
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６６

基盤研究(C)

2014～2012

水素水の網膜神経保護効果と酸化ストレスの定量的評価システムによる解析

Neuroprotective effect of H2 and in vivo redox state recording system of oxidative 
stress

３０４４５８２９研究者番号：

横田　隆（YOKOTA, TAKASHI）

日本医科大学・付置研究所・その他

研究期間：

２４５００８７１

平成 年 月 日現在２７   ５ ２０

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：眼科領域における酸化ストレスの増加は、緑内障や神経変性疾患の病因において重要な役割
を有する。我々は、ラット網膜組織の器官培養系においてペルオキシナイトライトによる酸化ストレスに対する選択的
な水素分子の網膜細胞保護効果を検討した。水素分子は、ペルオキシナイトライトによる網膜細胞のミトコンドリア膜
電位の消失、酸化的損傷およびチロシンのニトロ化を抑え、網膜組織の萎縮や網膜細胞のアポトーシスを抑制した。そ
の結果、水素分子はペルオキシナイトライトを選択的に消去することで、網膜細胞の酸化的損傷に対する神経保護効果
を有することを示唆し、水素分子が緑内障や網膜神経変性疾患の治療に有効である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Oxidative and nitrative processes have an important role in the pathogenesis of 
glaucomatous neurodegeneration. Ｅxposure　of a nitric oxide donor, S-nitroso-N-acetylpenicillamine 
(SNAP) induce neuronal damage independently of peroxynitrite. We cultured rat retinal tissues in an 
organotypic culture system with SNAP, in the presence or absence of Molecular hydrogen　(H2). H2 
suppressed loss of mitochondrial membrane potential and apoptosis in retinal cells. Moreover, H2 
decreased the tyrosine nitration level and suppressed oxidative stress damage in retinal cells. SNAP 
treatment decreased the cell numbers in the retinal cell layer, but the presence of H2 inhibited this 
reduction. These findings suggest that H2 has a neuroprotective effect against retinal cell oxidative 
damage, presumably by scavenging peroxynitrite.
 Thus, H2 may be an effective and novel clinical tool for treating glaucoma and other oxidative 
stress-related diseases.
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１．研究開始当初の背景 
酸化ストレスと関連づけられる眼科疾患

は多く、緑内障、糖尿病性網膜症、加齢黄斑
変性白内障などが代表的疾患である。酸化ス
トレスは強い酸化力をもつ活性酸素種やフ
リーラジカルが過剰に発生することにより
起こる。中でも毒性の高いヒドロキシラジカ
ル (・OH)やペルオキシナイトライト (・
ONOO-)は、特に中枢神経等に悪影響をもた
らすため、消去することが重要である。一方、
一酸化窒素(NO）は網膜神経細胞に対して低
濃度では保護作用を有しており、神経伝達物
質としても機能し、血管の拡張に必須である
(Biosci.Rep., 24,452, 2004）。 

図１ 水素分子は中枢神経障害を引き起こ
す酸化ストレスを選択的に除去する。 

 
気体である水素分子（H2）は、生体内のどこ
にも自由に拡散でき、毒性の高い活性酸素種
を選択的に還元する新しい概念の抗酸化物
質である(図 1)。以前の研究で、H2 分子を溶
解させた H2 水の点眼がラットの虚血‐再還
流によるヒドロキシラジカルを標的とした
急性網膜神経障害の保護に有効であったこ
とを示した (Invest Ophthalmol Vis Sci., 
51,487, 2010）。本研究では、緑内障の代表的
なグルタミン酸 N-メチル-D-アスパラギン酸
受容体刺激に伴いラジカルストレスの誘発
が起こり、網膜組織の NO が活性化し、ミト
コンドリアの呼吸鎖が抑制されて発生した
スーパーオキシド（・O２-）が毒性の強い・
ONOO-に変換されて、徐々に網膜神経細胞
へ障害を与えることが報告されている
(Invest Ophthalmol vis Sci., 40, 2391, 
1999）。そこで・ONOO-による網膜組織傷害
に対する H2 分子の網膜神経細胞保護作用に
ついてラットの網膜組織の器官培養による
ex vivo での検討を行った。また、眼球内の酸
化ストレスを個体レベルで観察する手法は
現在まで開発されていないことからマクロ
レベルでの酸化ストレスの定量的評価が可
能なトランスジェニックマウスを開発する
ことにより、緑内障や白内障などの発症と進
行における眼球内の酸化ストレスの蓄積を
リアルタイムでモニタリングして評価でき
るシステムが開発されれば有効なスクリー
ニング方法に成る。 
 
