消失し，DP内包ミセル投与群に

比して，抗第Ⅷ因子抗体陽性の血管内皮細胞内のみなら

ず，内皮細胞外にもみられた (図8g)．よって，DP

のミセル化は抗第Ⅷ因子抗体陽性のCNV血管内皮細胞

への送達に非常に有用であり，これにより効率的な

PDTが可能となり得ると考えられる．

３)DP内包ミセルによるPDTのCNV閉塞効果

次に，DP内包ミセルによるPDTのCNV閉塞効果

について検討した．前項と同様にCNVモデルラットを

作製し，対照群は無処置，freeDP投与群およびDP内

包ミセル投与群では，それぞれミセル化していない

freeDPおよびDP内包ミセルを静注し，15分後に試作

レーザー装置を用いてPDT(波長438nm，出力密度

600mW/cm，照射径1,120μm，照射量0，5，10，

25，50，100J/cm)を行った．CNV閉塞率はPDT施

行1日および7日後にフルオレセイン蛍光眼底造影を行

い評価した．対照群と同様に freeDP投与群ではCNV

に一致した過蛍光を認めるが，DP内包ミセル投与群で

はPDTによりCNVの過蛍光が消失していた(図9

a)．PDT 1日後には，DP内包ミセル投与群では対照群

および freeDP投与群に比べ，5～100J/cmのいずれの

照射条件においてもCNV閉塞率が有意に高くなってい

た(図10a)．PDT 7日後においてもこの傾向は持続し

ており，やはりDPミセル投与群では5～100J/cmの

いずれの照射条件においてもCNV閉塞率が有意に高く

なっていた (図10b)．今回の実験は，verteporfinに

よるラットCNV閉塞率を検討したZacksらの報告

とほぼ同一条件で行ったので，両者を比較したところ，

臨床でのPDTのレーザー照射量50J/cmでは，DP内

包ミセルによるCNV閉塞率は，verteporfinよりも高

く，PDT 7日後には，verteporfin投与では36％と1

日後よりも低下していたのに対し，DP内包ミセル投与

では83％と維持されていた．他の照射量でも同様で，

DP内包ミセル投与では臨床の10分の1の照射量であ

る5J/cmにおいても，7日後まで81％と高い閉塞率が

維持されていた．これらの結果より，DP内包ミセル

は，verteporfinよりも，PDT後に高効率かつ持続的な

CNV閉塞が得られる可能性があることが示唆された．

さらに，免疫組織化学的検討により，DP内包ミセル

投与群では，無処置の対照と比較して，PDTにより抗

第Ⅷ因子抗体陽性のCNV血管内皮細胞の欠落が認めら

れた(図9b，c)．透過電子顕微鏡による観察では，CN-

Vの血管は，一部は血管内皮細胞が消失したcollagen
 

tubesとなっており，また一部は赤血球により閉塞して

いた (図9d)．すなわち，DP内包ミセル投与後PDT

によりCNVが閉塞した結果，CNV内皮の欠落が生じ

たと考えられた．また，DP内包ミセル投与後PDTを

行ったにもかかわらず，正常脈絡膜および網膜血管内皮

の欠落は認められなかった．このことは，DP内包ミセ

ルおよび freeDPのいずれも正常な網脈絡膜血管の血管

内皮細胞には取り込まれないことによると推測される．

このように，DP内包ミセルを用いたPDTは，CNV

閉塞効率は高いのみならず，正常な網脈絡膜血管に対す

る障害が少ないことが示された．

４)DP内包ミセルによるPDTの正常網脈絡膜およ

び皮膚に及ぼす影響

PDTの治療後には，一過性の視力低下が起こり得る

ことが知られており，海外の臨床試験では，PDT後に

視覚障害(視力低下，視野欠損，中心部の暗黒感)を生じ

た割合が約18％ ，JAT Studyにおいても22％ と報

告されている．また，PDT後早期には，一過性に黄斑

部局所網膜電図(electroretinogram, ERG)の振幅が低

下することも報告されている ．Laiら は，PDT

後4日，2週，1か月に多局所ERGを記録し，PDT後

2週目までは一過性にPDT照射部位のN1，P1応答

振幅が低下し，1か月後には回復することを報告し，そ

の原因の一つとしてPDTそのものによる正常な網膜機

能への影響を挙げている．このように，verteporfinに

よるPDT後早期には一過性の網脈絡膜障害が生じるこ

とより，正常網脈絡膜に対する障害の少ないPDTが可
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能となれば，臨床的により有用と考えられる．そこで，

サルを用いverteporfinおよびDP内包ミセルを用いた

PDTを行い，正常網脈絡膜に及ぼす影響について比較

検討した．

正常なアカゲザル(体重5.5～6.0kg)を用いて，ver-

teporfin群では verteporfinを体表面積(m)あたり6

mgを10分かけて経静脈的に投与し，15分後にPDT

を臨床と同一条件(波長689nm，スポットサイズ5,000

μm，照射量50J/cm)で行った．DP内包ミセル群で

も，DP内包ミセル6.0mg/mを投与し，波長437nm

図 8 DPおよび DP内包 PICミセル投与時の DPの CNVへの集積．

DP内包ミセル投与群では，CNVへの集積は15分後には既にみられ，4時間後にピークとなり，24時間後

でも明らかな集積がみられた(a～c)．DP内包ミセル投与群ではDPは抗第Ⅷ因子抗体陽性の血管内皮細胞

に局在していた(f)．これに対し，freeDP投与群では，DPのCNVへの集積は4時間後までみられたが(d，

e)，24時間以内に消失し，DP内包ミセル投与群に比して，抗第Ⅷ因子抗体陽性の血管内皮細胞内のみなら

ず，内皮細胞外にもみられた(g)．(文献47より許可を得て転載)
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図 9  DP内包ミセルによる光線力学療法(PDT)の CNV閉塞効果．

フルオレセイン蛍光眼底造影において，対照群と同様に freeDP投与群ではCNVに一致した過蛍光(矢印)

を認めるが，DP内包ミセル投与群ではPDTによりCNVの過蛍光が消失していた(a)．DPミセル投与群

では，無処置の対照(b)と比較して，PDTにより抗第Ⅷ因子抗体陽性のCNV血管内皮細胞は欠落が認めら

れた(c)．透過電子顕微鏡による観察では，CNVの血管は，一部は血管内皮細胞が消失したcollagen tubes

となっており，また一部は赤血球により閉塞していた(d)．(文献47より許可を得て転載)

図 10 DP内包ミセルによる PDT 日(a)および 日後(b)の CNV閉塞率．

PDT 1日後には，DP内包ミセル投与群では対照群および freeDP投与群に比べ，5～100J/cmのいずれの

照射条件においてもCNV閉塞率が有意に高くなっていた(a)．PDT 7日後においてもこの傾向は持続して

おり，やはりDP内包ミセル投与群ではCNV閉塞率が有意に高くなっていた(b)．図中の表示は平均値±

標準偏差を示す． ：freeDP投与群， ：DP内包ミセル投与群．
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のレーザーを用いた以外はverteporfin群と同一条件で

PDTを行った．両群ともにPDT施行前および1週後

に，眼底検査，フルオレセイン蛍光眼底造影およびイン

ドシアニングリーン蛍光眼底造影を行った．図11に

PDT前および1週後における眼底写真を示す．過去の

サルを用いた動物実験の結果 と同様，PDT照射部

位に一致して網膜深層に白濁変化がみられている(図11

D)．さらにフルオレセイン蛍光眼底造影(造影3分)で

は，レーザー照射部位に一致してwindow defectによ

る過蛍光がみられ，RPEの障害が起こっていると考え

られる(図11E)．インドシアニングリーン蛍光眼底造

影(造影5分)では，照射部位に一致して，filling defect

による低蛍光がみられ照射部位の脈絡膜毛細血管板は多

くの部位で閉塞していた(図11F)．これらの所見より，

図 11 Verteporfinによる PDT施行前(A，B，C)および 週後(D，E，F)のサル眼底，フルオレセイン

蛍光眼底造影およびインドシアニングリーン蛍光眼底造影．

PDT 1週後には，PDT照射部位に一致して網膜深層に白濁変化がみられる(D)．さらにフルオレセイン

蛍光眼底造影(造影3分)では，レーザー照射部位に一致してwindow defectによる過蛍光がみられ(E)，

インドシアニングリーン蛍光眼底造影(造影5分)では，照射部位に一致して，filling defectによる低蛍

光がみられ，照射部位の脈絡膜毛細血管板は多くの部位で閉塞していた(F)．

図 12 DP内包ミセルによる PDT施行前(A，B，C)および施行 週後(D，E，F)のサル眼底，フルオレ

セイン蛍光眼底造影およびインドシアニングリーン蛍光眼底造影．

DP内包ミセルによるPDT施行1週後の眼底(D)，フルオレセイン蛍光眼底造影(E)およびインドシアニ

ングリーン蛍光眼底造影(F)は，施行前(A，B，C)とそれぞれ変化がみられなかった．
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PDTが正常な脈絡膜毛細血管板の閉塞を来し，その結

