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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性症や緑内障などの病態で認められる視神経節細胞死には，活性酸素種が重要な
役割を果たしていることが示唆されているが，これらの活性酸素種の産生には鉄をはじめとする金属元素が大きな役割
を果たしている．遺伝的網膜色素変性症モデルマウスに鉄キレーターであるdeferasiroxを投与したところ，錐体細胞
数の減少が抑制されることが分かった．ラットの硝子体内にN-methyl-D-aspartic acid（NMDA）を投与することによっ
て誘発した視神経節細胞の傷害に対し，鉄キレーターであるzinc-deferoxamineは保護作用を示すことが明らかとなっ
た．．

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that reactive oxygen species are involved in the mechanism 
of retinal neuronal cell death induced by retinal degenerative diseases, such as retinitis pigmentosa and 
glaucoma. Minor iron elements, such as iron, are involved in generation of reactive oxygen species. In 
the present study, I demonstrated that iron chelators are protective against retinal degeneration in the 
mouse model of retinitis pigmentosa, and that induced by intravitreal N-methyl-D-aspartic acid injection.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 視機能の低下を伴う網膜変性疾患は，直接
的に生命に危険をもたらさないが，私達は外
界からの情報のほとんどを視覚からの入力
に頼っているため，視機能障害は Quality of 
Life（QOL）を大きく損なう原因となる．従
って，網膜変性疾患の克服は，世界的にも非
常に重要な課題の 1つである．  
 網膜色素変性症（RP）は遺伝病の１つであ
り，進行性の視細胞および網膜色素上皮細胞
の変性により視覚障害，ひいては失明を引き
起こす疾患である．現在のところ RPによる
視細胞死を明らかに遅延あるいは停止させ
る有効な治療法は存在しない．現在，動物実
験レベルにおいて，神経幹細胞を用いた再生
医療やウイルスベクターを用いた遺伝子治
療による RPの視覚障害遅延効果が報告され
ており，注目されている．しかし，それらの
多くは原因遺伝子の変異をレスキューした
ものであり，あらかじめ原因遺伝子が不明で
あることが多い RPの治療に際しては，原因
遺伝子によらない遺伝子治療のターゲット
の発見や，それらに加えて有効な薬物の探索
も不可欠である．ヒトの常染色体劣性遺伝型
RP において最も多く変異が認められる遺伝
子の 1つに，ホスホジエステラーゼ 6（PDE6）
の α サブユニットをコードする PDE6A が
あるが，応募者はこの遺伝子に変異を持つ唯
一の RPモデルマウスである nmf363を世界
で初めて同定した．このマウスモデルは
PDE6A の変異に起因する RPの機序解明や
その治療法の開発に非常に有用なツールで
ある．nmf363 で見られる視細胞死には
NADPHオキシダーゼ由来の活性酸素が関与
していることが応募者の研究により明らか
になりつつあるが，網膜変性の機序を解明す
るためにはまださらに詳細な検討が必要で
ある． 
 これまで，応募者は上述の通り，グルタミ
ン酸神経毒性に基づいた実験的緑内障モデ
ルを用い，神経保護薬の探索を行ってきた．
しかし，基礎研究の結果から大いに期待され
た NMDA 受容体拮抗薬のメマンチンの緑内
障を対象とした臨床試験が失敗に終わった
（ ア レ ル ガ ン 社 ホ ー ム ペ ー ジ 
http://agn.client.shareholder.com/releasede
tail.cfm?ReleaseID=290764）ことから，応
募者は緑内障による視神経細胞死がグルタ
ミン酸神経毒性だけでは説明できないので
はないかと考えるようになった．近年，神経
組織に含まれている微量金属元素と脳神経
変性疾患との間の関係が注目されている．例
えば，鉄，銅，亜鉛およびアルミニウムは，
アルツハイマー病との関係が示唆されてい
るβアミロイドオリゴマーの形成を促進す
ることが知られている．アルツハイマー病や
パーキンソン病の患者は緑内障になりやす
い（Bayer AU., Am J Ophthalmol. 133:135–
137, 2002）ことや，βアミロイドオリゴマー
が視神経毒性を示すこと（Walsh DT et al., 
Neurobiol Dis. 10:20-27, 2002）が報告され
ていることから，応募者は緑内障で認められ
る視神経細胞死に対しても微量金属元素が
何らかの役割を果たしているのではないか
と考えた．また，上述の nmf363における視
細胞死や，糖尿病モデル動物で認められる視

