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要旨 

斜視（Strabismus）は、両眼の視線（視軸）が同じ⽬標に向かっていない眼疾患で、両眼

の偏位⾓が視線の⽅向で変化しない共同性斜視と、視線の⽅向に応じて偏位⾓が変化する

⾮共同性斜視とに分けられる。斜視は、両眼視や⽴体視などの視覚機能に影響を及ぼすだけ

でなく、⼼理的、社会的な影響をもたらすことも知られている。斜視家系があること、⼀卵

性双⽣児での表現型の⼀致から、斜視の発症は遺伝的要因とも関連しているが、その具体的

な遺伝背景はまだ解明されていない。斜視の遺伝的基盤を研究することは、その発症機序を

解明し、個別化治療に向けた新たな⽅向性を提供することになると期待される。これまでの

先⾏研究で、MGST2 (microsomal glutathione S-transferase 2) 遺伝⼦を⽇本⼈における斜

視関連遺伝⼦の⼀つとして同定した。MGST2 遺伝⼦は、膜関連タンパク質の⼀種を規定し、

炎症性メディエータの⽣成および酸化ストレスからの防御に重要な役割を果たす酵素で、

細胞の炎症応答や酸化障害の緩和に重要な役割を担っており、さまざまな疾患の病態⽣理に

関与していると考えられている。本研究では、眼球形態、眼球視軸の⽅向性（眼軸⾓度）に

おける MGST2 遺伝⼦の役割を調べるため、MGST2 遺伝⼦のエクソン 2 を標的とするガ

イド RNA を⽤いて CRISPR/Cas9 を介した遺伝⼦編集を⾏い、MGST2 ノックアウト (KO)

マウスを作製した。KO マウスの眼球形態は、⼩動物⽤磁気共鳴画像装置 (MRI)から得ら

れた⾼解像度画像に基づいて計測した。形態計測の結果、MGST2  KO マウスのホモ接合

体では眼球の⾼さ、幅、体積が野⽣型マウスに⽐べて統計学的に有意に⼤きくなっているこ

とが明らかになった。 眼軸⻑および眼軸⾓度には有意差はなかった。これらの形態変化に

よって、眼球外壁に付着する外眼筋の効⼒に変化をきたし、眼球運動に影響して斜視を発症

するのではないかと推論された。この研究によって斜視発症の分⼦機序の⼀端が明らかにな

り、斜視の治療法を考える上での新たな⼿がかりになると期待される。 
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略語の⼀覧  

略語 全表記 

LOD scores Logarithm-of-odds scores 

NPL Nonparametric linkage analysis 

TDT Transmission Disequilibrium Test 

TDTae Transmission Disequilibrium Test, Allele-Environment interaction 

MGST2 MGST2 stands for Microsomal Glutathione S-Transferase 2 

MAPEG 
Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione 
Metabolism 

GST Glutathione S-Transferase 

GSH Glutathione 

LTC4 Leukotriene C4 

ER Endoplasmic Reticulum 

CRISPR/Cas9 
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats/CRISPR-associated protein 9 

KO Knockout 

DBs Double-Strand Breaks 

gRNA guide RNA 

NHEJ Non-Homologous End Joining 

HR Homologous Recombination 

PAM Protospacer Adjacent Motif 

crRNA CRISPR RNA 

tracrRNA Trans-activating CRISPR RNA 



 5 

 

                         

  

MRI Magnetic Resonance Imaging 

WT Wild Type 

Hetero Heterozygous 

Homo Homozygous 

G0 Generation 0 

NOX4 NADPH Oxidase 4 

ROS Reactive Oxygen Species 
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第⼀章 序論 

1.1 研究背景 

1.1.1 斜視の概要 

定義 

斜視とは、眼球の位置異常を伴う疾患であり、患者の⽬が同時に同じ物体物に焦点を合わ

せることができない⽬のズレの状態を指す。正常な場合、両眼は複雑な神経調節と筋⾁運動

により同じ⽬標に焦点を合わせる。しかし斜視の患者ではこのバランスが損なわれ、⽚⽬ま

たは両⽬が正常な位置からずれ、視覚のずれが⽣じる 1-5。 

 

病因 

斜視は遺伝的要因、神経筋系の異常、屈折異常（遠視や近視など）、外傷、視覚障害、全

⾝疾患（ダウン症や脳性⿇痺など）、環境要因（早産や⺟体の⽣活習慣不良など）など多様

な要因によって引き起こされる複合的な疾患である。これらの要因は互いに相互作⽤するこ

とが多く、結果として眼球の正常なアライメントや運動機能が損なわれ、斜視が発症する

2,6,7。 

 

分類 

斜視は通常、共同性斜視と⾮共同性斜視の⼆つの主要なタイプに分類されている 1-5。 

1. 共同性斜視 

共同性斜視では、どの⽅向を固視しても眼位異常の程度や⾓度が⼀定である。これは、眼

筋の異常や眼球運動の神経制御の問題が左右の⽬で均等に現れているためであり、斜視の

⾓度が固視の⽅向に依存しないという特徴がある。共同性斜視は、特に内斜視や外斜視の形

でよく⾒られる。 
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2. ⾮共同性斜視 

⾮共同性斜視では、固視の⽅向によって眼位異常の程度や⾓度が変化する。これは、⽚⽬

の運動に制限がある場合や眼筋の異常が左右⾮対称に現れる場合によく⾒られる。⾮共同

性斜視は、外傷や神経疾患によって引き起こされることが多く、固視の⽅向によって⼤きく

症状が異なる点が特徴である。 

 

臨床表現 

斜視の臨床表現は多様であり、患者の年齢、斜視のタイプ、症状の重症度などの要因によ

って異なる。⼀般的な症状には以下が含まれる 8,9： 

• 両眼が同時に同じ点に焦点を合わせることができない。 

• 視覚がぼやける、または重複して⾒える。 

• 眼精疲労や不快感を覚える。 

• 頭痛やめまいが発⽣する。 

 

治療⽅法 

斜視の治療⽅法には、保存療法と⼿術療法の 2 つがある。 

1. 保存療法 

主な⽅法には眼鏡、コンタクトレンズ、視⼒トレーニング、ボツリヌス毒素などが含まれ

ている。これらの⽅法は、視覚システムを調整し、眼外筋を訓練することによって、斜視の

症状を改善する 10,11。 

 

2. ⼿術療法 

⼿術療法、保存的治療がうまくいかなかった、症状が重い患者さんにとって、より直接的

で効果的な選択肢である。この種の⼿術は、眼球外筋の位置を変えて、その機能を改善する
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ことで斜視を矯正し、最終的に⽬の位置と動きを正常化する 8,10。 

 

