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研究成果の概要： 

（１）マウス、ラット眼を用いた緑内障性神経細胞障害の in vitro での解析：各種ストレス（酸化ストレス、

低酸素ストレス、グルタミン酸負荷）による RGC 障害に対する保護作用を各種薬剤（β遮断薬、Bax 

inhibitory peptide、フラボノイド）について検討した。（２）マウス眼を用いた緑内障性神経細胞障害の

in vivoでの解析：網膜神経節細胞（RGC）に特異的蛍光を発するCFPマウスの眼底撮影により網膜細

胞を直接観察し、虚血再灌流による神経細胞死を生体内で評価できた。マウスの加齢に伴う RGC の

自然減少を検討した。（３）マウス及び猿緑内障モデル眼の中枢神経系における機能及び構造の解

析：サル緑内障眼では脳内で障害を受けたマイクログリアに集積する末梢方ベンゾジアゼピンのトレー

サーの集積とc-fos遺伝子の発現などの変化を脳内で検討した。マウスではNMDA投与7日以降に、

対側の LGN において特異的に NeuN 陽性細胞の細胞体の収縮が認められた。（４）金魚とマウスでの

視神経障害時に発現する遺伝子・分子の解析：視神経が再生可能な魚の損傷網膜から再生関連分

子を見つけ、その再生に果す役割を調べると共に視神経が再生できないラットの眼球に導入し、その

再生効果を検証した。IGF-1、プルプリン、トランスグルタミネースといった分子が金魚の視神経再生に

重要な役割を果すことが分かった。これら再生分子の挙動をラット損傷モデルで調べた所、金魚とは

異なり、むしろ活性或いは発現が損傷後速やかに消退・消失した。そこでこれら再生分子をラット網膜

内へ蛋白、遺伝子レベルで導入した所 in vitro、in vivo両面でラットの視神経再生を促進し有用である

ことが証明された。（５）網膜幹細胞、間葉系幹細胞を用いた RGC 再生の検討：網膜幹細胞、間葉系

幹細胞を用いた RGC 再生の検討：骨髄間葉系幹細胞の分泌する因子が、培養されたにおいて視

細胞前駆細胞に保護的に作用することを見いだした。RCSラットにおいて骨髄間葉系幹細胞の
網膜下移植により、形態学的、機能的に網膜変性が抑制されることが判明した。さらに、骨髄

幹細胞が錐体視細胞、桿体視細胞の両方に対して保護効果があることが判明した。 
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１．研究開始当初の背景 
最近、緑内障においては網膜神経節細胞
（RGC）のみならず視皮質に至る中枢にまで不
可逆的な神経病変及びニューロン・シナプス系
の再構築が存在することを示唆する研究結果が
複数報告され、又、視神経切断後に神経が再
生する金魚の視神経再生に関与する多くの分
子や遺伝子を見出されている。これらの結果は
中枢まで及ぶ高次細胞的な影響を及ぼす RGC
障害に対する真に有効な神経保護治療の開
発・評価のためには単科（眼科）的なアプローチ
や従来のマウス、猿、家兎などを用いた研究だ
けでは限界があること、及び、脳神経科学や脳
代謝学などを含めた多方向からの検討や異なる
動物種から得られた知見の応用などが不可欠で
あることが明らかになりつつあった。 
 
２．研究の目的 
新家らがこれまで進めてきた RGCを主たるタ
ーゲットとしたマウス、ラット、家兎及び猿を用い
た研究をより発展させるとともに、魚類を主たる
対象とし RGCを含めた神経細胞の再生に関す
る研究を行ってきた加藤、猿の実験緑内障モデ
ルにおける脳の組織的・機能的変化の検討など
を進めてきた原との共同研究により、RGC障害
を視覚系全体の一次・二次ニューロンやグリア
系を含む高次細胞障害としてとらえ、その機構
を眼科及び神経科学的手法を駆使して多方面
から解明し、それに基づいて RGC－中枢神経
系障害のより有効な神経保護的治療法の確立
し、更に再生医療の可能性につき検討するもの
である。 
 
