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研究成果の概要（和文）：視神経軸索保護作用を示すオートファジー誘導体であるAkebia Saponin D (ASD) は
MAPKも抑制する事が報告されている。ウエスタンブロットでTNFによりp-p38、p62共に発現が上昇しそれをASDが
抑制するが、発現上昇のピークがp-p38は硝子体注射1週後に対しp62は1-2週後であることからp38がp62の上流に
存在する可能性が考えられた。p38阻害剤であるSB203580は形態的に軸索保護作用を示しTNFにより上昇したp62
の発現を低下させることから、p38の抑制を介したオートファジーの上昇が軸索保護作用に寄与していると考え
られた。 

研究成果の概要（英文）：Akebia Saponin D (ASD), an autophagy inducer, exert axonal protection in 
optic nerve. A previous report showed that ASD suppress MAPK signals. The result of western blot 
showed that the expression of p-p38 and p62 was significantly elevated by TNF injection and this 
elevation was significantly suppressed by ASD. The peak of p-p38 elevation was 1 week after TNF 
injection, whereas significant elevations of p62 were observed at both 1 and 2 weeks, implicating 
that p-p38 exists upstream of p62. Treatment with ASD can inhibit this pathway, thereby exerting 
axonal protection. 
SB20350, p38 inhibitor showed significant axonal protection in TNF-induced optic nerve degeneration 
model. The result of western blot showed the level of p62 was significantly increased by TNF 
injection. This TNF-increased p62 expression was significantly decreased by SB203580.
These results suggest that inhibition of p38 exerts axonal protection with upregulated autophagy in 
TNF-induced optic nerve damage.

研究分野：緑内障視神経保護

キーワード： オートファジー　ｐ62　p-p38
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研究成果の学術的意義や社会的意義
緑内障患者で薬剤、手術により十分な眼圧下降が得られても視野障害の進行を阻止できない患者には眼圧非依存
性の根本的治療が必要である。緑内障の病態は視神経軸索障害であることは視神経乳頭のリムの菲薄化と一致す
る神経線維層欠損から明らかであり、視神経軸索保護効果を有する様々な治療が期待される。p38は多くの炎症
系疾患に関与しているとされていて、関節リウマチの治療薬としてp38阻害剤が臨床試験まで進んでいる。pヒト
ですでに安全性が確立されたものの中で視神経軸索保護効果を示すものを明らかにできれば、投与経路等も検討
した上で、将来的に緑内障治療の新たな選択肢を見出せる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
緑内障患者で薬剤、手術により十分な眼圧下降が得られても視野障害の進行を阻止できない患
者には眼圧非依存性の根本的治療が必要である。緑内障の病態は視神経軸索障害であることは
視神経乳頭のリムの菲薄化と一致する神経線維層欠損から明らかであり、視神経軸索保護効果
を有する様々な治療が期待される。ある種の緑内障では TNFの関与が指摘されており、我々は
以前TNF誘発視神経障害モデルでオートファジー活性上昇により軸索保護につながることを見
出している(Sase et al., Front Cell Neurosci, 2015)。 
Akebia Saponin D (ASD)は植物から抽出される生理活性物質で、背部痛やリウマチ性関節痛の
治療に対して使用している国もありオートファジー誘導体として知られている。また、PC12細
胞において Amyloid-βによる細胞毒性に対する保護や (Zhou et al., Cell Biol Int, 2009)、 ラ
ットにおいて ASD投与により記憶障害が改善したとの報告がある（Yu et al., Behav Brain Res, 
2012）。そこで視神経においても TNF 誘発視神経障害モデルに対する ASD の作用を検討する
と、オートファジーフラックスのマーカーである p62（上昇により停滞、下降によりフラックス
上昇）は視神経において TNFで有意に上昇し、その上昇を ASD は有意に抑制した。このこと
は ASD がオートファジーフラックスを上昇させることを示している。さらに TNF誘発視神経
障害モデルで ASDの硝子体注射により有意な視神経軸索保護作用が認められた。また、ASDに
よる記憶障害改善のメカニズムにMAPKシグナルの抑制が関与しているのではないかとされて
いる（Yu et al., Pharmacol Biochem Behav.2012）。そこで ASDによる視神経軸索保護効果に
も MAPK シグナルの抑制が関与している可能性が考えられそれについて検討しようと考えた。 
 
