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研究成果の概要：眼圧は、緑内障の最も大きなリスクファクターとされており、日内変動をす

ることが知られている。眼圧日内変動には交感神経系の関与が指摘されていること、交感神経

β受容体が房水産生に関与することから、βアドレナリン受容体遺伝子のノックアウトにより

眼圧の日内変動が消失するかどうかを検討した。β１、β２アドレナリン受容体遺伝子ダブル

ノックアウトマウスの眼圧には、正常マウスと同様の有意な眼圧日内変動が見られた。このこ

とから、眼圧の日内変動はβ1、β2アドレナリン受容体を介さずに生じているか、あるいはノ

ックアウトにより交感神経の他の受容体が代償している可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

眼圧は、緑内障の最も大きなリスクファク

ターとされており、日内変動をすることが知

られている。ウサギにおいて交感神経が眼圧

の日内変動に関与していること（Curr Eye Res. 

4:1273-9, 1985）、緑内障治療薬であるβ遮断

薬が房水産生を抑制すること(IOVS. 16: 

623-4, 1977）、ウサギ前房水中のノルエピネ

フリンの濃度が眼圧と同期していること

（IOVS. 32:2178-83, 1991）などから眼圧の

日内変動制御に交感神経系が関わっているこ

とが推察されている。 

Aihara らはマイクロニードル法により、マ

ウスについても眼圧が明期に低く、暗期に高
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くなる二相性の変動をしていることを報告し

た（Experimental Eye Res. 77:681-6, 2003）。

我々は、マイクロニードル法により時計遺伝

子である Cry1,Cry2 遺伝子ダブルノックアウ
トマウスの眼圧日内変動を測定した。その結

果、Cry1,Cry2 遺伝子ダブルノックアウトマ
ウスについては有意な眼圧変動が認められな

いことを発見し、眼圧の日内変動が時計遺伝

子による中枢時計の支配を受けていることを

報告した（IOVS. 47:2006: 4050-2）。 

 

２．研究の目的 

眼圧の日内変動が中枢時計により支配され

ていることが解明されたが、具体的な制御機

構は明らかではない。本研究では、中枢性の

眼圧制御機構の解明を行うために、交感神経

アドレナリンβ1およびβ２受容体のダブル

ノックアウトマウスについて、眼圧の日内変

動の測定を行い、眼圧の日内変動が消失する

かどうかを検討した。 

 

３．研究の方法 

実験動物 

アドレナリンβ１およびβ２受容体ダブル

ノックアウトマウス（β1β2DKO）を米国の

Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) より

購入した。このマウスは、β1受容体遺伝子

ノックアウトマウス（β1受容体遺伝子のア

ミノ酸翻訳開始点を含むコード領域の大部分

がネオマイシン選択カセットに置き換えられ

ている。PNAS. 93:7375-80, 1996）と、β2

受容体遺伝子ノックアウトマウス（第 4膜貫

通領域にネオマイシン選択カセットが挿入さ

れ、機能する受容体ができない。JBC.274: 

16694-700, 1999）を交配して得られたダブル

ノックアウトマウスである(JBC. 274: 

16701-8, 1999)。遺伝的背景には、C57BL/6J、

DBA/2、FVB/N、CD-1、129 マウスが含まれて

おり、今回の研究では C57BL/6J をコントロー

ルマウスとして用いた。当大学の動物研究施

設で繁殖させ、8週齢以降、30g 以上の雄を実

験に用いた。 

飼育室はタイマーで照明を切り替え、12 時

間毎の明暗条件（明期 6:00～18:00）または

24 時間恒暗条件とした。室温は 22℃、食餌・

飲水は自由とした。それぞれの照明条件には

2週間以上順応させた。 

ノックアウトマウス遺伝子の PCR 

 マウスの尾部先端を 2mm切り取り、細かく

裁断し、1XSSC、1mM EDTA、20mM Tris-HCl 

(pH8.0)、1％SDS 溶液 500μl に入れ、56℃で

2時間インキュベートした。その後、プロテ

ナーゼ Kを 0.1mg/ml になるように加え 56℃

で一晩保温し、DNA を抽出した。50μl の TE

に融解し、これを鋳型として、           

β1 遺伝子については mADRB1F、mADRB1R、

bGHF(ネオマイシン選択カセットに含まれて

いるウシ成長ホルモン遺伝子)の 3 本のプラ

イマーを用い(表 1)、KOD-plus- (東洋紡、大

阪)により 1mM MgSO4存在下で、94℃2 分、に

続いて、98℃15 秒、68℃1 分の反応を 35 サイ

クル行った。β2遺伝子については、0.8mM 

MgSO4存在下で、mADRB2F、mADRB2R、bGHF を

用い同様に 94℃2分に続いて、98℃15秒、63℃

30 秒 68℃30 秒の反応を 35 サイクル行った。

反応終了後、1.5％アガロース電気泳動、エチ

ジウムブロマイドにより染色し、UV トランス

イルミネーターで増幅された断片を確認した。 

眼圧測定 

 麻酔はケタミン（100 mg/kg）とキシラジン

（9 mg/kg）混合液の腹腔内投与にて行った。

眼圧測定は Aihara らが報告したマイクロニ

ードル法を用いた。中空のガラスキャピラリ

ーから電熱プラーを用いて針状の先端を作り、

研磨することによってベベルを作成しマイク

ロニードルとした。生理食塩水で内部を満た

したマイクロニードルをマウスの前房内に刺

入し、圧トランスデューサーを介して PC でリ

アルタイムに波形を記録した。波形は

PowerLab® System (ADInstruments, NSW, 

Australia)により解析した。 

組織学的解析 

遺伝子改変により隅角、毛様体の構造変化

が起きていないかを、光学顕微鏡と電子顕微

鏡にて組織学的に検討した。光学顕微鏡用の

標本は4%パラホルムアルデヒド、0.5％グルタ

ールアルデヒドで灌流固定し、ヘマトキシリ

ンエオジン染色とトルイジンブルー染色を行

い作成した。電子顕微鏡用の標本は2.5%グル

タールアルデヒドで灌流固定し、超薄切片を

作成した。 

 

