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緑内障の最大の病因である眼圧制御機構および唯一の

治療法である薬物による眼圧下降機序と，それに伴う慢

性進行性の緑内障性視神経症の病態解明には，in vivo

実験系である動物眼での解析が必須である．遺伝子改変

が可能で多くの実験ツールが存在する優れた実験動物で

あるマウスを用いた，眼圧および緑内障分野への応用は

まだ始まったばかりである．2000年以降マウスの眼圧

測定が可能になり，ヒトと同様な眼圧に対する基礎的な

情報が得られ，日内変動，体位，時計遺伝子など多くの

眼圧制御機構があることが明らかになった．さらに薬物

による眼圧下降機序は，房水動態による生理的な解析か

ら，一歩進んで受容体を中心とした分子レベルでの機序

が解明されるに至った．次に緑内障疾患モデルとして高

眼圧マウスが作製され，遺伝子改変マウスを用いた効率

的な網膜神経節細胞障害評価法が見出され，神経線維の

障害パターンが解析された．マウス眼とヒト眼との相同

性を踏まえたうえで，マウス動物モデルにより眼圧制御

機構や網膜神経節細胞障害の機序に迫ることが可能であ

る．(日眼会誌 114：217―247，2010)
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Ⅰ 緒 言

緑内障は，その診断学の進歩により日本での最新疫学

調査では 40 歳以上の有病率は実に 5％1)
，視覚障害者の

原因としては第 1位，という高齢化社会を背景にした今

後の日本では重要な眼疾患となっている．緑内障は主と

して高眼圧ストレスによる多因子性慢性進行性神経変性

疾患であり，緑内障性視神経症(glaucomatous optic neu-

ropathy：GON)の病態解明と眼圧下降治療に主眼をお

いたアプローチが必要である．GON は，生体内でも特

異的な眼組織と全生体内での制御に基づく生理現象であ

る眼圧と，その上昇および視神経乳頭構造が関与する視

神経組織障害であるため，その病態解明には in vivoで

の解析が必須である．さらに病因解明のために必要な眼

内圧測定生理検査，病理検査などは，他臓器では可能な

侵襲的疾患アプローチであるが，緑内障では致命的であ

るため，疾患動物モデルの開発と応用が有用であるのは

言を俟たない．そして，GON に対して現在唯一エビデ

ンスがある眼圧下降治療について，多くの治療薬がある

ものの，眼圧維持機構はもとより，眼圧下降薬の作用機

序も房水動態による生理学的な評価に留まっており，将

来の新規眼圧下降薬の開発のためにも眼圧制御機構の分

子生物学的アプローチが望まれる．

このような緑内障研究の特殊性に基づき，まず図 1に

眼圧制御機構の解明に向けた動物モデルの応用の戦略図

を示す．眼圧制御に関する因子は多数挙げられるが，実

際にヒトでの条件を均一化することは困難である．その

点では動物モデルは環境因子を制御しやすい．眼圧制御

因子による眼圧変動あるいは多くの薬物による眼圧変化

を測定し，実際の臨床データと比較検討することで眼圧

制御因子を明らかにし，それに対する薬剤開発と臨床応

用が可能となる．

図 2 に緑内障動物モデルの応用に向けた戦略図を示

す．緑内障臨床データから得られた高眼圧および眼圧以

外の標的因子に対しモデル動物を作製する．そして，ヒ

トでは不可能な進行途中での組織学的解析により病態を

より解明し，病因としての位置づけを再確認，そしてそ

の標的因子に対する治療戦略を組み立て，臨床応用を目

指すことになる．現状では高眼圧が GONの標的因子と

して最重要であることからモデル動物としては高眼圧モ

デルの作製が行われている．また，特に日本に多い正常

眼圧緑内障1)の病因として考えられる虚血，グルタミン

酸，遺伝子異常などを標的にした動物モデルも作製可能

である．もっともこれら 2 つの動物モデルによる解析

は，動物とヒトとの生物学的相同性の検証をもとに実行

されなければならない．

さて，眼圧と緑内障の存在は 10 世紀の古くに遡る歴

史を持ち，また有病率の高い疾患にもかかわらず，実際

に動物モデルが盛んに緑内障研究に応用されるように

なってきたのは 21 世紀からの 10 年間に過ぎない．その
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Animal models are indispensable for glaucoma

research, because intraocular pressure (IOP) regula-

tion, IOP reduction by ocular hypotensive drugs, and

chronic progressive glaucomatous optic neuropathy

stem from the eye and its adnexa. The mouse, an

excellent animal model available as transgenic mice

which are an outstanding experimental tool, has been

recently applied for glaucoma research.Many regula-

ting factors such as diurnal variation, body position,

and clock genes have been elucidated since accurate

measurements of mouse IOP have been published in

this decade.These advances were followed by clarifica-

tion of the molecular mechanism of IOP reduction by

eye drops and of the aqueous humor dynamics using

transgenic mice. Now, the pathogenesis of glaucoma-

tous optic neuropathy is being investigated using

glaucoma mouse models and transgenic mice express-

ing fluorescent proteins in retinal ganglion cells. By

comparing the differences between mouse and human

eyes, the mechanism of IOP regulation and retinal

ganglion cell damage will be gradually revealed.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc

114：217―247, 2010)

Keywords：Mouse, Glaucoma, Intraocular pressure,

Retinal ganglion cell, Transgenic mouse
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ヒト眼圧制御機構
日内変動（光周期，生活習慣，体位変動など），眼圧下降薬の作用

モデル動物での条件設定
遺伝子改変動物の応用

眼圧測定

ヒト眼との相同性の検証

眼圧制御因子の解明

関連因子を標的にした眼圧下降薬の開発

眼圧制御因子の再確認臨床応用

眼圧制御因子の再確認

図 1 眼圧制御機構の解明と動物モデル．

臨床データから推定される眼圧制御機構や眼圧下降作用は，多因子性でありヒトでの解析には限界がある．

その点，モデル動物では環境因子を制御し，遺伝子改変動物を応用できるため，眼圧制御機構をより正確に

解析し，新たな薬剤開発につながる知見が得られる．

ヒト緑内障眼からの病因
高眼圧・眼圧以外（虚血，グルタミン酸，一酸化窒素，栄養因子，遺伝子など）

緑内障モデル動物作製

病態の解明

組織学的解析

ヒト緑内障眼との相同性の検証

臨床応用

関連因子を標的にした治療戦略

このハードルは高い！

眼圧非依存性GONモデル
（続発，正常眼圧緑内障モデル）
正常眼圧視神経障害モデル動物

眼圧依存性GONモデル
（原発開放隅角緑内障モデル）

高眼圧モデル動物

病因の再確認

図 2 緑内障性視神経症の機序解明と動物モデル．

緑内障性視神経症(GON)の病因として考えられる高眼圧および眼圧非依存性因子を応用したモデル動物を

用いて，各因子による障害を確認し，病態を明らかにすることで，新たな治療戦略を立てることができる．



理由は眼圧測定である．測定方法の限界により，ウサギ

以上の大きさの動物しか使用できなかったことに加え，

ウサギ眼は房水動態と隅角構造が特殊であること，最も

ヒトに近いサル眼は経済的負担が大きいことから，その

研究応用には限界があった．その後，トノペン®を利用

した眼圧測定を用いてラットが応用されはじめ，小動物

での緑内障モデル作製が可能となり，サルに続いてラッ

トの人為的高眼圧モデルが開発されるようになった．し

かし，動物モデルとしては最も利用価値が高いマウスに

至っては 1997 年に Jackson Laboratory の John らのグ

ループが初めて眼圧測定方法を発表した2)のが最初の報

告である．

マウスは飼育取り扱いの面で容易かつ経済的であるこ

と，系統分類がきわめて厳密で遺伝的背景が明確である

こと，環境因子を均一化することが容易であること，遺

伝子解析が終了しヒトとの相同性が 99％ときわめて高

いこと，遺伝子改変が容易であること，多くの分子生物

学的実験ツールが存在していること，などで有用な実験

動物であり，疾患や薬物治療ターゲット遺伝子の探索ま

たスクリーニング系としての地位を確立している．

2000 年以降，我々のグループを中心にマウスの眼圧

測定に関する報告が相次ぎ，マウス眼の緑内障モデルへ

の応用に向けて，まず眼圧に対する基礎的な情報が得ら

れ，多くの眼圧制御機構があることが明らかになった．

特に薬物による眼圧機構は，房水動態による分類すなわ

ち房水産生と線維柱帯路およびぶどう膜強膜路という房

水流出のバランスを捉える生理学的解析から，一歩進ん

で分子レベルまで解明されつつある．さらに，緑内障疾

患モデルとして高眼圧マウスの作製とそれを用いた神経

保護治療薬の開発が試みられてきている．残念ながら未

だに理想的な人工的慢性高眼圧モデルの確立には至って

おらず，現在の流れとしては自然発症慢性高眼圧モデル

のDBA2J マウスと我々が開発したレーザー高眼圧マウ

スの応用を中心にした研究が進められているのが現状で

ある．本稿では眼圧制御と GONの本態である網膜神経

節細胞(retinal ganglion cell：RGC)障害の機序を図 1，2

の戦略図をもとにマウスモデルを用いて紐解くことにす

る．直径約 3 mmの小さい眼を有するマウスが眼圧評価

モデルとして有用であるか，そして RGC 障害を評価す

ることが可能か検証し，そのうえで緑内障モデルとして

高眼圧や眼圧非依存性因子による RGC 障害を確認し，

ヒトとの相同性を踏まえたうえで RGC 障害の機序に迫

りたい(図 3)．

Ⅱ 眼圧評価モデルとしてのマウスと

眼圧測定法

�．マウス眼とヒトとの解剖学的・生理学的相同性

�) マウスの隅角，線維柱帯，毛様体

マウスの隅角構造はヒトと類似しており線維柱帯，

Schlemm 管の存在，またトレーサー実験によるぶどう

膜強膜路の存在が確かめられている3)〜5)
．マウスの隅角

構造は生後約 6週間で発達が終了すると報告されている

ので，緑内障関連の実験にはそれ以降の週齢を用いるの

が望ましいと考える．Schlemm 管と集合管および上強
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眼圧評価モデル

