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研究成果の概要（和文）：　加齢性疾患である緑内障に対して、本研究目的は生きたマウス（生体）と培養細胞のイメ
ージングを用いて、軸索輸送と緑内障、加齢の関係を明らかにすることである。
　興味深いことに、我々は二光子励起顕微鏡を用いて、世界に先駆けて哺乳類中枢神経系のミトコンドリア軸索輸送の
生体イメージングを成功した。緑内障モデルマウスでは網膜神経節細胞における細胞死前の軸索輸送減少を検出した。
対照的に、加齢マウスでは、軸索輸送距離の短縮が検出された。培養細胞のイメージングにおいても、軸索傷害後の軸
索輸送障害を示した。本研究により、軸索輸送の生体イメージングが緑内障患者の視野障害の発生、進行を予測できる
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Similar to other neurodegenerative diseases, the incidence of glaucoma increases 
with aging. We used in vivo (living mice) and in vitro imaging of the retinal ganglion cells (RGCs) to 
reveal the disturbances of axonal transport in glaucoma models and age-related changes of axonal 
transport.
 Importantly, we have, for the first time, succeeded in imaging of axonal transport of mitochondria in 
the mammalian central nervous system in vivo. This in vivo imaging of mouse RGCs with a two-photon 
microscope showed that the number of transported mitochondria decreased before RGC death. In contrast, 
with increasing age up to 23-25 months, axonal transport of mitochondria (distance, duration, and duty 
cycle) shortened. Also, in vitro imaging showed the disturbances of axonal transport after laser-induced 
axonal injury. In vivo imaging of axonal transport in RGCs may lead to the prediction of RGC death in 
glaucoma patients.

研究分野： 緑内障
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１．研究開始当初の背景 
（1）加齢性疾患である緑内障の、現在の診
療の問題点は緑内障性視神経症の進行の個
人差が大きく、視野進行の予測が困難である
ことである。緑内障性視神経症の病態は、眼
圧ストレスによる篩状板での網膜神経節細
胞の軸索の絞扼が軸索輸送障害を生じ網膜
神経節細胞の細胞死を引き起こすことであ
る。 
 
（2）そこで我々は生きた網膜神経節細胞の
軸索輸送をライブイメージングすることに
より、各患者の網膜神経節細胞の軸索障害を
細胞死前に検出できる可能性に着目した。特
に我々は、緑内障性視神経症の病態への関与
が示唆されるミトコンドリアの軸索輸送に
注目した。これまで多くの研究でミトコンド
リア軸索輸送は神経細胞の生存に不可欠で
あることが示されてきた。しかし、それらの
研究の多くは培養神経細胞か生体のショウ
ジョウバエ神経細胞を用いた研究であった。
哺乳類ではマウスの末梢神経の生体イメー
ジングが報告されていた。つまり、これまで
哺乳類中枢神経系におけるミトコンドリア
軸索輸送の生体イメージングに成功した例
はなかった。 
 

２．研究の目的 
（1）本研究では、まず網膜神経節細胞をター
ゲットとして、哺乳類中枢神経系におけるミ
トコンドリア軸索輸送の生体イメージングの
確立を目指した（Takihara Y et al. Proc Natl 
Acad Sci USA. 2015）。 
 
（2）確立した網膜神経節細胞のミトコンドリ
ア軸索輸送の生体イメージングを用いて、緑
内障モデルにおいて、どのような軸索輸送障
害が生じるかを検討した（Takihara Y et al. 
PNAS. 2015）。 
 
（3）確立した網膜神経節細胞のミトコンドリ
ア軸索輸送の生体イメージングを用いて、加
齢により、軸索輸送に変化が生じるかを評価
した（Takihara Y et al. PNAS. 2015）。 
 
（4）新規に培養網膜神経節細胞のレーザー誘
発軸索傷害モデルを作成し、軸索傷害後のミ
トコンドリア軸索輸送を検討した（Yokota S, 
Takihara Y et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 
2015）。 
 
３．研究の方法 
（1）神経細胞のミトコンドリアにおいて特
異的にシアン色蛍光タンパク質を発現する
ミトマウスの中から、網膜神経節細胞におけ
る発現レベルが最適なラインを検討した。こ

のミトマウスに二光子励起顕微鏡を用いて、
全身麻酔下、経強膜的に網膜神経節細胞のミ
トコンドリア軸索輸送をタイムラプス法で
撮影した。撮影された画像をメタモルフによ
り解析した。 
 
（2）緑内障モデルとして、マウスの上強膜
静脈をレーザー照射し、トノラボにより眼圧
を測定した。眼圧上昇後の軸索変性をパラフ
ェニレンジアミン染色を用いて評価した。網
膜神経節細胞の細胞死の評価として、抗
Brn-3 抗体によるフラットマウントの免疫染
色を行った。 
 
（3）加齢マウスとして、中年を 12-13 ヶ月
齢、高齢を 23-25 ヶ月齢と定義した。ミトマ
ウスを飼育、維持し、生体イメージングを行
った。得られた結果を成体マウス（4ヶ月齢）
の結果と比較した。 
 