果としてRPEの障害を惹起したものと考えられる．こ

れに対し，DP内包ミセルによるPDT施行1週後の眼

底，フルオレセイン蛍光眼底造影およびインドシアニン

グリーン蛍光眼底造影所見は，いずれも施行前と変化が

みられなかった(図12A～F)．DP内包ミセルによる

PDTは verteporfinによるPDTと比較して，サルの正

常RPEや脈絡膜血管にほとんど影響を与えないことが

分かった．さらに，verteporfinおよびDP内包ミセル

によるPDT前，1週後の黄斑部機能に及ぼす影響につ

いて，黄斑部局所ERGによる検討を行った．黄斑部局

所ERGは刺激サイズ直径15度とし，PDT施行前およ

び1週後に行った．PDT前のサル黄斑部からは正常な

黄斑部局所ERGが記録されており，a波，b波，律動

様小波が明瞭に記録された(図13B，C)．Verteporfin

投与群では，PDT 1週後のb波振幅は施行前の7％

と，大幅に減弱していた(図13E)．この結果はTzekov

ら のカニクイザルでの同様の検討結果と類似してい

る．一方，DP内包ミセル投与群では，黄斑部局所

ERGの波形はPDT前後で変化がみられなかった(図13

F)．

以上より，verteporfinによるPDTは正常な脈絡膜

毛細血管板の閉塞を来すことにより同部位の網膜機能を

低下させ，これが臨床でみられるPDT後の一過性視機

能障害の原因となっていることが示唆されるが，DP内

包ミセルを用いたPDTでは，verteporfinによるPDT

と比べてCNV閉塞効果が高いのみならず，正常な脈絡

膜循環および黄斑部網膜機能に及ぼす影響も少ないこと

が示された．

さらに，DP内包ミセルの皮膚に対する光毒性につい

て検討するため，DP内包ミセルおよび市販の光増感剤

である polyhematoporphyrin(Photofrin )を 各 1.5

mg/ml溶液400μl静注し，4時間後にXenon lamp(波

長377～700nm，30mW/cm)を背部を剃毛したラット

に10分間照射したところ，DP内包ミセル投与群では

肉眼的に炎症反応など皮膚障害がみられなかった(図14

A)のに対し，polyhematoporphyrin投与群では，全例

において光照射1日後には既に炎症反応が認められ，照

射10日後においても強い皮膚障害が観察された (図

14B)．

以上，デンドリマー型光増感剤およびミセルを用いた

CNVに対するPDTについて述べた．DP内包ミセル

によりCNVへのDPの高い集積性が得られ，より低い

エネルギー照射によるCNV閉塞が可能となった．これ

は，デンドリマー化によってcoreに位置するポルフィ

リンが高濃度においても凝集しないという性質によると

推察される．DP内包ミセルを用いたPDTは，CNV

閉塞効率は高く，正常な網脈絡膜血管や皮膚に対する障

害も少ないことが示された．デンドリマー型光増感剤と

そのミセル化はCNVに対するPDTにおいて非常に有

図 13 Verteporfinまたは DP内包ミセルによる PDT前， 週後の黄斑部局所網膜電図(ERG)．

黄斑部局所ERGは刺激サイズ直径15度とし，PDT施行前(A)および1週後(D)に行った．PDT前のサル

黄斑部からは正常な黄斑部局所ERGが記録されており，a波，b波，律動様小波が明瞭に記録された(B，

C)．Verteporfin群投与では，PDT 1週後のb波振幅は施行前の7％と，大幅に減弱していた(E)．一方，

DP内包ミセル投与群では，黄斑部局所ERGの波形はPDT前後で変化がみられなかった(F)．
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用であることが強く示唆された．

新規三元型コンプレックスによる

光応答性遺伝子導入法の開発

AMDに対する現在臨床試験段階(一部は既に承認済

み)にある新規の抗血管新生療法として，pegaptanib

(Macugen ) ，ranibizumab(Lucentis ) ，anecor-

tave acetate(Retaane ) などの薬物療法および遺伝

子治療がある．AMDの遺伝子治療としては，米国で

AdPEDFprogramが開始され，滲出型AMD患者28名

を対象とし，pigment epithelium-derived factor(PE-

DF)を発現するアデノウイルスベクターを用いた遺伝子

治療で，phaseⅠ studyでは重篤な合併症はみられず，

CNVを抑制する可能性あることが報告されている ．

遺伝子治療における遺伝子導入法は，体外(ex vivo)法

と体内(in vivo)法に大別されるが，前者は標的細胞を

体外に取り出すことができる場合に限定されるのに対

し，後者は対象疾患が広範であり，これを可能にする体

内直接投与型のベクターの開発が強く望まれている．

In vivoにおける遺伝子導入法はAdPEDFprogramの

ようにウイルスベクターを用いる方法と，非ウイルスベ

クターを用いる方法に大別される．ウイルスベクター

は，遺伝子導入効率は高く，これまで汎用されてきた

が，近年のウイルスベクターによる事故にみられるよう

に安全性の問題や，免疫反応の惹起や取り扱いが困難で

あるなど，その実用化には未だ解決すべき問題も多い．

一方，カチオン性高分子などを構成要素とする非ウイル

スベクターは，安全性や製剤性には優れるが，遺伝子導

入効率が低く，かつ遺伝子導入に伴い細胞毒性が惹起さ

れるなど in vivoでの遺伝子導入に使用することは困難

である．また，ウイルスベクター，非ウイルスベクター

いずれの場合においても，遺伝子の導入部位(例えば

CNVに限局的に導入すること)と発現時期を厳密に制

御することは困難である．したがって，遺伝子治療を行

うには，生体内で標的細胞に，導入効率が高く，かつ選

択的に治療遺伝子を導入できる人工の非ウイルスベク

ターが開発できれば理想的と考えられる．前項では滲出

型AMDの治療法のうちで，現在の治療の中心である

PDTについて新規のデンドリマー型光増感剤内包ミセ

ルを用いた方法について述べたが，本項では，このデン

ドリマー型光増感剤を用いた遺伝子導入法について検討

した．

非ウイルスベクターとして，カチオニックリポソーム

を用いたリポフェクション法が，in vitroにおける遺伝

子導入法として汎用されているが，in vivo法には適し

ていない．一方，カチオン性高分子とDNAから形成さ

れるポリイオンコンプレックスを基盤とした非ウイルス

ベクターであるポリプレックスは，比較的高い安定性を

有しており，in vivo法に適用可能なキャリアシステム

として期待されているが，遺伝子発現効率が低く，実用

化にはその向上が必要である．ポリプレックスは，遺伝

子発現に至るまでに，①エンドサイトーシスを介した

標的細胞による取り込み，②エンドソームから細胞質

への移行，③細胞質から核への移行，を経由すると考

えられる．これらすべての過程は，効率的な遺伝子導入

を達成するために重要であるが，とりわけ，②の過程

を促進することでポリプレックスの遺伝子導入効率は大

幅に向上する．例えば，カチオン性高分子として知られ

るpolyethylenimine(PEI)から形成されたポリプレック

スは，エンドソーム内のpH低下を抑制するとともに，

高分子自身のプロトン化に伴うエンドソーム内のイオン

浸透圧の上昇によりエンドソーム膜を脆弱化もしくは破

壊することが示唆されており(プロトンスポンジ効果)，

効率的に細胞質内に移行することで，比較的高い遺伝子

図 14 DP内包ミセルの皮膚に対する光毒性．

DP内包ミセルおよびpolyhematoporphyrinを各1.5

mg/ml溶液400μl静注し，4時間後にXenon lamp(波

長377～700nm，30mW/cm)を背部を剃毛したラット

に10分間照射したところ，DP内包ミセル投与群では

肉眼的に炎症反応など皮膚障害がみられなかった(A)の

に対し，polyhematoporphyrin投与群では，全例にお

いて光照射1日後には既に炎症反応が認められ，照射

10日後においても強い皮膚障害が観察された(B)．(文

献47より許可を得て転載)
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発現活性を示すことが報告されている ．H gsetらは

上述の②の過程を光照射により促進する技術として，

photochemical internalization(PCI)を開発した ．

PCIは，ポリプレックスと同時にエンドソーム膜集積

性の光増感剤を細胞に作用させ，光照射下で光増感剤よ

り産生される一重項酸素の酸化反応によって，エンド

ソーム膜を障害することにより達成される．実際に，in
 

vitroにおいて，PCIを利用することで，ポリプレック

スの遺伝子発現活性が光照射により顕著に向上すること

が報告されている ．しかし，この方法では，光照射

によりポリプレックスの遺伝子発現が上昇するととも

に，光増感剤から産生された一重項酸素による細胞毒性

が高く ，in vivo法への応用は困難であった．この

PCIを in vivo法に応用するには，光増感剤による細胞

毒性を回避することが必要である．一般に，エンドソー

ム/リソソーム膜に対する光障害は細胞にとって致命的

なダメージとなりにくいことから ，光障害のエンド

ソーム膜に対する選択性を高めることで細胞毒性は回避

できるものと考えられる．今回，プラスミドDNA(pDNA)

が核移行シグナル配列(nuclear localization sequence；

NLS)を有するカチオン性ペプチド(cationic peptide；

CP)により凝縮されたポリプレックス内核pDNA/CP

が，デンドリマーの外殻に覆われた構造を有する光応答

性ナノデバイスを開発した (図15)．ここで使用した

デンドリマー(dendrimer phthalocyanine；DPc)は，そ

の中心にフタロシアニン色素を有しており，680nmの

可視光励起により，一重項酸素を産生する．この光応答

性ナノデバイスpDNA/CP /DPcは，分布の狭い，約

100nmの粒径をもったナノ粒子を形成することが確認

された．この光応答性ナノデバイスpDNA/CP /DPc

は，遺伝子発現に至るまでに以下の過程を経るものと考

えられる(図16)．①細胞外環境では，DPcはDNA/ペ

プチド複合体(pDNA/CP )の表面に静電的に結合し，

三元系コンプレックスpDNA/CP /DPcがエンドサイ

トーシスにより細胞内に取り込まれる．②エンドソー

ム内の低pH環境下(pH 5.5)で，DPcが疎水化し，

DNA/ペプチド複合体から解離する一方で，エンドソー

ム膜と相互作用する．③光照射によって，DPcは，エ

ンドソーム膜特異的に光障害を惹起し，DNA/ペプチド

複合体が細胞質内に移行する．④カチオン性ペプチド

に導入したジスルフィド結合が細胞質内の還元的環境下

で開裂することによりDNA/ペプチド複合体が遺伝子

発現しやすい脱凝縮状態となり，ペプチド配列中の

NLSによってDNA/ペプチド複合体が核内に能動輸送

される．このように，三元系コンプレックスpDNA/

CP /DPcはエンドサイトーシスにより細胞内に取り込

まれ，エンドソーム内でコンプレックスが解離し，DPc

は光照射下でエンドソーム選択的な光障害を与えること

により，コンプレックスがエンドソームを脱出する．

DPcはエンドソーム膜のみに分布しているため，エン

ドソーム脱出に必要なエンドソーム膜への光障害は起こ

るが，従来の方法でみられたような他の部位での細胞障

害は起こらず，効率的な遺伝子導入が可能となると考え

られる．

まず，in vitroにおける三元系コンプレックスpDNA

/CP /DPcの遺伝子発現効率および光毒性について検討

した．培養HeLa細胞(10,000cells)に，luciferase発

現 pDNA1μgを内包する三元系コンプレックスを添加

し，6時間培養後に，400～700nmの band-passフィル

ターを装着した300W ハロゲンランプを光源として光

照射(照射量3.6J/cm)を行って，48時間後に lucifer-

ase assayにより遺伝子発現量を，3-(4,5-dimethyl

図 15 光応答性ナノデバイス調製．

プラスミドDNAが核移行シグナル配列(NLS)を有するカチオン性ペプチドにより凝縮されたポリプレッ

クス内核が，デンドリマーの外殻に覆われた構造を有する光応答性ナノデバイスを開発した．(文献59より

許可を得て改変転載)
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thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT)