３．研究の方法 
（１）各種ストレスによる RGC障害に対する保護
作用を各種薬剤について検討した。 
①酸化ストレス負荷に対するβ遮断薬の神経保
護効果 
②酸化ストレス、低酸素、グルタミン酸負荷に対
するHMGCoA合成酵素阻害薬ピタバスタチン
の神経保護効果 
③酸化ストレス、低酸素、グルタミン酸負荷に対
するブリモニジンの神経保護効果 
④グルタミン酸および酸化ストレス負荷に対する
Bax inhibitory peptide の神経保護効果 
⑤イオンチャネル型グルタミン酸受容体を介した
細胞死に対するBax inhibitory peptideの神経保
護効果 
⑥酸化ストレス、低酸素、グルタミン酸負荷に対
するフラボノイドの神経保護効果 
（２）CFP の発現の組織学的検討と眼底カメラに
よる in vivo 経時的 RGC撮影方法 

①視神経挫滅モデルおよび虚血再灌流モデル
による神経細胞死の in vivo 経時的変化 
②経時的 RGC撮影による自然減少率の検討 
（３）マウス及びサル緑内障モデル眼の中枢神
経系における機能及び構造の解析 
（４）網膜神経細胞死における小胞体ストレスの
関与 
（５）金魚の視神経切断網膜と正常網膜とのディ
ファレンシャルハイブリダイゼーション 
（６）網膜幹細胞、間葉系幹細胞を用いた RGC
再生の検討 
 
４．研究成果 
（１）①酸化ストレス負荷による細胞死の形態：酸
化ストレス負荷による細胞死の形態を確認する
ため、負荷後２時間でネクローシス、アポトーシ
スの判別を行った。アポトーシス細胞はコントロ
ール群 17.0±7.7%、酸化ストレス群 22.3±3.6% 、
E-64-d 群 22.0±4.9%、Ca-074 Me群 26.6±
5.5% 、staurosporine 群 40.1±7.1% となり、
staurosporine 群でアポトーシス細胞率が有意に
高かった。 (p<0.05 by Tukey test). cathepsin B 
阻害薬(E-64-d) thiol protease 阻害薬 
(Ca-074 Me) 共に細胞死に影響がなかった。ネ
クローシス細胞はコントロール群、酸化ストレス
群、E-64-d, Ca-074 Me, staurosporine 群それ
ぞれ 14.3±4.9%, 49.6±7.6%, 22.5±4.7%, 21.8
±3.9%, 36.3±13.1%,であった。酸化ストレス群と
staurosporine 群のネクローシス細胞率はコントロ
ール群より有意に高かった。 (p<0.05 by Tukey 
test). E-64-d and Ca-074 Me群のネクローシス
細胞率はコントロール群より有意に低かった
(p<0.05)がコントロール群と差がなかった。従っ
て、酸化ストレスによる細胞死は主にネクローシ
スであることが判明した。②1-2酸化ストレス負荷
による細胞死とβ遮断薬の抑制効果：チモロー
ル：酸化ストレスに対してチモロール無添加群で
のRGC生存率は58.3 ± 5.6%、一方チモロール
添加 1nM, 10nM, 100nM 群ではそれぞれ 62.5 
± 6.2%, 68.4 ± 6.8%, 75.2 ± 6.5%であった 
(n=8). 10nM,100nMのチモロールは有意にRGC
生存率を増加させた(Dunnet test, p<0.01 0̃.05)。
ベタキソロール：酸化ストレスに対してベタキソロ
ール無添加群での RGC生存率は 59.8 ± 4.8%、
一方ベタキソロール添加 10nM, 100nM, 1µM 群
ではそれぞれ 63.2 ± 8.8%, 69.2 ± 8.6%, 71.0 
± 7.2%であった (n=8). 100nM, 1µMのベタキソ
ロールは有意に RGC生存率を増加させた
(Dunnet test, p<0.01 0̃.05)。カルテオロール：酸
化ストレスに対してカルテオロール無添加群、添
加10nM, 100nM, 1μM群のRGC生存率は52.5 
± 9.9%, 53.2 ± 15.3%, 55.0 ± 14.4%, 53.1 ± 



