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緑内障は、我が国における中途失明原因の第 1位を占める眼疾患であり、視神経を構成

する網膜神経節細胞の変性・脱落が不可逆的に進行するととが知られている。本疾患は、

眼圧の上昇により発症することが明らかにされているが、眼圧降下治療により十分に眼圧

を降下させても、病態が進行する症例が数多く報告されている(HeijlA etal.,2002; Musch

Dcetal.,2009)。また、近年の臨床研究により、高眼圧を呈する緑内障患者よりも正常眼圧

で緑内障症状を有する患者数が極めて多いことが示され awaseAetal.,2004)、眼圧上昇は、

緑内障の危険因子のーつとして捉えられている。

一方、緑内障に関するこれまでの研究において、網膜神経節細胞死を引き起こす要因と

して、 optine山in などの遺伝子変異(Rezaie T etal.,2002)、眼循環の低下に伴う再濯流障害

(shibukiHetal.,200の、グノレタミン酸N・methyl・D、aspartate(NMDA)型受容体を介したグノレタ

ミン酸興奮毒性(1,arada T etal.,2007)、および炎症性サイトカインによる細胞障害(cueva

VargaSルetal.,2015)などが報告されており、これらの要因を標的とした緑内障の新たな治

療法の開発が期待されている。しかし、眼圧降下剤が奏効しない症例や、近年の臨床研究

において、 NMDA受容体アンタゴニストのメマンチンが有意な改善効果を示さなかったこ

とΦ知esh・Meyer卿,20ID に鑑みると、ーつの危険因子に対する阻害薬では、緑内障の病

態進行を抑制できない可能性も考えられる。これらのことから、病態機構のさらなる解明

に加えて、網膜神経節細胞死を抑制する抜本的な治療法の開発が求められてぃる。

現在、臨床応用されている医薬品の約半数がGタンパク質共役型受容体(GPCR)を標的

としており、ヒトゲノム解析により新たに発見された GPCR とそのりガンドは、治療法が

確立されていない疾患に対する新たな創薬標的としての可能性が期待されている。 Apelin

は、 GPCRである APJ受容体の内因性りガンドとして 1998年に同定された B アミノ酸残

基の構造をもっ生理活性ぺプチドである(Tatemoto K etal.,1998)。これまでに、叩elhvAPJ

システムは、釦giotensmⅡ/AT1 システムの血圧上昇作用を抑制する内因性の括抗システム

として機能していること(chU11HJetal.,2008)、生理的な血管形成作用を有すること(COX

CM etal.,2006; zengxx etal.,2007; KasaiA etal.,2008)、さらに、 HIV の感染防御機構に関

与すること(ZOUMxetal.,2000;choewetal.,200の等が報告されている。一方、中枢神経

系において、神経細胞に APJ の発現が確認され(choe w etal.,2000; puf企rBA etal.,2000;

Medhurst AD etal.,2003; KasaiA etal.,20ID、叩elilvAPJ システムは、神経細胞に対して生理

作用を有する可能性が示唆されており、実際、脳虚血再濯流や外傷性1畄障害により誘導さ

れる神経細胞死に対して保護作用を示すことが報告されている(KhaksariMetal.,2012;Bao

HJetal.,2016)。また、当研究室において、叩elm遺伝子を欠損させたマウスでは、筋萎縮性
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側索硬化症の発症や進行が早まることや、海馬由来初代培養神経細胞における過酸化水素

(H202)誘発神経細胞死に対して叩elinが保護作用を示すことを明らかにしている(KasaiA

etal.,20ID。さらに、叩elinは、海馬および大脳皮質由来初代培養神経細胞においてNMDA

受容体を介したグルタミン酸興奮毒性に対して保護作用を示すことや(0,D0血e11ιA etal.,

2007;zengxJetal.,201の、神経細胞のアポトーシスを抑制すること(KhabariMetal.,2012;

ZengxJetal.,2010; cookDRetal.,20ID が報告されている。このように、 apelin は、神経細

胞死に対して保護作用を有することが示されており、緑内障で生じる網膜神経節細胞死を

抑制できる可能性が考えられる。

本研究では、緑内障治療薬としての叩e1血の有用性を明らかにする目的で、マウスを用い

て網膜における叩eliwAPJシステムの生理的意義および網膜神経節細胞死に対するapelmの

保護作用について検討した。
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第1章加齢に伴う網膜神経節細胞死に対する内因性即elmの影響

これまでに、発生期の網膜において叩elhvAPJシステムは、血管形成に関与するシステム

であることが明らかにされているが(K鰯aiA etal.,2008; sakimoto s etal.,2012)、成体の網

膜における叩elhvAPJシステムの生理的意義にっいては明らかにされていない。緒論で述べ

たように、apelin は神経保護作用を有すること(0'Donne11LAetal.,2007; KasaiA etal.,2011;

KhaksariMetal.,2012; Y如gYetal.,2014)や、叩elin遺伝子を欠損させたマウスでは、加齢

に伴い発症りスクが上昇する神経変性疾患のーつである筋萎縮性側索硬化症の病態進行に

伴う運動神経細胞の脱落・変性が促進すること(K、asaiAetal.,20ID が報告されていること

から、網膜においても神経保護的な役割を果たしている可能性が考えられる。

最近、日本緑内障学会が2000年~2002年に行った大規模調査(多治見スタディ)におい

て、40歳以上の日本人における緑内障の有病率は5.0%であり、有病率は年齢とともに増加

していることが報告されているσWaseAetal.,2004;Y田n血otoTetal.,2005)。一方、加齢に

伴い網膜神経節細胞の脱落がみられること(HaNerthRsetal.,2008)や、老齢マウスの網膜

では、ミトコンドリアの軸索内輸送が低下することにより網膜神経節細胞の脆弱性が増加

すること(TakiharaY etal.,2015)、および光刺激応答の低下がみられること(C加Sostomou

Vetal.,2016)が明らかにされている。とれらのことから、加齢に伴い網膜神経節細胞が脱

落し、緑内障が発症する可能性が考えられる。本章では、成体マウスの網膜において

叩eliwAPJシステムが神経保護的な役割を有するか否かを明らかにするため、加齢に伴う網

膜神経節細胞死に対する内因性叩elmの影響にっいて検討を行った。

本論
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1-1,動物

C57Bιノ6N系を遺伝子背景にもつ apelin・K0 マウス(K.idoya H. etal.,2008)とその野生型

(WT)マウスを実験に用いた。マウスは、透明ケージ(24×17×12Cm)で飼育し、室温:22

士1゜C、照明時間:1日 12時間(フ:00-19:0のの飼育条件で、餌と水を自由に摂取させた。

若齢マウスとして2 ケ月齢のマウスを、老齢マウスとして 12-18 ケ月齢のマウスを用いた。

動物実験の飼育、実験等はすべて日本薬理学会の動物実験に関する指針に基づき、摂南大

学の動物実験に関する規定に従い実施した。

実験方法

1-2.DNA抽出と遺伝子型の判定

遺伝子型判定用の DNA は、マウスの尾から採取した血液より抽出した。2 乢の血液を

50μL の50mMNaoH と室温で30分以上反応させ、 5.5 乢の IMTHS、Hd(PH8.0)を加え

て中和した。 4゜Cで 10,ooorpm、 5分間の遠心により不溶性画分を沈殿させ、上清 2 μL を

DNAサンプルとした。PCR反応試薬には、KODFX(TOYOBO;osakむJaP即)を使用し、KOD

FXO.05 μL、 2XPCRbU丘釘5 μL、 0.5 μMPHmerS各 1 μL、 2mMdNTP 1 μL、 deionized、diS廿11ed

H20(ddH20)1.55μL の反応系で、 98゜Cで 10秒、 703゜Cで 120秒を 1 サイクルとし、 30 サイ

クノレ行った。 PCR反応終了後、サンプノレを ethidi血 bromide (si帥a、Aldrich; st.工Ouis, MO,

USA)含有 1.0%アガロースゲノレを用いて電気泳動を行い、 UV Tr飢Si11血inator(UVP;

