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研究成果の概要： 
 
マウス・ラットにおける CoCl2（Ｃｏ）の選択的網膜視細胞障害能を詳細に検討し、その細胞

死が apoptosis によるものであることを明らかにするとともに、Ｃｏの至適投与量を決定する

ことにより、視細胞障害モデルを確立し、網膜障害予防・治療の検討に有用であることを明か

にした。視細胞障害発現機序としては、視細胞層へのカルシウムの特異的な集積が観察され、

カルシウム濃度の局在変化によるメカニズムの関与が示唆された。脳虚血モデルに対し有効性

を示すラジカル消去剤ＰＢＮを用い、Ｃｏ誘発障害モデルでの有効性を組織化学的に検討した

ところ比較としたＮＭＤＡ誘発神経節細胞死はＰＢＮにより有意に、用量依存的に抑制された

が、Ｃｏによる障害に対しては改善が認められなかった。このことからＣｏによる視細胞障害

性にはラジカルの関与が否定的である事が示唆された。ＥＲＧ、ＶＥＰへの影響を検討したと

ころ、ＮＭＤＡ同様Ｃｏ投与によりそれらの発生が顕著に抑制された。なお、ＮＭＤＡ投与に

よるＥＲＧの抑制はラジカル消去剤ＰＢＮにより回復が認められたが、Ｃｏによる抑制には回

復は認められなかった。再生治療への応用の目的でマウスＥＳ細胞をＣｏあるいはＮＭＤＡ誘

発網膜細胞障害モデルに移植し、再生治療を試みた。ＥＳ細胞は移植により網膜神経節細胞層

に浸潤するような形で生着し、この生着率はＮＭＤＡ処理後の障害網膜では非処置群に比べ増

加した。さらにこの生着細胞の腫瘍化は methotrexate の併用による制御の可能性が示唆され

た。一方、Ｃｏ障害後へのＥＳ細胞の移植を試みたところ、有意な生着率の増加は観察されな

かった。今後ヒト由来人工多能性幹細胞（iＰＳ細胞）を用いて同様な移植の検討を試みる。 
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１．研究開始当初の背景 

網膜視細胞は眼球の後方に位置し、哺乳類
において唯一の光センサーとして働く。網膜
視細胞は錐体・桿体の２種類の細胞からなり、
視覚において重要な役割を担っている。しか
しながら網膜色素変性症や近年先進国で著
しい増加を示している老人性黄斑変性症、糖
尿病性網膜症、網膜剥離症、網膜循環不全、
緑内障など、遺伝性あるいは後天性の疾患に
より網膜視細胞が障害されると、著しい視力
障 害 を 来 す （ Berson EL, 1993. Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 34, 1659-1676；Kennan 
A, et al. 2005. Trends Genet. 21, 103-110, 
etc）。これらの疾患に対しては、その進行を
遅らせる以外に根本的な治療法がないのが
現状である。 

一方、各種疾患における網膜視細胞の障害
発現やその防御法の確立の研究には実験動
物モデルが必須である。これまでにもいくつ
かの実験動物モデルが開発されてきたが、そ
のほとんどすべてが先天的遺伝子異常モデ
ルであり、現状では十分とは言いがたい。例
えば代表的モデルであるｒｄマウスは rod特
有のホスホジエステラーゼの遺伝的変異を
有し、出生後わずか 1週間で rod細胞に急速
で大規模な細胞死をもたらし(Bowes C, et al. 
1990. Nature. 347, 677-680)、その後 2 カ
月未満で失明にいたる(Jimenez AJ, et al. 
1996. Cell Tissue Res. 284, 193-202)。し
かしながらこのような先天的な遺伝子疾患
モデルでは網膜障害発現後に成熟するため、
成長過程で網膜のみならず生体における物
質代謝異常を引き起こすことが避けらない
という欠点がある。また多くのモデルはマウ
スであり、中動物の使用は困難である。 