18.5%であった。（n=8）カルテオロールは酸化スト
レスに対して全く効果がなかった。ニプラジロー
ル：酸化ストレスに対してニプラジロール無添加
群での RGC生存率は 57.8 ± 6.2%、一方ニプラ
ジロール添加 10nM, 100nM, 1µM 群ではそれ
ぞれ 63.0 ± 7.2%, 69.3 ± 7.2%, 73.7 ± 7.1%で
あった (n=8). 100nM, 1µM のニプラジロールは
有意に RGC生存率を増加させた(Dunnet test, 
p<0.01 0̃.05)。 
②酸化ストレス、低酸素、グルタミン酸負荷に対
する HMGCoA合成酵素阻害薬ピタバスタチン
の神経保護効果：酸化ストレス負荷１日後、RGC
生存率は、無添加群で 55.８ %、添加群(濃度
10-6、10-7、10-8M)でそれぞれ、74.2%、69.2%、
60.5%であった。10-6、10-7M添加群は無添加
群に比べ有意に生存率が高かった(P<0.05)。酸
化ストレス負荷、低酸素負荷、グルタミン酸負荷
を加えたラット RGCに対し、ピタバスタチンは用
量依存的に生存率を上昇させ、神経保護効果
を有する可能性が示唆された。また、メバロン酸
追加により、ピタバスタチンによる生存率は有意
に低下し、保護効果が消失した。 
③酸化ストレス、低酸素、グルタミン酸負荷に対
するブリモニジンの神経保護効果：酸化ストレス
負荷：酸化ストレス負荷群の細胞生存率は
59.3±4.1%であったのに対し、ブリモニジン 0.01 
M, 0.1 M, 1.0 M 添加群では 61.8±7.1%, 
68.3±6.2% and 79.8±4.7% であり、ブリモニジ
ン 1.0 M 添加群で有意に生存率が上昇した。
(n=7, P=0.845, 0.064 and <0.001 respectively)。
酸化ストレス負荷に効果的な1.0µMブリモニジン
に対するヨヒンビンの効果を検討したところ、ブリ
モニジン単独添加群で有意に生存率が上昇し
たが（P<0.001）ヨヒンビン、ブリモニジン両添加
群は 37.8±5.1%となり、ブリモニジン無添加群と
有意差がなかった。 (P=0.215).  ヨヒンビン単独
添加群（38.4±4.1%） でも有意差がなかった
(P=0.342)。従って、ブリモニジンの酸化ストレス
に対する保護効果はα２受容体を介しているこ
とが判明した。低酸素負荷：低酸素負荷群の細
胞生存率は 52.4±6.2%であったのに対し、ブリ
モニジン 0.01 M, 0.1 M, 1.0 M 添加群で
は 57.6±5.9%, 72.3±9.9% , 77.4±7.7%  であ
り、ブリモニジン0.1 M, 1.0 M添加群で有意
に生存率が上昇した。(n=7, P=0.429, 0.004 and 
<0.001 respectively)。低酸素負荷に効果的な
1.0µM ブリモニジンに対するヨヒンビンの効果を
検討したところ、ブリモニジン単独添加群で有意
に生存率が上昇したが（P<0.001, 図 ）ヨヒンビ
ン、ブリモニジン両添加群はブリモニジン無添加
群と有意差がなかった。 (P=0.9263).  ヨヒンビ
ン単独添加群（38.4±4.1%） でも有意差がなか
った(P=0.9628)。従って、ブリモニジンの低酸素
に対する保護効果もα２受容体を介していること
が判明した。グルタミン酸負荷： 
グルタミン酸負荷群の細胞生存率は
58.2±12.5%であったのに対し、ブリモニジン

