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研究成果の概要（和文）：線維柱帯細胞の上皮間葉転換（EMT)様変化が緑内障病態の一因であるという新たな仮
説の元、細胞の可塑性に基づく新規治療法開発に向けた取り組みとして本研究を行った。TGF-β2刺激により線
維柱帯細胞は細胞外マトリクス産生亢進、F-actin増加、α-SMA発現亢進等のEMT様変化を示した。HDAC阻害剤ボ
リノスタットはこれらのEMT様変化を有意に抑制し、Ex vivoの組織培養灌流実験においても、TGF-β2刺激によ
る房水流出抵抗の増加を有意に抑制した。このように、HDAC阻害剤であるボリノスタットはEMT誘導因子である
TGF-β2刺激による房水流出抵抗の上昇を抑制することが示された。

研究成果の概要（英文）：We have established a new hypothesis that epithelial-mesenchymal transition 
(EMT)-like changes in trabecular meshwork cells contribute to glaucoma pathology. The purpose of 
this study was development of new therapeutic methods based on the plasticity of cells. Trabecular 
meshwork cells showed EMT-like changes such as extracellular matrix production enhancement, F-actin 
increase and α-SMA expression enhancement upon TGF-β2 stimulation. The HDAC inhibitor vorinostat 
significantly suppressed these EMT-like changes. Furthermore, vorinostat significantly suppressed 
the increase of aqueous humor outflow resistance induced by TGF-β2 stimulation in perfusion 
experiments. Thus, the HDAC inhibitor vorinostat was shown to suppress the increase in aqueous humor
 outflow resistance induced by TGF-β2.

研究分野：眼科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
線維柱帯細胞のEMT様変化が房水流出抵抗亢進を引き起こすことが基礎実験レベルではあるが示すことができ、
EMTをターゲットとした創薬につながる成果と考えられる。今回評価に使用したHDAC阻害剤はEMT様変化を抑制す
ることで房水流出改善効果が認められており、安全性等の詳細な評価は必要であるが新規眼圧下降剤のターゲッ
トとなりえると考えられる。

※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 
緑内障は本邦における中途失明原因 1位の疾患で、40歳以上の有病率は 5％であり、そのうち原
発開放隅角緑内障（広義）が大部分を占める。原発開放隅角緑内障の発症および症状の進行は、
単一因子ではなく、遺伝、環境因子など多因子が関与するが、眼圧は症状の進行における最も重
要な因子であり、現在、眼圧下降が唯一、確たるエビデンスのある治療である。開放隅角緑内障
患者の線維柱帯では、①線維柱帯の癒合と線維柱帯間隙の狭小化、②線維柱帯における細胞外マ
トリクスの蓄積と組成変化、③線維柱帯細胞密度の減少と機能異常といった病的変化が生じて
おり、これらが房水流出抵抗の上昇に関連するとされているが、その病態は未だ不明な点が多い。
我々は、かねてより房水流出の制御機構について解析を進めており、また、上皮間葉転換（EMT）
についても解析を行ってきた。この過程から、近年、新たに、線維柱帯細胞が、線維化の過程で
上皮細胞にみられる EMT に類似した、EMT 様現象をきたすことを見出した。EMT 様現象は細胞外
マトリクスの沈着や組織の収縮、弛緩に関連しており、この現象は緑内障における線維柱帯の機
能低下を説明する新たな視点であると考え、EMT 様現象の制御および EMT を逆転させる間葉－上
皮転換（MET）現象の誘導が新たな緑内障治療戦略となりうると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
我々は線維柱帯細胞における EMT 様現象の存在が、房水流出路の過剰な線維化や線維柱帯細胞
の機能異常の基盤となって、眼圧下降薬物治療に対する反応性が低下することを誘導するとい
う全く新しい視点による仮説を提唱した。組織発生や急性炎症では EMT は可逆的であり、間葉系
細胞が上皮系細胞へと誘導される逆転現象、間葉上皮転換（MET）が生じることが知られている。
そこで、我々は、線維柱帯細胞における EMT 現象も MET を誘導することにより病的な線維柱帯の
機能回復と房水流出路の再建を誘導することで、眼圧調節のホメオスターシスを再獲得させる
という従来の緑内障治療にはない、新たな治療概念を提唱することを考えた。そこで、本研究で
は、EMT 様現象を誘導した線維柱体細胞の MET 誘導の可否と、そのメカニズムを明らかにする。
さらに、MET 誘導を治療概念に応用して、流出路異常における EMT に関連するシグナル経路を標
的とした、新たな治療薬の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）線維柱帯細胞培養に対する EMT 様現象の誘導と HDAC 阻害剤の効果の検討 
サル眼球より線維柱帯組織をピンセットにて採取し、コラーゲンゲル上に接着させ培養を行っ
た。組織片より細胞が増殖したところで継代を行い、継代後は細胞培養ディッシュで培養を行っ
た。また、一部の実験はヒト線維柱帯細胞（ScienCell 社）を使用し実施した。サル線維柱帯細
胞に対する EMT 様変化の誘導は TGF-β2刺激により行った。TGF-β2 刺激後の線維柱帯細胞の細
胞外マトリクスやα平滑筋アクチン（α-SMA）等の発現変化をウエスタンブロッティングおよび
免疫染色により評価した。In vitro で房水流出への影響を予測するため、トランズウェルチャ
ンバーを用いた電気抵抗測定により細胞層の流出抵抗を評価した。HDAC 阻害剤であるボリノス
タットを用いて、TGF-β2刺激による線維柱帯細胞への EMT 様変化に対する抑制効果について検
討を行った。 
（２）ブタ眼球組織培養灌流系を用いた房水流出量に対する効果の検討 
Ex vivoの実験系としてブタ眼球を用いた組織培養灌流系を用いてTGF-β2刺激による流出抵抗
変化およびボリノスタットの効果について検討を行った。ブタ眼球を前眼部のみに切り分け、水
晶体、虹彩、毛様体を取り除き専用のチャンバーへセットする。チャンバーを CO2インキュベー
ター内で 37℃、5%CO2条件下で組織培養を行い、チャンバー内へ一定速度（3 µL/分）で培養液
を灌流し、眼球内の圧力をモニターした。24 時間以上安定させた後、TGF-β2およびボリノスタ
ットを含んだ培養液を灌流し 72 時間圧力をモニターした。眼球内の圧力変化から房水流出率を
算出し比較した。 
 
