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略語表 

略語 正式名称 日本語 

CCB calcium channel blocker カルシウム拮抗薬 

CFP cyan fluorescent protein シアン蛍光タンパク質 

CNTF ciliary neurotrophic factor 毛様体神経栄養因子 

FGF fibroblast growth factor 線維芽細胞増殖因子 

GON glaucomatous optic neuropathy 緑内障性視神経障害 

IOP intraocular pressure 眼圧 

RGC retinal ganglion cell 網膜神経節細胞 
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要旨 

【緒言】 

緑内障性視神経障害は眼圧によるメカニカルな障害や血流障害を含む障害が機序

として提案されており、その病態解明には、in vivo実験系である動物眼での解析が

必須である。緑内障の研究において、遺伝的に高眼圧を示すマウスや実験的に誘発

された高眼圧症の動物が用いられている。遺伝的に高眼圧を示すマウスは緑内障の

主因である高眼圧と緑内障様の病態が独立している可能性があり、別の病態を見て

いる可能性も否定できない。緑内障のメカニズムや薬剤による網膜の神経保護効果

を評価するために、中脳の上丘からの色素注入による網膜神経節細胞（RGC）への

逆行性染色の後に網膜フラットマウント標本で RGC数を計測する方法が一般的であ

るが、脳内に侵襲的に色素を注入する煩雑さと、染色効率が課題である。近年、

RGC特異的に蛍光を発現する遺伝子改変マウスである B6.Cg-TgN(Thy1-CFP)23Jrs/J

トランスジェニックマウス（CFPマウス）が利用できるようになった。CFPマウス

は眼に遺伝的な異常が認められていない通常眼圧を示すマウスである。従って、CFP

マウスを用いたレーザー誘導高眼圧モデルは慢性的な高眼圧を誘導でき、RGCの染

色無しに緑内障性視神経障害の容易な評価を可能にする。 

 

【目的】 

CFPマウスを用いて、眼圧依存性の RGC障害を容易に評価できる動物モデルの作

製を試みた。さらに、RGC保護効果を有する薬剤のスクリーニング系を考案し、ニ

ルバジピンの RGC保護効果について検討した。 

 

【方法 1】 

CFPマウスの片眼の角膜輪部をレーザー光凝固することにより、CFPマウスレー

ザー誘導高眼圧モデルを作製した。対側眼を無処置対照眼とした。処置後１週から 8

週まで、マイクロニードル法を用いて眼圧（IOP）を毎週測定した。個体毎に高眼圧

処置眼と無処置対照眼について、それぞれの時間（x）と IOP（y）を用いて折れ線

グラフを作成し、両線に囲まれた領域（∫ΔIOP(y) dx）を眼圧負荷量とし、網膜の圧

力障害の代替値として計算した。9週目に眼球を摘出し、網膜のフラットマウント標

本を作製した。蛍光顕微鏡撮影画像により、網膜の上下耳鼻側それぞれ乳頭から 600 

μm間隔で乳頭近傍、中間部、周辺部の 12箇所、各面積 40000 μm2の RGC数を測定

し、無処置対照眼に対する高眼圧処置眼の RGC生存率を算出し、眼圧負荷量と

RGC生存率の回帰分析を行った。 

 

【結果 1】 

高眼圧処置眼は 1週目で平均眼圧 29.0±16.2 mmHg（無処置対照眼 13.3±1.1 

mmHg）（平均値±標準偏差）（n=20）を示し、7週目まで有意な眼圧上昇を示した

(p＜0.01)。眼圧負荷量と RGC生存率は有意な負の相関を示した（y=-0.070 x+97.2、

r=0.75、p=0.0008）。更に、視神経乳頭から測定した乳頭近傍、中間部、周辺部およ

び、網膜の上下耳鼻側の各領域の解析においても有意な負の相関を示した。 

 

【方法 2】 
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次に、CFPマウスレーザー誘導高眼圧モデルの作製と同時に、基剤またはニルバ

ジピンの腹腔内投与を開始した。処置後は方法１と同様に眼圧測定および網膜のフ

ラットマウント標本から RGC数の測定を行い、各群の眼圧負荷量と RGC生存率の

回帰分析を行った。 

 

【結果 2】 

高眼圧処置眼は基剤群（n=23）およびニルバジピン群（n=14）共に、有意な眼圧

上昇を示し（p＜0.01）、両群間で眼圧負荷に差はなかった。高眼圧処置眼の RGC数

は、基剤群においては無処置対照眼に対して有意に減少したが、ニルバジピン群に

おいては有意な減少は認められなかった。眼圧負荷量と RGC生存率は、基剤群にお

いて有意な負の相関が認められたが（y=-0.078 x +107.8、r=0.76、p＜0.001）、ニル

バジピン群において有意な相関は認められなかった（y=-0.015 x +99.9、r=0.43、

p=0.128）。 

 

【結論】 

RGC特異的に蛍光を発現する CFPマウスを用いて、レーザー誘導高眼圧モデルを

作製することができた。本モデルでは侵襲的な標識法を用いることなく眼圧依存性

の RGC障害の定量的評価が可能であった。本モデルは緑内障性視神経障害の研究に

有用であると考えられた。さらに、ニルバジピンは本モデルにおいて RGCに対する

強力な神経保護効果を示した。本モデルは RGC保護効果を有する薬物のスクリーニ

ングツールとして有用である。 
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第 1章：CFPマウスを用いた高眼圧モデルの作製と眼圧依存性

網膜神経節細胞障害の評価方法の確立 

 

