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要 約

網膜色素変性，網膜剥離，加齢黄斑変性，緑内障など

数多くの難治性眼科疾患において，網膜神経細胞のアポ

トーシスが大きな役割を果たしていることが明らかとな

ってきた．アポトーシスは，「死のメッセージ」発現を

伴う能動的な細胞死であり，そのため，その「死のメッ

セージ」を同定し，発現を阻害すれば，網膜神経細胞死

を阻止できる可能性がある．

本研究では，まずラット網膜虚血・再潅流障害モデル

を用いて，このモデルが網膜神経細胞のアポトーシスの

モデルとして使用できることを確認した．次いで，

DNAマイクロアレイ法を用いてこのモデルにおける

「死のメッセージ」の系統的解析を試みた．DNAマイク

ロアレイ法では総数で約 の遺伝子の発現変動が認め

られた．それらの遺伝子群は， 転写因子群， 細胞

周期関連遺伝子群， 活性酸素消去系遺伝子群， 分

子シャペロン遺伝子群に大別された．これらの遺伝子群

の網膜虚血・再潅流障害における意義について検討を加

えた．さらに，網膜の神経細胞がその種類を問わず均一

な「死のメッセージ」を発現するのか，それとも細胞の

種類が異なれば異なった「死のメッセージ」を発現する

のかを検討した．

その結果，ラット網膜虚血・再潅流モデルでは，再潅

流時に発生する活性酸素によって生成される過酸化脂質

が引き金となってアマクリン細胞に転写因子である c-

Junと細胞周期関連遺伝子である cyclin D の発現が起

こり，細胞周期回転が G 期で頓挫することが細胞死の

一つのメカニズムであることがわかった．一方，水平細

胞では，細胞周期回転を阻害する p が発現してお

り，この細胞は，アポトーシスではなく，ネクローシス

で死んでいくことがわかった．このように，網膜の神経

細胞の種類が異なれば，同一の障害に対しても異なった

「死のメッセージ」を使用して細胞が死んでいくことが

明らかとなった．また，アポトーシスの抑制は，ネク

ローシスにつながる可能性があることがわかった．した

がって，アポトーシスを抑制するのであれば，その経路

のできるだけ上流での抑制が理にかなっているというこ

とになる．実際，網膜・虚血再潅流障害における神経細

胞死を上流でブロックすると考えられる内因性活性酸素

消去剤である thioredoxinには，網膜神経保護作用が

あり，thioredoxinを投与するとアマクリン細胞に認め

られた c-Jun，cyclin D の異常発現は抑制された．

次に，一般に細胞死に大きな役割を果たしているとさ

れている caspaseと網膜神経細胞死の関係についてラ

ット網膜虚血・再潅流モデル，遺伝性網膜変性を発症す

る RCSラットについて検討し，caspase- 遺伝子をも

たない caspase- knockout mouseの光障害について研

究した．また，アポトーシス抑制遺伝子の代表である

Bcl-xLの RCSラット網膜変性に対する神経保護作用

を adeno-asssociated virusを用いた遺伝子治療が可能

であるかを検討した．網膜視細胞層では caspase- が，
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came apparent that different types of neurons use
 

different“death messages”.Furthermore,the possi-

bility that inhibition of a “death message”some-

times induces necrosis rather than apoptosis was
 

shown.This means that we need to try inhibition of
 

the death mechanism upstream rather than down-

stream. Administration of thioredoxin, an endo-

genous reactive oxygen species that blocks genera-

tion of lipid peroxides and thus inhibits the death
 

process upstream,was found to be neuroprotective
 

against retinal ischemia-reperfusion injury. Aber-

rant expression of c-Jun and cyclin D was down-

regulated by the treatment.

Possible roles of caspases were also studied by
 

using the ischemia-reperfusion injury,RCS rat,and
 

excessive light exposure damage in wild type and
 

caspase- deficient mice.Also,application of adeno-

associated virus that carries Bcl-xL was tested to
 

find possible neuroprotective effects on RCS rats.

Our studies showed that caspase- played a more
 

important role in the retinal photoreceptors and
 

caspase- was important in neurons in the inner
 

nuclear layer. Caspase- was found to be a major
 

caspase in the retinal ganglion cell layer. In agree-

ment with the findings, caspase- deficient mice
 

showed less prominent light damage than wild type
 

mice. Gene therapy by Bcl-xL was effective to
 

protect retinal photoreceptor damage in RCS rats.

(J Jpn Ophthalmol Soc ： ― , )

Key words：Retina,Neuronal cell death,Apoptosis,

Neuroprotection,DNA microarray an-

alysis,Transcription factors,Cell cycle-

related genes,Reactive oxygen species,

Lipid peroxides,Caspase

 

In retinitis pigmentosa,retinal detachment,age-

related macular degeneration, and glaucoma, reti-

nal neuronal cells are damaged by a common mecha-

nism,apoptosis.Because apoptosis is an active proc-

ess that requires de novo expression of a “death
 

message”, this process can be controlled by inhibit-

ing the expression of the“death message”.

We first studied whether a retinal ischemia-

reperfusion model can be used as a model for retinal
 

neuronal apoptosis.In the retinal ischemia-reperfu-

sion injuries,typical features of apoptosis,including
 

TUNEL-positive cells, DNA ladder formation, and
 

ultrastructural features of apoptosis were found.

Using the model,systematic research to identify the

“death message”was done by DNA microarray
 

analysis. About messages were found to be up-

or down-regulated during the process of retinal is-

chemia-reperfusion. These genes were divided into
 

four groups：()transcription factor genes,()cell
 

cycle-related genes, ()reactive oxygen scavenger
 

genes and ()molecular chaperon genes. The pos-

sible roles of such genes in neuronal apoptosis fol-

lowing retinal ischemia-reperfusion injury were
 

studied.