1.1.2 MGST2 遺伝⼦の概要 

斜視は、⽬の形態異常やその他の視覚的な問題を引き起こすだけでなく、患者の社会⽣活

にも影響を及ぼすため、早期の診断と治療が⾮常に重要である。遺伝的および環境的要因は、

斜視の併発に強く関連している。遺伝的要因は、斜視の家族歴がある場合、または双⼦で⼀

致率が⾼い場合、斜視のリスクを増加させる。環境因⼦（早産や妊娠中の不健康など）も発

症リスクを⾼める。遺伝因⼦と環境因⼦は相互作⽤して、斜視の発症や症状に影響を及ぼし

ている 12,13。Hippocrates による家族性斜視の最初の観察以来、遺伝的リスク因⼦への関⼼

が⾼まっている 4。様々なアプローチを⽤いて遺伝的原因を調査する多くの研究により、共

同性斜視の要因についての理解が深まっている 14。しかし、正確な原因は複雑で不明なこと

が多いため、様々なアプローチが必要である。近年、斜視の候補遺伝⼦や染⾊体座に関する

研究が増加しており、この傾向は斜視の発症メカニズムにおける遺伝⼦の重要性を反映して

いる 15-17。 

我々の 2003 年の研究では、共同性斜視の染⾊体感受性領域を特定するために、30家系の

⽇本⼈家庭の末梢⾎からゲノムDNA を分離した。400のマイクロサテライトマーカーを⽤

いて PCR増幅を⾏い、全ゲノムスキャンを実施した。各マーカーについて、多家系の⾮パ

ラメトリック影響兄弟姉妹対解析と⾮パラメトリック連鎖解析を⽤いて、マルチポイントの

LODスコアと⾮パラメトリック連鎖（NPL）スコアを計算した。兄弟姉妹対解析では、す

べての染⾊体の LODスコアはほぼ平坦で、0.25の箇所にいくつかのピークが⾒られた。⾮

パラメトリック連鎖解析では、NPLスコアが染⾊体 1、2、4、7、10、15、16において⾼い

ピークを⽰し、染⾊体 3、9、11、12、18、20には複数のピークが⾒られた。しかし、家庭

数が少なかったため、統計的に有意な結果は得られなかった 18。2009 年には、前回の研究

に 25 家系を追加し、合計 55 家系の⽇本⼈家庭を対象にパラメトリックおよび⾮パラメト
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リック連鎖（NPL）解析を実施した。全ゲノム連鎖解析により、斜視に関連する複数の感受

性領域を報告し、特に 4q28.3 と 7q31.2 染⾊体上に重要な遺伝⼦座を特定した 19,20。2017

年には、これらの染⾊体領域を特定の遺伝⼦に絞り込むため、⽇本とアメリカのデータベー

スから 4q28.3 領域の 24 個の SNP を選択し、58 家系の原発性および⾮症候群性共同性斜

視家庭の 108⼈の影響者と 96⼈の⾮影響者に対してジェノタイピングを⾏った。伝達不均

衡検定（TDT）、誤差を許容した TDT（TDTae）、顕性および劣性遺伝の下での連鎖解析に

より、有意な p 値が得られた SNPs は染⾊体 4q28.3 領域の Microsomal glutathione S-

transferase 2（MGST2）遺伝⼦上に限定された 21。この結果は、MGST2 遺伝⼦が⽇本⼈に

おける共同性斜視の潜在的な候補遺伝⼦であることを⽰唆している。 

MGST2 遺伝⼦は、MAPEG（プロスタグランジンおよびグルタチオン代謝に関与する膜

関連タンパク質）ファミリーに属する膜貫通タンパク質である。このファミリーは、前列腺

素やロイコトリエンなどの⽣物活性脂質の代謝に関与し、抗炎症薬や抗がん薬の開発にお

いて重要な役割を果たす複数のターゲットを含む 22,23。MGST2 遺伝⼦は、⾮造⾎細胞に広

く発現しており、特に腎臓、盲腸、⽪膚などの器官で顕著に⾒られる。 

MGST2 遺伝⼦は、いくつかの重要なドメインから成り⽴っている。まず、4つの膜貫通

α ヘリックス（αH1-αH4）があり、これらのヘリックスは膜内で安定した三量体を形成

し、各単量体の間に 3 つの潜在的な活性部位を作り出す [図１]。次に、MGST2 遺伝⼦に

はグルタチオン（GSH）結合部位があり、GSHが結合すると、顕著なコンフォメーション

変化が起こり、酵素の触媒活性を調節する。また、MGST2 遺伝⼦の中央チャネルはαH2

ヘリックスによって形成され、酵素の細胞質部分と管腔分を接続する。GSH の結合により

チャネル内の残基が再配置され、反応条件が最適化される。さらに、Pro61残基によって形

成された疎⽔性のポアがあり、溶媒や基質の進⼊を制御し、反応環境を調整する。最後に、

MGST2 遺伝⼦三量体は⾮対称性を⽰し、いかなる時点でも 1つの活性部位だけが触媒作⽤

を⾏う 24。 
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図 1. 膜平⾯から⾒た三量体ホロ MGST2 遺伝⼦構造の概略図 24。三量体のモノマーは、ティール（鎖 A）、

サーモン（鎖 B）、スレート（鎖 C）で⾊分けされている。 b 細胞質からの断⾯は、表⾯レンダリングで⼆

量体界⾯での GSH の⾮対称結合を⽰す。ポルダーOMIT マップに⽰された GSH の完全な占有状態（⻩⾊

のボールと棒）と部分的な占有状態（緑⾊のボールと棒）を 3σ にコンターしたものを挿⼊図に⽰す。 
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MGST2 遺伝⼦の主要な機能は以下の通り： 

1. GSH (Glutathione)結合反応の触媒 

GSHは細胞内に還元型および酸化型として存在し、細胞の酸化還元平衡を維持している。

MGST2 遺伝⼦の主な機能の⼀つは、GSH と親電⼦化合物の結合反応を触媒することであ

る。このプロセスは、細胞の解毒機能にとって⾮常に重要である。GSH と有害な親電⼦化

合物を結合させることで、MGST2 遺伝⼦はこれらの毒性物質を中和し、細胞外への排出を

促進する。これにより、MGST2 遺伝⼦は細胞を毒性化合物から保護する上で重要な役割を

果たしている 25。 

 

2. LTC4（Leukotriene C4）の合成 

LTC4 は、ロイコトリエンという⼀群の⽣物活性脂質分⼦の⼀つだ。これらの分⼦は、

アラキドン酸から⽣成されるエイコサノイドの⼀種であり、特に炎症反応やアレルギー反応

において重要な役割を果たす。LTC4は、⽩⾎球（特に好酸球や肥満細胞）によって産⽣さ

れる。MGST2 遺伝⼦は LTC4の合成にも重要な役割を果たす。LTC4は、5-リポキシゲナ

ーゼがアラキドン酸を代謝して⽣成する中間体である LTA4 と GSH が結合して⽣成され

る。MGST2 遺伝⼦はこの反応を触媒することで、ロイコトリエンの⽣成と機能を調節する

26,27。 

 

3. ER (Endoplasmic Reticulum)ストレス反応の調節 

MGST2 遺伝⼦は ER ストレス反応の調節にも重要な役割を果たす。特に、内質網ストレ

スや酸化DNA損傷の場合、MGST2 遺伝⼦は LTC4の⽣成を調節することで、細胞のスト

レス反応と細胞死を媒介する 27,28 (図 2)。 
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図 2. ER ストレスにより誘発される DNA 酸化損傷のメカニズム 28。内質網ストレスと細胞毒性因⼦が

MGST2 遺伝⼦に基づく LTC4 の⽣合成を引き起こし、核膜への移⾏と組み⽴てを促す（⿊い⽮印）。LTC4

受容体の CysLT1 と LT2 も細胞膜（および内質網）から核膜へ移⾏する（⻘い⽮印）。LTC4 が受容体に結

合すると、NOX4 が内質網やミトコンドリアから細胞核へ移⾏し、核内で活性酸素が蓄積して DNA の酸

化損傷が引き起こされる（⾚い⽮印）。 

 

眼球や眼組織の正常な形態は視覚機能において重要である。眼の球形構造は、光が⾓膜、

レンズ、硝⼦体を通過し、網膜に正確に焦点を合わせることを可能にしている。眼球やその

関連組織の形態が変化した場合、例えば眼軸⻑の異常や⾓膜やレンズの曲率の異常により、

屈折異常や乱視が引き起こされる。これにより、光が眼内に⼊っても焦点を結べず、視覚機

能に重⼤な影響を与える。最近の研究では、特定の遺伝⼦変異や異常な発現が眼球や眼組織

の形態変化を引き起こし、それが視覚機能に影響を与えることが⽰されている 29,30。 
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1.2 本研究の⽬的 