神経節細胞死には，スーパーオキシドやパー
オキシナイトライトなどの活性酸素種が重
要な役割を果たしていることが示唆されて
いるが，これらの活性酸素種の産生には鉄を
はじめとする金属元素が大きな役割を果た
している．さらに，最近生体試料中の微量金
属含量を比色法で簡便かつ正確に測定でき
るキットが発売され，少量の組織や細胞に含
まれる微量金属の含量を測定できるように
なった．以上のような経緯で，応募者は，1）
各種変性網膜疾患モデルにおける神経細胞
死と微量金属元素との関係を詳細に解析す
ることによって，視神経細胞死のメカニズム
を追求すること，2）1）の研究を踏まえて，
微量金属元素含量の変化という新しい観点
を考慮した，より適切な網膜変性疾患モデル
動物を作製することにより臨床に応用可能
な視神経細胞保護薬の探索が可能となる，と
の考えから本研究を着想した． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，網膜電図による視機能の
客観的評価と，病理学的，免疫組織化学的お
よび生化学的手法を組み合わせることによ
り，各種網膜変性疾患モデル動物の網膜にお
ける微量金属元素含量に変化を与えた際に
神経網膜に起きる変化，例えば，視神経節細
胞や視細胞の数および機能の変化を解析す
ることである． 
 
３．研究の方法 
[1] RP マウスモデルにおける鉄キレート化
合物 deferasiroxの錐体細胞保護効果 
 研究目的に述べたように，網膜変性疾患に
おける視神経細胞死に微量金属元素が関与
している可能性が考えられるが，今のところ
そのような報告は全くない．本研究では上記
RP モデルマウスの視細胞死と微量金属元素
との関係を明らかにするために，PDE6 の α
サブユニットをコードする Pde6a に変異を
持 つ RP マ ウ ス モ デ ル 
C57BL/6J-Pde6anmf363/nmf363 を用い，鉄キレ
ート化合物である deferasirox が網膜色素変
性症により引き起こされる視細胞死に与え
る影響を検討した．生後 18日から 38日にか
けて，マウスに 20 mg/kg deferasiroxを 1日
2 回腹腔内投与した．薬物投与終了日に，網
膜電図を測定して網膜機能の客観的評価を
行い，その後眼球を摘出した．1 つの眼球を
固定後，パラフィン包埋し，薄切組織切片を
作成し，視細胞の脱落をH-E染色を行った組
織切片で評価した．また，酸化ストレスマー
カーである 8-OHdG を特異的抗体により免
疫組織化学によって検出した．もう 1つの眼
球からは網膜を剥離し，錐体細胞を Alexa 
Flour 488 標識ピーナッツアグルチニン
（PNA）で特異的に染色し，錐体細胞数を計
測した．以上の項目に関して，deferasirox
を投与した群と溶媒を投与した群とを比較
し，deferasiroxに視細胞保護作用があるかど
うかを機能的かつ組織学的に検討した． 
[2] ツニカマイシン誘発視細胞死に対する
鉄キレート化合物 deferasiroxの保護効果 
 RP において認められる視細胞死に小胞体
ストレスが関与している可能性が指摘され
ている．小胞体ストレスを惹起することが知