assayにより細胞生存率をそれぞれ測定した．三元系コ

ンプレックスpDNA/CP /DPcの遺伝子発現量は光照

射時には，光非照射時の200倍以上となった．細胞生存

率はpDNA/PEIの約5倍と高く，また光照射により低

下はみられなかった (図17)．新規三元系コンプレッ

クスpDNA/CP /DPcは光照射により非照射時の200

倍以上の高い遺伝子発現が得られ，かつ細胞毒性の低

い，非常に有用な遺伝子導入法であることが示された．

次に，ラットを用いて結膜への光応答性遺伝子導入を

試みた(図18)．結膜下に蛍光物質であるyellow fluor-

escein protein(YFP)発現 pDNA15μgを含有する三元

系コンプレックスpDNA/CP /DPcを注入し，2時間後

に PDT 用レーザー(波長 689nm，レーザー出力 2.0

mW，照射径4mm，照射時間60秒，レーザー照射量1

J/cm)を照射した．レーザー照射2日後に実体顕微鏡

で蛍光を観察したところ，レーザー光照射部位のみに遺

伝子導入した蛍光蛋白質の発現が認められ，新規三元系

コンプレックスpDNA/CP /DPcにより，レーザー照

射部位選択的に遺伝子導入が可能であることが分かっ

た．経時的に観察すると，2日後には12眼中8眼に強

い蛍光が認められたが，その後減衰して5日後には12

眼中4眼に弱い蛍光が認められるにとどまり，7日後に

は12眼中1眼も蛍光は認められなかった．さらに，

PDT 2日後の結膜組織の凍結切片を作製し，Hoechst

33342で核染色したうえで，蛍光顕微鏡で観察したとこ

ろ，結膜上皮細胞にYFP遺伝子が導入されていること

が組織学的にも確認された (図18)．このように，三

元系コンプレックスpDNA/CP /DPcを用いて，in
 

vivoで光線照射部位特異的に遺伝子導入が可能である

ことが分かった．これは，動物実験で光による部位選択

的遺伝子導入に成功した世界で初めての研究例である．

以上，デンドリマー型光増感剤を用いた新規三元系コ

ンプレックスpDNA/CP /DPcによる光応答性遺伝子

導入について検討した結果，培養HeLa細胞において，

低光毒性かつ高導入効率の光応答性遺伝子導入が得られ

た．ラット結膜組織においても，PDTレーザー照射部

位特異的に遺伝子導入が認められた．以上より，新規三

元系コンプレックスpDNA/CP /DPcは，光線照射に

より眼組織への遺伝子導入を制御可能な遺伝子キャリア

図 16 新規三元系コンプレックス pDNA/CP /DPcの光照射による遺伝子発現のメカニズム．

三元系コンプレックスpDNA/CP /DPcはエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ，エンドソーム

内でコンプレックスが解離し，DPcは光照射下でエンドソーム選択的な光障害を与えることにより，コン

プレックスpDNA/CP がエンドソームを脱出する．DPcはエンドソーム膜のみに分布しているため，エン

ドソーム脱出に必要なエンドソーム膜への光障害は起こるが，他の部位での細胞障害は起こらず，効率的な

遺伝子導入が可能となる．(文献59より許可を得て改変転載)
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となり得ることが分かった．このシステムは，新規三元

系コンプレックスpDNA/CP /DPcを投与後に，PDT

と同様にレーザーをCNV領域に照射することによっ

て，CNVへの選択的遺伝子導入法としてAMD治療に

応用できる可能性があり，現在ベクターを改良し検討中

である．

リポフスチン構成成分A2EとCNV発生

AMDの病因は未だ明らかではない．加齢に伴う網脈

絡膜の interfaceの変化 に，何らかの因子，すなわち

血管新生調節因子 や細胞外基質の異常 ，慢性

炎症 ，酸化ストレス に加え，喫煙などの環境因子

や遺伝的因子 が関与してCNVの発生を惹起して

発症すると考えられている．現在の滲出型AMDに対

する標準的治療法であるPDT や，現在開発中およ

び欧米で認可されつつある抗血管新生薬 は，既に

発生したCNVに対する治療法である．米国で行われた

臨床試験(Age-Related Eye Disease Study；AREDS)

では，平均6.3年後にビタミンC，E，βカロチンの抗

酸化ビタミン剤および亜鉛を平均6.3年大量内服した非

喫煙者群においてCNVの発症が抑制されたことが報告

された ．この事実はAMDの発症には，酸化ストレス

がかかわっていることを裏付けるとともに，CNVの発

生要因が明らかとなれば，その要因をターゲットとして

CNVの発生すなわち滲出型AMDの発症を効率的に予

防し，視機能の維持が期待できることを臨床的に示した

ものである．

RPEへのリポフスチンの沈着は滲出型AMDの前駆

病変と考えられている が，その機序は明らかではな

い．本項ではリポフスチンの構成成分であるA2E(N-

retinyledin-N-retinylethanolamin，図 19)に着目し，

A2EのCNV発生への関与，およびそのメカニズムに

ついて検討し，A2Eが滲出型AMD発症予防のター

ゲットになり得るか否かについて検討した．リポフスチ

ンの構成成分の一つであるA2Eは，detergentとして

ライソゾームの機能を阻害し，また光感受性物質として

作用してRPE細胞毒性をもたらすことが報告されてい

る ．しかし，A2Eが，滲出型AMDにおける

CNVの発生にどのように関与しているか否かについて

は明らかではない．そこで，A2EがCNV発生に関与

するか否かを検討するために，まず，A2Eの生理活性

について，核内受容体の転写活性に及ぼす影響について

検討した．次に，ヒトRPE培養細胞であるARPE-19

細胞を用いてA2Eが血管新生促進因子vascular endo-

thelial growth factor(VEGF)およびhypoxia inducible
 

factor-1(HIF-1)に及ぼす影響について in vitroで検討

した．さらに，ラット網膜下にA2Eを注入し，その

CNV発生に及ぼす影響を in vivoで検討した．

A2Eの各種核内受容体の転写活性に及ぼす影響につ

いて，ヒト腎細胞であるHec293細胞を用い luciferase
 

assayにより検討した．A2Eは核内受容体RARα

(retinoic acid receptor α)，RXRα(retinoid X rece-

ptor α)，PPARγ(peroxisome proliferator-activated
 

receptorγ)，FXR(farnesoid X receptor)，PNR(photo-

receptor cell-specific nuclear receptor)のうち，RARα

のみを活性化した．この結果は，A2EがRARαの新規

のリガンドである可能性を示唆する．そこで，A2Eが

RARαの新規のリガンドであるか否かについて以下の

検討を行った．まず，GST-RAR蛋白質を合成し，チ

ミジンで標識したRARαの既知のリガンドであるall-

trans retinoic acid(atRA)の一定濃度存在下で，A2E

を添加し，RARと結合したatRAの放射線量を計測し

てatRAの結合割合を測定するcompetition assayによ

り，RARαにA2Eが直接結合するか否かについて検討

した．A2Eの添加濃度上昇とともにatRAの結合割合

は sigmoid curve状に下降することにより，A2Eが

atRAと拮抗し，RARαに直接結合することが示され

図 17 における三元系コンプレックス pDNA

/CP /DPcの遺伝子発現効率および光毒性．

培養HeLa細胞(10,000 cells)に，luciferase発現

plasmid DNA1μgを内包する三元系コンプレックス

pDNA/CP /DPcを添加し，6時間培養後に3.6J/

cmの光照射を行って，48時間後に luciferase assay

により遺伝子発現量(棒グラフ)を，3-(4,5-dimethyl
 

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

(MTT)assayにより細胞生存率(丸印)をそれぞれ測

定した．三元系コンプレックスpDNA/CP /DPcの

遺伝子発現量は光照射時には，光非照射時および

pDNA/CP 投与時の200倍以上となった．細胞生存

率はpDNA/PEIの約5倍と高く，また光照射により

低下はみられなかった．図中の表示は平均値±標準偏

差(n＝4)を示す．
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た．一般に，核内受容体と転写共役因子との相互作用

は，リガンド結合時にのみ誘導される．A2Eが，RA-

Rαと転写共役因子との相互作用を誘導するか否かにつ

いて，Hec293細胞を用いて two-hybrid assayにより検

討した．RARαリガンドであるatRAは，steroid rece-

ptor coactivator(SRC)あるいはcre-binding  protein

(CBP)をトランスフェクションしたときには，atRAの

みを添加したものに比べて luciferase活性が上昇し，

RARαと転写共役因子との相互作用を誘導することが

確認された(図20)．これと同様にA2Eも SRCあるい

はCBPのトランスフェクションによって luciferase活

性が上昇したことにより，A2Eは atRAと同様に，

RARαと転写共役因子との相互作用を誘導することが

分かった(図20)．次にA2EがRARαの標的遺伝子を

図 18 三元系コンプレックス pDNA/CP /DPcによるラット生体眼結膜への遺伝子導入．

A：結膜下に蛍光物質であるyellow fluorescein protein(YFP)発現プラスミドDNA15μgを含有する三元

系コンプレックスpDNA/CP /DPcを注入し，2時間後に波長689nmのレーザーを照射した(赤丸部)．

B：PDT 2日後に実体顕微鏡で蛍光を観察したところ，レーザー光照射部位(赤丸部)のみに遺伝子導入した

蛍光蛋白質の発現が認められた．C：2日後には12眼中8眼に強い蛍光が認められたが，その後減衰して5

日後には12眼中4眼に弱い蛍光が認められるにとどまり，7日後には12眼中1眼も蛍光は認められなかっ

た．D，E：PDT 2日後の結膜組織の凍結切片を作製し，Hoechst 33342で核染色したうえで，蛍光顕微鏡

で観察したところ，結膜上皮細胞にYFP遺伝子が導入されていることが組織学的にも確認された．(文献

59より許可を得て転載)
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活性化するか否かについて検討した．ARPE-19細胞に

