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緒緒  言言  

 
人生 100 年時代を迎える日本において、加齢に伴う神経変性疾患に対する治療薬の開発が急がれる。失明原因

の第 1 位である緑内障の約 7 割は、眼圧が正常値でも進行することから、正常眼圧緑内障に対する世界初の神経

保護療法を開発することを本研究の目的とする。著者らは、網膜の神経細胞死を誘導するミトコンドリアカルパ

イン-1 を特異的に阻害するペプチドを発見し［1］、点眼による網膜への送達や網膜色素変性モデル動物に対する

効果、緑内障モデル動物に対する効果を明らかにした。これらの知見より、ミトコンドリアカルパイン-1 の標的

妥当性が実証されたため、本研究では、それを標的とした新たな低分子化合物の探索を行うことを目的とした。 
著者らは、世界に先駆けてミトコンドリアにおいてカルパイン-1、-2 がミトコンドリア内に存在していること

を明らかにした［1～3］。タンパク質分解酵素であるミトコンドリアカルパイン-1 を発見し、アポトーシス誘導

因子（AIF）依存的な細胞死を誘導する重要な酵素であることを証明した［2］。次に、ミトコンドリアカルパイ

ン-1 とそれに結合する分子シャペロン ERp57 との結合を競合的に阻害することにより細胞死を抑制するペプチ

ドを同定した［4］。本ペプチドは、網膜色素変性モデルラットに対して視細胞保護効果と視機能保護効果を認め、

点眼により網膜へ送達されることが証明された［4，5］。また、緑内障モデルラットの神経節細胞死に対して保護

効果が認められ、緑内障モデルマウスに対しても有意な薬理効果が認められた［6］。本ペプチドはマウス由来神

経細胞である HT22 細胞のグルタミン酸障害に対して保護効果を有することが示され［7］、ウイルスベクターを

用いて HT22 細胞へ遺伝子導入することで細胞死を阻害することも分かった［8］。一方で、ミトコンドリアカル

パイン-5 と-13 についても細胞死と関連することが示されたため［9，10］、これらを標的とした創薬の可能性も

見出された。そこで本研究では、当該ペプチドの低分子化を試みることを目的として、新たな低分子化合物を探

索および同定することにより、正常眼圧緑内障に対する網膜神経保護療法を確立することを目指して本研究を実

施した。 
 

方方  法法  
 
11．．HHTT2222 細細胞胞をを用用いいたた薬薬理理作作用用のの評評価価  

HT22 細胞を 96well plate（DMEM：100μl/well）に 1.2×10４ cells/ml で播種し、24 時間で前培養した。そ

の後、DMEM にシスタミンおよびシステアミン（和光純薬）を終濃度が 0、1、2、5、10、50、100、200、400
μM になるように加え、前処理を 4 時間行った。このとき、コントロールとしては 1×PBS（－）を、ブランク

としては細胞を播種せずにDMEMのみを添加したものを使用した。次にDMEMにグルタミン酸が終濃度4 mM
になるように加えると同時に、前処理と同様の濃度のシスタミン及びシステアミンを添加し、培地を調製した。

この調製した培地を既存の培地と交換し、37℃、5％CO２インキュベーター内で 20 時間反応させた。細胞培養

後、細胞毒性試験、ミトコンドリアの単離、タンパク質定量、カルパイン活性測定、免疫細胞染色、データの統

計解析を行った。 
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22．．正正常常眼眼圧圧緑緑内内障障モモデデルルをを用用いいたた薬薬理理作作用用のの評評価価  
本実験では、7～8 週齢の雌の C57BL/6J マウス（日本クレア）を使用し、飼育室において 12 時間の照明と   

12 時間の暗闇のサイクル下で飼育した。全身麻酔下のマウスにおいて、カテーテル（SP28 チューブ、夏目製作

所）を介して 33G 針（ニプロ）を連結させた 10μl マイクロシリンジ（伊藤製作所）を用いて、40 mM NMDA
を 2μl ずつ硝子体内に角膜輪部の強膜から投与した。投与後、直ちにレボフロキサシン点眼液クラビット（参天

