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研究成果の概要（和文）：２光子レーザー顕微鏡を用いてミトコンドリアが蛍光標識された遺伝

子改変マウスの網膜神経節細胞の観察を行った。上強膜静脈をレーザーで焼灼して眼圧の上昇

を促し緑内障のモデルとしたところ、網膜神経節細胞が細胞死を起こす前の段階で、網膜神経

節細胞軸索内のミトコンドリアの軸索輸送が障害されていることを非侵襲的にリアルタイムに

観察できた。網膜神経節細胞における軸索輸送異常は緑内障病態に関わっていると推測された。 
 
研究成果の概要（英文）：In vivo imaging of the mice in which fluorescent proteins are 
expressed specifically in neuronal mitochondria was conducted using two-photon 
microscopy. As a glaucoma model, ocular hypertension was induced by laser treatment of 
episcleral veins in mice. In vivo imaging of retinal ganglion cells reveals the 
disturbance of mitochondrial axonal transport in the mouse glaucoma model before RGC death, 
suggesting that the abnormal axonal transport is involved in glaucoma pathology. 
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１．研究開始当初の背景 
緑内障視神経症の進行には、篩状板近傍での
視神経の軸索障害が強く関わっていること
が指摘されてきたが、生物の眼の中でその軸
索障害を直接観察した報告はない。最近、
我々の研究グループでは、マウス眼で非侵襲
的に網膜神経節細胞の軸索流をライブイメ
ージで観察出来ることを確認した。さらに、
自然発症の緑内障マウス系統の DBA/2J マウ
スで、網膜神経節細胞の細胞死の前に、軸索
流が停滞していることをライブイメージで
確認した。この研究結果から、軸索流のライ
ブイメージが視野計に代わるより鋭敏な緑
内障視神経症の機能評価システムとなり得

ると考えられた。ただし、従来から広く用い
られている疑似緑内障モデルは、緑内障視神
経症を実際に反映したモデルであるのかと
いう疑問があった。 
 
２．研究の目的 
過去に報告されている疑似緑内障モデルで、
現在我々が確認した DBA/2J マウスでの網膜
神経節細胞の軸索流停滞と同じ現象が再現
できるのかを検証するために、新たな緑内障
モデルマウスを作成し、このモデルマウスに
おける神経保護治療効果を軸索流のライブ
イメージで捕捉できるかを観察し、緑内障の
神経保護治療による効果判定に有効なシス
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テムかを明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
ミトコンドリアが CFP 蛍光標識された 4ヶ月
齢のトランスジェニックマウスの上強膜静
脈をアルゴンレーザーで焼灼して房水流出
抵抗を上昇させることで、眼圧の上昇を促し、
開放隅角緑内障のモデルとした。術後一定期
間飼育し、マウス用眼圧計（Tonolab）によ
って眼圧が有意な高値である 30mmHg 程度で
維持されていることを確認した後、このモデ
ルマウスの眼球を摘出、固定して網膜切片を
作成し、網膜神経節細胞が細胞死を起こす時
期を特定した。このマウスに対して 2光子顕
微鏡を用いて、網膜神経節細胞のミトコンド
リア軸索輸送を in vivo でタイムラプス法で
動画撮影を行った。得られた動画をキモグラ
フで解析することにより、ミトコンドリア軸
索輸送の速度を定量し、正常なマウスと緑内
障モデルマウスとで比較した。 
 
４．研究成果 
緑内障モデルで、レーザー後３日目に網膜神
経節細胞密度の有意な減少はなかったが、同
密度はレーザー後 14 日目では有意に減少し
ていた（P＜0.0001）。このモデルマウスを用
いて網膜神経節細胞が細胞死を起こす前の
段階で 2 光子顕微鏡を用いて、網膜神経節細
胞のミトコンドリア軸索輸送を in vivo で観
察した。対照群のミトコンドリア輸送数は、
軸索 1mm あたり、102±6 個であったが、レー
ザー後 3 日目では 65±7 個へ減少した
（ P=0.0001 ）。 ミ ト コ ン ド リ ア 長 は 、
2.23±0.08μm から 1.81±0.06μm へ短縮し
た（P＜0.0001）。また、12 ヶ月齢の老マウス
のミトコンドリア長も 4ヶ月齢マウスに比し
て、1.57±0.04μm へ短縮した（P＜0.0001）
が、輸送数は 125±8 個/mm と増加した
（P=0.048）。以上のことより、緑内障モデル
マウスにおいて、網膜神経節細胞の細胞死前
にミトコンドリア軸索輸送が低下すること
をライブイメージで観察できた。加齢によっ
てもミトコンドリア長は短縮するが、輸送数
は減少しない点が緑内障性視神経症と異な
っていることが分かった。これらの結果から、
網膜神経節細胞の軸索輸送の異常が複数の
緑内障モデルで確認できたこととなり、この
軸索輸送異常は高い眼圧によって普遍的に
誘導される現象であることが示唆された。し
たがって、網膜神経節細胞における軸索輸送
異常は緑内障病態と本質的に関わっている
と推測された。 
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