UP1磁ld,USA)で可視化した。各プライマーの配列はTable1に示した。

Table l. pdmer pairs for mouse gen0り,ping a11alysis

Gene

Apeli11・F

Apelhl・R

Neo・F

Neo・R

Sequence

5'・GCAGGAGGAAATTI'CGCAGACAGC、3'

5'・ACCGGCACCGGGAGGGCACTT、3'

5'・ATCTCCTGTCATCTCACCTfGCTCCI-3,

5'・CCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAG、3,
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1-3.免疫組織化学染色法

マウスを50m創mL 抱水クロラール(50omg永gマウス体重)で腹腔内投与により麻酔後、

左心室から生理食塩水を濯流して脱血させ、続いてZincfixative但Dph卸ningen;S田IDiego,

CA,USA)で濯流固定を行った。眼球を摘出し、 zincfixative田Dph血1血gen)で一晩浸漬固

定を行った後、パラフィン包埋を行い、ミクロトームにより5μmのパラフィン切片を作製

した。パラフィン切片をXyleneで脱パラフィン後、ethan01および水道水により水和化した。

0.05% Tween・20 を含むTds・EDTA bU丘er(PH 9.0)中でマイクロウェーブ(50O W,20分間)

による抗原賦活化処理を行った。 0.1%Tritonx・100 を含む伽S・bU丘eredsa1血e(TBS、T,PH7.4)

で洗浄後、室温で 30分間ブロッキングを行った(Blocking bU丘er :0.5% skim milk in o.5%

IBS・T)。その後、 1 次抗体[rabbit 肌ti・APJ polyclona1 如tibody (Kasai A et al.,20ID、 mouse

anti・Bm・3a monoclonal antibody (sa11ta cruz BioteC1111010gy; sa11ta cNZ, CA, USA)、 goat

anti・choline Acewltra11Sferase (C11AT)蝕tibody (chemicon Europe Ltd;{JK)および mouse

anti・ce11U1賀 retinaldehyde・bindmg protein (CRAI,BP) monoclonal antibody (AbC脚, cambridge,

MA, USA)]を 4゜Cで一晩反応させた。二次抗体[Alexa 568、conjU容ated 如ti、rabbit lgG

Nolecular probes Life Teclm010gies; Eugene, OR, USA), biotinylated a11ti、mouse lgG (DAKO;

C田Pinteria, CA, USA)および CFN 488A・conjU号ated donkey anti、goatlgG (Bioti血; Hayward,

CA,USA)]を室温で 1時間反応させ、ビオチン化抗体を検出するため、S壮叩仇Vidm、FITC(BD

Biosciences, san Diego, CA, USA)を室温で 1時鳥ヨ反応させた。 Fluorom011tlt (Diagnostic

Biosystems; pleasanton, CA, USA)を用いて封入し、蛍光顕微鏡(AZ、10OM, MKON; Tokyo,

Japa11)で観察した。

1-4.組織学的解析

マウスを麻酔後、左心室から生理食塩水を濯流して脱血させ、続いて Zincflxative 但D

Biosciences)で濯流固定を行った。眼球を摘出し、zmC負Xativeで一晩浸漬固定を行った後、

パラフィン包埋を行った。ミクロトームにより5μmのパラフィン切片を作製した。パラフ

イン切片を Xylene で脱パラフィン後、 ethatl01 および水道水により水和化し、 hematoxy1加

(Mi11ゆore;Bedford,N仏,USA)溶液中で10分間反応させ、水道水で10分間洗浄後、0.1%eosin

Yetha1101溶液中で 3分間反応させた。 Etha1101、xylene による透徹後、S0丑moU11t(wako; osaka,

Japa11)により封入を行った。眼球中央にある視神経乳頭部を含む 4 切片の網膜神経節細胞

層のhematoxylin陽性細胞数の平均値を、個体あたりの網膜神経節細胞数とした。
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1-5. EleC廿oretinogmphy (ERG)

12時間以上暗順応させたマウスを暗赤色灯下で麻酔後、ミドリン P(トロピカミド 5

mgmL,フェニレフりン塩酸塩 5 mg/mk 参天製薬; osaka,JaP如)を点眼し、散瞳させた。

その後、ベノキシール(オキシブプロカイン 4m創mL 参天製薬)を点眼し、角膜表面を麻

酔した。コンタクトレンズ型関電極(Mayo;Nagoya,Japa11)、不関電極(Mayのおよび接地電

極 Nayo)をそれぞれマウスの角膜表面、口内および尾部に装着し、半球ドーム(小動物用

全視野光刺激装置, Mayo)内で発光ダイオード(LED)による光刺激を行った。光刺激は、

LED 発光装置(LS・100, Mayo)により 3.O×10、5 Cd・S/m2 の条件で、暗所閖値電位(scotopic

111resholdResponse:STR)を惹起した。光刺激を 5秒問陽で 16回行った結果を平均した。

測定結果の記録および加算平均処理は、 powerLab データ収録・解析システム(AD

InS廿山nents;Moun仇inview,CA,USA)を用いて行った。測定中の麻酔による体温低下を防止

するため、体温保持マツト(BWT・100,バイオリサーチセンター;Nagoya,Japa11)を半球ドー

ム内に設置して測定を行った。また、STR の定量化は、ベースラインから最大ピークまで

の幅を計測することにより行った。

LED発光装置

熱→

半球ドーム

コンタクトレンズ型
電極

02

0.15

0.1

0.05

0

・0.05

マウス

STR

200 400

Time a貴erflash (ms)

600
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1-6. Real・time reverse transcdption・polymerase chain reaction (RT、PCR)法

マウスを頚椎脱臼後、網膜を単籬し、直ちに卿A later@ solution (The血O Fisherscient途C;

Walth血, USA)に浸漬した。 SV TotalRNA lsolation system (promega, Madison, W'1, USA)を

用いて、網膜からtotalRNA を抽出した。 TotalRNA を吸光度測定により定量し、滅菌水で

1μgRNN8.8μL になるように希釈した。そこに 0.1gL のランダムプライマー(dN6)、 5X

IstS廿andbU丘釘、 0.1MDTT、 5 mMdNTP を各 2μL、 4μL、 2μL、 2μL加え混合した。さら

に、 20O UノμL M・MLV Reverse TratlscHP仇Se (1nvih'ogen; carlsbad, CA, USA)、 40 U/μL RNase

i血ibitor(TOYOBO)を各 1μL、0.2μL加え、総量20μLの反応液中で逆転写反応を行った。

Real・timeRT・PCRは、逆転写反応産物を滅菌水で20倍希釈した後、希釈液2μL を用いた

実験系で、 The血alcycle Dice@ RealTime system (Tak砥a; ohtsu,JaP帥)を用いて行った。 PCR

反応試薬には、T11UNDERBIRDNSYBR@qpcRMix(TOYOBO)を使用し、T11UNDE郎1即N

SYBR@qpcRMiX5 μ工、 0.5 μMpr加erS を各 1 μι、 ddH201μL の反応系で、 95゜CI0秒、 60゜C

20秒、 72゜C20秒の反応を 40サイクノレ行い、その後DissociationC咽e独alysiS により Tm 値

を解析し、 PCR 産物が単一であることを確認した。また、 housekeeping gene として、

容lyceraldehyde・3・phosphate dehydrog即ase (GAPDH)を用いて、サンプノレ間の鋳型量の標準

化を行った。各プライマー配列はTable2 に示した。

Table 2. pdmer pairs forreal・time RT・PCR analysis

Gene

GAPDH.F

GAPDH、R

Apelin・F

Apelin・R

1-フ.統計学的解析

Sequence

5'・CTCATGACCACAGTCCATGC、3,

5'・CACATfGGGGGTAGGAACAC、3'

5'・GTrGCAGCATGAATCTGAGG、3,

5'・CTGCTrTAGAAAGGCATGGG、3,

統計解析は Student's t・test または NO・way ANOVA を行い、 post hoc test として、

Tukey・Kr如ertest を行った。また、 Pく0.05 を有意差ありとした。
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1-1,網膜における即elinおよびAPJの発現解析

