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研究成果の概要（和文）：本研究は正常眼圧緑内障モデル動物のひとつであるGLASTノックアウト（KO)マウスを
用いて、当教室にて確立したミトコンドリアカルパイン－１を競合的に阻害するペプチドの神経保護効果を検証
することを目的とした。実際にGLAST-KOマウスでは網膜神経節細胞の細胞死の存在を確認した。実験期間中に
GLAST-KOマウスの繁殖緑が弱かったため十分な個体数が得られず進行が大幅に遅れたが、新たな個体を導入する
ことで克服し、光干渉断層計による網膜神経変性過程の基礎データを確立した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was originally to investigate the effect of 
anti-mitochondrial calpain-1 peptide on glaucomatous neuronal damage in the GLAST knockout (KO) 
mice, which is known to be a type of normal tension glaucoma. Although the study delayed because of 
weak fertility of the GLAST KO mice, we established the longitudinal change in the retinal layer 
thickness using optical coherent tomography.

研究分野：眼科学
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１． 研究開始当初の背景 
 緑内障は日本人の視覚障害原因疾患の第 1
位に位置する疾患であり、かつ早期発見、早
期治療により本疾患による視覚障害を低減
できる可能性が高い。緑内障には様々な病型
があるが、中でも正常眼圧緑内障は日本人緑
内障の約 70％を占める高頻度な疾患であり、
その対策が急務と言える。緑内障における細
胞レベルの病態としては、何らかの原因で網
膜神経線維が篩状板部にて絞扼を受けそこ
から神経細胞変性ないし神経節細胞死をき
たすこととされる。神経節細胞死の分子機構
として、アポトーシスやネクローシスなど、
さまざまな反応経路が知られている。そのう
ち、ミトコンドリアカルパイン−1によるアポ
-シス誘導因子の活性化による核内移行も重
要な役割を果たしているのではないかとの
着想により、当教室では近年ミトコンドリア
カルパイン−1 を競合的に阻害するペプチド
を開発した。本研究では正常眼圧緑内障のモ
デル動物として知られる GLAST ノックアウ
ト（KO）マウスを用いて、カルパイン阻害ペ
プチドの神経節細胞死遅延効果を検証する
こととした。 
 
２． 研究の目的 
 背景の項に記載したとおり、正常眼圧緑内
障のモデル動物の 1 つとして知られている
GLAST-KO マウスにおける神経節細胞変性
の経過とそれに対するミトコンドリアカル
パイン阻害ペプチドの効果を光干渉断層計
（OCT）を用いて明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
(1) GLAST-KOマウスの自家繁殖 
 GLAST-KO マウスを開発者である原田高
幸博士から贈与を受け弘前大学大学院医学
研究科附属動物実験施設にて自家繁殖させ
る。 
 
(2) GLAST-KOマウス神経節細胞変性の OCT
による観察 
 GLAST-KO マウスの網膜神経線維層およ
び網膜神経節細胞層を中心とした網膜各層
の厚さの変化を経時的に OCT により記録し
て、野性型である C57BL/6J マウスの自然経
過と比較する。 
 
(3) GLAST-KOマウス神経節細胞変性の観察 
 TUNEL 染色により、GLAST-KO マウスで
の網膜神経節細胞変性を観察する。野性型と
して C57BL/6Jマウスを使用する。 
 
(4) カルパイン阻害ペプチド点眼による
GLAST-KO マウス神経節細胞変性遅延効果
の解析 
 GLAST-KO マウスならびに C57BL/6J マウ
スにカルパイン阻害ペプチドを点眼にて投
与する。対照として基剤投与を行い、両者に
おける網膜神経節細胞および網膜神経細胞

層の厚さの経過を比較する。 
   
３． 研究成果 
(1) GLAST-KOマウスの自家繁殖 
 当初、原田博士から贈与され、研究初年度
に 当 教 室 に て 自 家 繁 殖 さ せ て い た
GLAST-KO マウスは繁殖力が非常に弱く、2
年間交配を繰り返したが、十分な個体数を確
保することができなかった。そこで原田博士
から追加で 2つがい贈与を受け、ようやく最
終年度になってから自家繁殖が成功するよ
うになった。 
 
(2) GLAST-KOマウス神経節細胞変性の OCT
による観察 
 GLAST-KO マウスの生後 184 日齢の視神経
乳頭周囲の OCT像を以下に示す。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 生後184日齢のGLAST-KOマウス視神
経乳頭周囲の OCT像 
 
また図 2 には野性型である C57BL/6J の同部
位の OCT像を示す。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 生後 176日例のC57BL/6Jマウス視神経
乳頭周囲の OCT像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３ GLAST-KOマウス（●）およびC57BL/6J
マウス（○）の網膜表層厚の経時的変化。統
計学的検定（Student t-test）：**、P = 0.001 
C57BL/6J マウスならびに GLAST-KO マウス



両画像解析にて撮像された OCT 像（代表症
例を図 1と図 2に示す）を InSightソフトウエ
アを用いて、網膜表層（神経線維層と神経節
細胞層）、網膜深層、視細胞層、網膜色素上
皮層と脈絡膜層の 5層に segmentationし、各
層の厚さの変化を経時的に計測して両群の
差を統計学的に解析した。とくに両者で差が
あった網膜表層の結果を図 3に示す。 
図 3 の経過から GLAST-KO マウスでは生後
70日齢以降では網膜表層厚、すなわち網膜神
経線維層と神経節細胞層の厚さが野性型に
比べて有意に菲薄化することが明らかとな
った。このデータは薬物療法などの実験的効
果を検証するための基礎データとなるもの
と考える。 
 
(3) GLAST-KOマウス神経節細胞変性の観察 
 TUNEL 染色により、GLAST-KO マウスで
の網膜神経節細胞層に数は少ないながら
TUNEL 陽性細胞を認めた。その数は 400 倍
に拡大した視野あたり 1視野に 2ないし 3個
程度であった。野性型として用いた C57BL/6J
マウスには TUNEL 陽性細胞は見られなかっ
た。GLAST-KOマウスでの神経節細胞死は慢
性的で緩徐ながら進行性にみられることを
が明らかとなった。 
 
(4) カルパイン阻害ペプチド点眼による
GLAST-KO マウス神経節細胞変性遅延効果
の解析 
 本研究では期間中に GLAST-KO マウスの
繁殖力の低下があり、十分な個体数が得られ
ない期間が長かったため、本項目の実験は遂
行することが出来なかった。本研究は緑内障
の治療法開発という社会的に要求度の高い
研究であるため、ぜひとも効果的な治療法の
手がかりとなる成果を追求したいと考え、次
年度以降に別な研究課題にてさらに本研究
を引き続き継続して行うこととした。 
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