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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症における神経細胞死にはミトコンドリア・カスペース依

存性経路が関与することを網膜器官培養を用いて解析した。また、同時に小胞体ストレス関連

細胞死経路も糖尿病誘導神経細胞死に関与していることを網膜培養及び人糖尿病網膜組織切片

を用いて解析した。このことからミトコンドリア・カスペース依存性経路と小胞体ストレスの

間には分子レベルでのクロストークがあることが示唆された。さらに BDNF, NT-4, citicoline

は糖尿病誘導神経細胞死を救済し再生を促進することを確認した。特に NT-4は糖尿病環境にお

ける神経保護・再生に最も適した神経栄養因子であることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that mitochondria-caspase dependent cell 
death pathways are associated with neuronal cell death in cultured rat retinas under 
diabetic stress. In addition, we have suggested that ER stress-related cell death pathways 
are related to neuronal cell death in cultured diabetic rat retinas and in human diabetic 
retinas. Taken together, our results indicate that there are a molecular crosstalk between 
mitochondria and ER stress cell death pathways in diabetic retinas. Furthermore, BDNF, 
NT-4 and citicoline rescued neuronal cell death and induce neurite regeneration in 
cultured diabetic rat retinas. Especially NT-4 showed the most neuroprotective and 
regenerative effect in damaged retinal neurons of diabetic retinas. 
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１．研究開始当初の背景 

（1） 糖尿病網膜症の初期病変には血管病変
の他に神経病変が関与する。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
視機能の障害に直結する変化である。治療の

最終目的は視機能を保護することでありし
いては神経を保護することである。しかしな
がら糖尿病網膜の神経細胞死のメカニズム
は不明なままであり、糖尿病網膜神経病変の
神経保護・再生戦略確立のためにそのメカニ
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ズム解明は必須の研究課題である。 

 

（2）虚血網膜の神経細胞死に小胞体ストレ
ス（ER stress）が関与することが報告され
ている。ER stress を低分子シャペロンで抑
制する治療戦略はインスリン抵抗性改善な
ど糖尿病病態を改善する効果が糖尿病モデ
ル動物で示唆されており、糖尿病神経病変に
おける ER stress関与の有無を検討すること
は内科的治療戦略との相乗効果を考えると
メリットが大きい。 

 

２．研究の目的 

糖尿病網膜の神経細胞死に ER stress が関与
するかを網膜 3次元培養と人糖尿病網膜組織
切片を用いて解析した。また、糖尿病誘導神
経細胞死に対する神経保護・軸索再生戦略に
有用と思われる神経栄養因子の検討を網膜 3

次元培養で検討した。 

 

３．研究の方法 

（1）生後 7週の SD ラット網膜を 3 次元培養
し、正常濃度グルコース（NG）と高濃度グル
コース環境（HG）で培養した。また、終末糖
化産物（AGE）-BSA 負荷群と非負荷群を作成
し、AGE-BSA の神経細胞死・再生に与える影
響も解析した。さらに STZ誘導糖尿病ラット
（DM）を作成し、その網膜を同様に培養し、
正常ラット培養網膜（NG）と比較検討した。
3 次元培養の方法は、ラットを屠殺後無菌下
で網膜を単離、乳頭から 1.5mmの部位で 0.5mm
四方の網膜切片を作成、type Iコラーゲンの
ゲルに包埋し無血清培養液で 7日間培養維持
した。培養 7 日後に再生突起数を観察し、そ
の後速やかに切片を固定、凍結切片を作成し
た。神経節細胞層(GCL)における TUNEL陽性
率、AIF、caspase-9, caspase-3, PERK, CHOP, 
P-c-JUN, P-JNKの免疫陽性率をそれぞれの群
で比較検討した。また、培養液に BDNF, NT-4, 
citicoline, VEGF120, VEGF164, TUDCA（低
分子シャペロン）を付加し、それぞれの神経
保護作用・再生促進作用を比較検討した。 
 
（2）NDRIより得た年齢をマッチさせた正常
者 5眼、糖尿病患者 5眼の網膜を単離・固定
し、凍結切片を作成した。過去の我々の報告
で Bax, caspase-9, caspase-3の免疫染色と
変性神経のマーカーFluoro-Jade B (FJB)の
同時染色を行い、正常者と糖尿病網膜の GCL
における FJB＋Bax 陽性率、FJB+caspase-9陽
性率、FJB+caspase-3陽性率を比較検討した
が（Oshitari et al. BJO 2008）、今回はさ
らに FJB+c-Fos,FJB+p-c-Jun, FJB+p-JNK陽
性細胞率の比較検討を追加した。 
 