２．研究の目的 
緑内障は、網膜神経のアポトーシスを伴う

神経変性疾患でその発症機序に酸化ストレ
スが関与することが指摘されている。本研究
では、ex vivo での・ONOO-の暴露による酸
化ストレスが原因で起こる網膜組織の酸化
損傷やアポトーシスに対して、H2分子の選択
的な活性酸素種の除去作用によって、網膜の
神経細胞保護作用を示すことを明らかにす
る。さらに眼球内の酸化ストレスの蓄積と減
少を定量評価できるトランスジェニックマ
ウスを開発する。 
 
３．研究の方法 
（１－１）ラット網膜の単離と器官培養 

SD ラット（7 週齢、雄）の眼球を麻酔下で
摘出後、すぐに網膜神経組織用培地に移して
網膜を傷つけないように眼球から剥離し、視
細胞層側を下にしてまるごと 0.4µmフィルタ
ー付き培養皿上に乗せて一定の早さで培養
液を揺らしつづけることで培地からの栄養
素や O2交換を行い、なるべく in vivo に近い
培養条件下で新鮮さを保った状態での器官
培養を行った（図 2A）。 
（１－２）培地内への・ONOO-の発生と H2
分子の溶解方法 
網膜組織はO2分子にH2分子を溶解させた

(95% H2+5%O2)培地とN2分子を溶解させた
(95%N2+5%O2)培地に別々に培養し、その培
地に S-nitroso-N- acetylpenicillamine
（SNAP）を投与して・ONOO-を発生させ、
37℃の条件下で 1~72 時間培養して比較検討
した。 
（１－３）酸化ストレスに対する網膜細胞保
護作用の評価方法 
①網膜細胞のミトコンドリア機能評価 

培地内の網膜細胞に・ONOO-を暴露させ
た後、ミトコンドリアの膜電位変化検出キッ
ト MitoTMRE と共焦点レーザー顕微鏡によ
るミトコンドリア膜の赤色蛍光を測定する。 
②網膜細胞の病理組織学的酸化ダメージの
評価 

TUNEL アポトーシスキットによる細胞死、 
酸化ストレスマーカー（8-OHdg と４HNE

抗体）による免疫染色およびニトロチロシン
抗体による網膜細胞のニトロ化を測定する。 
 
（２）眼球内の酸化ストレスを時空間的に定
量評価できるトランスジェニックマウスを
開発し、網膜障害の発症と進行における酸化
ストレスの発生と蓄積を随時、モニタリング
する。 
 
４．研究成果 
（１）H2 分子による・ONOO-暴露後の網膜
細胞保護作用 

H2 分子存在下および非存在下で培養して
いる網膜組織に・ONOO-を暴露させた後で
両者の網膜組織を比較すると H2 分子を溶解
した培地での網膜細胞のミトコンドリアの
膜電位の消失が有意に抑制されていた（図
2B,C）。さらに H2分子によって細胞死の減少



と酸化ストレスマーカーの 4HNE と
8-OHdG 陽性細胞の減少が認められた（図 3）。
また、網膜組織に・ONOO-暴露した後、継
時的に網膜細胞のニトロ化を調べた結果、H2
分子によって 24 時間以降の網膜細胞のニト
ロ化が有意に抑制されていた（図 4） 
 

 

