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研究成果の概要（和文）：　眼圧上昇は緑内障の発症・悪化の重要な危険因子である。眼圧上昇によってグルタミン酸
代謝が抑制された結果、網膜神経節細胞の傷害が誘導される（興奮毒性）ことから、「グルタミン酸輸送体を賦活化す
ると、網膜神経節細胞を眼圧上昇による傷害から防御できる」との仮説をたてた。本研究では、分離眼球標本による新
しい緑内障モデルと緑内障動物実験モデルをもちいて、グルタミン酸代謝を賦活化する薬剤（17β-estradiolとtamoxi
fen）によって、網膜神経節細胞の傷害が防御できる可能性を示した。また、神経ステロイドは興奮毒性と拮抗して加
圧傷害を抑制したことから、新しい緑内障性神経保護物質である可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Glutamate transporter (GT) regulates extracellular glutamate accumulation and 
prevents excitotoxicity. Acute exposure to elevated hydrostatic pressure can cause axonal impairments of 
retinal ganglion cells via down-regulation of GT expression. 17β-Estradiol (E2) and tamoxifen (TX), a 
selective estrogen modulator, have been shown to possess neuroprotection by increase in expression of GT 
and glutamine syntheses (GS). We have tested our hypothesis that E2 and TX reverse pressure-induced 
decrease of GT and GS, and results in the protection of axonal damage in the rat ex vivo and in vivo 
glaucoma model. Additionally, we reveal that neurosteroid, allopregnanolone, may serve as potential 
therapeutic target for the prevention of pressure-induced excitotoxicity in glaucoma.

研究分野：緑内障の病態の基礎研究
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保護　GABA受容体
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１．研究開始当初の背景 
 正常網膜において、興奮性神経伝達物質で
あるグルタミン酸は、視細胞や双極細胞のプ
レ・シナプス前終末からシナプス間隙に放出
された後、ポスト・シナプスのグルタミン酸
受容体に結合する（下図）。過剰なグルタミ
ン酸は、グルタミン酸輸送体（GT）によって、
主にミュラー細胞内へ取り込まれた後、グル
タミン合成酵素（GS）によって無害なグルタ
ミンとなる。GT や GS が抑制されるとグル
タミン酸の細胞外濃度が上昇し、神経細胞死
が惹起される（興奮毒性）。 

 和泉らは、グルタミン酸代謝経路に異常が
あれば、低濃度のグルタミン酸でも興奮毒性
を誘導することができるが、逆に、グルタミ
ン酸代謝が健常ならば、たとえ高濃度のグル
タミン酸が存在しても興奮毒性はおこらな
いことを報告した（Izumi et al. 2004）。原田ら
（2008）は、GT 欠損マウスの網膜神経節細
胞（RGC）が、眼圧に依存することなく経時
的に脱落していくことを発見し、同マウスを
正常眼圧緑内障モデルとして報告した。これ
らの報告は、緑内障とグルタミン酸興奮毒性
の関係を明らかにする為には、高濃度の細胞
外グルタミン酸の存在を証明することより
(Dalton. 2001; Dreyer et al. 1996)、グルタミン
酸の代謝異常を証明することが優先するこ
とを示す重要なものであった。 
 眼圧上昇は、緑内障の発症・悪化において、
最も重要な危険因子である。眼圧上昇が続け
ば、RGCは著しく障害され、加速度的に脱落
する。我々は、眼圧上昇とグルタミン酸代謝
の関係に着目し、眼圧が上昇するとグルタミ
ン酸輸送体が機能しなくなり、興奮毒性によ
る RGC 傷害を惹起すると考え、正常ラット
の分離眼球標本をもちいた急性加圧実験を
おこなった。その結果、以下（１）、（２）が
明らかになった。 
（１）加圧によって、RGCの軸索が障害され
る（Ishikawa et al. IOVS 2010）。 
（２）加圧によって、まずグルタミン酸輸送
体（GT）が抑制され、逐次的にグルタミン合
成酵素（GS）が抑制される。その結果、興奮

