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研究成果の概要（和文）：これまで我々は、estrogen receptor beta (ESR2) 遺伝子多型の頻度が女性原発開放隅角緑
内障 (POAG) で高く、眼圧上昇に関与していることをみいだし報告した。estrogen-受容体による眼圧制御、眼圧上昇
のメカニズムを分子生物学的レベルでより明らかにし、POAGモデルとしての可能性について検討するため、ESR2ノック
アウトマウスの眼圧測定を行ったところ、対照コントロール（野生型マウス）と比べ、統計的有意な眼圧上昇は認めら
れなかった (P>0.05)。また、視神経障害評価のため網膜厚の計測を行っており、網膜神経節細胞数の計測も行ってい
く予定である。

研究成果の概要（英文）：We previously investigated whether the estrogen receptor beta (ESR2) gene single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) were associated with primary open-angle glaucoma (POAG), and our findings 
demonstrated a higher frequency of the ESR2 gene SNPs in female patients with POAG in comparison to 
control subjects, and the maximum intraocular pressure (IOP) in female patients with the risk allele was 
significantly higher than that in female patients without the risk allele. To elucidate the molecular 
mechanisms of IOP regulation (elevation) and evaluate the possibility of ESR2 knockout mice as a POAG 
model, the IOP and optic nerve damage of ESR2 knockout mice were investigated. There was no statistically 
significant IOP difference (P>0.05) between ESR2 knockout and control (wild type) mice. The retinal 
thickness and retinal ganglion cells of ESR2 knockout and control mice has been measured and will be 
counted to evaluate the optic nerve damage.

研究分野：緑内障　人類遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
緑内障は、視神経の脱落により高度の視機能
障害を来す疾患であり、臨床的には、特徴的
な視神経乳頭の陥凹拡大と視神経線維欠損、
視野検査にて視神経線維欠損部位に一致し
た視野狭窄を認め、末期には視力低下も伴う。
我が国の失明原因の第 1位に位置し、推定患
者人口は 400万人、有病率は 40歳以上で 5.0%
と報告されている。緑内障の中で最も頻度が
高い POAGの発症、進行の原因としては、虚
血や視神経の軸索輸送障害など、様々な要因
が関与した多因子疾患と考えられているが、
中でも高眼圧は最も重要な危険因子と考え
られ、現在の臨床の場においては、眼圧下降
が唯一確立された治療手段といっても過言
ではない。しかし、眼圧上昇のメカニズムに
ついては、未だそのほとんどが解明されてい
ないのが現状である。POAG発症に関与する
遺伝要因の検索としては、これまで約 20 の
POAG原因遺伝子座位が報告されおり、これ
ら 遺 伝 子 座 位 の う ち myocilin(MYOC), 
optineurin(OPTN), WD40-repeat 36(WDR36), 
Neurotrophin(NTF4) 、 Ankyrin repeat and 
SOCS box containing 10(ASB10)遺伝子変異
が同定されている。POAG 感受性遺伝子多型に
ついては、optic atrophy 1(OPA1)など約 40の
報告があるが、これら検索は未だ不充分であ
り、未知の感受性遺伝子が数多く存在してい
ると考えられる。遺伝子変異の中で、眼圧上
昇への関与が明らかなものとして MYOC が
挙げられるが、MYOC遺伝子変異による緑内
障発症の頻度は、POAG全体の約 2-4%程度と
少なく、他の遺伝子変異または多型が眼圧上
昇に関与していると考えられる。眼圧上昇の
原因を解明し、遺伝子治療を含む新しい治療
法を確立するためにも、更なる検索が必要不
可欠である。Estrogen は、受容体と複合体を
形成して核内へ移動し、様々な遺伝子の転写
を活性化する。これら受容体として、これま
で estrogen receptor alpha(ESR1)と beta(ESR2)
が知られており、全身の細胞内に存在してい
るが、眼内においても網膜神経節細胞や毛様
体など、その存在が報告されている。また、
早期に閉経した女性の方が POAG になるリ
スクが高いという報告や、閉経女性に
estrogen を投与すると眼圧が下降したという
報告があり、estrogenが POAG発症、眼圧上
昇に関与している可能性が示唆される。これ
まで我々は、POAGと遺伝子変異、遺伝子多
型との関係を明らかにするため、日本人対象
症例から血液サンプルを収集して検索を行
ってきた。そして我々は、ESR2 遺伝子の 2
つの多型(rs1256031, rs4986938)の頻度が女性
POAG 症例で高いことをみいだし報告した。
さらに、本遺伝子多型の POAG発症への関与、
また表現型(眼圧)との関連をより明確にする
ため、本遺伝子全領域からタグ SNPを 5つ選
定し 1次スクリーニングを、さらに 2次スク
リーニングとして 3 SNPを追加して検索した
結果、rs1256031に加え、 rs1256059, rs928554

遺伝子多型においてもリスクアリルを持っ
ている症例の眼圧が高く、また、これら 3 SNP
はハプロブロックを形成していた。これは本
遺伝子多型が眼圧上昇に関与していること
を強く示唆するものである。本研究を発展さ
せ、estrogen-受容体による眼圧制御、眼圧上
昇のメカニズムを明らかにするため、ESR1、
ESR2 ノックアウトマウスを用いた機能解析
を試みた。 
 