本研究では、MGST2 遺伝⼦が眼球の発達、配置、全体的な形態に与える影響を調べるこ

とを⽬的とした。この⽬的を達成するために、CRISPR/Cas9 技術(Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated proteins)を使って MGST2 遺伝⼦

ノックアウト（KO）マウスモデルを作成した。そして、MGST2 遺伝⼦ KO マウスと野⽣

マウスの眼球の三次元画像を⽐較分析することで、MGST2 遺伝⼦が眼球の発⽣過程で具体

的に果たしている役割や、眼球の解剖学的構造や形態に与える影響を詳しく理解できる。 

 

1.3 本論⽂の構成 

本論⽂において、第⼀章「序論」では、研究背景として斜視の概要と MGST2 遺伝⼦の概

要を述べ、研究の⽬的も明記している。第⼆章「材料と⽅法」では、実験動物、MGST2 遺

伝⼦ KO マウスの作製、遺伝⼦型の解析、シーケンシング解析、MGST2 遺伝⼦の KOホモ

接合体 MGST2−/−マウス系統の確⽴、磁気共鳴画像法解析、統計解析について詳細を記載

している。第三章「結果」では、MGST2 遺伝⼦ KO マウスの作製とマウス眼の磁気共鳴画

像法の結果を⽰している。第四章「考察」では、研究結果の考察と研究の限界を議論してい

る。第五章「結論と今後の発展」では、研究の結論と今後の発展に関してまとめている。 
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第⼆章 材料と⽅法 

2.1 実験動物 

本研究において⾏われた動物実験は、岡⼭⼤学⼤学動物実験倫理委員会の承認を得て施

⾏され、岡⼭⼤学⼤学動物実験ガイドラインを遵守した（動物実験計画書承認番号：OKU-

2021324）。実験で使⽤した C57BL/6J マウスは、市販動物飼育業者のチャールズリバー

研究所（⽇本、横浜市）から購⼊した。MGST2 遺伝⼦KOマウスの作製は群⾺⼤学動物実

験倫理委員会の承認を得て施⾏され、群⾺⼤学動物実験ガイドラインを遵守した(動物実験

計画書承認番号：17-033）。また、全ての実験において，実験動物の苦痛軽減と使⽤動物数

の低減に努めた。 

 

2.2 MGST2 遺伝⼦ KO マウスの作製 

本研究では、CRISPR/Cas9技術を⽤いてMGST2 遺伝⼦ KO マウスモデルを作成した。

CRISPR/Cas9技術は、⼆本鎖DNAに⼆本鎖切断（DSBs）を引き起こすことにより、ゲノム

内の特定の箇所を置換、挿⼊、または⽋失させることができるゲノム編集技術である31。

CRISPR/Cas9システムの基本的な仕組みは次の通りである。まず、標的とするDNA配列に

相補的な配列を持つgRNA（guide RNA）と、Cas9タンパク質を発現するベクターを受精卵

に注⼊する。次に、gRNAはターゲットDNA配列に結合し、Cas9がその⼆本鎖を切断して

DSBsを導⼊する。そして、DSBsが発⽣すると、⾮相同末端結合（NHEJ）や相同組換え修

（HR）により修復が⾏われるが、その際の修復エラーを利⽤してインデル（挿⼊または⽋

失）を誘導することができる。Cas9が標的DNAに結合するためには、PAM (Protospacer 

Adjac- ent Motif)と呼ばれる短い特定の配列が必要である。このため、CRISPRシステムを

設計する際には、標的となるDNA配列がPAM配列を含む位置にあるように配慮する必要が
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ある32。 

本研究の実験では、MGST2 遺伝⼦の機能を喪失させるための具体的な⼿順が実施された

33,34。まず、MGST2 遺伝⼦の特定部位をターゲットとする2つのガイドRNA（gRNA）が選

定された。gRNAのターゲット配列は、ACGACATTCCGGTCCCTTGTAGG（MGST2L2）

およびAGGGGAAAGCGTAATACAGAAGG（MGST2R2）であり、PAM配列は下線を引

いた部分である。次に、2つのgRNA（各1.5 μMのcrRNA/tracrRNA混合物；Integrated DNA 

Technologies, Coralville, IA, USA）を組換え、Cas9タンパク質（100 ng/μL；GeneArt 

Platinum Cas9 Nuclease, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）とOpti-MEM I（Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA）に混合した。この混合物を⽤いてエレクトロポレーショ

ンを⾏うために、CUY21EDITエレクトロポレーター（BEX）と電極（LF501PT1-10;BEX, 

Tokyo, Japan）が使⽤された。エレクトロポレーションは、細胞に遺伝物質を導⼊するため

の⼀般的な⽅法であり、電場を利⽤して細胞膜に⼀時的な孔を形成し、遺伝物質が細胞内に

移⾏できるようにする技術である。エレクトロポレーションの具体的な操作として、まず胚

を電極の間に並べ、5 μLのCas9/gRNA混合物を胚に満たした。次に、30 Vの電圧で3 msec 

ON、97 msec OFFの設定で7回の電気パルスを加えた。この電圧とパルス設定は、細胞に最

適な遺伝物質導⼊効率を達成するために最適化されている。エレクトロポレーションの実

施中、胚の操作は実体顕微鏡下で⾏われ、正確な位置調整と混合物の均等な分布が確保され

た。この⽅法により、DSBsが修復される。この過程で起こるエラーにより、⽋失（indel）

が導⼊され、MGST2 遺伝⼦の機能を喪失させることができた。 
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2.3 遺伝⼦型の解析 

1. DNA 抽出 

材料準備 

KANEKA Easy DNA Extraction Kit version 2 (KN-T110005, フナコシ, Japan) 

 

プロトコル 

• マウスの尾を3 mm切断し、組織⽚を0.2 mlのPCRチューブに移して再び氷上で保持し 

た後、サンプルを-80 ℃で20分間凍結した。 

• 次に、KANEKA Easy DNA Extraction Kit version 2を⽤いて、以下のステップを実⾏

する。 

• サンプルチューブに50 μLの溶液Aを加え、優しくタッピングしてよく混ぜる。 

• 遠⼼機でサンプルチューブをスピンし、サンプルを収集する。 

• サンプルチューブを98℃で15分間インキュベートする。 

• サンプルを取り出し、室温に5分間戻す。 

• サンプルに7µlの溶液Bを加え、優しくタッピングしてよく混ぜる。 

• 4℃で10,000rpmで5分間遠⼼分離する。 

• 上澄みを新しい0.5mlのチューブに移し、使⽤するまで氷上で保持する。 

 

 

 

 

 

 

 



 17 

2. PCR 反応 

材料準備 

1) Primers (5 uM): 

Name Sequence Tm(˚C) 

Forward primer 5′-TTCTAGTAGATAGTCCTGGTACCCAAC-3′ 62.5 

Reverse primer 5′- CCACCATGCTGAAGAGACAA-3′ 64 

2) 5x Q5 reaction Buffer (B9027S, NEB，New England) 

3) dNTP Mixture (2.5 mM, BL301B, TakaraBio, Japan) 

4)Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polymerase (M0493S, NEB, New England) 

5) aMQW: Invitrogen Ultra pureTM distilled water (10977015, Thermo Fisher Scientific, 

USA) 

 

反応液 

PCR反応液の調製 x1 (μL) Final concentration 

aMQW 4.1 - 

5μM MGST2-forward primer 1 500 nM 

5 μM MGST2-reverse primer 1 500 nM 

2.5 mM dNTP Mixture 0.8 200 nM 

5x Q5 reaction buffer 2 1x 

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polymerase 0.1 0.02 U/μL 

1/10x genomic DNA 1 - 

Total 10 - 
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3. PCR増幅 

サーマルサイクリング 

ステップ 温度 (˚C) 時間 サイクル数 

初期変性 98 30 sec 1 

変性 98 5 sec 30 

アニーリング 66 10 sec 30 

延⻑ 72 10 sec 30 

最終延⻑ 72 2 min 1 

保持 4 無限 - 

 