毒性による RGC 軸索の傷害が誘導される
（Ishikawa et al. IOVS 2011）。 
 これらの結果は、GTや GSが加圧傷害の重
要な標的であることを示している。従って、
加圧による GT や GS の抑制を防ぎ、グルタ
ミン酸興奮毒性を回避することができれば、
加圧傷害を防御できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、「グルタミン酸輸送体
（GT）を賦活化し、網膜神経節細胞（RGC）
を眼圧上昇による傷害から防御する」とした
仮説の検証である。そのため我々は、以下の
（１）と（２）を目的として、課題に取り組
んだ。課題（３）は当初は予定になかったが、
研究遂行中に新たな研究テーマとして加え
た。 
（１）加圧障害における GLASTの重要性の
証明 
 現在、遺伝子がクローニングされている
GT は、GLAST (EAAT1)、GLT-1 (EAAT2)、
EAAC1 (EAAT3)、EAAT4、EAAT5 の５種類
である。このうち網膜に分布する主な GTは、
GLASTと GLT-1である。GLASTはミュラー
細胞に分布し、GLT-1は主に RGCに局在する。
以前の我々の検討で（Ishikawa et al. IOVS 
2011）、加圧障害における GLASTの関与は明
らかになったが、GLT-1 の加圧障害への関与
は未だ明らかにされていない。 
 そこで、選択的 GT 阻害薬を網膜に作用さ
せ、加圧障害に最も関与するグルタミン酸輸
送体が GLAST であることの確認を課題とし
た。 
（２）GLAST 賦活化による神経保護の可能
性の検討 
 上記１）で加圧傷害における GLAST の重
要性を確認した後、これまで GLAST の賦活
化が報告されている薬物である 17β-Estradiol
（Pawlak et al. 2005）および Tamoxifen（Lee et 
al. 2009）を用いて、「GT を賦活化すれば、
RGCを加圧障害から防御できる」との仮説を
検証することを課題とした。 
（３）加圧障害に対する新しい内因性神経保
護物質（神経ステロイド）の検討 
 加圧負荷時に、グルタミン酸は RGC に神
経傷害的に関与する。一方、興奮抑制性神経
伝達物質である γ-アミノ酪酸（GABA）は、
加圧負荷時にグルタミン酸と拮抗して、神経
保護的に関与する可能性がある。しかし、加
圧傷害に対する GABA 自体の神経保護作用
については、これまでほとんど報告がない。 
 神経ステロイド（NS）は、神経系において
コレステロールから合成されるステロイド
の総称である。NS は、細胞膜に存在する神
経伝達物質受容体に作用して、神経の興奮性
を急激に変化させる。 Allopregnanolone 
(AlloP) は GABAA 受容体に作用し、中枢神経
系における神経保護効果が報告されている
（Zorumski et al. 2013）。そこで我々は、加圧
障害に対する神経保護の新たな可能性とし
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て、GABAA受容体アゴニストである AlloPに
着目した。「加圧障害時に、AlloPは内因性神
経保護因子として、グルタミン酸興奮毒性に
対して拮抗的に作用する」との仮説をたて検
証した。さらに、AlloPの GLAST及び GSに
対する賦活化の可能性を調査することを新
たな課題とした。神経ステロイドの加圧傷害
に対する神経保護作用は、これまで研究され
ていない新しいテーマである。 
 
