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研究成果の概要：網膜に発現するグルタミン酸輸送体の中で、主に Müller グリアに発現する
GLAST、あるいは網膜神経節細胞に発現する EAAC1 の欠損マウスが、世界初の正常眼圧緑内
障モデル動物になり得ることを報告した。発症メカニズムとしてはグルタミン酸毒性に加えて

酸化ストレスの関与が考えられた。さらに interleukin-1 が Müller 細胞によるグルタミン酸の取
り込み量を増大させ得ることを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 緑内障は我が国における失明原因のトッ
プとなっている。本邦における特徴の１つと
して正常眼圧緑内障の比率が高いことがあ
げられるが、詳しい発症メカニズムは解明さ
れていない。正常眼圧緑内障の研究が進まな
い理由の１つとして、高眼圧タイプの緑内障
で良く利用されるような「疾患モデル動物」
が存在しないことがあげられる。しかし研究
開始当初の状況では、正常眼圧緑内障の疾患
モデル動物については、世界的にみても全く
報告がない状況であった。 
 

(2) 研究代表者は以前からグルタミン酸輸送
体と網膜神経細胞死に関する研究を継続し
ており、研究開始時点ですでに glutamate 
/aspartate transporter (GLAST)および excitatory 
amino acid carrier 1 (EAAC1)という２種類の
サブタイプの遺伝子欠損マウスの解析を行
っていた。一方、グルタミン酸輸送体の機能
を賦活化することが多くの神経変性疾患に
おける細胞保護につながるという仮説があ
り、緑内障においてもそうした検証が求めら
れる時期に入っていたが、そのような報告は
ほとんど見られない状況であった。 
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２．研究の目的 
(1) 正常眼圧緑内障の疾患モデル動物の確立
と発症メカニズムの解析。 
 
(2) グルタミン酸輸送体の機能を賦活化する
薬剤の探索と神経保護効果の検討。 
 
３．研究の方法 
(1) GLAST および EAAC1 欠損マウスについ
て約 8か月間にわたる形態学的観察と電気生
理学的な機能検討を行った。また両欠損マウ

ス由来の培養網膜神経節細胞と培養 Müller
細胞を作製し、グルタミン酸輸送体が酸化ス

トレス耐性に与える影響を検討した。 
 
(2) Interleukin-1 (IL-1)投与の前後で培養
Müller細胞におけるグルタミン酸取り込み能
の定量的解析と Na imagingを行った。GLAST
および Na+-K+ ATPase 発現量の変化を
RT-PCR, Westernblot, 細胞染色法などによっ
て検討した。また網膜組織片の培養系を確立

し、細胞外にグルタミン酸と IL-1を投与して、
神経細胞死の程度を調べた。さらに IL-1の眼
球内投与実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) GLAST欠損マウス（図１）および EAAC1
欠損マウスでは網膜神経節細胞の減少、視神
経乳頭の陥凹、視神経線維の減少が見られる
ことを発見した。このような緑内障様の表現
型を示しながら、両者はいずれも開放隅角で
あり、かつ眼圧は正常範囲内であった。 

 
図１ GLAST欠損マウスの表現型 

  

(2) これらのマウスにグルタミン酸受容体の
１つであるNMDA受容体の阻害剤memantine
を投与すると、一部の網膜神経節細胞が保護
されたことから、網膜局所におけるグルタミ
ン酸毒性の関与が考えられた。 
 
(3) 次に酸化ストレスの指標として、網膜中
の脂質ヒドロペルオキシド濃度を測定した
ところ、GLAST欠損マウス、EAAC1欠損マ
ウスの順で濃度上昇が確認された。逆に強力
な抗酸化作用をもつグルタチオンに関して
は、特に GLAST欠損マウスの Müllerグリア
細胞において著しい産生量の減少が認めら
れた。グルタチオンは GLAST によって取り
込まれるグルタミン酸をもとに合成される
ことから、Müller細胞におけるグルタミン酸
取り込み能力の低下は神経毒性を高めるだ
けでなく、抗酸化作用の減弱にもつながるこ
とが想定された。 
 
(4) GLAST 欠損マウス由来の Müller 細胞と
野生型網膜神経節細胞の混合培養細胞に過
酸化水素を負荷したところ、共に野生型由来
の場合と比較して著しい網膜神経節細胞死
の増加が観察された。 
 
(5) 以上の結果からグルタミン酸輸送体欠損
マウスが「世界初の正常眼圧緑内障モデル動
物」となり得ることを発表し（Harada et al., 
Journal of Clinical Investigation, 2007）、その成
果は新聞（毎日新聞、読売新聞他）等でも報
道された。この発見は今後の正常眼圧緑内障
に対する神経保護薬のスクリーニングや病
態解明に極めて有用と考えられる。 
 
(6) 野生型マウスおよび EAAC1 欠損マウス
由来の培養 Müller 細胞におけるグルタミン
酸の取り込みは IL-1 の濃度および時間依存
的に上昇したが、GLAST 欠損マウスではそ
うした変化はわずかであった。また前２者で
はグルタミン酸投与により、細胞内 Na+濃度
の上昇が観察されたが、GLAST 欠損マウス
では細胞内 Na+が比較的低濃度に保たれてい
た。 
 
(7) IL-1による GLASTおよび Na+-K+ ATPase
の発現上昇はみられなかったが、膜分画の
Westernblotにより Na+-K+ ATPaseの膜移行が
促進されていることが確認された。 
 
(8) 培養網膜組織片におけるグルタミン酸と
IL-1の同時投与では、やはり野生型マウスと
EAAC1 欠損マウスで網膜神経節細胞の有意
な細胞数の増加を認めたが、GLAST 欠損マ
ウスにおいては無効であった。野生型マウス
においては IL-1 の眼球内投与も網膜神経節
細胞の保護に有効性が認められた。 



 

 

(9) グルタミン酸は 3 Na+および H+と細胞内
に共輸送されるため、IL-1 は細胞内 Na+濃度
を抑制することによって、結果的にグルタミ
ン酸の取り込みを増大させたものと考えら
れる（図２）。以上の成果はすでに国際的な
研究誌において報告した（Namekata et al., 
Molecular and Cellular Biology, 2008）。 
 
(10) 現在は IL-1 を GLASTおよび EAAC1欠
損マウスの眼球内に投与して in vivoにおける
解析を開始しており、プロジェクトは現在も
進行中である。我々の確立した正常眼圧緑内
障モデル動物を用いることで、新規・既知を
問わず、今後も有用な化合物の検索を行って
いきたいと考えている。 
 

 
図２ IL-1によるグルタミン酸取り込み能力

上昇のメカニズム 
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