
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21 年 6 月 2 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
成果１）臨床的に重要な正常眼圧緑内障モデルマウスを開発した。 
成果２）緑内障研究をin vitroで行うための装置の開発を進め特許を取得した。 
成果３）緑内障における視神経アストロサイトの機能としてRGCの生存率と神経突起の形成に影

響を与えることを確認した。 

成果４)神経生存に関与するグルタミン酸トランスポーター(GLT)の発現が虚血、緑内障、NMDA

負荷などの負荷によってサブタイプ毎に異なり各条件における関与が異なることを明らかにし

た。 
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１．研究開始当初の背景 
重要な後天性失明原因である緑内障の

治療は、主に眼圧下降によりなされている
が、必ずしも十分ではなく眼圧下降によら
ない治療法が模索されている。これまでい
くつかの一般的な細胞死抑制治療が研究さ
れているが、これらは緑内障に対する特異
的治療ではないため問題である。緑内障特
有の障害である軸索流障害に対する直接的
治療法の研究は不十分である。 

２．研究の目的 
in vitro ならびに in vivo の実験を中心

に緑内障性軸索流障害の機序を解明しこ
れを応用した新しい緑内障治療法を開発
する。 

３．研究の方法 
（1）軸索流障害における軸索骨格蛋白の役
割をより明確にする。 
（2)軸索流に関連する、細胞外器質とモー
ター蛋白の関連性を明らかにする。 
（3)細胞骨格蛋白の強度コントロールを化
学的修飾法ならびに関連酵素遺伝子操作に
より調整する方法を検討し、RGC 保護効果
や障害などに関し、検討する。 
（4）視神経のアストロサイト、ミクログリ
アを RGC と混合培養し、過重負荷などの特
殊負荷環境で、各神経膠細胞のリン酸化酵
素活性調整と RGC の軸索流の変化や生存を
評価し、これら RGC 周囲細胞、もしくは環
境を用いた RGC 保護治療法の開発を検討す
る。 

４．研究成果 
(１）正常眼圧緑内障モデルの作成 
これまで、作成が困難と考えられていた正常

眼圧緑内障のモデルマウスの作成を進めた。

本マウスは加齢性に網膜神経節細胞(RGC)が

脱落することが形態的、RGCの特異mRNAの定量

から観察されており、また眼圧は正常域であ

ることも確認されている。有力なモデルマウ

スになる可能性があり、さらに詳細な検討を

進めているところである。 

上図は17ヶ月例の網膜標本中のRGC数を測

定した結果を示している。RGC数はホモ＜ヘ

テロ＜ワイルドの順に減少しており遺伝子改

変モデルではRGCの細胞数減少が起こって

いる。 
 

上図は遺伝子改変マウスの眼圧の検討結果を

示している。左は8ヶ月齢、右は17ヶ月齢の眼

圧値を示しているが、有意な差はすべての改

変動物間で認められない。 
 
(２)in vitro緑内障実験装置の特許取得 

緑内障研究をin vitroで行うための装置の開

発を進め特許を取得した。これまでin vitro

での緑内障研究は良好な実験装置がなかった

が本装置によってより生体に近い緑内障in 

vitro実験が可能となった。 
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Figure 1. Schema of centrifugal force loading device
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上図は作成したin vitro細胞加重装置である

。加重圧は0.1mmHgから100mmHg以上まで

0.1mmHg間隔で加えることが出来る。また培養

器中で利用することが可能なので、酸素濃度

などの調整も可能であり、加重に加え虚血負

荷なども与えることが出来る。 

Figure 2. Centrifugal Force Loading and RGC Survival Kashiwagi et al.
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本加重器を用いてRGCに負荷を加えて生存率

を検討した結果、加重に比例して生存率が低

mid-age(mid-periphery)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

1 2 3

geno-type

R
G

C
 n

u
m

be
r

0

2

4

6

8

10

12

14

3M 7M

wild

hetero

homo



下することが確認されている。 

(３）視神経アストロサイトのRGC生存への影

響 

緑内障は視神経部分において神経軸索傷害を

受けるが、視神経アストロサイトはその際、

重要な役割を果していると考えられている。

しかしその機能に関しては不明であった。今

回in vitroの緑内障実験系を用い視神経アス

トロサイトがRGCの生存に影響を及ぼすこと

が判明した。 

RGC生存率（FACS：live cell比率)

SNAP負荷
5μM-20μM：アストロサイト、ミュラー細胞との共培養でRGC生存

率は上昇。（アストロサイトとミュラー細胞間の有意差はなし。）
50μM：ミュラー細胞との共培養のみでRGC生存率は上昇。

SNAP濃度(uM)

 
上図は眼グリア細胞と共培養されたRGCの生

存率を示している。横軸は負荷されたNMDAの

濃度である。NMDA濃度に比例してRGCの生存率

は低下するが(コンロトールは青線)、アスト

ロサイトと共培養されたRGC(赤線)やミュラ

ー細胞と共培養されたRGC(緑線)の生存率は

これに比べ有意に高くグリア細胞がRGCの生

存率を向上している。 

細胞数実数にする、SD、平均値

統計解析、コントロール→グ
リア細胞のアニメーション

 
上図は眼グリア細胞と共培養されたRGCの神

経突起の伸長を示している。横軸は負荷され

たNMDAの濃度である。コンロトール（青線)

に比べ、アストロサイトと共培養されたRGC(

赤線)やミュラー細胞と共培養されたRGC(緑

線)では神経突起の伸長が有意に増加してい

た。また神経突起の伸長作用はアストロサイ

トでより強く認められた。 

(４)各種負荷によるミュラー細胞のグルタミ

ン酸トランスポーターの発現の差異とRGC生

存への影響 

グルタミン酸トランスポーター(GLT)は５種

類のサブタイプが存在し、細胞外のグルタミ

ン酸量を調整することで神経生存に関与する

と考えられるがその発現機序は十分には解明

されていない。今回虚血、緑内障、NMDA負荷

など負荷の差によってGLTのサブタイプの発

現パターンが異なることを発見し、RGCへの

GLTの作用も負荷条件によって異なることを

発見した。今後の治療法の開発にとって重要

な発見である。 
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上図は、NMDA負荷によってGLASTとGLT-1の

mRNAの発現量が増加していることを示す。 

Result 1:GLAST mRNA level
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上図は過重負荷を与えた際のミュラー細胞に

おけるGLASTの発現変化を示す。GLASTは過重

負荷によって発現量が増加する。 

GLT-1 mRNA level

GLT-1 mRNA level measured by Realtime RT-PCR 
induced to centrifugal force pressure.
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上図は加重負荷を与えた際のミュラー細胞に

おけるGLT-1の発現変化を示す。GLT-は発現を

変化させていない。このように負荷刺激によ

ってGLTの発現は調整を受けている。 
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