0.01 M, 0.1 M, 1.0 M 添加群では 
56.8±11%, 64.5±11%, 80.6±7.7%  であり、ブ
リモニジン 0.1 M, 1.0 M 添加群で有意に生
存率が上昇した。(n=7, P=0.990, 0.564 and 
=0.002 respectively)。グルタミン酸負荷に効果
的な 1.0µMブリモニジンに対するヨヒンビンの効
果を検討したところ、ブリモニジン単独添加群で
有意に生存率が上昇したが（P<0.001, 図 ）ヨヒ
ンビン、ブリモニジン両添加群(51.9±7.4%)はブ
リモニジン無添加群と有意差がなかった。 
(P=0.9263).  ヨヒンビン単独添加群
（58.2±7.7%） でも有意差がなかった(P=0.9628)。
従って、ブリモニジンのグルタミン酸に対する保
護効果もα２受容体を介していることが判明し
た。 
④グルタミン酸および酸化ストレス負荷に対する
Bax inhibitory peptideの神経保護効果：グルタミ
ン酸負荷に対する BIP の濃度依存的細胞死抑
制効果：72 時間 25μM グルタミン酸負荷により、
80.2%であった RGC細胞生存率は、VPTLK10µ
Ｍ添加群、88.4%, 50µＭ添加群92.8%, 200µＭ
添加群 95.7%,と濃度依存的に増加した。VPTLK
添加 50µＭ および 200µＭではコントロール群と
比べ有意に細胞死を抑制した (p<0.05 vs. 
control by Dunnet test). 一方 negative control 
peptide の KLPVTは全く効果がなかった。酸化
ストレス負荷に対する BIP の濃度依存的細胞死
抑制効果：72 時間25μM酸化ストレス負荷によ
り、77.4%であった RGC細胞生存率は、
VPTLK10µＭ添加群、73.7%, 50µＭ添加群
75.7%, 200µＭ添加群 74.7%であり、コントロール
群と比べ有意差がなかった。 また negative 
control peptide の KLPVT も全く効果がなかっ
た。 
⑤イオンチャネル型グルタミン酸受容体を介し
た細胞死に対する Bax inhibitory peptide の神
経保護効果：ラット in vivo における NMDA負荷
による網膜障害に対する BIP の効果：内網状層
の厚みはNMDA群で 23.2 ± 1.9 µm (n=13)、
コントロール群 43.2 ± 2.0 µm (n=12) 、VPTLK
同時投与群、32.0 ± 0.95 µm (n=11)、KLPVT
同時投与群 26.6 ± 1.1 µm (n=7)であり、
VPTLK同時投与により NMDAによる網膜障害
を有意に抑制した (p=0.006 by Dunnett test). 
MK-801 同時投与群では 38.1± 2.4 µm (n=10)
であり、NMDA 群より有意に厚く障害が抑制さ
れていた (p=0.005 by Dunnett test)。NMDA群
での網膜 RGC細胞数は 1746 ± 51/mm2 
(n=10)でありコントロール群より有意に減少した。
(2696 ± 75/mm2, n=10; P=0.004 by Dunnett 
test). NMDAおよびVPTLKまたはKLPVT同時
投与群では 2158 ± 87/mm2 (n=9) または
1813 ± 107/mm2 (n=10)であり、VPTLK同時
投与群では NMDA単独群より有意に多かった
(p=0.003 by Dunnett test, respectively). NMDA
およびMK801 同時投与群では (2372 ± 
82/mm2; n=10)NMDA単独群より有意に多かっ