はじめに、成体マウスの網膜におけるapelmの発現細胞を明らかにするため、 WTマウス

および叩elin・K0マウスの眼球切片を用いて、叩elinの免疫組織化学染色を行った。その結

果、 WTマウスの網膜において網膜神経節細胞層(GCι,g伽gli伽ω記1のe力および内穎粒層

(1Nι,iππer 加Clear1のer)の細胞に apelin の発現がみられた佃igure lA,1e丘 P即eD。一方、

叩elin・K0マウスの網膜ではこの陽性反応はみられなかった(Fig11relA,dghtP釘lel)。さらに、

WTマウスの眼球切片を用いて、網膜特異的なグリア細胞の M田ler細胞のマーカーである

CRALBPと叩elmの二重蛍光免疫染色を行った結果、叩elit1の発現はCRALBP陽性細胞に

みられた佃igure lB)。

実験結果
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次に、叩elinの標的細胞を同定するため、 WTマウスの眼球切片を用いて、網膜における

叩elin受容体APJの発現を解析した。その結果、 GCιおよびINιの細胞にAPJ陽性反応が

みられた(Figure2A・C,1e丑Pa11el)。さらに、網膜神経節細胞のマーカーである Bm、3a、アマ

クリン細胞のマーカーである CMT、およびM田ler細胞のマーカーである CRALBPと APJ

の二重免疫染色を行った。その結果、 GCιのBm、3 陽性細胞に、 GCιおよびINιのCMT

陽性細胞に、さらに、1NιのCRALBP陽性細胞にAPJ陽性反応が観察された(Figure2A、C,

dght pa11el)。

A

B

C

.

F電Ure 2. APJexpression in the retinas of研IT adult mice

(A・C) Representative pictures show double 血血如oauorescence ofAPJ (reの如d Bm、3a (A),
ChAT (B) or cRALBP (C)(each geen)i11ret血alsectionS 丘'om wr mice. AnowheadS 血dicate

double positive ce11S. GCι, g卸今lion ceⅡ layer; 1Nι,註Ⅱler nuclear layer.1he bar hldicateS 50
μm.
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1-2.加齢にイ半う網膜における叩elinおよびAPJの発現変化

炊に、加齢に伴い網膜の apelinおよびAPJ発現に変化がみられるか否かを明らかにする

ため、 2 ケ月齢(若齢)および 12-18 ケ月齢(老齢)のマウスの網膜における叩elin および

APJmRNA発現をreal・timeRT・PCR法により検討した。その結果、老齢マウスの網膜におけ

る叩elinmRNA発現は、若齢マウスと比較して有意に低下していた(Figure3A)。一方、老

齢マウスの網膜における APJm圈A 発現は、若齢マウスと比較して有意に上昇していた

佃igιⅡe 3B)。
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1-3.老齢マウスにおける網膜神経節細胞数の減少に対する叩elin欠損の影響

次に、加齢に伴う網膜神経節細胞数の減少に対する内因性叩elinの影響を明らかにするた

め、老齢のapelin・K0マウスを用いて検討した。その結果、若齢のapelin、K0マウスの網膜

神経節細胞数は、 WTマウスと比較して差はみられなかった。一方、老齢のWTマウスおよ

び叩elin・K0 マウスの網膜神経節細胞数は、若齢のマウスと比較して有意に減少していた。

また、老齢の叩elin・K0マウスの網膜神経節細胞数は、老齢のWTマウスと比較して有意な

減少がみられた。

120

80

Fi套Ure 4. Apelin denciency accelerates ag6related loss ofretinalgan套lion ce11S 加 mice.
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1-4.老齢マウスにおける網膜神経節細胞の光刺激応答低下に対する叩elin欠損の影響

光、刺激により惹起されるS狼は、網膜神経節細胞層の神経細胞由来の電位であることが

知られている(sasziksMetal.,2002)。そこで、加齢に伴う網膜神経節細胞の光刺激応答の

変化を明らかにするため、老齢マウスにおける STRを解析した。その結果、若齢マウスと

比較して、老齢マウスにおける STRの振幅は低下していた(Figure5A a11dB)。そこで、加

齢に伴う網膜神経節細胞の光刺激応答の低下に対する内因性叩elin の影響を明らかにする

ため、老齢のWTマウスおよびapelin,K0マウスのSTRを比較した。その結果、老齢のWT

マウスと比較して、老齢の叩elin・K0マウスにおける STRは著明に低下していた(Figure5A

and B)。
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本研究において、老齢マウスの網膜神経節細胞数の減少と光刺激応答の低下がみられ、

これらの現象は、叩elin・K0マウスにおいて顕著にみられた(F地Ure4肌d5)。また、網膜神

経節細胞に APJ の発現がみられ、 APJのりガンドである叩elin の発現は加齢に伴い著しく

低下していた四igure2a11d3)。これらの結果は、内因性apelinが網膜神経節細胞に対して保

護的な役割を果たしていることを示唆している。

一方、老齢の叩elin・K0マウスの網膜でみられた網膜神経節細胞数の減少と光刺激応答の

低下は、若齢のapelin・K0マウスではみられなかった q'igⅧe4)。これまでの報告から、脳

由来神経栄養因子(BDNF)遺伝子をへテロ欠損させたマウスでは、加齢に伴う光刺激応答

が低下していること(C11rysostomouv etal.,2016)や、神経保護作用を有する血管内皮増殖

因子(VEGF)の中和抗体を網膜に慢性的に暴露すると網膜神経節細胞死が引き起こされる

こと(NishuimaKetal.,2007)が明らかにされている。これらのことは、網膜の神経保護因

子の慢性的な欠如が網膜神経節細胞死を引き起こすことを示唆しており、加齢に伴う叩e1血

の減少が、加齢による網膜神経節細胞死の原因のーつである可能性が考えられる。

また、老齢マウスの網膜において、網膜神経節細胞数の減少に加えて、網膜電図におけ

るSTRの低下がみられた佃g山e5)。STRは、微弱な光刺激により惹起される網膜神経細胞

の反応であり、網膜内層に位置する GCιの細胞由来であることが知られている(sasziksM

etal.,2002)。 GCιに存在する神経細胞として、網膜神経節細胞および網膜神経節細胞に対

して抑制性ニューロンとして機能するアマクリン細胞が知られており、最近の研究から、

緑内障における網膜神経節細胞死には、アマクリン細胞の脱落が関与する可能性が示唆さ

れている(pa11g JJ et al.,2015; casolac et al.,2016; AkopiatlA et al.,2016)。本研究において、

網膜神経節細胞とアマクリン細胞にAPJの発現がみられ(Fig山e2B)、加齢に伴うSTRの減

少は、 apelin・K0マウスにおいて著明にみられた(Fig山e5)。これらの結果は、叩eliwAPJシ

ステムが網膜神経節細胞およびアマクリン細胞に対して保護作用を有する可能性を示唆し

ており、緑内障治療薬としての叩elinの有用性を支持するものである。

本章において、加齢に伴い網膜のapelin発現が著明に低下すること(Figure3A)を明らか

にしたが、その機構にっいては不明である。一方、免疫組織化学染色の結果より、叩elinは

M田ler細胞に陽性反応を示した佃地山elB)。この結果は、以前に報告されているラット網

膜由来初代培養 MⅧler細胞に叩elin発現がみられた結果と一致している(wa11g 紅 et 田.,

2012)。 M田ler細胞は、網膜最内層の内境界膜から最,外層の視細胞層にかけて支柱をなすよ

うに存在する網膜特異的なグリア細胞であり、種々の神経栄養因子やラジカルスカベンジ

ヤーであるグルタチオンの産生を介して、網膜神経節細胞や視細胞の生存維持に重要な役

考察
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割を担うことが報告されている(Ra伽er A et al.,2005;Joly s etal.,2007; unterlaU丑Φ etal.,