1-1 緒言 
 

全世界には約 6000万人の緑内障患者がおり、840万人は両眼失明であると報告さ

れている 1 2。原発性開放隅角緑内障は 40 - 80歳の人口の約 3%（4410万人）が罹患

していると推定されている 3。緑内障は網膜神経節細胞（RGC）軸索の消失を伴う進

行性視野欠損を誘発し、これは緑内障性視神経障害（GON）として知られている 4。

GONの発症には複数の因子が関与しているが、現時点では眼圧下降療法が唯一の有

効な治療法である 3, 5, 6。高眼圧は緑内障の発症と進行の主要な危険因子であると考

えられている 7。加えて、低酸素、グルタミン酸ストレス、酸化ストレスまたは遺伝

的因子のような GONの各種リスク因子が、GONの病因に関連すると考えられてい

る。さらに、アポトーシスによる RGC死の分子機構に関して、ストレス誘導の

RGC死を防御するための研究が行われている 8-10。眼圧上昇を含む種々のストレスに

対する RGC保護を標的とする新規治療法が検討されており、眼圧上昇や様々なスト

レスを誘導することによって、GONを模倣する動物モデルが網膜神経保護薬のスク

リーニングのために開発されてきた 11,12。そして、最も効果的かつ定量的な薬剤のス

クリーニングツールは、少数の動物を用いて短時間で薬効評価ができることが望ま

しい。 

GONのメカニズムに関する以前の研究では、実験的に誘発された高眼圧症の動物

モデルが用いられている。特に、マウスは比較的安価で取り扱いが容易であり、

GONの分子機構を明らかにするために利用可能な種々のノックアウトまたはトラン

スジェニックマウスの系統が利用できることから大きな利点を有する 13。しかし、

眼のサイズが約 3mmと小さく眼圧データを得ることが困難であることは、緑内障研

究におけるマウス眼の使用において大きな課題である。RGC死に対する高眼圧また

は様々なストレスの影響を評価する研究では、中脳の上丘からの色素注入による

RGCへの逆行性染色の後に網膜フラットマウント標本で RGC数を計測する方法が一

般的である 14。しかし、脳内に侵襲的に色素を注入する煩雑さと副作用の発生およ

び染色効率は課題である。 

近年、RGC特異的にシアン蛍光タンパク質（CFP）を発現する B6.Cg-TgN(Thy1-

CFP)23Jrs/Jトランスジェニックマウス（CFPマウス）が GONを可視化するために使

用されている 15 16。すなわち、実験的に誘発された高眼圧症の CFPマウスを作成す

ることが可能ならば、RGCの侵襲的な逆行性染色無しに GONの評価が可能とな

る。我々のグループや Leungらは、CFPマウスの眼底写真を撮影することにより、

非侵襲的な方法で RGC死をより効果的かつ定量的に評価できることを報告した
17,18。これらの報告に続いて、CFPマウスを用いた視神経挫滅モデルおよび虚血再灌

流モデルによる RGC死の評価が報告なされた 19-22。しかし、実験的に誘発された高

眼圧症の CFPマウスを用いた眼圧依存性の RGC障害については調べられていない。

小動物では眼圧上昇とそのモニタリングが特に困難であるため、マウス高眼圧モデ

ルの確立は依然として大きな課題である。Tosiらは、自然発症慢性高眼圧モデルの
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DBA2Jマウスを CFPマウスと交配させることにより、RGC障害を報告したが、眼圧

負荷と RGC障害の間の相関は明らかにされていない 21。我々のグループは、従来の

C57BL6マウス系統を用いたマウスレーザー誘発高眼圧モデルを報告し 23、その後、

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を報告した 24。視神経軸索を組織学

的に分析し、電子顕微鏡画像で計数したが、眼圧上昇と軸索損傷の間の相関は評価

しなかった。 

本研究では、CFPマウスを用いたレーザー誘導高眼圧モデルを作製し、経時的な

眼圧モニタリングを実施した。さらに、本モデルを網膜神経保護効果を有する薬剤

の薬効評価に利用するため、眼圧依存性 RGC障害を定量化した。 

 

 

1-2 方法 
 

1-2-1 動物 

全ての研究に使用した動物は、the ARVO Statement for the Use of Animals in 

Ophthalmic and Vision Researchに従い実験を行った。雄性 C57BL/6Jマウスは日本

SLCより購入した。Thy1プロモーター領域を利用して Thy1発現細胞に蛍光色素で

ある CFPを強制発現させた B6.Cg-TgN(Thy1-CFP)23Jrs/Jマウスを、Jackson 

Laboratoryから入手した。全てのマウスは白色チップを敷いた透明ケージにて 12時

間の明暗サイクル下（6:00点灯；18:00消灯）にて飼育し、室温の設定は 21℃とし

た。飼料および飲用水は自由摂取とした。実験には 16週齢から 24週齢の雄性マウ

スを用いた。 

 

 

1-2-2 レーザー誘導高眼圧モデルの作製 

各動物の右眼の房水流出を、角膜輪部のレーザー光凝固により遮断することによ

り、レーザー誘導高眼圧モデルを作製した 23。右眼を高眼圧処置眼とし、左眼を無

処置対照眼とした。ケタミン（100 mg/kg）・キシラジン（9 mg/kg）混合液の腹腔内

投与による麻酔後、トロピカミド・フェニレフリン塩酸塩点眼液（ミドリン P点眼

液；参天製薬株式会社）を 5 μL点眼し、瞳孔を散大させた。次に、マイクロニード

ルを用いて房水を吸引することにより前房を平坦化し、角膜輪部にレーザー光凝固

（波長：532 nm、出力：200 mW、持続時間：0.05秒、スポットサイズ：200 μm）を

施行した（図 1A）。術後感染予防のため抗生物質（タリビッド眼軟膏 0.3%；参天

製薬株式会社）を眼に塗布した。炎症予防のため、ステロイド点眼液（リンデロン

点眼・点耳・点鼻液 0.1%；塩野義製薬株式会社）を 7日間点眼した。 
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図 1 レーザー誘導高眼圧モデルの作製方法 

A：房水の吸引により前房を平坦化した後、角膜輪部にレーザー光凝固を施行した。

B：レーザー光凝固施行 8週間後のマウス眼。矢印はレーザー光凝固スポットを示し

た。 

 

 

1-2-3 眼圧測定 

眼圧は既報に従い 23ケタミン（100 mg/kg）・キシラジン（9 mg/kg）混合液の腹腔

内投与による麻酔後、マイクロニードル法を用いて 8週まで毎週測定した。マイク

ロニードル法は眼内圧を圧トランスデューサで直接測定するもので、侵襲的だが正

確に眼圧を測定できる。測定系は、加熱進展後に研磨して先端径を 50 - 100 μmとし

た外径 1.0 mmのホウケイ酸塩ガラス製のマイクロニードル（World Precision 

Instruments）を接続した圧トランスデューサ（Model BLPR; World Precision 

Instruments）とデータ収集解析システム（PowerLab; ADInstruments）から成るシステ

ムを使用した。マウス前房にマイクロニードルを刺入後、麻酔後 4 - 7分の間で両眼

の前房内圧を連続的に測定し、10秒間をサンプリングし、平均値を眼圧値とした。 

 

 

1-2-3 眼圧負荷量の計算 

各マウスの高眼圧処置眼と無処置対照眼について、それぞれの時間（x）と眼圧

（IOP）（y）を用いて折れ線グラフを作成し、高眼圧処置眼と無処置対照眼の曲線

下面積を mmHg×日の単位で算出し、眼圧負荷を定量化した。両線に囲まれた領域

（∫ΔIOP(y) dx）を眼圧負荷量とし、高眼圧処置眼の眼圧上昇による網膜の圧力障害

の代替値として定義した（図 2）。 
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図 2 眼圧負荷量の算出方法 

高眼圧処置眼と無処置対照眼の時間（x）と IOP（y）の折れ線グラフに基づいて、

両線に囲まれた領域（∫ΔIOP(y) dx）を圧力障害の代替値と定義した。 

 

 

1-2-4 RGC数の測定 

レーザー光凝固施行 9週間後に CFPマウスを屠殺した。眼球を摘出し、直ちに 4%

パラホルムアルデヒド含有 0.1 Mリン酸緩衝生理食塩水で 4℃、1時間固定した。カ

バースリップを有するガラススライド上に固定するため、4箇所の放射状切開を行

い、網膜を平坦化し、網膜フラットマウント標本を作製した。CFPフィルターセッ

トを有する蛍光顕微鏡（BX50；OLYMPUS）により画像撮影した後、網膜の上下耳

鼻側それぞれ乳頭から 600 μm間隔で乳頭近傍、中間部、周辺部の 12箇所、各面積

40000 μm2の領域をサンプリングした。デジタル画像の識別情報をマスキングし、画

像処理ソフトウェア（ImageJ; National Institutes of Health）を用いて RGC数を手動で

計数し、平均密度（RGCs/mm2）を各領域について計算した（図 3）。無処置対照眼

に対する高眼圧処置眼の RGC生存率を算出し、眼圧負荷量と RGC生存率の回帰分

析を行った。 
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図 3 RGC数の測定箇所 

A：網膜の上下耳鼻側について、それぞれ視神経乳頭から 600 μm間隔で乳頭近傍、

中間部、周辺部の 12箇所（白枠）をサンプリングした。 

B：画像 Aの白枠の拡大画像例を示した。 

 

 

1-2-5 組織学的検討 

高眼圧処置を行った C57BL/6Jマウスについて組織学的検討を行った。レーザー光

凝固施行 9週間後にマウスを屠殺した。眼球を摘出し、直ちに 4%パラホルムアルデ

ヒドおよび 2.5%グルタールアルデヒド含有 0.1 M PBSで固定した。眼球をパラフィ

ン包埋し、連続切片（厚さ 10 μm）を作製し、切片をヘマトキシリン・エオジン染

色し、光学顕微鏡（BX50；OLYMPUS）で観察した。 

 