atRAまたはA2E，および対照としてPBSを添加し，

reverse transcription-polymerase chain reaction(RT-

PCR)法を用いてRARα標的遺伝子である stearoyl-

CoA desaturase(SCD)およびnovel retinal pigment
 

epithelial cell gene(NORPEG)のmRNA発現レベルを

検討した．その結果，A2Eは atRAと同様に，RARα

標的遺伝子の発現を誘導することが分かった(図21)．

これらの結果より，A2Eは，RARαのリガンドである

atRAと同様に核内受容体RARαを活性化すること，

atRAと拮抗し，RARαに直接結合すること，atRAと

同様にRARαと転写共役因子との相互作用を誘導し，

またRARα標的遺伝子の発現を誘導することが示さ

れ，A2EがRARαの新規リガンドであることが示され

た．

眼の血管新生とatRAの関連については，atRAは

retinoblastomaY79細胞において血管新生促進因子で

あるVEGFを誘導すること ，およびARPE-19細胞

においてもVEGFを誘導すること が報告されている．

そこで，このatRAと同様にRARαのリガンドである

ことが今回判明したA2Eが，CNV発生に関与するか

否かについて in vitroおよび in vivoで検討した．A2E

の血管新生促進因子に及ぼす影響について，ARPE-19

細胞にA2EまたはatRAを添加し，RT-PCR法および

enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)法によ

りVEGFおよびHIF-1の発現を検討した．RT-PCR法

により，atRA添加と同様，A2E添加によって，血管新

生促進因子であるVEGFおよびHIF-1のmRNAの発

現が亢進することが分かった．さらに，ELISA法によ

り，A2E添加によって蛋白質レベルでもVEGFおよび

HIF-1の発現量は増加することが確認された．さらに，

ARPE-19細胞におけるatRA，A2E添加後のmRNA

発現の経時変化についてRT-PCR法により検討した．

標的遺伝子であるSCDの活性化は，atRA添加時には

72時間後には消失していたが，A2E添加時には96時間

後においても活性化が認められた．NORPEGの活性化

についても同様であった．また，血管新生促進因子であ

るVEGFおよびHIF-1の活性化についても，atRA添

加時にはいずれも72時間後には消失していたが，A2E

添加時には96時間後においても活性化が認められた．

以上より，A2Eは，atRAと同じくRARαのリガンド

であり，ARPE-19細胞においてatRAと同様に血管新

生促進因子HIF-1およびVEGFの発現を亢進させる

が，標的遺伝子や血管新生促進因子の発現亢進をatRA

よりも長時間にわたり持続することが分かった．

次に，A2EがCNV発生に及ぼす影響についてラッ

トを用いて in vivoで検討した．BNラット網膜下に

A2Eを注入し，RPEに対する障害をRPE-脈絡膜伸展

標本で，血管新生促進因子(VEGF，HIF-1)の発現レベ

ルへの影響を免疫染色およびRT-PCRで，レーザー誘

発CNVの発生への影響およびRAR antagonist(Ro

415253)硝子体内注射の効果をフルオレセイン蛍光眼底

造影で，それぞれ検討した．まず，A2E(2.5×10 M，

0.5μl)，または対照として同量のPBSを，それぞれ

BNラット網膜下に注入し，2週後にRPE-脈絡膜伸展

標本を作製したところ，対照群に比してA2E注入群で

はRPEの細胞数が減少し，その形態が不整となってい

た(図22)．BNラット網膜下にA2E(2.5×10 M，0.5

μl)または対照であるPBS 0.5μlを注入し，2週後に抗
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図 19  A E(N-retinyledin-

N-retinylethanolamin)

の構造．

図 20 A Eによる，retinoic acid receptorα

(RARα)と転写共役因子との相互作用の誘導．

A2Eが，RARαと転写共役因子との相互作用を誘導

するか否かについて，Hec293細胞を用いて two-

hybrid assayにより検討した．RARαリガンドであ

るall-trans retinoic acid(atRA)は，steroid receptor
 

coactivator(SRC)あるいはcre-binding  protein(C-

BP)をトランスフェクションしたときには，atRAの

みを添加したものに比べて luciferase活性が上昇し，

RARαと転写共役因子との相互作用を誘導すること

が確認された．同様にA2Eも SRCあるいはCBPの

トランスフェクションによって luciferase活性が上昇

したことにより，A2Eは atRAと同様に，RARαと

転写共役因子との相互作用を誘導することが分かっ

た．図中の表示は3回実験の平均値±標準誤差を示

す． ：p＜0.05， ：p＜0.01．



VEGF抗体を用いた免疫染色において，A2E注入群に

おいてはRPEと視細胞内節においてVEGF発現がみ

られた(図23)．次に，ラット網膜下にA2E(2.5×10

M，0.5μl)注入のみ行った群と，直後にRAR antago-

nist(1.0×10 M，4μl)の硝子体内注射を併用した群に

おいて，2週後の脈絡膜，RPEにおけるVEGFのmR-

NA発現をRT-PCRで検討したところ，網膜下A2E注

入群では，脈絡膜，RPEにおけるVEGFの発現亢進が

みられたが，RAR antagonist硝子体内注射併用群では

抑制されていた．HIF-1の発現についても同様に，網

膜下A2E注入群では，発現亢進がみられたが，RAR
 

antagonist硝子体内注射併用群では抑制されていた．

さらに，RAR antagonist硝子体内注射によるA2E網

膜下注射後のレーザー誘発性CNV抑制効果について検

討した．対照群ではPBSを網膜下(0.5μl)および硝子

体内注射(4μl)し，A2E群ではA2E(2.5×10 M，0.5

μl)を網膜下に，PBS4μlを硝子体内注射し，A2E＋

RAR antagonist群ではA2Eを網膜下に，RAR antag-

onist(1.0×10 M，4μl)を硝子体内注射した．2週後

に通常のラットCNVモデル作製時よりも低出力(出力

100mW，照射時間2msec，スポットサイズ200μm)

でレーザーを照射し，その5日後にフルオレセイン蛍光

眼底造影を行いCNV発生の有無について検討した(図

24)．対照群ではCNVの発生は10眼すべてにみられな

かった．A2E群では10眼中9眼でCNVの発生がみら

れたが，RAR antagonistを併用した群ではCNV発生

は5眼中1眼のみにみられた．以上のように，ラット網

膜下にA2Eを注入することにより，RPEの細胞数が減

少し，形態が不整となった．脈絡膜，RPEにおける

VEGF，HIF-1の発現が亢進したが，RAR antagonist

硝子体内注射により抑制された．低出力レーザー照射に

よりCNVが発生したが，RAR antagonist硝子体内注

射により抑制された．

以上の検討により，RPEの加齢変化として増加する

リポフスチンの構成成分であるA2Eは，核内受容体

RARαを介して血管新生促進因子を恒常的に活性化す

ることによってCNVの発生に関与する可能性があり，

このCNV発生はRAR antagonist投与により抑制され

ることが分かった．すなわち，A2EはRARαを介して

滲出型AMDの発症に関連したRPE表現型の変化を来

す原因物質のひとつである可能性があり，滲出型AMD

発症予防のターゲットになり得ることが示唆された．

組織幹細胞(網膜幹細胞，骨髄間葉系

幹細胞)のRCSラット網膜下移植

AMDの治療のうち，PDTを含むレーザー治療，薬

物による抗血管新生療法，および手術療法のうちの新生

血管抜去術はすべてCNVをターゲットとした治療法で

ある．これに対して，黄斑移動術やRPE移植は障害さ

れた網膜をターゲットとした治療法であるが，その効果

は限定的なものとなっている．本項では障害された網膜

の新しい治療法として，幹細胞を用いたアプローチにつ

いて検討した．

幹細胞は自己複製能を有し，多分化能がある細胞と定
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図 21 A Eによる RARα標的遺伝子の活性化．

ARPE-19細胞にatRAまたはA2E，および対照としてphosphate buffered saline(PBS)を添加し，reverse
 

transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR)法を用いてRARα標的遺伝子である stearoyl-CoA
 

desaturase(SCD)およびnovel retinal pigment epithelial cell gene(NORPEG)のmRNA発現レベルを検討

した．A2Eは atRAと同様に，RARα標的遺伝子の発現を誘導することが分かった．図中の表示は3回実

験の平均値±標準誤差を示す． ：p＜0.05．
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義されるが ，胚性幹細胞と組織幹細胞の2種類に大別

される．胚性幹細胞は，動物初期胚の内盤胞の内部細胞

塊より樹立された細胞株で，形質転換することなく培養

系で安定的に未分化状態を維持し，自己複製し増殖する

ことが可能であり，すべての細胞に分化可能な全能性を

もつ細胞である．その旺盛な増殖能と全能性より再生医

療への応用を期待されているが，未分化性が高く，奇形

腫の発生などのリスクがあること，発生初期胚より細胞

塊を取得するので倫理的な問題があること，他人由来の

アロの細胞になるため免疫学的反応を惹起し得ることな

どが問題とされている．組織幹細胞は，少なくともその

組織由来の細胞系譜に分化できる多分化能をもつ細胞で

あり，成体組織において多くの組織に存在するので，臨

床応用に際して，自分自身の幹細胞を取得でき得ること

や，ある程度分化している細胞なので奇形腫が発生する

可能性が低いなどの利点がある．網膜においても，成体

マウス およびラット の毛様体上皮細胞より各種網膜

細胞に分化可能であり自己複製能をもつ網膜幹細胞の存

在が報告されている．一般に，組織幹細胞は胚性幹細胞

に比べて増殖能が低く，分化能も限定的であるが，増殖

能，分化能も高く，他の胚葉系にも分化可能である多能

性幹細胞と呼ばれる特殊な組織幹細胞が存在することが

知られており，骨髄 ，皮膚 ，膵臓 ，内耳 由来の

ものが報告されている．例えば，骨髄から容易に取得で

きる骨髄間質細胞には，三胚葉系に分化可能で増殖能の

高い骨髄間葉系幹細胞が存在し ，神経系細胞へ分化能

があり ，細胞移植後に神経保護作用を有する こ

とが報告されており，細胞移植療法の細胞供給源として

注目されている．

本項では比較的大きな眼球をもち，解析が容易である

家兎より網膜幹細胞の取得を試み，その単一クローンレ

ベルでの性状を解析したうえで，得られた網膜幹細胞を

網膜変性症モデルラット網膜下に移植し，網膜変性に対

する変性抑制効果を検討した．さらに，マウス骨髄間質

細胞より得られる骨髄間葉系幹細胞を用いて同様の移植

実験を行い，両者の変性抑制効果を比較検討した．

1．家兎網膜幹細胞の分離およびスフェア法による培養

まず，家兎網膜幹細胞の分離およびスフェア法 によ

る培養を試みた．日本白色家兎(2～2.4kg，埼玉実験動

物)を，塩酸ケタミンおよび塩酸キシラジンの過剰投与

により屠殺し，直後に眼球を摘出した．摘出眼球は，

PBSに浸潤した状態で角膜輪部より3～4mm後極側を

輪状に切開し，前眼部と後眼部を分離し，前眼部を実験

に使用した．水晶体と硝子体は前眼部より鈍的に剥離し

た(図25)後に，前眼部を，Hanks’balanced salt solu-

tion(HBSS，GIBCO BRL社)で0.25％に希釈したト

リプシン(GIBCO BRL社)に浸潤し，虹彩組織，毛様

図 22 ラット網膜下A E注入後の網膜色素上皮(RPE)．

A2Eまたは対照として同量のPBSを，それぞれラット

網膜下に注入し，2週後にRPE-脈絡膜伸展標本を作製

したところ，対照群(A)に比してA2E注入群(B)では

RPEの細胞数が減少し，その形態が不整となっていた．

図 23 ラット網膜下A E注入後の血管内皮成長因子

(VEGF)の発現．

ラット網膜下にA2Eまたは対照(A)としてPBSを注

入し，2週後に抗VEGF抗体を用いた免疫染色を施

行した．A2E注入群(B)ではRPEと視細胞内節にお

いてVEGF発現がみられた．
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体組織，周辺部網膜色素上皮および網膜組織を分離し