４．研究成果 
（１）TGF-β2 刺激後のサル線維柱帯細胞用いたウエスタンブロットにより細胞外マトリクスタ
ンパクであるファイブロネクチン、コラーゲンタイプⅠの発現が有意に増加していることが示
された。また、免疫染色により F-actin の増加、α-SMA 陽性細胞の増加が認められた。これら
の結果は、コラーゲン等の細胞外マトリクス刺激により認められた EMT 様変化と同様であった。
トランズウェルチャンバーを用いた検討において、電気抵抗値は TGF-β2 刺激により有意に増
加した。TGF-β2 刺激により線維柱帯細胞の増殖も認められ、電気抵抗値の増加は TGF-β2刺激
による細胞増殖及び細胞外マトリクスタンパクの産生亢進による影響と考えられた。HDAC 阻害
剤であるボリノスタットは線維柱帯細胞への TGF-β2刺激時に同時添加することで、TGF-β2に
よるコラーゲンタイプⅠの発現亢進を有意に抑制した。ファイブロネクチンに対して発現抑制
傾向は認められたが統計学的な有意差は認められなかった。ヒト線維柱帯細胞を用いた検討に
おいては TGF-β2 に対するα-SMA 発現増加がより顕著に検出され、ボリノスタットは有意にα
-SMA の発現亢進を抑制した。 
（２）ブタ摘出眼球を使用した組織培養灌流系による房水流出の影響について検討を行った。
TGF-β2 を灌流すると灌流開始直後より房水流出は減少し、灌流開始から 72 時間後ではコント
ロールに比べ有意な房水流出率の低下が認められた。一方、ボリノスタットを TGF-β2 と同時に



灌流した眼球においては TGF-β2 単独で認められた房水流出の低下は認められず、その効果は
TGF-β2単独と比べて有意であった。この結果は、線維柱帯細胞で認められた流出抵抗への影響
をよく反映した結果であった。 
（３）線維柱帯細胞の TGF-β2 刺激による影響の一部を、HDAC 阻害剤であるボリノスタットが
抑制し、房水流出抵抗増加を改善することが判った。我々はさらに、その作用メカニズムを明ら
かにするため TGF-β2 刺激により活性化される細胞内シグナルについて検討を行った。Smad 経
路の活性化については、ウエスタンブロッティングによる Smad2/3 のリン酸化、免疫染色による
Smad2/3 の核内移行ともにボリノスタット添加では抑制されなかった。それに対して non-Smad
経路のうち Akt および Erk のリン酸化はボリノスタットにより有意に抑制されていることをウ
エスタンブロッティングにより確認した。 
 
本研究により、TGF-β2により誘導されるEMT様変化に対してHDAC阻害剤は抑制効果を示した。
本研究では EMT 誘導後の HDAC 阻害剤添加まで実施できなかったため、MET の誘導の可能性は検
討できなかった。HDAC阻害剤のTGF-β2誘発流出抵抗亢進に対する抑制効果が認められたため、
眼圧下降剤のターゲットとしての可能性を示す結果が得られたと考えられる。 
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