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研究成果の概要（和文）：結膜線維化におけるメカノストレスの影響はこれまで明らかではなかった。結膜線維
芽細胞のTGF-β2刺激によりメカノストレス伝達因子であるYAPとTAZが誘導された。α-SMA、細胞外マトリック
スはYAPノックダウンで抑制されたが、CCN family抑制にはYAP、TAZのダブルノックダウンを要した。FGF-2や柔
らかい基質は、α-SMA発現を抑制し相加効果をみとめたが、YAP/TAZには影響を与えなかった。以上から、
YAP/TAZは結膜線維芽細胞の線維化に必須だが、FGF-2や柔らかい基質は各々独立して線維化を抑制し、YAP/TAZ
の影響しない条件でもその効果を発揮しうることが初めてわかった。

研究成果の概要（英文）：The effects of mechanostress on conjunctival fibrosis have not been 
clarified so far. TGF-β2 stimulation of conjunctival fibroblasts induced the mechanostress 
transduction factors YAP and TAZ. α-SMA and extracellular matrix were suppressed by YAP knockdown, 
but double knockdown of YAP and TAZ was required for CCN family suppression. FGF-2 and soft 
substrates suppressed α-SMA expression and showed an additive effect, but did not affect YAP/TAZ. 
Collectively, we firstly clarified that YAP/TAZ is essential for fibrosis of conjunctival 
fibroblasts, but FGF-2 and soft substrates suppress fibrosis independently to each other even under 
the condition where YAP/TAZ were not involved.

研究分野： 緑内障病態に関連した眼細胞生物学

キーワード： 線維化　メカノストレス　結膜　緑内障

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
緑内障は日本人失明原因第一位であることから、その治療成績改善は社会的な意義が大きい。緑内障の術後成績
は結膜の線維化によって大きく修飾される。肝臓や腎臓などにおいてメカノストレスは組織の線維化に深く関与
していることが分かっているにも関わらず、結膜におけるその影響は未解明の部分が多かった。本研究によっ
て、結膜におけるメカノストレスに関与する分子メカニズムを明らかにできたことで、YAP/TAZなど手術治療成
績改善のためのターゲット分子候補が同定された。このことは緑内障術後病態を明らかにできたことに加え、こ
れらの因子をターゲットにした創薬に応用し、臨床医学に貢献することが可能であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
メカノストレスは細胞に加わる機械的な刺激のことであり、緑内障病態と深い関わりがあると
推測される。例えば緑内障において眼圧の上昇は最も古典的でよく知られたリスクファクター
であるが、房水流出路の主経路は圧依存性に房水流出量を増やすことが分かっている。このこと
は主経路の組織である線維柱帯やシュレム管内皮が圧を感知し、これに応答することで眼圧を
一定に保つホメオスターシス機能を有していると考えられる。この場合、眼圧変化がメカノスト
レスとなり、流出路の細胞がこれに応答していることと、そのメカニズムの異常が眼圧上昇の原
因となりうることが推測される。一方で、緑内障の代表的術式である濾過手術後は濾過胞の創傷
治癒過程が手術成績に大きな影響を及ぼすことが知られている。過剰な瘢痕作用が誘導される
と濾過胞が瘢痕化し、眼圧下降効果が減弱・消失するが、その機序として結膜・テノン嚢線維芽
細胞が筋線維芽細胞化し、収縮力が強くなることが重要である（Curr Opin Ophthalmol 
12:143,2001）。この時メカノストレスが組織にかかり、また収縮した結果、硬化した組織から細
胞にシグナルが入ることによって創傷治癒が進展していくことが想定される。3 次元的な器官
形成に重要なシグナルとして Hippo シグナルが発見され、その後の研究によってメカノストレ
スにも深く関連していることが明らかになっている。Hippo シグナルが活性化されると、
YAP/TAZ はリン酸化され、分解される。一方、Hippo シグナルが不活化された場合には、安定
化した YAP/TAZ が核内に移行し、種々のターゲット因子の転写を制御する。培養細胞を用いた
実験では、Hippo シグナルは基質の硬さに影響を受け、固いほど不活性化される、すなわち
YAP/TAZ 依存性の転写が活性化されることが分かっている。さらに LPA や S1P により重合化
されたアクチンは Hippo シグナルを
抑制し、逆に Rho-ROCK シグナルの
阻害は YAP/TAZ のリン酸化を促すこ
とが報告されている（Physiol Rev 
94:1287,2014; Acta Biochim Biophys 
Sin47:10,2015）（右図）。眼組織におい
ては線維柱帯における Hippo シグナ
ルの作用が明らかになっている。コン
トロールと比較して緑内障眼の線維
柱帯は固く、LPA 刺激は線維柱帯細
胞における YAP/TAZ 依存性の遺伝子
発現を上昇させることが報告されて
いる（IOVS 54:378,2013）。さらに光線力学的療法（PDT）で用いられるベルテポルフィンが光
刺激と関係なく YAP 阻害薬として作用しうることが判明し、（Genes Dev 26:1300,2012）、線維
柱帯細胞においてベルテポルフィンが YAP を抑制し、ゲル収縮や CTGF 発現を抑制することも
明らかになった（BBRC 466:221,2015）。以前から PDT 後に眼圧が下がること（Ophthalmic 
Surg Lasers Imaging 42:53,2011）や、光刺激なしでもベルテポルフィンが眼圧を下降させるこ
と（IOVS 47:2498,2006）は報告されていたが、そのメカニズムの一端が Hippo シグナルによ
って説明可能になったと考えられる。しかしながら、結膜組織の線維化におけるメカノストレス
の影響はこれまで検討されておらず、緑内障手術成績を改善させるためにはそのメカニズムを
解明しておく必要がある。 
 
