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研究成果の概要（和文）：軸索内物質として Nmnat1とその下流物質である NADが、TNF-α誘発

視神経障害に先行し視神経内で減少すること、しかしそれらは網膜では変化がないことが判明

した。外因性の NADにより、TNF-αによる軸索数減少は有意に抑制され、microtubulesの構造

も保たれた。NAD により TNF-αによるマイクログリアの活性は有意に抑制された。一方、軸索

の周りのオリゴデンドロサイトの p-CREBと BDNFが軸索保護機構に関わっていることが判明し

た。このように軸索保護機序を軸索側の因子と周りのグリア側の因子から解明した(J 

Neuropathol Exp Neurol, 2009; Acta Neuropathol, 2009)。 

 
研究成果の概要（英文）：The levels of Nmnat1 mRNA and protein and of NAD were 
significantly decreased in the optic nerve but not in the retina in TNF-induced optic 
neuropathy. Exogenous NAD significantly prevented TNF-induced axonal loss and leaded 
to the preserved organization of microtubules. The TNF-induced microglial activation was 
significantly inhibited by NAD treatment. On the other hands, p-CREB and BDNF in 
oligodendrocytes may serve as a protective moderator for optic nerve axons. 
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１．研究開始当初の背景 
緑内障は眼圧上昇等により網膜神経節細胞の
軸索である視神経が障害を起こし、神経節細胞
の細胞体も死に向かう。本邦では眼圧が高くな

い正常眼圧緑内障の頻度が高く、眼圧下降以
外に神経節細胞死をいかに阻止できるかが期
待されている。一方、近年緑内障患者の視神経
乳頭と網膜において、TNF-αと TNF-R1 の発
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現が上昇していると報告されており（Yan et 
al. Arch Ophthalmol, 2000, Tezel et al. 
Invest Ophthalmol Vis Sci, 2001）、緑内障
の病態生理において TNF-αが何らかの役割
を演じていることが示唆されてきた。緑内障
モデルである DBA/2J マウスの網膜神経節細
胞の細胞体死には pro-apoptotic因子である
BAX が関係しているが、その視神経軸索変性
には関係しないことが報告されており
(Libby et al., PLoS Genet, 2005)、細胞体
死と軸索変性の機序は異なると考えられる。
我々はこれまでに、視神経原発の軸索障害モ
デルとして、TNF-α誘発視神経障害モデルを
報 告 し た が （ Kitaoka et al., Invest 
Ophthalmol Vis Sci, 2006）、どのような機
序で軸索変性が神経節細胞死より先行する
のか明らかになっていない。細胞体死と軸索
変性の異なる機序解明がすすめば軸索保護
に有効な経路を発見することにつながり、正
常眼圧緑内障の効果的治療の確立に寄与す
ると考えられる。 
２．研究の目的 
本研究では TNF-α誘発視神経障害モデルを
用 い 、 軸 索 変 性 に 関 与 す る 因 子 を 、
microtubules を含む軸索側の因子と、マイクログ
リアやオリゴデンドロサイトなど周りのグリア側の
因子とそれぞれ明らかにし、軸索保護の観点か
ら革新的な神経保護治療法を確立する。 
３．研究の方法 
(1) TNF-αの硝子体注射

(2) 

 雄性ラットに麻酔下

でTNF-α(10ng)の硝子体注射を2μl施行し、1

日後、1週間後、2週間後、1ヶ月後、2ヶ月後に

眼球を視神経ごと摘出する。コントロールとしてP

BSの硝子体注射を他眼に行う。 
視神経の形態的評価

(3) 

 眼球より2mmの位
置で視神経を切断し、その場所より薄切横断
切片を作製し染色後デジタルカメラで写真
を撮り、コンピューターソフトウェアで軸索
直径別の軸索数を解析する。 

神経節細胞の形態的評価

(4) 

 TNF-α硝子体
注射の 1 週間前にFluorogoldのラベリングを
中脳上丘から施行し、硝子体注射後 2 ヶ月後
に網膜伸展標本を作製し視神経節細胞数を
評価する。 

視神経の分子生物学的評価

(5) 

 ラットの視神
経は眼球付着部から 4mmまでを単離し、軸索障
害に関係するNmnat1、神経栄養因子（BDNF）と
転写調節因子(CREB)の抗体に対するウェスタン
ブロットを行う。また視神経、網膜からTotal RNA
を抽出し、上記に対するプライマーを用い
Real-time PCRでmRNA量を定量する。 

網膜神経節細胞の分子生物学的評価

(6) 

 網
膜はtotal retinaに加えマグネティックビーズ法で
神経節細胞のみを抽出し分子生物学的出来事
を検出する。 

視神経及び網膜の免疫組織学的評価

(7) 

