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研究成果の概要（和文）：緑内障は近年眼圧以外の循環障害、篩状板の脆弱性、遺伝性、免疫性などの多数の危
険因子により進行する慢性多因子疾患と理解されている。特に視神経乳頭を支える篩状板と乳頭周辺組織の脆弱
性が注目されている。今回、我々は円錐角膜に対して臨床応用され、近視の治療としても注目されているクロス
リンキング治療を乳頭周囲強膜へ応用し、生体安全性と強膜強度増加への有効性を確認する。さらに高眼圧モデ
ルマウスにより神経保護効果の有効性を確認する。

研究成果の概要（英文）：Glaucoma is now understood as a chronic multifactorial disease which 
progresses with numerous risk factors such as circulatory disorders other than ocular pressure, 
vulnerability of lamina cribrosa, heredity, immunity and the like. Particularly attention is paid to
 the vulnerability of the lamina cribrosa and the tissue around the optic disc that support the 
optic nerve head. Here, to treat glaucoma, we are developing the cross-linking therapy, which is 
clinically applied to keratoconus, and attracting attention as a treatment for myopia to the 
pericapillary sclera.  We confirm the effectiveness to biological safety and increase of scleral 
strength. Furthermore, the efficacy of neuroprotective effect is confirmed with a  intra ocular 
hypertensive model mouse.
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1.研究開始当初の背景 

緑内障の原因として唯一エビデンスのある

因子は眼圧であるが、眼圧以外にも循環障

害、篩状板の脆弱性、遺伝性、免疫性など

の多数の危険因子により進行する慢性多因

子疾患と理解されている。特に視神経乳頭

を支える篩状板と乳頭周辺組織の脆弱性が

近年注目されている。篩状板は 100 万本の

視神経が通過する場所であり、近視など

元々脆弱な個体では視神経に大きな負荷が

かかり視神経症が発症リスクを増大すると

考えられているが治療法は開発されていな

い。 

 

2. 研究の目的 

今回我々は円錐角膜に対して臨床応用され、

近視の治療としても注目されているクロス

リンキング治療を乳頭周囲強膜へ応用し、

安全性有効性を確認する。さらに高眼圧モ

デルマウスを作製しその有効性を確認する。

本研究は緑内障性視神経症の脆弱性改善を

目指す治療法の開発であり、眼医工学の応

用で、新たな神経保護治療と治療効果判定

法の開発を目指す。 

 

3. 研究の方法 

1) 強膜クロスリンキングの安全性と効果 

 

まず眼球が大きく操作性が保たれており、

前眼部 OCT を用いた組織観察が可能であ

る家兎を用いて施行した。UV 照射にはウ

シオ電機製の波長 365nm の UV-LED が搭

載されたスポット UV 照射装置 SPL-2 を

用いた。まず家兎眼を摘出し結膜を除去後、

強膜を露出した。0.1%リボフラビン点眼を

3 分おきに 20μl ずつの塗布する作業を 30

分間施行した。その後、UV を出力 1％で強

膜上から 2.5cm 離した場所から照射し、前

眼部 OCT にて観察した。またホルマリン

固定後の組織を電子顕微鏡にて解析した。

2) 生体マウスにおける強膜クロスリンキ

ングの効果およびレーザー誘発高眼圧モ

デルマウスの作製 

 

我々はすでに albino である CD-1 マウスを

用いた高眼圧モデルマウスの作製に成功し

ている。今回はその方法を用いて眼圧が上

昇しにくい C57BL6J マウスに対するより

効率的なレーザー誘発高眼圧モデルマウス

の作製の検討をした。次にマウス強膜に対

して上記クロスリンキング法を応用した。

強膜局所に点眼投与できるような還流孔付

き、吸引付きパイペット型固定プローブを

作成した。マウス眼球を脱臼回旋し強膜を

露出した。その後、固定プローブでマウス

眼球強膜の赤道部 5x 5mm 四方の領域を

固定し、限局性に光感受素材リボフラビン

0.1% 点眼を 30 分間プローブ内に還流し

た。次に、角膜クロスリンキングで標準的

に用いられるDRESDEN PROTOCOLを参

考に 5cm 離したプローブ型 UVA ダブルダ

イオードで表面照度3 mW/cm2を基準に距

離条件照度条件を変え、370 nm で照射し

た。7 日後、1 ヵ月後、3 ヵ月後に眼球摘出

し、色素染色透過性から、組織抵抗性の変

化を確認した。また、コンピュータ制御の

バイオテスターで強膜の引っ張り試験を行

い、Young 率（Pa）など生体力学的特性を

測定し、生体強度変化の組織リモデリング

の影響を分子生物学的に解析するため、摘

出組織を酵素分解しマイクロアレイで左右

の治療眼、非治療眼で組織特異変化を検出

した。さらに、周辺組織の観察により本治

療の強膜と周辺組織に対する安全域を検討

した。 

 

4. 研究成果 

1) 強膜クロスリンキングの安全性と効果 

 

UV照射後の強膜はOCT上輝度が上昇して

いた。しかし照射 2 日後に前眼部に強い炎



症が出現した。安全性が確保できる照射範

囲およびエネルギー、照射プローブの選定

について検討を重ねたが研究期間中には見

いだせなかった。一方、UV 照射後の強膜

を切り出し、張力を測定したところ、5.8N

から 15N の張力によって強膜が数本のコ

ラーゲン組織に分離した。さらに線維化が

起きている可能性を予想し強膜をホルマリ

ン固定し現在組織解析中である。 

 

2) レーザー誘発高眼圧モデルマウスの作

製および生体マウスにおける強膜クロス

リンキングの効果 

 

C57BL6J マウスの高眼圧モデルマウスの

成功率は通常の方法では低いが、レーザー

光を吸収しやすい ICG を尾静脈から注入

することにより成功率を上げることできた。

し か し 出 血 や 炎 症 が 伴 い や す く

40-50mmHg の異常高眼圧になるものやレ

ーザー施行後 1 週間程度してから眼圧が上

昇する個体も存在し安定性に欠けた。これ

は続発性の眼圧上昇の影響があるため今後

は原発緑内障の病態に近い眼圧上昇のモデ

ル作製の検討の必要があると思われる。次

に正常マウスにおける強膜クロスリンキン

グを施行したところ、UV 照射群は非照射

群と比べて張力強度は大きくなっていた。

しかし、サンプルサイズが小型化した結果、

半数が測定中に測定器から離れることで測

定不能となり、さらなる測定器への固定条

件設定が必要となった。また、クロスリン

キングが分子的起こっているかを検討する

には分子レベルの解析が必要であると考え

られた。そこで、セカンドハーモニックに

よるコラーゲン組織の観察に有用な二光子

顕微鏡での観察も検討したが、顕微鏡の手

技の習得に時間を要し観察まで至らなかっ

た。 
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