２．研究の目的 
estrogen receptor alpha(ESR1)、ESR2ノックア
ウトマウスを用いた機能解析を行い、
Estrogen-ESR1、ESR2受容体による眼圧制御、
POAG発症メカニズムを明らかにするととも
に、眼圧上昇、POAGモデルマウスとしての
可能性について検討すること。 
 
３．研究の方法 
（繁殖実験） 
ESR1、ESR2 ノックアウトマウスを Jackson 
Laboratoryより購入し、ESR1はヘテロ遺伝子
変異マウス同士の交配により、ESR2 はヘテ
ロ×ホモ遺伝子変異マウスの交配により繁

殖実験を行う。対照コントロールとして野生

型マウスの繁殖も同時に行う。また、視神経

障害評価のため、RGC の特異的蛋白である
Thy1蛋白遺伝子に green fluorescent protein遺
伝子をトランスジェニックすることにより、

生体下にて RGC が自発蛍光を発するマウス
(RGC自発蛍光マウス)と、これらノックアウ
トマウスを交配させることにより RGC 自発
蛍光ノックアウトマウスを作成し繁殖実験

を行う。 
 
（眼圧測定） 
各遺伝子型(+/+, +/-, -/-)の眼圧を生後 2ヶ月、
4ヶ月、6ヶ月、8ヶ月に計測する。眼圧測定
は、マウスやラットなど小動物において精度

の高い眼圧測定が可能な microneedle 法にて
行い、ガラス管を熱しながら牽引し 50-75μm
程度に細くしたガラス管の先を研磨機にて

刺入できるよう鋭に加工して microneedle と
して使用する。麻酔により眼圧は変動するた

め腹腔内麻酔後一定の時間に、圧トランスデ

ューサーに接続された microneedle をマウス
角膜に刺入し、眼内の眼圧を直接計測する。

ノックアウトマウスの眼圧を野生型マウス

と比較し、眼圧上昇が認められないか雄雌分

けて解析を行う。また、estrogen を野生型マ
ウス、ESR1、ESR2 ノックアウトマウスに腹
腔内投与し、眼圧下降度を計測。estrogen に



よる眼圧下降作用を検証するとともに、

estrogen による眼圧下降がどちらの受容体を
介しているのか検討を行う。 
 
（視神経障害評価） 
マウス視神経障害評価には主に視神経線維
または RGC 数を計測する方法があるが、本
研究は RGCによる評価を行う。RGC自発蛍
光がみられる ESR1、ESR2ノックアウトマウ
スを作成し、還流固定後、眼球を摘出。網膜
切片を作成し、網膜厚を各遺伝子型間で比較
する。また、網膜を剥離して whole mountス
ライドを作成、RGCを蛍光顕微鏡にて撮影し、
RGC密度を計測。各遺伝子型間で RGC密度
を比較し、RGC減少の有無、程度を評価する。
また、RGCを単離培養し、低酸素下など負荷
をかけた条件下にて、RGC生存率を各遺伝子
型間で比較する。 
 
４．研究成果 

ESR1、ESR2ノックアウトマウス、RGC自発
蛍光マウスの繁殖実験を行い、ESR2 ノック
アウトマウス、RGC自発蛍光マウスの繁殖が
確認できた。生後 2ヶ月、4ヶ月、6ヶ月、8
ヶ月の ESR2 ノックアウトマウス、対照コン
トロール（野生型マウス）について、腹腔内

腹 腔 内 麻 酔 の 後 、 両 眼 の 夜 間 眼 圧

（21:00~23:00）を測定したところ、両眼の平
均眼圧は、ESR2 ノックアウトマウス、対照
コントロールでそれぞれ、オスは 2 ヶ月後
13.0mmHg、12.4mmHg、4ヶ月後 11.8mmHg、
13.1mmHg、6ヶ月後 11.7mmHg、11.7mmHg、
8ヶ月後 11.2mmHg、11.6mmHg、メスは 2ヶ
月後 13.0mmHg、 12.2mmHg、 4 ヶ月後
12.1mmHg、11.5mmHg、6ヶ月後 11.2mmHg、
11.7mmHg、8ヶ月後 11.0mmHg、11.1mmHg 
であり、統計的有意差（P>0.05）は認められ
なかった。（図 1,2）視神経障害評価について
は、網膜厚の計測を行うため標本作製を、ま
た、RGC 数の計測を行うため、ESR2 ノックア
ウトマウスとRGC自発蛍光マウスを交配中で
ある。 
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図1 ESR2KOマウスの眼圧（オス） 
ESR2KOマウスと野生型マウスのオスの眼圧を比較したが
統計的有意差（P>0.05）は認められなかった。Error barは
標準誤差。ESR2KO: estrogen receptor beta knockout. 
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図2 ESR2KOマウスの眼圧（メス） 
ESR2KOマウスと野生型マウスのメスの眼圧を比較したが
統計的有意差（P>0.05）は認められなかった。Error barは
標準誤差。ESR2KO: estrogen receptor beta knockout. 
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