３．研究の方法 
 今回の研究計画では、一定時間、正確な加
圧を負荷できるモデルが必要であり、眼圧以
外の他の因子の影響を可及的に排除するこ
とが重要である。我々は、独自に開発した分
離加圧標本（ex vivo モデル、Ishikawa et al. 
IOVS2010）をもちいて、今回の実験を行った。
ex vivo分離加圧標本は、培養液中でグルコー
スと酸素を十分に標本に供給したままで加
圧を負荷できるため、眼圧上昇に付随する虚
血障害の影響を可及的に排除できる。また、
液面の高さを変えることによって、負荷圧を
自由に設定できることも、本実験法の大きな
利点である。 
（１）ex vivo分離標本をもちいた加圧実験 
①加圧障害における GLASTの重要性の証明 
 加圧障害における GLASTと GLT-1の役割
を精査するため、我々は、選択的 GLAST 阻
害薬 UCPH-101 と選択的 GLT-1 阻害薬
WAY213613、および汎 GT阻害薬 TBOAを ex 
vivo分離眼球標本に作用させ、加圧した。 
②GLAST賦活化による神経保護の可能性 
 正常ラットから ex vivo 分離眼球標本を作
成し、加圧を負荷することで誘導される網膜
神経節細胞（RGC）の傷害が、GLAST を賦
活化する薬物 17β-Estradiol（E2）および
Tamoxifen（TX）を培養液中に添加すること
によって防御可能であることを、形態学的、
生化学的に調査する。以下に、実験デザイン
を示す。 
 生後 30日齢の SDラットから、ex vivo分離
眼球標本を作成した。標本は培養液を満たし
たシリンダーの底部に沈め、静水圧による加
圧負荷（75 mmHg）を 24 時間おこなった。
一部の培養液中には 100 nM E2と 1 μM TXを
添加し、無添加群と形態学的に比較検討した。
E2と TXの濃度設定は、予備実験によって決
定した。また、E2および TX添加群と無添加
群における加圧前後の GS と GLAST の発現
変化を、Real-time PCR法、Western blotting法
によって検討した。 
（２）in vivo 緑内障ラットをもちいた実験 
 in vivo緑内障ラットの背部皮下に TX徐放
ペレットを埋没することによって、RGCの障
害が防御可能であることを、形態学的に示す。
in vivoラット緑内障モデルは、生後 30日齢の
SDラット 30匹の右眼上強膜静脈３本を焼灼
して作成した。ラット緑内障モデルは、TX
投与群（15匹）と TX非投与群（15匹）の２
群に分けた。TX投与群および TX非投与群と

もに、術後 14 日目に眼球を摘出し、視神経
乳頭中心部付近を含む光顕切片で、周辺
800μmまでの RGC密度を、僚眼（非手術眼）
と比較検討した。眼圧は、トノラボ眼圧計で
経時的に測定した。 
（３） 神経ステロイドを投与した加圧実験 
 正常ラットから ex vivo 分離眼球標本を作
成し、加圧を負荷することで、AlloP が誘導
されることを、液体クロマトグラフ・タンデ
ム型質量分析計（LC-MS/MS）で調査した。
さらに、抗 AlloP 抗体をもちいた免疫組織染
色を行い、AlloP の網膜内における局在を明
らかにした。 
 次いで、AlloP が加圧障害に対して神経保
護的に作用するか、神経障害性に作用するか
を明らかにするため、培養液中に AlloP を添
加して加圧した。得られた AlloP の効果が
GABAA 受容体を介したものか否かを確認す
るため、培養液中に AlloP と GABAA受容体
拮抗薬（Picrotoxin）を同時投与して加圧した。 
 AlloPの神経保護効果とGLASTおよびGS
との関連性を検討するため、AlloP 投与群と
非投与群において、抗 GLAST 抗体と抗 GS
抗体による免疫染色と GS活性測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ex vivo分離標本をもちいた加圧実験 
①加圧障害における GLASTの重要性の証明 
 培 養 液 中 に 選択的 GLAST 阻 害 薬
UCPH-101と選択的GLT-1阻害薬WAY213613、
および汎 GT 阻害薬 TBOA を添加して、10 
mmHgで 24時間（30度）加圧した。その結
果、選択的 GLAST阻害薬 UCPH-101 添加群
では、網膜神経節細胞軸索が著しく腫脹した。
汎 GT阻害薬 TBOA添加群でも、同様に、神
経節細胞軸索の著しい腫脹が認められた。一
方、選択的 GLT-1阻害薬WAY213613添加群
では、明らかな変化は認められなかった。 
 培 養 液 中 に 選択的 GLAST 阻 害 薬
UCPH-101と汎GT阻害薬TBOAを添加して、
75mmHgで 24時間（30度）加圧すると、網
膜は興奮毒性のため変性した。一方、GLT-1
阻害薬WAY213613添加群は、75 mmHgで加
圧しても、神経節細胞の軸索腫脹以外の変化
は起こらなかった。 
 以上から、GLAST は GLT-1 に比較して、
加圧障害時には重要な役割を果たすと考え
られる。  

