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研究成果の概要（和文）：神経保護合剤の点眼によるin vivoの損傷モデル動物での神経保護・再生促進効果を
検討するため、視神経挫滅モデルを用いて検討した。用いた神経保護剤はciticoline, TUDCA, NT-4, 
citicoline+TUDCA(doublet-1), TUDCA+NT-4(doublet-2), citicoline+TUDCA+NT-4(triplet)である。挫滅後２週
間で残存神経細胞・神経線維数、再生距離を計測した。点眼は１日２回とした。NT-4を除いた全ての群で有意に
残存神経細胞・線維数が増加した。tripletは単剤に比べ有意に残存細胞・線維数が増加し、再生距離も有意に
増加した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to determine the effectiveness of combined 
topical neurotrophic factors in neuroprotection and regeneration in the optic nerve crush model. The
 neurotrophic factors studied were TUDCA, citicoline, NT-4, TUDCA+citicoline (doublet-1), TUDCA+NT-4
(doublet-2), and citicoline+TUDCA+NT-4(triplet). After two weeks, the number of RGCs and 
neurofilaments were counted. In all groups except for NT-4, the number of RGCs and neurofilaments 
were significantly increased. In the triplet group, the numbers were significantly higher than that 
in all of the single treatment group. In the triplet group, regenerating axons were significantly 
longer than the control. In conclusion, the combination of the tree neurotrophic factors was the 
most effective way to protect RGCs and regenerate axons after the optic nerve crush.

研究分野：神経保護・再生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
緑内障の神経保護剤として期待されたメマンチンが臨床試験でfailして以来、どの網膜・視神経疾患にも有用な
神経保護治療薬が登場してこない状態が続いているが、１つの理由としては、神経細胞死のメカニズムが複雑な
ため単剤による神経保護剤の治療では限界があることが挙げられる。本研究により、急性疾患のモデルである挫
滅モデルで神経保護合剤点眼によって効果が得られる治療が開発される可能性が示された。点眼であれば慢性疾
患であっても継続使用が可能であり、慢性の難治性疾患も含めた網膜・視神経疾患の管理において治療戦略の１
つとして本研究の治療戦略が臨床応用されることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
網膜・視神経疾患の多くは病態の最終像に神経細胞死を伴うため、病態の進行は不可逆的でか
つ難治性である。そのため神経細胞死を抑制し、神経を保護する治療が数多く検討されてきた
が、いまだに有効な治療法が確立されていないのが現状である。１つの理由は神経細胞死の経
路が複雑なためある特定の細胞死経路をブロックしても別の経路が活性化され、最終的に神経
細胞死が誘導されてしまうことが考えられる。また、もう１つは軸索が変性すると生理的環境
下では再生できないため細胞体を保護しても視機能の回復が得られないことが考えられる。
我々は単剤による神経保護治療には限界があると考え、神経保護剤併用による神経保護・再生
促進効果を in virtoの網膜培養システムで検討してきた (Oshitari et al. Invest Opthalmol Vis 
Sci 2002, Neuroreport 2002, 2003, Neurosci Lett 2005, Brain Res 2010, Brain Res Bull 
2014, Bikbova et al. Brain Res 2013, J Diabetes Res 2015)。また、In vivoで神経保護剤を投
与する場合、頻回投与が必要になることを考慮すると硝子体投与ではなく点眼による投与が理
想的であり、点眼で有効に作用し得る神経保護剤の選択が重要である。また、神経細胞死制御
だけでなく軸索を保護し再生させる再生治療戦略を同時に検討しない限り真の神経保護はなし
得ないと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
今回我々は、今までの網膜培養で得られた知見をもとに神経保護合剤点眼による神経保護・再
生促進効果を in vivo の視神経挫滅モデルを用いて検討し、網膜・視神経疾患に対する新しい
神経保護合剤点眼開発を最終目的とした translational researchとして本研究を計画した。 
 
３．研究の方法 
 
in vitro の検討では生後 7週のＳＤラット網膜をコラーゲンのゲルに 3次元培養し、培養 7日
で再生突起数の観察、切片固定後凍結切片を作成し TUNEL 染色を施行、同時に JNK・caspase-9
の免疫染色を施行した。無血清培養液のみで培養したコントロール群と、高濃度 AGE を付加し
た群を作成、さらに AGE 群に種々の栄養因子 100M citicoline, 100M TUDCA, 10ng/ml NT-4, 
citicoline+TUDCA(doublet-1), citicoline+TUDCA (doublet-2), citicoline+TUDCA 
+NT-4(triplet)を付加した群を作成した。各々の群の再生突起数・GCL における TUNEL 陽性率・
免疫陽性率を比較検討し ANOVA で統計解析を行った。 
 
In vivo の検討ではＳＤラットの視神経挫滅モデルを用いて、神経保護合剤点眼による神経保
護・軸索再生効果の検討をした。具体的には視神経挫滅モデルは動脈瘤クリップを用いて常に
同じ負荷がかかるように作成した。眼球後方 1mm の部位の視神経を１０秒間クリッップした。
クリップ中網膜血流が保たれていることは眼底検査で確認した。視神経挫滅後速やかに神経保
護剤の点眼を１日２回開始した。PBS 点眼をコントロールとし、100mM citicoline, 100mM 
tauroursodeoxycholic acid (TUDCA), 10ng/ml neurotrophin-4 (NT-4), citicoline+TUDCA 
(doublet-1), TUDCA+NT-4 (doublet-2), citicoline+TUDCA+NT-4 (triplet)７群（各６匹）を
作成した。挫滅後２週間で屠殺した群は whole mount retina 標本を作成し Brn3a 染色を施行し
残余網膜神経節細胞（RGCs）数をカウントした。また、視神経レベルの neurofilament 染色で
残余軸索数をカウントし、GAP-43 染色で再生線維の距離を計測した。屠殺後１週間の群は TUNEL
染色で細胞死の計測に用いた。 
 