 

1-2-6 統計解析 

データは平均値±標準偏差で示した。Paired Student's t-testを用いて、高眼圧処置

眼と無処置対照眼の眼圧を比較した。各網膜領域において眼圧負荷量と RGC生存率

の回帰分析を行った。p＜0.05を統計学的に有意とみなした。 

 

 

1-3 結果 
 

1-3-1 レーザー誘導高眼圧モデルの作製 

レーザー光凝固を施行した上強膜静脈領域にレーザースポットが観察された（図

1B）。パラフィン包埋した高眼圧処置眼の組織切片は、隅角が完全に閉鎖している

ことを示した（図 4B）。周辺部網膜の外眼部および網膜色素上皮には、レーザーの

直接照射による損傷の徴候は認められなかった。 
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図 4 レーザー光凝固施行後の隅角組織切片 

A：無処置対照眼（左眼）の前眼部。 

B：高眼圧処置眼（右眼）の前眼部。矢印はレーザー光凝固による閉塞隅角を示し

た。 

 

 

眼圧上昇幅とその持続時間は各眼で異なっていた。レーザー光凝固を施行した 20

眼のうち 16眼で、30%を超える眼圧上昇が少なくとも 1回の測定時点で認められ

た。しかし、20眼のうち 4眼は 30%以下の眼圧上昇を示した。高眼圧処置眼の平均

眼圧は 1週間で 29.0±16.2 mmHg（平均±標準偏差）であり、無処置対照眼に比べて

著明に上昇した（無処置対照眼：13.3±1.1 mmHg）。高眼圧処置眼は 7週まで無処

置対照眼に対して有意に高い眼圧を示した（p＜0.01）。無処置対照眼の平均眼圧

は、8週間の試験期間中 13.3±1.1 mmHgから 14.6±1.4 mmHgの範囲内の安定した眼

圧値を示した。高眼圧処置 20眼のうち 16眼（80%）は処置 1週間後に 30%以上の眼

圧上昇を示した。4週目および 8週目に、20眼のうち 11眼（55%）および 7眼

（35%）が 30%を超える眼圧上昇を維持し、平均眼圧はそれぞれ 18.9±5.5 mmHgお

よび 17.0±5.9 mmHgであった（図 5）。 
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図 5 レーザー光凝固施行後の眼圧推移 

レーザー光凝固施行後の高眼圧処置眼と無処置対照眼の眼圧の経時推移を示した。

データは平均±標準偏差で示した。** p＜0.01および*** p＜0.001（Paired Student's t-

testによる無処置対照眼との比較）。 

 

 

1-3-2 RGCと視神経乳頭の組織学的分析 

CFPマウスの網膜における CFP発現 RGCの低倍率および高倍率画像の代表例を図

6に示した。 
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図 6 CFPマウス網膜の CFP発現 RGC 

A：無処置対照眼の網膜フラットマウント標本 

B：高眼圧処置眼の網膜フラットマウント標本 

C：無処置対照眼の画像 Aの白枠に対応する拡大画像 

D：高眼圧処置眼の画像 Bの白枠に対応する拡大画像 

 

 

組織学的検討は、視神経変性が眼圧負荷量に依存することを示した（図 7）。眼圧

負荷量 294および 557の高い値を示したマウスを高圧力障害の代表として示した。

眼圧負荷量 53および 126の低い値を示したマウスを低圧力障害の代表として示し

た。視神経乳頭の陥凹は、眼圧負荷量 294と 557で観察されたが、53と 126では観

察されなかった。無処置対照眼の視神経乳頭に明らかな変化は観察されなかった。 
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図 7 視神経乳頭の組織学的評価 

高眼圧処置眼（B、D、F、H）と無処置対照眼（それぞれ A、C、E、G）の光学顕微

鏡画像を示した。眼圧負荷量は（B）53,（D）126,（F）294および（H）557を示し

た。 
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1-3-3 回帰分析 

各網膜領域において眼圧負荷量と RGC生存率の回帰分析を行った。網膜全体の眼

圧負荷量と RGC生存率は有意な負の相関を示した（y=-0.070x+97.2、r=0.75、

p=0.0008）（図 8A）。さらに、視神経乳頭からの各領域（乳頭近傍：y=-

0.071x+99.1、r=0.61、p=0.0119、中間部：y=-0.077x+99.4、r=0.80、p=0.0002、周辺

部：y=-0.063x+93.8、r=0.73、p=0.0012）、および各網膜象限（上側：y=-

0.086x+103.8、r=0.64、p=0.0082、耳側：y=-0.075x+110.0、r=0.61、p=0.0124、下側：

y=-0.065x+91.3、r=0.63、p=0.0086、鼻側 y=-0.055x+87.8、r=0.51、p=0.0427）におい

ても、眼圧負荷量と RGC生存率の間に有意な負の相関を示した（図 8B-H）。7領域

の相関係数の値の間に有意差は認められず（p=0.9737）、全ての網膜領域が均一に

損傷されていることを示した。 
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図 8 眼圧負荷量と RGC生存率の回帰分析 

（A）網膜全体（B）乳頭近傍（C）中間部（D）周辺部（E）上側（F）耳側（G）下

側（H）鼻側に対応する網膜領域の回帰分析を示す。網膜全体（r=0.75、

p=0.0008）、視神経乳頭からの領域（乳頭近傍；r=0.61、p=0.0119、中間部；

r=0.80、p=0.0002、周辺部；r=0.73、p=0.0012）および各網膜四分円の領域（上側；

r=0.64、p=0.0082、耳側；r=0.61、p=0.0124、下側；r=0.63、p=0.0086、鼻側；

r=0.51、p=0.0427）は、眼圧負荷量と RGC生存率の間の有意な負の相関を示した。 
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1-4 考察 
 

