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研究成果の概要（和文）：圧感受性に関わる因子を探索するために、線維柱帯細胞の 3次元培養

における加圧モデルを構築した。具体的には、コラーゲンと培地と細胞を混合した後に pH を変

えることでゲル化させ、細胞をコラーゲン培地の中で 3 次元的に遊走・増殖させた後、このコ

ラーゲン培地に重りを乗せることで全体を加圧し、細胞の変化を免疫染色にて観察した。共焦

点顕微鏡を用いた観察によって、重合アクチンが減少することがみとめられた。アクチン重合

阻害剤である ROCK 阻害剤がヒトの眼圧を下降させることを考えると、この反応は ROCK 阻害剤

の作用と同一のメカニズムをもって眼圧のホメオスターシスに寄与していると推測された。し

かしながら 3 次元培養の細胞はタンパク質解析が困難であったため、我々は圧ストレスと酸化

ストレスとに共通の細胞内反応が生じるのではないかという推測のもと、酸化ストレスを加え

た後の線維柱帯細胞の反応を調べた。その結果、Akt-PI3K シグナルや p38 シグナルが活性化さ

れることが分かった。さらにこれらのシグナルを阻害することで、酸化ストレスによる細胞死

が促進されることを見出した。これらの結果はこれまでに報告されていない知見であり、圧に

対応した線維柱帯細胞の生理的な房水流出調節機構の解明にむけて重要な手掛かりを得た。 

 
研究成果の概要（英文）：To identify factors associated with the tension-dependency, we 
developed a pressure model by using three-dimension culture of trabecular meshwork cells. 
In this model, collagen, medium, and cells were mixed and then were stabilized by changing 
the pH. After letting cells migrate and proliferate in the model, the model was weighed, 
and cells in the model were observed by immunostaining. F-actin was found to be decreased 
by observation with the confocal microscopy. Considering ROCK inhibitors which decrease 
F-actin could lower intraocular pressure in human, we assumed that this response 
contributed to the homeostasis of intraocular pressure by using the same mechanism with 
ROCK inhibitors. It was difficult, however, to approach proteins in cells in the 
three-dimension culture. We therefore assessed the reaction of trabecular cells against 
oxidative stress, because we speculated that the intracellular reaction against pressure 
stress had similar aspects with that against oxidative stress. After exposure to oxidative 
stress, the Akt-PI3K signaling and the p38 signaling in the trabecular meshwork cells 
were revealed to be activated. Moreover, oxidative stress-induced cell death was enhanced 
by inhibiting these signalings. These novel findings provided us a valuable clue to 
understanding the mechanisms that regulate aqueous humor outflow.  
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１．研究開始当初の背景 
房水流出路には圧依存性の経線維柱帯シュ
レム管経路と圧非依存性の経ぶどう膜強膜
流出路がある。ヒトの場合前者が総房水流出
量の約 80％を占め、緑内障における房水流出
抵抗の増大もこの経路の異常によって生じ
る。線維柱帯は網の目状の細胞外マトリック
スと、その中に存在する線維柱帯細胞によっ
て構成されており、この線維柱帯は眼圧を感
知し、これを一定に保つホメオスターシス反
応 に 関 わ っ て い る と 推 測 さ れ て い る
（Brubaker. Surv Ophthalmol 2003）。この
調節機能の破綻は眼圧上昇を伴う緑内障の
病態と関連することが推測されるが、そのメ
カニズムの詳細はいまだ未解明であった。申
請者が Duke大学留学中に行った実験により、
高眼圧灌流によって細胞骨格に関わるシグ
ナル経路が修飾されることがわかった。ここ
で行われた実験において、ブタ眼を 15 ミリ
水銀柱もしくは 50 ミリ水銀柱で 5 時間灌流
して線維柱帯細胞の MLCリン酸化を比較した
ところ、後者における有意な低下が認められ
た。このことは線維柱帯が高い眼圧に反応し
て細胞骨格を変化させ、ROCK 阻害剤投与時と
同様のメカニズムで房水流出を促進させて
いる可能性を示唆していた。実際にこの時点
における圧あたりの房水流出率を測定する
と、50 ミリ水銀柱灌流の群でコントロールと
比較して 30％上昇していることが観察され
た（p < 0.05）。 
２．研究の目的 
緑内障のリスクファクターである眼圧上昇
は房水流出量低下が主な原因である。房水流
出路の一部を構成する線維柱帯は圧感受性
組織であり、眼圧を一定に保つホメオスター
シス反応に関わっていると考えられている
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、房水流出率の測定を可能と
する装置ならびに 3次元培養による加圧モデ
ルの確立と、それを用いた線維柱帯による眼
圧調節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、眼圧調節
メカニズムの破綻による高眼圧緑内障モデ
ルの理解と、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 
まず初年度に房水流出率の測定を可能とす
る装置を確立し、これを用いて高眼圧還流
時の線維柱帯細胞の変化、特に細胞骨格に
関わる細胞内シグナル因子の変化を明らか
にする。次に次年度に 3次元培養による加
圧モデルを確立し、これを用いて線維柱帯
細胞を加圧し、その分子生物学的な手法を

用いて加圧に反応するタンパクを網羅的に
検索し同定する。さらに同定したタンパク
について細胞内シグナルとの関連を検討し、
可能であれば同定したタンパクの役割を調
べ、圧感受性とそれに伴う房水流出調節メ
カニズムの解明を試みる予定である。 
４．研究成果 
われわれは房水流出率の測定装置を確立し、
さらに 3次元培養による加圧モデル作成に
も成功した。その結果、加圧によるアクチ
ンの脱重合化がin vitroでも確認されたが、
タンパク解析に至って、3 次元培養に使用
したコラーゲンゲルがノイズを増加させる
という限界も判明した。一方で線維柱帯細
胞の細胞骨格成分は他の平滑筋細胞と類似
しているが、ROCK 阻害剤に対する感受性は
比較的高いことが最近の著者らの研究で分
かった（Inoue et al. Invest Ophthalmol 
Vis Sci 2010）。このことは線維柱帯が圧
に敏感である可能性を示唆し、われわれの
仮説を裏付けるものと考えている。 
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