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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは内因性の活性酸素産生器官の一つとして知られており、ミトコンド
リア障害と酸化ストレスは密接な関係があると考えられている。酸化ストレスに脆弱なNrf2ノックアウトマウス
はComplex I阻害剤・ロテノンによるミトコンドリア障害時、網膜ミューラー細胞が活性化することが明らかに
なった。そこで、ミューラー培養細胞にComplexⅠ阻害薬のロテノンを添加し、Nrf2KOマウスと野生型マウスに
おける神経保護因子・抗酸化酵素分泌メカニズムの違いについて検討したところ、Nrf2KOマウスのミューラー細
胞では野生型と比較し、有意な神経保護因子の上昇を確認した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria are known as one of the endogenous reactive oxygen species 
producing organs.　Mitochondrial damage and oxidative stress are thought to be closely related. It 
was revealed that retinal Mueller cells are activated in Nrf2 knockout mice that are vulnerable to 
oxidative stress when mitochondrial damage is caused by the Complex I inhibitor rotenone. Rotenone 
was added, and we investigated the difference in neuroprotective factor / antioxidant enzyme 
secretion mechanism between Nrf2KO mice and wild-type mice. There is a significant increase in 
neuroprotective factors in the Mueller cells of Nrf2KO mice as compared with the wild type.

研究分野：酸化ストレスと緑内障

キーワード： 酸化ストレス　緑内障　神経保護　Nrf2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ロテノン存在下、野生型ミュラー細胞では抗酸化酵素の発現が増加して神経保護に働き、Nrf2 KOミュラー細胞
では、代償的に神経栄養因子の発現が増強され、神経保護効果をもたらすことが示唆された。ヒトを対象とした
臨床研究のみでは限界があり、動物モデルを使った基礎研究の蓄積が重要である。既に緑内障病態への酸化スト
レスやグリア細胞の寄与が明らかになっていることから、酸化ストレス暴露時のミューラー細胞の果たす役割が
解明され、酸化ストレスに脆弱なヒトに対しグリア細胞を標的とした緑内障治療戦略が展開される可能性が大い
に期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 現在緑内障に対してエビデンスのある治療は眼圧下降である。実臨床では視野の保持に有用

とされる 30%の眼圧下降を呈していながら視野進行を認める症例が多く、眼圧下降治療は限界を

迎えている。緑内障の基本病態である網膜神経節細胞死に関わる障害因子として軸索障害、慢性

虚血（グルタミン酸障害）、血流障害、一酸化窒素、ミトコンドリア障害、酸化ストレスがあげ

られる。私は中でも酸化ストレスをターゲットに研究を進めている。 

ミトコンドリアは ATP を産生する際に副産物である活性酸素が亢進するとミトコンドリア機

能不全を来すと考えられる。ミトコンドリア機能障害によって ATP 合成が低下すると、エネルギ

ー産生が不十分となり、チトクロム Cや apoptosis inducing factor が放出され網膜神経節細

胞死が誘導される。またミトコンドリア障害による活性酸素の増加は蛋白などの変性を生じグ

リア活性化、グリアタンパク酸化等により網膜神経節細胞への神経栄養因子のサポートが減少

すると、網膜神経節細胞死が生じると考えられる。多因子疾患と捉えられている緑内障に対して

酸化ストレス発生の主体と考えられるミトコンドリア障害が緑内障治療のターゲットとなりう

るか検証することは緑内障病態解明につながる可能性が高いことが予測されている。 

 

２．研究の目的 

緑内障剖検眼により網膜グリア細胞の活性化が認められ、また酸化ストレスによる緑内障モ

デル動物において、神経障害がまだ認められない早期の段階で網膜グリア細胞の活性化を認め

ることから、酸化ストレスの網膜グリア細胞に与える影響が緑内障病態に中心的な役割をはた

している可能性がある。我々は酸化ストレス応答の鍵となる Keap1-Nrf2 システムに注目した。 

ミトコンドリア障害は酸化ストレスの発生源として知られていることから、電子伝達系 Complex 

I 阻害によるミトコンドリア障害と Nrf2 の関連についてマウス動物モデルを用い、酸化ストレ

ス暴露時に Nrf2 ノックアウト（KO）マウスと野生型マウスにおける神経保護因子・抗酸化酵素

分泌メカニズムの違いなどの視点から、酸化ストレスとグリア細胞の分子基盤を明らかにし、網

膜グリア細胞をターゲットとした神経保護治療への発展を目指す。 

 

３．研究の方法 

（In vivo）8 週齢の野生型 (WT) マウスと Nrf2 KO マウスにミトコンドリア Complex I 阻害

剤であるロテノン (30 mg/kg） または 0.5 % carboxymethyl cellulose (コントロール) を 30

日間経口投与し、酸化ストレスマーカー8OHdG を使用した免疫染色、RGC 数計測、網膜 RT-PCR、

グリア細胞の免疫染色を施行した。 

（In vitro）生後 5-8 日の野生型(WT)及び Nrf2 KO マウスからミュラー細胞を調製しロテノン 

(3-100 M)投与下の細胞生存率と活性酸素分子種(ROS)量を alamarBlue assay、CellROX Green

染色で調べた。ロテノン 30 M 下の神経栄養因子の遺伝子発現を時間毎にリアルタイム PCR で

検討した。 

 

４．研究成果 

（In vivo）WT・Nrf2 KO マウスともロテノン投与群ではコントロールと比べ 8OHdG 陽性細胞

数の増加を認めたが (p=0.021, p=0.019)、RGC 数では有意差を認めなかった。RT-PCR ではロテ



ノンを投与した Nrf2 KO マウス群において、WT群と比較して GFAP、Vimentin の発現上昇を認め 

(p=0.021, p=0.001)、免疫染色では GFAP のシグナル増強を認め、網膜ミュラー細胞が活性化す

ることを明らかにした。 

（In vitro）Nrf2KO マウスのミュラー細胞培養において WT と比べ Nrf2 KO ミュラー細胞の生存

率はロテノン存在下で有意に低く(p < 0.05)、ロテノン 30、100 M 下の KO ミュラー細胞内 ROS

は有意に増加した（p < 0.05)。また、ロテノン投与 6、24時間後の Nrf2 KO ミュラー細胞にお

いて神経栄養因子(BDNF、bFGF、NGF)の有意な発現上昇を認めた (p < 0.05)。 

以上より、ミトコンドリア障害は Nrf2 活性化を通して減弱したという報告も認め（Oliveira et 

al. Mol Neurobiol. 2017.）ることから、Nrf2 の活性化や抗酸化物質摂取によって活性酸素を

消去することでミトコンドリア障害を抑制し、網膜神経節細胞死を抑制できる可能性が考えら

れる。 
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