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研究成果の概要（和文）：基礎研究分野については分取した網膜神経節細胞をマイクロアレイ解析したところ、軸索障
害7日後の網膜神経節細胞群は対照群と比較しHO-1が有意に高く発現していた。免疫染色において網膜神経節細胞にHO-
1が発言していることも確認した(Himori et al.J Neurosci Res.2014)
臨床研究においては当院緑内障外来通院中の緑内障患者において酸化ストレスマーカーである尿中8OHdGと視神経乳頭
血流は相関していることを報告した(Himori et al.Graefe's Archive for clinical and Experimental Ophthalmolgy.
 2016)。

研究成果の概要（英文）：We performed retrograde-labeling of these cells with 4Di-10ASP in adult mice 7 
days after NC, purified the RGCs with fluorescence-activated cell sorting. Gene expression in the cells 
was determined with a microarray, and the expression of Ho-1 was determined with quantitative PCR (QPCR). 
The microarray and QPCR analyses showed increased expression of Ho-1 in the post-NC RGCs. 
Immunohistochemistry also showed that HO-1 positive cells were present in the ganglion cell layerafter 
NC.
To evaluate the association between ocular blood flow and biomarkers of systemic oxidative stress, as 
well as the potential of these biomarkers to assess normal-tension glaucoma (NTG). This study included 73 
eyes of 73 patients with NTG.Urinary 8-OHdG were both correlated with tissue-area MBR (P = 0.010, 
respectively).We suggest that systemic oxidative stress is associated with decreased ocular blood flow 
and may be involved in the pathogenesis of NTG.
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１．研究開始当初の背景 
緑内障は、現在日本国内における失明原因第
一位の疾患である。現状では唯一エビデンス
のある眼圧下降治療により視野進行を遅ら
せることが緑内障治療の主流となっている。
しかし治療により眼圧下降が十分得られて
も緑内障が進行する患者がおり、病態に即し
た新しい治療法の開発が望まれている。緑内
障の基本病態は視神経乳頭陥凹に伴う網膜
神経節細胞死であることから、私は神経保護
治療に繋がる研究に着目した。 
実際、視神経軸索挫滅（緑内障病態）モデ
ルでは、酸化ストレスが組織障害によって生
成され、神経節細胞死に関与すること
（Levkovitch–Verbin et al. IOVS. 2000）、緑
内障患者の視神経乳頭にあるアストロサイ
トが酸化ストレスに対してGlutathioneや抗
酸化防御因子の放出を行うこと（Malone et 
al. Exp Eye Res. 2007）を明らかにしたこと
から、酸化ストレスに対する分子メカニズム
を研究することは重要である。上述したよう
に現在行われている眼圧下降治療は限界を
迎えているため、酸化ストレスに対する抗酸
化剤は緑内障治療や発症予防補助の候補と
なりえるか、介入可能な疾患の一つとして考
えられるかを明らかにすることも目的とし
た。 

 
２．研究の目的 
緑内障の基本病態は多くの障害因子による
視神経乳頭陥凹に伴う網膜神経節細胞死で
ある。中でも酸化ストレスの関与が注目され
ている。そこで、緑内障網膜神経節細胞死に
酸化ストレスのどの系が関与しているのか
分取した網膜神経節細胞をマイクロアレイ、
定量 PCR を施行し調べる。また、緑内障患
者の全身性酸化ストレス指標、抗酸化力、眼
科一般検査を施行し、緑内障の発症や進行と
酸化ストレスの関与について検討する。また、
薬剤スクリーニングを通して抗酸化剤の神
経保護作用を検討する。本研究は緑内障にお
ける網膜神経節細胞死について酸化ストレ
スを足掛かりにし、新規神経保護治療（緑内
障治療補助）の開発を目的とする。 

 
３．研究の方法 
＜基礎研究＞ 
10から 12週令のマウス網膜神経節細胞をセ
ルソーター使用して単離し、軸索障害 7日後
における抗酸化酵素の発現変化をマイクロ
アレイ解析、リアルタイム定量 PCR 法によ
って、軸索障害後の神経保護効果を有する抗
酸化酵素を同定する。軸索挫滅後に RGC に
おける抗酸化酵素の一つであるHO-1の局在
を蛍光免疫染色法によって検討した。また、
軸索障害 1、4、7 日後の網膜神経節細胞層
(GCL)のRGCに対するHO-1陽性のRGCの
割合を計測した。蛍光色素で逆行性染色後の
野生型マウスに COPP (HO-1活性剤)を前投
与し、軸索挫滅 7日後の生存 RGC密度を計

測した。 
＜臨床研究＞ 
当院緑内障外来通院中の緑内障患者、対象患
者（白内障、網膜前膜）を対象として尿中の
酸化ストレスマーカー（8-OHdG）、血中の酸
化ストレスマーカー（抗酸化力；BAP test、
酸化ストレス値；d-ROM test）、皮膚 AGE、
レーザースペックルフローフラフィーを用
いて視神経乳頭血流（MBR）を測定する。こ
れらを総合的に比較検討し、緑内障群と対象
群における酸化ストレスマーカー値を比較
検討する。 
 
４．研究成果 
＜基礎研究＞ 
分取したマウス網膜神経節細胞のマイクロ
アレイ解析において軸索障害 7日後の神経節
細胞群は対照群（軸索障害を与えていない
群）と比較し、HO-1 は高く発現していた。
マイクロアレイ解析において軸索挫滅 7日後
の RGC群は対照群と比較すると HO-1は高
く発現し、リアルタイム定量 PCR では軸索
障害 1、4、7日後で有意な上昇を認めた。免
疫染色において無処置状態では GCL に
HO-1 を認めないものの、軸索挫滅 1、4、7
日後のGCLにHO-1のシグナルを確認でき、
また HO-1 陽性細胞の割合は 25、64、84%
と軸索障害後の日数が経つにつれ上昇を認
めた。軸索挫滅 7日後の RGC密度は vehicle
群において 868 ± 252 cells/mm2 に対し、
HO-1 活性剤である COPP 投与群は 1313 ± 
137 cells/mm2と有意な上昇を認め、本研究に
よりHO-1はRGC障害時にRGCにおける発
現増加を惹起し、自己防御として神経保護作
用に貢献する可能性が明らかになった  (J 
Neurosci Res. 2014)。 
＜臨床研究＞ 
私は当院緑内障外来通院中の正常眼圧緑内
障患者（NTG）の酸化ストレスマーカー（尿
中 8-OHdG値、皮膚 AGE）を計測したとこ
ろ、尿中 8-OHdG はコントロール群 (7.49 
±1.40 ng/mg・C)と比較し、NTG群 (9.22 ± 
2.79 ng/mg・C)で有意な上昇を認めた 
(p=0.01)。NTG群ではMBRと尿中 8-OHdG 
(r=-0.30, p=0.01) 、 皮 膚 AGE (r=-0.32, 
p=0.01)が有意に相関した。特に初期 NTG群
ではMBRと尿中8-OHdG(r=-0.49, p=0.006)、
皮膚 AGE (r=-0.38, p=0.03) とより高い相関
を認めることを明らかにしたから（Graefes 
Arch Clin Exp Ophthalmol. 2016）、酸化ス
トレスが眼圧非依存性因子の一つである血
流と関連することを強く示唆する結果を得
ている。 
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