In the model,reactive oxygen species produced by
 

reperfusion was found to generate lipid peroxides
 

and induced up-regulation of a transcription factor,

c-Jun, that further induced aberrant expression of
 

cell cycle-related genes such as cyclin D in ama-

crine cells.However, because no controlled expres-

sion of cell cycle-related genes takes place in retinal
 

neurons, amacrine cells died by a G arrest mecha-

nism. On the other hand, horizontal cells never
 

expressed cyclin D and the cells were found to die
 

by necrosis. The study revealed a possible mecha-

nism of retinal neuronal apoptosis and it also be-

A Review
 

Retinal Neuronal Cell Death：Molecular Mechanism and Neuroprotection
 

Nagahisa Yoshimura
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Abstract

内顆粒層では caspase- が，そして神経節細胞層では

caspase- が重要な役割を果たしていることがわかっ

た．網膜虚血・再潅流障害，RCSラットのいずれにおい

ても，caspase阻害剤を投与することによって網膜障害

を軽減でき，caspase阻害剤は神経保護作用をもつこと

がわかった．また，caspase- knockout mouseでは

wild type mouseと比較して網膜光障害が有意に保護さ

れていた．Bcl-xLの遺伝子治療により，RCSラットの

遺伝性網膜変性を軽減することができた．

本研究により，網膜神経細胞死の分子機構の一端を明

らかにするとともに，メカニズムに立脚した実験的神経

保護治療法を開発することができた．(日眼会誌 ：

― ， )

キーワード：網膜，神経細胞死，アポトーシス，神経保

護，DNAマイクロアレイ解析，転写因子，

細胞周期関連遺伝子，活性酸素，過酸化脂

質，カスパーゼ
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緒 言

眼球の透明性を回復させることは，眼科学が長年にわ

たって取り組んできた大きな課題である．近年の白内障

手術，硝子体手術の進歩により，眼球の透明性を回復さ

せることは，かなり満足のいくレベルで達成可能となっ

た．しかし，人口の高齢化に伴い，黄斑疾患や緑内障を

代表とする網膜や視神経の障害による視機能障害が増加

してきている．このような病態の多くでは，その原因を

問わず網膜の神経細胞がアポトーシスによって死ぬこと

が視機能障害の大きな原因であると考えられている ．

アポトーシスとは，細胞が能動的に 死のメッセージ」

を発現して死んでいくことをいう．これに対し，ネクロ

ーシスは他の細胞によってもたらされる受動的な細胞死

であり，両者は概念的にはかなり異なったものである ．

理屈のうえでは，アポトーシスの過程で発現する 死の

メッセージ」を同定し，その発現を阻害することができ

れば，細胞死を抑制できることになる ．このような

観点から，本研究では，動物モデルを用いて網膜神経細

胞死の過程で発現する 死のメッセージ」を検索するこ

とにより，細胞死のメカニズムを検討するとともに，で

きるだけそのメカニズムに立脚した神経保護治療法の開

発を試みた．

神経細胞死のメカニズムについては，グルタミン酸毒

性をはじめ，さまざまな仮説が提唱されている ．

網膜も中枢神経系の一部であり，その神経細胞だけが一

般的な神経細胞死のメカニズムからかけ離れたものであ

るとは考えにくい．しかし，網膜の神経細胞を主な対象

に眼科医の目で実際の病気を想定しながら網膜神経細胞

死のメカニズムを少々検討してみることは無駄ではない

と考える．

ラット網膜虚血・再潅流障害モデルでの

アポトーシスの証明

網膜神経細胞死の研究には，動物モデルの適切な使用

が不可欠である．そして，どのようなモデルを使用する

にもそのモデルにおいてアポトーシスによる神経細胞死

がどのような時間経過で発生しているかを明らかにする

必要がある．今回の検討では，種々の動物モデルを使用

したが，使用頻度の一番高かったラット網膜・虚血再潅

流モデルを代表にアポトーシスの証明を行った．一般に

アポトーシスの検出には，①TdT-mediated dUTP-

biotin nick end-labeling method(TUNEL)染色，②核

DNAの限定分解，③電子顕微鏡による超微形態観察の

3つの方法が使用されている．まず，ラット網膜虚血・

再潅流障害がこれらのすべての判定基準を満たしている

ことを確認することを目的に実験を行った．

図1にTUNEL陽性細胞出現の時間経過を示す．

TUNEL染色とは，核DNAの分解が発生しているこ

とを組織切片上で検出する方法である ．この実験で

は，再潅流9時間後には網膜神経節細胞層，24時間後

には内顆粒層にTUNEL陽性細胞が認められ，48時間

後には外顆粒層に陽性細胞が出現している．経時変化を

詳しく検討するために，単位面積当たりの陽性細胞数を

定量化してグラフに示すと，図2のように，まず神経節

細胞層，次に内顆粒層，そして最後に外顆粒層と網膜の

内層から外層に向かってTUNEL陽性細胞が出現して

いく状況が良くわかる．網膜虚血・再潅流障害では神経

細胞にアポトーシスが発生していること，そして，網膜

内層から外層へと細胞死が進展していくことをうかがわ

せる所見が得られた．次に，再潅流12時間後の神経網

膜から核DNAを抽出して電気泳動にかけると，図3の

図 1 ラット網膜虚血・再潅流障害で出現する TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling method

(TUNEL)陽性細胞．

Ａ：虚血・再潅流障害負荷なしではTUNEL陽性細胞は認められない．

Ｂ：再潅流9時間後，網膜神経節細胞層と内顆粒層に陽性細胞が認められる．

Ｃ：24時間後，内顆粒層の陽性細胞が増加する．

Ｄ：48時間後，外顆粒層に陽性細胞が認められる．

GCL：網膜神経節細胞層，INL：内顆粒層，ONL：外顆粒層．

文献16より許可を得て転載．
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ように約200bpのバンドが検出された．一般にアポ