2012)。また、老齢ブタ由来M田ler細胞ではグルタチオン産生能が低下していることが報告

されている四肌Sche G etal.,1998)。これらのことから、加齢に伴う網膜の叩elin発現低下

は、 M田ler細胞の機能低下により引き起こされた可能性が考えられる。

本研究において、網膜神経節細胞、アマクリン細胞およびM田ler細胞にAPJの発現がみ

られ、加齢に伴い網膜神経節細胞の減少およびSTRの低下がみられた四igure4a11d5)。こ

れらの結果から、加齢に伴い網膜のAPJmRNAの発現は低下することが予想されたが、APJ

の発現は、老齢マウスの網膜において著明に上昇していた(Figure3B)。本現象の機序は不

明であるが、りガンドである apelin の発現低下による APJ受容体のアップレギュレーショ

ン、あるいは、加齢に伴う M田1田細胞のグリオーシスによるM田ler細胞の増殖に起因する

かもしれない但rin師almAetal.,20OD。

以上の結果より、叩elilvAPJシステムは、網膜神経節細胞に対して保護的な役割を果たし

ている可能性が示唆され、網膜神経節細胞死がみられる緑内障の治療標的として有用であ

る可能性が考えられた。そこで、第 2 章では、緑内障モデルとして汎用されてぃる網膜虚

血再濯流モデルを用いて、網膜神経節細胞死に対する内因性叩elinの保護作用にっいて検討

を行った。
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第2 章 網膜虚血再濯流による網膜神経節細胞死に対する内因性叩elinの保護

作用

近年の疫学調査から、緑内障眼において網膜動静脈の狭小化が眼圧と独立して起きるこ

と(AmerasingheNetal.,2008)や、網膜動静脈狭小化が緑内障性視野異常に先立って生じる

こと(KawasakiRetal.,2013)が報告され、緑内障病態への眼循環の関与が示唆されている。

眼濯流圧(=眼底血圧一眼圧)の低下は、網膜虚血に続く再濯流を介してミトコンドリア内

で活性酸素種を発生させ、酸化ストレスを引き起こすことで網膜神経節細胞死を誘発する

と考えられており、実際、基礎研究において、強力な血管収縮作用を有するエンドセリン、1

の硝子体内投.与や、一過性高眼圧による網膜虚血処置を行うと、視神経乳頭の血流低下と

網膜神経節細胞死が惹起されることが報告されている(ci0伍 GA etal.,1995; Lau Jetal.,

2006;JunkAKetal.,2002)。これらのことから、緑内障における網膜神経節細胞死には、網

膜虚血再濯流が関与する可能性が示唆される。

第1章において、内因性叩elmが、加齢に伴う網膜神経節細胞の脱落・変性に対して抑制

作用を有することを明らかにした。また、叩elinは、脳虚血再濯流により誘発される神経細

胞死に対して保護作用を示すことが報告されている(KhaksariM etal.,2012; Ya11g Y etal.,

2014)。これらのことから、 apelin は、網膜虚血により誘発される網膜神経節細胞死に対し

て保護作用を示す可能性が考えられる。

そこで本章では、一過性高眼圧により引き起こされる網膜虚血再濯流による網膜神経節

細胞死に対する内因性叩elinの保護作用について検討した。

15



動物2-1

に準ずる。1-1

2-2.DNA抽出と遺伝子型の判定

実験方法

1-2.に準司ゞる。

2-3.網膜虚血再濯流モデノレ

マウスを50mg/m工抱水クロラール(50o m創kgマウス体重)で腹腔内,投与により麻酔し

た。麻酔による体温低下を防止するため、体温保持マット田WT、100,バイオリサーチセン

ター)を用いて体温の保持を行った。ミドリンP(トロピカミド 5 m創mL,フェニレフりン

塩酸塩 5m創mL 参天製薬)の点眼により散瞳させ、ベノキシール(オキシブプロカイン 4

m創m工参天製薬)の点眼により角膜表面麻酔を行った。生理食塩水の入った点滴バッグを

予め水面がマウスの眼球より B5.5Cmの高さになるように吊り下げておき、点滴バッグに

チューブを介して連結した33 Gの注射針(伊藤製作所;SMzuoka,Japa11)をマウスの前眼房

内へ刺入し、前眼房内に 10ommHgの圧力を60分間負荷し、網膜虚血を惹起させた。60分

間負荷後、注射針を抜き網膜循環を再濯流させた。術後感染予防のためにノフロ(ノルフロ

キサシン 3mg/mL 萬有製薬;T01理0,Japa11)を点眼した。

2-4.硝子体内投与

マウスを麻酔後、ミドリンP(トロピカミド 5mg/mL,フェニレフりン塩酸塩 5m創mL 参

天製薬)を点眼し、散瞳させた。1NF・α中和抗体 a μg'eye,ceⅡSi即alingTeclm010部;Da11Vers,

MA, USA)の硝子体内投与は、 5・乢マイクロシリンジ(注射針:33 G伊藤製作所)を用い

て行った。術後感染予防のためにノフロ(ノルフロキサシン 3m創mL 萬有製薬)を点眼し

た。
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2-5.組織学的解析

1-3.に準ずる。ただし、固定溶液には4%パラホノレムアノレデヒド(wakのを用いた。

2-6. Temlinaldeoxynucleotidy1廿anゞ釘ase・mediated duTpnick end labeling (TUNEL)染色

マウスを濯流固定後、眼球を摘出し、4%パラホルムアルデヒドで一晩浸漬固定を行った

後、パラフィン包埋を行った。5μmのパラフィン切片を作製し、xyleneで脱パラフィン後、

etha1101 および水道水により水和化した。 TUNEL 染色は Apoptosisinsitu Detection Kit(wako)

を用いて行った。proteinDigestionE岡meにより 37゜Cで 15分間タンパク質分解処理を行い、

洗浄後、teminaldeoxynucleotidy1廿釦Sferase(TdT)を 37゜Cで 15分間反応させ、DNA の 3,、OH

末端をフルオレセイン・duTPで標識した。3%H202溶液により内因性ぺルオキシダーゼPOD

の不活化を行い、POD標識抗フルオレセイン抗体を37゜Cで20分間反応させた。1mmpACTN

DAB (vector Laborato"es, Burlingame, CA, USA)を用いて 1分間の POD、DAB 反応により

POD標識抗体を検出した。洗浄後、 Methy1 部・een(Dako)により対比染色を行い、 etha1101、

Xylene による透徹後、 somn0醐t(wakのにより封入を行った。

個体あたりの GCι、1Nιおよび外顯粒層(0Ⅳ'ι,0川er加Clear1の,er)における WNEL陽性

アポトーシス細胞数は、眼球切片の4切片の平均値を1個体の値とした。

2-フ. Real、time RT、PCR 法

1-5.に準ずる。各プライマー配列は Table3 に示した。

Table 3. primer pairs forreal・time RT・PCR a11alysis

Gene

GAPDH、F

GAPDH、R

INF、α、F

INF、α、R

Sequence

5'・CTCATGACCACAGTCCATGC、3'

5'・CACATrGGGGGTAGGAACAC、3'

5'・CGGGGTGATCGGTCCCCAAAG、3'

5'・GGAGGGCGTTGGCGCGCTGG、3'
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2-8. Electroretinography 促RG)

1-4.に準ずる。光刺激は、 1.0灯0'3Cd・S/m2の強さの光刺激を 5秒間隔で8 回行い、 STR を

測定した。また、 3.ocd・S/m.の強さの光刺激を 30秒間隔で2回行い、 a、waveおよびb.wave

を惹起させた。a・wave は、光刺激直後にみられるべースラインからマイナス倶Rこ振れる最

小値までの電位の振幅を、 b・wave は、 a・wave直後にみられる最小値からプラス側に振れる

最大値までの電位の振幅を測定することにより定量化した。
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2-9.統計学的解析
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2-1.網膜虚血再濯流による網膜神経細胞死の誘導と網膜のapelinおよびAPJの発現変化

はじめに、一過性高眼圧による網膜虚血再濯流により誘導される網膜神経節細胞死にっ

いて検討した。その結果、 WTマウスにおいて、網膜虚血再濯流1日後において網膜神経節

細胞数の減少がみられ、 7日後ではその減少が顕著にみられた(Figure6A)。また、網膜虚

血再濯流 1日後に、 GCι、1Nιおよび0ⅣιにおいてTUNEL陽性アポトーシス細胞が観察

された(Figure6B)。さらに、網膜虚血再濯流 1日後の網膜における叩elinおよびAPJm圏A

発現をreal・umeRT・PCR法により解析した結果、sh血処置した網膜と比較して、apelinmRNA

発現の減少傾向四ig11re6の、 APJm則A発現の上昇傾向(Figure6D)がみられた。

実験結果
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2-2.網膜虚血再濯流による網膜神経細胞死に対する叩elin欠損の影響

