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１．背景  

緑内障は、網膜の神経節細胞が変性脱落することにより視野欠損をきたす疾患で、４０歳

以上の５％で罹患していることが明らかになっている１）。現状では眼圧降下のみが有効な治療と

されているが、十分に眼圧を下げてもなお、進行する例が少なくない。また、日本では正常眼圧

緑内障が全体の６割をしめ、眼圧降下だけでは、進行予防に限界がある。現在、緑内障は、日本

において、近年成人の失明原因の第一位となっており、高齢化とともに患者数が増大し、社会問

題になりつつある。この難治眼疾患に対し、神経保護という観点からの新たな治療法が開発でき

れば、多くの途中失明者を救うことができると考える。本研究では、網膜神経節細胞の変性を抑

制することにより、緑内障の進行予防が可能となるような、新たな治療薬の検討を目指した。 

 

２．方法 

神経保護物質の候補として、京都大学にて新規に開発された合成化合物ＡおよびＢを使用し、下

記の方法にて、網膜の神経節細胞保護効果を検討した。 

 

２－１） 網膜器官培養 

Ｃ５７/ＢＬ６マウス（８週齢、日本ＳＬＣより購入）より網膜を摘出し、メンブレン上にて器官

培養を行い、200µM N-Methyl-D-Aspartate (ＮＭＤＡ)を加えることで、急性網膜神経節細胞障害

を惹起した。化合物Ａを終濃度50 µＭで培養液中に加えた。対照群には、ＤＭＳＯを用いた。４

日間培養後、４％ＰＦＡにて網膜を固定し、凍結切片を作成、ＨＥ染色およびＴＵＮＥＬ染色を

行った。 

 

２－２）ＮＭＤＡ硝子体内投与モデルマウス 

正常眼圧緑内障モデルマウスとして、ＮＭＤＡにて急性網膜神経節細胞障害を惹起したＣ５７/

ＢＬ６マウス（８週齢雄）を使用した。ＮＭＤＡ（２ nmol）は、ペントバルビタール麻酔下にて、

３１ゲージ針を用いて毛様体扁平部より硝子体内に注射した。ＮＭＤＡ硝子体注射一週間前から

注射後１４日目まで、化合物Ａ（n = ７），Ｂ（n = ７）、あるいは対照として生食（n = １２）

を、胃ゾンデを用いて毎日経口投与した。硝子体注射直前、硝子体投与後４日、７日、１４日目

に、ペントバルビタール麻酔下にて光干渉断層計optical coherence tomography (ＯＣＴ)で網膜

断層撮影を行った２）。網膜断層像を用いて視神経乳頭周囲の網膜内層厚（網膜神経線維層、神経

節細胞層、内顆粒層）を測定し、網膜内層の障害に対する薬剤投与の効果を評価した。 
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２－３）続発閉塞隅角緑内障モデルマウス 

眼圧上昇タイプの緑内障モデルとして、近交系であるＤＢＡ／２Ｊマウス３）（日本クレアより購

入）を用いた。雄のＤＢＡ／２Ｊマウスに、２カ月齢より化合物Ａまたは対照として生食を胃ゾ

ンデを用いて毎日経口投与した。７カ月、８カ月、９カ月齢でＯＣＴにて網膜断層像を撮影、網

膜内層厚を測定するとともに視神経乳頭陥凹の程度を評価した。１０カ月齢で眼球摘出し、４％

ＰＦＡにて固定後、薄切しＨＥ染色を行った。毎月、ペントバルビタール麻酔下で、ＴｏｎｏＬ

ａｂ眼圧計（エムイーテクニカ）を用いて眼圧を測定した。 

 

３．結果・結論 

３－１） 網膜器官培養 

ＮＭＤＡ添加下、４日目の培養網膜のＨＥ染色より、ＤＭＳＯ投与対照網膜では、網膜神経節細

胞の減少および、網膜神経線維層・神経節細胞層・内網状層の菲薄化が見られた。化合物Ａを加

えて培養した網膜では、神経節細胞が比較的保たれ、網膜内層の菲薄化が抑制されていた。また、

対照網膜では、網膜神経節細胞層・内顆粒層に多数のＴＵＮＥＬ陽性細胞を認めたのに対し、化

合物添加網膜では、ＴＵＮＥＬ陽性細胞が少なかった。以上より、網膜器官培養でのＮＭＤAによ

る急性障害の系において、化合物Ａは網膜神経節細胞に対し、細胞死抑制効果をもつことがわか

った。 

 