２．研究の目的 
緑内障の病態と深く関与したメカノストレスの分子生物学的基盤を明らかにする。メカノスト
レスを関知するメカノセンサーは眼圧を一定に保つホメオスターシス反応のみならず、緑内障
術後の成績に影響を及ぼす創傷治癒にも関わっていると考えられるが、そのメカニズムの詳細
は明らかではない。本研究の目的は、近年急速に知見が増えている Hippo シグナルに着目し、
結膜線維芽細胞を対象に、緑内障病態に関連したメカノストレスに対する反応の分子メカニズ
ムの解明である。本研究は眼生理学的な意義を持つに留まらず、メカノストレス応答に伴う緑内
障病態の理解と、そのメカニズムに関わる因子をターゲットにした眼圧下降薬開発や術後創傷
治癒の制御といった臨床医学にも貢献することが可能であると考えられる。 
 
３．研究の方法 
ヒト結膜線維芽細胞を ScienCell Research Laboratories 社より購入し、通常のプラスチック
プレートまたは特殊なシリコンプレート（Advanced BioMatrix 社、CytoSoft、#8482）で培養し
た。シリコーンプレートの硬さは 0.2 または 64 kPa であった。細胞は、FGF-2（0-100 ng/mL）、
TGF-β2（2.5 ng/mL）、FGF 受容体阻害剤 PD173074（30 nM）で 24 時間または 48 時間処理され
た。ベルテポルフィン処理（0.5ー2μM）は、TGF-β2刺激直前の 1時間行われた。mRNA 発現レ
ベルはリアルタイム RT-PCR、タンパク質発現レベルはウエスタンブロット法もしくは免疫染色
によって決定された。細胞増殖は、WST-8 アッセイを使用して評価された。細胞死は生細胞のヘ
キスト/プロピディウムアイオダイド染色で評価された。  
 
４．研究成果 
結膜線維芽細胞を TGF-β2で刺激したところ、α-SMA、CTGF、ファイブロネクチン、コラーゲン



といった筋線維芽細胞の特徴的な遺伝子
発現が上昇するとともに、YAP および TAZ
の発現も上昇した。共益因子である TEAD
は変化に乏しかった（右図）。この結果か
ら、結膜線維芽細胞において、TGF-β誘導
性の筋線維芽細胞化に Hippo シグナルが
関与していることが示唆された。TGF-β
刺激による筋線維芽細胞化に対する YAP
および TAZの作用を調べるため、siRNAに
て両因子のノックダウンを行ったとこ
ろ、α-SMA、細胞外マトリックスは YAP の
みのノックダウンで抑制されることがわ
かった。また、一方で、CTGF、CYR61 など
CCN family の抑制には YAP、TAZ のダブ
ルノックダウンが必要であった。さらに
細胞内シグナルに対しても、YAPノックダ
ウンにより Smad2/3 のリン酸化と核移行
が抑えられたが、TAZノックダウンの影響
は乏しかった。従って、結膜線維芽細胞の
筋線維芽細胞化において、YAP と TAZ は別
の役割を有していることが示唆された。
さらに、YAP 阻害薬であるベルテポルフィ
ン（VP）で 1 時間前に刺激を行ったとこ
ろ、YAP/TAZの発現低下とともに他のTGF-
β2 誘導性遺伝子発現に対する影響も抑
制された。一方で、ベルテポルフィンは、
共益因子であるTEADの発現も抑制してい
た（右図）。この点が YAP、TAZ のダブルノ
ックダウンと異なっており、ベルテポル
フィンには YAP/TAZ 阻害以外の効果があ
ると推測された。α-SMA や細胞外マトリ
ックスなど、TGF-β2誘導性遺伝子のmRNA
発現に対する影響も、タンパク同様に抑
制された。また、ベルテポルフィンは YAP
全体の発現量だけでなく、そのリン酸化
を抑制していた。ベルテポルフィンは、ヒト結膜線維芽細胞に対し、細胞増殖抑制の効果がある
が、本研究で用いられた TGF-β2 の作用を抑制する濃度では、毒性を示さなかった。 
次に、FGF-2 と基質の硬さの線維化に対する影響を評価した。まず通常のプラスチックプレート
のみで実験を行ったところ、FGF-2 は TGF-β2 によって誘導されるα- SMA と I型コラーゲンの
発現を抑制し、10 ng/mL の濃度が最も抑制効果が高かった。これらの抑制効果は FGF 受容体阻
害剤で消失した。一方で、FGF-2 は TGF-β2 によるフィブロネクチン発現誘導に対しては有意な
抑制効果を認めなかった。細胞増殖に対しては、FGF-2 と TGF-β2 のいずれも促進したが、両者
の効果に相加効果は認
めなかった。TGF-β2 お
よび FGF-2 は YAP の発
現レベルに有意な変化
を与えなかったが、いず
れも TAZ の発現を促進
した。次に、シリコンプ
レートで培養したとこ
ろ、TGF-β2によって誘
導されるα-SMA の発現
は、プラスチックプレー
トと比較して抑制され
た。FGF-2 は、柔らかい
基質上でも TGF-βによ
って誘導されるα-SMA
発現をさらに抑制した
（右図）YAP および TAZ
の発現レベルは、いずれ
の刺激条件でも、プラス
チックプレートとシリ
コンプレートで有意な



差がなかった。YAP および TAZ は、TGF-β2 刺激によって核内移行したが、FGF-2 やシリコンプ
レートはその細胞内局在に影響を与えなかった（下図）。以上の結果から、FGF-2 と柔らかい基
質はそれぞれ独立して線維化を抑制し、YAP/TAZ の影響しない条件でもその効果を発揮しうるこ
とがわかった。 
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