高眼圧RGC障害モデル 眼圧非依存性RGC障害モデル

RGC，視神経障害評価モデル

・解剖，眼圧，房水動態 

・薬効評価と眼圧下降のメカニズム 

・眼圧維持のメカニズム－光と眼圧関連受容体

・高眼圧RGC障害モデル作製方法

・神経保護薬の効果 

・RGC障害パターン解析

・乳頭および視路の解剖

・蛍光発現マウスによるRGC評価系 

・自然死，視神経挫滅，虚血モデルの応用

・軸索輸送障害

・グルタミン酸取り込み障害

図 3 緑内障研究へのマウスの応用の推移．

最初にマウス眼で眼圧を評価することができるか，そして網膜神経節細胞(RGC)や視神経の障害を評価で

きるか，を検証する必要がある．続いて，高眼圧モデルや眼圧非依存性因子によるモデルの作製とその解析

が可能かを検証する．



膜静脈の存在も確認できる6)
．毛様体はヒトやサルと比

べ小さいものの5)
，色素細胞，無色素細胞層間に gap junc-

tion，無色素細胞間には tight junction があり血液房水

柵が存在し，房水産生に重要な構造をしている7)8)(図

4)．したがって，眼圧についてもヒトと同様な制御機構

が存在する可能性が高く，マウスによる眼圧研究の有用

性が裏付けられた．

�) マウスの眼圧と測定法

マウスの眼圧は 1997 年に John らのグループにより

微小ガラス管によるマイクロニードルと圧トランス

デューサーを用いて測定された2)
．我々は麻酔や測定技

術を改良し，精度高く測定できる方法を発表した9)(図

5)．眼圧に人種差があるように，マウス眼圧にも系統差

があり 10 台前半から 20 台に及ぶ9)10)
．眼圧は不思議な

ことに測定された動物種では哺乳類間ではもちろん種差

を越えて保存されているうえに，類を越えて魚類でも鳥

類でもほぼ同様であることが興味深い11)12)
．ヒトと同様

に左右差，性差は認められない10)13)
．その他 survo null

system を用いた電気的な眼圧測定方法も開発されたが，

特殊な器械を使用するため普及していない14)15)
．現在で

は，精度はマイクロニードル法に劣るが非侵襲的に測定

できる反跳式眼圧計(トノラボ®)を用いた測定が多く用

いられている16)
．

	) マウスの房水動態

解剖学的にはヒトと同様な構造であることが判明した

が，房水動態は異なる．Swiss White mouse で詳細に報

告されたデータを表 1 に示す．房水産生は fluoropho-

tometry の原理を用い，outflow facility は two constant

pressure 法を用いて測定した17)
．マウスの上強膜静脈圧

は眼内圧を減少させることに伴い，眼内圧が上強膜静脈

圧と等しくなったときに Schlemm 管に集合管から血液

が逆流することを利用し，顕微鏡下で確認するという小

動物ならではの新しい測定法を開発し測定したところ

9.5 mmHg であった(図 6)．Goldmann 理論により算出

したマウスの房水動態における線維柱帯路の寄与は

16％，ぶどう膜強膜路は 84％であり，ヒトよりぶどう

膜強膜路の関与が高い17)18)(表 1)．このことは以下に述

べるプロスタグランジン(PG)関連薬へのマウスの眼圧

下降反応がきわめて良好であることにもつながる知見で

ある．したがって，過去に多く眼圧測定に利用されてい

たが，ぶどう膜強膜路がほとんど存在せず，PG 関連薬

などのぶどう膜強膜路流出改善薬への反応性が悪いウサ

ギと比べ，マウスは実験動物として有用であることが理

解できる(表 1)．


) マウス眼圧の日内変動

マウス眼圧にも日内変動があり日中低く夜間高い10)13)19)
．

この日内変動の二相性パターンは動物種を越えて保存さ

れており，基本的に夜行性のマウスやラットは夜間に高

い傾向，昼行性のサルやヒトは日中に高い傾向を持ち，

特に明け方高いと報告されている20)〜22)
．おそらく活動

時間に上昇するように制御されていると考えられる．し

たがって，眼圧下降薬の評価判定には測定時間を一定に

しておく必要がある．

このような日内変動には光が影響するのではないかと

示唆されていたが，詳細は不明であった23)〜25)
．我々は

飼育条件を厳格化可能なマウスを用いて通常の 12 時間
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BA

毛様体筋

毛様体

HE染色

強膜

強膜

網膜

網膜

毛様突起

毛様体筋

水晶体

網膜

Schlemm管

強膜

図 4 マウス前眼部の解剖学的相同性．

A：組織学的にヒトと同様な隅角，線維柱帯，Schlemm 管，毛様体の構造を有する．B：蛍光トレーサー

Dextran 70 kDa による注入実験では 20 分後で網膜下脈絡膜に流れるトレーサー(矢印)により，ぶどう膜強

膜路の存在も観察できる．HE染色：ヘマトキシリン・エオジン染色．

(文献 3から許可を得て転載，改変)
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マウス眼圧測定装置概略C

A

B

microneedle pressure transducer
DDW valve2
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amplifier computeranalogue to digital
convertor

valve3

AIR
DDW

millipore filter

mercury
manometer

マイクロニードル

75μmφ3.5～4 mm

図 5 マイクロニードル法によるマウス眼圧測定．

A：マウス眼圧測定中写真．B：マイクロニードル挿入図．顕微鏡下で観察しながら針を設置して測定する．

C：マイクロニードル法の装置概略図．マイクロニードルと圧トランスデューサーで実眼内圧を測定．

(文献 9から許可を得て転載，改変)

図 6 マウスの上強膜静脈圧測定．

房水動態測定には上強膜静脈圧(EVP)測定が必要である．顕微鏡下で眼内圧を徐々に低下させ，Schlemm

管に集合管から血液が逆流する現象(矢印)をとらえることにより測定することに成功した．A：眼内圧

(IOP)が EVP より高い状態では集合管(矢印)には血液は観察されない．B，C：IOP が EVP と同じになる

と血液逆流が始まる．D：IOP が EVPより低いと Schlemm管内に血液が充満してくる．

(文献 6から許可を得て転載，改変)



