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研究成果の概要（和文）：グルタミン酸の細胞外量を調節するグルタミン酸トランスポーターの
サブタイプ別の作用を比較検討し、GLAST が網膜神経節細胞(RGC)保護、GLT-1 が RGC 障害に作
用することを見出した。網膜グリア細胞のミュラー細胞が RGC 死保護効果を、視神経グリア細
胞のアストロサイトが神経突起伸長の促進作用を示すことを明らかにした。この作用に
EGFR,Gabbr2,Agtr1a 遺伝子が RGC 保護に、Id3、Egr1,Gja1p, App, Nr2f2 遺伝子が RGC 障害に
関与することを見出した。ex vivo による軸索流の可視化システム、RGC 定量的評価システムの
開発を行った。

研究成果の概要（英文）：I clarified the following points; Different glutamate transporters
(GLT) were differently involved in glial cell-related effect on RGC. Major GLT, GLAST
exerted neuroprotective effect on RGC, while GLT-1 exerted effect on promoting neuritis.
Muller cells, major retinal glial cells, showed a protective effect on retinal ganglion
cells(RGCs), while astrocytes in optic nerve did promoting effect of neurites. Several
mRNAs influenced to RGC survival or neurite elongation were identified as key mRNAs for
GLT-involved RGC effects. EGFR,Gabbr2,Agtr1a showed protective effect, while Id3、
Egr1,Gja1p, App, Nr2f2 mRNAs were involved in RGC death. I developed an animal model that
enables to observe axonal flow of lived rat retina.
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１．研究開始当初の背景
第一位の後天性失明原因である緑内障の病

態には眼圧が最も深く関与しているが眼圧
を十分に低下させても進行する症例や眼圧
が正常域にあるにもかかわらず緑内障が発
症する正常眼圧緑内障が非常に多いことが
知られている。これらのことは、眼圧以外の
要因が緑内障の発症や進行に関与している
可能性を示唆しているが現時点では十分に
明らかにされたものはない。

研究代表者はこれまで in vitro ならびに in
vivo の研究系を用い緑内障性 RGC 障害の発
症機序と治療法の開発を研究してきた。その
中で、緑内障性 RGC の障害の初期反応とし
て神経突起の形態的生化学的変化が起こる
事、軸索伸長のための接着蛋白が減少するこ
とを明らかにした。また RGC 自体は外的障
害に対して細胞反応性が低く比較的抵抗性
があるが RGC を取り巻くグリア細胞はこれ
ら外的障害に対して反応性が高いこと。グリ
ア細胞は外的障害からの RGC 死を抑制する
こと、グリア細胞の外的障害に対する抵抗性
を高めることで RGC 障害が軽減されること、
グリア細胞には神経突起の伸長を促進する
こと。この作用には GSK3β、MAPK1、
MAPK8 などの一部のキナーゼが関与してい
ることを明らかにした。これら一連の研究か
ら緑内障性神経障害では障害原因に対しグ
リアが第一義に反応し、その結果 RGC 死を
誘導する可能性があり、緑内障はグリア病の
一種であると考えるに至った。

２．研究の目的
緑内障におけるグリア細胞の役割を更に

明確にするとともに、グリア細胞を介した緑
内障性 RGC 死の保護方法さらに検討する。
さらに研究代表者らはこれまでの研究で緑
内障では RGC 死のみならず外側膝状体を含
む高次中枢の障害も起きていることが明ら
かにしたが、緑内障性視神経障害の再生には、
軸索突起の伸長促進、高次ニューロンとのシ
ナプス形成などが必要である、グリア細胞は
重要な働きをしているため、本研究期間では
グリア細胞を介した神経軸索伸長促進やシ
ナプス形成促進方法も検討する。

３．研究の方法
ミュラー細胞もしくはアストロサイトと
RGC の共培養系を用い模擬的緑内障負荷を
加えた際の網羅的遺伝子発現変化を検討す
る。各種単離グリア細胞に対し、グルタミン
酸トランスポーター遺伝子を siRNA にて障
害し RGC と共培養した際の RGC 生存、神経
突起伸長変化を比較検討する。単離 RGC に
対し上記同様グルタミン酸トランスポータ
ー遺伝子を siRNA にて障害しグリア細胞と
共培養した際のグリア細胞の RGC に対する
影響を検討する。模擬的緑内障負荷を加えた
際の網羅的遺伝子発現変化研究で得られた
緑内障性神経障害関連遺伝子のうち、RGC
に関連性の高い遺伝子とその機能を検討し
て関連性の高い因子を推定、この因子を用い
て RGC の生存、神経突起伸長変化を検討し、
緑内障に関連性の因子の絞込みを行う。

４．研究成果
網膜の主要なグリア細胞であるミュラー

細胞と視神経の主要なグリア細胞であるア
ストロサイトが網膜神経節細胞(RGC)死に対
してどのように作用するかについて RGC の生
存、神経突起伸長への関与を中心に検討した。
その結果、ミュラー細胞は RGC 死の抑制効果
が強いことが判明した(下図)。

一方、アストロサイトは神経突起伸長の促
進作用がミュラー細胞より強いことが明ら
かになった(上図)。
この作用については興奮性伝達物質であ

るグルタミン酸の細胞外量を調節するグル
タミン酸トランスポーター（GLT）の関与に
ついて検討した。NMDA 投与に対して GLT の発
現変化を検討したところ、NMDA 負荷後に G
LAST や GLT-1 の mRNA が増加した。特に負荷



後の12時間の短時間での増加が著名でGLT-1
の発現増加が GLAST より顕著であった(下図)。

グルタミン酸受容体阻害剤である、MK-801
を負荷すると GLT-ｍRNAの発現が抑制された
ため、GLT の発現増加はグルタミン酸受容体
を介したものであることが証明された(下
図)。

主要な GLT である GLAST と GLT-1 の RGC に
対する作用を比較するために、それぞれの阻

害剤である ROT と DHK を添加して培養 RGC の
生存率の変化を検討した。その結果、GLSAT
の阻害剤である ROT は RGC の生存率を低下さ
せたのに対し、GLT-1 の阻害剤である DHK は
RGC の生存率を上昇させた(下図)。

これらの結果からグルタミン酸の過剰投
与はグルタミン酸受容体を介してグルタミ
ン酸トランスポーターの発現を変化させる
こと。発現が増加した GLAST は細胞外のグル
タミン酸をグリア細胞内に取り込むことに
よって、細胞外グルタミン酸量を減少させ
RGC を保護すること。一方、GLT-１は網膜グ
リア細胞が細胞内に貯留した過剰グルタミ
ン酸を細胞外に放出することでグリア細胞
の生存を維持しており、結果的に細胞外に放
出されたグルタミン酸が RGC に対して障害的
に作用していると考えられた。これらのこと
は GLT の発現や作用をコントロールすること
で RGC 保護が期待できることを示している。



RGC に対するグリア細胞の影響を検討した
ところ、網膜の主要なグリア細胞であるミュ
ラー細胞は RGC 死を軽減するのに対して、視
神経の主要なグリア細胞であるアストロサ
イトは神経突起伸長の促進により効果を示
し、グリア細胞による RGC への影響に差があ
ることが判明した。
以上の検討から、GLT の作用について下の

テーブルように総括した。

RGC に対する作用この違いを明らかにする
ために、DNA チップを用いグリア細胞におけ
る mRNA の発現の比較を行った。その結果、
右のテーブルのような遺伝子群の発現がア
ストロサイトと網膜グリア細胞間有意に異
なることが判明した。現在これらの遺伝子に
ついてそれぞれの作用を検討している。
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