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ラット高眼圧モデルの網膜神経節細胞変化

伊 藤

石 川

1

1

久

子

和

淑

宮

野

間

高

l

1

2

代

志

彦

幾

仁

和

黒

崎

村

大

山

正

1

1

1

浩

美

満

友

黒

時

滞

大

目
中

忠

太

抄録 ラットの上強膜静脈を焼灼して眼圧を上昇させ,高眼圧状態を保持することにより,高眼圧モデルを作成した.6ケ月

間高眼圧状態を保持したラット (n-6),及びコントロールラット (n-6)の網膜神経節細胞数をDiI蛍光色素を用いて逆行

性にラベルして測定し比較検討した.上強膜静脈を焼灼したラット (n-22)の眼圧は無処置ラット (n-10)の眼圧と比較

して有意に上昇していた.網膜神経節細胞数は,高眼圧モデルではコントロールと比べて有意に減少していた.ラットの高眼

圧モデルは緑内障モデルとなりうると考えられる.
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Abstractltisknownthatglaucomatousopticneuropathyiscausedbyselectivecelldeathofretinalganglioncells

(RGC)byelevatedintraocularpressure(lop)andothercauses.Inthepresentstudy,WeinvestigatedRGCdeathin
experimentalglaucomamodelrats(22rateyes)producedbycauteryofthreeepiscleral/limbalveins.Ascontrols,
10rateyeswithnormal二opwereused.Aftercauteryofepiscleralveins,theaverageof二opwassignificantly

higherascomparedwithcontrolsduring6monthsaftertheoperation.ThenumberofretrogradelabeledRGCs

wassignificantlydecreasedinhighlopeyesascomparedwithnormal二opeyes.Thereforetheepiscleral/limbal
veinsocclusionmodelgaveaconsistencethatlong-termelevationof二opleadstolossofRGCsandisusefulasan

experimentalglaucomamodel.
HirosakiMed.J.56:15-20,2004
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緒 昌

緑内障は成人における失明の主要な原因のひと

つである.本症の主体は特異な緑内障性視神経障

害であるが,これには眼圧上昇に伴う原発および

続発緑内障と眼圧が正常範囲内である正常眼圧緑

内障の2種類がある.最近の研究によれば視神経

障害の原因として網膜神経節細胞のアポトーシス
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が関与することが知られている卜 5).この網膜神

経節細胞のアポ トーシスを引き起こす機序として

神経栄養因子の枯渇,虚血6-8',硝子体中のグル

タミン酸濃度の上昇9･10)ぉよび,自己免疫等の関与

1日 2)が示唆されている.

しかしながら,緑内障のメカニズムの全貌は依

然明らかにされておらず,その解明と治療研究は

今後の課題である.緑内障の病態の一端を明らか

にするためには,動物の緑内障モデルの作成は

重要な手がかりを与えるものと期待される.今回

我々は眼圧による網膜神経節細胞の障害に着目

し,ラットの高眼圧モデルを作成してその高眼圧

による網膜変化について検討したので報告する.

目 的

ラットの眼圧を上昇させ,高眼圧状態を保持す

ることにより,緑内障モデルを作成する.6ケ月

間高眼圧状態を保持したラットの網膜神経節細胞

数を測定し,眼圧上昇前後の網膜神経節細胞の変

化を比較検討する.

方 法

雄のウィスターラット (200-250g,週齢お

よそ 7-8週齢)32匹を使用した.飼育中は室

温を22-23℃に保ち,照明は12時間毎の明暗サ

イクル (明 :8時～20時,暗 :20時～8時)と

し,食餌及び水は自由に摂取できるようにした.

麻酔は塩酸ケタミン60mg/kg及びキシラジン塩

酸塩24mg/kgを腹腔内注射して,麻酔下にて眼

球を十分に露出した上で,眼科手術用バクレン

(はんだや製)を用いて上強膜静脈を3本焼灼し

て眼圧を上昇させた.眼圧の測定は,同様に麻酔

下にて眼圧計 (TonoPenXL)を用いて測定し

た.眼圧日内変動による差を考慮して測定の時間

帯を18時前後に統一した.測定はすべて同一検者

が行った.眼圧は 1ケ月毎に測定した.眼圧が下

降していた場合は上強膜静脈の焼灼を追加し,高

眼圧状態を保持するようにした.対照として正常

眼圧ラットの眼圧も1ケ月毎に測定した.経過観

察中に死亡した個体は除外した.

上側
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6カ月後に麻酔下にて左右の頭頂部の頭蓋骨

をはず し,マイクロシリンジを用いて上丘より

1,1'-dioctadecyト3,3,3',3'-tetramethylindocarb

ocyanineperchlorate(以下,DiI蛍光色素)を

N,N-dimethylformamideで0.25mg/〟1に溶解

して注入 した.DiI蛍光色素は軸索輸送により神

経線維を伝わって網膜神経節細胞に到達する.72

時間後にジエチルエーテルによる深麻酔で死亡さ

せた直後に眼球を摘出し,4%パラホルムアルデ

ヒドで固定後に網膜伸展標本を作成 して蛍光顕微

鏡 (CarlZeiss社製)下で観察した.DiI蛍光色素

により,神経線維およびそれに連なる網膜神経節

細胞の細胞質が染色されることで網膜神経節細胞

が観察できる.染色された網膜神経節細胞の数を

測定した.測定は図 1のように,4象限それぞれ

について55000LLniZの領域を決め, 1象限につき

それぞれ中心側,中間周辺部および周辺部の3箇

所,計12箇所で網膜神経節細胞数を測定し,それ

ぞれを1mm2当りの数に換算 した.対照として,

同齢の正常眼圧 ラッ トに対 して同様の操作を行

い網膜神経節細胞数を測定した.有意差検定には

(
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Student-t検定法を用い,危険率0.05未満を有意

とした.