４．研究成果 

ノックアウトマウスの遺伝子の確認 

マウスの DNA の PCR により、β1に関して

は、コントロールマウスで 237bp の遺伝子の

増幅が見られたが(図 1β1、レーン 1)、β1

プライマー 塩基配列 
mADRB1F ACTCGGCCTTCAACCCCATC 
mADRB1R TCCAGGGCTCCAGCAGGCGC 
mADRB2F GACCCTGTGCGTGATTGCAG 
mADRB2R GAAGAAGTCACAGCAAGTCTC 
bGHF GCATGCTGGGGATGCGGTG 
 

表 1 使用したプライマーの配列 



図3 12時間毎の明暗条件下における最高眼
圧・最低眼圧を示す時刻の分布（グループ 1，
n=11）  
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β2DKOマウスではこの断片は見られず、171bp

の断片が検出された(図 1β1、レーン 2、3)。

β2に関しても、コントロールマウスで 217bp

の断片が検出され(図 1β2、レーン 1)、β1

β2DKO マウスでは 281bp の断片が検出された

（図 1β2、レーン 2、3）。ダイレクトシーク

エンスにより 237bp の断片にはβ1、217bp の

断片にはβ2、171bp と 281bp の断片にはウシ

成長ホルモン遺伝子とβ1、β2のキメラの配

列がそれぞれ検出され、購入したマウスが確

かにβ1とβ2遺伝子の翻訳領域にネオマイ

シン選択カセットが挿入されたダブルノック

アウトマウスであることが確認された。 

β1β2DKO マウスの眼圧日内変動 

12時間毎の明暗条件下にノックアウトマウ

スの眼圧を9時から24時まで3時間毎に測定

した（グループ 1、n=11）。ノックアウトマウ

スで最も眼圧が低かったのは、15 時で 13.5

±1.5 mmHg（平均±標準偏差）、最も高かった

のは 24 時で 18.7±1.4 mmHg であり、明条件

下で低く、暗条件下で高い有意な二相性の眼

圧日内変動が見られた (Friedman rank sum 

test, P<0.001) (図 2)。変動幅は 5.2±
1.3mmHg を示した。それぞれのマウスについ

て最高眼圧・最低眼圧を示す時刻の分布をみ

ると、最高眼圧は 11 眼中 9眼が暗期の 24:00

に、最低眼圧は 11 眼中 5眼が明期の 15:00 に

認められ、両者の重複はなかった。(図 3)。 

 日内変動で最高眼圧、最低眼圧を示した 15

時と 24 時の 2点につき、12 時間毎の明暗条

件下の眼圧を測定した後、同じマウスを 24 時

間恒暗条件下に移行させ、再び 2週間以上順

応させた後、同時刻に眼圧を測定した（グル

ープ 2、n=12）。12 時間毎の明暗条件の眼圧は、

15時で 14.1±1.4 mmHg、24 時で 17.6±1.3 だ

った。24 時間恒暗条件に順応下では、15 時で

13.3±1.2 mmHg、24 時で 18.1±1.5 mmHg で

あり、24 時間恒暗条件下でも、24 時の眼圧は

有意に高かった (Wilcoxon signed rank test, 

P<0.001)。15 時と 24 時の眼圧は、12 時間毎

の明暗条件下と 24 時間恒暗条件下の間で有

意差を認めなかった (Mann-Whitney U-test)。 

前眼部の組織学的解析 

 ノックアウトマウスとコントロールマウス

の前眼部の組織を光学顕微鏡と電子顕微鏡で

観察した。光学顕微鏡では隅角、毛様体の構

造に大きな変化は見られなかった(図 4)。電

子顕微鏡でも上皮の二層構造、色素上皮内の

色素顆粒に差は認めず、組織学的にはノック
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図 2 12 時間毎の明暗条件下における眼圧
日内変動（グループ 1，n=11） 
A: 各マウスの眼圧日内変動（Friedman 
rank sum test, P<0.01） 
B: β1β2DKO および C57BL/6J の眼圧日内
変動（平均±標準偏差） 
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図 1 β1、β2遺伝子、ウシ成長ホルモンの
プライマーによる遺伝子の PCR 
レーン 1 ： C57BL/6J DNA 
レーン 2、3：β1β2DKOマウス DNA 



アウトマウスとコントロールマウスに明らか

な差は認められなかった(図 5)。 

以上の結果から、眼圧の日内変動はβ1、

β2アドレナリン受容体を介さずに生じてい

るか、あるいは、ノックアウトにより交感神

経の他の受容体が代償している可能性が示唆

された。 
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NPE: 無色素上皮、PE: 色素上皮、S: 間
質、A: 毛細血管 
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