た (p=0.003, by Dunnett test).従って、VPTLK
はNMDAによる網膜障害を組織レベルでも細胞
数計数でも有意に抑制した。ラット in vivoにおけ
るKinate負荷による網膜障害に対するBIPの効
果：内網状層の厚みはKA群で 19.3± 1.5µm 
(n=13)、コントロール群 40.9 ± 1.5µm (n=12)、
VPTLK同時投与群、33.2 ± 1.8µm (n=13)、
KLPVT同時投与群 21.9 ± 1.1 µm (n=13)で
あり、VPTLK同時投与によりKAによる網膜障害
を有意に抑制した (p=0.004 by Dunnett test). 
DNQX同時投与群では 37.8 ± 1.4 µm; n=9 で
あり、KA群より有意に厚く障害が抑制されてい
た (p=0.003 by Dunnett test)。KA群での網膜
RGC細胞数は 1787 ± 71/mm2 (n=10)でありコ
ントロール群より有意に減少した。(2894 ± 
100/mm2, n=5; P=0.003 by Dunnett test). KAお
よび VPTLK または KLPVT同時投与群では
2488 ± 57.8/mm2 (n=9)または 1798 ± 
66.0/mm2 (n=10)であり、VPTLK同時投与群で
は NMDA単独群より有意に多かった(p=0.003 
by Dunnett test, respectively). KAおよびDNQX
同時投与群では (2711 ± 104/mm2; n=5) KA
単独群より有意に多かった (p=0.003, by 
Dunnett test).従って、VPTLKは KAによる網膜
障害を組織レベルでも細胞数計数でも有意に
抑制した。 
⑥酸化ストレス、低酸素、グルタミン酸負荷に対
するフラボノイドの神経保護効果：酸化ストレス
に対するフラボノイドの効果：酸化ストレス負荷
無添加群の生存率は 42.5%であったのに対し、
Kaempferol 3-o-rutinoside 1nM, 10nM, 100nM
添加群の生存率は 46.5%, 58.3%, 66.3%であった。
Quercetin 3-o-rutinoside 0.01nM, 0.1nM, 1nM
添加群の生存率は 42.6%, 70.2%, 72.7%であった。 
Quercetin 3-o-rhamnoside 10nM, 100nM, 
1000nM 添加群の生存率は 67.4%, 80.0%, 76.5%
であった。Kaempferol 3-o-rutinoside 10nM, 
100nM 添加群,Quercetin 3-o-rutinoside  
0.1nM および 1nM添加群、Quercetin 
3-o-rhamnoside 100nM および 1000nM添加群
は有意に生存率が高かった。 (p<0.05 vs. 
control by Dunnet test, n=10). Kaempferol 
3-o-rutinoside , Quercetin 3-o-rutinoside、
Quercetin 3-o-rhamnoside いずれも酸化ストレ
ス負荷に対して保護効果を示したが、特に
Quercetin 3-o-rutinoside は 0.1nMの極めて低
濃度で効果を示した。低酸素に対するフラボノイ
ドの効果 
低酸素負荷無添加群の生存率は55.0%であった
のに対し、Kaempferol 3-o-rutinoside 0.1nM, 
1nM, 10nM添加群の生存率は 54.3%, 62.3%, 
73.8%であった。Quercetin 3-o-rutinoside 0.1nM, 
1nM, 10nM添加群の生存率は58.4%、64.3% and 
76.7%であった。 Quercetin 3-o-rhamnoside 
10nM, 100nM, 1000nM 添加群の生存率は
56.9%, 72.0% and 76.0%であった。Kaempferol 
3-o-rutinoside, Quercetin 3-o-rutinoside  1nM

および 10nM添加群、Quercetin 
3-o-rhamnoside 100nM および 1000nM添加群
は有意に生存率が高かった。 (p<0.05 vs. 
control by Dunnet test, n=8). Kaempferol 
3-o-rutinoside , Quercetin 3-o-rutinoside、
Quercetin 3-o-rhamnoside いずれも低酸素負
荷に対して保護効果を示したが、特に
Kaempferol 3-o-rutinoside , Quercetin 
3-o-rutinoside は 1nMの低濃度で効果を示した。
グルタミン酸負荷に対するフラボノイドの効果 
グルタミン酸負荷無添加群の生存率は61.8%で
あったのに対し、Kaempferol 3-o-rutinoside 
0.1nM, 1nM, 10nM添加群の生存率は 56.7%, 
69.0%, 77.9%であった。Quercetin 3-o-rutinoside 
0.1nM, 1nM, 10nM添加群の生存率は 68.5%, 
79.5 %, 87.6%であった。 Quercetin 
3-o-rhamnoside 10nM, 100nM, 1000nM 添加群
の生存率は 58.2%, 73.0%, 80.0%であった。
Kaempferol 3-o-rutinoside, Quercetin 
3-o-rutinoside  1nMおよび 10nM添加群、
Quercetin 3-o-rhamnoside 100nM および
1000nM添加群は有意に生存率が高かった。 
(p<0.05 vs. control by Dunnet test, n=10). 
Kaempferol 3-o-rutinoside , Quercetin 
3-o-rutinoside、Quercetin 3-o-rhamnoside い
ずれもグルタミン酸負荷に対して保護効果を示
したが、特に Kaempferol 3-o-rutinoside , 
Quercetin 3-o-rutinoside は 1nM の低濃度で効
果を示した。 
（２）CFP の発現の組織学的検討と眼底カメラに
よる in vivo 経時的 RGC撮影方法 
 
①視神経挫滅モデルおよび虚血再灌流モデル
による神経細胞死の in vivo 経時的変化：in vivo
において、既存の眼底カメラを用いて鮮明な
CFP の蛍光をとらえることができ、RGCを可視化
することができた。（図 A.B）現在の主流は網膜
whole mount 標本を作製して、蛍光顕微鏡で観
察し数を数える方法であるため、今回は同一部
位を撮影したものと比較した(図 C)。B と Cを比
較してわかるように、眼底写真による細胞イメー
ジと whole mount に全く差がないことがわかった。
また、本法では経時的に同一眼同一部位の細
胞を追うことが可能であるために、DEのように一
週間で消失する単一細胞までも確認することが
できた。 
 