トーシスでは核DNAが180bpの限定分解が発生する

ことが知られている．このことからもラット網膜虚血・

再潅流障害ではアポトーシスが発生していることが考え

られる．電子顕微鏡による超微形態観察でも図4に示す

ように網膜内顆粒層に電子密度の高い核を持ち，一部ア

ポトーシス小体を伴った典型的なアポトーシスの像が認

められた．また，内網状層には，多数のアポトーシス小

体を貪食したマクロファージが認められた(図4B)．こ

のように，ラット網膜虚血・再潅流障害ではTUNEL

染色を判定基準にしても，核DNAの電気泳動からも，

また，電子顕微鏡による形態観察でもアポトーシスが発

生していることが明らかとなった ．

ラット網膜虚血・再潅流障害で発現が

変化する遺伝子のDNAマイクロアレ

イ法による検索

このように，ラット網膜・虚血再潅流障害では典型的

図 2 ラット網膜虚血・再潅流障害で出現する TUNEL

陽性細胞の経時変化．

TUNEL陽性細胞は，まず網膜神経節細胞層に出現

し，内顆粒層，外顆粒層の順に遅い時間帯で認められ

る．

GCL：網膜神経節細胞層，INL：内顆粒層，ONL：

外顆粒層．

文献16より許可を得て転載．

：GCL ：INL ：ONL

図 3 ラット虚血・再潅流網膜より回収した核 DNAの

電気泳動．

再潅流24時間後の網膜からDNAを回収，2％アガ

ロースゲルで電気泳動を行った．約200bpの移動度

を示すDNA断片が検出される．

M：マーカー，1：虚血再潅流網膜，2：正常網膜．

文献16より許可を得て転載．

図 4 ラット虚血・再潅流網膜の超微形態像．

Ａ：再潅流24時間後の内顆粒層．濃縮した電子密度の高い核をもつ細胞が認められる．バーは1μm

Ｂ：再潅流48時間後の内網状層．大きな胞体をもち，数多くのアポトーシス小体を貪食した細胞が認めら

れる．バーは1μm

文献16より許可を得て転載．

Ｍ 1 2

⬅ 800bp

⬅ 200bp
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なアポトーシスが発生することが明らかとなった．そこ

で，このモデルを材料に遺伝子発現変化を系統的に検索

することを考えた．前述のように，アポトーシスとは能

動的な細胞死であり，その過程では 死のメッセージ」

が発現する．このメッセージを検出することができれ

ば，網膜神経細胞のアポトーシスのメカニズムの一端を

明らかにできる可能性がある．この 死のメッセージ」

を検出するにはいろいろな方法が考えられる．例えば，

メッセンジャーRNA(mRNA)レベルの変化の検出には

Northern blottingが有用である．もちろんRNA pro-

tection assayでも reverse transcription-polymerase
 

chain reaction(RT-PCR)法でも同様の検討ができる．

蛋白レベルでの変化は，western blottingでも enzyme-

linked immunosorbent assay(ELISA)法でも，あるい

は免疫組織化学的な方法でも検出可能であろう．しか

し，いずれの方法もいわゆる候補遺伝子を決めてその発

現変化を検討するという制約を受ける．候補遺伝子研究

では，ある特定の遺伝子に注目する理由付けが明確でな

い場合もあろうし，特定の遺伝子の役割を過大評価した

り，あるいは，もっと重要な遺伝子に十分な注意を払っ

ていない可能性がある．

このような方法論的な欠陥を避けるためには，多数の

遺伝子について発現変化を片っ端から検討することが必

要であるが，実際にはそのような作業を行うことは不可

能に近かった．ところが，最近，DNAマイクロアレイ

法が利用できるようになって状況は一変した．DNAマ

イクロアレイとは，ガラス板やナイロン膜の上に数千個

の遺伝子断片をスポットしてあるもので，例えば虚血・

再潅流障害前後の網膜から抽出したmRNAを標識して

マイクロアレイと反応させることにより，一度に数千個

の遺伝子発現変化を定量的に解析することができ

る ．図5に，マイクロアレイ解析の概略を示す．

虚血負荷なしのラット網膜と虚血・再潅流45分後の

網膜からmRNAを抽出し，Affimetrix社製 RAT
 

U34マイクロアレイを用いて解析を行った．このマイ

クロアレイでは，約8,000の遺伝子発現を解析すること

ができる．我々ヒトの遺伝子の総数が約30,000個であ

ることを考えると，8,000個の遺伝子についての検討は

かなり系統的なものということになる ．図6に，今

回の解析で得られた遺伝子発現変化の scatter gramを

示す．一つの×印が一つの遺伝子を示している．2本の

線の間にある数多くの遺伝子は，その発現が虚血・再潅

流負荷によっても2倍以内の増減に留まっているもの

で，この2本の線の範囲から逸脱している遺伝子は，発

現に2倍以上の変化が認められたことを示している．こ

の実験では，数多くの遺伝子発現が変動し，約200個の

遺伝子でその発現変動が2倍以上であった．図7は，発

現変化の大きさと遺伝子の数を示している．もちろん，

発現変動の大きい遺伝子の数は少ないが，かなりの数の

遺伝子の発現に変動が起こっていることが良くわかる．

マイクロアレイ解析では，未知遺伝子についても検討

することが可能である．アレイ上にスポットされている

遺伝子には，既知のものだけではなく，expressed se-

quence tag(EST)といって部分構造だけがわかってい

る遺伝子断片もある．このESTをクローニングすれ

ば，未知遺伝子を同定することも可能であり，さらに，

その機能解析が進めば神経保護作用をもつ新たな蛋白の

発見につながる可能性もある．現在，教室ではいくつか

のESTについてクローニング作業が進行中である．

大変おおざっぱではあるが，既知遺伝子の遺伝子発現

変化をまとめてみると，大きく4群の発現が大きく変動

することがわかった．それらは，表1に示すように，転

図 5 DNAマイクロアレイ解析の概略．
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写因子遺伝子群，細胞周期関連遺伝子群，活性酸素消去