図２ペルオキシナイトライトによる暴露と
水素分子による網膜細胞のミトコンドリア
膜電位消失抑制作用 
（A）網膜組織器官培養皿（B）各培養条件下での

網膜細胞のミトコンドリア膜上の共焦点レーザー

顕微鏡による赤色蛍光の観察。 上；ペルオキシ

ナイトライト非存在下のミトコンドリア膜赤色蛍

光像、中；水素分子非存在下のミトコンドリア膜

赤色蛍光像、下；水素分子存在下のミトコンドリ

ア膜赤色蛍光像。（C）各培養条件下での網膜細胞

のミトコンドリア膜電位消失量の比較。 

 

 
図３ペルオキシナイトライトによる暴露と

水素分子による網膜細胞の酸化的損傷の抑

制作用 

（A,B）各培養条件下での網膜組織の TUNEL 染

色とアポトーシス陽性細胞数。（C,D）各培養条件

下での網膜組織の 4HNE 抗体免疫染色とその陽

性細胞数。 （E,F）各条件下での網膜組織の

8-OHdG 抗体免疫染色とその陽性細胞数。 

 

 

図４ペルオキシナイトライトによる暴露と
水素分子による網膜細胞のニトロ化抑制作
用 
（A）各培養条件下での網膜組織のニトロチロシ

ン抗体免疫染色（B）ニトロチロシン抗体陽性の

ニトロ化細胞数（C）H2分子存在下・非存在下
での網膜組織のニトロ化細胞数の継時的変化 

 
（２）生体内の酸化ストレスを定量評価でき
るモデルマウスの開発について 
 roGFP タンパク質は、酸化還元状態により
立体構造中の S-S結合の形成・切断が起こる。
そして S-S結合の有無により立体構想が変化
し、405nm と 480nm 励起波長における蛍光
強度の比率が変化する。この roGFP タンパ
ク質を発現しているトランスジェニックマ
ウスを作製した（図 5a,b）。また、励起波長
の 405nm と 480nm、さら自家蛍光を測定す
るための波長である 450nmのLEDランプや
CCD カメラ、動物麻酔装置等を備えた測定
装置を作製した。細胞内の roGFP タンパク
質は酸化状態と還元状態において 405nm と
480nm で励起した場合の吸光スペクトルが
異なるため、2 つの励起波長による蛍光強度
の比率によって酸化還元状態を示す（図 5c）。
そこで 405nmと 480nmの蛍光強度の比率を
色変換して、roGFP マウスの眼球や各臓器が
肉眼で確認できる画像が得られるようなプ
ログラミングソフトを作製した（図 6a,b）。
この roGFP マウスの組織を酸化剤である過
酸化水素と還元剤である DTT で処理した場
合に酸化還元状態により臓器の色が青色～
赤色に変化していることが示された（図 6c）。
この結果、この roGFP マウスを利用するこ



とで各臓器の酸化還元状態のスクリーニン
グに利用可能であることが示唆された。 

 

 

図５ roGFP マウス作製の原理 
（a）トランスジェニックマウスに導入した遺伝子

を 用 い て 導 入 タ ー ゲ ッ ト を Cytosol と

mitochondria の 2 か所にした 2 種類の roGFP マ

ウスを作製した。(b)roGFP タンパク質の蛍光強

度の測定。(c)酸化と還元状態の roGFP の吸収ス

ペクトルの違い。 

 

 

図６ roGFP マウスの眼球蛍光画像 
(a)405,450,480nm 励起波長で撮影した画像。

(b)405nm と 480nm 励起波長における蛍光強度

の比率をカラー色画像に変換。(c)野生型マウスと

roGFP マウスの組織を過酸化水素と DTT で処理

した際の 405/480nm 蛍光強度の比率をカラー色

に変換した画像。 

 

（３）網膜障害の発症と進行における酸化ス
トレスの発生と蓄積を解析。 
 トランスジェニックマウスの作製に成功
したことから現在、この roGFP マウスを用
いて種々の網膜傷害における網膜組織の酸
化還元状態を解析中である。 
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