我々はすでに培養細胞に虚血状態を引き
起こすと考えられている CoCl2をマウスに眼
内投与することにより、網膜視細胞に極めて
選択的にアポトーシスを伴う細胞死を引き
起こすことを見出し、新しいモデルとして報
告した（Hara A, Niwa M, et al. 2006. Brain 
Res. 1109:192-200), 下図参照）。本モデル
は低分子物質 CoCl2を眼内に投与するという
簡便な方法により、時期を限定して網膜視細
胞障害を発現出来る長所を有している。 ま
たマウスのみならずラットにおいても同様
な障害性を確認している。これは我々が初め
て見出した現象であり、世界的にも他に例が
無い。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では１）マウス・ラットにお
ける CoCl2（Ｃｏ）の選択的網膜視細胞障害

能の細胞死の形態を明らかにしつつ、視細胞
障害モデルとして確立、２）中型実験動物に
おける再現性の検討、３）Ｃｏ誘発性網膜視
細胞障害性の機能面からの検討、４）Ｃｏ誘
発性視細胞障害の防御の検討、５）Ｃｏ誘発
性視細胞障害に対する再生治療の検討を試
みた。 
 
３．研究の方法 
１）網膜障害発現：ddY 系マウス、ならびに
Wistar 系ラットを用い、眼球内にＣｏを注入
し、一定時間後に生理学的および、組織化学
的評価を行った。なお、比較として網膜神経
節細胞を特異的に傷害する NMDA 投与を行
った。 
２）細胞障害性の評価：ＨＥ染色ならびにＴ
ＵＮＥＬ染色による組織化学的手法、ならび
に動物用 ERG 計測システムを用いた網膜電
位（ＥＲＧ）ならびに視覚誘発電位（ＶＥＰ）
測定による生理学的手法により評価した。 
 
４．研究成果 
1) マウスにおけるＣｏの選択的網膜視細胞
障害能を毒性薬理学的に詳細に検討した。Ｃ
ｏによる視細胞障害性をＨＥ染色、ＴＵＮＥ
Ｌ染色にて評価したところ、その細胞死は
Apoptosis によるものであることが明らかと
なった。また経時変化（図１・図３・図４）、
用量作用性（図２）の検討から、最も選択性
が高く発現される至適投与量はマウスでは
10 nmol であることが明らかとなった。同様
にしてラットで検討したところ、ラットにお
ける至適投与量は80 nmolの眼内投与である
ことが明らかとなった（図５）。これらのこ
とからＣｏによる視細胞障害モデルが確立
でき、その障害予防・治療の検討に有用であ
ることが明かとなった。 
 
２）中型実験動物としてウサギを用いて予試
験的に検討した結果、齧歯類と同様な
apoptosis を伴う選択的視細胞障害性が観察
され、種を超えた応用が可能であることが示
唆された。 
 
CoCl2 による網膜視細胞障害モデルを用い、
この細胞障害性の防御・治療を試み、また、
再生治療への応用を試みた。同時に 
 
 

 
図 1． CoCl2の眼内投与によるマウス網膜障
害．濃度依存性の検討．(A) 1, (B) 2, (C) 5, 
(D) 10 , (E) 20 nmol /2 μl CoCl2． 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２． CoCl2（12nmol）の眼内投与によるマ
ウス網膜障害．経時変化． (A, C, E, G, I, 
K) ：ＨＥ染色，(B, D, F, H, J, L) ：TUNEL 
染色． 12 (A, B), 24 (C, D), 48 (E, F) ，
96 時間 (G, H) ，1 週間(I, J) ，2 週間 (K, 
L) 後． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．CoCl2マウス眼内投与後の網膜障害性
の用量－作用曲線． 
RDI ：網膜障害性 INDEX, PDR ：全網膜中の
視細胞選択的障害性の比． TDR：全網膜中の
網膜障害性の比 
 