系遺伝子群，そして分子シャペロン遺伝子群である．そ

れぞれの遺伝子群について網膜虚血・再潅流モデルにお

ける役割を検討中であるが，今回は，細胞周期関連遺伝

子群，活性酸素消去系遺伝子群，そして転写因子遺伝子

群について述べたい．

細胞周期関連遺伝子と網膜神経細胞死

細胞が増殖するには，細胞周期が正常に回転すること

図 7 遺伝子発現変化と遺伝子数．

虚血・再潅流障害によって発現が大きく変化した遺伝子

の数と発現変化の度合いを示す．発現が10倍以上増加

する遺伝子がかなりの数あることがわかる．発現変化の

度合いが少ない遺伝子数は数多く認められる．

図 6 ラット網膜虚血・再潅流障害前後の遺伝子発現変化．

一つの×印が一つの遺伝子を示す．2本の直線の間にある遺伝子は，発現の変化が2倍以内に留まってい

る．2本の直線の範囲を逸脱したものは，発現の変化が2倍以上あった遺伝子を示している．

表 1 DNAマイクロアレイ解析で発現変動

が大きかった遺伝子

１)転写因子遺伝子群

Fos-related antigen(Fra-1) 21.6倍

Jun B 15.5

c-Myc 8.0

c-Jun 3.3

２)細胞周期関連遺伝子群

cyclin D2 17.7

cyclin D1 5.9

３)活性酸素消去系遺伝子群

heme oxygenase1 22.1

thiorexoxin reductase 4.0

４)分子シャペロン遺伝子群

beta A3/A1crystallin 13.3

heat shock protein 27 4.0
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が必要である．細胞周期回転には，サイクリンと呼ばれ

る一群の蛋白とcyclin-dependent kinase(cdk)といわれ

るリン酸化酵素の秩序正しい作用が必須である(図8)

．培養神経細胞では，細胞周期が回転し，細胞数が増

加することがあるが，成熟動物の網膜神経細胞の細胞周

期はG0といわれる停止期にあり，正常の状態では分

裂・増殖するすることはない．何らかの刺激が加わる

と，神経細胞に異常なサイクリンの発現が発生し，細胞

周期がG0期からG1期まで中途半端に回転するが，そ

れ以上には進めないため，途中で止まってしまうことが

ある．このような機序により，培養神経細胞にアポトー

シスが発生することが知られていた．このような現象を

G1arrestという ．ラット網膜虚血・再潅流障害では，

先のマイクロアレイ解析によって細胞周期関連遺伝子の

発現が上昇していた．このことは，網膜虚血・再潅流障

害で異常な細胞周期回転が発生している可能性を推定す

るものである．そこで，この障害でG1arrestによるア

ポトーシスが発生しているかどうかを検討した．また，

網膜の神経細胞の種類が違ってもG1arrestによる細胞

死が普遍的なメカニズムなのか，それとも細胞の種類が

異なれば細胞死のメカニズムが異なるのかについても検

討した．

免疫組織化学的にサイクリンD1と c-Jun陽性細胞を

検出してみると，網膜内顆粒層では核が濃染したアポト

図 8 正常細胞周期．

細胞が増殖するにはG1，S，G2，M という細胞周期が

秩序正しく回転することが必要である．細胞周期回転を

コントロールしている蛋白がサイクリンとcdkである．

成熟動物網膜の神経細胞は，細胞周期が休止したG0期

にある．

図 10 c-Jun，サイクリン D 陽性細胞と TUNEL陽

性細胞出現の経時変化．

c-Jun陽性細胞，サイクリンD1陽性細胞，TUNEL

陽性細胞の出現は良く似た経時変化を示す．TUN
 

EL：TUNEL陽性細胞，cyclin D1：cyclin D1陽性

細胞，c-Jun：c-Jun陽性細胞．

文献16より許可を得て転載．

：TUNEL ：cyclin D1 ：c-jin

-

図 9 網膜内顆粒層の dying cellに発現する c-Junとサイクリン D ．

Ａ：c-Jun免疫染色とpropidium iodideの二重染色．核が濃染するdying cellに c-Junが発現している(矢

印)．INL：内顆粒層，ONL：外顆粒層．バーは10μm

Ｂ：サイクリンD1免疫染色とpropidium iodideの二重染色．c-Jun同様に dying cellにサイクリンD1が

発現している(矢印)．INL：内顆粒層，ONL：外顆粒層．バーは10μm

文献16より許可を得て転載．
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ーシスの像を示す細胞にはc-JunとサイクリンD1が発

現していることがわかった(図9)．c-Junは，転写因子

の一つでサイクリンD1の発現を誘導していると考えら

れる ．また，サイクリンD1は，G1期早期に発現す

るサイクリンで，この異常発現がG1arrestが発生して

いることの有力な指標であるとされている ．そもそも

成熟動物の神経細胞では細胞周期が回転していないので

あるから，G1期に発現するべきサイクリンD1が発現

することは，とりもなおさず異常な発現ということにな

る．c-Jun陽性細胞，サイクリンD1陽性細胞発現の時

抗体による免疫染色．バーは25μm

Ｂ：抗p16INK4抗体による免疫染色．バーは25μm

Ｃ：二重染色像．水平細胞にp16INK4が発現していることがわかる．バーは25μm

文献32より許可を得て転載．

A  B
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図 11 網膜内顆粒層のアポトーシスとネクローシス．