光周期の他に，終日明室あるいは暗室での日内変動を測

定し影響を調べたところ13)19)
，終日暗室での眼圧上昇と

日内変動の乱れが明らかであり，マウス眼圧も光周期に

より制御されていることが判明した(図 7)．

次に視交叉上核(SCN)には体内リズムを司っている 4

つの体内時計遺伝子が存在するが，Maeda らはそのう

ちの一つ Cry の欠損マウスを用いて野生型と眼圧日内

変動を測定したところ，日内変動が消失した26)
．した

がって，眼圧日内変動は網膜レベルでの光受容と連動し

た時計遺伝子の活動による体内リズムに制御されている

ことが判明した．このように環境因子を制御し，遺伝子

改変することで日内変動の機序を解明できるマウスは眼

圧制御機構を解明するうえで今後さらに期待できる動物

モデルである．

�) マウス眼圧の体位変動

通常眼圧は座位で測定されているが，古くから体位変

換により眼圧が変動することが知られており，同一体位

での測定が必要である．実際には座位から仰臥位への変

換で 4〜5 mmHg の眼圧上昇がみられ，緑内障患者でも

同様である20)27)
．機序としては，眼と心臓の位置関係に

より上強膜静脈圧が体位変動によって変化することによ

ると考えられ，実際にヒトでの 1 mmHg の眼圧変動に

より上強膜静脈圧は 0.83±0.21 mmHg 変動することが

知られていた28)29)
．ただし，ヒトでの上強膜静脈圧測定

は困難で精度が悪いため，同様な実験がマウスでも検討

された．マウスは通常腹臥位で眼球は心臓よりやや高位

に位置する．その状態から前傾姿勢をとり 30 度，60 度

と変化させたところ，眼圧および上強膜静脈圧は図のよ

うに変化した6)(図 8)．マウスでも同様に眼圧は上強膜

静脈圧と連動して体位により変化することが示され，ヒ

トでの仮説を裏付けることができた．視神経乳頭では眼

圧とくも膜下腔の脳脊髄圧の差が重要と考えられるた

め，例えば臥位で生活していると緑内障の進行が強いと

のエビデンスはなく，臥位による夜間の眼圧上昇は無視

してよいと考えられる．脳脊髄圧の体位変動は動物モデ

ルで測定し，眼圧との関係を検討することが必要であろ

う．

このようにマウスはヒトと同様な眼圧の生理機能を有

する点は興味深く，ヒトでは実験不可能な眼圧生理機構

を紐解くことができる．さらにマイクロニードル法は侵

襲的であるが精度が高い測定方法であるため，眼圧下降

効果を評価することに適している．隅角構造および房水

動態が把握されている点は，点眼薬による眼圧下降機序

とその効果を評価する際に重要な要素である．次項に薬

剤反応性をマウスとヒトで比較してみる．

�．マウス眼とヒトとの眼圧下降の薬理学的相同性

�) マウスを用いた眼圧下降および作用機序の解明

1990 年代からさまざまな作用点を有する眼圧下降薬

が開発されてきており，その進歩はめざましい．そし

て，眼圧下降薬の開発とその基礎となる作用機序の解明

は，裏を返せば眼圧制御あるいは逆に眼圧上昇の機構を

知ることにもつながるはずである．

マウス眼でも現在臨床的に使用されている眼圧下降薬
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ぶどう膜強膜路房水流出率(％)
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2.9／房水産生量(ml／min)
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ヒト18)

眼圧(mmHg)

表 1 ヒトとマウスの房水動態の比較
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図 7 マウス眼圧日内変動と光周期による影響．

A：Swiss White mouse の 12 時間明暗サイクル条件下の日内変動の平均値(n＝11)．夜行性であるため夜間

にかけて眼圧が上昇する．B：24 時間明室(○)および暗室(●)条件下での日内変動の平均値．各個体の日内

変動が同調しなくなり，平均では変動がなくなる．ただし，活動が活発な暗室条件の方が眼圧値が高くな

る．

(文献 19 から許可を得て転載，改変)



に対する反応が得られる．Survo-null system による眼

圧測定では交感神経 b遮断薬による眼圧下降効果が30)
，

我々のグループではマイクロニードル法を用いて交感神

経 a2刺激薬ブリモニジン
31)
，世界で上市されている 5種

類の PG関連薬や交感神経 a1ブロッカーによる眼圧下降

効果が証明されている32)
．マウスは特に PG 関連眼圧下

降薬に対する反応性に優れ33)(図 9)，例えばラタノプロ

ストは 20％以上の眼圧下降効果があり，濃度依存性お

よび時間経過も追うことができ，薬理学的な評価が十分

に可能な動物モデルである9)
．

�) PG 関連薬の作用機序

PG 関連薬の中でウノプロストンを除いたプロスト系

薬剤は今や第一選択薬となり，眼圧下降に必須の薬剤と

なった．プロスト系で最初に開発されたラタノプロスト

は，眼圧下降が期待された PGF 2aの誘導体であるため

(図 10)，プロスタノイド(PG とトロンボキサンの総称)

の受容体の一つである FP受容体を介して眼圧下降効果

を呈すると予想され，8 種類存在するプロスタノイド受

容体結合実験でも特に FP 受容体に対する親和性が高

い．したがって，後発のトラボプロスト34)
，国産のタフ

ルプロスト35)もラタノプロストと同様に FP 受容体に対

する親和性を向上させている(図 10)．一方，PG 関連薬

では世界初のウノプロストンは，構造が PGF 2aの代謝

型であり，プロスタノイド受容体に対する親和性が低い

薬物であり，プロスタノイド受容体以外では maxi-K

チャネルに作用することが報告されているものの36)
，そ

の眼圧下降機序は明確ではなかった．さらにプロスト系

のビマトプロストは，①図のように C 末端がエチルア

ミド型であり，膜脂質のフォスファチジルエタノールア

ミンから切り出されるアナンダマイドを経て合成される

プロスタマイド系統の薬剤であり，他の薬剤の acid 型

のようなプロスタノイド系統ではない．②他の 4 剤は
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図 8 マウスの体位変換による眼圧および上強膜静脈圧の変化．

A：マウスの体位を水平から 30 度，60 度前傾させ，それぞれマイクロニードル法で眼内圧(IOP)および上

強膜静脈圧(EVP)を測定する．B：IOP は水平から，30 度，60 度前傾でそれぞれ 16.5±0.6，18.2±0.6，

19.5±1.8 mmHg に変化した(平均値±標準偏差，n＝6)．C：EVP は水平から，30 度，60 度前傾でそれぞ

れ 9.6±1.3，11.2±1.3，13.3±1.5 mmHg に変化した(n＝6)．体位変換に伴い EVP が上昇し，同調して

眼圧も上昇することが分かる．

(文献 6から許可を得て転載，改変)



すべて角膜のエステラーゼで C 末端のイソプロピルエ

ステルが切断されて acid 型になるプロドラッグであり，

FP 受容体に親和性が高い．ビマトプロストのエチルア

ミド結合も角膜のアミダーゼで切断可能で，その場合，

PGF 2aと同様な構造となり FP 受容体に結合可能であ

るが，角膜のアミダーゼ活性が低いため，プロドラッグ

としての効果は低い37)
．以上の二点で他の PG 関連薬 4

剤と異なるとされ，作用機序が不明であった．ラタノプ

ロストではぶどう膜強膜路の流出改善が認められること

と，組織内でマトリックスメタロプロテアーゼの活性上

昇が惹起されることから，毛様体内での細胞外マトリッ

クスの再構築により房水流出が促進され眼圧が下がる機

序が示唆されている38)
．しかし，このような作用機序は

生化学的に数日以上を有する組織構造の変化であり，即

時的効果については説明できかねる．プロスト系 PG関

連薬のように，その強い眼圧下降効果から第一選択薬と

しての地位を確立し，次々と新薬が開発されていなが

ら，作用機序が明確でない薬剤が存在するのは，医学的

にもきわめて不十分であるといわざるを得ない．

そこで，我々は FP 受容体欠損マウスを用いて，5 種

の PG 関連薬の眼圧下降効果を検討したところ，すべて

の薬剤で眼圧下降効果が消失した39)40)(図 11)．同じ結果

が別グループからも発表され41)
，既存の PG 関連薬は

FP を介して眼圧下降を起こすことが判明した．さら

に，他の EP受容体欠損マウスでも同様な実験を行った

ところ，EP 3 受容体欠損マウスでの眼圧下降効果が野

生型と比較して減弱していた39)40)42)(図 12)．この傾向は

5 剤すべての薬剤でみられることから，FP 受容体刺激

が眼圧下降の必要条件であるが，その下流シグナルに

EP 3 受容体が関与している可能性が示唆される結果と

なった．FP 受容体刺激により内因性に cyclooxygenase

2(COX 2)の誘導と PG産生が報告されていることから，

可能性としては二次的に産生された PG により EP 3 受

容体が刺激されることが，FP 受容体単独の効果を増強

させると考えられる．そこで，内因性の PG産生を抑制

しておくために非ステロイド性抗炎症薬であるジクロ

フェナックを前投与したうえで PG関連薬を野生型マウ

スに投与したところ，EP 3 受容体を欠損したマウスと

同様な眼圧下降効果の減弱が観察され，おそらく内因性

の PG 産生と EP 3 受容体を介した FP 受容体刺激修飾
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図 9 マウスのプロスタグランジン関連薬による眼圧下降効果．

現在日本で上市されている 4種のプロスタグランジン関連薬，ウノプロストン，ラタノプロスト，トラボプ

ロスト，タフルプロスト点眼後の対側眼眼圧を対照とした眼圧下降幅(mmHg)の時間経過(A)と眼圧下降幅

と時間の積算から算出した area under the curve(AUC)量の比較(B)．ヒトと同様な傾向の眼圧下降効果が

マウスでも観察できる． ：0.005％タフルプロスト， ：0.005％ラタノプロスト， ：0.004％ト

ラボプロスト， ：0.12％ウノプロストン．

(文献 33 から許可を得て転載，改変)
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図 10 プロスタグランジン関連薬の構造式と acid型の受容体親和性．

5 種のプロスタグランジン(PG)関連薬の構造式を示す．A：プロスタグランジン関連薬のうちビマトプロス

ト以外は，プロスタノイド FP 受容体に結合する PGF 2aの C末端カルボキシル基を isopropyl 基に変えた

プロドラッグ isopropyl PGF 2aの誘導体である．角膜のエステラーゼで加水分解され acid 型となり FP 受

容体に結合する．B：分解された acid 型の受容体親和性．プロスタノイド受容体は 8種類あり，図はウェブ

の外側にあるほどその受容体に結合しやすいことを示す．ウノプロストンは PGF 2aの代謝型であり C 15

の水酸基が w酸化を受けて FP をはじめどの受容体にも結合しにくい．プロスト系はすべて C 15 水酸基が

保存される，もしくはフッ化により安定化させて FP 受容体に結合しやすくしている．FP に結合しやすい

化合物は EP 3 にも結合しやすい傾向がある．ビマトプロストは特異で，C 末端はエチルアミド型となって

おり，角膜のアミダーゼで分解を受ければ，他のプロスト系 3種と同様に FPに結合しやすくなるが，アミ

ダーゼ活性が実際は少なく，ほとんどそのままの形(プロスタマイド)で FP 単独には結合しないが，FP と

FPの変異体の複合体には結合する．
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図 11 FP受容体欠損マウスにおける PG関連薬の眼圧下降効果．

