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研究成果の概要（和文）：線維柱帯細胞の貪食能におけるRho-ROCKシグナルの関与について検討を行った。
Rho-ROCKシグナルを活性化させるリゾフォスファチジン酸（LPA）やcalpeptinで刺激した線維柱帯細胞は濃度依
存的に貪食能が有意に低下した。LPAやcalpeptinによる貪食能の低下は、Rho阻害剤の添加により抑制され、さ
らにsiRNAを用いたRhoAのノックダウンでも抑制されることが示された。さらにROCK阻害剤であるY-27632はLPA
による貪食抑制を回復させる効果があることが確認された。このように、線維柱帯細胞ではRho-ROCKシグナルの
活性化により貪食が負に調節されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to investigate RhoA signaling effects on 
phagocytosis of trabecular meshwork (TM) cells. Rho activators, such as lysophosphatidic acid (LPA) 
and calpeptin, decreased phagocytic activity on TM cells. By contrast, Rho inhibitor suppressed the 
effects of LPA and calpeptin on phagocytosis. The knockdown of RhoA suppressed the effect of LPA on 
phagocytosis in TM cells. Moreover, ROCK inhibitor suppressed the effect of LPA on phagocytosis in 
TM cells. These results suggest that the RhoA signal pathway may regulate the phagocytic function in
 TM cells.

研究分野： 薬理学、生理学、眼科疾患、緑内障
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研究成果の学術的意義や社会的意義
線維柱帯細胞は眼圧調節において重要な働きをしていると考えられており、その機能解析は眼圧調節機構の理解
に極めて重要な意味を持つ。その線維柱帯細胞が持つ機能の一つとして貪食能がある。これは房水の眼外への排
出路となっている線維柱帯組織の恒常性維持に重要な作用である。今回の我々の研究では、線維柱帯細胞の貪食
能に対して、Rho-ROCKシグナルの活性化が負の制御を示すことを明らかにした。ROCK阻害剤は既に眼圧下降剤と
して臨床で使用されている。我々の結果は臨床で使用されている薬剤により線維柱帯の機能改善が期待できる可
能性を示していると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
緑内障は我が国において中途失明原因の第一位の疾患であり、世界的にも失明原因の上位を占
める疾患である。そのため、病態解明および有効な治療法の開発は社会的急務である。現在の
緑内障治療法は薬剤投与ならびに手術により眼圧を下降させることが唯一の手段である。眼圧
は房水の産生と流出のバランスにより維持されているが、緑内障において眼圧上昇の原因とな
るのは主に流出量の低下である。ヒトにおける房水流出量のおよそ 80％は房水排出の主経路で
ある線維柱帯・シュレム管経路より排出される。これまでの研究から、線維柱帯は細胞外マト
リックスの産生や分解、貪食作用による異物の除去を行うことで房水流出路の維持に寄与して
いると考えられている。緑内障患者の線維柱帯組織では細胞外マトリックスの異常蓄積や、線
維柱帯細胞数の減少などの構造的異常が確認されており、組織学的に見ても房水流出抵抗が増
加していることが示唆されている。しかし、緑内障の治療薬である眼圧下降剤の作用機序は房
水産生抑制および房水流出の副経路と言われるぶどう膜・強膜流出路からの流出増加作用を示
すものが主流であった。近年、アクチン細胞骨格の制御因子である Rho-associated kinase 
(ROCK)の阻害剤が緑内障治療薬として世界で初めて我が国で臨床応用された。ROCK 阻害剤
はこれまでの薬剤にはなかった房水流出の主経路を構成する線維柱帯やシュレム管内皮に作用
する薬剤である。ROCK 阻害剤は線維柱帯のアクチン細胞骨格の脱重合を促進することで、細
胞および組織の弛緩を促し、シュレム管内皮細胞の細胞間接着を弱めることで細胞間の房水流
出を促進し、シュレム管腔へと房水を導く作用があることが報告されている。しかし、これま
でに ROCK 阻害剤の線維柱帯細胞の貪食への影響について検討した報告は無い。 
線維柱帯細胞の貪食に関しては、αvβ5 インテグリン-focal adhesion kinase (FAK)シグナル
の活性化により貪食能が亢進するとの報告がある。さらに、デキサメサゾン刺激によりαvβ3
インテグリンの発現上昇および活性化レベルの上昇が認められており、αvβ3 インテグリンシ
グナルの活性化がαvβ5 インテグリン- FAK シグナルを抑制することが示されている。また、
マクロファージの研究においてアポトーシス細胞の貪食において Rho ファミリー分子の関与
が報告されており、RhoA シグナルの活性化により貪食が抑制され、RhoG シグナルの活性化
により貪食が亢進されることが示されている。線維柱帯細胞における Rho ファミリー分子に関
する研究はこれまで我々が行ってきた研究分野であるが、貪食との関係についてはこれまで明
らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
線維柱帯細胞の貪食作用を調節する分子機構を明らかにすることで、線維柱帯細胞の貪食作用
が関与する房水流出調節機構の解明を目指す。特に、本研究では Rho-ROCK シグナルと線維
柱帯細胞の貪食作用の関係を解明することを目的とし検討を行った。 
 