３－２）ＮＭＤＡ硝子体内投与モデルマウス 

ＯＣＴによる網膜断層撮影像において、ＮＭＤＡ硝子体内投与前の網膜内層厚は、68.5± 3.3 µm

であった（平均±SD）。生食投与対照マウスでは、網膜内層厚は、ＮＭＤＡ投与４日、７日、１４

日目において、64.0 ± 3.0、 58.3 ± 2.3、 56.7 ± 3.5 µmと徐々に薄くなっていった２）。一

方、化合物Ａ，Ｂ投与マウスでの網膜内層厚は、ＮＭＤＡ投与７日目に、それぞれ64.0 ± 2.7、

64.0 ± 1.7 µmであり、生食群と比較して有意に網膜厚が厚かった（Ａ： P < 0.0001、Ｂ: P = 

0.001、Dunnett’s test）。ＮＭＤＡ投与１４日目には、網膜内層厚は、化合物Ａ，Ｂ投与群でそ

れぞれ60.8 ± 2.39 、61.3 ± 4.8 µmであり、化合物Ｂ投与群で生食群と比較して有意に網膜

内層が厚かった（Ｂ： P < 0.05）。以上より、マウス生体内においても、化合物の全身投与によ

り、ＮＭＤAによる網膜内層障害、菲薄化が抑制されることが明らかになった。 

 

３－３）続発閉塞隅角緑内障モデルマウス 

化合物Ａ投与群、生食投与対照群ともに、５か月齢時から眼圧の上昇を認めたが、両群の平均眼

圧に有意差はなかった。生食投与対照群では、７か月、８か月、９か月齢で、緑内障の特徴であ

る視神経乳頭陥凹拡大を示す個体が増加していった。対して、化合物Ａ投与群では視神経乳頭陥

凹拡大を示す個体は存在しなかった。また、生食投与コントロール群では、７か月齢以降、網膜

神経線維層の菲薄化が進行するが、化合物Ａ投与群では、ほぼ正常に保たれている個体が多かっ

た。 ８カ月齢での網膜内層厚を測定すると、生食投与コントロール群では67.5 ± 3.0 µmであっ

たのに対し、化合物Ａ投与群では71.0 ± 1.3 µmであり、化合物Ａ投与群で網膜内層が有意に厚
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かった（P = 0.005、t-test）。  

１０カ月齢での摘出眼球の薄切のＨＥ染色では、生食投与対照群では、網膜神経節細胞が

脱落し、細胞数が減少、網膜神経線維層も菲薄化していた。化合物Ａ投与群では、比較的に神経

節細胞が保たれ、網膜神経線維層も厚い状態で維持されている傾向にあった。 

以上より、続発閉塞隅角緑内障モデルマウスであるＤＢＡ／２Ｊマウスにおいて、化合物

Ａ投与により、網膜神経節細胞の脱落が抑制され、視神経乳頭陥凹拡大および神経線維層の菲薄

化が抑制されることが明らかになった。 

 

４．まとめ 

京都大学にて新規に開発された合成化合物には、網膜器官培養、ＮＭＤＡ硝子体注射モデルマウ

ス、続発閉塞隅角緑内障モデルマウスにおいて、網膜神経節細胞の保護効果があり、各系にて神

経節細胞死を抑制することが明らかになった。このことより、実際の緑内障患者においても、神

経節細胞の変性・脱落を抑制できる可能性がある。今後は、どのような機構でこの化合物が神経

節細胞保護効果をもたらしているのか検討するとともに、他の緑内障モデル動物を用いて、さら

に検討を続け、将来的には、臨床応用につなげていきたい。また、視細胞変性によって視機能障

害がもたらされる他の眼難治疾患、たとえば、治療法の確立していない網膜色素変性症などに対

しても、この薬剤が、疾患進行遅延効果があるかどうか、モデル動物を用いて、検討を進めてい

きたいと考えている。 
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