プロスタノイド受容体 FP 受容体欠損(FPKO)マウスと野生型(WT)マウスの眼圧下降効果を夜間点眼後 3

時間で比較検討した(n＝8)．PG 関連薬 5剤いずれでもFP受容体欠損マウスでの眼圧下降効果が消失する．

したがって，FP 受容体は現在の PG関連薬の作用には必須であることが分かる．＊：p＜0.01．
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図 12 プロスタノイド受容体欠損マウスにおける PG関連薬の眼圧下降効果．

プロスタノイド受容体FP，EP 1〜3 受容体欠損マウスと野生型(WT)マウスの眼圧下降効果を夜間点眼後 3

時間で比較検討した(n＝8)．PG 関連薬 5 剤いずれでも FP 受容体欠損マウスでの眼圧下降効果が消失する

以外に，EP 3 受容体欠損マウスでも眼圧下降効果が 20％程度減弱する．したがって FP 受容体は現在の

PG関連薬の作用には必須であり，EP 3 受容体は FP受容体による眼圧下降効果を修飾していることが分か

る．＊：p＜0.01，＊＊：p＜0.05．



機序が存在するものと考えられる42)(図 13)．さらに，

ビマトプロストに関しては，それ自身プロスタマイドと

して，FP と FP の splice variant の複合体を受容体とし

て結合することが判明した43)
．したがってプロスト系の

中でビマトプロストは，主にプロスタマイドとして FP

受容体複合体を介する作用と，アミダーゼで切断された

acid 型のプロスタノイドとして FP受容体に結合する作

用の二つを併せもつ興味深い薬剤であったことが，上市

されて 10 年余りで判明することとなった．PG 関連薬

の現在の作用機序として，以降に述べるプロスタノイド

EP 受容体の作用と合わせると，図 14 のようなシグナ

ルが想定される．このように遺伝子改変マウスを用いる

ことにより，より詳細な薬物作用機序が分子レベルで解

明される．

	) 眼圧下降関連受容体による眼圧制御機構

上記のように点眼薬による眼圧下降機序に関しては，

少なくとも受容体や細胞内酵素レベルでの作用機序は明

らかにされるようになった．したがって，眼圧下降機序

に関与するシグナルが，通常の眼圧値を制御している可

能性が十分予想される．ところが実際は単純ではないこ

とが最近の報告で窺い知ることができる．例えば，PG

関連眼圧下降薬による眼圧下降にはプロスタノイド FP

受容体が必須であることが判明しているが，遺伝子改変

マウスで FP受容体を欠損させても生理的な眼圧値も日

内変動もまったく影響を受けない39)42)(図 15 A)．また，

1950 年代から炎症を惹起し眼圧をむしろ上昇させると

認識されていた PGの PGE 2 に対する受容体や42)
，また

PGとは眼圧下降作用点が異なる交感神経 a2受容体を欠

損させたマウスでも同様な結果が得られている31)(図 15

B)．これらの結果から眼にとって重要な眼圧を維持す

る機構には多くの代償機構が関与しており，複雑なネッ

トワークを形成していると考えざるを得ない．このよう

に遺伝子改変マウスを用いて既存の点眼薬の眼圧下降作

用機序を解明することができる一方，既に存在する遺伝

子改変マウスや神経系あるいは循環系に関与する遺伝子

の改変マウスも眼圧測定することにより，眼圧を修飾す

る遺伝子を発見できる可能性があり，それにより新たな

眼圧制御機構ひいては薬物開発につなげることも夢では

ない．


) 眼圧下降薬開発モデルとしてのマウス

眼圧下降薬は他臓器にはない高度な房水動態という生

理機構を修飾する点で特殊であり，in vivoでの実験が

必須であることから眼圧の維持機構，眼圧下降機序も未

だに解明されていない点が多い．緑内障モデルとしては

サル眼が最も適しているが経済面，取り扱いの面で難点

があり多くの実験が望めないが，マウスは上述のように

ヒトと眼圧，房水動態，解剖の面で類似していることが

判明しており，眼圧の生理機構の解明への実験系および

眼圧下降の評価系として利用価値が高く，今後眼圧下降

薬のスクリーニング系として有用であると考えられる．

我々の行った一例を紹介する．プロスタノイド受容体

EP 1〜4 の特異的アゴニストを用いて眼圧下降効果が得

／られるかを検討した44)
．C57BL／6 野生型マウスでは，

EP 2 アゴニストであるONO-AE1-259-01 により濃度依
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図 13 EP 3欠損マウスにおける PG関連薬の眼圧下降効果と NSAIDの影響．

プロスタノイド受容体 EP 3 受容体欠損マウスと野生型(WT)マウスの眼圧下降効果と非ステロイド性抗炎

症薬(NSAID，ジクロフェナックナトリウム)の影響を夜間点眼後 3時間で比較検討した．PG 関連薬(PGs)

5 剤いずれのWTマウスでの眼圧下降効果はNSAID 前投与(Dic＋)で減弱するが，その程度は EP 3 受容体

欠損マウスでの眼圧下降効果と同様である．また，EP 3 受容体欠損マウスに対して NSAID 前投与は影響

がない．したがって，EP 3 受容体は FP受容体刺激により誘導される内因性 PGに反応する受容体であると

考えられる． ：野生型マウス， ：EP 3 受容体欠損マウス．平均値±標準誤差(n＝9〜17)．＊：p＜

0.05 vs WT(Steelʼs test)．

(文献 42 から許可を得て転載，改変)



存的に 2時間後に最大眼圧下降効果が得られた．さらに

その眼圧下降効果は EP 2 受容体欠損マウスで消失した

ため，受容体特異性のある眼圧下降効果であることが証

明できた．同様な結果が EP 4 受容体アゴニスト ONO-

AE1-329 でも得られている44)(図 16)．したがって，プ

ロスタノイド受容体は FP受容体以外にも十分眼圧下降

に寄与することができる可能性を秘めた受容体群である

ことが分かる．

マウスは飼育スペースが少なく経済的で同一環境下で

1日で n＝20 以上のデータが得られ，遺伝子改変マウス

で作用機序も確認可能であることから，我々は他にも多

くの薬剤のスクリーニング系として使用している．眼科

領域の薬剤でマウスを利用して開発されてきた薬剤は現

状では見当たらないが，その理由は他科との共通疾患で

ある感染症，炎症に対する薬物は強いて眼を使用する必

要がないこと，一方で眼科特異的な疾患である緑内障に

ついてはマウスでの眼圧をはじめとする基礎データがな

かったことに起因する．今後は眼科特異疾患に対しマウ

スを用いた薬剤開発が推進されるものと期待する．

Ⅲ マウス緑内障モデルの評価方法

マウス後眼部のヒトとの解剖学的相同性と特徴を把握

することは，GON モデルとして RGC 障害の機序を解

明し，さらに障害に対する治療効果を評価するうえで重

要である．マウスは直径 3 mm程度の小眼球であり，そ

の眼底評価は困難を有する．可能ならば，断片的に組織

学的な検討を行うより，経時的な評価方法が望ましい．

�．マウスの網膜，視神経乳頭

網膜はヒトと同様な層構造をしているが黄斑はなく，

RGC 軸索は放射状に視神経乳頭に向かって走行する．

視神経乳頭は乳頭面積に対して血管の割合が大きく，生

理的陥凹が漏斗状に存在するため，眼底写真による乳頭

の変化は評価することが難しいと思われる45)(図 17)．

また，マウスは確認された系統ではすべて篩板がないと

報告されており，ヒトやサルと異なり興味深い45)46)
．中

心動脈もヒトと同様に眼動脈の分枝であるが，乳頭血管

は中心動脈の分枝であり，Zinn-Haller ring もなく毛様

動脈系の血管支配がないのがヒトと異なっている45)
．網

膜中心動静脈は球後 300 mmより前方で下方から視神経

内に侵入し47)
，それに伴い軸索走行も変化する(一部投

稿中)(図 18)．したがって，高眼圧による視神経障害パ

ターンをマウスとヒトで比較することにより，視神経乳

頭における特に篩板や血管を主とした構造と GONの関

係を解明することが可能である．

�．動物モデルでの RGC障害の評価方法の現状

最近はスペクトラル・ドメイン光干渉断層計(SD-

OCT)の進歩により，ヒト，サルはもちろん，ラットで

も網膜神経線維層欠損や視神経乳頭の画像評価が可能と

なってきたが48)
，経時的な観察への応用は臨床的にも未

だ不十分である．特に小動物での評価方法として，以前

は網膜スライス標本での RGC 層の細胞数カウントが行

われていたが，標本の厚みを一定に薄くすることが困難
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図 14 プロスタノイド受容体を介した眼圧下降作用(仮説)．