Ａ：内顆粒層内方には，濃縮した核をもつ典型的なアポトーシスの形態を示す細胞が認められる．バーは2

μm

Ｂ：一方，内顆粒層外方には膨張した胞体をもつネクローシス様に細胞が存在する．バーは2μm

文献32より許可を得て転載．

図 12 網膜内顆粒層のアポトーシスとネクローシス．

Ａ：抗 syntaxin抗体による免疫染色とpropidium idodide染色との二重染色．核が濃染しているアポトー

シス様細胞は，syntaxin陽性のアマクリン細胞であることがわかる(矢印)．バーは15μm

Ｂ：内顆粒層外方には，propidium iodideに淡染する，比較的大きな核をもつネクローシス様の形態を示

す細胞がある．この細胞は，calbindin陽性で水平細胞であることがわかる(矢印)．バーは15μm

文献32より許可を得て転載．

図 13 p と calbindinの二重染色．

Ａ：抗calbindin



間経過を調べてみると，図10に示すように，TUNEL

陽性細胞発現の時間経過と良い相関が認められた．この

ことからもG1arrestによる神経細胞死が網膜内顆粒層

に発生していることが考えられた．

内顆粒層の神経細胞の形態をより詳しく検討すると，

内顆粒層の内層には電子密度の高い核をもつ典型的なア

ポトーシス様の細胞が認められるのに対し，内顆粒層外

層よりには電子密度が低いネクローシス様の細胞がかな

りの頻度で認められた(図11)．このような細胞がどの

神経細胞であるのかを知ることは，大変興味深く，重要

な課題である．そこで，細胞のマーカーを使用して同定

を試みた．その結果，図12のように，アポトーシスの

形態を示す細胞はアマクリン細胞のマーカーである sy-

ntaxin陽性であること ，ネクローシスの形態を示

す細胞は，calbindin陽性であることがわかった．網膜

ではcalbindinは水平細胞のマーカーであることがわか

っている ．すなわち，アマクリン細胞は典型的なア

ポトーシスで死ぬのに対し，水平細胞はむしろネクロー

シスで死んでいくことが明らかとなった．そして，水平

細胞にはこれも細胞周期関連遺伝子であるp16 とい

う蛋白が発現していることがわかった．Calbindinと

p16 の二重免疫染色を行うと，図13のように間違い

なくcalbindin陽性の水平細胞にp16 が発現してい

ることがわかる．p16 の発現はアマクリン細胞には

認められなかった．再潅流12時間後にアマクリン細胞

と水平細胞のそれぞれについてアポトーシスとネクロー

シスの割合を調べたところ，アマクリン細胞では82％

がアポトーシスの形態を示すのに対し，水平細胞では

60％以上の細胞がネクローシスの形態を示した．320個

の水平細胞中アポトーシス様の形態を示した細胞は僅か

に11個に過ぎなかった(表2)．

このように，虚血・再潅流という同一の障害に対して

も細胞の種類が異なれば細胞死のメカニズムも異なるよ

うである．細胞死のメカニズムについて，さらに詳細な

検討を行うことが重要であると考えられる．さて，ここ

でp16 なる耳慣れない蛋白がでてきた．この蛋白は，

サイクリンD1の機能を阻害する作用を持っており，そ

のため，p16 が発現すると細胞周期回転が起こらな

いと考えられる ．虚血・再潅流障害では何らかの

刺激により異常な細胞周期回転が発生するが，p16

を発現している水平細胞は細胞周期へ入ることがないた

めアポトーシスに陥らずネクローシスとなるのに対し，

この蛋白を発現していないアマクリン細胞では典型的な

アポトーシスが発生すると考えられる．また，神経細胞

ではないミュラ細胞では，細胞周期の後期に発現するサ

イクリンであるサイクリンBの発現が確認された．

ミュラ細胞は，細胞周期を完遂することができ，部分的

にせよ増殖に向かうことが可能であることが良く理解で

きる．

以上のデータから我々なりの仮説を作ってみた．図14

のように，アマクリン細胞はc-Jun，サイクリンD1を

発現し，いわゆるG1arrestによってアポトーシスを起

こす．一方，ミュラ細胞は細胞周期を完遂し，細胞分裂

に向かう．これに対し，水平細胞はサイクリンDに対

する阻害作用をもつp16 が発現しているために細胞

周期に入ることができず，ネクローシスに陥るというこ

とになる ．

以上の実験結果は，アポトーシスの抑制によって神経

保護ができるかという疑問に部分的にせよ答えるもので

ある．アマクリン細胞のように異常な細胞周期回転が発

生するとアポトーシスに陥るが，水平細胞のように細胞

周期回転が発生しなければ，アポトーシスは起こらない

図 14 網膜細胞の種類と細胞死．

アマクリン細胞は，サイクリンD1の異常発現によって

細胞周期が部分的に回転するため，G1arrestによるア

ポトーシスを起こす．一方，水平細胞は，p16INK4を発

現するため，細胞周期回転が発生しない．このため，ネ

クローシスで死んでいく．これに対し，ミュラ細胞では

正常な細胞周期回転が起こり，少なくとも部分的には細

胞増殖へ向かう．
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表 2 アマクリン細胞と水平細胞のアポトーシスとネクローシス

Amacrine cells

9hours 24hours
 

Horizontal cells

9hours 24hours
 

Apoptotic cells 20/860(23.5％) 746/910(82.0％) 2/320(0.6％) 11/320(3.4％)

Necrotic cells 0/860(0％) 10/910(1.1％)$ 22/320(6.9％) 194/320(60.6％)$

：アマクリン細胞は，水平細胞に比して有意にアポトーシスに陥りやすい(p＜0.0001)．

$：水平細胞は，アマクリン細胞に比して有意にネクローシスに陥りやすい(p＜0.0001)．

文献32より許可を得て転載．
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もののネクローシスが発生する．つまり，神経保護を考