３．研究の方法 
実験には豚眼より採取、培養した線維柱帯細胞を使用した。細胞培養にはダルベッコ改変イー
グル培地（DMEM）に 10％濃度のウシ血清および抗生剤を加えた培地を使用した。リゾフォ
スファチジン酸（LPA）および calpeptin を RhoA 活性化剤として使用した。Rho 阻害剤とし
て C3 トランスフェラーゼ、ROCK 阻害剤として Y-27632 を使用した。RhoA および Rac1 の
活性は G-LISA® Rho and Rac1 activation assay kit（Cytoskeleton 社）を使用し測定した。
細胞の貪食は、pH感受性色素の pHrodo で標識した bioparticle (S.aureous)を 2 時間貪食させ、
その後セルソーターで細胞内の蛍光強度を測定した。 
RhoA のノックダウンは siRNA により実施した。Lipofectamine™ RNAiMAX を使用し RhoA 
siRNA を細胞内へ導入し、48 時間後に貪食能を評価した。RhoA のノックダウンの可否はウエ
スタンブロットによる RhoA タンパク発現量により評価した。 
デキサメサゾンによる貪食抑制に対する ROCK 阻害剤の効果についても検討を実施した。デキ
サメサゾン刺激 72 時間後に貪食能を評価し、ROCK 阻害剤である Y-27632 の有無による影響
を評価した。 
 
４．研究成果 
LPA および calpeptin による線維柱帯細胞の RhoA の活性化について評価した。10µM LPA お
よび 100µM calpeptin 添加 30 分および 1 時間後の線維柱帯細胞で有意な RhoA の活性化が認
められた。Rac1 の活性についても同様に検討を実施したが、LPA および calpeptin では添加
30 分および 1 時間後で活性化されていないことが確認された。本検討により、LPA および
calpeptin はこれまでの報告と同様に、線維柱帯細胞において RhoA を活性化させることが確
認できた。 
LPAおよび calpeptinの貪食作用への影響を検討した。RhoAの活性化が認められた 10µM LPA
および 100µM calpeptin 刺激 1 時間後に baioparticle を添加し貪食作用を評価した結果、両薬
物ともに有意な貪食低下を示した。この貪食低下と Rho-ROCK シグナルとの関係を調べるた
め、まず Rho 阻害剤による影響を検討した。LPA による貪食の低下は、Rho 阻害剤により有
意に抑制され、calpeptin による貪食低下も Rho 阻害剤添加により一部抑制された。さらに、
ROCK 阻害剤である Y-27632 を使用し、LPA の貪食低下に対する影響を検討したところ、LPA
と Y-27632 の同時添加により貪食能が LPA を添加していないコントロールと同じレベルとな



り LPA による貪食抑制作用を阻害した。さらに、siRNA による RhoA のノックダウンを行っ
た線維柱帯細胞を使用して LPA 刺激後の貪食作用について検討したところ、コントロール
siRNA を導入した細胞では LPA による貪食低下が認められたのに対して、RhoA をノックダ
ウンした細胞では LPA による貪食低下が認められなかった。また、RhoA をノックダウンした
細胞の貪食作用はコントロールとの差は認められず、RhoA ノックダウンによる貪食能の増加
は認められなかった。 
線維柱帯細胞の貪食低下作用が報告されているデキサメサゾンを使用し、ROCK 阻害剤の影響
を評価した。デキサメサゾン刺激 72 時間後に貪食作用を評価したところ、既報と同様に有意
な貪食の低下が認められた。Y-27632 をデキサメサゾンとともに添加し、72 時間培養後の貪食
能を評価したところ、デキサメサゾン単独で認められた貪食低下作用を抑制する結果が得られ
た。 
本研究の結果、Rho-ROCK シグナルの活性化を抑制する Rho 阻害剤や ROCK 阻害剤が、LPA
や calpeptin といった Rho 活性化剤による貪食低下を回復させること、RhoA のノックダウン
により LPA の貪食低下作用が認められなくなることから、Rho-ROCK シグナルの活性化が線
維柱帯細胞の貪食作用を負に調節していることが強く示唆された。緑内障と関連の深い TGF-
β2 は、線維柱帯細胞において RhoA を活性化させることが報告されている。またデキサメサ
ゾンも線維柱帯細胞で RhoA の活性化が認められている。今回の検討では TGF-β2 の貪食作
用への影響を直接的に検討することはできなかったが、デキサメサゾンに関しては ROCK 阻害
剤により貪食低下作用を抑制する結果を得た。今後、TGF-β2 や他の緑内障関連生理活性物質
と線維柱帯細胞の貪食作用検討を進めることで、線維柱帯細胞の貪食作用の低下が緑内障病態
に与える影響についての理解が進むと考えられる。また、本研究で使用した ROCK 阻害剤は臨
床で使用されている ROCK 阻害剤とは化合物が異なるが、臨床での ROCK 阻害剤の眼圧下降
機序の一つとして緑内障患者で低下した貪食作用の回復による房水流出路の抵抗低下が予想さ
れる。本研究では、貪食作用も含めた、線維柱帯細胞の機能回復の点から緑内障治療薬の創出
の可能性を示すことができたと考える。 
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