現在使用されている PG関連薬の眼圧下降機序は，少なくとも FP受容体を介する．さらに毛様体レベルで

は FP 受容体刺激による内因性 PG 産生による EP 3 受容体を介したシグナルが PG 関連薬の眼圧下降効果

を増強している可能性がある．線維柱帯レベルでも FP受容体が存在するため何らかの房水流出促進の機序

の可能性がある．一方，EP 2，EP 4 受容体も眼圧下降に関係があるが，現在使用されている薬剤はない．

Gs：GTP結合蛋白質，COX 2：cyclooxygenase 2，MMP：マトリックスメタロプロテアーゼ，ECM：細胞

外マトリックス．



であり，評価領域がきわめて限局化され精度が劣る．ま

た，視神経の電子顕微鏡写真により，軸索本数を計数す

る方法もあるが47)49)50)
，非常に時間と労力がかかるうえ

に，計数できる領域は 1割にも満たない．現在最も一般

的方法は，上丘から逆行性に蛍光色素を RGC 軸索内に

取り込ませることにより，網膜フラットマウント標本で

の細胞数を計測する方法である．しかし，この方法でも

脳内に侵襲的に色素を注入する煩雑さと，染色効率が必

ずしも 100％にならないことが問題である．もちろん経

時的な観察はできない．ラットではアポトーシスの初期

シグナルを検出できる蛍光ラベルされた AnnexinV 硝

子体注入法で in vivoでのアポトーシス細胞を検出でき

る画期的な方法が紹介されたが，侵襲的であり細胞数を

カウントするほどの質の高い画像は得られていない51)
．

当然ながら眼球が小さいマウスへの応用は困難であり，

非侵襲的に RGC 障害を評価する系の開発が急務であっ

た．最近では RGC 障害を網膜電図による評価52)
，RGC

に蛍光発現するマウスを用いて，視神経挫滅モデルにお
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図 15 眼圧下降関連受容体と眼圧日内変動．

A：EP 1，EP 2，EP 3，FP 受容体は，眼圧下降に関係があるにもかかわらず，欠損マウスでは，眼圧ベー

スライン値および日内変動はまったく影響を受けない．B：交感神経 a2受容体のサブタイプA，B，C を欠

損したマウスでも眼圧ベースライン値および日内変動はまったく影響を受けない．

(文献 31，39，42 から許可を得て転載，改変)
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図 16 EP受容体特異的アゴニストによる眼圧下降効果．

／C57BL／6 マウスにおける EP 1〜4 各受容体特異的アゴ

ニスト 0.1％を点眼後 2 時間の眼圧下降効果(n＝7〜

8)．少ないマウス数で容易に眼圧下降効果が評価でき，

薬物スクリーニング動物として有用である． ：作動

薬投与眼， ：溶媒投与眼．＊：p＜0.05，＊＊：p＜

0.01，unpaired t test．

(文献 44 から許可を得て転載，改変)



ける経時的な RGC障害を把握したり53)
，magnetic reso-

nance imaging(MRI)による変性評価54)
，視力，学習，

記憶といった機能から RGC 障害を評価できることも興

味深い55)
．しかし，いずれも RGC 細胞数を詳細に評価

することはできない．そこで我々は，以前から注目して

いた RGC 特異的に蛍光を発現する遺伝子改変マウス，

B6. Cg-TgN(Thy1-CFP)23Jrs(CFP マウス)を用いて，

経時的にRGC障害を評価することを試みた．

�．CFPマウスでの RGC評価

B6. Cg-TgN(Thy1-CFP)23Jrs(以下 CFPマウス)は56)
，

Thy 1 プロモーター領域を利用してThy 1 発現細胞に蛍

光色素である cyan fluorescein 蛋白質を強制発現させた

遺伝子改変マウスであり，この系統は特に RGC での発

現率が高く，一部アマクリン細胞にも発現がみられる．

その発現を確認するために，従来の逆行性染色法を用い

て，発現効率を確認したところ DiI 陽性 RGC のうち

CFP 発現細胞は 73％，逆に CFP 発現細胞中，DiI 陽性

RGC は 97％であり，計数可能な CFP 発現細胞はほぼ

RGC であると結論した(図 19)．図の 1 細胞を観察する

と CFP 発現細胞は，蛍光蛋白質が細胞体全体に発現す

るため細胞境界が鮮明であり，重なっていても別細胞で

あることが確認できるが，一方DiI は顆粒状であり，蛍

光強度が弱く細胞によって取り込みが不均一である．さ

らに，細胞体の境界が不鮮明であるために重なっている

場合は，単一か否かが判定できない．したがってこの

CFP 発現マウスの RGCの評価は容易であり，細胞計数

に適している57)
．

続いて切片でも，発現細胞の網膜内での位置を確認し

たところ，ほとんど網膜神経節細胞層に存在し，一部内

網状層にも存在していた57)(図 19 D，E，F)．

次に非侵襲的な評価方法として，既存の臨床用の眼底

カメラ(Topcon TRV50-IX)を改造し CFP 用のフィルタ

ーを装填して，対物レンズに 40 D の球面レンズを追加

し，マウス小眼球に対応できるようにした(図 20)．画
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図 17 マウス視神経乳頭の構造．

Ａ：眼底カメラで撮影したマウス眼底写真．乳頭に比して中心動静脈が太いことが分かる．ヒトやサルのよ

うな乳頭変化の観察は困難である．

Ｂ：電子顕微鏡写真によるマウス視神経乳頭網膜レベルでの断面図．網膜中心動脈(A)，静脈(V)，および

強膜リング(矢頭)．

Ｃ，Ｄ：走査電子顕微鏡による視神経乳頭トリプシン消化標本(C)と光学顕微鏡による乳頭視神経のパラ

フィン切片縦断面(D)．ヒト，サルと異なり篩板を形成するコラーゲン構造がないことが分かる．

ON：視神経，Sc：強膜．

Ｅ：視神経乳頭および視神経の血管支配模式図．OA：眼動脈，Ch：脈絡膜，CRA：中心動脈．

(B：文献 47，C，D，E：文献 45 から許可を得て転載，改変)
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像処理を行い，撮影した図を示す(図 21)．最周辺まで

の撮影は困難だが，一度に 20 度の画角が撮影できるの

は共焦点レーザー走査検眼鏡(cSLO)と同様であり，し

かも解像度は cSLO の 10 度撮影と同様である57)
．図 21

の F と G の□を含んだ画像は，同一眼の同一箇所を F

では眼底カメラ，G ではその後フラットマウントにして

蛍光顕微鏡下で撮影したものである．H，I は F，G の

同一箇所の拡大であり，対応する細胞はともに良好な蛍

光を発し細胞 1 つとして数えられることが判明した．

CFP マウスの RGCはきわめて安定してCFPを発現し，

フラットマウントにしても新鮮であれば細胞から漏れる

こともなく，細胞体一つひとつを鮮明にとらえることが

可能である．このように解像度が高いことにより，例え

ば 1 細胞の減少もとらえることができた(図 21 J，K)．

図 J と K は 1 週間の間隔を置いて撮影されたものであ

るが，その再現性もさることながら，矢印で示される単

一細胞の消失が観察された．このように経時的に細胞 1

つの減少を確実にとらえられる方法は，過去に報告がな

く，我々の開発した眼底カメラを用いた経時的 RGC 障

害評価方法は，従来の方法より精度が高いため，短期間

かつ少ない対象動物数で，実験結果を示せるものと期待

される．

�．CFPマウスを用いたマウス虚血再灌流モデル

緑内障モデルを模したものとして，虚血再灌流モデル

がしばしば用いられている．今回CFPマウスを用いて，

経時的に RGC 障害をとらえることを試みた．図 22 は

既存の条件で 110 mmHg の高眼圧で 60 分間虚血にした

のち，再灌流行った後58)
，毎週眼底撮影して経過を追っ

たものである．上段の一部を拡大した下段を見れば，1

週間での RGC の急激な減少に引き続き，その後は緩徐

な減少に留まることが観察できる．1 週後から 1 週間ご

との減少率は 34.2±7.5％，24.1±9.1％，23.0±9.3％，

22.2±8.4％(平均値±標準偏差，n＝5)であった．この

ような経時的な減少スピードも，少数の対象で容易に評

価できる点が本法の大きな利点である．さらに，虚血再

灌流 4週後での組織切片とDiI による逆行性染色を行っ
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A. 球後（300μm） B. 強膜

C. 網膜1 D. 網膜2

E. 網膜3 F. 視神経乳頭

G

A

B

C

D

E

F

図 18 マウス視神経の構造．

G に示す視神経の各レベルに応じた切断面Aから Fを示す．図の下が視神経の下方を示す．網膜中心動脈

(A)，静脈(V)，および強膜リング(矢頭)で示される視神経軸索および動静脈の走行が変化することが理解

できる．

(文献 47，文献 45 から許可を得て転載，改変)



