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研究成果の概要（和文）： 　過去にプロスタサイクリン受容体のSNPについて検索を行った結果、変異型
(R212C)について、緑内障患者のみに発現し正常対照には発現していないことが明らかとなり、緑内障発症の原
因遺伝子であることが考えられた。
　プロスタサイクリン受容体異常性緑内障ともいえる緑内障の診断が可能となり(特許第5169306号)、その病態
解明と新たな治療法の開発に向けて研究を開始した。受容体のmRNAを用いて、pef/v5-hisa、pcdna5/frtにある
制限酵素kpn1 not1を用いてprimer作製を行い、標識可能な受容体を作ることが可能となった。これを用いた
種々の検討を今後行っていく。

研究成果の概要（英文）：   We investigated SNPs of prostacyclin receptor in the past, and found that
 the variant (R212C) exists   only in glaucoma patients, but not in controls. The variant was 
thought to be responsible for the etiology of glaucoma.
   We are now able to diagnose glaucoma derived from prostacyclin receptor abnormality (Japanese 
patent No.5169306), and started collaboration with department of pharmacology. We made primer by 
using restriction enzyme kpn1 not1 in pef/v5-hisa, pcdna5/frt, in the mRNA of prostacyclin receptor,
 and established the system of fluorescence labeling method. We will study various investigation by 
using this method.

研究分野：緑内障
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１．研究開始当初の背景 

 緑内障はわが国では 40 歳以上の人口の

約 5%に罹病していると考えられ、失明原因

として首位である。そのうち眼圧が正常範

囲内にある正常眼圧緑内障 (Normal 

Tension Glaucoma; NTG)が 7 割以上を占め

ている。遺伝的要因の存在も考えられ、

Myocillin や Optineurin、WDR36 等が原因

遺伝子として明らかにされているが、緑内

障の発症メカニズムは未だ充分には解明

されておらず、現在の唯一の治療法は眼圧

を下降させることである。しかしながら、

NTG の場合、眼圧を下降させることが困難

であるうえ、眼圧下降が病状の進行を阻止

できるかも明らかではない。最近では病因

として循環障害が報告されるようになり、

血管生理の機能異常の関与が示唆されて

いる。本研究の研究者らは 975 例(緑内障

675 例)の DNA を用いてアミノ酸置換を伴

うプロスタサイクリン受容体のSNPについ

て検索を行った。その結果アミノ酸配列

212 番目のアルギニンがシステインに置換

さ れ た 変 異 型 (R212C)(refSNP ID: 

rs4987262)について、緑内障患者のみ 14

例に発現し正常対照には発現していない

ことが明らかとなり、緑内障発症の原因遺

伝子であることが考えられた。これは当該

遺伝子多型をもつ患者はすべて緑内障を

発症していることを示し、また開放隅角緑

内障患者の２％は当該SNPが原因となり緑

内障を発症していることを示している。同

じ母集団においてMyocillinが原因の緑内

障患者が 4例、Optineurin が原因の患者が

2 例しか見出されなかったことから考える

と、圧倒的に患者数が多いことも示してい

る。血管因子の遺伝子多型が原因と考えら

れる緑内障患者が存在し、その変異型受容

体をコードする遺伝子が明らかとなった。

このことによりいわばプロスタサイクリ

ン受容体異常性緑内障ともいえる緑内障

の診断が可能となり(特許第 5169306 号)、

血管因子異常を主因とする緑内障の新た

な治療法の開発の幕開けとなることが考

えられる。 

 
２．研究の目的 

血管生理の機能異常の観点から緑内障発症

について調べたところ、プロスタサイクリン

受容体異常に起因すると考えられる緑内障

患者が一定数存在することが明らかとなっ

た。 

 これまでの研究ではこのプロスタサイク

リン受容体異常性緑内障ともいえる患者群

を極力多数得たうえで、臨床像についての詳

細な検討を行ってきたが充分とはいえず、本

研究ではさらに眼科的検討だけでなく、循環

器病学的精査を併せて行うことにより、心血

管疾患との関連についても詳細な検討を行

う。 

 また、動物モデルを作製し、緑内障の発症
メカニズムについての基礎的な検討を進め、
病態解明を目指す。そして従来の眼圧下降療
法のみに頼らない新しい治療法の開発を進
める。 
 
