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研究成果の概要（和文）：我々は、緑内障における視神経障害のメカニズムを解明するために篩状板のないマウ
スを使用し、網膜神経節細胞の軸索内のミトコンドリアの動態及び細胞内ATP勾配の変化を観察した。緑内障モ
デルを作成して観察したところ、網膜神経節細胞軸索内のミトコンドリアの分布が増加し、軸索内での運動も低
下した。この結果から、篩状板のない動物でも、神経細胞内のミトコンドリア動態に影響を与える可能性を示唆
された。軸索内でのミトコンドリアの停止がみとめられると同時に、細胞内ATP勾配も変化していた。特に、ミ
トコンドリアの動態変化は、軸索内でのATP供給にも影響を与え、細胞の機能や生存に重要な役割を果たす可能
性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We used mice without lamina cribrosa to investigate the mechanism of optic 
nerve damage in glaucoma, observing the dynamics of mitochondria within retinal ganglion cell axons 
and changes in intracellular ATP gradients. Creating a glaucoma model, we observed an increase in 
mitochondrial distribution within the axons of retinal ganglion cells and a decrease in axonal 
movement. These findings suggest a potential impact on mitochondrial dynamics within neurons even in
 animals without lamina cribrosa. Concurrently, we observed mitochondrial stoppage within axons, 
accompanied by changes in intracellular ATP gradients. Specifically, changes in mitochondrial 
dynamics were thought to affect ATP supply within axons, potentially playing a crucial role in cell 
function and survival.

研究分野：緑内障

キーワード： 緑内障

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究から、緑内障視神経症における篩状板の役割に新しい概念をもたらすことができた。さらに、網膜神経
節細胞の機能維持におけるミトコンドリアの役割と、網膜神経節細胞の細胞死の過程におけるミトコンドリアと
ATP勾配の役割を明らかにすることができた。本研究結果は、将来におけるヒトの緑内障の視神経障害の診断や
治療に役立つ情報を提供できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 緑内障は眼圧値が高いと視神経が障害され、その視神経軸索の細胞体である網膜神経節細胞
がアポトーシスを起こし、不可逆な視力障害に至る日本人の失明原因トップに位置する疾患で
ある。緑内障では、視神経乳頭近傍の篩状板の変形がみられることから、眼圧が視神経乳頭に負
荷をかけ、篩状板を変形させると言われている。そのため、篩状板を通過する視神経軸索が絞扼
され、軸索内を輸送されるタンパクや細胞内小器官が途絶し、網膜神経節細胞が細胞死を起こす
と考えられている。しかし、篩状板のないマウスでも眼圧上昇で網膜神経節細胞が細胞死を起こ
すことや、我々の研究でマウスでも眼圧上昇で軸索内を輸送される細胞内小器官であるミトコ
ンドリアが停止したのちに、網膜神経節細胞の細胞死が生じるという非常に矛盾する現象がみ
られた。篩状板の存在が緑内障視神経症を誘発させるのではなく、むしろ篩状板が緑内障による
視神経障害を保護する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 篩状板のないマウスで緑内障モデルを作成し、ヒトと類似した緑内障視神経症が生じる際に、
ミトコンドリアの軸索輸送と分布がどのように変化が見られるかを検証した。また、眼圧と脳脊
髄液圧との圧較差を再現し、正常眼圧緑内障モデルにおいて、ミトコンドリアのサイズと分布の
変化がみられるのかを明らかにすることを目的とした。 
さらに、神経細胞における機能維持のために、ミトコンドリアが軸索内での分布変化を定量化す
るとともに、細胞への障害による ATP 勾配の変化で、軸索内のミトコンドリアの反応を検証し
た。 
 
３．研究の方法 
 網膜神経節細胞にのみミトコンドリアを標的とした蛍光タンパク質 YFP または CFP を発現さ
せた Thy1-ミトコンドリアトランスジェニックマウス（YFP-Thy1-mito マウスと CFP-Thy1-mito
マウス）を用いて、in vitro のフラットマウント網膜切片と in vivo でのニデック社の F10 共
焦点眼底観察システム、および、オリンパス製 2光子レーザー顕微鏡により、緑内障モデルで、
ミトコンドリア分布の変化を評価した。正常眼圧緑内障モデルとして、マウスの脊髄腔を開放さ
せて脳脊髄圧を下降させたモデルを作成した。また視神経切断モデルも作成し、F10 共焦点眼底
観察システムでミトコンドリアの分布を観察した。 
 