4. ゲル電気泳動 

材料準備 

1) アガロース(100 g, D00347, FastGeneTM, Japan) 

2) Atlas ClearSight DNA Stain (50 μL, BHS0018, BIOATLAS, Denmark) 

 

プロトコル 

• 2%アガロースゲルを準備する。 

• PCR産物の各チューブに2 μLのNovel Juiceを追加する。 

• PCR産物をゲルのウェルにロードする。 

• ゲルを100Vでゲルの先端が⼗分に移動するまで電気泳動する。 

• UVライト下でDNAバンドを可視化する。 
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2.4 シーケンシング解析 

材料準備 

材料 備考 

PCR産物 遺伝⼦型解析で得られたもの 

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden, Germany 

oligonucleotide primer 5′-TTCTAGTAGATAGTCCTGGTACCCAAC-3′ 

Big Dye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit 
Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, USA 

ABI PRIsm 3130 Genetic Analyzer Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, USA 

NCBIリファレンスシーケンス NM_174995.3 

 

プロトコル 

• PCR産物のゲル精製 

遺伝⼦型解析で得られたPCR産物を⽤いて、QIAquick Gel Extraction Kitのプロトコルに

従って、ゲル精製を⾏う。 

• シーケンシング反応 

精製したPCR産物は、オリゴヌクレオチドプライマー（ 5′-TTCTAGTAGATAGTCCT 

GGTACCCAAC-3′）とBig Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitを⽤いて、シーケ

ンシングを⾏った。 
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反応液 

Big Dye 8μL 

PCR products 3 ng 

Primer 3.2 pmol 

Deionized water up to 20μL 

Total 20μL 

 

サーマルサイクリング 

ステップ 温度 (˚C) 時間 サイクル数 

初期変性 96 1 min 1 

変性 96 10 sec 25 

アニーリング 50 5 sec 25 

延⻑ 60 4 min 25 

保持 4 無限 - 

 

• エタ沈精製 

ステップ 詳細 

エタノール/EDTA/酢酸ナトリウム精製 反応済みサンプル20μL 
125 mM EDTA 2μL 
3 M 酢酸ナトリウム 2μL  
100% エタノール 50μL 

室温放置 15 min 

遠⼼ 室温 2000 g×45 min 

遠⼼ 液をピペッティングで除去後、 
裏返して遠⼼ 185 gでフラッシュ 
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70% エタノール 70 μL 

遠⼼   室温 2000g×15min 

遠⼼ 液をピペッティングで除去後、 

裏返して遠⼼ 185 g x 1 min 

Dry up - 

 

• キャピラリー電気泳動 

精製したシーケンシング反応産物をABI PRIsm 3130 Genetic Analyzerにロードする。 

• データ解析 

得られたシーケンスデータをNCBIリファレンスシーケンス（NM_174995.3）と⽐較し、

シーケンシングを解析する。 
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2.5 MGST2 遺伝⼦のノックアウトホモ接合体 MGST2−/−マウス

系統の確⽴ 

ヘテロ接合体のF1マウスは、ヘテロ接合体のG0マウス系統（#5、#11）と野⽣型C57BL/6J

を交配することで作出した。KO ヘテロ接合体のMGST2 +/- マウス系統は、ヘテロ接合体

のオスと野⽣型のメスを交配することで3世代にわたって維持した。KO ホモ接合体の

MGST2−/−マウス系統は、ヘテロ接合体の兄弟姉妹を交配することで次世代にわたって維

持した [図 3]。 

 

 

図 3. マウス交配過程（正⽅形：オス；円形：メス）。 
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2.6 磁気共鳴画像法解析 

パイロット研究では、野⽣型（WT）およびヘテロ接合体型（MGST2 +/-）マウスの眼

球形態の軸⾓および眼体積を測定した。測定は左眼（n=4、それぞれ）、右眼（n=4、そ

れぞれ）、および両眼（n=8）の以下のペアについて⾏った：F1（1ペア、8ヶ⽉齢、オ

ス）、F1（1ペア、7ヶ⽉齢、オス）、F2（1ペア、5ヶ⽉齢、オス、および F2（1ペア、4

ヶ⽉齢、オス）。詳細な実験条件および測定⽅法については、本研究の主な研究に記載し

ている。 

主な研究では、5ヶ⽉（20週齢）齢のWT マウス（n = 5、オス）およびホモ接合体MGST2 

−/−マウス（n = 5、オス）の眼球形態を、ボクセルサイズ90ミクロンの⾼解像度⼩動物MRI

により分析した。MRI解析に⽤いたマウスは、F6世代（1ペア）、F7世代（2ペア）、およ

びF8世代（2ペア）から取得した。これらのマウスはヘテロ接合体同⼠の交配から得られ、

個別にWTおよびホモ接合体MGST2−/−マウスとして確認した。⽐較はWTマウス（n = 5）

とホモ接合体MGST2−/−マウス（n = 5）の間で⾏った。各マウスは、4％ 濃度のイソフル

ラン35,36を空気と混合して⿇酔をかけた後、MRIスキャフォールドにうつぶせの姿勢で配置

した。マウスの⽣命徴候（呼吸数と体温を含む）は、MRI⼿順の全体を通じて注意深く監視

され、撮像セッション中に健康で安定していることを確認した。MRIデータの取得は、内径

23 mmの1H送受信ボリュームコイルを装備した4.7 T⼩動物MRIシステム（BioSpec, Bruker 

BioSpin, Ettlingen, Germany）を使⽤して⾏った。撮像シーケンス（⽔平取得）は、リラク

ゼーションエンハンスメント（TurboRARE）を伴うT2強調3Dターボラピッド取得であっ

た。眼球の完全なビューを得るために、以下の撮像パラメータを設定した：反復時間1800 

msec、エコー時間60 msec、エコートレイン⻑13、スライス厚0.09 mm、91スライス、視野

20 × 20 mm、マトリックスサイズ222 × 278。⽔平⾯、⾚道⾯、および⽮状⾯を⽣成する

ために、マルチプラナー再構築ツール（Horosソフトウェア（バージョン3.0、The Horos 

Project）の3D MAP）を使⽤した。再構築プロセスを実⾏するために、⽔平⾯を参照⾯とし
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て利⽤した。初めのステップでは、前⾓膜表⾯からレンズの最⼤直径の中⼼を通り後極まで

