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研究成果の概要（和文）：DNA損傷応答とは、DNAの修復、細胞周期の制御、細胞死の誘導などの生体現象である。本研
究では主に低酸素負荷により網膜神経節細胞死が起きる際、DNA損傷応答に関わるATM, NF-kB, 53BP1, ヒストンH4K20
モノメチル化などの分子が細胞死を抑制していることを初代培養ラット網膜神経節細胞で確認した。さらに、ATM, 53B
P1に関しては、マウスおよびラットの生体内でも確認した。低酸素負荷時に網膜神経節細胞死を抑制するプロスタグラ
ンジンF2α誘導体ラタノプロストはH4K20モノメチル化を促進することが分かった。今後、この特性を考慮した緑内障
性視神経症治療薬の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：DNA damage response (DDR) includes DNA repair, cell cycle checkpoint and apoptosis
. In this study, we showed that under hypoxia, some DDR molecules were involved in retinal ganglion cell (
RGC) death. 53BP1, ATM, NF-kB and mono-methylation of histone H4K20 coordinate primary cultured rat RGC su
rvival in cultured RGC. 53BP1 nuclear foci were decreased in rat optic nerve crush model. Prostaglandin F2
 alpha analog latanoprost prevents RGC death under hypoxia with mono-methylation of histone H4K20 and 53BP
1 nuclear foci. The findings will be useful in development of new therapy for glaucomatous optic neuropath
y.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 DNA 損傷応答は放射線等による障害の際生

物に起こる DNA 修復、細胞周期チェックポイ

ント、細胞死などの反応であり、通常状態で

も自然放射線等によって生体内に日常的に

起きていると考えられている。緑内障は網膜

神経節細胞 (retinal ganglion cell, RGC) 

が主体となる視神経の変性疾患であり、成人

の失明原因としては最も多い疾患の一つで

あるが、眼圧下降の他にエビデンスのある有

効な治療方法は確立されていない。特に、日

本人に多い正常眼圧緑内障では、眼圧降下治

療に反応せず視野障害が進行する症例が少

なからず存在する。 

本研究でDNA損傷応答に注目したのは以下

のような理由からである。まず、アルツハイ

マー病などの神経変性疾患における細胞死

にはDNA損傷が関係していることが指摘され

ている。また、原爆被爆者における正常眼圧

緑内障 (normal tension glaucoma, NTG) が

増加しているという報告もある。さらに、緑

内障患者の遺伝子変異を調査すると、細胞周

期 G1/S チェックポイントに関わる遺伝子が

複数存在する。緑内障の発症進展に DNA 損傷

応答でみられる G1/S チェックポイントの役

割が重要であることが示唆される。このよう

な背景から、研究者らは緑内障の発症進展と

DNA 損傷応答との関係を研究することにした。 

 

２．研究の目的 
 緑内障による失明を防ぐ有効な治療法を

確立するためには、緑内障性視神経障害 

(glaucomatous optic nerve neuropathy, 

GON) の発症、進行における分子メカニズム

の解明が必要である。特に、RGC 死に深く関

わりを持つ分子が確認できれば、治療のター

ゲットとして利用できる。幸い、DNA 損傷応

答に関する研究は、がんの研究者によってひ

ろくおこなわれており、すでに多くの分子標

的に対する製薬が進んでいる。これらを利用

して、これまで治療することのできなかった

進行性の視野障害を抑えることも期待でき

る。DNA 損傷応答に注目して RGC 死の分子メ

カニズムを解明する目的で今回の研究を行

うことにした。 

 
３．研究の方法 
 （１）初代培養ラット RGC における細胞死

と DNA 損傷応答との関係 

まず、これまでに、東京大学医学部眼科学教

室で手技の確立されている初代培養ラット

RGC と種々の擬似的緑内障負荷を用いて、

種々のDNA損傷応答のマーカー分子を免疫染

色を用いて確認した。擬似的緑内障負荷とし

て、低酸素負荷（5％O2、CoCl2添加による擬

似的低酸素）、高圧負荷、酸化ストレス、グ

ルタミン酸負荷を行った。マーカーとして

DNA 損傷マーカーであるγH2AX、8-オキソ-

グアニン、DNA 損傷および DNA 修復マーカー

である 53BP1、KU70、などを利用した。また、

細胞死のマーカーであるアネキシンV陽性細

胞の割合を利用した。この方法で、最も顕著

な影響を観察できたのは、低酸素負荷による

53BP1 のフォーカス減少であった。 

（２）53BP1 フォーカス形成の上流因子の解

析 

次に、53BP1 の上流分子として知られる毛細

血 管 拡 張 性 小 脳 失 調 症 ataxia 

telangiectasia mutatedの原因遺伝子である

ATM の阻害剤を用い、53BP1 のフォーカス形

成、細胞死の頻度等の解析を行った。また、

53BP1 のフォーカスに必須と考えられている

ヒストン H4K20 のメチル化につき、ウェスタ

ンブロットで解析した。また、低酸素負荷時

に細胞死抑制効果があると知られるプロス

タグランジン F2αアナログであるラタノプ

ロスト（キサラタン®）を添加し、ヒストン

H4K20のメチル化、53BP1のフォーカス形成、

細胞死等を解析した。 

（３）動物実験による確認 

さらに、培養細胞で観察された現象を動物

実験でも確認した。低酸素負荷に対応する動



物モデルとしてラット視神経挫滅モデルを

作成した。この眼球凍結切片に対して免疫染

色を行い、RGC における 53BP1 のフォーカス

形成を観察した。また、ATM ノックアウトマ

ウスと CFP-Thy-1 マウスを交配し、RGC が蛍

光を発するマウスを作成し、網膜フラットマ

ウントにおける RGC 数をカウントした。

ATM-CFP－Thy-1マウスは6か月程度でほぼ全

例が死亡するため、さらに長期の観察には

CFP-Thy-1 マウスを交配しない ATM ノックア

ウトマウスを使用することにした。 

 