た．さらに虹彩組織，毛様体組織，周辺部網膜色素上皮

組織を0.25％トリプシン溶液中で，37℃ 10分培養し

た後，上皮細胞を鈍的に分離した．分離した上皮細胞に

DNase(Takara社)10U/μl，ト リ プ シ ン 中 和 液

(TNS，Cell Applications社)を添加した後に，ピペッ

ティングにより器械的に単一細胞に単離した．網膜組織

は分離直後にDNase，トリプシン中和液を添加した後

に，ピペッティングにより器械的に単一細胞に単離し

た．単離した細胞は遠心により回収し，D-MEM/F-12

(mixture 1：1，GIBCO BRL社)に懸濁し，40μmの

ナイロン膜(Becton Dickinson Labware社)で濾過し

た．10細胞/μlの細胞密度で，コーティングをしていな

い24well dishに細胞を播種し，浮遊細胞系で培養し

た．培養にはN2supplement(GIBCO BRL社)を添加

した無血清のD-MEM/F-12培地を用い，basic fibrob-

last growth factor(bFGF，Peprotech EC LD社)，

epidermal growth factor(EGF，Antugenix America

社)をそれぞれ最終濃度10，20ng/mlとなるように週3

回投与した．以上のように，虹彩上皮細胞，感覚網膜細

胞，網膜色素上皮細胞，毛様体上皮細胞をスフェア法で

培養した結果，毛様体上皮細胞からのみスフェアが形成

図 24 RAR antagonist硝子体内注射によるA E網膜下注射後のレーザー誘発性 CNV抑制効果．

対照群ではPBSを網膜下および硝子体内注射し，A2E群ではA2Eを網膜下に，PBSを硝子体内注射し，

A2E＋RAR antagonist群ではA2Eを網膜下に，RAR antagonistを硝子体内注射した．2週後に通常の

ラットCNVモデル作製時よりも低出力でレーザーを照射し，その5日後にフルオレセイン蛍光眼底造影を

行いCNV発生の有無について検討した．対照群(A)ではCNVの発生は10眼すべてにみられず，A2E群

(B)では10眼中9眼でCNVの発生がみられたが，RAR antagonistを併用した群(C)ではCNV発生は5

眼中1眼のみにみられた(A～Cは蛍光眼底造影の各群の代表例を，矢頭はレーザー照射部位を示す)．

図 25 成体ウサギ前眼部からの細胞取得．

眼球摘出後，角膜輪部から3～4mm後極の部位より環状に切開し，後眼部を除去した．次に前眼部より，

水晶体および硝子体ゲルを除去し，切り分けた．虹彩上皮，毛様体上皮，周辺部網膜色素上皮はHanks’

balanced salt solution(HBSS)で0.25％に希釈したトリプシンで37℃ 10分培養後，実質を分離し，周辺

部網膜は切り分けた後，分離した組織はそれぞれDNase，トリプシン中和液を添加し，ピペットで器械的

に単離した．遠心後，細胞はD-MEM/F-12に懸濁し，40μmのナイロン膜で，フィルターした．CB：毛

様体，NR：感覚網膜，RPE：網膜色素上皮．(文献97より許可を得て転載)
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された(図26A)が，虹彩上皮細胞，感覚網膜細胞，網

膜色素上皮細胞からはスフェアは形成されなかった．細

胞増殖因子を添加しない条件でも10,000細胞あたり

2～5個のスフェアは形成されたが，EGFおよびbFGF

を添加するとスフェアの数は増加した．しかし，通常の

浮遊細胞培養では，スフェアを形成する段階で細胞凝集

が起こる可能性があることが報告されている ．本研

究においてもスフェア形成時の細胞凝集の可能性を除外

するため，メチルセルロースを培地に添加し，ゲル状に

した培地を用いて，細胞の移動を制限し，単一細胞由来

スフェアを形成し解析を行った．メチルセルロース含有

培地で実際にスフェアが細胞凝集によらず，単一の細胞

由来であることを確認するために3つの実験を行った．

まず，スフェア形成時の経時変化を観察した．同一視野

において，スフェアは培養開始後3日目に確認できる程

度の大きさになった(図27C)．その後スフェアの移動

はほとんど認められなかった(図27D～F)．次に，トリ

プシン処理により単離した毛様体上皮細胞をHoechst

33342(Molecular probes社，5mg/ml in PBS；15分，

37℃)で核染色した後，メチルセルロール含有培地に播

種した．そして播種直後および48時間後に細胞を観察

した．播種直後の細胞は90.7％の細胞が単一細胞で，

6.4％が2細胞塊，2.9％の細胞が3細胞塊であった．

また，48時間後では89.8％の細胞が単一細胞で，

6.8％が2細胞塊，3.4％の細胞が3細胞塊であり，比

率に変化はほとんど認められなかった(表1)．よって，

播種時に9割の細胞が単一細胞に単離されており，播種

後48時間では，細胞の凝集がほとんど起こっていない

と考えられた．そして，毛様体上皮細胞を播種する際

に蛍光マーカーであるcarboxyfluorescein diacetate

(CFDA，Molecular probes社)によりマーキングした

細胞とマーキングしていない細胞を1：1で混和してか

ら，培養皿に播種して培養を行い24時間後に2細胞塊

のCFDAによる蛍光を観察した．その結果2細胞塊は

両細胞とも蛍光を発しているか，両細胞とも発していな

いことが分かった(図27G)．これより播種後24時間で

は播種した細胞には細胞凝集が起こっていないと考えら

れた．これらの実験結果より，本研究で用いるメチルセ

ルロース含有培地を用いた浮遊培養においては，細胞凝

集が起こらないと考えられた．次に形成されたスフェア

が，実際に増殖して形成したことを確認するために，固

定24時間前にbromodeoxyuridine(BrdU，Sigma社)

を添加したスフェアを抗BrdU抗体(Roche Diagnos-

tics社，1：200)で免疫染色を行った．スフェアには

BrdUの取り込みが認められた(図26B)．また，網膜

前駆細胞に発現が認められるChx10の抗体(Exalpha
 

Biologicals社，1：100)で，免疫染色をすると，スフェ

アにはChx10の発現も認められた(図26C)．神経細胞

のマーカーの一つであるmicrotubule-associated pro-

図 26 成体家兎毛様体上皮由来スフェア．

A：メチルセルロースゲル含有培地で形成されたスフェ

ア．B：免疫染色により，スフェア形成細胞へのbro-

modeoxyuridine(BrdU)の取り込みが確認され，ス

フェア形成細胞が実際に増殖していると考えられる．

C：網膜前駆細胞のマーカーであるChx10を発現して

いる．また，神経細胞のマーカーであるmicrotubule-

associated protein2(MAP2)，およびグリア細胞の

マーカーである glial fibrillary acidic protein(GFAP)

の発現は，スフェアには認められなかった．(文献97よ

り許可を得て転載)

254 日眼会誌 111巻 3号



tein 2(MAP2)，およびグリア細胞のマーカーの一つで

ある glial fibrillary acidic protein(GFAP)の抗体でも

免疫染色を施行したが，スフェアにはこれらの発現は認

められなかった．これらの結果からスフェアに未分化な

細胞が存在し，増殖していることが確認された ．

得られたスフェアの分化能を調べるために，取得した

図 27 スフェア形成時の経時的観察．

A～F：メチルセルロース含有培地におけるスフェア形成の経時的観察．メチルセルロース含有培地に播種

した毛様体上皮細胞を，播種後，24時間から48時間間隔で，8日間同じ部分を観察した．写真はそれぞれ

播種24時間後(A)，48時間後(B)，3日後(C)，4日後(D)，6日後(E)，8日後(F)に記録した．3日後(C)

にスフェア(矢印)が認識できるようになり，観察期間中スフェアの移動はほとんど認められなかった(D，

E，F)．G：毛様体上皮細胞を播種する際に蛍光マーカーであるcarboxyfluorescein diacetate(CFDA)で

マーキングした細胞を用いて，スフェア形成時の細胞凝集を24時間後に評価した．CFDAによりマーキン

グした細胞とマーキングしていない細胞を1：1で混和してから，培養皿に播種した．そして24時間後に2

細胞塊のCFDAによる蛍光を蛍光顕微鏡を用いて観察した．第1番目と3番目の写真は，位相差顕微鏡写

真で，第2番目と4番目の写真は，それぞれ第1番目と3番目と同時に撮影した蛍光写真である．2細胞塊

(第1番目と3番目の写真での矢印)は両細胞ともCFDA(＋)(第2番目の写真)か両細胞ともCFDA(－)(第

4番目の写真)であった．100以上の2細胞塊を観察したが，CFDA(＋)とCFDA(－)の混ざった2細胞塊

は存在しなかった．(文献97より許可を得て転載)
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表 1 メチルセルロール含有培地に播種した直後およ

び 時間後の細胞凝集( )

単一細胞 2細胞塊 3細胞塊

播種直後 90.7±2.6 6.4±1.9 2.9±0.9

48時間後 89.8±2.8 6.8±1.9 3.4±1.1

平均値±標準誤差(n＝6)(文献97より許可を得て転載)