レーザー誘導高眼圧モデルの限界として、慢性高眼圧モデルとして理想的な眼圧

上昇範囲である 20-30 mmHgの範囲でコントロールすることが難しいことが挙げら

れる。そこで、各マウスの高眼圧による圧力障害の代替値として眼圧負荷量を用い

た。この方法は、本モデルを網膜神経保護効果を有する薬剤の薬効評価に利用する

ために有用である。マウス高眼圧モデルの確立は大きな挑戦である。現在まで、角

膜輪部におけるレーザー光凝固、上強膜静脈の閉塞および前房内へのマイクロビー

ズの注入が試みられた 23,25-29。本研究では、相原ら 23の方法を用い、角膜輪部へのレ

ーザー光凝固を CFPマウスに施行し、慢性の眼圧上昇を示すレーザー誘導高眼圧モ

デルの作製に成功した。平均眼圧の推移は既報 23と同程度であった（図 5）。レー

ザー光凝固を施行した高眼圧処置眼の前房の組織学的検討では、おそらく房水流出

量の減少および眼圧上昇後に隅角閉塞を引き起こしたと思われる虹彩前癒着の発生

が明らかになった（図 4）。さらに、既報 25と同様に上強膜静脈領域に限定された

レーザースポットが認められ、房水の流出抵抗が増強された可能性がある。このよ

うに、マウスレーザー誘導高眼圧モデルは、慢性閉塞隅角により誘導される眼圧上

昇を示す緑内障モデルとして有用である。しかし、人工的に誘導された高眼圧モデ

ルにはいくつかの懸念がある。第 1の懸念は、レーザー光凝固が一過性の炎症によ

る急性眼圧上昇を引き起こす可能性がある。本研究では一過性の急性眼炎症を抑制

するため、ステロイド点眼を 7日間実施した。第 2の懸念は、実験期間中（特に初

期）の眼圧変動である。我々は、レーザー光凝固施行後の最初の 24時間以内に眼圧

上昇を誘発し、2日目にピークに達することを確認している。本研究においても、高

眼圧は少なくとも 7週間持続した（図 5）。しかし、レーザー光凝固 8週後には、

65%のマウスで房水流出が回復し、虹彩前癒着の自然治癒が起きた可能性がある。

数か月にわたり高眼圧を維持するモデルの確立は課題である。近年、DBA2Jマウス

が眼圧依存性の RGC障害の研究に用いられているが、その遺伝的背景は非常に複雑

であるため、RGC障害は眼圧上昇以外の要因によって引き起こされる可能性がある
13。そのため、遺伝的な異常が無い通常眼圧を示すマウス系統を用いた人工的高眼圧

モデルが望まれる。近年、持続性高眼圧を示すマウスのデキサメタゾン誘発高眼圧

モデルが報告された 28。モデル作製時の組織障害が少ないため、将来的にはより理

想的かもしれない。第 3の懸念は、急性眼圧上昇に起因する一過性虚血である。実

験的高眼圧モデルはしばしば 40 mmHg以上の IOPを示す。本研究では、20匹のマウ

スのうち 5匹が 40 mmHg（42 - 60 mmHg）以上の高眼圧を示した。CFPマウスのバ

ックグラウンド系統である C57BL/6Jマウスの平均収縮期血圧は 93 mmHgと報告さ

れており 30、本研究における眼圧は収縮期血圧より十分低かった。従って、眼圧上

昇が主要な網膜血管を閉塞する可能性は低いと考えられた。我々は本評価系を用い

て RGC障害が眼圧上昇の程度と期間に起因することを明らかにしたが、理想として

は 20-30 mmHgの眼圧上昇を伴う高眼圧モデルの開発が望ましい。 

本研究では、マウス網膜における眼圧依存性の RGC障害の領域差を検討した。マ

ウス眼における RGC障害の感受性に関する検討は、RGC死のメカニズムを理解する

ために重要である。我々の結果は、網膜の視神経乳頭から乳頭近傍、中間部および

周辺部と上下耳鼻側領域の各々の回帰直線の傾きが、-0.086から-0.055の狭い範囲に

位置することを示した。従って、全ての網膜領域は眼圧上昇により均等に障害され

ることが示唆された。ラットの高眼圧モデルにおいては、網膜周辺部の RGC障害は
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乳頭近傍の RGC障害よりも大きいことが複数報告されている 31,32。我々のグループ

も以前に、マウス視神経の上方線維は眼圧上昇による感受性が高いことを報告した

が 24、視神経の上方線維に対応する網膜領域はマウスでは明らかにされていない。

前房にマイクロビーズを注入したマウス高眼圧モデルにおいて、処置 6週後の周辺

部領域における RGC障害が 2週後よりも大きく、周辺部領域の RGCがより障害を

受けやすいことが報告されている 29。我々の研究では、9週時点の眼圧負荷量と

RGC生存率の相関を評価したため、局所感受性を検出できなかった可能性がある。

Laquisらは網膜の端部を周辺部として RGC数を測定したが 31、本研究では周辺部を

視神経乳頭から 1800 μmと定義した。既報において、眼圧障害を誘導する方法や

RGC障害の評価方法は様々だが、RGC障害の変動や重症度は視神経内における

RGC密度の領域差、個々のマウス間の遺伝的差異および環境因子の影響により生じ

ることが示唆されている 33。 

CFPマウスレーザー誘導高眼圧モデルにはいくつかの利点がある。RGCを可視化

するために以前から用いられてきた逆行性染色法は、中脳の上丘への外因性色素の

注入を必要とし、マウスの突然死を含む合併症リスクが高い。加えて、この逆行性

染色法は CFPマウスの RGCと比較して、RGCを均一に標識することができない
17。さらに、CFP発現 RGCの蛍光はパラホルムアルデヒド固定組織においても安定

であった。従って、本モデルは従来の方法と比較してより簡便でより正確に RGC数

を評価できる効率的なツールとなる。対照的に、本モデルにはいくつかの欠点があ

る。CFP発現 RGCの利点の 1つとして、眼底カメラを用いた非侵襲的評価が可能で

あるが、レーザー光凝固による我々の方法では、角膜や水晶体の混濁を生じること

があり、眼底写真撮影を行う実験は困難である。この点で、より非侵襲的な方法を

開発する必要があると考えられる。既報において、CFPマウスの CFP発現 RGCと逆

行性染色による RGC数との間の有意な差が示された 17,34。CFP発現 RGCと非発現

RGCの間にストレスに対する感受性の違いがあった場合、本データは高眼圧症によ

る真の RGC死を反映しない可能性がある。さらに、RGCにおける Thy1発現は細胞

死が起こらなくてもストレス条件下で減弱する可能性がある 35。よって、我々のデ

ータは必ずしも細胞死を意味しない。しかし、これらの限界を踏まえても、網膜神

経保護薬のスクリーニングのために本モデルを利用することには十分意義がある。  

本モデルの RGC障害は、眼圧上昇の大きさと期間に相関することから、ヒトの慢

性緑内障に似た多くの特徴を有すると考えらえる。CFPマウスは種々の遺伝子改変

マウスとの交配に利用可能であり、我々の方法は全てのトランスジェニックマウス

において高眼圧を誘発することができる。よって、我々の技術は GONの分子機構を

明らかにする大きな可能性がある。  
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第 2章：CFPマウスレーザー誘導高眼圧モデルの網膜神経節細

胞障害に対するカルシウム拮抗薬ニルバジピンの神経保護効果 

 

2-1 緒言  
 

GONは眼圧下降治療にもかかわらず進行することが多く、網膜神経保護薬は有望

な新しい選択肢である。しかし、脳梗塞 36、パーキンソン病 37、アルツハイマー病
38,39などの神経変性疾患とは異なり、緑内障に対する神経保護薬の有効性は証明され

ていない 12。カルシウム拮抗薬（CCB）は高血圧症の治療に承認されている薬剤で

ある。血管壁の平滑筋細胞へのカルシウム流入を阻害することにより、血管拡張を

促進し、血管抵抗を低下させ、最終的に血圧を低下させて血流を増加させる。そし

て、CCBの緑内障治療薬としての可能性を示唆する報告がなされている。正常眼圧

緑内障患者において、ニフェジピン 40、ブロビンカミン 41、ジルチアゼム、ニフェ

ジピン、ベラパミル 42およびニルバジピン 43は視野進行を抑制した報告がある。加

えて、ニフェジピンとブロビンカミンは視神経乳頭の末梢血流を増加させ 40,41、ジル

チアゼム、ニフェジピンとベラパミルは視神経障害を改善し 42、ニルバジピンは 3

年間にわたり後部脈絡膜循環血流を増加させた 43。これらデータは、CCBが血流を

改善することにより緑内障の進行を防ぐ可能性を示す。これらの CCBの中でも、ニ

ルバジピンは最も脂溶性の高い構造 44-47と最も高い網膜蓄積率 47を有する。よっ

て、ニルバジピンの網膜神経保護作用は明らかではないが、緑内障の有望な治療薬

となる可能性がある。 

我々は、CFPマウスレーザー誘導高眼圧モデルを用いた眼圧依存性 RGC障害の定

量的評価系を用いて、ニルバジピンの RGC保護効果を検討した。 

 

 