次に、網膜虚血再濯流による網膜神経細胞死に対する叩elm欠損の影響について明らかに

するため、叩eHn・K0 マウスを用いて検討を行った。 sh血処置は、網膜神経節細胞数に影

響を与えなかった(F槍Ure7A)。また、 sh血処置した叩elin、K0マウスの網膜神経節細胞数

は、 WTマウスと比較して差はみられなかった(F電Ure7A)。一方、網膜虚血再濯流 1日後

および7日後の叩elin・K0マウスの網膜では、 WTマウスと比較して網膜神経節細胞数の有

意な減少がみられた(Figtlre7A)。また、網膜虚血再濯流 1日後の叩elin、K0マウスの GCι、

nl'しおよび 0Ⅳιにおけるアポトーシス細胞数は、 WT マウスと比較して増加していた

(Figure 7B・D)。
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2-3.網膜虚血再濯流による網膜の光刺激応答の低下に対する叩elin欠損の影響

次に、網膜の光刺激応答に対する網膜虚血再濯流の影響を明らかにするため、光刺激装

置を用いて、網膜虚血再濯流後のマウスの網膜電図を測定した。その結果、網膜虚血再濯

流1日後の網膜では、sh血処置した網膜と比較して、 GCι細胞由来のSTR、 0Ⅳι細胞由来

のa・waveおよびZNι細胞由来のb・waveの振幅の低下がみられた佃igure8A如d8B)。この

網膜虚血再濯流による網膜の光刺激応答低下に対する叩elin 欠損の影響を明らかにするた

め、叩elm・K0マウスを用いて解析を行った。 sh如処置したapelin、K0マウスでは、 WTマ

ウスと比較して、 a・waveの振φ畜に有意な低下がみられたが(Figure8D)、 STRおよびb、wave

の振幅にはほとんど差はみられなかった四igure8C釦dE)。一方、網膜虚血再濯流1日後の

apelin・K0マウスでは、 WTマウスと比較して、 STR、 a、waveおよびb、waveの著明な低下が

みられた佃igure8C・E)。
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2・4.網膜虚血再濯流によるINF・α発現上昇に対する叩e1血欠損の影響

網膜虚血再濯流障害が、炎症性サイトカインのーつである INF、αにより促進されること

が報告されている但ie血atmJetal.,2010;zh即gYetal.,2015)。また、 apeli11が炎症性サイト

カインの発現抑制を介して、脳および腎虚血再濯流障害に対して保護作用を示すこと(xin

Q etal.,2015; Birca11B etal.,2016)が報告されている。そこで、 apelin、K0 マウスでみられる

網膜虚血再濯流による網膜神経節細胞死の促進に対するTM、αの関与にっいて検討を行っ

た。まず、 WTマウスの網膜虚血再濯流による網膜神経節細胞死に対する TNF、αの関与に

ついて明らかにするため、1NF・α中和抗体を硝子体内投与した WTマウスに網膜虚血再濯

流を行い、網膜神経節細胞数を計測した。その結果、 TNF、α中和抗体の硝子体内投与によ

り、網膜虚血再濯流による網膜神経節細胞数の減少が有意に抑制された四igure9A)。次に、

叩elin・K0 マウスの網膜における TNF、α発現に対する網膜虚血再濯流の影響にっいて

real・timeRT・PCR法により解析した。その結果、shωn処置した叩elin、K0マウスの網膜にお

けるTNF・a mRNA発現は、 WTマウスと比較してほとんど変化がみられなかった。一方、

網膜虚血再濯流1日後のマウスの網膜におけるTNF、am卿Aは、sh血処置したマウスと比

較して著明な発現上昇がみられた(Figure9B)。このTNF、αの発現上昇に対する内因性叩elin

の影響を明らかにするため、網膜虚血再濯流を行った叩elin、K0 マウスの網膜における

IM・α発現を解析した結果、網膜虚血再濯流1日後にみられる網膜のTNF、amRNA発現は、

WTマウスと比較して有意に上昇していた佃igure9B)。
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本章では、網膜虚血再濯流により誘導される網膜神経節細胞死に対する内因性apelinの保

護作用について明らかにするため、叩elm、K0マウスを用いて、網膜虚血再濯流モデルを作

製した。組織学的解析および網膜電図測定の結果より、叩elin、K0マウスでは、 WTマウス

と比較して網膜虚血再濯流による網膜神経細胞死および光刺激応答低下の促進がみられた

ぜigure7釦d8)。以上のことから、内因性叩elinは、網膜虚血再濯流による網膜神経細胞死

を抑制することが示唆された。

網膜虚血再濯流は、活性酸素種を発生させることにより網膜神経細胞死を誘導すること

が報告されている(MU11erA etal.,1997; B0血e c et al.,1998; osbomeNN et al.,2004)。また、

網膜虚血再濯流によるGCιおよびINιにおける網膜神経細胞のアポトーシスは、フリーラ

ジカルスカベンジャーにより抑制されること(shibukiHetal.,200のが報告されている。

方、叩elinは、心虚血再濯流により誘発される活性酸素種の産生を阻害することにより心筋

細胞死を抑制すること(Z伽g幻etal.,2009)、ラット心室筋細胞H9C2細胞における低酸素

処置/再酸素負荷により誘導されるミトコンドリアのスーパーオキシドの産生を阻害するこ

と(pisarenko o etal.,2015)が報告されている。また、叩elin は、スーパーオキシドジスム

ターゼをはじめとする抗酸化酵素量の増加と活性酸素を発生させる NADPH オキシダーゼ

量の減少を介して脂肪細胞における活性酸素種の産生と分泌を抑制すること(Tha11Aetal.,

2014)、 H202暴露により誘発される神経細胞死に対して保護作用を示すこと低asaiA etal.,

2011)など、酸化的ストレスにより誘導される種々の障害に対して叩elinが抑制作用を有す

ることが数多く報告されている。本研究では、叩elin、K0マウスにおいて、網膜虚血再濯流

により誘導される GCι、nl'しおよびONιにおける網膜神経細胞死が増加していた(FigⅧe7)。

さらに、網膜虚血再濯流による網膜神経細胞の光刺激応答の低下が、叩elinの欠損により促

進された(Figure8)。これらの結果から、網膜において叩elinは、酸化的ストレスの抑制を

介して網膜虚血再濯流による網膜神経細胞死に対して保護作用を示す可能性が示唆された。

これまでに緑内障患者の硝子体および眼房水において高濃度のINF、αが検出されてぃる

こと(EI・AzabMFetal.,2014;Balaiyasetal.,20ID や、虚血を伴う種々の網膜疾患患者の硝

子体および眼房水におけるINF・αレベノレが上昇していること(KovacsKetal.,2015;J山lgsH

etal.,2014)が報告されている。また、網膜虚血再濯流障害がIM、αにより促進されること

田ie血almJetal.,2010; zh釘lgYetal.,2015)や、網膜虚血再濯流により誘導される網膜神経

細胞死は、1NF・α受容体の遺伝子欠損により抑制されること(Be壌ersetal.,2008)が報告さ

れている。また、本研究において、 TNF、α中和抗体の硝子体内投与により網膜虚血再濯流

による網膜神経節細胞死が抑制されたこと(Figure9A)や、網膜虚血再濯流により網膜の

考察
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INF・amRNA レベノレが著明に上昇すること q'igure9B)を明らかにした。これらのことから、

