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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症の初期神経病変は不可逆的で水面下で蓄積していくため、長期的には視機能の
障害に直結する。本研究では糖尿病網膜初期神経病変の神経保護・再生促進目的に網膜3次元培養を用いて有効な治療
戦略を模索した。培養液に終末糖化産物（AGEs）を負荷し、同時に栄養因子であるNT-4, HGF, GDNF, TUDCAを付加した
。どの栄養因子も再生を促進したがNT-4が最も再生促進作用が強かった。また、NF-kB・SP1・JNK・p38はAGE負荷で発
現増加し、栄養因子付加でSP1を除いて発現が減少した。SP1のみ持続発現していた。NF-kB・JNK・p38は細胞死に促進
的に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neuronal abnormalities of diabetic retinopathy are irreversible changes and 
accumulated below the surface. These changes are directly related to permanent vision loss. RGC 
neuropathy is a progressive optic nerve neuropathy with RGC death and axonal degeneration in diabetic 
patients. Thus, neuroprotective and regenerative therapies that inhibit the progression of RGC loss and 
axonal degeneration are greatly required. For these purpose, we used three-dimensional collagen gel 
culture of rat retinas. Retinal explants were incubated with AGEs simultaneously supplemented with NT-4, 
HGF, GDNF, and TUDCA. In retinas supplemented with NT-4, the number of regenerating neurites were the 
most among all groups. In addition, immunopositivities of NF-kB, SP1, JNK and p38 were increased in 
retinas incubated with AGEs, and decreased in retinas with AGEs supplemented with neurotrophic factors. 
These results indicate that NF-kB, JNK and p38 are proapoptotic factors in diabetic retinal neurons.

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症の初期病変には血管病変と神
経病変がある。神経細胞死に代表される神経
病変は不可逆的な変化であり、水面下で蓄積
していくため、長期的には視機能の障害に直
結する。神経網膜において最も糖尿病ストレ
スに感受性が高い細胞は網膜神経節細胞
（RGC）であり、網膜レベルでは血管病変の
発症する前から dendrite で構成される内網
状層が障害される。このような軸索や
dendrite を含めた細胞体の障害は RGC 
neuropathy と定義される。その進行のメカ
ニズム解明と神経保護・再生治療の確立が糖
尿病網膜症の進行抑制のために必須となる。
特に軸索保護まで含めた治療では神経栄養
因子が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では神経栄養因子のなかで最も有望
である NT-4 と最近 RGC に保護効果が確認
された HGF, GDNF の他、低分子シャペロン
である TUDCA の神経保護・再生促進作用を
in vitro, in vivo の糖尿病モデルを用いて検
討した。 
 
３．研究の方法 
網膜3次元培養を用いた糖尿病モデルとして、
培養液を正常濃度グルコースと高濃度グル
コースに分ける方法、終末糖化産物 AGEs を
負荷する方法、糖尿病モデルラット網膜を直
接培養する方法がある。網膜をコラーゲンの
ゲルの中に無菌下で包埋し、正常濃度グルコ
ース、高濃度グルコース、糖尿病ラット網膜
を同時に培養し、培養液に NT-4、TUDCA を負
荷した。培養 7日で再生突起数を観察し、次
いで凍結切片を作成しTUNEL染色を施行した。 
また、AGE 負荷モデルでは、低濃度 AGE 負荷
で神経細胞死・再生突起減少が見られること
を確認した（Bikbova et al., 2013）。それ
を踏まえた上で 10 倍の高濃度 AGE を負荷し
たよりシビアな環境において NT-4, HGF, 
TUDCA, GDNF を付加し同時に TUNEL 陽性率・
再生突起数を比較検討した。また、転写因子
である NF-kB・SP1、細胞死関連キナーゼであ
る JNK・p38 の免疫活性も同時に比較検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）低濃度 AGEｓ負荷群では TUNEL 陽性率
は有意に増加し、再生突起数は有意に減少し
た（Bikbova et al., 2013）。高濃度 AGEs 負
荷では TUNEL 陽性率に差は低濃度 AGEｓと差
はなかったが、再生突起数は低濃度 AGEs に
比べて有意に減少した。このことから再生現
象は神経細胞死よりもストレスに鋭敏な現
象であることが示唆された（Bikbova et al., 
2013）。これを踏まえ、高濃度 AGEs 負荷群で
は種々の栄養因子はどれも有意に再生突起
数を増加させた。TUNEL 陽性率は一部の栄養
因子（NT-4，TUDCA など）で有意に陽性率が

減少した。GDNF は TUNEL 陽性率は改善しなか
ったが、再生突起数は有意に増加した。この
ように神経細胞が生存するということと再
生するということは別の現象であることが
わかる。すなわち神経保護と再生促進には別
の戦略の組み合わせが必要であることが示
唆される。また、種々の栄養因子の中で、NT-4
が最も神経保護・再生促進作用が強かった
（Bikbova et al., 2015）。また、NF-kB・SP1
は AGE 負荷で発現が増加したが、栄養因子付
加で NF-kB は発現が低下し、SP1 は持続的に
発現した。NF-kB は神経細胞に proapoptotic
に関与しているが、SP1 持続発現は栄養因子
の神経保護・再生促進作用に重要であること
が示唆された（Bikbova et al., 2015）。ま
た、JNK・p38 の免疫活性は培養 24 時間の早
期において活性増加し、栄養因子付加におい
てその活性は低下した。JNK・p38 はより早期
においてAGE誘導神経細胞死に関与している
ことが示唆された(ARVO2015)。JNK は人糖尿
病網膜の変性神経でも活性が増加しており、
緑内障眼でも活性が確認されている。AGE は
糖尿病網膜症だけでなく、緑内障や加齢黄斑
変性など様々な神経疾患に関与しており、糖
尿病網膜症のみならず、本研究で有用と判明
した栄養因子は様々な網膜神経疾患の治療
に応用可能である可能性が示唆された。 
（２）正常濃度グルコースと高濃度グルコー
ス及び糖尿病ラット網膜ではTUNEL陽性率は
有意に増加し、再生突起数は有意に減少した
（Oshitari et al., 2014）。また NT-4, TUDCA
は神経保護・再生促進作用を呈したが、NT-4
の再生促進作用はTUDCAより有意に高かった。
小胞体ストレスを抑えるだけでは再生には
十分ではないことが示唆された。また、
c-Jun/JNK の免疫活性は NT-4, TUDCA で有意
に減少した。C-Jun/JNK は人糖尿病網膜の変
性神経でも活性化することを確認しており
（Oshitari et al 2013）培養網膜と人糖尿
病網膜の変性神経の細胞死のメカニズムが
一部共通していることが示唆された。このこ
とから培養網膜で神経保護・再生促進作用を
示した薬剤は人においても有用である可能
性が示唆された。 
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