４．研究成果 

 （１）初代培養ラット RGC における細胞死

と DNA 損傷応答との関係 

 初代培養ラットRGCに対して擬似的緑内障

負荷として、低酸素負荷（5％O2、CoCl2 添加

による擬似的低酸素）、高圧負荷、酸化スト

レス、グルタミン酸負荷を行った。使用した

マーカーはγH2AX、53BP1、KU70、8-オキソ-

グアニンなどである。この方法で、最も顕著

な影響を観察できたのは、低酸素負荷による

53BP1 のフォーカス減少（図１）とグルタミ

ン酸負荷時のγH2AX の増加であった。 

n = 4

図１ 初代培養ラットRGCにおける低酸素負荷時の
53BP1フォーカスの減少
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(２)低酸素負荷による53BP1のフォーカス形

成低下と細胞死増加 

初代培養ラットRGCにおいて低酸素負荷に

よる53BP1のフォーカス減少は低酸素負荷後

24 時間で (1 細胞あたり 0.37  0.09 個)と

常酸素 (0.60  0.12 個)と比較して有意に減

少していた。これとは逆に、細胞死は常酸素

で 45.8  14.5% に対して低酸素で 67.1  

8.8%と有意に増加していた（図２）。同様の

所見は、マウス網膜株化細胞 RGC-5 において

も観察された。 
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図２ 初代培養ラットRGCにおける低酸素負荷
時の細胞死の増加（低酸素負荷４８時間後）
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低酸素負荷と類似した状況をインビボで

再現するために、ラット視神経挫滅モデルを

作成した。視神経挫滅 48 時間後に眼球摘出

し、凍結標本を作製した。免疫染色法にて

53BP1 のフォーカス形成を観察したところ、

シャム手術眼と比較して有意なフォーカス

数の減少が確認された（図３）。 

図３ ラット視神経挫滅モデルにおける53BP1フォー
カス陽性細胞の減少（低酸素負荷４８時間後）
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（２）ATM による RGC 保護機能の解析 

次に、53BP1 の上流因子である ATM の影響

について調べた。ATMの特異的阻害剤KU55933

を添加したところ、常酸素では 53BP1 のフォ

ーカスは減少し、細胞死は増加した。しかし、

低酸素負荷条件ではKU55933の存在とは関係

なく、53BP1 のフォーカスは減少し、細胞死

は増加した。すなわち、低酸素負荷は ATM の

影響とは関係なく53BP1のフォーカス形成と

細胞死に影響を与えることが明らかとなっ

た（図４）。 



図４ 初代培養ラットRGCにおけるATM阻害剤の53BP1
フォーカス（低酸素負荷２４時間後）およびの細胞死への影響
（低酸素負荷４８時間後）
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ATM の RGC 細胞死抑制効果をインビボで確

認するために、ATM ノックアウトマウスの解

析を行った。RGC の表面抗原である Thy-1 に

蛍光物質である CFPが発現する CFP-Thy-1 マ

ウスを ATM ノックアウトマウスと交配して

RGC 減少の有無を調べた。生後 3 か月の ATM

ノックアウトマウスでは、野生型と比較して

RGC 数に差はなかった（図５）。 
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もともと、正常眼圧緑内障は加齢とともに

発症が増加する傾向があるために、さらに高

齢のマウスの解析を行おうとしたが、

ATM-CFP－Thy-1 マウスは生後半年までに死

亡するため、現在 CFP－Thy-1 マウスと交配

しないATMノックアウトマウスを用いた解析

を進めている。 

 

（３）ヒストン H4K20 のモノメチル化と RGC

生存との関係 

53BP1 のフォーカス形成に重要とされる

ヒストン H4K20 のメチル化について調べ

た。ヒストン H4K20 のメチル化に特異的

な抗体（モノメチル、ジメチル、トリメチ

ル）をウェスタンブロットで確認したとこ

ろ、ジメチル化とトリメチル化は低酸素に

よる影響が確認されなかったが、低酸素負

荷後６時間から１２時間でモノメチル化が

53BP1 のフォーカス形成と正の相関をし

て増加減少し、逆に細胞死はモノメチル化

と逆相関した。これらの結果より ATM、 

53BP1 のフォーカス形成、ヒストン

H4K20モノメチル化はいずれもRGCの生

存に正の相関を示すことが分かった。さら

に、低酸素負荷による細胞死を抑制する効

果があるラタノプロストを最終濃度

100nMで細胞培養液中に添加すると、抑制

されていたヒストン H4K20 のモノメチル

化は戻る傾向が示された。同時に、53BP1

のフォーカス低下と細胞死の増加も改善し

た。（図６） 
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これらの結果より、今後 53BP1、ATM、ヒスト

ンH4K20モノメチルなどを中心に緑内障性視

神経症に重要な因子を絞り込んでいくこと

が可能と思われる。また、今回神経保護効果

のメカニズムを一部解明できたラタノプロ

ストについても、今後さらに検討されるべき

である。 
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