INF・αが網膜虚血再濯流による網膜神経細胞死において促進的に働いていることが示唆さ

れる。さらに、TNF・αを産生する M田ler細胞は、網膜虚血再濯流により活性化されること(Li

SY etal.,2012)や、網膜虚血再濯流により誘導される TNF、αの発現上昇は、 M田ler細胞で

みられること(GessleitlBetal.,201の、低酸素暴露によりラット M田ler細胞株rMC、1 におい

てINF・αの産生増加がみられること(LisYetal.,2012)が報告されている。一方、apelinは、

脳虚血再濯流により誘導されるIM・αなどの炎症性サイトカインの発現を抑制することに

より神経細胞死を抑制することが報告されている(xinQetal.,2015)。本研究において、網

膜虚血再濯流処置をした叩elin・K0マウスの網膜におけるINF、am圈A レベノレは、WTマウ

スと比較して著明な上昇がみられたこと(Fig山e9B)、第 1章でMⅡ11er細胞にAPJの発現が

みられたことから、内因性叩elinは、網膜虚血再港流による網膜神経細胞死に対してオート

クライン作用により M田ler細胞におけるTNF、αの発現抑制を介して保護作用を示す可ヨ断生

が考えられた。

以上の結果より、内因性叩elinは、網膜虚血再濯流障害により引き起こされる緑内障の病

態進行を抑制できる治療薬となる可能性が示唆された。第3章では、叩elinが他の危険因子

により誘発される網膜神経節細胞死に対して保護作用を有するか否かを明らかにするため、

NNΦA誘発網膜神経障害モデルを用いて、グルタミン酸興奮毒性によって引き起こされる

網膜神経節細胞死に対する叩elinの保護作用について検討を行った。
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第3章 NMDA誘発網膜神経節細胞死に対するape1血の保護作用

グルタミン酸は、網膜神経節細胞を興奮させる二とが知られており、網膜神経節細胞に

発現するグルタミン酸受容体として、 NNのA 型受容体、カイニン酸型受容体および

α・amino-3・hydroxy・5・methyl-4・isoxazole・propionate(AN伊A)型受谷体の 3 つのイオンチャネノレ

型受容体と、 G タンパク質と共役した代謝型受容体が確認されている(Atoji Y.2015;

HarweitEetal.,1995)。その中でも特に、 NNΦA型受容体は、 ca2、透過性が高い受容体であ

ることが知られており、過剰なグルタミン酸によるNMDA型受容体の刺激は、細胞内へ異

常な Ca2、流入を引き起こし、カルパインなどの Ca2、依存性タンパク分解酵素の活性化を介

して、網膜神経節細胞死を誘発することが知られている(G0ⅡDEetal.,2003)。

緑内障患者の硝子体内において、高濃度のグルタミン酸が検出されていることΦreyer

EB etal.,1996; VONerkcKetal.,1999)や、緑内障患者の網膜では、細胞外グノレタミン酸濃

度を調節しているグノレタミン酸トランスポーターのーつである excitatory ammo acid

廿釦Sporter(EAAT・D の発現が減少していることが報告されている(NaskarRetal.,200の。さ

らに、 EAAT・1 や他のグノレタミン酸トランスポーターglut血ate、aspartate 廿ansporter(GLAST)

を欠損させたマウスでは、正常眼圧であるにもかかわらず網膜神経節細胞死が著明に引き

起こされること、およびこの細胞死がNNΦA受容体アンタゴニストのメマンチンの投与に

より阻害されるととが明らかにされている(HaradaTetal.,2007)。これらのことから、緑内

障における網膜神経節細胞死には、 NNΦA受容体を介したグルタミン酸興奮毒性が関与す

ると考えられている。

第1章および第2章において、内因性apelinは網膜神経節細胞死に対して保護作用を示す

ことを明らかにした。また、叩elinは、海馬由来初代培養神経細胞においてNMDA受容体

アゴニストであるキノリン酸により誘発される神経細胞死に対して保護作用を示すことが

報告されている(0'Domle11LAetal.,2007)。これらのことから、叩elin は、 NMDA受容体を

介したグルタミン酸興奮毒性により誘発される網膜神経節細胞死に対して保護作用を示す

可能性が考えられる。

そこで本章では、 NMDA誘発網膜神経節細胞死に対する叩elinの保護作用にっいて検討

した。
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3-1,動物

1-1.に準司ゞる。

3-2.DNA抽出と遺伝子型の判定

実験方法

1-2.に準,ゞる。

3-3.硝子体内投与

2-4.に準ずる。 NMDA 型グノレタミン酸受容体アゴニストである NMDA (40 血Oveye,

Si師a・Aldrich; st. Louis, MO, USA)、[PⅥ11・apelin・B (apelin) ao or 50 μgeye, peptide lnsti加te;

Osaka, Japatl)、 1M・α中和抗体 a μg/eye, ce11 Si即aling Teclm010gy)、 ML221(5 血Oveye,

Tocris Bioscience; E11isvi11e, MO, USA)、 LY294002 (5 血Oveye, ce11 Si即aling Teclm010gy)およ

び PD980S9(5 血Oveye, ceⅡ Si即alhlg Teclm010部)をマウスの硝子体内へ5、μLマイクロシ

リンジ(注射針:33G 伊藤製作所)を用いて全量1μL投与した。術後感染予防のためにノ

フロ(ノルフロキサシン 3m創mL 萬有製薬)を点眼した。

3-4.組織学的解析

1-4.に準ずる。ただし、固定溶液にはZincfixative(BDph血lingen)を用いた。

3-5. TUNEL 染色

2-5.に準ずる。ただし、固定溶液には、 zinC6Xative(BD pha血mgen)を用いた。対比染

色には、 hematoxylin (Mi11ipore; Bedford, N仏, USA)を用いた。
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3-6. Real、time RT、PCR 法

1-6.に準ずる。

3-フ. W'estem bl0杜ing

マウスを頚椎脱臼後、網膜を単籬し、直ちに50μLのlysisbuffer(20mMTris、HapH7.5,2%

SDS,10mMNaF,1mMNa3V04,100μMPMSF)に入れ、超音波により破砕し、 100゜Cで 10分

間の熱処理を行った。17,400ゞgで 10分間遠心し、上清を試料とした。本試料に5ゞLaemmH

bU丘er(125 mM Tris・HCI、 25% glycer01、5% SDS、 02% bromophenolblue、10% 2、mercaptoeth釘101、

PH7.5)を加えて 10分間熱処理を行い、蛋白質を変性させた。 1μgの蛋白質をSDS、ポリア

クリノレアミドゲノレを用し、て電気泳動を1テし、、 immobilion、P 廿a11Sfermembra11e(MilHpore corp.,

Bedford, NIA, USA)に転写した。その memb血e を 1% skim milk と 0.05% Tween、20 を含む

Tris・bU任ered saline (TBS; TBS・T)で blocking 後、 TBS、T で membrane を、洗浄し、一次抗体

[rabbit 砥lti・phospho Akt、 rabbit anti・Akt、 rabbit a11ti・phospho extrace11Ular si即al、regulated kinase

1/2 (ERKν2)、および rabbit a11ti・ERKV2 a11tibodies(ce11 Si即aling TeC1111010部)]と反応させた

(4゜C、 overlゞght)。その後、 TBS・T で membra11e を洗浄し、二次抗体[釘lti、rabbitlgGf恨.P、1inked

antibody (ce11 Signaling Teclul010部)]と反応させた(室温、 2時間)。 TBS、T で洗浄した後、

E血anced chemi・Luminescence (ECL)法により蛋白質バンドを X 線フィノレム(Fuji飢m. CO.