えるのであれば，細胞周期回転が発生するよりも上流で

出来事を止めてしまう必要があると考えられる．それで

は，どのような出来事，どのような遺伝子発現が細胞周

期回転の上流に存在するのであろうか．

活性酸素消去系と網膜神経細胞死

次に活性酸素と網膜神経細胞死の関係について検討し

てみた．活性酸素消去系遺伝子の発現もマイクロアレイ

の検討で大きく変動することが明らかとなっている．網

膜虚血・再潅流障害では，虚血中は酸素の供給が断たれ

ている．再潅流時には酸素供給が再開されるが，この

時，活性酸素が発生するため，網膜に大量に存在する脂

質と反応し，過酸化脂質が形成されると考えられる

．そこで，まず再潅流に伴う過酸化脂質の形成につい

て検討した ．経時的に網膜に存在する過酸化脂質を定

量してみると図15のようになる．再潅流後，早期から

網膜過酸化脂質量が増加し，経時変化は2峰性のようで

ある．再潅流前に過酸化脂質消去作用をもつチオレドキ

シン を投与しておくと，網膜で産生される過酸化

脂質の量は明らかに減少する．そして，チオレドキシン

処理によって網膜各層のTUNEL陽性細胞数が減少す

る(図16)．網膜厚を指標に評価してもチオレドキシン

による神経保護作用が明らかとなった(図17)．このよ

うに，過酸化脂質が網膜虚血・再潅流障害による神経細

胞死発生に重要な役割を果たしていることがわかった

．

次に，過酸化脂質産生と細胞死の時間的・空間的関係

について検討した．過酸化脂質産生が網膜のどの細胞層

でどのような時間帯で発生しているのかがわかれば，活

性酸素の役割がかなり明らかとなる．免疫組織化学的な

過酸化脂質の検出には，抗HNE抗体と抗ニトロタイロ

図 15 虚血・再潅流網膜の過酸化脂質．

再潅流後，網膜の過酸化脂質量は増加する．内因性過酸

化脂質消去剤である thioredoxinで動物を前処置してお

くと網膜の過酸化脂質量増加が阻害される．

：p＜0.05， ：p＜0.01 Scheffe’s post hoc test．

文献47より許可を得て転載．

：vehicle ：rhTRX

図 16 Thioredoxinによる網膜保護作用．

Thioredoxin投与を行った動物では，TUNEL陽性細

胞数が有意に減少している．

：p＜0.01 Bonferroni post hoc test．

文献46より許可を得て転載．

：rhTRX ：vehicle

図 17 Thioredoxinによる網膜保護作用．

Thioredoxin投与を行った動物では，網膜内層の菲薄

化が有意に阻害されている．

：p＜0.01 Bonferroni post hoc test．

文献46より許可を得て転載．

：rhTRX ：vehicle
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シン抗体を使用した ．図18は抗HNE抗体での染

色，図19は抗ニトロタイロシン抗体による染色像を示

す．両抗体ともに核が濃染したアポトーシスを起こして

いる細胞の近傍に免疫染色が認められた．このように，

虚血・再潅流障害時に産生される過酸化脂質が網膜神経

細胞のアポトーシスに深く関係していることが明らかと

なった．

さらに，チオレドキシン処理したラット網膜における

c-Jun，サイクリンD1の発現を検討してみると，チオ

レドキシン処理によって両蛋白ともに発現が減弱してい

ることがわかった(図20，21)．以上をまとめて活性酸

素と網膜神経細胞死のメカニズムをシェーマにした．詳

細は不明であるが，網膜虚血・再潅流障害は，活性酸素

を発生させることにより，神経細胞に異常な細胞周期回

転をもたらす．この異常な細胞周期回転が細胞死の大き

な要因であるということになる(図22)．この実験から，

異常細胞周期回転の上流に存在する活性酸素産生を抑制

すれば，有効な神経保護治療が実現できる可能性がある

ことがわかった．

Caspaseと神経細胞死

Caspaseと総称される蛋白分解酵素が細胞死の過程に

重要な役割を果たしていることが知られている ．

活性酸素などによるストレス刺激が細胞に加わるとミト

コンドリアの膜電位が変化し，チトクロームCがミト

コンドリア外に漏出し，このチトクロームCが caspase

を活性化し最終的にアポトーシスが発生することが知ら

れている．この系の他に，ストレスがcaspase-1を直接

図 18 抗HNE抗体による免疫染色．

抗HNE抗体によってpropidium iodide染色で核が濃

染するdying cellの近傍が染まっている(矢印)．再潅流

12時間後の組織．バーは20μm

文献47より許可を得て転載．

図 19 抗ニトロタイロシン抗体による免疫染色．

抗ニトロタイロシン抗体によってpropidium iodide染

色で核が濃染するdying cellの近傍が染まっている(矢

じりと矢印)．再潅流12時間後の組織．バーは20μm

文献47より許可を得て転載．

図 20 Thioredoxinによる c-Jun陽性細胞の減少．

Thioredoxin投与を行った動物では，網膜内顆粒層のc-Jun陽性細胞が減少している．

：p＜0.01 Scheffe’s post hoc test．

文献47より許可を得て転載． ：vehicle ：rhTRX
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活性化する系があることもわかっている ．しかし，

今回のマイクロアレイの検討では，caspaseの発現上昇

が顕著には認められなかった．この原因としては，①

実際に網膜虚血・再潅流の系でcaspaseがたいした働き

をしていない可能性，②caspaseのmRNA発現上昇で

はなく，procaspaseから caspaseへの限定分解による

活性化起こっている可能性，③時間経過の検討が不十

分である可能性が考えられる．

最初に，虚血・再潅流障害を材料にcaspase-1と cas-

pase-3の発現をwestern blottingで検討してみた．図

23に示すように，アポトーシスが盛んに起こっている

時間帯に活性型のcaspase-1，-3が発現していることが

わかる．そして，免疫組織化学的に検討してみると，網

膜外顆粒層ではどちらかというとcaspase-1が，内顆粒

層ではcaspase-3の発現がより顕著に認められた．免疫

陽性細胞数の経時変化を取ってみると，確かにcaspase-1

は網膜外層に，caspase-3は網膜内層により強く発現し

ていることがわかる(図24)．このことは，網膜外層の

神経細胞と内層の神経細胞が均質な 死のメッセージ」

によってアポトーシスに陥るのではなく，異なる 死の

メッセージ」を利用して死んでいくことを示している ．

Caspaseには阻害剤が存在する．必ずしもその特異性

は高くないが，caspase-1と-3を選択的に阻害できる阻

害剤として，caspase-1をより強く阻害するacetyl-tyro-

図 21 Thioredoxinによるサイクリン D 陽性細胞の減少．

Thioredoxin投与を行った動物では，網膜内顆粒層のサイクリンD1陽性細胞が減少している．

：p＜0.01 Scheffe’s post hoc test．

文献47より許可を得て転載． ：vehicle ：rhTRX

図 22 活性酸素と網膜神経細胞死．

活性酸素は，網膜神経細胞に異常な細胞周期回転を引き

起こし，アポトーシスを惹起する．Thioredoxinのよ

うな活性酸素消去剤は，活性酸素産生を抑えることによ

り，異常な細胞周期回転を抑制し，アポトーシスの発生

を阻害する．

図 23 虚血・再潅流網膜における caspase- と- の発

現．

Caspase-1も-3も再潅流後12時間から48時間で活性

型蛋白の発現が上昇している．

文献56より許可を得て転載．

Caspase-1

Caspase-3 22kDa

20kDa

 

sham6h 12h 24h 48h 96h
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syl-valyl-analnyl-asapart-1-alを腹腔投与したラットで