製薬）を点眼した。マウスが麻酔から覚醒するのを確認した後に飼育ゲージへと戻し、7 日間飼育した。このと

き、眼内への感染を防ぐため、投与液は 0.2μm フィルター（Sartorius）により濾過滅菌、使用機器は 70％エタ

ノールにより滅菌してから使用した。0.1、1、10 mM シスタミン、システアミンをそれぞれ調製し、0.2μm フ

ィルター（Sartorius）により濾過滅菌し、分注して 4℃の冷蔵庫で保管した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．．HHTT2222 細細胞胞ににおおけけるるシシススタタミミンンのの神神経経細細胞胞保保護護効効果果  
  グルタミン酸誘導性神経細胞死を抑制するシスタミンおよびシステアミン濃度を検討するために細胞生存率

を求めた結果、シスタミンおよびシステアミンともに 5～200μM の濃度で有意な細胞保護効果が見られた  

（図 1）。 
 

 
 

図 1．HT22 細胞のグルタミン酸に対する細胞毒性試験 
A） シスタミン添加時のグルタミン酸処理 HT22 細胞の細胞生存率。 
B） システアミン添加時のグルタミン酸処理 HT22 細胞の細胞生存率。シスタ

ミンおよびシステアミンともに 5～200μM の濃度でGlu 誘導性神経細胞

死の抑制効果を示した。データは平均±標準偏差として表記した。統計解

析は Wilcoxon-test により実施した。n＝12、 *p＜0.01。 
 
22．．細細胞胞死死抑抑制制効効果果をを持持つつシシススタタミミンン類類縁縁化化合合物物のの探探索索  
  シスタミン類縁化合物がグルタミン酸誘導性神経細胞死を抑制するかを評価した結果、N-アセチルシステアミ

ンは 25μM 以上の濃度でグルタミン酸誘導性神経細胞死の抑制効果があった（図 2A）。1-プロパンチオールは

100μM から細胞生存率の上昇が見られたが、シスタミンより細胞保護効果が低かった（図 2B）。3-アミノプロ

パンチオールは細胞生存率の上昇が見られなかった（図 2C）。2-アミノエタンスルホン酸はどの濃度においても

同様の細胞生存率を示したが、シスタアミンより細胞保護効果が低かった（図 2D）。 
 

2



 

 
 

図 2．シスタミン類縁化合物処理 HT22 細胞のグルタミン酸に対する細胞毒性試験 
A） N-アセチルシステアミン添加時の Glu 酸処理 HT22 細胞の細胞生存率。 
B） 1-プロパンチオール添加時の Glu 酸処理 HT22 細胞の細胞生存率。 
C） 3-アミノプロパンチオール添加時の Glu 酸処理 HT22 細胞の細胞生存率。 

細胞生存率の上昇は見られず、どの濃度においても 0μM よりも細胞生存率が低下した。 
D） 2-アミノエタンスルホン酸添加時の Glu 酸処理 HT22 細胞の細胞生存率。 
データは平均±標準偏差として表記した。統計解析は Wilcoxon-test により実施した。n＝6、*p＜0.01。 

 
33．．正正常常眼眼圧圧緑緑内内障障モモデデルルママウウススににおおけけるるシシススタタミミンンのの神神経経細細胞胞保保護護効効果果  
 正常眼圧緑内障モデルマウスを作製し、シスタミンの網膜神経節細胞死に対する抑制効果の検証を行った結果、  

10 mM シスタミン点眼群と 10 mM システアミン点眼群において、生理食塩水点眼群と比較して、神経節細胞

の脱落および網膜中心部および周辺部の内網状層の薄層化が抑制された（図 3A）。さらに、神経節細胞数（図 3B）、

網膜中心部および周辺部の内網状層の厚さ（図 3C）において統計的な有意差が見られた。これらの結果より、シ

スタミン点眼およびシステアミン点眼では、神経節細胞ならびに内網状層に存在する神経細胞に対して、有意な

保護効果を有することが見出された。 
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図 3．正常眼圧緑内障モデルマウスに対するシステアミンの効果 

A） NMDA硝子体内投与およびシステアミン点眼7日後の網膜組織標本。

Scale bar＝20μm。 
B） GCLの細胞数。 
C） 中心部のIPLの厚さ（a）と周辺部のIPLの厚さ（b）。 
D） 中心部の網膜全体の厚さ（a）と周辺部の網膜全体の厚さ（b）。 
網膜中心部、周辺部両方のIPLの厚さとGCL細胞数において統計的な有意差が

見られた。データは平均±標準偏差として表記した。統計解析はTukey-testに
より実施した。n=6、*p＜0.05。 
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