３．研究の方法 

(1)当該 SNP が見出される開放隅角緑内障患

者のリクルートおよび臨床的病型の検討 

①文書にて同意の得られた緑内障患者から

静脈血を採血し当該 SNP の有無を確認する。

当該SNPの見出された患者と見出されない患

者とで臨床的病型(視野障害の程度•パター

ン•進行速度、眼圧変動•平均眼圧•眼圧に対

する薬剤有効性、OCT による視神経乳頭形状、

網膜神経線維層厚の測定、視神経乳頭血流動

態)について詳細な検討を行う。研究目的で

述べたように、原発開放隅角緑内障患者のう

ちおよそ2%の割合で当該SNPが見出されるこ

とが考えられる。 

②さらに当該SNPの見出された患者のなかで、

眼圧が正常範囲を逸脱する患者と、NTG と

に分け、臨床的病型について詳細な検討を

行う。 



③当該 SNP の有無につき分類し、緑内障病型

の相違につき検討を行う。 

④当該 SNP をもつ患者のうち、眼圧が正常範

囲を逸脱する患者と NTG とで分類し、緑内

障病型の相違につき検討を行う。 

(2)当該 SNP が見出される開放隅角緑内障患

者の循環器病学的精査 

①文書にて同意の得られた原発開放隅角緑

内障患者のうち、当該 SNP の見出された患者

および見出されなかった患者に対して、循環

器病学的精査(心電図、心エコー、Pulse Wave 

Velocity(動脈硬化度測定)、必要に応じてホ

ルター心電図)を行う。 

②生活習慣についても詳細な問診を行い、総

合的にデータを収集し、分析を行う。 

③緑内障と心血管疾患発症との相関につい

て、当該 SNP の有無につき分類し、検討を行

う。 

(3)変異型プロスタサイクリン受容体を過剰

発現させたノックインマウスの作製と解析 

①マウスの変異型受容体を過剰発現させた

ノックインマウスを作製する。 

②分子細胞生物学および病理組織学の手法

を用いてノックインマウスの検討を行う。

週齢で段階に分け、眼球組織切片を作製し、

形態学的、免疫組織学的変化について観察

を行う。30 週ないし 50 週程度あるいはそ

れ以上の長期的な観察が必要になる可能

性も想定される。網膜神経節細胞のアポト

ーシスの免疫染色による確認、網膜フラッ

トマウントにおける細胞数カウントにて

評価を行うほか、各種酸化ストレスマーカ

ーを使用し、評価を試みることを検討する。 

③ノックインマウスにおいて高眼圧のマウ

スが出現するかどうかについても注意を

払い、定期的な眼圧測定を行う。眼圧につ

いて高眼圧タイプと正常眼圧タイプの2種

類が一定の割合で出現する場合には、眼圧

のタイプ別に分類し、形態学的、組織学的

検討をはじめとした解析を行う。 

④ノックインマウスの心機能のチェック(心

電図、心エコー、血行動態測定)を週齢で段

階に分け、定期的に行う。何らかの心機能異

常が見出された場合には、眼球摘出を行う際

に灌流を行い心臓摘出を併施し、必要に応じ

て心筋についての基礎的検討を行う。 

(4)変異型受容体を培養細胞に過剰発現させ

た in vitro における検討 

 過去にサルの網膜神経節細胞(RGC)、網膜

色素上皮細胞の初代培養細胞を用いて変異

型受容体を過剰発現させ、cAMP の定量的評価

を行う計画を立案したが、計画通りに進める

ことが困難であったため、まずは血管平滑筋

細胞にて cAMP の定量的評価を行う。その次

にRGC等の細胞での検討を進めることとする。

血管平滑筋細胞、RGC では野生型との比較に

おいて各種ストレス刺激を加えた場合の細

胞生存率を検討する。また、変異型受容体に

おいて、野生型では反応がみられないような

タンパクの探索を行い、病態解明の一助とな

るようにする。研究が当初計画どおりに進ま

ない場合(ノックインマウスの作製が計画ど

おりに進まない場合)はこちらの検討を優先

して行うこととなる。 

 
４．研究成果 

 研究方法(1)〜(4)において、(4)から着手す

ることとなり、薬理学教室との共同研究を開

始した。まずは、プロスタサイクリン受容体

のmRNAを用いて、pef/v5-hisa、pcdna5/frt

にある制限酵素kpn1 not1を用いて 

primer 作製を行い、標識可能な受容体を作る
ことが可能となった。これを用いた種々の検
討を今後行っていく。 
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