 
 
２．研究の目的 
MAPKファミリーのうち p38に注目して TNF誘発視神経障害モデルでの phosphorylated-p38
の発現について検討すると、ラットの視神経において TNF硝子体注射で p-p38の発現は有意に
上昇することが最近確認できた。さらに ASDにより p-p38の発現上昇は有意に抑制される事が
わかった。前述の通り ASDで視神経保護効果が認められており、視神経においても p-p38の抑
制により神経保護に寄与するのではないかと考えている。 
既に視神経挫滅モデルにおいて p38 阻害剤が網膜神経節細胞死を抑制したとの報告があるが
(Katome T et al., Cell Death Differ, 2013)、視神経での p38の発現を検討した報告はない。ま
た p38 阻害により視神経が組織学的に保護されたかどうかの検討も報告がない。オートファジ
ーと p38 の関係はほとんど知られていないが、マウスのパーキンソン病モデルにおいて
rapamycin の新しい誘導体である temsorolimus によって神経保護効果が認められ、さらに
MAPKp38 の発現が有意に抑制されていることが報告されている(Siracusa R et al., Mol 
Neurobiol, 2018)。このことから視神経保護のメカニズムにも MAPKシグナルの抑制とオート
ファジーが関与しているのではないかと考えられる。さらに、p38は多くの炎症系疾患に関与し
ているとされていて、関節リウマチ等で p38 阻害剤が臨床試験まで進んでいる。p38 の抑制に
より視神経軸索保護作用が認められるのであれば、投与経路も検討する必要があるが緑内障治
療の新たな選択肢としての可能性を見出していきたい。 
 
 
３．研究の方法 
ラットを用いて、PBS硝子体注射(＝control群)、TNF硝子体注射群、p-p38阻害剤(SB203580)
単独投与群、TNFと同時 SB203580を投与した群を作成した。神経軸索保護効果の検討を行う
為、各群硝子体注射から2週後に視神経を摘出し、プラスチック切片作成後PPD染色しAphelion 
software で定量化した。各群において硝子体注射から 1 週間後に摘出した視神経をサンプルに
immunoblot でオートファジー関連因子である p62 や LC3 の発現を評価した。各群において
LC3と neurofilamentの免疫染色で軸索内の LC3の immunopositive dotsの評価を行った。ま
た、control群と TNF群では視神経における p-p38と p62の局在を免疫染色で確認した。 
 
 
 
４．研究成果 
p38阻害剤はこれまでに報告されている網膜神経節細胞死を保護するだけでなく、視神経軸索に
も保護効果があることがわかった。以前 TNF による p-p38 と p62 の発現上昇をオートファジ
ー誘導体である ASD が抑制する事を報告しているが、今回 TNF群の免疫染色で神経線維内に
おいて p-p38と p62の局在の一致を認めた。また、ウエスタンブロットでは p-p38と p62の発
現上昇のピークに時間差があることから p-p38 は p62 の上流に存在するのではないかと考えら
れ、p38阻害剤である SB203580を用いて検証した。ウエスタンブロットで SB203580は TNF



による p62 の発現上昇を有意に抑制した。更にオートファジーのマーカーとして知られている
LC3-IIは control群、TNF群共にSB203580投与により発現上昇を認めた。免疫染色でも control
群、TNF 群ともに神経線維内に認められる LC3 の dot が SB203580 投与により増強される結
果を得ることが出来た。 
これらの結果から視神経において p-p38 は p62 の上流に位置し、p38 阻害によりオートファジ
ーを活性化し軸索保護作用につながる事が考えられた。 
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