一次スフェアを分化誘導条件下で14日間培養した後，

各種網膜細胞に特異的なマーカーで免疫染色を行った．

細胞分裂が起こっているか否かの解析のため，分化誘導

開始後すぐに，培養液中にBrdUを添加した．14日間

培養後，BrdUを取り込んだ細胞と各種網膜細胞特異的

マーカーの二重染色を行った．その結果，BrdUを取り

込んでいる細胞において，視細胞のマーカーである

GRK1a/b，双極細胞のマーカーであるprotein kinase
 

Cα(PKCα)およびミューラー細胞のマーカーである

vimentinを発現している細胞が存在することが明らか

となった(図28A～C)．また，単一細胞由来のスフェア

を分化させ，免疫染色を行った．BrdUを取り込んでい

る細胞中に未分化な神経系のマーカーであるβⅢ

tubulin，神経系のマーカーであるMAP2およびグリア

系のマーカーであるGFAPを発現する細胞が存在した．

(図29A～C)．また同様に，二次スフェアでもこれらの

マーカーの発現が認められた．さらに，網膜，毛様体上

皮細胞，一次スフェア，一次スフェアを分化させた細胞

のRNAを採取して，RT-PCR法により，βⅢ tubulin，

vimentin，水平細胞のマーカーであるcalbindinの発現

を調べた結果，網膜においてはすべての遺伝子が発現し

ているが，一次スフェアにはすべての遺伝子の発現が認

められず，一次スフェアの分化誘導後にすべての遺伝子

の発現が認められることが判明した(図28D)．次に，

単一スフェアの神経系，グリア系の細胞系譜への分化能

を検討するために，単一クローンをクローンごとに1

図 28 スフェア形成細胞の分化能(免疫染色および RT-PCR)．

Ａ～Ｃ：一次スフェアをpoly--lysineと lamininでコーティングした培養皿に播種し，1％ウシ胎仔血清

(FBS)含有培地で14日間培養した．また，スフェア播種後すぐにBrdUを添加した(A，B)．(C)で

は，培養開始24時間後に，培養液をwashし，basic fibroblast growth factor(bFGF)を添加した無血

清培地で，14日間培養した．スフェアより分化した細胞は，BrdU(AおよびB，緑)の取り込みおよび

GRK1a/b(A，赤)，vimentin(B，赤)，protein kinase Cα(C，緑)の発現が認められた．(C)では，

細胞核をHoechst 33342(青)で染色した．バーは，A，B；20μm，C；30μm．

Ｄ：成熟網膜細胞で発現している遺伝子で，家兎のcDNAの配列が得ることのできた遺伝子(βⅢ tubulin，

vimentin，calbindin)のスフェアおよびスフェアから分化した細胞での発現をRT-PCRにより解析し

た．検討したすべての遺伝子は，スフェアから分化した細胞では発現が認められたが，スフェアでは発

現が認められなかった．(文献97より許可を得て転載)
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wellに播種し，分化条件下で14日間培養したのちに，

細胞を二重免疫染色することで検討した．MAP2およ

びGFAPの抗体で二重染色を行った．MAP2のみを発

現したクローンは，5.56％，GFAPのみを発現したク

ローンは68.7％であった．また，両方を発現したク

ローンは23.0％であった (図29D)．

2．骨髄間質細胞の取得および培養上清の培養網膜前

駆細胞に対する作用

骨髄間質細胞は，骨髄中の造血幹細胞を除いた成分

で，接着培養によっても生存，増殖することが可能であ

り，中胚葉系の細胞への分化能をもつ．また，一部の細

胞は多分化能をもつと考えられており，単一細胞の全能

性を示した報告も存在する ．さらに，増殖能は旺盛

で，in vitroで容易に増殖させることが可能である．ま

た，各種神経栄養因子を分泌することも知られてい

る ．そこでまず，マウス骨髄間質細胞をDexter

法 で取得した．視細胞の発生初期に発現する転写因子

cone rod homeobox(Crx)のプロモーター領域の配列の

下流にβ-galactosidase(lacZ)が組み込まれているトラ

ンスジェニックマウス(Crx-lacZ マウス) 6～10週齢

を頸椎脱臼により屠殺し，大腿骨，脛骨を分離した．剪

刀で骨頭を切断し，骨幹に27G針を刺入し，培養液を

髄腔内に注入し，骨髄を採取した．1,500rpmで5分間

遠心し，上清を除去し，ウシ胎仔血清(FBS)10％を添

加したminimum essential medium-alpha(MEM-α，

GIBCO BRL社)培地に懸濁し，細胞培養用の6well plate

(Becton Dickinson Labware社)に10cell/wellの密度

で播種した．翌日，wellより血球などを含んだ浮遊細

図 29 単一クローンの分化能(免疫染色)．

それぞれのスフェアをpoly--lysineと lamininでコーティングした一つ一つの培養皿に播種し，1％FBS

含有培地で14日間培養した．

Ａ～Ｃ：スフェアを播種した後すぐに，BrdUを添加した．スフェアから分化した細胞は，BrdU(緑)の取

り込みが認められ，同時に未熟な神経細胞のマーカーであるβⅢ tubulin(A)，成熟した神経細胞の

マーカーであるMAP2(B)，アストロサイトのマーカーであるGFAP(C)(赤)を発現した．

Ｄ：抗MAP2抗体と抗GFAP抗体で二重染色を行った結果を示す．一つのスフェアより分化した細胞群

で，MAP2(緑)あるいはGFAP(赤)をそれぞれ発現した細胞が存在した．一つのスフェアより分化し

た細胞群のうち，MAP2あるいはGFAPを発現する細胞が両方存在した割合は，23％であった．ま

た，両蛋白質ともに発現している細胞は存在しなかった．細胞核をHoechst 33342(青)で染色した．

バーは，A，B，C；20μm，D；15μm．(文献97より許可を得て転載)
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胞を除去した．インキュベーターで培養後，コンフルエ

ントになる前に，継代を行った．継代はPBSで洗浄

後，0.25％ trypsin-ethyrenediaminetetraacetic acid

(EDTA，GIBCO BRL社)により，細胞を剥離し，再

度MEM-αに懸濁し播種した．さらに，分化条件下で

培養した骨髄間質細胞をアルカリフォスファターゼおよ

びoil red O染色を行い，これまでの報告どおり骨髄間

質細胞の取得が可能であるかを確認した．それぞれ青

染，赤染した骨芽細胞，脂肪細胞への分化が認められた

(図30A，B)．また，分化の際にEGFを添加し，神経

系に誘導した細胞では，未分化な細胞マーカーである

nestin，未分化神経細胞のマーカーであるβⅢ tubulin

の発現が認められた(図30C，D)．これらのことから，

Dexter法によってこれまでの報告にあるように未分化

な骨髄間質細胞が取得されることが確認された．

骨髄間質細胞から分泌される因子による網膜細胞に対

する作用を調べるために，骨髄間質細胞の培養上清をな

らし培地として網膜細胞を培養し〔CM(＋)群〕，その

生存率を培養上清非添加の対照群〔CM(－)群〕と比較

し検討した．その結果，CM(＋)群ではCM(－)群と比

べ網膜細胞の生存率が有意に高く，骨髄間質細胞培養の

培養上清には増殖促進作用あるいは細胞死抑制作用があ

ると考えられた．また，同様にして培養7日目の網膜細

胞のβ-gal発現量を比較した．この実験に用いたマウス

由来の細胞は視細胞あるいは視細胞前駆細胞特異的に

β-galが発現するので，その発現量を比較することで，

視細胞あるいは視細胞前駆細胞が定量できる．その結

果，CM(＋)群の方が，CM(－)群に比べて有意にβ-

galの発現量が高く，CM(＋)群において視細胞あるい

は視細胞前駆細胞がより多く生存していることが分かっ

た．これらより，骨髄間質細胞培養の培養上清には視細

胞前駆細胞あるいは視細胞に対して増殖促進作用あるい

は細胞死抑制作用があると考えられた．

3．網膜色素変性モデルラットに対する網膜幹細胞お

よび骨髄間葉系幹細胞の網膜下移植

幹細胞は，正常網膜には生着しないことが報告されて

いる ．そこで，本研究では細胞移植のレシピエン

トとして網膜変性症モデルラットであるRoyal College

図 30 骨髄間質細胞から分化した細胞の免疫染色．

Ａ，Ｂ：骨髄間質細胞を継代後，それぞれの分化誘導培地で培養した．A：アルカリフォスファターゼで染

色すると，青染するosteoblast(骨芽細胞)に分化した細胞が認められた．B：Oil red Oで染色す

ると，赤染するadipocyte(脂肪細胞)に分化した細胞が認められた．

Ｃ，Ｄ：神経系細胞への分化誘導するために，24時間FBS 10％含有培地で培養した後，FBS 1％含有培

地にepidermal growth factor(EGF)を100ng/ml添加し14日間培養を行った．未分化細胞の

マーカーであるnestin(C)および未成熟な神経細胞のマーカーであるβⅢ tubulin(D)陽性細胞が

認められた．細胞核をHoechst 33342(青)で染色した．
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of Surgeons(RCS)ラットを用いた．RCSラットはチロ

シンキナーゼ受容体遺伝子に異常があるラットで，網膜

色素上皮細胞の貪食能が障害され，加齢とともに視細胞

が産生する老廃物が蓄積されて，視細胞に変性が起こ

る ．変性は生後2週から始まり，12週でほぼ完成す

るので，細胞移植は眼瞼が開き移植可能となる生後4週

目とした．4週齢RCSラットをジエチルエーテルで吸

入麻酔した後，経強膜的に30G針を刺入し，網膜下へ

の針先の侵入を手術顕微鏡(OMS-600，トプコン社)下

で確認し，細胞懸濁液またはPBSを2μl網膜下に注入

した．RCSラットにおいては，sham手術により視細

胞の変性が抑制される ため，右眼は sham手術眼

としてPBSを2μl網膜下注入し，対照とした．左眼

は，家兎網膜幹細胞2.0×10個/μlまたは骨髄間質細胞

1.0～2.0×10個/μlを 2μl網膜下に注入した．大量の

硝子体出血や網膜下出血，あるいは眼内炎を起こした眼

球は除外した．免疫抑制のため，シクロスポリン5mg/

kgを移植したラット腹腔内に連日投与した．

網膜下への細胞移植の4，8週後にケタラールおよび

キシラジンを過剰投与しRCSラットを屠殺した．直後

に眼球を摘出し，移植部位にマーキングした後，カルノ

ア液(組成：クロロホルム：エタノール：酢酸＝6：3：

1)で4時間固定した．固定後エタノールで脱水し，キシ

レンに透徹した後，パラフィンに包埋し，厚さ4μm

で，連続切片を作製した．視神経を含む切片で評価を行

い，移植側はマーキングにより確認し，周辺部，中間

部，中心部合計6か所の部位で，視細胞の核と考えられ

る外顆粒層の核の数を100μmに渡り計測した．網膜幹

細胞移植眼では，移植後4週(図31A，B)と8週(図31

C，D)のいずれも外顆粒層の細胞数は，sham手術眼と

は有意差が認められず，効果は限定的であった．移植細

胞による奇形腫などの腫瘍の発生は認められなかった．

一方，骨髄間質細胞移植眼では，移植4週(図31E，F)