Ltd., T01弓,0,Japan)に検出した。

3-8. Electroretinography

1-5.に準ずる。光刺激は、 1.0灯0、3Cd・S/m2の強さの光刺激を 5秒間隔で8回行い、 STR を

測定した。

3-9.統計学的解析

2-9.に準ずる。
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3-1. NMDAの硝子体内投与による網膜神経細胞死の誘導と網膜のapelinおよびAPJの発現

変化

はじめに、 NNΦAを硝子体内投与したWTマウスの眼球切片を作製し、組織学的解析を

行った。その結果、 NMDA(40 血01)の硝子体内投与1日後の網膜の旺染色像において、

GCιで細胞数の減少がみられ、3日後の網膜ではさらに減少していた佃地Ure13A)。また、

N入ΦAの硝子体内投与1日後の網膜において、 GCιおよびINιにTUNEL陽性アポトーシ

ス細胞が観察された(Figure BB)。さらに、 NNΦA(40血01)の硝子体内投与 1日後の網膜

における apelinおよびAPJm卿A発現をreal・timeRT、PCR法により解析した結果、叩elinお

よびAPJmRNA発現の著明な低下がみられた(FigureBC独dD)。

A B

実験結果
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3-2.NNΦA誘発網膜神経細胞死に対する叩elin欠損の影響

次に、 NNΦAの硝子体内投与により誘導される網膜神経細胞死に対する内因性叩elinの

保護作用について明らかにするため、叩elin、K0マウスを用いて検討を行った。無処置群に

おける叩elin・K0マウスの網膜神経節細胞数は、 WTマウスと比較してほとんど差がみられ

なかった(FigurelA)。一方、 NMDA (40 血01)を硝子体内投与した 1日後および3日後の

叩elin・K0マウスの網膜では、 WTマウスと比較して網膜神経節細胞数の有意な減少がみら

れた(Figure16A)。また、NMDA(40血01)の硝子体内投与 1日後の apelm、K0マウスの GCι

およびnl'しにおけるアポトーシス細胞数は、 WTマウスと比較して有意に増加した(FigⅧe

16Ba11dc)。この叩elin・K0マウスのGCιおよびINιにおけるアポトーシス細胞数の増加は、

叩elin(10μg)の硝子体内への同時投与により有意に抑制された佃igure16Da11dE)。
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3-3.NMDAの硝子体内投与による網膜の光刺激応答の低下に対する叩elin欠損の影響

次に、 N入ΦAの硝子体内投与による網膜の光刺激応答低下に対する内因性apelinの影饗

を検討した。 salineを硝子体内投与した叩e1血、K0マウスのSTRの振幅は、 WTマウスと比

較して差はみられなかった(Figure17AandB)。一方、 NNΦA(40血01)を硝子体内投与し

た叩elin・K0マウスのSTRの振幅は、 NNΦAを硝子体内投与したWTマウスと比較して著

明な低下がみられた佃ig山e17A飢dB)。
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3.4.NMDA誘発網膜神経細胞死に対する叩elin の硝子体内投与による保護作用

較して有意に増加していた(Figure14D)0
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3_5.NMDAの硝子体内投与による網膜の光刺激応答の低下に対する叩elinの抑制作用

次に、光刺激装置を用いて、 NNΦA硝子体内投与後のWTマウスにおける網膜電図を測

定した。その結果、salmeを投与したマウスのSTRの振幅は、無処置のマウスと比較して差
はみられなかったが(datanotsh0町1)、 NMDA (40 血01)の硝子体内投与 1日後のマウスで

は、 STRの振幅の顕著な低下がみられた(Figure15A 飢dB)。このNMDAの硝子体内投与
による STRの振幅の低下は、apeⅡn(50μg)の同時投与により有,忌に抑制された佃ig11re15A

and B)。
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3-6.NMDAの硝子体内投与による網膜におけるTNF・α発現上昇に対する叩e1血の抑制作用

NMDA誘発網膜神経節細胞死は、炎症性サイトカインのーつであるIM・αにより促進さ

れることが報告されている化eb血・JulienFetal.,2009)。また、第2章において、内因性apelin

が TNF、αの発現抑制を介して、網膜虚血再濯流により誘発される網膜神経節細胞死に対し

て保護作用を示すことを明らかにした。そこで、 NMDA 誘発網膜神経節細胞死に対する

叩elinの保護作用へのINF、αの関与にっいて検討した。その結果、 NNΦA(40血01)の硝子

体内投与による網膜神経節細胞数の減少は、 TNF・α中和抗体(1μg)の同時投与により有意

に抑制された(Figure18A)。次に、網膜における TNF・am圈A発現に対するNMDA硝子体

内投与の影響をreal、timeRT、PCR法により解析した結果、NNΦAの硝子体内投与により WT

マウスおよび叩elin、K0マウスの網膜におけるIM、a mRNA発現の著明な上昇がみられた

(Figure18B)。とのTNF・amRNA発現上昇は、 WTマウスと比較して、叩elin・K0マウスで著

明にみられた(Figure18B)。さらに、 NMDA(40血01)による TNF・α発現上昇は、叩elin(10

μ幻の同時投与により有意に抑制された(Figure18C)。
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3-フ.NNΦA誘発網膜神経細胞死に対するAktおよびE既の活性化を介した叩elmの保護作

用

NMDA による網膜神経節細胞のアポトーシスは、細胞生存シグナルとして知られる Akt

およびERKν2 の活性化により抑制されること 4evkovitch・verbin H et al.,2007; Ya11g x et

田.,2013)、また、 apelinはAktおよびE腿ν2 の活性化を介して、培養神経細胞におけるグ

ルタミン酸誘発神経細胞死に対して保護作用を示すことが報告されている(ODonneⅡLA

etal.,2007)。そこで、 NMDA誘発網膜神経細胞死に対する叩elmの保護作用へのAktおよ

びERKν2シグナルの関与を検討する目的で、網膜のりン酸化Akt φ、Akt)およびりン酸化

ERKI/2印・ERKI/2)量に対する叩elin硝子体内投与の影響について、 westembl0杜ing により

解析した。その結果、apelina0μg)の硝子体内投与 1時間後の網膜において、 P、Aktおよび

P・E郎ν2 量の有意な増加がみられた(Figure 19)。この叩elin 投与による P、Akt および

P・ERKν2 量の増加は、 Mι221(5血01)の同時投与により抑制された(Figure19)。
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次に、 N入ΦA誘発網膜神経細胞死に対する叩elinの保護作用がAktおよびERKI/2 の活

性化を介するか否かを明らかにする目的で、 Akt の活性化酵素である PB kinase の阻害剤

LY294002およびERKν2の活性化酵素である MEK1の阻害剤PD98059を用いて検討した。

その結果、叩elina0μg)の硝子体内投与 1時間後にみられる網膜のP、AktおよびP、ERKν2

量の増加は、 LY294002 (5 血01)または PD98059 (5 血01)の同時投与により抑制された

(Figure20A磁ldB)。さらに、 NMDA硝子体内投与 1日後にみられる GCιおよびINιのアポ

トーシスに対する叩elmの抑御1作用は、LY294002またはPD98059の同時投与により阻害さ

れた四ig山e20c a11d D)。
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本章では、NNΦA受容体を介したグルタミン酸による網膜神経節細胞死およびSTRの振

幅の低下に対する内因性叩elin欠損および叩elinの硝子体内投与の影響について検討した。

その結果、NMDAの硝子体内投与により誘発された網膜神経細胞死およびSIRの振幅の低

下は、叩elin の欠損により促進され(Figure14a11d15)、 apelinの硝子体内投与により抑制さ

れた四igure16and17)。この叩elin投与によるNMDA誘発網膜神経細胞死に対する保護作

用は、 APJアンタゴニストN丘221の同時投与により抑制された(Figure16D如dE)。また、

NNΦAの硝子体内投与により誘導された網膜のINF、αの発現上昇は、内因性叩elinおよび

叩elinの硝子体内投与により抑制され佃igure18B釘ldc)、NMDA誘発網膜神経節細胞死は、

INF・α中和抗体により抑制された(FigⅢe18A)。さらに、叩elinの硝子体内投与による網膜

神経保護作用は、 AktおよびERKI/2の阻害剤により抑制された(F槍11re20ca11dD)。これら

の結果より、 apelin は、 NMDA 受容体を介したグルタミン酸による網膜神経細胞死に対し

てIM・αの発現抑制およびAkt、E懸の活性化を介して保護作用を示すことが示唆された。

緑内障患者の硝子体内のグノレタミン酸濃度が上昇していること(Dreyer EB etal.,1996;