②経時的RGC撮影による自然減少率の検討：０
週から４週まで経時的に測定した。モデルマウス
５匹を用いた。コントロール群とくらべ１週間以降
有意に細胞減少していることがわかる。
(p<0.01,paired t-test) 術前を100%とすると、１週
間以降隔週 34.2 ± 7.5%, 24.1 ± 9.1%, 23.0 
± 9.3%, 22.2 ± 8.4% (mean ± S.D., n = 5) 
と減少した。一方コントロール群は変化がなく、 
100.5 ± 4.1%, 100.4 ± 3.5%, 101.4 ± 2.3%, 
100.0 ± 3.0% (mean ± S.D., n = 7) であっ



た。 

（３）マウス及びサル緑内障モデル眼の中枢神
経系における機能及び構造の解析：マウス網膜
組織障害はNMDA投与 1日後から観察され、
その障害の大半は 7日後までに観察された。視
索は NMDA投与 7日後から厚み及び面積に有
意な減少が認められた。NMDA投与7日以降に、
対側の LGNにおいて特異的にNeuN陽性細胞
の細胞体の収縮 (soma size の減少) が認めら
れ、投与90日以降に細胞死が認められた。また、
この LGN領域における神経変性過程において
NMDA投与 7及び30日後にGFAP 陽性細胞
の有意な増加が認められ、BDNF陽性細胞の発
現の上昇が対側のLGNでNMDA投与7、90及
び 90日後に認められた。しかしながら、同側の
LGNにおいて有意な変化は認められなかった。
カニクイサルを用いてレーザー照射による片眼
性慢性眼圧上昇モデルを作成し、処置眼の眼
圧上昇並びに視神経乳頭には緑内障に特徴的
な形態的変化の生じていること形態学的に確認
した。さらに、レーザー照射 4 ヵ月後に屠殺して
脳内で障害を受けたマイクログリアに集積する
末梢方ベンゾジアゼピンのトレーサー
[11C](R)-PK11195）の集積と c-fos 遺伝子の発
現などの変化を脳内で検討した。視覚経路にあ
る外側膝状体において、トレーサーの蓄積、並
びに皮質視覚野において c-fos 遺伝子の発現
上昇が認められた。 
 
（４）網膜神経細胞死における小胞体ストレスの
関与：本研究においては既に確立している In 
vitro（網膜神経節細胞、PC12細胞）及びIn vivo
（網膜神経細胞の病理組織学的評価）のモデル
を用いて、ツニカマイシンまたはNMDAによる神
経細胞における小胞体ストレスの詳細な機序に
ついて明らかにした。ERAI マウスを用いて、網
膜神経障害と小胞体ストレスの関係を個体レベ
ルで経時的に検討した。 
 

 

 
（５）金魚の視神経切断網膜と正常網膜とのディ
ファレンシャルハイブリダイゼーション：金魚の視
神経再生分子として IGF-1、プルプリン、トランス
グルタミネースを見つけた。ラット視神経損傷網
膜では、これら分子は損傷後速やかに発現が減
少した。そこでリコンビナント再生蛋白をラットの
眼球、損傷部位に直接投与またはAAVベクタ
ーを介して投与した所、視神経の再生が促進さ
れた。以上、金魚で見つけた再生分子が哺乳類
にも有用であることが判明した。 
（６）網膜幹細胞、間葉系幹細胞を用いた RGC
再生の検討：骨髄間葉系幹細胞の分泌する因
子が、培養されたにおいて視細胞前駆細胞に
保護的に作用することを見いだした。更に、
骨髄間葉系幹細胞を網膜変性モデルの RCS
ラット網膜下に移植し、組織学的および電気
生理学的に検討したところ、RCSラットにお
いて骨髄間葉系幹細胞の網膜下移植により、
形態学的、機能的に網膜変性が抑制されるこ
とが判明した。さらに、骨髄幹細胞が組織学
的検討および遺伝子発現の検討により錐体
視細胞、桿体視細胞の両方に対して保護効
果があることが判明した。 
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