2-2 方法  
 

2-2-1 動物 

全ての研究に使用した動物は、the ARVO Statement for the Use of Animals in 

Ophthalmic and Vision Researchに従い実験を行った。Thy1プロモーター領域を利用し

て Thy1発現細胞に蛍光色素である CFPを強制発現させた B6.Cg-TgN(Thy1-

CFP)23Jrs/Jマウスを、Jackson Laboratoryから入手した。全てのマウスは白色チップ

を敷いた透明ケージにて 12時間の明暗サイクル下（6:00点灯；18:00消灯）にて飼

育し、室温の設定は 21℃とした。飼料および飲用水は自由摂取とした。実験には 18

週齢以上の雄性マウスを用いた。 

 

 

2-2-2 レーザー誘導高眼圧モデルの作製 

各動物の右眼の房水流出を、角膜輪部のレーザー光凝固により遮断することによ

り、レーザー誘導高眼圧モデルを作製した 23。右眼を高眼圧処置眼とし、左眼を無

処置対照眼とした。ケタミン（100 mg/kg）・キシラジン（9 mg/kg）混合液の腹腔内
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投与による麻酔後、トロピカミド・フェニレフリン塩酸塩点眼液（ミドリン P点眼

液；参天製薬株式会社）を 5 μL点眼し、瞳孔を散大させた。次に、マイクロニード

ルを用いて房水を吸引することにより前房を平坦化し、角膜輪部にレーザー光凝固

（波長：532 nm、出力：200 mW、持続時間：0.05秒、スポットサイズ：200 μm）を

施行した（図 1）。術後感染予防のため抗生物質（タリビッド眼軟膏 0.3%；参天製

薬株式会社）を眼に塗布した。炎症予防のため、ステロイド点眼液（リンデロン点

眼・点耳・点鼻液 0.1%；塩野義製薬株式会社）を 7日間点眼した。レーザー光凝固

施行 1週間後に測定した眼圧値を用いて、レーザー誘導高眼圧モデルの成功を判定

した。初回眼圧測定時に眼圧が 40 mmHgを超えて上昇または 10 mmHg未満に低下

したマウスは除外した。 

 

 

2-2-3 薬剤投与  

ニルバジピン（和光純薬株式会社）は、使用時にエタノール/ポリエチレングリコ

ール 400/蒸留水（2:1:7）の混合液に 0.1 mg/mLになるように溶解し、これをさらに

生理食塩液で 10倍希釈した溶液を腹腔内に 10.0 ml/kgの量で投与した（最終用量 0.1 

mg/kg）48-50。ニルバジピンまたは基剤を各 30匹ずつレーザー光凝固施行直後から 1

日 1回 8週間腹腔内投与した。 

 

 

2-2-4 眼圧測定  

眼圧は既報に従い 23、ケタミン（100 mg/kg）・キシラジン（9 mg/kg）混合液の腹

腔内投与による麻酔後、マイクロニードル法を用いて 8週まで毎週測定した。マイ

クロニードル法は眼内圧を圧トランスデューサで直接測定するもので、侵襲的だが

正確に眼圧を測定できる方法である。測定系は、加熱進展後に研磨して先端径を 50-

100 μmとした外径 1.0 mmのホウケイ酸塩ガラス製のマイクロニードル（World 

Precision Instruments）を接続した圧トランスデューサ（Model BLPR; World Precision 

Instruments）とデータ収集解析システム（PowerLab; ADInstruments）から成るシステ

ムを使用した。マウス前房にマイクロニードルを刺入後、麻酔後 4-7分の間で両眼の

前房内圧を連続的に測定し、10秒間をサンプリングし、平均値を眼圧値とした。 

 

 

2-2-5 眼圧負荷量の計算 

各マウスの高眼圧処置眼と無処置対照眼について、それぞれの時間（x）と眼圧

（IOP）（y）を用いて折れ線グラフを作成し、高眼圧処置眼と無処置対照眼の曲線

下面積を mmHg×日の単位で算出し、眼圧負荷を定量化した。両線に囲まれた領域

（∫ΔIOP(y) dx）を眼圧負荷量とし、高眼圧処置眼の眼圧上昇による網膜の圧力障害

の代替値として定義した（図 2）。 

 

 

2-2-6 RGC数の測定 

レーザー光凝固施行 9週間後に CFPマウスを屠殺した。眼球を摘出し、直ちに 4%

パラホルムアルデヒド含有 0.1 Mリン酸緩衝生理食塩水で 4℃、1時間固定した。カ

バースリップを有するガラススライド上に固定するため、4箇所の放射状切開を行

い、網膜を平坦化し、網膜フラットマウント標本を作製した。CFPフィルターセッ
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トを有する蛍光顕微鏡（BX50；OLYMPUS）により画像撮影した後、網膜の上下耳

鼻側それぞれ視神経乳頭から 600 μm間隔で乳頭近傍、中間部、周辺部の 12箇所、

各面積 40000 μm2の領域をサンプリングした。デジタル画像の識別情報をマスキング

し、画像処理ソフトウェア（ImageJ; National Institutes of Health）を用いて RGC数を

手動で計数し、平均密度（RGCs/mm2）を各領域について計算した（図 3）。無処置

対照眼に対する高眼圧処置眼の RGC生存率を算出し、眼圧負荷量と RGC生存率の

回帰分析を行った。 

 

 

2-2-7 統計解析  

データは平均値±標準偏差で示す。Paired Student's t-testを用いて、高眼圧処置眼

と無処置対照眼の眼圧を比較した。各薬剤群の高眼圧処置眼と無処置対照眼の各曲

線下面積の比較は Paired Student's t-testを用いた。各薬剤群間の高眼圧処置眼または

無処置対照眼の各曲線下面積の比較は Unpaired Student's t-testを用いた。各薬剤群の

高眼圧処置眼と無処置対照眼の RGC密度の比較は Paired Student's t-testを用いた。各

薬剤群間の高眼圧処置眼または無処置対照眼の RGC密度の比較は Aspin-Welch test

を用いた。各網膜領域において眼圧負荷量と RGC生存率の回帰分析を行った。p＜

0.05を統計的に有意とみなした。 

 

 

2-3 結果  
 

2-3-1 レーザー誘導高眼圧モデルの作製 

レーザー光凝固施行 1週間後に測定した眼圧値を用いて、レーザー誘導高眼圧モ

デルの成功を判定した。一部の眼は、高眼圧処置後に 10 mmHg未満に低下する眼萎

縮の発症（基剤群：5例、ニルバジピン群：9例）または緑内障モデルとして使用す

るには高い 40 mmHgを超える眼圧上昇（基剤群：2例、ニルバジピン群：7例）を

示したため除外した。よって、基剤群 30例中 23例、ニルバジピン群 30例中 14例

で成功した。基剤群において、レーザー光凝固施行 1週後の高眼圧処置眼の平均眼

圧は 23.5±8.6 mmHgを示し、無処置対照眼の 14.8±0.8 mmHgよりも有意に高く、8

週後においても有意に高かった（Paired Student's t-test；p＜0.001）（図 9A）。さら

に、高眼圧処置眼と無処置対照眼の平均眼圧は、8週間の実験期間を通して安定して

いた（高眼圧処置：20.8 - 24.7 mmHg、無処置対照眼：14.8 - 15.7 mmHg）。同様に、

ニルバジピン群において、レーザー光凝固施行 1週後の高眼圧処置眼の平均眼圧は

22.0±6.2 mmHgを示し、無処置対照眼の 14.9±1.5 mmHgより有意に高かった

（Paired Student's t-test；p＜0.01）（図 9B）。さらに、高眼圧処置眼と無処置対照眼

の平均眼圧は、8週間の実験期間を通して安定していた（高眼圧処置：20.6 - 24.2 

mmHg、無処置対照眼：14.7 - 15.7 mmHg）。 
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図 9 レーザー光凝固施行後の基剤群およびニルバジピン群の眼圧推移 