および8週後(図31G，H)の移植側網膜の周辺部外顆

粒層の細胞数が，sham手術眼の網膜に比べて有意に残

存しており，移植した細胞が視細胞の変性を抑制したこ

とが考えられた．骨髄間質細胞を移植した眼において

も，奇形腫などの腫瘍形成は認められなかった．実際に

移植された細胞は，4週後に組織切片にて網膜下に確認

された．また正常な組織の修復は認められるが，手術操

作あるいは免疫拒絶反応による炎症所見は認められな

かった．さらに，幹細胞移植後5週と移植後8週の移植

眼と sham手術眼の網膜機能を比較検討するため，網膜

電図(ERG)を施行した．ここでは，RCSラットにおけ

る網膜機能を電気生理学的に評価するため，RCSラッ

トERGの stage分類を行った．Stage 0では，a波，b

波，律動様小波が正常にみられる．その後，まずa波

の振幅が減弱する stage 1，b波の振幅の減弱が認めら

れる stage2，a波と b波は消失しoscillatory potential

(OP)波だけが残る stage 3となる．その後，scotopic
 

threshold response(STR)と呼ばれる陰性波が残る

stage 4，その陰性波の振幅も減弱した stage 5，最後に

は平坦型 stage 6となる(表2)．移植後5週(図32A，

B)および8週(図32C，D)のERGの代表例を示す．図

32はA，Cが sham手術眼，B，Dが骨髄間質細胞移植

眼のERGである．移植後5週(9週齢)では，sham手

術眼では，陽性b波は1眼も認められず，6眼中1眼

が stage 3，残りの5眼ではOP波も認められず，すべ

てSTRが認められた stage4であった(図32A)．移植

眼においては，6眼中3眼で陽性b波が認められた

stage2，6眼中3眼では，さらに進行し，見かけ上陽性

波，陰性波ともに認めず，OP波だけが記録された

stage3であった(図32B)．移植後8週(12週齢)では，

sham手術眼ではOP波は認められず，5眼中3眼で

STRが認められ(stage 4)，他の2眼ではさらに機能の

減弱が認められた stage5であった(図32C)．移植眼に

おいては，5眼中1眼で stage 2，3眼は陽性b波が消

失した stage 3，残りの1眼ではSTRが認められた

stage 4であった(図32D)．このように，ERGの stage

は，移植後5週，および8週においても，移植眼が

sham手術眼より有意に良好であった．

本研究においては，家兎毛様体上皮細胞由来網膜幹/

前駆細胞をRCSラットに網膜下に移植し，組織学的に

検討した．その結果，視細胞のマーカーを発現している

細胞は確認できず，また，移植細胞からの網膜色素上皮

細胞への分化も確認できなかった．さらに，移植眼にお

ける網膜視細胞数は sham手術眼と有意な差を認めな

かった．Chackoら は，網膜変性症モデルラット

(RCSラット)へラット毛様体上皮細胞由来網膜幹/前駆

細胞を移植し，移植された細胞は網膜内に生着し，視細

胞特異的な蛋白質であるopsinの発現は認めるが，形態

学的に成熟な網膜細胞への分化は確認できず，総じて球

形で形態分化が不十分であると報告しており，移植眼に

おける機能的な回復は報告していない．同様に，中枢神

経幹細胞の網膜への移植においては，移植された細胞は

網膜組織において生着はするが，網膜細胞に特異的な蛋

白質の発現には至らず，網膜細胞への分化は不十分であ

ると報告されている ．さらに，胚性幹細胞 や

胎仔マウス脊髄細胞 を網膜に移植した報告も存在す

るが，いずれの細胞を移植した報告においても視細胞へ

の分化は認められていない．唯一，視細胞への分化およ

びシナプスの形成の報告があるのは，骨髄間質細胞を視

細胞に分化誘導して移植した報告 であり，今後の追

試の結果，および研究の発展が期待される．毛様体由来

の網膜幹/前駆細胞は，in vitroでも網膜細胞のマー

カーは発現するものの，神経細胞分化誘導に通常用いら

れるような条件では形態学的には分化が十分とはいえ

ず，成熟した網膜細胞へと分化するためには内因性の因
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図 31 網膜幹/前駆細胞または骨髄間質細胞の Royal College of Surgeons(RCS)ラット網膜下移植．

Ａ～Ｄ：成体家兎網膜幹/前駆細胞移植後のRCSラットの移植側周辺部網膜の組織切片．移植後4週の

sham手術眼(A)，移植眼(B)，8週の sham手術眼(C)，移植眼(D)の組織切片である．週齢が増

加するに従い，網膜変性の進行が認められる．移植後4週(8週齢)では，外顆粒層(ONL)の細胞

は4列，移植後8週(12週齢)では，2列程度と減少が認められた．移植眼と sham手術眼における

著明な違いは認められなかった．

Ｅ～Ｈ：マウス骨髄間質細胞移植後のRCSラットの移植側周辺部網膜の組織切片．移植後4週の sham手

術眼(E)，移植眼(F)，8週の sham手術眼(G)，移植眼(H)の組織切片である．移植眼と sham手

術眼では，ONLの残存している核の列の数に差が存在し，移植眼の外顆粒層がより厚くなってい

るのが分かる．週齢が増加するに従い，網膜変性は進行が認められる．染色はヘマトキシリン・エ

オジン(HE)染色を行った．バーは10μm．
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表 2 RCSラットの ERG stage分類

stage 基準

0 a波200μV以上，b波500μV以上

1 a波200μV未満，b波250μV以上

2 b波50μV以上250μV未満

3 b波50μV未満で律動様小波が認められる

4 律動様小波が認められずSTRが30μV以上

5 律動様小波が認められずSTRが30μV未満だがわずかでも認められる

6 波形が全く認められない

STR：scotopic threshold response



子が不足している可能性が指摘されている ．この報

告と今回の結果を考えあわせると，毛様体上皮由来網膜

幹/前駆細胞を網膜下に移植するだけでは網膜視細胞へ

の形態学的および機能的な最終分化は困難であり，遺伝

子操作や外因性の分化誘導因子による視細胞分化への検

討が今後の課題であると考えられた．一方，骨髄間質細

胞を用いた本研究の結果では，in vitroで網膜視細胞に

対する増殖促進効果もしくは細胞生存維持効果が認めら

れたのみならず，RCSラット網膜下移植により組織学

的および電気生理学的に，移植眼において視細胞の変性

が抑制されることが示された．幹細胞の細胞移植療法に

よってRCSラットの視細胞変性を抑制したという報告

はなく，本研究における報告が最初の報告である．これ

までに，免疫細胞化学的方法およびRT-PCRを用いた

検討によって骨髄間質細胞が視細胞へ分化するという報

告 が存在する．しかしながらCrx-lacZ マウス骨髄よ

り取得した細胞を用いた我々の検討結果からは，β-gal

陽性の視細胞は通常の培養系では得ることができなかっ

た．また，今回取得した骨髄由来の細胞は脂肪細胞，骨

芽細胞，神経細胞への分化能力が存在することから，こ

れまでに報告されている骨髄間質細胞の性質を満たして

いると考えられた．これらの結果から，我々の実験系に

おいては骨髄間質細胞が in vitroおよび in vivoで網膜

細胞へと分化する可能性は低いと考えられた．我々の検

討では，in vitroで培養上清を添加するのみで視細胞数

の増加が認められ，移植眼においては移植部位のみなら

ずその周辺部まで視細胞保護効果を認めることなどか

ら，in vivoでの網膜変性抑制作用は，移植細胞から放

出される因子の残存している視細胞に対する変性抑止作

用によるものではないかと推察された．幹細胞の移植に

おいては移植した細胞が未分化であるほど，移植細胞に

よる奇形腫など腫瘍の形成の危険が高まる．胚性幹細胞

をマウス皮下に注入すると奇形腫が形成されることが知

られている．本研究では，家兎毛様体上皮由来網膜幹/

前駆細胞およびマウス骨髄間質細胞を網膜下に移植を

行ったが，奇形腫などの腫瘍形成は認められなかった．

また，シクロスポリンを使用し免疫抑制を行った結果，

免疫拒絶を疑わせる炎症反応も認められなかった．移植

眼においても視細胞の変性は経時性の進行が認められ，

細胞移植の効果は現時点では未だに限定的であると思わ

れた．今後は，骨髄間質細胞の放出する変性抑制作用を

有する因子の同定，および変性抑制の機序の解明が必要

である．さらに，他の網膜変性モデル動物においても，

骨髄間葉系細胞の移植によって網膜変性の進行抑制効果

が認められるか，そして本研究ではマウス骨髄間質細胞

を使用したが，今後はヒト骨髄間質細胞にも視細胞に対

する保護作用があるか否かの検討が必要であると考えら

れた．

以上，マウス骨髄間葉系幹細胞の網膜変性抑制効果に

ついて検討した．まず，Crx-lacZ マウス培養網膜細胞

に対して，培養上清を添加することにより，網膜細胞お

よび視細胞の生存率は，有意に高値となっていた．さら

に，RCSラットに対して，網膜下移植により，組織学

的，および電気生理学的に網膜変性は抑制されていた．

図 32 骨髄間質細胞移植後の RCSラット ERG．

移植後5週(A，B)および8週(C，D)のRCSラット網膜機能を網膜電図(ERG)で評価した．A，Cが

sham手術眼，B，Dが骨髄間質細胞移植眼のERGである．移植後5週(9週齢)では，sham手術眼では，

陽性b波は1眼も認められず，6眼中1眼が stage3，残りの5眼ではOP波も認められず，すべてSTRが

認められた stage 4であった(A)．移植眼においては，6眼中3眼で陽性b波が認められた stage 2，6眼中

3眼では，さらに進行し，見かけ上陽性波，陰性波ともに認めず，OP波だけが記録された stage 3であっ

た(B)．移植後8週(12週齢)では，sham手術眼ではOP波は認められず，5眼中3眼でSTRが認められ

(stage 4)，他の2眼ではさらに機能の減弱が認められた stage 5であった(C)．移植眼においては，5眼中

1眼で stage 2，3眼は陽性b波が消失した stage 3，残りの1眼ではSTRが認められた stage 4であった

(D)．
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このように，骨髄間葉系幹細胞は網膜変性疾患に対する