を描く眼軸を⽰す画像を選択した。次に、⽔平⾯に垂直で眼軸を通過する⽮状⾯を視覚的に

分析しながら定義した。⽔平⾯と⽮状⾯の両⽅に垂直な⾯を⾚道⾯とした (図 4A)。眼の⼨

法は、⽔平、⾚道、および⽮状画像でImageJソフトウェア（バージョン1.53K, NIH, Bethesda, 

MD, USA）を⽤いて測定した。 

眼球の形態解析を⾏うために以下の測定パラメータを定義した。これにより、WTマウス

とホモ接合体MGST2−/−マウスの眼球形態を⽐較した。軸⻑および軸⾓は、眼の⽔平⾯およ

び⽮状⾯の画像から測定した（図 4B,D）。眼軸⻑（線AP）は、前⾓膜表⾯（点A）からレ

ンズの最⼤直径の中⼼を通り後極（点P）までの距離として記録した。この測定により、眼

球の前後⽅向の⻑さを評価した。軸⾓（∠APL）は、眼軸（線AP）と脳の縦裂に垂直な線

（線PL）の間の⾓度として測定した。軸⾓の測定は、眼球の位置と⽅向を評価するために

重要である。眼の幅（線TN）は、眼の⽔平⾯および⾚道⾯で、眼軸に垂直な⽅向において、

側頭側（点T）と⿐側（点N）の間の距離として測定した（図 4B,C）。眼の幅の測定は、眼

球の横⽅向の広がりを評価するために使⽤した。体積は、⽔平⾯のスライスに設定された関

⼼領域（ROI）から測定し、特に画像の解像度に基づいて、眼全体のROIからのピクセル数

を変換して計算した。これにより、眼球の全体的な⼤きさを評価した。眼の⾼さ（線DV）

は、眼軸に垂直で⾚道⾯上の⽮状⾯で、背側（点D）と腹側（点V）の間の距離として定義

した（図4C,D）。眼の⾼さの測定は、眼球の垂直⽅向の広がりを評価するために⾏った。

眼球の断⾯積は、⽔平⾯、⾚道⾯、⽮状⾯でそれぞれ測定した（図 4B-D）。すべての測定

パラメータは、左眼（n = 5、それぞれ）、右眼（n = 5、それぞれ）、および両眼（n = 10）

についてImageJで個別に評価した。 
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図4. 眼球のMRI測定法。 (A) マウスの眼の⽔平⾯、⾚道⾯、および⽮状⾯の図。(B) ⽔平⾯の代表的な

画像（左眼）。軸⻑（線AP）：前表⾯（点A）から後極（点P）まで、レンズの最⼤直径の中⼼を通る距

離。眼の幅（線TN）：眼の側頭側（点T）と⿐側（点N）の間の距離で、眼軸に垂直。軸⾓（∠APL）：

眼軸（線AP）と脳の縦裂に垂直な線（線PL）の間の⾓度。眼球表⾯（薄⻩⾊）。（C）⾚道⾯の代表的

な画像（左眼）。眼の⾼さ（線DV）：眼の背側（点D）と腹側（点V）の間の距離。眼の幅（線TN）。 

(D) ⽮状⾯の代表的な画像（左眼）。眼の⾼さ（線DV）。軸⻑（線AP）。軸⾓（∠APL）。スケールバ

ー＝1 mm。 
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2.7 統計解析 

両眼が視覚情報処理に果たす役割と、MRIにおける両眼間の磁場不均⼀性の可能性（第4

節を参照）を考慮して、左眼と右眼のデータを統合し、左右眼の差異を解消することにした。

左右眼のデータを統合することで、個々の被験者間の差異を減らし、より普遍的な結論を得

ることができる。この⽅法により、データの⼀貫性と信頼性を確保し、両眼から得られる情

報を統合して、より正確な結果を導き出すことができる。関連（眼軸⻑、軸⾓、眼の幅、体

積、⾼さ、断⾯積）パラメータの測定に対する統計解析は、SPSS for Mac（バージョン28.0）

を使⽤して実施した。Studentのt検定において、p < 0.05を有意とし、すべてのデータは平

均値±標準偏差（SD）として⽰した。 
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第三章 結果 

3.1 MGST2 ノックアウトマウスの作製 

MGST2 遺伝⼦が眼の形態発達にどのような役割を果たすかを決定するために、

CRISPR/Cas9システムを使⽤しMGST2  KO マウスを作製した。まず、CRISPR/Cas9シ

ステムを⽤いて、MGST2 遺伝⼦のDNA認識部位を標的とするgRNA（Mgst2L2および

Mgst2R2）を設計し、これをマウス胚に導⼊した。導⼊⽅法としては、連続エレクトロポレ

ーション技術を⽤い、胚に効率よくgRNAとCas9タンパク質を導⼊した。結果として、処理

された149個の接合体のうち23個（15％）が出⽣し、そのうち9個（39％）がMGST2  KO 

マウスであることが確認された（図 5A,B）。 

続いて、G0世代の23匹のマウスのうち、10匹（#2、#5、#6、#7、#8、#10、#11、#12、

#19、および#23）を選び、これらのマウスからDNAを抽出した。抽出したDNAをPCR増幅

し、その産物をアガロースゲル電気泳動にかけたところ、#8のマウスだけがワイルドタイプ

（WT）遺伝⼦型（455 bp）を持ち、他の9匹のマウスはすべて KO 遺伝⼦型（約273 bp）

を⽰した（図 6A）。この結果は、選択したマウスのうち⼤部分がMGST2 遺伝⼦の変異を

有していることを⽰している。 

さらに、上記の10匹のマウスのうち、#5（♂）、#7（♂）、#10（♂）、#11（♂）、#12

（♂）、#19（♀）、および#23（♀）の7匹については、得られたPCR産物を⽤いてDNAシ

ーケンシングを実施した。シーケンシング結果により、これらのサンプルがすべてG0世代

マウスにおいてMGST2 遺伝⼦のエクソン2が⽋失していることが確認された。特に、これ

らのマウスはMGST2 遺伝⼦の KO であり、CRISPR/Cas9システムを⽤いたMGST2 遺

伝⼦の編集が成功したことが明らかとなった（図 6B）。 
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図 5. CRISPR/Cas9によるMGST2 KO マウスモデルの作製。(A) マウスのMGST2 遺伝⼦における

gRNA標的部位の模式図。エクソンは⻘いボックスで表されている。gRNA MGST2L2はピンクで⽰され、

gRNA MGST2R2は蛍光⻘で⽰されている。(B) Cas9/gRNA複合体による切断部位周辺のMGST2 エクソ

ン2のゲノム配列。プロトスペーサー隣接モチーフ（PAM）配列は⾚い枠で⽰されている。エクソン2の配

列は茶⾊で表されている。 
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図 6. CRISPR-Cas9によるMGST2 遺伝⼦標的のG0マウスの遺伝型。G0世代で⽣存した23匹のマウスの

うち、#2、#6、#5、#7、#8、#10、#11、#12、#19、および#23の10匹のマウスを遺伝型解析に使⽤した。

(A) G0世代のMGST2 遺伝⼦PCR産物の電気泳動。455 bp（WT）および約273 bp（変異型）のアンプリ

コンが得られた。M：マーカー、bp：塩基対、GT：遺伝型解析、Hetero：ヘテロ接合体、Homo：ホモ接

合体。 
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図 6. (B) 上記の遺伝型の PCR産物を DNAシーケンシング解析に使⽤した。#19（♀）マウスは 183 bp

の⽋失、#23（♀）は 182 bpの⽋失、#12（♂）は 185 bpの⽋失、#11（♂）は 182 bpの⽋失、#10（♂）

は 182 bpの⽋失、#5（♂）は 184 bpの⽋失、#7（♂）は 183 bpの⽋失を⽰した。エクソン 2 の配列は⾚

で⽰され、gRNA（MGST2L2, MGST2R2）は⻘で⽰されている。アスタリスクは、すべての配列でヌクレ

オチドが⼀致する位置を⽰している。 

 

 

 