VONerkcKetal.,1999)や、グルタミン酸の代謝異常が網膜神経節細胞死を引き起こすこと

(HaradaTetal.,1998)が報告されている。本研究において、 NMDA を硝子体内投与したマウ

スの網膜において叩elin およびAPJ mRNA発現が著明に低下することを見出した(Figure

BcandD)。この結果は、硝子体内のグルタミン酸濃度が高い緑内障患者の網膜では、叩elin

およびAPJ発現量が低下していることを示唆しており、緑内障モデルラットの網膜神経節

細胞においてGPCRの発現が低下しているという報告に類似するものである(wa11g DY et

al.,201の。さらに、apelin・K0マウスでは、NMDA誘発網膜神経細胞死が促進すること(F電11re

14)、および NMDA 単独投与により誘発される網膜神経細胞死は、 APJ アンタゴニストと

叩elinの同時投与により有意に増加したこと(Figure16D)から、内因性叩elinはNMDA誘

発網膜神経節細胞死に対して保護作用を有することが示唆される。これらのことから、過

剰なグルタミン酸による網膜のapelinおよびAPJ発現の低下が緑内障における網膜神経節

細胞死に関与している可能性が考えられる。

NNΦA 受容体アンタゴニストであるメマンチンは、様々な緑内障モデル動物において、

網膜神経節細胞を保護すること(VONerk cK etal.,1996; schue伽UfF etal.,2002; Hare wA et

址.,2004;HarewAetal.,2004)が報告されており、緑内障の新たな治療薬として期待されて

きた。しかしながら、臨床試験において、メマンチンは緑内障の病態進行に対して有意な

抑制効果を示すことができなかったととが報告されているΦanesh、Meyer HV.,20ID。

N入ΦA受容体は、構成するサブユニットの組み合わせや発現する部位によって作用が異な

考察
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り、細胞死あるいは細胞生存の両方に働くととが知られている(Hardingh血GEetal.,2002;

LiuYetal.,2007)。また、叩elinは興奮毒性を引き起こすNNBサブユニットを含むNMDA

受容体の機能を阻害することが報告されている(cookDRetal.,2011)。本研究において、内

因性および外因性叩e1血が NNΦA 誘発網膜神経細胞死に対して保護作用を示したこと

(Figure14and16)から、 apelin は、緑内障の治療薬としての有用性が期待できる。

本研究において、 NMDA誘発網膜神経節細胞死に対してTNF、α中和抗体が保護作用を示

すこと(Figure18A)を明らかにした。また、NNΦAの硝子体内投与により誘導される INF,α

は、網膜におけるAMPA型グルタミン酸受容体の発現上昇を介してグルタミン酸に対する

感受性を増加させることが報告されている 4eb血、JulienFetal.,2009)。これらのことは、

グルタミン酸興奮毒性に対してINF・αが促進的に働くことを示している。本研究において、

NNΦAの硝子体内投与により、網膜における TNF・α発現上昇(Fig山e18B arld c)と叩elin

およびAPJ発現の低下(Figure Bc a11d D)がみられた。この TNF、αの発現上昇は、 apelin

遺伝子欠損により促進され、叩elinの硝子体内投与により抑制された(Figure18B 即d c)。

これらのことから、叩elinは、1NF、αの発現抑制を介してグルタミン酸興奮毒性を減弱する

可能性が示唆された。

網膜神経節細胞の生存には、 AktおよびE既の活性化が重要な役割を果たすことが報告

されている(Kilicuetal.,2006;zhouYetal.,2005)。さらに、緑内障モデノレラットの網膜神

経節細胞において Akt のシグナル伝達経路に関与する遺伝子の発現低下がみられること

(wangDYetal.,201のや、NMDAの硝子体内投与により網膜神経細胞におけるりン酸化Akt

の脱りン酸化が生じること(Nakazawa T etal.,2005)が報告されている。 ApelilvAPJsystem

の細胞内シグナル経路は、 phoS血atidylinosit013・kmase(PB kmase)の活性化を介して Akt を

活性化すること NasH B et al.,2004; Eyries M et al.,2008; 0'Dolme11 LA et al.,2007)や、

Proteinkinase C を活性化することにより N仏PWERKkin郎eν2(MEKν2)の活性化を介して

ERKν2 を活性化すること(MasriB.etal.,2002; 0'D0血eⅡ LA.etal.,2007)が報告されてい

る。本研究では、叩elinの硝子体内投与により網膜におけるAktおよびERKν2の活性化が

みられ、この作用はN丘221の同時投与により抑制された四i底Ure19A如dB)。さらに、NMDA

誘発網膜神経細胞死に対する apelin の硝子体内投与による保護作用は、 PB kinase および

MEK1の阻害剤の同時投与により抑制された(FigⅧe20A即dB)。これらのことから、叩elin

の硝子体内投与による網膜神経保護作用は、 AktおよびE既ν2シグナルの活性化が重要な

役割を果たしていることが示唆された。

以上の結果より、叩elinは、 NMDA誘発網膜神経節細胞死に対してTNF、αの発現抑制お

よびAkt、 ERKI/2の活性化を介して保護作用を示すことが示唆された。
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緑内障における新規治療薬としての即e1血の有用性を見出す三とを目指し、老齢マウス、

網膜虚血再濯流モデルマウスおよびNNΦA誘発網膜神経障害モデルマウスを用いて解析を

行い、以下に示す結論を得た。

成体マウスの網膜において apelinは、 M田ler細胞に発現がみられ、 APJ は、網膜神経

節細胞、アマクリン細胞および M田ler 細胞に発現がみられるととを明らかにし、

叩elilvAPJシステムが神経グリア間で機能している可能性を見出した。さらに、加齢に

伴う網膜神経節細胞の脱落が叩elm・K0 マウスの網膜において著明にみられたことか

ら、内因性apelmが成体マウスの網膜において、神経保護的な役割を有することを見

出した。

総括

2 網膜虚血再濯流による網膜神経節細胞死が叩elin、K0マウスで促進していたことから、

内因性叩elmが網膜虚血再濯流により誘導される網膜神経節細胞死に対して保護作用

を有することを見出した。また、この叩elin の保護作用は、網膜虚血再濯流により誘

発されるTNF・α発現の抑制を介する可能性を見出した。

3. NNΦA の硝子体内投与により誘導される網膜神経節細胞死は、叩elin、K0 マウスで促

進がみられ、さらに、叩elinの硝子体内投与により抑制されたことから、apelinがNMDA

受容体を介したグルタミン酸興奮毒性により誘発される網膜神経節細胞死に対して保

護作用を示すことを明らかにした。また、この叩eli11の保護作用は、 NMDAにより誘

導される TNF・α発現上昇の抑制と、 AktおよびE懸1/2 シグナルを介する可能性を見

出した。

4 マウスの網膜における叩elin の発現は、加齢、網膜虚血再濯流、および過剰なグルタ

ミン酸刺激により低下することを見出した。

以上、叩elinは、網膜神経節細胞に対して保護的な役割を担う因子であることが明らかと

なった。緑内障の危険因子として知られる加齢、網膜虚血再濯流および過剰なグルタミン

酸刺激により網膜における叩elmの発現量が低下したことは興味深い点であり、緑内障患者

の網膜におけるapelmの発現が低下している可能性が示唆された。また、とれらの危険因子

による網膜神経節細胞死が叩elmの欠損により促進したこと、さらに、過剰なグルタミン酸
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刺激による網膜神経節細胞死に対して叩elinの硝子体内投与が保護作用を示したことから、

叩elinが緑内障における網膜神経節細胞死に対して保護作用を示す可能性が示唆された。

本研究で得られた知見から、眼圧非依存的に病態が進行する緑内障に対して叩elinが抑制

効果を示す可能性や、既存の眼圧降下剤に加えてapelinを併用することにより、相加的に緑

内障における網膜神経節細胞死を抑制できる可能性が期待できる。本研究では、叩elinがぺ

プチドであることから、網膜への薬物の到達が確実な方法である硝子体内投与を行った。

しかしながら、硝子体内投与は、眼科臨床で一般的に行われているものの、侵襲性が高く、

患者の精神面の負担が大きいこと、かつ感染症などの合併症の危険性があることなどの複

数の問題を抱えている。したがって、より安全な投与経路である内服や点眼により神経保

護作用を示すか否かを明らかにすることが重要である。本研究結果より、緑内障治療にお

ける apelin の有用性が示されたことから、叩elm を網膜組織に到達させる DNg Delivew

Systemの開発、および低分子APJ選択的アゴニストの開発が臨床応用に向けての大きな課

題である。
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