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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアComplex I阻害剤ロテノンを使用し、酸化ストレスに脆弱なNrf2ノッ
クアウト（KO）マウス網膜への影響を調べた。RT-PCRではロテノンを投与したNrf2 KOマウス群において、野生
型と比較してGfap、Vimentinの発現上昇を認め、免疫染色ではGFAPのシグナル増強を認めた。野生型と比較し
Nrf2 KOマウスのミュラー細胞の生存率はロテノン存在下で有意に低く、ロテノン30、100 uM下のミュラー細胞
内ROSは有意に増加した。また、ロテノン投与6、24時間後のNrf2 KOマウスのミュラー細胞において神経栄養因
子（Bdnf、Fgf2）の有意な発現上昇を認めた。

研究成果の概要（英文）：We used the mitochondrial Complex I inhibitor rotenone to examine its 
effects in Nrf2 knockout (KO) mice, which are vulnerable to oxidative stress. RT-PCR showed 
increased expression of Gfap and Vimentin in the rotenone-administered Nrf2 KO mouse group compared 
to the wild-type(WT) mice. Immunostaining showed increased GFAP in Nrf2 KO mice than WT mice. The 
survival rate of Muller cells in Nrf2 KO mice was significantly lower under rotenone. ROS level in 
Muller cells of Nrf2 KO mice increased significantly under rotenone 30 and 100uM. Furthermore, there
 is a significant increase in the expression of neurotrophic factors (Bdnf, Fgf2) was in 6 and 24 
hours after rotenone administration.

研究分野： 緑内障

キーワード： 酸化ストレス　ミトコンドリア障害　グリア細胞　Nrf2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化ストレスに脆弱なNrf2 ノックアウト(KO)マウスを用い、ミトコンドリア電子伝達系Complex I阻害剤ロテノ
ンによる酸化ストレスの網膜への影響を検討した。
ロテノン存在下、Nrf2 KOマウスのミュラー細胞では神経栄養因子の発現が増加し、神経保護に寄与することが
示唆された。酸化ストレス下のマウス網膜において、野生型ではKeap1-Nrf2を介した抗酸化機構が働き、一方
Nrf2 KOマウスではグリア細胞において神経栄養因子の発現が増加して神経保護に影響すると考えられ、緑内障
患者における病態解明に役立つことが期待される。

※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。 

緑内障における眼圧非依存的な危険因子として、上記に挙げたもの以外に、女性ホル

モンの影響が報告されている。閉経後の女性は閉経前の女性と比較して緑内障の罹患率

が 2.6 倍高いことが明らかになり、女性ホルモンの減少が緑内障の発症リスクとなる可

能性が指摘されている。過去の報告において、株化ヒトミュラー細胞に対して過酸化水

素水で誘導される細胞死をエストラジーオール(E2)が抑制を示すことが報告されてお

り、このことから、E2が網膜神経節細胞死を抑制するメカニズムとして、ミュラー細胞

を介した経路が存在する可能性も考えられる。IL-6 は代表的な炎症性サイトカインの

一つであり、正常眼圧緑内障患者において血清 IL-6 が増加していること、IL-6 欠損マ

ウスでは軸索切断による網膜神経節細胞死が抑制されることなどから、IL-6 が緑内障

病態に関与していることが示唆されている。 

 

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について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する。 

ミュラー細胞は炎症性サイトカインのソースでもあり、IL-1β刺激で多量の IL-6 を

分泌する。そこで、E2によるミュラー細胞における IL-1β誘導性 IL-6 抑制効果につい



て Nrf2 の関連についてマウス動物モデルを用いて検討し、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 

8 週齢の野生型マウスと Nrf2 KO マウスにロテノン（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、網膜神経節細胞（RGC）

数計測、網膜 RT-PCR、グリア細胞の免疫染色を施行した。生後 5-8 日の野生型及び Nrf2 

KO マウスからミュラー細胞を調製しロテノン（3-100 µM）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 

µM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。 

 また、ミュラー細胞を初代培養し、IL-1β で刺激 24 時間後、培養上清中の IL-6 濃

度を ELISA 法で測定した。神経保護効果を持つと報告されている 17β エストラジオー

ル (E2)と ERB-041（ERβアゴニスト）の IL-6 抑制効果を野生型と Nrf2KO ミュラー細

胞において比較した。 

 

４．研究成果 

野生型・Nrf2 KO マウスともロテノン投与群でコントロールと比べ RGC 数では有意差

を認めなかったが、網膜グリア細胞マーカー検討において RT-PCR ではロテノンを投与

した Nrf2 KO マウス群において、野生型と比較して Gfap、Vimentin の発現上昇を認め

（P=0.02、P < 0.01）、免疫染色では GFAP のシグナル増強を認めた。野生型と比較し

Nrf2 KO マウスの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 µM下のミュラー細胞内 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マウスのミュラー細胞において神経栄養因子（Bdnf、

Fgf2）の有意な発現上昇を認めた (P < 0.05)。 

 E2 0 µMに対する E2 50 µMの IL-1β刺激による IL-6 分泌抑制率は、Nrf2KO ミュラ

ー細胞の方が野生型よりも有意に高かった（7.8 ± 4.7% vs 27.0 ± 3.8%、P < 0.001)。

Nrf2KO のミュラー細胞の方が野生型と比べエストロゲン受容体β(ERβ)の発現は 8.4 

± 3.5 倍と有意に高値であった (P < 0.05)。10 µM ERB-041 下での IL-1β刺激による

IL-6 分泌抑制率は、野生型と比較し Nrf2KO のミュラー細胞では有意に高値であった

(4.9 ± 7.1% vs 15.8 ± 6.4%、P < 0.05)。 

 

 以上により本研究において、眼圧非依存性緑内障患者、特にミトコンドリア障害や酸

化ストレスに脆弱な緑内障症例に対する病態解明につながる結果、ERβを介した緑内障

の新たな治療薬につながる結果を得られたと考えている。 
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