４．研究成果 
 
まず、in vitro のラット網膜３次元培養の予備実験では、高濃度 AGE を負荷した培養群でコン
トロールに比べ有意に細胞死が増加し、再生突起数が減ることがわかっているが、AGE 負荷群
で各々の神経栄養因子付加した群 100M citicoline, 100M TUDCA, 10ng/ml NT-4, 
citicoline+TUDCA(doublet-1), citicoline+TUDCA (doublet-2), citicoline+TUDCA 
+NT-4(triplet)ともに培養７日で TUNEL 陽性率・再生突起数は有意に改善したが、triplet は
単剤に比べ有意に再生突起数が増加した。また各々の群で JNK, caspase-9 免疫活性も有意に減
少した。JNK, caspase-9 は人糖尿病網膜の変性神経で活性が確認されている細胞死関連因子で
ある(Oshitari et al. Br J Ophthalmol 2008)。これらの結果からいずれの神経保護剤も有意
に細胞死を救済し、再生突起数を促進させるが、栄養因子の３種混合剤は他の群に比べて最も
有効に細胞死を救済し、再生を促進することが示唆された。また、細胞死経路が培養網膜と人
糖尿病網膜で共通していることから、この培養で有用であった神経保護剤は人糖尿病網膜でも
有用である可能性が示唆された。In vitro の本研究は BioMed Res Int に掲載された（Bikbova 
G, Oshitari T, Baba T, Yamamoto S. Neuronal changes in the diabetic cornea: perspectives 
for neuroprotection. BioMed Res Int: Ophthalmology 2016;ID5140823:8 pages）。 
 
次に in vivo の視神経挫滅モデルにおいては、NT-4 を除いた全ての群で残存 RGC 数が有意に増



加し、残存軸索数も有意に増加した。また３種混合群（triplet）は単剤投与群に比べ残存神経
細胞数及び軸索数は有意に増加した。３種混合群では TUNEL 陽性数は有意に減少し、再生距離
数も有意に増加した。ただし、２種混合群の１つ(doublet-1)では副作用として血管新生が網脈
絡膜・虹彩に発生した。これは追加での検討も含めた１３匹中６匹（62%）で観察された。その
ほかの群では血管新生の発生は１匹も見られなかった。Doublet-1 の群において強膜・脈絡膜・
増殖膜の免疫染色を施行したところ VEGF の発現が増加していることが確認され、血管新生の発
生に VEGF の発現増加が関与していることが示唆された。このことから、今回試した神経保護剤
の点眼は視神経の生存・再生に有用であるが、3 種混合剤が神経保護・再生促進に最も有用で
あった。 
 
Citicolineは神経の脂質２重膜の主要な構成成分であるphosphatidylcholineの中間代謝産物
であり、外的に投与されると phosphatidylcholine に代謝され膜を安定化させる。それと同時
に phospholipase A2の活性を抑えミトコンドリア膜を安定化させると言われておりミトコンド
リア安定剤として神経保護作用を発揮している可能性が示唆されている。
TUDCA(tauroursodeoxycholic acid)は低分子シャペロンで小胞体ストレスを抑制する作用が示
唆されている。NT-4 は NGF ファミリーの一員で培養で最も神経保護作用・再生促進作用が強か
ったことが確認されている。点眼においては citicoline や TUDCA は低分子であり、眼球内や眼
球後方から回って視神経に作用すると考えられ NT-4 より薬剤が作用しやすかったと思われる。
今回 NT-4 点眼は単剤では有意な保護作用を発揮できなかったが、単に濃度が少ないか薬剤が作
用しづらかったことが考えられる。しかしながら、３種混合剤では単剤に比べ有意に神経保護・
再生促進作用が確認されたことから、低濃度であっても混合剤に含まれていた方がよいことが
確認された。また、doublet-1 で血管新生が高頻度に発生したが triplet では血管新生が見ら
れなかったことから NT-4 は低濃度であっても血管新生を抑制する効果を持っていることが示
唆された。このことからも３種混合剤がより安全で有効な治療薬になりうることが示唆された。
また、Citicoline+TUDCAの併用群は培養でも試しているが培養では血管新生は見られずin vivo
でのみ観察されたが、これは培養では無血清培養液を用いているため血管細胞の維持・増殖が
困難であったこと、培養切片がコラーゲンに包埋されているため contact inhibition の効果で
増殖が抑制されたことが考えられる。一連の研究から薬剤の安全性を考慮するときは培養だけ
では不十分で、in vivo での検討がより重要であることが確認された。 
 
今後は特許申請や慢性疾患モデルへの応用など神経保護剤点眼による様々な視神経・網膜難治
性疾患に対する神経保護・再生促進治療の実現に向けて研究を継続していく予定である。 
なお、in vivo の本研究は Scientific Reports 2019;9:101 に掲載された（Kitamura Y, Bikbova 
G, Baba T, Yamamoto S, Oshitari T. In vivo effects of single or combined topical 
neuroprotective and regenerative agents on degeneration of retinal ganglion cells in rat 
optic nerve crush model. Sci Rep 2019;9:101）。 
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