レーザー光凝固施行後の高眼圧処置眼と無処置対照眼の眼圧の経時推移を示した。 

A：基剤群の眼圧推移 

B：ニルバジピン群の眼圧推移 

データは平均±標準偏差で示した。** p＜0.01および*** p＜0.001（Paired Student's t-

testによる無処置対照眼との比較）。 

 

 

2-3-3 各薬剤群における高眼圧処置眼と無処置対照眼の曲線下面積の比較  

圧力障害の代替値として算出した曲線下面積（mmHg×日）において、両薬剤群の

高眼圧処置眼に対して算出した各曲線下面積は、無処置対照眼よりも有意に高かっ

た（基剤群の無処置対照眼 730±31 vs 基剤群の高眼圧処置眼 1085±256、Paired 

Student's t-test；p＜0.001）（ニルバジピン群の無処置対照眼 739±37 vs ニルバジピン

群の高眼圧処置眼 1059±253、Paired Student's t-test；p＜0.001）（表 1）。両薬剤群

間の無処置対照眼または高眼圧処置眼で比較しても、各曲線下面積に有意差はなか

った（Unpaired Student's t-test；基剤群 p=0.414、ニルバジピン群 p=0.761）。 

 

 

表 1 基剤群およびニルバジピン群の高眼圧処置眼と無処置対照眼の各曲線下面積

（mmHg×日）の比較 

 
 無処置対照眼   高眼圧処置眼 

  基剤群 ニルバジピン群   基剤群 ニルバジピン群 

曲線下面積 730 ± 31 739 ± 37   1085 ± 256*** 1059 ± 253*** 

 

*** p＜0.001（Paired Student's t-testによる無処置対照眼との比較） 

 

 

2-3-4 RGC密度の比較 

両薬剤群の網膜の視神経乳頭から測定した乳頭近傍（600 μm）、中間部（1200 

μm）、周辺部（1800 μm）および網膜全体の RGC密度を算出した。基剤群におい

て、全ての箇所で高眼圧処置眼は無処置対照眼よりも有意に低い RGC密度を示した

（Paired Student's t-test；全領域で p＜0.001）（表 2）。ニルバジピン群において、高

眼圧処置眼と無処置対照眼の間に RGC密度の有意な差を示す領域はなかった

（Paired Student's t-test；p=0.094、0.150、0.171および 0.057）。無処置対照眼の RGC
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密度は、薬剤群間で有意差はみられなかったが（Aspin-Welch test；p=0.716、0.937、

0.100および 0.507）、高眼圧処置眼においてはニルバジピン群の方が基剤群よりも

有意に RGC密度が高かった（Aspin-Welch test；p=0.020、0.014、0.021および

0.014）（表 2）。 

 

 

表 2 網膜の視神経乳頭から測定した乳頭近傍、中間部、周辺部および網膜全体の

RGC密度 

 
 RGC密度 （RGCs/mm2） 
 無処置対照眼   高眼圧処置眼 

  基剤群 ニルバジピン群   基剤群 ニルバジピン群 

乳頭近傍 1449 ± 150 1466 ± 970  1139 ± 376*** 1361 ± 176§ 

中間部 1471 ± 161 1467 ± 120  1181 ± 366*** 1401 ± 139§ 

周辺部 1465 ± 137 1389 ± 127  1148 ± 326*** 1336 ± 140§ 

網膜全体 1462 ± 120 1440 ± 690   1156 ± 351*** 1366 ± 131§ 

 

*** p＜0.001（Paired Student's t-testによる無処置対照眼との比較） 

§p＜0.05（Aspin-Welch testによる基剤群の高眼圧処置眼の RGC密度との比較） 

 

 

2-3-5 回帰分析 

両薬剤群の各網膜領域において眼圧負荷量と RGC生存率の回帰分析を行った。基

剤群は全ての領域で眼圧負荷量と RGC生存率の間の有意な負の相関を示した（網膜

全体：y=-0.078x+107.8、r=0.76、p＜0.001；乳頭近傍：y=-0.084x+109.9、r=0.71、p＜

0.001；中間部：y=-0.080x+109.6、r=0.78、p＜0.001；周辺部：y=-0.071x+105.0、

r=0.71、p＜0.001）（図 10A-D）。しかし、ニルバジピン群では有意な相関はみられ

なかった（網膜全体：y=-0.015x+99.9、r=0.43、p=0.128；乳頭近傍：y=-

0.023x+100.9、r=0.40、p=0.154；中間部：y=-0.015x+100.7、r=0.34、p=0.228；周辺

部：y=-0.010x+99.8、r=0.26、p=0.370）（図 11A-D）。代表的な網膜像を図 12A-Hに

示した。 
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図 10 基剤群の眼圧負荷量と RGC生存率の回帰分析 

基剤群の網膜全体（A）、乳頭近傍（B）、中間部（C）および周辺部（D）に対する

回帰分析を示した（網膜全体：r=0.76、p＜0.001；乳頭近傍：r=0.71、p＜0.001；中間

部：r=0.78、p＜0.001；周辺部：r=0.71、p＜0.001）。 
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図 11 ニルバジピン群の眼圧負荷量と RGC生存率の回帰分析 

ニルバジピン群の網膜全体（A）、乳頭近傍（B）、中間部（C）および周辺部（D）

に対する回帰分析を示した（網膜全体：r=0.43、p=0.128；乳頭近傍；r=0.40、

p=0.154；中間部；r=0.34、p=0.228；周辺部：r=0.26、p=0.370）。 
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図 12 両薬剤群の各網膜領域における高眼圧処置眼の網膜像 