たところ(図 23)，虚血により内層を中心に網膜厚が減

少することを確認したが，興味深いことに，残存した

CFP 陽性細胞中 DiI 陽性細胞は 98％であり，虚血モデ

ル作製前の陽性率 97％と同様であったのに対し，DiI

陽性細胞中のCFP陽性細胞は 59％しかなく，虚血モデ

ル作製前の陽性率 73％と比べ有意に減少していた(p＜

0.03)．このことより，従来の逆行性染色法では細胞が

完全に消失した後もDiI などの蛍光色素が分解されにく

く残存することで，ラットでの報告のように散逸するも

ののミクログリアに捕らえられ集積するようなことが起

こり，データ解析が困難になることと比べ，本法では

CFP は正常機能を保持した細胞で遺伝子発現から蛋白

質合成を経て発現される生体機能指示マーカーであるか

ら，DiI より早期に細胞体から消失することを意味す

る．つまり，細胞死の際には構造障害より，蛋白質合成

などの細胞生体機能障害が先行することを利用した評価

方法といえる．したがって，本法は従来の方法と比較し

て，その細胞計数での精度の高さに加え，細胞機能低下を

より早期に検出できる優れた方法であると考えられる．
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図 19 B6. Cg-TgN(Thy1-CFP)23 Jrsマウス(CFPマウス)の蛍光発現細胞の確認．

Ａ，Ｂ，Ｃ：同一部位のフラットマウント網膜拡大写真．A：CFP(cyan fluorescein 蛋白質)発現細胞，B：

DiI による逆行性染色を用いた蛍光写真．C：Aと B画像の合成．CFP は細胞体全体に発現し

容易に細胞が同定できるのに対し，びまん性に細胞内に取り込まれるDiI では細胞の境界が不

明瞭である．

Ｄ，Ｅ，Ｆ：同一部位の網膜凍結切片(下方が眼球内層)．CFP は網膜最内層に発現していることが(D)，

Phospholine Iodide を用いた核染色(E)と比較すると(F：合成)判明する．

(文献 57 から許可を得て転載，改変)

図 20 マウス蛍光眼底撮影装置．

従来臨床的に用いられている眼底カメラ(Topcon 社製：TRV50-IX)のフィルターを CFP 用に変更し，接眼

レンズに 40 Dの球面レンズを装着したもの．



�．CFPマウスの RGC障害モデルへの応用

以上のように CFP マウスの蛍光眼底写真を眼底カメ

ラを用いて撮影することで，非侵襲的に，同一眼同一部

位で RGC の経時的な変化をとらえることができる．

我々は，視神経挫滅モデル，および高眼圧モデルマウス

でも CFP マウスを評価し，細胞障害パターンを評価す

ることができた(投稿中)．もちろん，従来の逆行性染色

による RGC 染色眼でも同様に撮影が可能である．本法
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図 21 CFPマウスの眼底写真．

A〜E：蛍光眼底カメラによる CFP マウスの中心および上下耳鼻測 4 方向の眼底写真．F，G：眼底カメラ

と同一眼のフラットマウントイメージ．H，I：同一眼の同一箇所(F，G 内の□)を拡大したもの．矢頭は対

応する 4 細胞を示す．眼底カメラおよび網膜フラットマウント蛍光顕微鏡像ともに良好な解像度で RGC 1

つを検出可能である．Bar＝100 mm．J，K：1週間の間隔を置いて撮影された同一眼同一部位．矢印の細胞が

自然に消失していることが分かる．経時的に生体眼でRGC 1 個の消失が観察された実験系は初めてである．

(一部を文献 57 から許可を得て転載，改変)

図 22 CFPマウス虚血再灌流モデルの RGC障害の生体内評価．

上段は眼底写真弱拡大で下段に□の拡大図を示す．毎週経時的に同一部位の細胞減少をカウントすることが

できる．

(文献 57 から許可を得て転載，改変)



の欠点としては角膜，中間透光体の混濁が生じている場

合には撮影が不可能である点である．しかし，その場合

でも，ある一定期間でのフラットマウントでの評価は従

来どおり可能であり，蛍光顕微鏡写真でも示したとお

り，細胞計測は従来の方法より容易である．本モデルマ

ウスは，特に視神経構造が異なるマウスにおいて，高眼

圧によりどの場所から，どのような時間経過で RGC 障

害が起きるかを評価するために重要なツールであると位

置づけて解析を進めている．将来的にマウスにおいて高

眼圧による細胞障害パターンが判明すれば，ヒトとの相

同性を十分に評価しながら GONの本態に迫ることがで

きる知見が得られると信ずる．

Ⅳ マウス緑内障モデル

緑内障の最大の危険因子は眼圧である．急性高眼圧，

慢性高眼圧，あるいは正常眼圧緑内障(NTG)で考えら

れている健常眼圧による RGC 障害には視神経乳頭の構

造が関係しているといわれている59)(図 24)．特にヒト

やサルでは篩状板が存在し，その層板がずれたり re-

modeling が起こり，ひいては機械的に軸索流障害や血

流障害が起きて視神経軸索障害が生じると考えられてい

る．ヒトでは典型的には上下耳側の軸索が障害されやす

く，特に篩状板の孔が大きいためずれに弱く特異的障害

が起きやすいのではないかと考えられている60)〜63)
．ま

た，中心動脈の走行部位より離れたところが障害されや

すいという説もある64)
．未だヒトでの軸索障害機序は判

明しないわけだが，少なくとも篩状板と乳頭血管は大き

な役割を果たしている．そこで，篩状板がなく，乳頭血

流が毛様動脈系ではなく中心動脈系であるマウスの高眼

圧モデルを作製し，どのような障害パターンが起きるか

を追究することは，GON の発症機序に迫る知見が得ら

れるはずである．さらに眼圧下降効果の検証や，GON

に対する眼圧下降効果あるいは神経保護効果の検証に

も，高眼圧による緑内障モデルの開発が不可欠である．

既に眼圧測定が可能になったことから，膨大な系統のマ

ウスを保持しているアメリカの Jackson Laboratory で

は 1990 年代末からスクリーニングを開始し，自然発症

の 2 系統の高眼圧モデルマウスを見出すことに成功し

た．さらに人工的な高眼圧マウスもサルやラットでの手

法を用いて開発されてきている．
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Control Ischemia reperfusion

B

図 23 CFPマウス虚血再灌流モデルの RGC障害の組織学的評価．

A，B：虚血再灌流 4 週後の網膜 HE 染色凍結切片．A：対照眼．Bar＝100 mm．B：虚血再灌流処置眼．B

では網膜全体が薄くなり，特に RGC が減少していることが分かる．ONL：外顆粒層，OPL：外網状層，

INL：内顆粒層，IPL：内網状層，GCL：網膜神経節細胞層．C，D，E：網膜フラットマウントでの RGC

障害評価．DiI による逆行性染色を行い，DiI 発現細胞と CFP 発現細胞を確認したところ(E)，DiI のみ発

現し CFP が消えている RGC が散見していることが分かる．DiI が細胞体から消失するよりも早く CFP の

発現が障害されることが予想されるため，細胞死の際は生体機能の方が構造よりも早期に障害されることを

裏付けている．

(一部を文献 57 から許可を得て転載，改変)



�．高眼圧モデルマウス

�) 自然発症高眼圧モデルマウス

1998 年に Jackson Laboratory のマウス系統のなかか

ら眼圧が高いマウスとして報告されたのがDBA2J マウ

スである65)
．このマウスは，成長とともに眼圧が半年ぐ

らいの間上昇し，色素散布による慢性高眼圧モデルとし

て近年よく利用されているが，解析が進んで高眼圧の原

因といわれる 2つの遺伝子異常以外に種々の問題も見出

されており，次項に詳細にまとめた．また，閉塞隅角モ

デルマウスとして DBA2NNia マウスも報告されてい

る66)67)
．このマウスでは RGC の減少も報告されている

が68)
，眼圧に関する詳細な報告がなく，nNOS 陽性のア

マクリン細胞が RGC 障害に関係があるとの報告や69)
，

篩板がないにもかかわらず軸索障害，乳頭陥凹が起こ

り，網膜脈絡膜血管異常もないことから高眼圧による

RGC 障害に篩板は無関係ではないかと示唆する報告が

なされており70)
，高眼圧モデルとしては不確定要素が多

く利用価値が低い．

�) DBA2J 系統高眼圧マウス

DBA2J マウスは iris stroma atrophy と iris pigment

dispersion を起こす色素緑内障の病態を呈する系統であ

る．月齢とともに前眼部に色素散布がみられ，それに伴

い眼圧が上昇，約半年持続し緑内障性視神経萎縮を起こ

す65)71)
．

表 2 に DBA2J マウスを用いた報告のサマリーを示

す．当初は組織学的解析により，RGC の障害パターン

や遺伝子発現，グリア細胞の関与といった細胞障害の機

序を解明する報告がなされた．例えば，マウスでも RGC

障害は軸索から起こり細胞体は遅れて変性することか

ら，高眼圧での細胞障害起点はやはり視神経乳頭にある

ことが証明された72)〜74)
．続いて，点眼，レーザーなど

の眼圧下降効果，遺伝子治療の試み，遺伝子改変マウス

との交配研究も行われさまざまな知見が得られている．

詳細は表 2を参照されたいが，雌の眼圧が高いこと，個

体差が多く虹彩萎縮，瞳孔偏移などの前眼部異常のた

め，眼底が観察しにくいことなどの問題があり，また前

房関連免疫偏倚(ACAID)が障害されていることも判明

している点に留意されたい75)
．また，最近の報告ではこ

のマウスの高眼圧原因遺伝子の一つ，Gpnmb 遺伝子異

常を正常化したところ，高眼圧にもかかわらず細胞死が

みられなくなったということも指摘されている76)
．した

がって，高眼圧は事実であるが，自然発症モデルとしての

欠点すなわち未知の遺伝子変異が背景として存在するた

め，高眼圧性の RGC 障害機序が修飾されている可能性

がある．また，実験としては対照系統すなわち，これら

の遺伝子異常がない正常マウスが必要だが，自然発症な

ので既知の遺伝子異常以外の背景因子は不明であり，現

状では近い系統を用いるしかない．以上のように，高眼圧

モデルとして利用されているが，実は別の因子による細

胞死をみている可能性もあり今後の報告に注目したい．

�) 人工作製高眼圧マウス

手術手技を用いる人工的高眼圧モデルマウスとしてレ
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急性高眼圧 慢性高眼圧 正常眼圧（健常眼圧以上？）

