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研究成果の概要（和文）：結膜線維芽細胞由来の培養上清は単核球細胞THP-1の遊走能を亢進し、筋線維芽細胞
由来の培養上清では遊走能が低かった。線維芽細胞培養上清のTHP-1細胞遊走はCCR2阻害剤やMCP-1中和抗体によ
り抑制された。さらに、筋線維芽細胞培養上清ではMCP-1濃度が低下していることが分かった。
LysM-eGFPマウスを用いた4次元イメージングにより、結膜表面へのMCP-1刺激によりLysM陽性細胞数は増加し、
細胞運動速度が上昇した。CCR2阻害剤投与により細胞数および運動速度は低下したことから、MCP-1は結膜局所
においてCCR2を介しLysM陽性細胞を集積、活性化させるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The conditioned medium of conjunctival fibroblast cells increased migration 
of monocyte THP-1 cells. On the other hand, the conditioned medium of myofibroblast cells presented 
lower chemotactic activity of THP-1 migration in a comparison with medium of fibroblast. These 
migrations were inhibited by CCR2 inhibitor and MCP-1 neutralizing antibody. Additionally, the 
concentration of MCP-1 was decreased in conditioned medium of myofibroblast compared with 
conditioned medium of fibroblast.
We performed 4-dimentional live imaging using LysM-eGFP mice, and found that the number of LysM 
positive cell and the cell velocities were increased by MCP-1 administration to conjunctival 
surface. The effects of MCP-1 on conjunctiva, such as increased cell number and cell velocities, 
were suppressed by CCR2 inhibitor. These results indicated that LysM positive cells were accumulated
 and activated by MCP-1 through CCR2 receptor at conjunctiva.
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１．研究開始当初の背景 
 我が国の成人の失明原因第一位は緑内障
であり、その治療は眼圧を下降させることを
目的として行われる。治療の基本は点眼によ
る薬物治療であるが、十分な眼圧下降が認め
られない場合や、点眼治療だけでは視野障害
の進行が抑制されない場合は手術が必要と
なる。トラベクレクトミーは代表的な緑内障
手術で、房水を結膜下へ誘導するバイパス路
を作成し、濾過胞を作成することで眼圧を下
降させる。眼圧下降効果は高く、有効性の高
い手術ではあるが、一方で時間経過とともに
効果が減弱、消失する症例が存在する。その
主な原因は、結膜下の過剰な炎症反応による
結膜組織の瘢痕化であると考えられる。この
ような、手術予後不良の原因を探るため我々
はこれまでに臨床サンプルの解析、動物モデ
ル、細胞実験等様々な検討を行ってきた結果、
房水中に含まれるサイトカインMCP-1濃度が
トラベクレクトミーの治療成績に影響する
ことを明らかにし、MCP-1 が結膜下で炎症細
胞を誘導することによって過剰な炎症反応
と瘢痕化を促進させ、手術効果を消失させる
モデルを提唱している。しかし、生体結膜組
織中でのMCP-1の作用を動的な視点で解析し
た報告は無い。近年、2 光子顕微鏡を用いた
4 次元イメージング技術により、生きた動物
の組織中の細胞動態を解析することが可能
となった。我々はこの技術を利用し、マウス
の結膜組織の炎症細胞の4次元イメージング
に成功した。この技術を応用することで、過
剰炎症による結膜組織瘢痕化の分子機構の
解明につながるものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
我々が確立した2光子顕微鏡を用いた生体結
膜組織中の炎症細胞の4次元イメージング技
術を利用して、MCP-1 を含めた房水中サイト
カインの結膜組織の炎症細胞動態への影響
を明らかにし、緑内障手術後の結膜組織瘢痕
化の分子機序の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)2光子顕微鏡による結膜組織の4次元イメ
ージング 
 炎症細胞（主に好中球）をラベルした
Lysosome M-eGFP マウスを用い、結膜下組織
を当施設の 2 光子顕微鏡（オリンパス 
Fluoview FV1000MPE）を用いて非侵襲的にリ
アルタイムに観察した。結膜下の炎症細胞の
定常状態を観察したのち、観察用のアイカッ
プ内へ MCP-1 および CCR2 阻害剤を含む PBS
を入れ結膜表面に MCP-1 および CCR2 阻害剤
を暴露させた。MCP-1 暴露後の eGFP 陽性細胞
を観察し、細胞数、遊走速度等を解析した。 
(2)培養細胞での細胞遊走評価 
ヒト由来単球系細胞株のTHP-1細胞を用いて
細胞遊走評価を行った。ヒト結膜線維芽細胞
（HconF、ScienCell 社）の培養上清およびヒ
ト結膜線維芽細胞をTGF-β2刺激により筋繊

維芽細胞へ形質転換させた培養上清を回収
し、THP-1 細胞へ添加した。THP-1 細胞は、
ポアサイズ 5µmポリカーボネート膜付きイン
サート上に播種し、各培養上清添加後にイン
サートより遊走する細胞数をカウントした。
また、線維芽細胞および筋線維芽細胞培養上
清中のサイトカイン濃度をマルチプレック
スイムノアッセイ法にて測定した。 
 
４．研究成果 
(1)2光子顕微鏡による炎症細胞の4次元イメ
ージングの結果、定常状態に比べ MCP-1 処置
30-60 分後の結膜組織中の炎症細胞数は増加
し、細胞の活動性を示す細胞の移動速度も有
意に上昇していた。MCP-1 の受容体である
CCR2 の阻害剤の添加により、MCP-1 処置によ
り認められた細胞数の増加、運動速度の亢進
は抑制された。 
(2)結膜線維芽細胞および結膜筋繊維芽細胞
の培養上清中サイトカイン濃度を比較した
結果、筋線維芽細胞培養上清で PDGF-AA、IL-6
の濃度が有意に高く、MCP-1 濃度が有意に低
い結果が得られた。筋繊維芽細胞培養上清に
対する THP-1 の遊走細胞数は、線維芽細胞培
養上清に対して優位に少なかった。線維芽細
胞培養上清による THP-1 の遊走細胞数は抗
MCP-1中和抗体およびCCR2阻害剤で有意に抑
制された 
 
本研究により、結膜組織中の細胞より MCP-1
が分泌されていることが明らかとなり、また
形質転換によりその分泌能が変化すること
も明らかとなった。4 次元イメージングによ
り結膜局所のMCP-1濃度の上昇が炎症細胞の
遊走および活性化を起こすことが明らかと
なり、結膜組織の炎症状態において MCP-1 が
重要な因子として働くことが明らかとなっ
た。 
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