基剤群における高眼圧処置眼の網膜の乳頭近傍（A）、中間部（B）、周辺部（C）

および網膜全体（G）の代表的な網膜像。ニルバジピン群における高眼圧処置眼の網

膜の乳頭近傍（D）、中間部（E）、周辺部（F）および網膜全体（H）の代表的な網

膜像。 
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2-4 考察  
 

本研究では、眼に遺伝的な異常が認められていない通常眼圧を示す CFPマウスを

用いてレーザー誘導高眼圧モデルを作製し、高眼圧を主因とする RGC障害に対する

ニルバジピンの薬効評価に成功した。GONは機械的ストレスおよび眼圧による血液

循環障害によって引き起こされると考えられている 51。近年の改良された眼圧測定

技術は、マウスの緑内障モデルの研究を可能にした。マウスの利用は取り扱いの容

易さ、トランスジェニック技術の応用、およびコスト 23,52,53の点で大きな利点があ

る。さらに、複数のマウス緑内障モデルの開発により、緑内障の根本原因に関する

手がかりが得られている 23,25,54。高眼圧症を自然発症する DBA2Jマウスは緑内障研

究にしばしば使用されているが、視神経変化が高眼圧症とは無関係に生じ、免疫炎

症反応等の他の因子によっても生じることが報告されている 55,56。我々のグループ

は、以前に正常マウス眼を有する CFPマウスを用いて、緑内障モデルを模した虚血

再灌流モデルにおける RGC死の評価を報告している。110 mmHgの高眼圧負荷で 60

分間虚血を生じさせた後に再灌流した後、毎週眼底撮影を行った結果、処置後 1、

2、3および 4週間後に 34.2%、24.1%、23.0%、および 22.2%の RGC死を観察した。

さらに、RGC層の菲薄化および RGC数の減少も組織学的評価によって確認した 17。

そして、我々はヒトの原発開放隅角緑内障により近いモデルとして、軽度の高眼圧

を示すレーザー誘導高眼圧モデルの作製に成功し、眼圧負荷量と RGC生存率の相関

を示した。組織学的評価においても眼圧負荷による視神経の変性を確認した 57。 

本研究では、網膜神経保護効果を有する薬剤を容易にスクリーニングできる新し

い評価系を考案し、CFPマウスレーザー誘導高眼圧モデルで RGC障害に対するニル

バジピンの RGC保護効果を示した。本評価系は逆行性染色のような侵襲的技術無し

に RGCを同定して計数することができ、対側眼を無処置コントロール眼として利用

できるため、評価が容易である。比較的低予算で短期間に網膜神経保護薬の前臨床

効果を評価できるスクリーニング系となる。 

実験的緑内障モデルの課題の 1つは、各眼における眼圧上昇値とその持続期間の

変動である。この問題に対処するため、本研究では眼圧値と時間の曲線下面積を用

いて各眼の圧力障害を定量化し、眼圧負荷量と RGC生存率の間に負の相関を見出し

た 57。本研究は、眼圧上昇は RGC障害の危険因子であり、RGC障害の程度は眼圧に

依存するという見解を支持した（表 2、図 10）。対照的に、同様の眼圧負荷にもか

かわらず、ニルバジピンの投与は眼圧依存性の RGC死を減少させた（表 2、図

11）。本研究で観察された網膜神経保護作用は、ニルバジピンが緑内障患者の視野

進行を阻害した臨床報告を強く支持する 42,43。ニルバジピンは、マウスモデルの眼圧

負荷による RGC死の抑制に加えて、少数の緑内障患者を対象とした臨床試験におい

ても同様の効果を示した 58。この網膜神経保護効果のメカニズムの 1つとして考え

られるのは眼血流の改善である。カルシウム拮抗薬（CCB）は高血圧症の治療に承

認されている薬剤である。血管壁の平滑筋細胞へのカルシウム流入を阻害すること

により、血管拡張を促進し、血管抵抗を低下させ、最終的に血圧を低下させて血流

を増加させる。ニフェジピン、ニカルジピンおよびジルチアゼムのような他の CCB

と比べ、ニルバジピン（ジヒドロピリジン系 CCB）は、より血管選択的であり、心

筋より強く血管平滑筋に結合する 46,59。さらに、ニルバジピンは脳血管選択性がより

高く 60、他の CCBよりも脳循環を改善すると報告されている 58。つまり、ニルバジ

ピンは他の CCBと比較しても容易に中枢神経系に到達し、局所の脳血流量を増加さ
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せる可能性がある 61,62。CCBは動物実験において、脈絡膜、網膜および視神経乳頭

の血流を増加させた報告がある 63-65。そして、ニルバジピンの末梢血流改善効果が

複数報告されている。正常眼圧緑内障患者にニルバジピンを投与した臨床研究で

は、眼球後部の血管にカラードップラーイメージングを実施し、網膜中心動脈およ

び短後毛様動脈における血流の有意な増加を認め、血管抵抗を減少させた 66。同様

にレーザードップラーフローサイトメトリーによる検討では、視神経乳頭血流およ

び眼球後部の血管抵抗を減少させた 67。同じくカラードップラーイメージングで眼

動脈抵抗指数を改善したと報告されている 68。また、開放隅角緑内障患者の緑内障

性視野障害の局在に一致する短後毛様動脈の血流速度低下と末梢血管抵抗上昇が報

告されている 69。慢性高眼圧症は、虚血につながる視神経乳頭微小循環の構造変化

を誘発する。虚血ストレスは、細胞内カルシウムイオン濃度の過剰な増加を介し、

グリア細胞と RGCのアポトーシスを誘導する。一方、ニルバジピンは血流を増加さ

せるだけでなく、細胞内カルシウムイオン濃度の過剰な上昇を直接阻害することに

より、神経細胞を保護することが報告されている。Otoriらはラット網膜の培養細胞

を用いた実験において、グルタミン酸暴露に対するニルバジピンの効果を検討し、

ニルバジピンが神経細胞へのカルシウム流入を抑制し、アポトーシスを阻害するこ

とを報告している 70。また、ニルバジピンは遺伝子発現を変化させることが報告さ

れている。網膜色素変性症モデルの RCSラットを用いた実験では、ニルバジピンは

網膜において、アポトーシスに関連するカスパーゼ 1およびカスパーゼ 2の遺伝子

発現を抑制したと報告している 48,71。他の報告では、ニルバジピンが CD45、癌原遺

伝子 ErbAおよび JAK2等のアポトーシス関連遺伝子の発現を減少させ、線維芽細胞

増殖因子 2（FGF2）を増加させることを報告した 72-74。さらに、網膜変性症（rd）マ

ウスを用いた実験では、ニルバジピンは、カルシウム代謝に関与するタンパク質、

アポトーシス関連タンパク質、細胞シグナル伝達関連タンパク質、神経伝達物質、

アポトーシスを誘導することが知られているカスパーゼ 3、9、14の発現を調節する

ことによって神経細胞を保護したことが報告されている 49。Takanoらは、

Synaptogyrin Iおよび FGF2の増加とカスパーゼ依存性アポトーシスの減少が神経保

護に重要な役割を果たしていると推測した 49。加えて、rdマウスを用いた実験で、

ニルバジピンは毛様体神経栄養因子（CNTF）および FGF等の成長因子および神経

栄養因子をコードする遺伝子発現と関係した蛋白質合成を増加し、タンパク質分解

およびアポトーシス関連遺伝子の発現を低下させたことを報告している 50。CNTFは

網膜変性を遅らせることが報告されており、ニルバジピンは CNTFの発現を増加さ

せることによっても神経細胞を保護する可能性がある 75,76。 

既報は、ニルバジピンが眼血流を改善することを示す。しかし、CCBは眼灌流圧

に関連する血圧および眼圧の変化にも影響を及ぼす可能性がある。これらの因子は

いずれも緑内障と関連している 77,78。本研究では血圧を評価していないが、臨床試験

において、ニルバジピンは全身性高血圧症患者の血圧を有意に低下させたが、正常

血圧には影響しなかったと報告されている 45,79。本研究において、無処置対照眼の眼

圧は既報 64と同様に基剤群とニルバジピン群の間で差はなかったことから、ニルバ

ジピンは眼潅流圧に影響することなく、網膜血流を改善する可能性が想定される。 

動物モデルを用いた報告は、網膜疾患の治療に対するニルバジピンの有用性を示

している。ニルバジピン投与により、急性網膜虚血 47および癌関連網膜症 80のラッ

トモデルにおける網膜障害の抑制および網膜形態の改善が報告され、RCSラットに

おいては網膜電位図の悪化が抑制されたと報告されている 48,81。加えて、ニルバジピ
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ンは網膜の菲薄化を抑制し、rdマウスの視細胞を維持したと報告されている 49,50。こ