B
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3.2 マウス眼球の磁気共鳴画像法 

パイロット研究では、WT マウスとヘテロ接合体 MGST2 +/− マウスの眼の形態を測定

した（表1参照）。具体的には、軸⾓度と眼体積を⽐較したが、これらのパラメータにおい

て、ヘテロ接合体 MGST2＋/― マウスとWT マウスの間に有意な差は⾒られなかった。この

結果から、MGST2 遺伝⼦のヘテロ接合状態では眼の形態に影響を与えないことが⽰唆さ

れた。そこで、本研究ではMGST2 遺伝⼦の完全な⽋失（ホモ接合体MGST2−/−）が眼の形

態に与える影響を明らかにするために、ホモ接合体MGST2−/−マウスとWT マウスを⽐較

することにした。 

図 7は、F6、F7、およびF8世代のマウス（WTおよびホモ接合体）の代表的な遺伝型を

⽰しており、これらは KO マウスライン#5のヘテロ接合体の交配による⼦孫であり、MRI

実験に使⽤された。解剖学的概観において、ホモ接合体MGST2−/− マウスおよびヘテロ接

合体MGST2 +/− マウスの眼と脳のMRI画像は、Horosソフトウェアでの⽔平⾯、冠状⾯、お

よび⽮状⾯のいずれにおいても、WT マウスと⽐較して形態的に⼤きな変化は⾒られなか

った（図 8）。 

MGST2 遺伝⼦の KO が眼の⽅向性の変化を引き起こすかどうかを調べるために、図 

4Bおよび図 4Dに⽰すように、WTマウスおよびホモ接合体MGST2−/− マウスの⽔平⾯お

よび⽮状⾯で軸⾓を測定した。左眼、右眼、または両眼の軸⾓には有意な差は⾒られなかっ

た（表 2A）。次に、MGST2 遺伝⼦が眼の形態に影響を与えるかどうかを確認するために、

マウスの眼の体積を⽐較した。解析計算の結果、ホモ接合体MGST2−/− マウスの眼の体積

は、WTマウスと⽐較して5.6％増加していることが⽰された（表 2A、図 9A）。 

眼の体積増加の原因を理解するために、眼軸⻑、眼の⾼さ、眼の幅を測定した。測定の結

果、ホモ接合MGST2−/− マウスは、WT マウスと⽐較して、⽔平⾯および⾚道⾯の両⽅で

眼の幅が3％増加し（図4B,C；表 2A；図 9B,C）、⾚道⾯および⽮状⾯で眼の⾼さが2.4％

増加した（図 4C,D；表2B；図 9D,E）。対照的に、眼軸の⻑さにはホモ接合MGST2−/− マ
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ウスとWT マウスの間に差は⾒られなかった（表 2A）。眼の幅と⾼さが増加したため、⾚

道⾯の⾯積も変化すると予想された。後続の分析により、ホモ接合MGST2−/− マウスの⾚

道⾯の⾯積がWTマウスより4.6％⼤きいことが⽰された（表 2B；図 9F）。結果の信頼性

を確保するために、⽔平⾯および⽮状⾯の⾯積も測定した。結果は、ホモ接合MGST2−/− マ

ウスの⽔平⾯の⾯積がWTマウスより2.4％、⽮状⾯の⾯積が3.6％⼤きいことを⽰した（表 

2A；図 9G,H）。 

全体として、ホモ接合MGST2−/− マウスとWTマウスの間で眼軸⻑および眼軸⾓には有

意な差は⾒られなかった。しかし、形態測定解析により、ホモ接合MGST2−/− マウスの眼

の⾼さ、幅、および体積がWTマウスよりも有意に⼤きいことが⽰され、MGST2−/− マウス

の眼が拡⼤していることが⽰唆された。 
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表 1. WT マウスおよびヘテロ接合体 MGST2＋/― マウスの異なる年齢ペアにおける眼形態の定量解析

データ。 

 

Horizontal plane 

Genotype WT MGST2+/- p WT MGST2+/- p 

 Volume (mm3) Axis Angle (˚) 

L 21.88 ± 1.99 22.2 ± 0.97 0.63 28.42 ± 1.9 31.75 ± 4.5 0.24 

R 22.25 ± 1.81 22.53 ± 1.6 0.73 28.87 ± 4.1 28.73 ± 4.9 0.95 

L+R 22.13 ± 1.9 22.2 ± 1.3 0.51 28.64 ± 3.4 27.68 ± 5.3 0.33 

Sagittal plane 

Genotype WT MGST2+/- p    

 Axis Angle (˚)    

L 33.12 ± 3.3 32.16 ± 2.3 0.46    

R 33.76 ± 2.9 32.75 ± 3.3 0.65    

L+R 33.44 ± 2.9 32.46 ± 2.7 0.52    
以下のペアについて測定を⾏った：F1（1ペア、8ヶ⽉齢、オス）、F1（1ペア、7ヶ⽉齢、オス）、

F2（1ペア、5ヶ⽉齢、オス）、および F2（1ペア、4ヶ⽉齢、オス）。左眼（L, n = 4、それぞれ）、右

眼（R, n = 4、それぞれ）、および両眼（L + R, n = 8）のデータは平均値±標準偏差（SD）として⽰され

ている。測定は⽔平⾯と⽮状⾯の 2つの異なる平⾯で⾏われた。以下のパラメータが測定された：⽔平

⾯での体積と軸⾓、および⽮状⾯での軸⾓。統計検定は L、R、および L + R に対して⾏われ、p値は対

応のあるサンプル t検定を⽤いて計算された。 
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図 7. KOマウスライン#5のF6、F7、およびF8世代のマウスの遺伝型。MRI実験のサンプルとしてWTお

よびホモ接合型の遺伝⼦型を選択した。F6世代の1ペア、F7世代の2ペア、F8世代の2ペア、合計10匹のマ

ウスをMRI解析および⽐較に使⽤した。M: マーカー、bp: 塩基対、WT: 455 bp、 : 271 bp、GT: 遺伝型、

GEN.: 世代、Hetero: ヘテロ接合体、Homo: ホモ接合体。 
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図 8. WT（A）およびホモ接合MGST2−/−（B）マウスの代表的なMRI画像。眼と脳の解剖学的概観には

顕著な変化は⾒られない。上段のパネルは、WTマウス（1, 2, 3）およびホモ接合MGST2−/−マウス（7, 8, 

9）の⽔平⾯、冠状⾯、および⽮状⾯における右眼のクローズアップビューを⽰している。下段のパネルは、

WTおよびホモ接合MGST2−/−マウスの⽔平⾯（4, 10）、⽮状⾯（5, 11）、および冠状⾯（6, 12）におけ

る脳を⽰しており、マルチプラン再構築によって構築された。スケールバー＝1 mm。 
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表 2. WTおよびホモ接合MGST2−/−マウスの眼形態に関する定量解析データ。 

 

Horizontal Plane (A) 

Genotype WT MGST2-/- p WT MGST2-/- p 

 Axis Angle (˚) Volume (mm3) 

L 23.06 ± 1.54 23.19 ± 1.52 0.97 22.3 ± 0.68 22.3 ± 0.68 0.17 

R 23.24 ± 3.49 23.5 ± 0.83 0.88 21.9 ± 1.01 23.8 ± 0.24 0.07 

L+R 23.16 ± 2.57 24.16 ± 1.53 0.92 22.1 ± 0.97 23.4 ± 1.33 0.01 

Genotype WT MGST2-/- p WT MGST2-/- p 

 Width (mm) Axis Length (mm) 

L 3.29 ± 0.07 3.39 ± 0.07 0.07 3.34 ± 0.03 3.33 ± 0.05 0.86 

R 3.31 ± 0.05 3.41 ± 0.04 0.02 3.34 ± 0.04 3.32 ± 0.04 0.61 

L+R 3.3 ± 0.05 3.4 ± 0.06 0.005 3.33 ± 0.03 3.31 ± 0.03 0.64 

Genotype WT MGST2-/- p    

 Area (mm2)    

L 9.32 ± 0.25 9.53 ± 0.25 0.23    

R 9.14 ± 0.17 9.38 ± 0.23 0.1    

L+R 9.23 ± 0.23 9.45 ± 0.24 0.046    

Equatorial Plane (B) 

Genotype WT MGST2-/- p WT MGST2-/- p 

 Width (mm) Height (mm) 

L 3.23 ± 0.04 3.29 ± 0.06 0.15 3.18 ± 0.03 3.22 ± 0.04 0.22 

R 3.22 ± 0.06 3.32 ± 0.02 0.01 3.11 ± 0.08 3.24 ± 0.07 0.04 

L+R 3.22 ± 0.05 3.10 ± 0.05 0.002 3.15 ± 0.08 3.23 ± 0.06 0.02 

Genotype WT MGST2-/- p    

 Area (mm2)    