②GLAST賦活化による神経保護の可能性 
 正常ラットから作成した ex vivo 分離眼球
標本を 75 mmHg、24 時間加圧して誘導され
た RGC軸索の腫脹は、E2（100 nM）および
TX（1 μM）の投与によって抑制された。
Real-time PCR法とWestern blotting法による
GLASTと GSの発現の検討では、中間報告に
おいて、E2（100 nM）および TX（1 μM）を
培養液中に添加して 75 mmHg、24 時間加圧
すると、対象群（75 mmHg加圧、薬剤無し）
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と比較して、GLASTと GSの発現が有意に上
昇することを報告した。その後の解析の結果、
E2および TXは、GLASTと GSの発現を圧依
存性に変化させることが明らかになった。す
なわち、E2および TX投与群では、mRNAレ
ベルおよびタンパク質レベルにおいて、
GLASTと GSの発現は対象群と比較して、10 
mmHgでは 5倍以上と有意に上昇したが、75 
mmHgでは 0.5〜1.0倍と変動することが明ら
かになった。 
（２）in vivo 緑内障ラットをもちいた実験 
 術後 50%以上の眼圧上昇を示したラット
のうち、角膜混濁、炎症、40 mmHg以上の高
眼圧、および網膜出血を認めたラットは除外
して解析を行なった。TX 投与群（9 匹）の
RGC密度は、術後 14日目で 85.8 ± 9.7%であ
った。一方、TX 非投与群（10 匹）では、術
後14日目のRGC密度は、僚眼に比較して74.0 
± 11.3%と減少した。TX 投与群は、TX 非投
与群と比較して、RGC密度が有意に維持され
た（Student t-検定 p=0.0266）。 
 以上の結果、TXは、in vivo緑内障ラット
において RGC を保護することが明らかと
なった。 
（３） 神経ステロイドを投与した加圧実験 
 ex vivo分離眼杯に加圧負荷をかけると、
RGCに AlloPが発現した。さらに、培養液
中に AlloPを投与すると、加圧による RGC
軸索の傷害が防御されたことから、眼圧上
昇時にAlloPはRGCを保護することが明ら
かになった。培養液中に Picrotoxin を投与
すると AlloP の神経保護効果が抑制された
ことから、AlloPは GABAA受容体を介して
神経保護効果を発揮すると考えられた。 
 下図（ex vivo加圧標本網膜の準超薄光顕切
片写真）は、AlloP 投与によって、加圧傷害
による RGC 軸索の腫脹（矢頭）が、濃度依
存性に抑制されていく様子を示す。 
 予備実験の結果、AlloP は加圧負荷時に
GS活性を上昇させる可能性がある。また、
免疫組織学的に、AlloP は GS の発現を 75 
mmHgにおいて上昇させる可能性がある。 

（４）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
 緑内障は現在、日本人の失明原因の第１位
である。現行の緑内障治療は眼圧下降型の治
療が主流であり、RGCを直接ターゲットとす
る神経保護型治療の実用化が急がれる。本研
究によって、E2と TXは緑内障の神経保護治
療薬の有力な候補である可能性が示された。 
 さらに我々は、GABAA 受容体の強力な作
働性物質である AlloP（GABA 受容体作用型 
神経ステロイド）の加圧障害に対する神経保
護効果を初めて明らかにし、 Investigative 
Ophthalmology & Visual Science誌（IF: 3.661）
に発表した（Ishikawa et al. IOVS 2014）。本論
文は日本眼科学会編集委員会によって秀逸
な論文として選定され、日本眼科学会雑誌
「外国語要覧」に掲載が決定した。 
（５）今後の展望 
 加圧傷害における内因性 AlloP の神経保護
作用について、さらに詳細なメカニズムを検
討する予定である。AlloPと拮抗する NMDA
作用型神経ステロイドの効果についても、検
討を行う。 
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