れらの報告は、ニルバジピンは有効濃度で網膜に送達され、網膜疾患に対する治療

効果を有することを示唆する。さらに、CCBを用いた複数の臨床試験では、緑内障

治療薬としてのニルバジピンの可能性が報告されている 40-43。本研究で用いたニル

バジピンの用量は、既報においてマウスおよびラットの網膜疾患モデルに有効性を

示した用量を設定しており 48-50、その用量は高血圧症患者の臨床試験の用量を元に

設定されている 82。本研究で観察された網膜神経保護効果に対するニルバジピンの

作用機序は明らかではないが、眼圧により誘導される神経障害に対して、血流の改

善、カルシウムの細胞内流入の抑制およびアポトーシス関連遺伝子の発現調節等の

複合効果により観察されたと推測される。本研究の結果は、ニルバジピンが緑内障

の治療において眼圧下降治療の追加療法として有望であることを示唆する。ニルバ

ジピンは、高血圧症の治療薬として承認されており、豊富な臨床経験から忍容性の

高い薬剤である。緑内障の治療においても有望な神経保護薬になる可能性がある
83。 

本研究には限界がある。第 1に、レーザー誘導高眼圧モデルは、ヒトの中等度の

開放隅角緑内障と同様に、眼圧を制御することが困難であるため、2群間で不均衡が

生じる。第 2に、レーザー光凝固直後の眼炎症が過度な眼圧変動を引き起こす。本

研究では、レーザー光凝固の 1週間後に眼圧を測定し、変動の大きい症例を除外し

たが、眼圧の急上昇は初回測定以前に生じている可能性がある。このような眼圧変

動は閉塞隅角緑内障又は落屑緑内障で臨床的にも起こり得るが、虚血性視神経症ま

たは炎症が結果に影響を及ぼす可能性がある。第 3に、より低侵襲の緑内障モデル

を確立する必要がある。第 4に、本研究ではニルバジピンを腹腔内投与した。ニル

バジピンは経口投与が可能であるため、投与経路により臨床的影響が異なる可能性

がある。第 5に、本試験では網膜機能を評価していない。高眼圧による RGC死を予

防できたとしても、網膜機能は保持できない可能性がある。第 6に、同じ実験条件

下で、基剤群とニルバジピン群の両方をレーザー光凝固で処理したが、CFPマウス

レーザー誘導高眼圧モデルは、基剤群 76.7%（23/30例）、ニルバジピン群 46.7%

（14/30例）であった。ニルバジピンは眼圧に影響を及ぼさないことが報告されてい

ることから 43,64、ニルバジピン投与がモデル作製に影響を及ぼす可能性は低いと考え

た。しかし、ニルバジピン投与がモデル作製に及ぼす影響は否定できない。しか

し、本研究手法は眼圧負荷量と RGC生存率の評価であるため、ニルバジピン群の高

眼圧処置眼は平均 22.0 mmHgと基剤群と同程度の高い眼圧を示していることから、

本研究結果に影響しないと考えられる。 
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第 3章：総括および今後の展望 

 

総括 
 

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

る。緑内障は主として高眼圧ストレスによる多因子性の視神経変性疾患であるが、

高眼圧に加えて、低酸素、グルタミン酸ストレス、酸化ストレスまたは遺伝的因子

等が病因に関連すると考えられている。GONは緑内障治療として承認されている眼

圧下降治療にもかかわらず進行することが多く、網膜神経保護薬は有望な新しい選

択肢である。 

本研究は、GONを研究対象とし、CFP発現マウスを用いた眼圧依存性 RGC障害

の評価と薬効評価への応用を試みた。第 1章の研究では、RGC特異的に蛍光蛋白

CFPが発現しているトランスジェニックマウスに既存のレーザー誘導高眼圧処置を

施行することにより、新規の眼圧依存性 RGC障害の評価モデルを作製した。我々は

CFPマウスレーザー誘導高眼圧モデルの作製に成功し、本モデルは眼圧負荷量と

RGC生存率の間の有意な負の相関を示した。この結果は、眼圧上昇は RGC障害の危

険因子であり、RGC障害の程度は眼圧に依存するという見解を支持した。さらに、

眼圧依存性の RGC障害の領域差を検討したところ、各領域は眼圧上昇により均等に

障害されることが示唆された。本研究では、既存の侵襲的な RGC染色法を用いるこ

となく、より簡便な眼圧依存性 RGC障害の評価方法を確立することができた。第 2

章の研究では、本モデルを用いて、RGC障害に対するカルシウム拮抗薬ニルバジピ

ンの神経保護効果を評価した。ニルバジピンは複数の動物実験における眼血流量の

改善 64-65と網膜神経保護効果 48-49および臨床研究 43においても正常眼圧緑内障に対

する効果が報告されており、本薬効評価系においても有効性が期待されたため選択

した。本研究では、基剤群とニルバジピン群の回帰分析により、基剤群は眼圧負荷

量と RGC生存率の間の有意な負の相関を示したが、ニルバジピン群は有意な相関を

認めなかった。本研究により、我々は CFPマウスレーザー誘導高眼圧モデルを用い

た薬効評価系を確立し、眼圧依存性 RGC障害に対するニルバジピンの神経保護効果

を明らかにした。本研究の結果は、ニルバジピンが緑内障の治療において眼圧下降

治療の追加療法として有望であることを示唆する。本薬効評価系は比較的低予算で

短期間に網膜神経保護薬の前臨床効果を評価できるスクリーニングツールになるこ

とが期待された。 

GONの病態解明と治療薬の開発において、動物実験による解析は必須である。特

にマウスを用いた研究は、他の動物と比較して、比較的安価で取り扱いが容易であ

り、ノックアウトまたはトランスジェニックマウスの系統が利用でき、病態解明の

分子生物学的アプローチを促進する。また、マウス眼の隅角構造はヒトと類似して

おり線維柱帯、シュレム管の存在、ぶどう膜・強膜路が存在していることから、ヒ

トの RGC障害の病態解明と新規緑内障治療薬の効率的な探索が可能となり、本評価

系も有用な研究ツールとなることが期待される。 

一方、本モデルには改善すべき課題がある。レーザー誘導高眼圧モデルは実験期

間中（特に初期）の眼圧変動が大きい。現時点で、我々のグループにおいては最も

確実で確率の高い技術であるが、モデル作製の成功率は十分ではない。モデル作製

時の組織障害が少なく、慢性高眼圧モデルとして理想的な眼圧上昇範囲である 20-30 
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mmHgの範囲で安定した高眼圧を示すモデルが必要である。本研究の成果は、マイ

クロニードル法によるマウスの眼圧測定と遺伝子改変マウスである CFPマウスの開

発という技術革新がもたらしたものである。今後の課題についても新しい技術を取

り入れて改善を試みたい。 

 

 

今後の展望 
 

本研究成果により、ヒトの原発性開放隅角緑内障のような比較的軽度の高眼圧を

示し、RGC障害が眼圧上昇と相関する慢性高眼圧症のマウスモデルを用いた評価系

が利用可能となった。本評価系はヒトの緑内障を模した動物モデルとして有用であ

り、RGC障害の病態解明と新規緑内障治療薬の効率的な探索研究に役立つことが期

待される。 

GONの本態である RGC障害の基礎データとして、本研究では網膜部位別の眼圧

障害度の解析を実施したが、高眼圧処置後 9週時点の結果に限られている。本評価

系において、眼圧障害からの時間経過と RGC障害の関係を検討することも緑内障の

視神経障害の進行を評価する上で重要な知見となる。その上でヒトとマウスの相同

性を考慮しながら、視神経障害のパターンを比較することで、GONの病態解明の知

見が得られる可能性がある。 

また、緑内障は神経変性疾患の一つと考えられ、種々のストレスに対する RGC保

護を標的とする網膜神経保護薬が検討されている。近年、本研究で評価したニルバ

ジピン以外の CCB、NMDA拮抗薬、BDNF、抗酸化物質、フリーラジカルスカベン

ジャー、イチョウエキス、一酸化窒素合成酵素阻害薬等の臨床研究が行われており
12、本薬効評価系を用いたこれらの薬剤および新規の候補薬剤の基礎データの取得が

可能となる。本評価系は逆行性染色のような侵襲的技術無しに RGCを同定して計数

することができ、対側眼を無処置コントロール眼として利用できるため、評価が容

易である。比較的低予算で短期間に網膜神経保護薬の前臨床効果を評価できること

が強みである。候補薬物があれば 3ヶ月以内の薬効評価が可能であり、本薬効評価

系は臨床応用を目指す薬剤の足掛かりになることが期待される。 
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