４．研究成果 マウスの脊髄腔を開放させて、脳脊髄液圧を３ヶ月にわたって下降させることが
できた。CFP-Thy1-mito マウスの低脳脊髄液圧のモデルを作成し、ミトコンドリアの視神経軸索
輸送の変化を 2光子レーザー顕微鏡を用いて、ライブイメージで観察することができ、その軸索
内のミトコンドリアの分布および動態を定量評価することができた。さらに、我々は、医療用の
共焦点走査型ダイオードレーザー検眼鏡であるニデック社の F-10の検出波長に最適な蛍光色素
タンパク YFP の遺伝子に置換した YFP-Thy1-mito トランスジェニックマウスを新たに作成し、
そのマウスの瞳孔から、F-10 を用いて眼底観察することができた。網膜神経節細胞におけるミ
トコンドリアの分布をライブイメージで録画したところ、網膜内のミトコンドリアは、網膜神経
節細胞の細胞体と軸索に一様に分布していることがわかった。一方、緑内障モデルにおける網膜
神経節細胞の無髄軸索におけるミトコンドリア分布は、密度は増加するものの、均一であること
が確認された。標識されたミトコンドリアには、静止したミトコンドリア（stationary ミトコ
ンドリア）と移動するミトコンドリア（motile ミトコンドリア）に分類された。生理的条件下
においても、細胞培養の条件下においても、神経細胞の軸索における stationary ミトコンドリ
アの分布は、均一に分布していた。細胞培養実験において、mitoTracker で軸索内のミトコンド
リアを標識し、KillerRed を用いた chromophore-assisted 光不活化法で局所的にミトコンドリ
アを不活化させると、ミトコンドリアの分布の均一性が乱れた。フォスフォクレアチニン処理を
行い、軸索内に ATP を供給すると、motile ミトコンドリアが活性化され、他のミトコンドリア
の移動を促進した。軸索内の ATP:ADP比が高いことと、軸索内のミトコンドリアの分布の不均一
とには、負の相関が示された。Motileミトコンドリアが軸索内で活発に移動し、ATP を供給する
ことで、軸索内における stationary ミトコンドリアの分布の均一化に関与することが示された。
これらの研究結果は、緑内障視神経症において、視神経軸索が局所的に軸索絞扼された場合、絞
扼された局所でミトコンドリアの輸送が停止するだけではなく、停止したミトコンドリアによ
って、ATP の供給が低下し、他のミトコンドリアの移動も停止し、軸索全体のミトコンドリア輸
送の停止が引き起こされる我々のこれまでの観察データを反映しているものと思われる。 
YFP-Thy1-mito マウスで作成した緑内障モデルにおいて、網膜神経節細胞の無髄軸索におけるミ
トコンドリア分布は、密度は増加するものの、均一であることが確認された。さらに、in vitro
での解析により、緑内障ではミトコンドリアの大きさが減少することがわかった。これらの結果
は、緑内障を発症すると、ミトコンドリアの均一な分布を崩すことなくミトコンドリア分裂を誘
導し、軸索の変性やアポトーシスを防いでいる可能性を示唆している。 



さらに、AIを用いた画像処理システムを構築し、網膜神経節細胞の無髄線維におけるミトコ
ンドリアをさらに鮮明に定量評価することに成功した。このAIシステムにより、緑内障と正常
とのミトコンドリア密度と軸索内分布との変化を定量評価することができる。 
以上の結果から、軸索ミトコンドリアの in vivo 可視化システムは、動物実験やヒトにおける
緑内障視神経症の進行の検出に応用できる可能性があることを示すこともできた。 

 

 
<引用文献> 
Tsuji T, Murase T, Konishi Y, Inatani M. Optic nerve injury enhanced mitochondrial fission 
and increased mitochondrial density without altering the uniform mitochondrial 
distribution in the unmyelinated axons of retinal ganglion cells in a mouse model. 
International Journal of Molecular Sciences 2023 Feb 22;24(5):4356. doi: 
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YFP-Thy1-mitoトランスジェニックマウスの網膜神経節細胞軸索内のミトコンドリアおよびミト
コンドリア分布のF10共焦点眼底観察システムによる経瞳孔的観察。 (a) イエローフルオレセン
トプロテインの元の眼底画像。黄色の矢印は、(b) で解析された軸索を示している。 (b) F10で
キャプチャされた軸索内で視覚化されたミトコンドリア。黒矢頭は個々のミトコンドリアを示し
ている。 (c)すべてのグラフにおいて、ミトコンドリアの分布が均一であることが示されている。
(d) 軸索内のミトコンドリアの平均密度。グラフに示されている軸索の数を定量化に使用した。

YFP-Thy1-mitoトランスジェニックマウスの網膜神経節細胞軸索内のミトコンドリアおよびミト
コンドリア分布のF10共焦点眼底観察システムによる経瞳孔的観察。 (a) イエローフルオレセン
トプロテインの元の眼底画像。黄色の矢印は、(b) で解析された軸索を示している。 (b) F10で
キャプチャされた軸索内で視覚化されたミトコンドリア。黒矢頭は個々のミトコンドリアを示し
ている。 (c)すべてのグラフにおいて、ミトコンドリアの分布が均一であることが示されている。
(d) 軸索内のミトコンドリアの平均密度。グラフに示されている軸索の数を定量化に使用した。
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