られているツニカマイシンを硝子体内投与
すると視細胞が特異的に脱落することが報
告されている．本研究ではツニカマイシン誘
発視細胞死と微量金属元素との関係を明ら
かにするために，deferasiroxがツニカマイシ
ンにより誘発される視細胞死に与える影響
を検討した．7 週齢の SD 系雄性ラットの片
眼の硝子体内に，0.3 µg/eyeのツニカマイシ
ンを投与し，視細胞死を惹起した．反対眼は
対照とした．5 nmol/eye deferasiroxはツニ
カマイシンと同時に硝子体内投与した．硝子
体内投与 7日後に，網膜電図を測定して網膜
機能の客観的評価を行い，その後眼球を摘出
した．眼球を固定後，パラフィン包埋し，薄
切組織切片を作成し，視細胞の脱落をH-E染
色を行った組織切片で評価した．以上の項目
に関して，deferasiroxを投与した群と溶媒を
投与した群とを比較し，deferasiroxに視細胞
保護作用があるかどうかを機能的かつ組織
学的に検討した． 
[3] NMDA誘発視神経節細胞死に対する鉄キ
レート化合物 Zn-deferoxamineの保護効果 
 緑内障眼で認められる視神経節細胞死に
グルタミン酸興奮毒性が関与している可能
性が指摘されている．本研究ではグルタミン
酸興奮毒性と微量金属元素との関係を明ら
かにするために，Zn-deferoxamineのNMDA
誘発視神経節細胞死に対する影響を検討し
た．7 週齢の SD 系雄性ラットの片眼の硝子
体内に，200 nmol/eyeの NMDAを投与し，
視神経節細胞死を惹起した．反対眼は対照と
した．30 mg/kg Zn-deferoxamineを NMDA
投与 15 分前とそれ以降 2 日おきに腹腔内投
与した．NMDA 投与 7 日後に，眼球を摘出
し，固定後，パラフィン包埋し，薄切組織切
片を作成した．視神経節細胞の脱落はH-E染
色 を 行 っ た 組 織 切 片 で 評 価 し ，
Zn-deferoxamineを投与した群と溶媒を投与
し た 群 と を 比 較 す る こ と で ，
Zn-deferoxamineに視神経節細胞保護作用が
あるかどうかを組織学的に検討した． 
４．研究成果 
[1] RP マウスモデルにおける鉄キレート化
合物 deferasiroxの錐体細胞保護効果 
 HE 染色標本を用いた評価により，
deferasiroxは，P21から P33にかけて外顆
粒層（ONL）の脱落，すなわち視細胞の脱落
を有意に抑制した． 
 網膜whole mount標本をPNA染色したと
ころ，deferasiroxは，P38において錐体細胞
の脱落を抑制することが明らかとなった． 
 明順応下網膜電図を測定したところ，
deferasiroxは，P33において，b波の振幅の
減少を抑制することが明らかとなった．  
 抗 8-OHdG 抗体を用いた免疫組織化学に
よって，deferasiroxは，P25において酸化ス
トレスを軽減する傾向があることが明らか
となった. 
 [2] ツニカマイシン誘発視細胞死に対する
鉄キレート化合物 deferasiroxの保護効果 
 HE 染色標本を用いた評価により，
deferasirox は，ツニカマイシン投与 7 日後
における外顆粒層（ONL）の脱落と，視細胞
内節および外節の長さの減少を有意に抑制
した． 
 暗順応下網膜電図を測定したところ，

deferasirox は，ツニカマイシン投与 7 日後
における a波と b波の振幅の減少を有意に抑
制することが明らかとなった． 
[3] NMDA誘発視神経節細胞死に対する鉄キ
レート化合物 Zn-deferoxamineの保護効果 
  Zn-deferoxamine は， NMDA 投与 7 日
後における視神経節細胞層（GCL）に存在す
る神経細胞の脱落を有意に抑制した．  
 TUNEL染色により，Zn-deferoxamineは，
NMDA投与 24時間後において，アポトーシ
スをおこした細胞を減少させることが示さ
れた． 
 抗 8-OHdG 抗体を用いた免疫組織化学に
より，Zn-deferoxamineは，NMDA投与 24
時間後における酸化ストレスを軽減してい
ることが示唆された． 
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