細胞移植療法の細胞ソースとなり得ることが示唆された

が，AMDにおける網膜障害に対する治療にも応用でき

る可能性があり，現在，その網膜変性抑制機序を解析中

である．

サル黄斑に高発現する遺伝子群の同定

網膜視細胞の発生にかかわる分子機能はこれまで数多

くの報告がある．例えば，ホメオボックス遺伝子である

Crxは視細胞の発生に必須であり ，常染色体優性

網膜色素変性症，Ⅱ型錐体杆体ジストロフィー，レーベル

先天盲の原因遺伝子になることが知られている ．

また，網膜の発生過程でCrxの上流因子として働く

Otx2が，網膜視細胞の発生，分化に必要かつ十分であ

ることが明らかになった ．さらに，Crx，Otx2など

の分子を利用して，未分化な状態である胚性幹細胞や網

膜前駆細胞から視細胞へと分化を誘導する試みがなされ

ており ，将来的に網膜の再生医療へとつながる研究

として注目されている．しかし，ヒトをはじめとする霊

長類の視力に決定的な影響を与えるのは黄斑部網膜の機

能である．我々は，AMDなどの黄斑疾患に対する視機

能の回復を考えるうえで，黄斑構造の発生の分子機構を

理解することが必要であると考えている．これまで，

Pax6の splicing variantであるPax6(5a)が黄斑形成

に関与するという報告がある ものの，黄斑形成の分

子機構の詳細は未だ明らかになっていない．その理由の

ひとつとして，黄斑構造をもつモデル動物が限られてい

ることが挙げられる．そこで我々は，生理学的な実験に

汎用されるアカゲザルの網膜を使用し，発生期のサルの

黄斑部に発現する遺伝子群の同定を試みた．

胎生後期あるいは出生直後のアカゲザルの網膜を，黄

斑部とそれ以外の周辺部に分けて採取し，全RNAを単

離し，サルの遺伝子を網羅したジーンチップ(Gene-

Chip Rhesus Macaque Genome Array，Affymetrix

社，52,024probe sets)を用いマイクロアレイ解析を

行った．また，周辺部と比較して黄斑部に強く発現する

遺伝子を選び，次にこれらの遺伝子群について網膜のど

の部位に発現がみられるかを検討するために in situハ

イブリダイゼーションを行った．成体アカゲザルの眼球

を4％パラホルムアルデヒドで固定した後，OCT com-

poundで包埋し，14μmの厚さで網膜凍結切片を作製

した．プローブは，それぞれの遺伝子について約500

bpの長さに設計し，アカゲザルの網膜の全RNAから

RT-PCRにより得られたものを使用した．この際，ロ

ドプシンあるいは錐体オプシンを対照に使用して，特に

網膜視細胞における発現パターンが錐体細胞と一致する

遺伝子をスクリーニングした(図33)．その結果，いく

つかの遺伝子がサル黄斑部で高発現していることが確認

された．また，さらに，スクリーニングした遺伝子の中

から実際にマウスにも保存されている遺伝子について
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図 33 対照として用いた遺伝子の ハイブリダイゼーション．

錐体特異的に発現することが既知の遺伝子である錐体オプシン(M-opsin，上段)では，末梢ではまばらで，

黄斑部では強い発現が認められ，杆体特異的に発現することが既知であるロドプシン(下段)では，錐体オプ

シンとは逆に黄斑部ではまばらで，周辺部では強い発現が認められた．これらを対照として用い，特に網膜

視細胞における発現パターンが錐体細胞と一致する遺伝子をスクリーニングした．ONL；outer nuclear
 

layer，INL；inner nuclear layer，GCL；ganglion cell layer



は，マウスの網膜を使用した実験により，遺伝子の機能

を解析中である．

本研究によって，黄斑形成にかかわる遺伝子，あるい

は錐体細胞特異的に発現する遺伝子群を同定することが

できると考えている．また，これらの遺伝子が黄斑構

造，錐体細胞の発生のメカニズムの解明，さらには視機

能の向上を目指す再生医療の分野で役立つのではないか

と期待される．

結 語

以上，CNVに対する抗血管新生療法および障害され

た網膜の再生という観点から，AMDの新規治療法の開

発を目的とした研究結果について述べた．まず，CNV

に対する抗血管新生療法として，高分子ミセルはCNV

へのドラッグデリバリーシステムとして有用であり，デ

ンドリマー型光増感剤を内包した高分子ミセルを用いる

ことにより高効率かつ安全性の高いPDTが可能となり

得ることが示された．次に，DNA/ペプチド複合体がデ

ンドリマー型光増感剤の外殻に覆われた新規三元系コン

プレックスを調製し，ラット生体眼において光線照射部

位に特異的なレポーター遺伝子の発現上昇を認め，光線

照射により眼組織への遺伝子導入を制御可能な遺伝子

キャリアとなり得ることが示された．本システム(光応

答性遺伝子導入法)は，今後AMD眼に対する遺伝子治

療への応用が期待し得る．さらに，リポフスチン構成成

分A2EがRARαを介して滲出型AMDの発症に関連

したRPE表現型の変化を来す原因物質のひとつであ

り，CNV発生を予防する新しいターゲットになり得る

ことが明らかとなった．AMD眼において障害された網

膜の再生医療に関する基礎的検討として，骨髄間葉系幹

細胞をRCSラット網膜下に移植することにより，組織

学的および電気生理学的に網膜変性を抑制し得ることが

示され，細胞移植療法の細胞ソースとなり得ることが示

唆された．さらに，サル黄斑に高い発現をする遺伝子群

をスクリーニングすることにより，黄斑形成にかかわる

遺伝子あるいは錐体細胞特異的に発現する遺伝子群を同

定し得る可能性があることについて述べた．以上，

CNVに対する抗血管新生および障害された黄斑網膜の

再生という両面からのアプローチは，未だ失明原因の上

位疾患であるAMD患者の視機能回復に必須であると

考えられる．今回得られた研究結果をAMDの治療に

臨床応用するためには未だ多くのステップを要するが，

AMDによる失明の減少の一助となるよう，今後さらに

検討を重ねていきたいと考えている．

稿を終えるにあたって，宿題報告の機会を賜りました日本

眼科学会評議員各位，日本眼科学会会員各位，ならびに第

110回日本眼科学会総会長の大西克尚教授(和歌山県立医科

大学)，座長の労をお取りいただいた吉村長久教授(京都大

学)に心より深謝申し上げます．

本研究は，文部科学省科学研究費補助金および厚生労働省

科学研究費補助金などにより行われたことを付記して，謝意

を表します．

(本総説は，平成18年4月に開催された第110回日本眼科

学会総会の宿題報告講演において発表した内容に基づいて執

筆した．ただし，図表およびそれに類する詳細な数値データ

については，既に論文発表された中から転載許可が得られた

ものに限定して記載した．講演内容の一部は論文投稿中のた

め転載許可が得られず，本総説においては割愛したことをお

断りする．)
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Comment：本田 孔士

前半は，いくつかのミセル体(ミセル体というと，我々は角膜透明性に関するDavid Mauriceの

名前を思い出すが，また，詳しい構造名を書くと，それだけで嫌われそうなので，ここでは書かな

い)の加齢黄斑変性(AMD)の光線力学療法(PDT)の効率アップに関する研究で，アイディア，実

験計画，その結果，考察，すべてにきわめて優れており，著者はこれを高く評価する．網膜がリン

パ系の未発達な組織であることは古くから知られており，これらの物質が有効だという腫瘍の場合

とAMD治療の条件が類似していることに著者は注目したい．ここに示されたミセル体の脈絡膜

新生血管(CNV)集積はみごとであり，ポルフィリンを包み込んで凝集を防ぐことによる効率化も

アイディアに優れている．現に，ここに示された新しいトラッグデリバリーシステム(DDS)によ

るCNV治療に関する実験成績には驚嘆させられる．これらのミセル体の安全性に関する検証も周

りを十分納得させるものがあると思った．次の，カチオン性ペプチドで凝縮した，デンドリマー型

光増感薬のエンドゾーム取り込みに関する実験も，大変に目の付け所がよい．In vitroの実験には

十分な説得力があり，結膜とはいえ，in vivoのレベルまで実験が進んでいるのがよく分かった．

システムの網膜への適用拡大に期待する．次は，加齢による網膜色素上皮(RPE)へのリポフスチ

ン沈着に着目した，リポフスチン構成物質のCNV発生制御に関する研究である．残念なのは，実

験データの一部が十分に示されていないことで，これはオリジナル論文の投稿誌の版権問題による

ものと理解する．著者はこの部分を最も興味深く読み，その発展にAMD研究の主流を感じるだ

けに，その点，不満が残った．続いて，網膜幹細胞と骨髄由来の間葉系幹細胞の網膜下移植による

網膜機能回復に関する一連の実験が述べられているが，過去のこの分野の成果に付け加えるほどの

ものはほとんどないと考える．移植細胞から分泌される増殖因子の話になってしまうところに，こ

の実験系の限界がある．ただ，網膜電図(ERG)で網膜機能を検索していることは，ラットを扱っ

ているだけに，その苦労を察し評価する．機能評価に関するデータは綺麗で明確である．最後の，

サルの黄斑形成に関する仕事は，文脈から錐体などの細胞由来でなく，黄斑形態形成を追求した仕

事と理解したが，著者はこの部分を評価しない．網膜を平面的に二分し，既製のマイクロアレイを

用い，胎生後期と出生直後の時点で遺伝子発現を比較しているが，こんな方法で，この問題が解決

できると本気で思っているのなら，あまりに安易に過ぎる．辛口の批評をすれば，後半の二つの章

は蛇足に近く，全体としてみたときに，せっかくの前半の素晴らしい研究の輝きを曇らせている．

実験したことすべてを宿題として報告するのでなく，成果のなかから，これぞと思われるものに

絞って報告した方が周囲へのインパクトが大きい．限られた発表時間に何を詰め込むのか，それが

研究者のセンスである．このコメントは，この論文に限ったことではなく，次世代を担う研究者一

般へのメッセージでもある．将来を大いに嘱望される研究者であるだけに，苦言を呈しておきた

い．
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