 視
神経、網膜の垂直切片を用い、マイクログリアの

マーカーであるED-1、OX-42、Iba1、オリゴデン
ドロサイトのマーカーであるmyelin basic protein、
軸索のマーカーneurofilament、軸索障害に関係
するNmnat1、更に神経栄養因子（BDNF、NGF）
とその上流の転写調節因子(CREB)に対する抗
体を使用し免疫組織化学染色を行う。 

当該蛋白下流物質の視神経での量

(8) 

 蛋白
の中でもNmnat1 の下流の代謝産物（NAD）
の量をHPLCで視神経、網膜別に測定する。 

当該蛋白の役割in vivo

４．研究成果 

 TNF-α誘発視神
経障害モデルを使用し、当該蛋白に対する
siRNA、AS ODN、decoy、あるいはプラスミドは
electroporationを用いて導入局所の強制発現を
利用し、コンピューターソフトウェアを用いて軸索
数を評価する。 siRNA、AS ODNはCy3 や
Rhodamineで、ベクターやプラスミドはGFPで取り
込みを確認する。それらの当該蛋白の経路によ
っては、activatorやinhibitorとして働くcompound
の軸索保護の有効性も明らかにする。 

まず軸索の周りのグリア側の因子とし
て、TNF-α硝子体注射により、視神経にお
い て 内 因 性 の リ ン 酸 化 cyclic 
AMP-response element binding protein 
(CREB) と Brain-derived neurotrophic 
factor （BDNF)が一過性に上昇することを
確認した。このとき網膜の BDNF の発現に
有意な変化は認められなかった。CRE decoy
オリゴヌクレオチドは p-CREB が CRE 領域
に結合するのを阻害する。このオリゴヌクレ
オチドにより、TNF-αによる視神経におけ
る内因性の BDNF 上昇は有意に抑制された。
オリゴヌクレオチド単独では視神経軸索に
変化は認めなかったが、TNF-αと組み合わ
せることで、TNF-αによる軸索数減少は有
意に増強された。また、CRE decoy オリゴヌ
クレオチドにより内因性 BDNF の上昇は有
意に抑制され、BDNF は下流に存在すること
が明らかとなった。このことより一過性内因
性 p-CREB および BDNF の上昇は、内因性
の保護機構であることが示唆された。外因性
の BDNF は強い軸索保護効果を示したが、
その際 p-CREB と内因性の BDNF を上昇さ
せた。さらに p-CREB も BDNF もその局在
は、視神経軸索ではなく、むしろオリゴデン
ドロサイトであった。つまり外因性の BDNF
の軸索保護効果には、オリゴデンドロサイト
に存在する p-CREB と内因性の BDNF が関
与し、隣接する軸索に働きかけていると考え
られた(Acta Neuropathol, 2009)。このよう
に視神経軸索保護を考えるとき周りのグリ
ア細胞を介する保護経路があることが示唆
された。次に軸索側の因子として、TNF-α硝
子体注射後、視神経においては Nmnat1 
mRNA が 1 日後と 1 週間後に減少し、
Nmnat1 蛋白も 1 週間後には減少していた。
この Nmnat1 は視神経においてはニューロ



 

 

フィラメントと共存していた。網膜において
は神経節細胞と共存しており、この細胞の生
存や死に関与している可能性が考えられた。
しかしながら網膜をサンプルにした mRNA
や蛋白の結果は、いずれも TNF-α 硝子体注
射後 Nmnat1 は有意な変化を認めなかった。
さ らに Nmnat1 の下 流の 因 子で ある
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD)
量を視神経と網膜において HPLC で測定し
た。Nmnat1 の結果に一致して、視神経での
み減少を認め、網膜では減少を認めなかった。
視神経での NAD 減少は１週間で認められ、
Nmnat1 の発現の減少と NAD 量の減少は組
織学的な視神経障害に先行しており、それら
の減少は軸索障害に関与していると考えら
れた。また、外因性の NAD により TNF に
よる軸索減少が有意に抑制された。NAD の
軸索保護効果は電子顕微鏡レベルでも確認
し microtubules の構造も保たれていた。さらに
TNF-αによるマイクログリアの活性は、外因
性 NAD により有意に抑制されたため、NAD
の軸索保護効果にはマイクログリアの活性
抑制が関与していることが示唆された (J 
Neuropathol Exp Neurol, 2009)。さらに他の軸
索側の因子として、thioredoxin1(Trx1)に注
目した。TNF-αにより軸索の Trx1 は減少し、
エストロゲンにより Trx1 は増加、さらに軸
索減少もほぼ抑制された。エストロゲンの軸
索保護効果は Trx1 の抑制により打ち消され
た。このように Nmnat1 のみならず Trx1 も
軸索保護に関与していると考えられた。                          
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