L 8.96 ± 0.18 9.17 ± 0.19 0.12    

R 8.56 ± 0.33 9.19 ± 0.25 0.001    

L+R 8.76 ± 0.33 9.18 ± 0.21 0.003    
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SagiCal Plane (C) 

Genotype WT MGST2-/- p WT MGST2-/- p 

 Axis Angle (˚) Axis Length (mm) 

L 22.8 ± 3.72 26.4 ± 3.99 0.17 3.39 ± 0.03 3.39 ± 0.06 0.95 

R 23.4 ± 4.26 21.8 ± 3.77 0.53 3.37 ± 0.04 3.34 ± 0.03 0.17 

L+R 23.1 ± 3.78 24.1 ± 4.39 0.59 3.38 ± 0.04 3.36 ± 0.05 0.46 

Genotype WT MGST2-/- p WT MGST2-/- p 

 Height (mm) Area (mm2) 

L 3.29 ± 0.06 3.38 ± 0.03 0.045 8.83 ± 0.22 9 ± 0.25 0.29 

R 3 ± 0.2 3.27 ± 0.25 0.034 8.45 ± 0.16 8.93 ± 0.18 0.002 

L+R 3.26 ± 0.07 3.34 ± 0.06 0.025 8.64 ± 0.27 8.97 ± 0.21 0.008 
以下のペアについて測定を⾏った：F6（1ペア、5ヶ⽉齢、オス）、F7（2ペア、5ヶ⽉齢、オス）、F8（2

ペア、5ヶ⽉齢、オス）。左眼（L, n = 5、それぞれ）、右眼（R, n = 5、それぞれ）、および両眼（L + R, 

n = 10）のデータは平均値±標準偏差（SD）として⽰されている。測定は⽔平⾯、⾚道⾯、および⽮状⾯

の3つの異なる平⾯で⾏われた。以下のパラメータが測定された：⽔平⾯（A）での軸⾓、体積、幅、軸

⻑、および⾯積；⾚道⾯（B）での幅、⾼さ、および⾯積；⽮状⾯（C）での軸⾓、軸⻑、⾼さ、および

⾯積。各測定のサンプルサイズは、各眼に対して5、両眼に対して10であった。統計検定はL、R、および

L + Rに対して⾏われ、p値はStudentのt検定を⽤いて計算された。 
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図 9. 眼の形態測定解析 
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図 9. 眼の形態測定解析。各測定パラメータに対するホモ接合 MGST2−/−のWT に対する相対値の箱ひげ

図およびドットプロット。各パネルの標準化は WT の平均値によって計算された。縦軸は相対値を表し、

横軸は左眼（L, n = 5, 各）、右眼（R, n = 5, 各）、およびWT およびホモ接合 MGST2−/−サンプルの左眼

と右眼の合計（L + R, n = 10）をそれぞれ表す。下のヒンジ、中央の太線、および上のヒンジは、それぞれ

第 1 四分位数、中央値、第 3 四分位数を表す。ひげは四分位範囲の 1.5 倍以内の最も極端なデータ点まで

伸びる。ひげの範囲外のデータ点は外れ値として⽰される。*：p < 0.05、**：p < 0.01。 
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第四章 考察 

4.1 研究結果の考察 

本研究の⽬的は、MGST2 遺伝⼦が眼の発達、眼の⽅向性、全体的な眼の形態において、

共同性斜視の発⽣の背景として考えられる斜視感受性遺伝⼦の候補としての役割を果たす

かどうかを調べることであった。MGST2 遺伝⼦ノックアウトモデルを⽤いて、⾼解像度⼩

動物 MRI により眼の軸⻑、軸⾓、幅、⾼さ、⾯積、および体積を測定した。結果は、ホモ

接合MGST2−/− マウスの眼がWT マウスの眼よりも⼤きいことを⽰したが、軸⻑および軸

⾓には変化が⾒られなかった。 

眼軸⾓および眼軸⻑の測定において、WT マウスとホモ接合MGST2−/− マウスの間に有

意な差が⾒られなかった。左眼、右眼、または両眼の軸⾓のいずれにおいても、WT マウス

とホモ接合MGST2−/− マウスの間に統計的に有意な差は⾒られなかった。MGST2 遺伝⼦

が眼の⽅向性を決定する上で重要な役割を果たしていない可能性もある。⼀⽅、ホモ接合

MGST2−/− マウスの眼の体積がWT マウスと⽐較して有意に増加していることは、MGST2

遺伝⼦が全体的な眼の⼤きさに影響を与えている可能性がある。つまり、MGST2 遺伝⼦の

⽋損が眼の発達や形態に影響を与え、眼の体積が増加することを⽰している。観察された眼

の⾼さと幅の変化が、眼の体積の増加に寄与している。眼の⾯積は、3つの平⾯すべてで差

が⾒られたが、⾚道⾯が最も⼤きく、次いで⽮状⾯および⽔平⾯の順である。このことは、

MGST2 遺伝⼦の⽋失が眼の空間的な⼨法に影響を与え、その影響が特定の平⾯でより顕著

に現れることを⽰している。 

MGST2 遺伝⼦は、重要な脂質メディエーターである LTC4の合成に重要な役割を果たし

ており、これは内部受容体に結合して NADPHオキシダーゼ 4（NOX4）の核および細胞の

核周囲領域への移⾏を引き起こし、活性酸素種（ROS）の⽣成、核 DNAへの酸化的損傷、

アポトーシスおよびネクローシスの誘導をもたらす 28。ER ストレスによる細胞死は、
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MGST2 KO ホモ接合 MGST2−/− マウスの腎臓で減少することが⽰されている 28,37。

MGST2 遺伝⼦による ER ストレス誘導アポトーシスは眼では報告されていないが、現時点

でのデータは、MGST2 遺伝⼦が眼の発達過程においても重要な役割を果たしていることを

⽰唆している。ホモ接合MGST2−/− マウスで観察された眼の体積増加は、MGST2 遺伝⼦

⽋損による細胞死の減少に起因する可能性が⾼い。MGST2 KO ヘテロ接合 MGST2+/− マ

ウスにおけるアポトーシスのメカニズムは未知のままである。本研究でヘテロ接合体

MGST2+/− マウスが軸⾓および眼の体積に有意な変化を⽰さなかった理由は、少なくとも

1つの正常な MGST2 遺伝⼦コピーがあるためである、それが眼の構造の正常な発達および

分化を維持するのに⼗分であると考えられる。 

眼球およびその関連組織の形態と機能については、斜視に限らず広く知られている。この

研究では、眼球全体の表⾯積を測定することで眼球の拡⼤の結果を得た。眼球表⾯の⼨法が

変化することで、眼外筋の強膜への付着に異常が⽣じる可能性がある。その場合、関連する

筋⾁の作⽤⽅向に眼の動きがある程度変化し、それが斜視の発⽣につながる可能性がある

38。また、眼球の形態異常、例えば眼軸⻑の変化は屈折異常を引き起こす。近視、遠視、乱

視といった視⼒の問題は、眼球の形態と密接な関係がある 39,40。例えば、近視は眼軸が過度

に⻑いために、光が網膜上で正確に焦点を結ばず、網膜の⼿前で焦点が結ばれることで発⽣

する。⼀⽅で遠視は、眼軸が短いために、光が網膜の後⽅で焦点を結ぶ。また、乱視は⾓膜

やレンズの曲率異常に関連して発⽣する 41,42。さらに、⾓膜の形態変化は視⼒機能にも⼤き

な影響を与える可能性がある。例えば、円錐⾓膜は⾓膜が薄くなり前⽅に突出する疾患であ

り、この形態異常により光が正確に網膜に焦点を結べず、視界がぼやける。この疾患は、形

態異常が視機能に与える影響の深刻さを明確に⽰している。他の形態変化による疾患の例

としては、緑内障が挙げられる。緑内障は眼圧の上昇によって眼球内部が拡張し、場合によ

っては眼球の体積が増加することがある 43。眼球突出症もまた、典型的な形態変化の⼀例で

ある。この場合、眼軸⻑や眼軸⾓には直接的な影響を与えないが、眼球の顕著な拡張が⾒ら
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れる 44。また、先天性や後天性の眼疾患、さらには頭蓋内圧の上昇などの神経系疾患も、眼