結 果

DiI蛍光色素にて染色された網膜神経節細胞は

神経線維およびそれに連なる細胞体の細胞質が赤

色に染色され同定は容易であり,組織計測上とく

に問題となることはなかった.高眼圧ラットの眼

圧は平均31.95±5.71mmHg (平均値±標準偏差)

(n-22)で経過 した.それに対 して,正常眼圧

ラットの眼圧は13.69±3.43mmHg (n-10)で

経過した (図2).高眼圧ラットの上強膜静脈焼灼

前後では焼灼後の方が焼灼前と比べて有意に眼圧

が上昇していた (p<0.001).

網膜神経節細胞数の変化の検討については,正

常眼圧ラットの平均網膜神経節細胞数が1918.5±

892.1個/mmz(n-6)であったのに対し,高眼圧

状態を6ケ月間保持 したラットの平均網膜神経節

細胞数は961.5±550.1個/mm2(n-6)と有意に

低下していた (p<0.05)(図3).測定部位による

有意差は認めなかった.

術



18 伊 藤,他

考 察

ラットの上強膜静脈を焼灼して眼圧を上昇させ

た報告は過去にもいくつかある.それらはいずれ

も2週間から4ケ月程度の観察であったが,今回

我々は6ケ月間と,比較的長期にわたって高眼圧

状態を保持することができた.ラットの高眼圧モ

デルを作成する方法として,主に上強膜静脈を焼

灼する方法13~16'と,角膜輪部付近を光凝固するこ

とで繊維柱帯の房水流出を抑制する方法 5･17-20)な

どがある.Lamら20'は角膜輪部の光凝固により,

対照と比べて平均して56%程度の眼圧上昇を得

られたと述べている.また,Levkovitch-Verhin

ら19)は角膜輪部の光凝固と上強膜静脈の直接光凝

固を併用した群と,角膜輪部の光凝固のみを行っ

た群での比較をおこなっており,2つの方法を併

用した群では対照と比べて約1.8倍の眼圧上昇を

得られているのに対して,角膜輪部の光凝固のみ

を行った群では約1.4倍の眼圧上昇にとどまって

いた.Mittagら13'は,高眼圧を保持する方法とし

て 5-fluorouracil(5-FU)を使用することにより,

(zLu
LuJ寧
)
東
壁
患
海
蝕
走
些
蛋

0

0

0

0

0

0

0

5

0

3

2

フL

500

000

50
0

｢]l

il

流出路の再開通を阻害する方法を用いている.し

かし今回我々の行った上強膜静脈を焼灼する方法

のみでも,上強膜静脈の焼灼を随時追加したこと

により,十分高眼圧を保持することが可能であっ

た.ラットの眼圧測定の問題点としては,ヒトの

場合と比べて眼球自体の前後の可動性が大きいた

めに,眼圧計を眼球に接触させた際に,眼球自体

が眼宿の奥に移動してしまうことである.そのた

め,厳密には眼圧の値そのものは正確とはいえな

いが正常眼圧および高眼圧の2群間を比較すると

いう意味では有用であると考えられた.また,眼

圧測定の際の誤差を極力避けるため,すべて同一

検者が測定し,値にばらつきが出た場合は繰り返

し測定し,一番高い値と一番低い値を除外した上

で平均値をとった.

眼圧上昇に伴う網膜神経節細胞数の減少につい

て,WoldeMussieら21'は,眼圧を上昇させてか

ら最初の3週間までは毎週12%減少し, 3週間

以降から2ケ月までは減少率が毎週 2%ずつ減少

し, 2ケ月間で平均すると網膜神経節細胞数が毎

週 5%ずつ減少したと述べている.また,Lam

★
I

対照ラット 鵡高眼圧モデルラット図3 網膜
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ら20)は網膜神経節細胞層の細胞数が,眼圧上昇か

ら3日後には約20%の減少を認めたと報告 して

いる.いずれの報告でも眼圧上昇から比較的短い

期間で大きな減少がみられ,時間経過と共にその

減少率が小さくなっている.今回の我々の実験で

は6カ月間で平均すると網膜神経節細胞数が毎週

2.1%ずつ減少していた. このことから, 6ケ月

間という長期間でさらにその後半で減少率が小さ

くなっている可能性があると思われた. このこと

を立証するためにはより短期間での網膜神経節細

胞数の測定を追加する必要がある.

今回の実験で,ラッ トの高眼圧モデルにおい

て,網膜神経節細胞数が有意に減少 していたこ

とより,高眼圧ラットの網膜に緑内障性の変化が

起こっていることが推測された.このことから,

ラットの高眼圧モデルが緑内障モデルとなりうる

と考えられた.

ラットの緑内障モデルを確立することにより,

今後それ らを使用して緑内障のメカニズムや網膜

の緑内障性変化,及び緑内障治療薬の開発等の研

究に有用となりうることが示唆された.
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