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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患の一つである緑内障は、視神経を構成する網膜神経節細胞が何らかの原
因で変性し、視野を欠損する。研究代表者は以前の研究で、アポリポタンパク質Eを含むリポタンパク質が網膜
神経節細胞の変性に対し、強力な保護効果を発揮することを明らかにした。本研究では、リポタンパク質の網膜
神経節細胞に対する新たな保護機構の解明を試みるとともに、グリア細胞から放出される神経保護妨害因子に対
する働きを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Glaucoma is one of the neurodegenerative disorders and the leading cause of 
blindness in Japan. In our previous study, apolipoprotein E-containing lipoproteins strongly protect
 primary cultured retinal ganglion cells from glutamate-induced neurodegeneration. Here, we 
determined a novel neuroprotective mechanism of apolipoprotein E-containing lipoproteins and defined
 roles of an inhibitory factor against the protective effect of apolipoprotein E-containing 
lipoproteins.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 すでに超高齢社会に突入した日本におい
て、加齢に伴う疾患を予防・治療し、健や
かな生活を送り続けることは我々の切なる
願いである。しかし加齢に伴う疾患の多く
は、生活習慣や免疫力の低下、代謝調節機
能の異常やストレスなど多因子性であり、
発症機序の解明や治療法・治療薬の開発が
困難である。その中でも脳血管疾患や神経
変性疾患は、一度障害を受けた神経細胞の
再生や破壊されたネットワークの再構築が
難しく、発症機序が不明なことも多いこと
から、特に機能回復が困難な疾患の一群で
ある。ゆえに神経細胞が障害を受け変性す
る前に保護し、機能を維持することが重要
と考えられる。 
 
 脳内環境の異常や外傷により神経障害が
誘導されると、周辺のグリア細胞からアポ
リポタンパク質（アポ）Eを含むリポタン
パク質の放出量が劇的に増加する。この放
出量の増加は、グリア細胞が神経細胞の膜
修復に必要な脂質を供給するための反応で
あると考えられていた。 
 
 研究代表者は、上記の神経障害に対する
グリア細胞の反応が神経細胞の異常シグナ
ルに対応した神経-グリア連関による神経
保護機構の一つであると考え、研究を開始
した。 
 
その結果、アポ E含有リポタンパク質が神
経細胞の軸索障害後の再伸長を促進するこ
と（Hayashi et al., J Biol Chem 2004, Anal 
Biochem 2004）、またリポタンパク質受容
体 low density lipoprotein 
receptor-related protein 1（LRP1）を介
する細胞内シグナル伝達により、栄養因子
欠乏誘導性の神経変性を抑制することを証
明した（Hayashi et al., J Neurosci 2007, 
J Biol Chem 2009）。さらにアポ E含有リ
ポタンパク質は LRP1 を介した神経保護シ
グナルにより、興奮性神経毒グルタミン酸
によるカルシウム依存性の神経変性を抑制
し、視神経変性疾患（緑内障）モデル動物
に対して神経保護効果を発揮した（Hayashi 
et al., J Biol Chem 2012）。 
 
上記より、神経障害に応答したグリア細胞
からのアポ E含有リポタンパク質放出の劇
的な増加は、神経機能の破綻を防ぎ、恒常
性を維持するための生体防御機構の一つで
あると考えられる。しかしながら研究開始
当初、神経細胞からグリア細胞に向けて発
せられるアポ E含有リポタンパク質放出誘
導機構や、長い突起を有する神経細胞が局
所で受けた神経保護シグナルを細胞体へと
伝達する機構に関しては知見が得られてい
なかった。 
 

 
２．研究の目的 
神経障害時に神経細胞からグリア細胞に
向けて発せられる神経保護分子（アポ E含
有リポタンパク質）誘導機構を解明する。
コンパートメント培養法を応用した神経-
グリア部分共培養を用い、アポ E含有リポ
タンパク質放出誘導に両細胞の直接接触が
必要か否かを明らかにする。液性因子が関
わる場合には、因子の特定にも挑戦する。 
 
グリア細胞由来アポ E含有リポタンパク
質により遠位の軸索から細胞体へ伝達され
る神経保護シグナルの存在を明らかにする。
そこで神経-グリア部分共培養を用い、軸索
を介したシグナルによる細胞体での遺伝子
やタンパク質の変化を解析し、逆行性神経
保護に重要な因子を特定、メカニズムを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）抗体パニング法による網膜神経節細
胞の初代培養 
 生後２日目または３日目の新生児 SD ラ
ットを使用した。ラット初代培養網膜神経
節細胞の単離は、Barres ら（Neuron, 1988）
の方法に従った。2種類の抗体を用いたパ
ニングにより、100％に近い純度で網膜神経
節細胞を培養することができる。網膜神経
節細胞を単離後、96 ウェル培養プレートま
たは 35mm 培養ディッシュに無血清培養液
中で 10 日間以上培養し、実験に使用した。 
 
（２）ミューラーグリア細胞の初代培養 
 生後 2日目から 4日目の新生児 C57BL/6J
マウスを使用した。マウス網膜を単離し、
トリプシンで 37℃、45 分間処理後、パスツ
ールピペットを用いて細胞懸濁液を作製し
た。細胞懸濁液を 10％ウシ胎児血清入りの
DMEM 培養液で約１週間培養後、細胞を播き
変え、さらに約１週間培養後に実験に使用
した。 
 