は，網膜外顆粒層のTUNEL陽性細胞数がより有意に

減少した．また，caspase-3阻害剤であるacetyl-aspar-

tyl-glutamyl-valyl-aspart-1-al投与では，内顆粒層の

TUNEL陽性細胞の減少が認められた．このことは，

caspase-1が網膜外層で，caspase-3は網膜内層でより

重要な役割を果たしている可能性を強く推定するもので

あるといえよう(図25) ．

網膜外層での神経細胞死にcaspase-1が重要であるか

どうかを虚血・再潅流障害以外のモデルで検討するため

に，代表的な遺伝性網膜変性動物であるRCSラットを

使用した．RCSラット網膜のTUNEL染色の時間経過

を図26に示す．生後28日をピークとして網膜外顆粒層

の細胞がアポトーシスを起こしていることがわかる．

Caspase-1の発現をその活性で調べてみると，やはり生

後28日をピークに活性型の発現上昇が認められた(図

27)．免疫組織化学的にcaspase-1陽性細胞を数えてみ

ると，これも同じ時期にピークが認められた．ピーク時

にcaspase-1陽性を示す細胞は，対照に使用したSDラ

ットの約7倍に及んだ．網膜虚血・再潅流障害と同様に

caspase-1の阻害剤を与えると，一過性にせよ網膜障害

を保護できた(図28) ．このように，網膜外顆粒層の

神経細胞死にはcaspase-1が重要であるらしい．また，

神経細胞死の過程には，上記①～③の可能性のうち，

procaspaseから caspaseへの活性化が起こっている可

能性と我々のmicroarrayによる解析の時間経過の検討

が不十分である可能性が考えられた．すなわち，caspase

のmRNA発現上昇はあるが，それ以外にすでに存在す

るcaspaseが限定分解によって活性化されることも重

要と考えられる．

図 24 Caspase陽性細胞数の経時変化．

Ａ：内顆粒層．Casspas-1陽性細胞の数よりもcaspase-3陽性細胞数が多い．

Ｂ：外顆粒層．Caspase-1陽性細胞数がcaspase-3陽性細胞数を上回っている．

文献56より許可を得て転載． ：Caspase-1 ：Caspase-3 ：TUNEL

図 25 Caspase阻害剤の網膜保護効果．

Ａ：内顆粒層．Caspase-1阻害剤よりもcaspase-3阻害剤により強い神経保護効果が認められる．

Ｂ：外顆粒層．Caspase-3阻害剤よりもcaspase-1阻害剤により強い神経保護効果を認める．

：p＜0.05， ：p＜0.01 Fisher’s post hoc test．文献56より許可を得て転載．
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網膜神経節細胞の細胞死とcaspase

それでは，眼科医にとって大きな関心のある網膜神経

節細胞の細胞死にはどのようなcaspaseが働いている

のであろうか．このことについても検討を加えた．これ

までの実験と同様にラット網膜に45分間の虚血負荷

(110mmHg)を加え，その後，経時的に眼球を摘出し

た．網膜の伸展標本を作製し，TUNEL染色を行った．

伸展標本の場合には，パラフィン切片の染色とは異な

り，抗体の組織浸透性が悪いため，neuroporeによる処

置を行った後に染色した．あらかじめ，上丘に蛍光色素

であるDiIを注入して網膜神経節細胞を逆行性にラベル

しておき，細胞死を起こしている神経細胞が間違いなく

神経節細胞であることを確認した．虚血負荷後の網膜神

経節細胞層に存在する細胞数とTUNEL陽性細胞数の

時間経過を図29に示す．このように，再潅流後3時間

で既に細胞数の減少が認められ，TUNEL陽性細胞が

出現していることがわかる．この結果は，図1，2に示

したパラフィン切片での検討結果と良く合致している．

次に，c-Jun，caspase-1，-2，-3に対する抗体を使って免

疫陽性細胞数を検討してみると，図30のようにc-Jun，

caspase-2陽性細胞がほぼ同数出現していることがわ

かった．これに対し，caspase-1，-3陽性細胞はほとん

どど認められなかった．この系に代表的な神経保護薬で

あるbrain-derived neurotrophic factor(BDNF)を加え

図 26 RCSラット網膜の神経細胞死．

Ａ：網膜外顆粒層の細胞がTUNEL陽性である．GCL：神経節細胞層，INL：内顆粒層，ONL：外顆粒

層，OS：視細胞外節．

Ｂ：TUNEL陽性細胞数の経時変化．生後28日頃にTUNEL陽性細胞数が最大となる．文献57より許可

を得て転載．

図 27 RCSラット網膜の caspase- 発現経時変化．

生後28日頃に活性型caspase-1の発現が最大となって

いる． ：p＜0.01 Fisher’s post hoc test．

文献57より許可を得て転載． 図 28 RCSラット網膜変成に対する caspase阻害剤の

効果．

生後21日目にcaspse-1阻害剤であるAc-YVAD-

CHOを投与しても生後28日目のTUNEL陽性細胞

数は減少しない．生後26日目の投与ではTUNEL陽

性細胞数は有意に減少する． ：p＜0.01 Fisher’s
 

post hoc test．文献57より許可を得て転載．
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ると，図31Aのように網膜神経節細胞層にある神経細