（4）ラット網膜からイムノパンニング法に
より単離培養した網膜神経節細胞に対して、
レーザーにより物理的に軸索を切断した後、
37 度、5%二酸化炭素下にてタイムラプス法で
軸索を撮影した。 
 
４．研究成果 
（1）全身麻酔下、二光子励起顕微鏡により、
生体内で共通の方向へ伸長する個々の網膜
神経節細胞の軸索を網膜各層とともにイメ
ージングできた。次に網膜神経節細胞の軸索
をタイムラプス撮影した結果、血流が保たれ
ていた生理的条件下で、網膜神経節細胞の軸
索内ミトコンドリアの高頻度な順行性、逆行
性輸送を検出した（図 1）。 



 
（2）緑内障モデルとして、レーザー後 2 日
間、眼圧が 30mmHg 台後半まで上昇、術 1 か
ら 2週間後でほぼ正常眼圧に戻るレーザー誘
発高眼圧症モデルを作成した。高眼圧による
軸索障害を評価した結果、対照群と比べて、
レーザー後3日目では軸索本数の有意な減少
はなかったが、レーザー14日後では有意に減
少していた。高眼圧による細胞死を評価した
結果、対照群と比べて、レーザー後 3日目で
はBrn-3陽性細胞の有意な減少はなかったが、
レーザー14日後では有意に減少していた。こ
の緑内障モデルを生体イメージングしたと
ころ、生理的条件下、活動的にミトコンドリ
アが輸送されている軸索がある一方、軸索輸
送が低下している軸索を認めた。軸索輸送さ
れるミトコンドリア数を解析した結果、軸索
100μm あたりに輸送されるミトコンドリア
数が、対照群と比べて、レーザー後 3日目で
は減少していた。しかし、緑内障モデルマウ
スにおいて、輸送時間、輸送距離は減少して
いなかった。 
 
（3）加齢モデルの中年、高齢マウスにおい
ては、対照的に、ミトコンドリア輸送数は減
少していなかったが、ミトコンドリアが軸索
内を輸送される時間、距離、デューティーサ
イクルは月齢依存性に減少していた。加えて、
月齢依存性に、軸索内にミトコンドリアが存
在しない部分の割合の増加、軸索内を輸送さ
れるミトコンドリアの長さの減少を認めた。
さらに緑内障モデルを、成体マウス、高齢マ
ウスのそれぞれで作成し、ミトコンドリア軸
索輸送の動態を比較したところ、成体マウス
に比べて、高齢マウスでは有意にミトコンド
リア輸送数が減少していた。 
 
（4）レーザーマイクロダイセクションの系
を用いた、培養網膜神経節細胞のレーザー誘
発軸索傷害モデルを作成し、培養細胞のイメ
ージングを行ったところ、緑内障モデルの生
体イメージングの結果と一致して、軸索傷害
後のミトコンドリア輸送は減少していた。軸
索傷害し軸索輸送速度が減少後、速度が改善
しなかった細胞では、細胞死が有意に多く生
じていた。 
 
（5）本生体イメージングにより、生理的条
件下、哺乳類中枢神経系での、非常に活動的
なミトコンドリアの軸索輸送が示された。緑
内障モデルマウスの眼圧上昇早期、網膜神経
節細胞の細胞死前に、ミトコンドリアの軸索
輸送数が減少していた。一方、23–25 ヶ月齢
までの加齢では、ミトコンドリアの軸索輸送
数は減少していなかったが、輸送時間、輸送
距離は減少していた。高齢マウスの網膜神経

節細胞は、成体マウスのそれと比べて、眼圧
上昇に対してより脆弱であった。本研究結果
より、緑内障モデルの眼圧上昇早期と加齢マ
ウスにおいては、それぞれミトコンドリアに
異なる現象が生じている可能性が示唆され
た。過去に、加齢マウスの脳内ミトコンドリ
アにおいて、電子伝達系に関わる酵素の活性
低下が報告されている。本研究の加齢マウス
における、ミトコンドリア全体の輸送時間、
距離の低下に、ミトコンドリアによるエネル
ギー産生能低下が関与している可能性が考
えられた。一方、緑内障モデルの眼圧上昇早
期には、軸索障害による、エネルギー消費の
増加が生じていると考えられた。高齢マウス
の眼圧に対する脆弱性は、ミトコンドリアの
エネルギー産生能低下に伴うストレスに耐
える予備能の低下に起因する可能性が示唆
された。 
 
（6）本研究は、哺乳類中枢神経系でのミト
コンドリア軸索輸送の生体イメージング
（Takihara Y et al. Proc Natl Acad Sci USA. 
2015）を世界に先駆けて成功した研究である。
本研究のインパクトとして、加齢によって増
加する緑内障の発症率増加に、加齢に伴うミ
トコンドリアの機能低下が寄与している可
能性が示唆された点、軸索輸送の生体イメー
ジングが緑内障患者の視野障害の発生、進行
予測につながる可能性を示唆した点があげ
られる。今後の展望として、大型動物を用い
た軸索輸送の生体イメージング研究を行い、
軸索輸送の生体イメージングの臨床応用を
目指す。 
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