（３）人工再構成アポ E含有リポタンパク
質の作製 
 ヒト 組換えアポ Eタンパク質、コレステ
ロール、ホスファチジルコリンを 1：10：
100（モル比）で含む人工再構成アポ E含有
リポタンパク質を作製した。コレステロー
ルとホスファチジルコリンをクロロホルム
に溶解後、窒素ガス下で乾燥させ、トリス
緩衝液に懸濁した。コール酸ナトリウムを
加えたのち、ヒト組換えアポ Eタンパク質
を加えた。バイオビーズ（Bio-Rad）を添加
し、コール酸を除去することで、再構成ア
ポ E含有リポタンパク質を形成した。バイ
オビーズを除去後、ショ糖密度勾配超遠心
法によりリポタンパク質を単離した。 
 
（４）アポ E含有リポタンパク質の単離 



 高密度リポタンパク質と同等の比重のア
ポ E含有リポタンパク質を単離するため、
上記（３）で作製したリポタンパク質溶液
をショ糖密度勾配超遠心法により、48時間
超遠心した。10 画分に分画し、各画分の一
部を使用したイムノブロットにより、アポ
Eの分布を確認した。10画分中の高密度リ
ポタンパク質画分のうちアポ E含有量の多
い 3画分を回収し、濃縮後、実験に使用し
た。 
 
（５）グルタミン酸神経毒性の誘導 
 初代培養網膜神経節細胞の培養液中にグ
ルタミン酸を添加し、神経変性（アポトー
シス）を誘導した。2時間後、通常の培養
液に交換し、24 時間後のヘキスト 33342 に
よる核染色像により、アポトーシス細胞を
検出した。核の染色像が、凝集や断片化し
た細胞をアポトーシス細胞として判定した。
アポトーシスの検出は、ヘキスト試薬によ
る核染色のほか、カルセイン／プロピディ
ウムアイオダイドキットによる細胞障害検
出法を使用した。実験によってはグルタミ
ン酸に代わり、イオンチャネル共役型グル
タミン酸受容体である N-メチル-D-アスパ
ラギン酸（NMDA）受容体アゴニストの NMDA
を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）コンパートメント培養法を利用した
逆行性神経保護効果の検討 
神経細胞単独のコンパートメント培養に

よる実験で、細胞体コンパートメントへの
グルタミン酸添加による神経変性に対して、
軸索コンパートメントへのアポ E含有リポ
タンパク質添加が保護効果を発揮した。本
結果は、アポ E含有リポ蛋白が軸索で誘発
した何らかの保護シグナルが逆行性に細胞
体へと伝わり、細胞体近傍部で誘発された
神経変性を抑制したこと（逆行性神経保護）
を示している。 
 
（２）コンパートメント培養法を利用した
逆行性神経保護機構の解析（細胞内カルシ
ウム濃度変化） 
軸索コンパートメントへのアポ E含有リ
ポタンパク質添加による神経保護効果に、
細胞体でのカルシウム濃度変化が関与する
かを検討した。解析には、カルシウム蛍光
指示薬である Fluo 8-AM を使用し、蛍光顕
微鏡下でリアルタイム解析を行った。その
結果、軸索コンパートメントへのアポ E含
有リポタンパク質の添加の有無に関わらず、
細胞体でのグルタミン酸刺激によるカルシ
ウム濃度上昇のレベルに変化は観察されな
かった。このことから細胞内へのカルシウ
ム流入後の細胞死誘導機構に逆行性の神経
保護シグナルが関与すると考えられた。 
 

（３）コンパートメント培養法を利用した
逆行性神経保護機構の解析（細胞内シグナ
ル分子の変化） 
 逆行性神経保護効果に関わる細胞内シグ
ナル分子のリン酸化レベルの変化をイムノ
ブロット法により検討した。しかしながら
現在までのところ、軸索コンパートメント
へのアポ E含有リポタンパク質添加による
神経保護に重要なシグナル分子は明らかに
できていない。今後は蛍光免疫染色や PCR
解析などにより逆行性神経保護機構に関わ
る因子の特定を目指す。 
 
（４）神経障害時に神経細胞からグリア細
胞に向けて発せられる神経保護分子（アポ
E含有リポタンパク質）誘導機構の検討 
 コンパートメント培養法を用いて、神経
障害誘導時にグリア細胞からのアポ E含有
リポタンパク質の放出を誘導するシグナル
の解明を試みた。しかしながら本シグナル
経路を特定するには至らなかった。ところ
が本解析の遂行にあたり、アポ E含有リポ
タンパク質が、神経保護を妨害するα２マ
クログロブリンの放出を抑制することを発
見した。 
 
（５）ミューラーグリア細胞からのα２マ
クログロブリン放出に及ぼすアポ E含有リ
ポタンパク質の効果 
 初代培養ミューラーグリア細胞の培養液
中にアポ E含有リポタンパク質を添加し、
24 時間後のα２マクログロブリン放出量
（培養上清中含量）をイムノブロット法に
より解析した。その結果、アポ E含有リポ
タンパク質添加によって、濃度依存的にα
２マクログロブリン放出量が減少すること
が示された。またミューラーグリア細胞内
のタンパク質発現量も同様に減少している
ことが明らかとなった。 
 
 以上の結果から、細胞体近傍部で誘発さ
れる神経変性に対する逆行性神経保護機構
の存在を明らかにすることができた。しか
しながら詳細なメカニズムについては不明
であり、今後の検討課題である。また本研
究の遂行中に、アポ E含有リポタンパク質
がミューラーグリア細胞からのα２マクロ
グロブリン放出に影響を及ぼすことを明ら
かにした。α２マクログロブリンはアポ E
含有リポタンパク質の神経保護効果を妨害
する因子として働くことから、今後、より
詳細な検討を行うことで、本研究成果を緑
内障治療法の開発研究に繋げたいと考えて
いる。 
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