胞数の減少が有意に抑制された．また，TUNEL陽性

細胞数も減少した(図31B)．しかし，c-Jun陽性細胞数

は，有意な減少を示さなかった(図32A)．これに対し，

caspase-2陽性細胞数は，有意な減少が認められた(図

32B)．また，c-Jun陽性細胞の形態を検討してみると，

強く凝縮した核を持つ細胞が免疫陽性であることがわ

かった．このような形態を示す細胞が再び正常な形態を

回復するとは考えにくく，c-Jun陽性細胞はdying cell

として差し支えないと考えた．もし，そのように考えれ

ば，BDNFによってもc-Jun陽性の細胞数が変化しな

いのであるから，c-Junの下流にcaspase-2があるので

はなく，c-Junを介する細胞死の系とc-Junを介さず，

他の因子を介してcaspase-2に至る細胞死の系の2つが

独立して存在すると考えられる(図33)．これに対して，

もしc-Junの発現がむしろ神経保護的に働いているとす

図 29 ラット網膜虚血・再潅流障害時に網膜神経節細胞

層に出現する TUNEL陽性細胞．

再潅流後，速やかに細胞数の減少とTUNEL陽性細

胞の出現が認められる．Total：総細胞数，TUNE
 

LL：TUNEL陽性細胞数．

文献58より許可を得て転載．

：Total ：TUNEL

-

図 30 網膜神経節細胞の c-Jun陽性細胞と caspase陽

性細胞．

再潅流後6時間でc-Jun陽性細胞数は最大となる．

Caspase-1陽性細胞，caspase-3陽性細胞は殆ど出現

しないが，caspase-2陽性細胞は，c-Jun陽性細胞と

ほぼ同数が同様の時間経過で出現している．c-Jun：

c-Jun陽性細，Caspase-1：caspase-1陽性細胞，Cas
 

pase-2：caspase-2陽性細胞，Caspase-3：caspase-3

陽性細胞．文献58より許可を得て転載．

：c-Jun ：Caspase-1 ：Caspase-2

：Caspase-3

-

図 31 BDNFの網膜神経節細胞に対する保護効果．

Ａ：神経節細胞層に存在する細胞数の経時変化．BDNFは再潅流6時間から168時間後の細胞数減少に対

して保護効果がある．

Ｂ：神経節細胞層のTUNEL陽性細胞数の経時変化．BDNFは再潅流6時間後のTUNEL陽性細胞数を

有意に減少させる．

：p＜0.05 Fisher’s post hoc test．

文献58より許可を得て転載． ：Butter ：BDNF
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れば，BDNFは c-Junを介さず直接にcaspase-2の発

現を抑制することによって神経保護作用を発揮している

ことになる．しかしながら，前述のようにc-Jun陽性細

胞の形態はこの可能性よりも図33のような可能性をよ

り強く考えさせる ．

お わ り に

以上を要約すると，以下のようなメカニズムを提示す

ることができる．

まず，網膜虚血・再潅流障害では，再潅流時に発生し

た活性酸素，過酸化脂質が，大きなストレス刺激とな

り，止まっていた神経細胞の細胞周期が回転を始める．

アマクリン細胞は，G0期からG1期へ細胞周期を進め

るcyclin D1が異常発現するが，G1以降への細胞周期

回転を完遂するのに必要な他のcyclinや cdkの発現が

ないため，いわゆるG1arrestを起こしてアポトーシス

に陥る．一方，水平細胞はcyclin D1の機能を抑制する

p16 が発現しているため，この細胞では細胞周期回

転が発生しない．このため，水平細胞はアポトーシスで

はなくネクローシスを起こす．これに対し，ミュラ細胞

は細胞周期を完遂でき，部分的にではあるが細胞増殖へ

と向かう．

神経細胞死にはcaspaseが重要な役割を果たしている．

そして，網膜の神経細胞の種類が違えば，異なったcas-

paseが 死のメッセージ」となっているようである．さ

らに，網膜神経細胞の種類によって特定のcaspaseを

選択的に 死のメッセージ」として使用している可能性

を示した．また，網膜神経節細胞死に細胞増殖因子であ

るBDNFが有効に阻害し，その機構としてc-Junを介

さずに直接caspase-2の発現を抑制する系が考えられる

ことを示した．

実際の講演では，網膜光障害モデル，caspase-1 kno-

ck outマウスに対する光障害，RCSラット網膜変性に

対するBcl-xL遺伝子治療，hepatocyte growth factor

(HGF)による網膜虚血・再潅流障害への保護作用 など

についても述べた．本稿でもこれらの話題について取り

図 32

Ａ：神経節細胞層のcaspase-2陽性細胞数の経時変化．BDNFは再潅流6時間後のcaspase-2陽性細胞数

を有意に減少させる．

Ｂ：神経節細胞層のc-Jun陽性細胞数の経時変化．BDNFは c-Jun陽性細胞数には影響を与えない．

：p＜0.01 Fisher’s post hoc test．

文献58より許可を得て転載． ：Butter ：BDNF

図 33 BDNFの網膜神経節細胞に対する保護効果の作

業仮説．

網膜神経節細胞の細胞死には(B)に示すように，c-

Junを介する系とc-Junを介さず直接caspase-2を活

性化する系がある．前者の系でc-Junの下流にどのよ

うな 死のメッセージ」が働いているのかは不明であ

る．BDNFは，c-Junの系には作用せず，caspase-2

の系を抑制することによって神経保護効果を発揮する

らしい．(A)のような図式は，今回の実験からは考え

にくい．
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上げたかったが，これらは論文の発表がまだ終わってい

ないため，この総説では具体的な内容についての記載は

できない．これらの仕事でも多くの共同研究者のお世話

になった．Caspase-1knock outマウスの実験では，

Vertex Pharmaceutical Co. の杭田慶介先生に，Bcl-

xL遺伝子治療の研究では自治医科大学の小澤啓也教授

のグループの先生方に，また，HGFの研究では大阪大

学の中村敏一教授，松本邦夫助教授に大変お世話にに

なった．ここに記して謝意を表したい．
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