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研究成果の概要（和文）：

G-CSF（Granulocyte Colony-Stimulating Factor）は顆粒球の分化増殖を促進するサイトカインと

して知られている。近年、G-CSF が神経系細胞に抗アポトーシス作用をもつ報告されている。今回、

組織学的、分子生物学的手法を用いて、G-CSF 投与が網膜虚血再還流モデルラットの網膜神経細胞

のアポトーシスを抑制し、神経保護効果を持つことを確認した。その機序の一つとして AKT のリン

酸化の関与が考えられた。

研究成果の概要（英文）：

It has been reported that granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) provides

neuroprotection in models inducing neuronal cell death. The present study was designed to

investigate the effects of G-CSF on neurodegeneration of the inner retinal layer in a rat

model of ischemic-reperfusion (I/R) injury. In conclusion, our results demonstrated that the

systemic injection of G-CSF can protect retinal ganglion cells (RGC) and inner retinal

layers from I/R injury. The effects could be associated with the activation of AKT.
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１．研究開始当初の背景
(1)G-CSF（Granulocyte Colony-Stimulating
Factor）は、造血系細胞に働き顆粒球の分化
増殖を促進したり、骨髄中の造血幹細胞を末
梢へ動員することで知られている。また神経

系細胞に対しても、種々のモデル動物で抗ア
ポトーシス、神経保護作用を有し、機序とし
て G-CSF受容体を介した直接効果であるとい
う報告が多い。
(2)G-CSF 受容体は中枢神経系や網膜に広く
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存在する。
(3)G-CSF は、すでに治療薬として広く使用さ
れており、重大な副作用なく全身投薬が行わ
れている。

２．研究の目的
網膜虚血再還流モデルラットを使用して、
G-CSF 全身投与による網膜の神経保護効果を
検討した。

３．研究の方法
網膜虚血再還流モデルの作成方法
(1)SD ラット雄（7～8週齢）に全身麻酔を施
行した（イソフルランによる吸入麻酔を使
用）。
(2)眼に鎮痛剤と散瞳剤を点眼した。
(3)前房に生食ボトルとリザーバーと繋がっ
た 30G 針を注入して固定した。
(4)ボトルを 150cm に上げて眼圧を 110mmHg
に設定し、眼虚血の状態にした（前眼部、網
膜血管の蒼白化にて確認）。
(5)45 分後に針を抜去して虚血を解除した。
(6)抗菌剤の点眼を施行した。
＊sham operation はボトルを上げず、他は

同じ操作を施行した。

実験プロトコール
(1) グループ分類
Sham+saline ：sham oparation のみの右眼
I/R + saline ：I/R モデル作成＋生理食塩

水の ip
I/R + G-CSF ： I/R モデル作成＋G-CSF

(100μg/Kg/day の ip)
*ip:腹腔内注射

(2) プロトコール
①モデル作成直前に薬剤を腹腔内投与した。
②モデルを作成した。
＊全てのラットの右眼→sham operation

(IOP 正常）
左眼→I/R モデル作成

③翌日から連日 4日間で腹腔内投与した
（生食 or G-CSF)。

④7 日後（or 1 日後）に麻酔下で屠殺した。
⑤両眼の眼球摘出 →以下の検討を行った。
(3) 評価項目
①白血球数‥‥7日後、末梢血 2ｍｌから WBC
数カウントした。
②組織
・結膜上方にマーキングして眼球摘出した。
・メタカルン固定、切片作成後、HE 染色した。
・ホルマリン固定、切片作成後、TUNEL、
免疫染色した。

・視神経を含む矢状断切片作成した。
・イメージングソフトウェアを使用して組織

標本を評価した。
→以下の各検査毎に評価した。

＜HE 染色＞
７日後、視神経乳頭断端から 750～1000μm
の範囲の乳頭の上方と下方の網膜各層を 3回
ずつ測定した（各 6切片）。
ⅰ）測定項目は内網状層～内境界

（IPL-ILM）
内顆粒層（INL)
外顆粒層（ONL)
神経節層（GCL)中の細胞数

ⅱ）評価方法は
IPL-ILM/ONL
INL/ONL
GCL 細胞数

＜TUNEL 染色＞
1 日後と 7日後、視神経乳頭断端から 1mm の
位置の網膜各層中 200μm の範囲の TUNEL 陽
性細胞をカウント乳頭上方と下方の網膜各
層を 3回ずつ測定した（6切片）。
＊測定網膜層は内顆粒層～神経節細胞層

（INL-GCL）
外顆粒層（ONL)とした。

＜p－AKT 免疫染色＞
7 日後、TUNEL と同部位でｐ－AKT 陽性細胞の
局在を検討した。
＊positive control と negative control も
同時に施行した。

③ウエスタンブロット
・7日後、眼球摘出後網膜を単離した。
・各サンプル毎に 10μgの蛋白を抽出、使用

した。
・1次抗体は、p-AKT, AKT, β-actin を使用
した。

・評価方法は p-AKT/AKT、β-actin (コント
ロール）

＊同じ検査を 3 回施行して確認

４(1)研究成果
図 1 末梢血中の白血球数

結果１：G-CSF により術 7 日後、末梢血中白
血球数は G－CSF 群で有意に増加し
た。



図 2 HE 染色後の組織像と評価

結果２：
A)HE 染色
 I/R⁺salineのI/Rモデルのみでは網膜厚の
減少を認め、特に網膜内層の厚さが減少し
ているが、I/R + G-CSF 群では網膜厚が維
持されていた。

B)神経節細胞層中の細胞数
I/R +G-CSF群はコントロール群に比べて有
意に多かった。

C)網膜厚の比率
内網状層～内境界膜と内顆粒層の、外顆粒
層に対する比率はともに I/R +saline 群に
比べて I/R +Ｇ-CSF 群では数値が有意に高
かった。

図 3 TUNEL 染色と評価

結果３：ＴＵＮＥＬ染色では術 24 時間後に

はＴＵＮＥＬ陽性細胞は主に網膜内層にみ

られるのに対して、術 7日後には主に網膜外

層にみられるため、内層と外層にわけてそれ

ぞれ評価を行った。術 24時間後の網膜内層、

術 7 日後の網膜外層、ともに有意に I/R +

G-CSF 群は少ない結果であった。

図 4 ウエスタンブロットと p－AKT免疫染色



結果４：
機序として強力な抗アポトーシスであるＡ
ＫＴパスウェイの関与を調べるためにウェ
スタンブロットにてＡＫＴのリン酸化率を
調べた。

A)ウェスタンブロット
他の群に比較して I/R + G-CSF 群において
p－AKT の発現の増強を認めた。

B）ウェスタンブロットの定量結果
I/R + G-CSF 群は他の群に比べて約 3倍の
高値を示した。

C)p－AKT の免疫染色
陽性細胞の局在をみると、特にI/R +G-CSF
群の神経節細胞層に多くみられた。

４(2)研究成果のまとめ

・網膜虚血再還流モデルラットへの G-CSF 全
身投与は、組織学的に網膜内層の障害を抑制
した。
・網膜虚血再還流モデルラットへの G-CSF

全身投与により、術 1 日目、7 日目の TUNEL
陽性細胞が減少
した。
・術 7 日後の網膜での p-AKT の発現が G-CSF
全身投与群では非投与群よりも 3倍に亢進し
ており、p-AKT 陽性細胞は主に神経節細胞層
に存在していた。

４(3)研究成果の考察

網膜虚血再還流モデルラットへの G-CSF 全身
投与は、組織学的に網膜障害を抑制し、その
機序として、p-AKT を介した抗アポトーシス
効果が考えられた。
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