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研究成果の概要（和文）：網膜神経細胞障害における神経分泌タンパク質であるVGF nerve growth factor inducible 
(VGF)の関与およびその機序を解明することを目的として実施した。VGF活性ペプチドであるVGF588-617 (AQEE30)は小
胞体ストレスによる神経細胞障害に対して保護作用を示し、細胞生存促進因子であるAktのリン酸化亢進作用を示した
。これらのことから、VGFは細胞生存シグナルを活性化することにより神経細胞保護作用を発現していることが示唆さ
れた。さらに、VGFは緑内障モデルマウスの網膜において小胞体ストレスおよびVGFの発現が増加していることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：We performed to clarify the involvement of VGF nerve growth factor inducible (VGF)
, a neurosecretory peptide, in retinal injury.   VGF588-617 (AQEE30), an active VGF peptide, inhibited neu
ronal cell death induced by endoplasmic reticulum (ER) stress, and it increased phosphorylated Akt, a cell
 survival factor.  These data suggest that VGF may protect neuronal cells by activation of cell survival s
ignals.  Furthermore, VGF increased with ER stress in retina of glaucoma model mice. 

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 緑内障は、我が国における中途失明原因の
第 1位を占める失明疾患であり、緑内障の 40 
歳以上の平均有病率は約 5%、20人に 1人の
割合で存在する（多治見スタディー）。しか
し、眼圧下降療法以外に緑内障に対して有効
な治療法は存在せず、眼圧を十分に下降して
も視野障害が進行する患者が多数存在する。
したがって、緑内障の病態解明および直接網
膜神経節細胞を保護するような治療法の開
発が望まれている。近年、アルツハイマー病、
パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症(ALS)
などに代表される神経変性疾患において、神
経細胞内に異常なタンパク質が凝集体を形
成していることが報告され、その神経変性と
小胞体ストレスとの関連性が注目されてい
る。一方、アルツハイマー病患者において高
率に緑内障を発症していることが疫学調査
により明らかにされた。即ち、緑内障の発症
率は健常者で 5％に対してアルツハイマー病
患者の緑内障発症率は 26％であった。これら
の知見から、緑内障とアルツハイマー病、特
に小胞体ストレスの間になんらかの因果関
係があることが推測される。これまで申請者
らは、網膜神経節細胞死における小胞体スト
レスの関与について検討し、それを初めて明
らかにした。一方、網膜神経節細胞死におけ
る小胞体ストレスの関与に着目して研究し
ているのは、申請者ら以外にほとんどいない。 
 さらに申請者らは、小胞体ストレス細胞死
を抑制する化合物を見出すことを目的にマ
ウス由来培養網膜神経節細胞を用いてツニ
カマイシン誘発小胞体ストレス細胞死に対
するスクリーニングを実施した。そのスクリ
ーニングから小胞体ストレス細胞死を抑制
するいくつかの天然成分および化合物を見
出した。そのなかで、抗酸化作用および
Na+/Ca2+ チ ャ ネ ル 遮 断 作 用 を 有 す る 
(2S)-1-(4-amino-2,3,5-trimethyl phenoxy)-3-(4- 
[4-(4-fluorobenzyl)phenyl]-1-piperazinyl)-2-prop
anol dimethanesulfonate (SUN N8075)が最も強
力にその細胞死を抑制することを見出した。
一方、他の抗酸化剤および Na+/Ca2+チャネル
遮断薬には明らかな保護作用は認められな
かった。これらの結果から、SUN N8075の小
胞体ストレスにより誘発される細胞死に対
する保護作用は抗酸化および Na+/Ca2+チャネ
ル遮断作用以外の新規な機序によることが
示唆された。さらに、SUN N8075の保護作用
が網膜以外の細胞においても認められるか
否か確認するために、ヒト由来神経芽細胞腫
(SH-SY5Y)を用いて同様の検討を実施した。
その結果、SUN N8075は SH-SY5Y細胞にお
いても同様にツニカマイシンによる細胞死
を抑制した。そこで、SUN N8075の小胞体ス
トレス細胞死抑制作用の機序について DNA
マイクロアレイを用いた解析を行い、いくつ
かの標的候補分子を同定した。そのなかで、
VGF nerve growth factor inducible (VGF)遺伝
子の発現が SUN N8075 処置単独およびツニ

カマイシン併用下において著明に増加する
ことを見出し、その増加はリアルタイム
RT-PCR解析においても確認された。VGFは
エネルギーバランスの維持および海馬シナ
プスの可塑性への関与が報告されている神
経分泌タンパク質で、神経栄養因子である
Nerve growth factor (NGF)および Brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF)により誘導される
ことが知られている。興味深いことに、発達
過程の外側膝状体において VGFが高発現し、
眼球内へのテトロドトキシン(TTX)投与によ
り網膜から外側膝状体への神経伝達を遮断
することにより外側膝状体の VGF 発現が著
明に低下することが報告されている。したが
って、緑内障の病態進行過程において、外側
膝状体内においても小胞体ストレスの増加
および VGF の発現低下が同時に起こってい
ることが予測される。つぎに、小胞体ストレ
ス細胞死に対する SUN N8075 の保護作用が
VGF の発現を介しているか否かを検討した
ところ、VGF siRNAによる VGF発現抑制に
より SUN N8075 の保護作用はほぼ完全に消
失した。さらに、一過性の VGF 遺伝子導入
によりツニカマイシン細胞死は有意に抑制
された。これらの結果は、SUN N8075の小胞
体ストレス細胞死に対する保護作用が VGF
の発現を介しており、VGFが小胞体ストレス
細胞死抑制作用を有することを強く示唆す
る。 
 
２．研究の目的 
 緑内障に代表される網膜疾患において、そ
の網膜神経節細胞死の機序については十分
に解明されていない。申請者らはその網膜神
経節細胞死に小胞体ストレス負荷を介した
機序が関与しているという仮説に基づき研
究を進め、その網膜障害時に小胞体ストレス
が誘導されることを初めて明らかにした。さ
らに、in vitroスクリーニングにより小胞体ス
トレス細胞死を抑制する新規化合物を見出
し、それらの中で保護作用の最も強力であっ
た化合物の作用機序の解析から、その保護作
用が神経栄養因子により誘導される神経分
泌タンパク質である VGF nerve growth factor 
inducible (VGF)遺伝子の発現を介しているこ
とを明らかにした。本研究ではこれらの研究
を更に発展させ、網膜疾患における VGF の
関与並びにその細胞保護機構の解明および
VGF の新規治療ターゲットとしての可能性
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)正常網膜における VGF の発現および網膜
障害時の変化を検討 
マウス緑内障モデルとして自然発症緑内
障マウス(高眼圧マウス:DBA/2J)および正常
マウス(C57BL/6J) 15ヶ月齢を用いて、網膜に
おける小胞体ストレス因子(GADD153/CHOP）
および VGFの発現を免疫染色またはWestern 
blottingにより検討した。麻酔下に経心的に生
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