４．研究成果 
（1）NG 群に比べて HG 群や DM 群では GCL に

おける TUNEL陽性率は有意に増加し、再生突
起数は逆に有意に減少した。同様に AGE-BSA
を負荷した群では非負荷群に比べて TUNEL陽
性率は有意に増加し、再生突起数は有意に減
少した。また、 BDNF, NT-4, citicoline, 
VEGF120, VEGF164, TUDCA を付加した群では
TUNEL 陽性率は有意に減少した。このことか
ら VEGF も含めてこれらの因子は糖尿病スト
レス誘導神経細胞死に対して神経保護作用
を発揮することが示唆された。また、BDNF, 
NT-4, citicolineは再生突起数を有意に増加
させることが確認されその中でも NT-4 が最
も再生促進作用が強かった。このことから糖
尿病網膜の神経病変に対しては NT-4 が最も
神経保護・再生促進作用が強いことが示唆さ
れた。 
 
（2）次に糖尿病誘導神経細胞死のメカニズ
ムについてであるが、まず HG 群では
caspase-9, caspase-3の免疫活性が有意に高
く BDNF, NT-4, citicoline はこれらの免疫
活性を有意に抑制した。すでに DM 群で Bax
の免疫活性や蛋白量が増加していることは
過去に確認しており（ Oshitari et al. 
Neurosci Lett 2005）、糖尿病誘導神経細胞
死にはミトコンドリアーカスペース依存性
経路が関与することが示唆された。また、HG
群、DM 群においては PERK, CHOP 免疫活性が
有意に増加しており、NT-4, TUDCA 付加群で
これらの免疫活性が有意に減少したことか
ら、糖尿病誘導神経細胞死には ER stress 関
連細胞死経路も同時に関与していることが
同じシステムで確認された。両者の結果から
糖尿病誘導神経細胞死経路ではミトコンド
リ ア と 小 胞 体 の 間 に 分 子 レ ベ ル で の
crosstalk があることが示唆された。 
 
（3）AGE-BSA 負荷群では caspase-9の免疫活
性の他に、カスペース非依存性経路に関与す
る AIFの免疫活性も増加していることが確認
された。また、NT-4 付加により caspase-9 及
び AIFの免疫活性は有意に抑制された。この
ことから AGE誘導神経細胞死にはカスペース
依存性経路と非依存性経路両者が同時に関
与していることが示唆され、NT-4 はその両方
を抑制することで神経保護・再生促進作用を
発揮していることが確認された。また、この
とき細胞死を誘導した AGE-BSA の濃度は 10 
g/ml と低濃度であり、これはほとんどの糖
尿病患者で全身に循環していると推察され
る濃度であることから AGEによる糖尿病網膜
の神経細胞への影響は予想以上に大きいも
のであることが予想された。 
 
（4）HG 群、DM 群では p-c-Jun, p-JNK 免疫
活性も有意に増加していることが確認され
た。JNK は ER stress の下流で活性化するこ



とが知られており、c-Jun/AP-1は細胞死のシ
グナルをミトコンドリアに伝えることも知
られている。すなわち、c-Jun/JNK 経路はミ
トコンドリア依存性細胞死経路と ER stress
誘導細胞死経路との間に存在する分子レベ
ルでの crosstalkの候補の１つであることが
確認された。 
 
（5）人糖尿病網膜切片を用いた解析ではす
でにミトコンドリアーカスペース依存性経
路が人糖尿病網膜の神経細胞死に関与する
ことを確認しているが、今回さらに c-Fos, 
c-Jun, p-JNKの免疫活性が糖尿病患者の網膜
FJB 陽性細胞で有意に増加していることを確
認した。このことから、網膜 3次元培養の糖
尿病ストレスで誘導される神経細胞死の経
路と人糖尿病網膜の神経細胞死経路には共
通する部分が多いことが示唆された。網膜 3
次元培養で神経保護・再生促進作用を有した
因子は人糖尿病網膜の神経病変に対しても
効果が期待できることを示唆する結果であ
る。よって NT-4や副作用の少ない citicoline、
あるいは低分子シャペロンのような ER 
stress を抑制する薬剤は糖尿病網膜の神経
病変に対して有効に作用する可能性が一連
の研究によって示唆された。 
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