眼圧関連ストレス

篩状板結合組織

視神経乳頭

微細構造と細胞機能
血流と軸索輸送

乳頭の後方変位と軸索障害

乳頭の脆弱性

全身背景因子

明瞭な篩状板がないマウス
でも障害が起きるか？
また，その障害パターンは？

グリア細胞RGC軸索

Biomechanical
structure

病的変化生理学的変化

加齢

軸索輸送障害のマウスで
視神経障害が起きるか？

図 24 緑内障の視神経乳頭変化の機序とマウスモデルでの検証．



ーザーによる隅角閉塞 2法と上強膜静脈結紮法が報告さ

れている47)49)77)〜79)
．レーザーにより隅角閉塞を作製して

眼圧を上昇させるモデルは，前房水を抜いて狭隅角にし

た後にレーザー照射する方法と77)
，前房内にインドシア

ニングリーンを注入した後に照射する方法78)だが，いず

れもレーザーによる侵襲と手技の煩雑さ，高眼圧期間が

8 週間ほどであること，一方，上強膜静脈結紮によるモ

デルも高眼圧期間が 3週間程度であることから，慢性高

眼圧モデルとしては 3法とも欠点がある．我々の開発し

たレーザー高眼圧モデルは平均 1.3 倍の高眼圧により

12 週までに，視神経断面積減少 28.5±23.4％，軸索密

度減少 57.8±37.8％，軸索数減少 63.1±38.1％といっ

た結果が得られる49)(図 25)．短期間で結果が得られる

ものの早期の一過性高眼圧や炎症も生じることを念頭に

置きたい．軸索障害パターンとしては正常眼と高眼圧眼

との比較でも(図 26)，また高眼圧眼の同一神経内での

比較でも(図 27)視神経上方からが障害されやすいのは

興味深い47)
．図 18 のように，視神経上方線維は網膜中
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図 25 レーザー高眼圧モデルマウスと軸索障害．

A：レーザー高眼圧による隅角閉塞(矢頭)．B：高眼圧後 12 週までの視神経断面積，軸索密度，軸索数の変

化．いずれも高眼圧眼で有意に減少している．＊：p＝0.0012，＊＊：p＝0.0005，＊＊＊：p＜0.0001．C：

高眼圧後 12 週の視神経断面の電子顕微鏡像．高眼圧により有意な軸索障害が起きている．

(一部を文献 49 から許可を得て転載，改変)

その他

15 か月以降

個体差大

視神経異常

＜20 mmHg

測定が不正確

眼圧

不明遺伝子異常・変異

隅角閉塞機序

DBA2NNia種類

自然発症モデル

持続

分類

表 2 マウス緑内障モデル

最高値＜20 mmHg

30％上昇

Gpnmb，Tyrp 1

色素緑内障

月齢 8〜12 か月の期間上昇，

その後正常
徐々に上昇，維持

DBA2J

30 mmHg 台から下降

無関係

隅角閉塞

レーザーによる誘導

人工作製モデル

3か月以降，障害が強い

明確な対照系統がない

ACAID：前房関連免疫偏倚

小大，前眼部異常に依存大眼圧の個体差

1 年で 30％障害，緩徐
な障害

20〜25 mmHg

30％上昇

Col1a1

流出抵抗上昇？

129-Cola1tm1Jae

22 か月までに発病

虹彩変異，萎縮，白内障，

ACAID消失，新生血管

2か月で下降，正常値となる 徐々に上昇，6 か月以降
継続

大
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図 26 高眼圧マウスにおける視神経の部位別障害パターン．

高眼圧マウスの視神経軸索数による部位別障害を高眼圧眼と対側の正常眼で比較したところ，上方線維がよ

り障害されやすいことが判明した．上部の添付図は比較した視神経断面 4 象限を示す．＊：p＝0.012，

NS：有意差なし．

(文献 47 から許可を得て転載，改変)

軸
索
生
存
率（
％
）

軸
索
密
度（
nu
m
be
r/μ
m
2 ）

120

100

80

60

40

20

0

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

下方 水平上下耳側鼻側上方 下方 水平上下耳側鼻側上方

A
＊ NS NS ＊ NS NS

図 27 高眼圧マウスにおける視神経の部位別障害パターン．

高眼圧マウスの同一視神経内での軸索生存数および軸索密度の部位別比較．上方線維がより障害されやすい

ことが判明した．上部の添付図は比較した視神経断面 4象限を示す．＊：p＝0.012，NS：有意差なし．

(文献 47 から許可を得て転載，改変)



心動静脈に対して離れている．マウスは篩板構造がな

く，乳頭血管も中心動脈栄養なので，マウスでの障害は

乳頭血流障害で血管から遠位の神経ほど障害されやすい

のかもしれない．篩板構造がないマウスでの軸索障害は

篩板が発達しているヒト乳頭との比較により，興味深い

知見が得られる可能性がある．

ラットも同様な手技で高眼圧モデルが作製されている

が，サル以外の慢性高眼圧モデルとしては数か月持続す

るような理想的なモデルが少ないのが現状であり，今後

の発展が期待される．

	) 遺伝子組換え緑内障モデルマウス

ⅰ) myocilin 遺伝子関連マウスモデル

ヒトの原発開放隅角緑内障(POAG)関連遺伝子として

見出されたmyocilin であるが，マウスのmyocilin の同

定，発現が確認されたが80)81)
，マウスmyocilin にヒトで

認められる遺伝子変異を起こしても高眼圧には至らな

かった82)
．ところが，ヒトの変異 myocilin をマウスに発

現させると高眼圧になり83)
，またその機序には PTS1R

という結合蛋白質が関与することが判明した84)
．ヒトで

認められた遺伝子異常を用いて初めて高眼圧マウスが作

製されたことは今後の実験ツールとして有望である．欠

点としては，RGC 障害が緩徐で 1年で周辺部の RGCが

20％減少するだけであるため，実験には時間を要する．

ⅱ) その他の遺伝子組換えモデルマウス

古くは cMyc 遺伝子発現マウスが先天緑内障様な眼球

を呈するという報告がある85)
．また遺伝子改変マウスの

高眼圧モデルとしては，コラーゲンⅠの遺伝子変異マウ
／ス B 6，129-Cola 1tm1Jae(Col1a1r／r)がある50)86)

．コラーゲ

ンⅠの a1フィラメントのマトリックスメタロプロテ

アーゼ(MMP)による切断部位が代謝されない変異マウ

スで，加齢とともにコラーゲンⅠが蓄積し，眼圧が上昇
／する．Col1a1r／rは非侵襲的な状態で慢性的に安定して眼

圧が上昇し，1 年で約 30％の軸索数が減少するため，

緑内障モデルとして理想的であったが，残念ながら日本

のコロニーでは眼圧が上昇せず眼圧上昇が確認できな

い．また，PITX 2 強制発現により Axenfeld Rieger 症

候群類似で角膜厚が薄くなる先天緑内障モデルマウスの

報告が近年 3 報ある87)〜89)
．また，毛様体に adrenomod-

ulin 受容体過剰発現により閉塞隅角緑内障を呈するとい

う興味深い報告もある90)
．

�．眼圧非依存性網膜神経節細胞障害モデル

日本人には NTG が多いことから，眼圧以外の RGC

障害因子として，虚血による低酸素，酸化ストレスや，

遺伝子異常など多くの因子が推定されている．そのう

ち，神経伝達物質として必須のグルタミン酸は組織内濃

度が過剰であると，アポトーシスを惹起することが実験

的に証明されており，網膜内でも同様な病態が引き起こ

されている可能性がある．実際に網膜内では RGC およ

びMüller 細胞にグルタミン酸トランスポーターが存在

しグルタミン酸濃度調節機構が働いている．我々は細胞

膜に存在するグルタミン酸トランスポーターに着目し，

それらが欠損したマウスでは正常眼圧にもかかわらず

RGCが障害されることを示した91)(図 28)．図 29 のよう

に，このマウスの細胞減少は生後 8週まで急速であるが

その後は安定する特徴がある．これは，早期に RGC が

急激に減少することで，組織内のグルタミン酸濃度のバ
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A B