 
３）Ｃｏ誘発性網膜視細胞障害を機能面から
評価する目的で動物用 ERG 計測システムを
用いた網膜電位（ＥＲＧ）ならびに視覚誘発
電位（ＶＥＰ）測定法の確立を試みた。その
結果、マウスにおいて再現性高くＥＲＧ，Ｖ
ＥＰを測定出来る条件を確立した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４． 図２に基づく網膜障害性経時変化の
定量化．ＲＡＩ（白カラム）：ＴＵＮＥＬ染
色に基づく Apoptosis-index． ＲＤＩ（黒
カラム）：ＨＥ染色に基づく細胞障害性イン
デックス．CoCl2濃度：Ａ,12nmol,Ｂ,18 nmol.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５．CoCl2ラット眼内投与後の網膜障害性
の用量－作用曲線． 
RDI ：網膜障害性 INDEX, PDR ：全網膜中の
視細胞選択的障害性の比． TDR：全網膜中の
網膜障害性の比 
 

これらの条件により予試験的にＣｏをマ
ウスに眼内投与したところ、定性的ではある
が明かな電位の減少が観察出来た。比較とし
て用いたＮＭＤＡによる電位変化も検討し、
良好な電位減少作用が認められた。Ｃｏ，Ｎ
ＭＤＡの両電位変化を比較測定することに
より、予防薬・治療薬の開発に有用な機能面
からの測定系が確率できる。 

 



４）Ｃｏの視細胞障害性発現機序を明らかに
する目的で、細胞内Ｃａ動態の検討を行った。
まず組織化学的な検討として Kossa 染色を
行ったところ、視細胞層に明らかなＣａの沈
着が認められ、Ｃａの局在の変化が示唆され
た。そこで蛍光Ｃａ試薬を用いてＣａ動態の
変動を検討したが、現時点では良好な結果は
得られていない。 

同様な目的で、Ｃｏ投与後の網膜組織標本
を用いて、細胞のＣａ動態に影響を与える低
分子量ＨＳＰ２０ならびにそのリン酸化体
（１６位、５９位）の量的変動を免疫組織学
的に検討したところ、いずれも染色性は観察
されなかった。Ｃｏの細胞障害性におけるＣ
ａの変動に関しては更に検討を続ける。 

 
次いで、Ｃｏ眼内投与による視細胞選択的

障害性の防御、治療を試みた。 
５）我々が既に明らかにした脳虚血モデルに
対し有効性を示すラジカル消去剤ＰＢＮを
用い、Ｃｏ誘発障害モデルでの有効性を組織
化学的に検討した。ＮＭＤＡ誘発神経節細胞
死はＰＢＮにより有意に、用量依存的に抑制
されたが（図６）、Ｃｏによる障害に対して
は改善が認められなかった。このことからＣ
ｏによる視細胞障害性にはラジカルの関与
が否定的である事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６．ＮＭＤＡ眼内投与後の網膜神経節細胞
障害に対する、ＰＢＮの抑制作用． 
 
６）網膜障害性に対するＰＢＮの効果を生理
学的に評価した。ＮＭＤＡ投与によるＥＲＧ
の減弱作用はラジカル消去剤ＰＢＮにより
回復が認められたが、ＣｏによるＥＲＧ抑制
には回復は認められなかった。 
 
７）再生治療への応用の目的でマウスＥＳ細
胞をＣｏあるいはＮＭＤＡ誘発網膜細胞障
害モデルに移植し、再生治療を試みた。ＥＳ
細胞は移植により網膜神経節細胞層に浸潤
するような形で生着し、この生着率はＮＭＤ

Ａ処理後の障害網膜では非処置群に比べ増
加した。さらにこの生着細胞の腫瘍化は
methotrexate の併用による制御の可能性が
示唆された。一方、Ｃｏ障害後へのＥＳ細胞
の移植を試みたところ、有意な生着率の増加
は観察されなかった。今後ヒト由来人工多能
性幹細胞（iＰＳ細胞）を用いて同様な移植の
検討を試みる。 

 
以上の結果から、Ｃｏの選択的視細胞障害

モデルが確立出来た。またこの障害性は種を
問わず発現することが示唆され、さまざまな
種での実験動物モデルの作成が可能であり、
創薬における有用なツールとなる可能性が
ある。さらに本モデルは遺伝子変異を伴うモ
デルと異なり、様々な成長過程でのモデル動
物を簡易に作成できる長所を有している。引
き続き作用機序の解明、障害予防・治療薬の
探索、網膜細胞の幹細胞等を用いた再生など
について検討を加える予定である。 
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