球形態の変化を引き起こす可能性がある 45-48。 

時に、眼球形態異常が⽬の機能障害の原因となることもあれば、逆に⽬の機能障害が眼球

形態に影響を与えることもある。例えば、網膜剥離では、網膜が正常な位置から剥がれ、形

態が変化し、視⼒が失われる。網膜の形態異常は光受容体細胞の配列を乱し、視覚信号の伝

達に影響を与える 49。同様に、ドライアイは涙膜の構造不安定が形態異常を引き起こし、結

果として涙膜の機能が低下し、眼表⾯の乾燥や不快感が⽣じる。この機能障害はさらに眼表

⾯の組織に形態的な損傷を引き起こし、悪循環を⽣み出す 50。 

総括すると、眼球および関連組織の形態と機能の関係は、眼科研究における中⼼的な課題

である。形態異常は通常、機能障害を引き起こし、機能障害はさらに組織の形態を変化させ

る。この相互作⽤は多くの眼科疾患に⾒られ、屈折異常から網膜疾患や⾓膜病変、さらには

斜視に⾄るまで、それぞれの疾患の発症メカニズムは形態と機能の緊密な関係を反映して

いる。これらの事例は、眼の形態に影響を与える要因の複雑性と多⾯性を⽰している。現在

の動物モデルの結果は共同性斜視に直接適⽤するには限界があるかもしれないが、眼の形

態や発達の変化の潜在的な原因を広く理解することは、斜視の発⽣機序を解明する⼿がか

りとなるだろう。 
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4.2 研究の限界 

この研究における⽅法論的制限として、眼の特定の構造や組織の画像化は MRI条件に依

存することがある。これらの構造の⼩さな変化は、⾼解像度でも観察できないことがある。

将来の観察では、MRI 造影剤の使⽤がこの制限を克服するのに役⽴つかもしれない。MRI

造影剤は、画像のコントラストと明瞭度を⾼め、組織構造の詳細を提供する物質である 51。 

また、この実験には画像の歪みが存在する可能性がある。主磁場の均⼀性はアイソセンター

からの距離とともに劣化するため、画像可能領域の端に歪みが⽣じる 52,53。画像の歪みによ

り、左眼および右眼のそれぞれが画像上で伸びたり縮んだりする可能性がある。⽐較のため

の 2 つのグループのマウスはほぼ同じ年齢であり、MRI の位置合わせもできるだけ⼀定に

しているため、画像の歪みの影響はマウス間でほぼ等しいと考えられる。また、分析中に⽣

じる可能性のある画像の歪みを避けるために、WT マウスと MGST2  KOホモ接合MGST2

−/− マウスのデータの⽐較には、同じ眼（右眼または左眼のみ）を使⽤した。さらに、この

研究で使⽤された TurboRARE シーケンスは、MRI パルスシーケンスの中で主磁場の不均

⼀性に最も鈍感であるため、画像の歪みは最⼩限であり、バイアスも限定的である。両眼の

視覚統合への参加および解剖学的構造の対称性も考慮し、個体差を減らし、データの信頼性

を向上させるために、左眼と右眼のデータを統合して解析することを決定した。この⽂脈に

おいて、既存のバイアスはWT マウスと MGST2  KOホモ接合MGST2−/− マウス間の形

態学的差異の解釈に最⼩限の影響を与えるだろう。 

  現在、実際の MRI装置の主磁場の完全な均⼀性を達成することは依然として困難であり、

画像の歪みを完全に避けることはできない。将来の研究では、主磁場マップを取得し、後処

理で画像の歪みを補正することで、測定精度を向上させることができるだろう 54。 

この研究の主な制限は、マウスモデルがヒトの共同性斜視のような臨床疾患の解析に適し

ているかどうかという問題である。ヒトは⾼解像度の視⼒を持つ⻩斑構造の網膜を持ってい

る。ヒトの⽬は前⽅に位置し、広い視野を持ち、両眼が重なることで両眼視が可能である。
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また、ヒトの⽬は結膜の背景に⾓膜が⾒える特徴があり、⽬の位置と視線の⽅向性がわかり

やすくなっている。対照的に、マウスは頭の両側に⽬があり、まぶたの間に⾓膜のみが⾒え、

結膜は⾒えないため、⽬の位置と視線の⽅向性を特定するのが難しい。これらのヒトとマウ

スの違いがあっても、マウスは両眼の重なる視野が⼩さいながらもあり両眼視を持っている。

この状況下で、マウスモデルはヒトの共同性斜視のメカニズムを理解するための有意義な

⼿がかりになりうる。眼球に付着する眼外筋は、共同性斜視の形態変化の候補となりうる

55,56。つまり、眼球の形が異なる場合、眼外筋が発揮するトルクが変わり、そのために⽬の

位置がずれて共同性斜視が発⽣する可能性がある。 
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第五章 結論と今後の発展 

本研究では、MGST2 遺伝⼦が眼球の発達、配置、全体的な形態に与える影響を調べるた

めに、CRISPR/Cas9 技術を使って MGST2 遺伝⼦ KO マウスモデルを作成した。そして

MRI ⽅法を使⽤して KO マウスと野⽣マウスの眼球の三次元画像を⽐較分析することで、

MGST2 遺伝⼦が眼球の発達過程で具体的に果たしている役割や、眼球の解剖学的構造や形

態に与える影響を詳しく解析できた。MGST2−/− マウスの眼球の⾼さ、幅、および体積、

つまり、MGST2−/− マウスの眼球が有意に拡⼤していることを明らかにした。これらの形

態変化によって、眼球外壁に付着する外眼筋の効⼒に変化をきたし、眼球運動に影響して斜

視を発症するのではないかと推論された。この研究によって斜視発症の分⼦機序の⼀端が明

らかになり、斜視の治療法を考える上での新たな⼿がかりになると期待される。 
先⾏研究では、MGST2 KO ホモ接合 MGST2−/− マウスの腎臓では ER ストレスによる

細胞死が減少することが確認されている 28。同様のメカニズムが眼球発⽣にも関与し、結果

として眼球の体積が増加する可能性がある。本研究では MGST2 遺伝⼦が眼球の発達にお

いて重要な役割を果たしていることが確認され、その⽋失が形態異常を引き起こす新たな

知⾒が得られた。この知⾒は、斜視を含む眼疾患の予防や治療に向けた新たなアプローチの

開発に寄与できるものである。 

本研究の意義は、眼球形態の異常に関する新たな病因を明らかにすることで、眼疾患の早

期診断と効果的な治療法の開発に貢献できる点にある。斜視やその他の眼疾患の原因を理

解し、これに基づいた新しい治療戦略を構築する基盤を提供する。この研究は、遺伝⼦治療

や精密医療の分野における重要なステップとなり、眼疾患による視覚障害の軽減や⽣活の

質の向上に寄与することが期待される。今後の展望として、さらに詳細な分⼦メカニズムの

解明が必要であり、MGST2 遺伝⼦の⽋失が引き起こす具体的な細胞レベルの変化や、他の

眼疾患との関連性を調査することが求められる。また、この遺伝⼦の変異がヒトの眼球形態

異常や斜視にどのように影響するかを研究することも重要である。 
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