WT GLAST KO WT GLAST KO

乳頭陥凹拡大

視神経萎縮

図 28 Müller細胞グルタミン酸トランスポーター GLAST欠損マウスにおける RGC障害．

A：マウス乳頭HE染色切片および視神経乳頭断面．左(WT)は野生型で，右(GLAST KO)は GLAST 欠損

マウス．GLAST 欠損マウスでは網膜神経線維層の菲薄化と乳頭陥凹拡大，さらに視神経の萎縮が著明であ

る．B：マウス網膜フラットマウントの蛍光顕微鏡画像．左は野生型で，右は GLAST 欠損マウス．上方は

弱拡大で下方は強拡大．RGC減少による乳頭陥凹と視神経萎縮が著明である．

(文献 91 から許可を得て転載，改変)



ランスが良くなり細胞死が惹起されなくなっている可能

性がある．グルタミン酸トランスポーターの異常はてん

かんを惹起することから92)
，ヒトでもてんかんがある患

者の視神経において RGC の障害が一過性に起きている

可能性もある．実際にヒト NTG 眼で，過剰な組織内グ

ルタミン酸の存在やトランスポーターの異常が確認され

ていないため，本モデルは NTG モデルとはいえず，眼

圧非依存性の RGC 障害モデルといわざるを得ない．し

かし，NTG の一部の症例での主因である可能性や，主

因とはいえないまでも RGC 障害に伴い二次的にグルタ

ミン酸が増加する病態は存在する可能性があり，今後グ

ルタミン酸濃度調節異常がNTGで証明されることを期

待したい．また，我々は軸索輸送障害にも着目し，軸索

輸送関連蛋白質を障害することで慢性進行性の視神経障

害が惹起されることをマウスで確認している93)
．多因子

性で眼圧非依存性の要因も多いと考えられるヒトの

NTG に対するモデルマウスは，ヒト NTG の原因が一

つでも判明した際に，同様なモデルを作製し治療法を見

出すアプローチ，ある遺伝子異常により正常眼圧 RGC

障害モデルマウスが見出された際に，臨床像と整合性を

探るアプローチ，あるいはその両面からのアプローチで

進めていくことになろう．

�．神経保護薬開発モデルとしてのマウス

GON は最終的に RGC とその軸索からなる視神経が

障害される神経変性疾患であり，神経変性を抑制する神

経保護薬の対象疾患とみなすことができる．現在では眼

圧下降治療しか行われていないが，現実に眼圧下降にも

抵抗性の進行する GON が存在すること，日本に多い

NTG の多くは眼圧下降が有効とはいえ，本態に眼圧が

どの程度寄与しているかは不明であることから，将来的

には眼圧下降治療に加え，神経保護治療を模索する必要

がある．中枢神経を含め神経保護薬はいくつかの薬剤が

上市されているが，脳神経に対する神経保護薬の開発は

困難を極める．理由としては，脳は複雑な出力系を有し

客観的な機能評価が困難であること，また詳細な構造変

化の把握が困難であることが考えられる．その点，視機

能という 1 出力系である視神経障害である GONは，視

野計により再現性よく解析する機能的解析方法と，写真

やレーザー検眼鏡による客観的な構造解析方法を確立し

てきている．したがって，GON は複雑な脳内病変より

も単純な神経障害として評価しやすい疾患であり，

GON を対象に神経保護薬開発を推進することは，脳疾

患にも応用可能な薬剤の開発に多大な貢献を有すると考

えられる．そのためにも GONモデルとしてマウスは，

大量のモデル動物を短いライフスパンで評価する対象と

して適しており，本稿で述べたマウス緑内障モデルを応

用することは十分将来性のあることと考える(表 3)．現

在我々はレーザー高眼圧モデルを CFP 発現マウスに作

製することで，短期間に少ない数の実験動物を用いて神

経保護薬の効果をスクリーニングする系を立ち上げ，実

際に薬物投与の効果を検証中である．

Ⅴ 結 語

マウスによる眼圧測定および緑内障モデルの作製と解

析は，眼圧の複雑な制御機構を紐解く足掛かりになるこ

とはもちろん，高眼圧を呈する機序，ヒトとの比較によ

る高眼圧による RGC 障害の機序，また治療手段の開発

に有用なモデルになることが期待される．緑内障の高い

疾病率，quality of life の維持への期待を考えれば，研究

の対象として眼圧や GONに関する一層の基礎研究の推

進が望まれる．本稿にまとめたこの 10 年のマウスモデ

ルを用いた研究の進歩は，必ずや緑内障病態解明と治療

につながると信じ，眼疾患動物モデルの礎となることを

期待したい．

本総説は第 113 回日本眼科学会総会評議員会指名講演の内

容に基づいて執筆いたしましたが，講演内容の一部は現在投

稿中であり，本稿から割愛させていただきましたことをお詫

び申し上げます．そして，稿を終えるにあたり，評議員会指

名講演の機会を与えていただきました日本眼科学会評議員各

位，第 113 回日本眼科学会総会会長澤 充日本大学教授に厚

く御礼申し上げます．また，長年に亘りご指導賜り，また発

表にあたり座長の労をお執りいただきました新家 眞東京大

学教授に心より御礼申し上げます．ご支援賜りました東京大

学眼科学教室同窓会の諸先生方，長年ご指導いただきました
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図 29 グルタミン酸トランスポーター欠損マウスの

RGC減少の時間経過．

いずれの遺伝子型でも生後 2週目で一過性の細胞数減

少とその後の増加がみられるが，8 週以降の細胞減少

がみられないことが特徴である．発生早期のみの障害

であることが興味深い． • ：野生型， • ：EAAC

1＋/−， • ：EAAC 1−/−， • ：GLAST＋/−， • ：

GLAST−/−．
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小澤哲磨横浜逓信病院名誉院長，白土城照しらと四谷眼科院

長，清水孝雄東京大学生化学分子生物学細胞情報部門教授兼

医学部長に，厚く御礼申し上げます．本研究にあたり，小野
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Comment：北澤 克明

東京大学相原 一講師の評議員会指名講演は�緑内障研究へのマウスの応用―眼圧および網膜神

経節細胞障害機序の解明を目指して―Aであった．緑内障は特に我が国の成人で有病率が高く視覚

障害の原因の第 1 位を占め，その本体である緑内障性視神経症(GON)の病態解明と治療法の開発

は現在の眼科臨床の一大課題の一つといっても過言ではない．本講演ではマウスを用いた眼圧制御

機序ならびにGONの病態の解明のうえで演者とその研究グループの挙げた成果について述べた．

内容は多岐にわたるが，ヒト眼圧制御機構の解明に向けたマウスの応用とマウスモデルを用いた

網膜神経節細胞(RGC)障害機序の解明とその臨床へのフィードバックの二点に集約される．主な

研究成果を記す．

�．マウスの隅角，房水産生，流出系はヒトと類似し，ヒトと同様な眼圧制御機構が存在する可能

性が高い．

�．マウスの房水流出への線維柱帯路の寄与は 16％，ぶどう膜強膜路のそれは 84％で，ヒトに比

して後者の関与が高く，主としてこの経路に作用するプロスタグランジン(PG)関連薬の評価

に有用である．

�．FP あるいは EP 受容体欠損マウスの実験により，臨床使用されている 5 種類の PG 関連薬の

眼圧下降には FP 受容体刺激が必要条件であるが，その下流シグナルには EP 3 受容体が関与

している．

�．マウス眼圧には日内変動があり，日中低く夜間高い二相性パターンを示す．日内変動は網膜レ

ベルの光受容体と連動した時計遺伝子の活動により制御されている．

�．RGC特異的に蛍光を発現する遺伝子改変マウス〔cyan fluorescent protein(CFP)マウス〕を用

いて RGC 障害の眼底カメラによる経時的観察法を評価し，CFP マウス RGC は安定した CFP

を発現し，その減少を経時的に細胞単位でとらえることが可能である．

�．CFP マウスの虚血再灌流，視神経挫滅，高眼圧モデルでの実験により，RGC 細胞死を評価す

るうえで，CFP を指標にすることにより DiI を用いる逆行性染色に比して，より高精度の細

胞数評価と機能低下の検出が可能である．

�．グルタミン酸トランスポーター欠損(GLAST KO)マウスは正常眼圧下で RGCが障害される眼

圧非依存性のRGC障害モデルである．

	．CFP 発現マウスを用いた高眼圧モデルは神経保護薬の効果をスクリーニングする系として利

用できる可能性がある．

本報告は，著者の現時点での研究成果の集大成というべきであろう．マウスを用いることによ

り，ヒト眼圧日内変動の成因，眼圧制御メカニズム，緑内障治療の柱である PG製剤の作用機序を

理解するうえで新たな光が投じられた．また，遺伝子改変マウスを用い RGC 障害のより厳密な評

価が可能となった意義はきわめて大きい．しかしながら，著者も述べているように現在のマウス緑

内障モデルのヒト緑内障との相同性は限られており，残された課題も大きい．著者の今後の研究の

進展を期待したい．
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