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研究成果の概要（和文）：緑内障濾過手術のリスクファクターであるMCP-1負荷で結膜下組織中の炎症細胞
（LysM陽性細胞）が活発化することを生体イメージングで確認した。その細胞の活性化をROCK阻害薬が抑制し
た。MCP-1負荷で遊走活性をもつ細胞の系譜解析にシングルセルRNAシーケンスを行い、controlとMCP-1負荷で細
胞集団に差異がないこと、手術モデルではマクロファージや線維芽細胞が優位であること、LysM陽性細胞はマク
ロファージ優位であることが明らかとなった。以上より、結膜創部におけるマクロファージの関与、またMCP-1
がマクロファージの活性化に関与し、それがROCK阻害薬で抑制される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Intravital imaging confirmed that MCP-1 loading, a risk factor for glaucoma 
filtration surgery, activates inflammatory cells (LysM-positive cells) in the subconjunctival 
tissue. A ROCK inhibitor inhibited the activation of these cells. Single-cell RNA sequencing was 
performed to analyze the lineage of cells with migratory activity following MCP-1 loading, revealing
 that there was no difference in the cell population between the control and MCP-1 loading, and that
 macrophages and fibroblasts were predominant in the surgical model. Furthermore, macrophages were 
predominant among LysM-positive cells observed by intravital imaging. These results suggest that 
macrophages may be involved in conjunctival wounds, and that MCP-1 may be involved in macrophage 
activation, which may be inhibited by a ROCK inhibitor.

研究分野：緑内障
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
緑内障は日本において中途失明の第一位となっている進行性の視神経症であり、現在のところ眼圧下降のみが唯
一エビデンスのある治療法である。薬物療法やレーザー治療で十分な効果が得られない場合は手術療法を行う。
緑内障濾過手術は眼圧下降効果に優れた手術であるが、術創に働く創傷治癒に術後成績に大きく関わる。房水内
MCP-1は緑内障濾過手術のリスクファクターである。本研究成果による、濾過手術後の創傷治癒過程における
MCP-1の役割や、その抑制過程を明らかにすることは、緑内障濾過手術後の創傷治癒機序解明の一助となり、最
終的には緑内障による失明を減らすことに寄与することが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

緑内障は日本において中途失明の第一位となっている進行性の視神経症であり、現在のところ

眼圧下降のみが唯一エビデンスのある治療法である。まずは薬物治療やレーザー治療で眼圧下

降を試みるが、効果不十分な場合は手術加療を行う。緑内障濾過手術は房水を前房から結膜下に

直接流す流出路を作成する手術であり、眼圧下降効果に優れている。しかし創部に働く過剰な創

傷治癒の影響により組織の線維化が進展し、手術で作成した濾過胞が機能不全となる症例が一

定の割合で存在する。我々の研究グループはこれまでに房水内 monocyte chemoattractant 

protein（MCP）-1が緑内障濾過手術の代表であるトラベクレクトミーのリスクファクターであ

ることを明らかにした（Inoue, et al. Clin Exp Ophthalmol. 2014）。さらに、房水内MCP-1が

トラベクレクトミー術後の房水流出路の閉塞に影響していることを見出した（Kojima, et al. 

JAMA Ophthalmol. 2015）。MCP-1は、単球やリンパ球の遊走活性で知られるケモカインの一

つであるが、その受容体である CCR2 を介して線維芽細胞の分化や細胞増殖にも関わることが

報告されている（Dobaczewski M, et al. Front Biosci (Schol Ed). 2009）。これらの背景より、

眼組織における創傷治癒機序における MCP-1/CCR2 の関与のメカニズムの解明は緑内障手術

成績向上に寄与する研究であると考えた。 

 

２．研究の目的 

緑内障濾過手術後の創傷治癒過程におけるMCP-1の分子レベルでの役割を明らかにし、線維化

抑制に繋がる新しい理解を見出すことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

1)  生体イメージングによる MCP-1 の細胞遊走への影響の検証 

我々が確立した 2 光子顕微鏡による 4 次元イメージングの方法を用いて生体イメージングをお

こなった（Kojima S, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci 2016）。具体的には LysM-eGFP マウ

スにイソフルラン吸入で全身麻酔をかけ、自家製固定器で眼球と頭部を固定し、2光子励起正立

顕微鏡（オリンパス Fluoview FV1000MPE）で観察部を連続的に撮影した。眼球固定と乾燥予防

目的で撮影眼には PBS で満たしたアイカップを装着するが、そこに MCP-1（10μg/ml）加えるこ

とで、MCP-1 負荷モデルとした。K-115（4mg/ml）負荷も同様に行なった。撮影直前に TexasRed

で標識されたデキストランを静注して血管を赤く描出した。撮影した画像を 3 次元再構築し時

間軸もあわせて 4次元画像とし、Imaris image analysis software（Bitplane）で細胞の数と軌

跡についての評価を行なった。 

2)  マウス眼表面における炎症・創傷に関わる細胞集団の特定 

免疫染色による LysM-eGFP 陽性細胞の特定 

生体眼イメージングで使用した LysM-eGFP マウスの結膜/結膜下細胞を単離培養し、単球系のマ

ーカーである F4/80 と CD11b の免疫染色を行なった。 

シングルセル RNA シークエンス解析による細胞集団の特定 

実験動物として C57BL/6（野生型マウス）を使用し、①定常状態（コントロール）、②創傷モデル

として濾過手術を施行したマウス、③房水負荷モデルとして濾過手術のリスクファクターであ

る MCP-1（Kojima S, et al. JAMA Ophthalmol. 2015）を点眼したマウスを準備した。これらの



マウスの眼球から単離した結膜/結膜下組織細胞をシングルセル化し、クロミウムシステム（10x 

genomics）でライブラリーを作製し、RNA シークエンスをおこなった。シークエンスで得られた

UMAP 解析にてクラスター分離を行い、バイオリンプロットにて遺伝子発現を評価した。 

3)  房水内に存在する生理活性物質が線維芽細胞に与える影響の細胞生物学的検証 

ヒト線維芽細胞を、緑内障濾過手術のリスクファクターである血管新生緑内障の房水内で上昇

している VEGF(121, 165)で 24 時間刺激し、上清中の生理活性物質（MCP-1, VEGF, TGF-β, IL-

6, IL-8, IL-1β, MMP1, TIMP1, Fibronectin, αSMA）の発現量を qPCR で測定した。 

 

４．研究成果 

1)  マウス結膜/結膜下組織の炎症細胞の挙動に MCP-1 が影響する。 

マウス眼球に MCP-1 を負荷した状態で、結膜

/結膜下組織中のLysM陽性細胞の挙動を２光

子顕微鏡による生体イメージングで観察し

た結果、定常状態と比較して MCP-1 負荷状態

では LysM 陽性細胞の動く速度が上昇するこ

とが確認できた（図１）。 

 

2)  MCP-1 負荷による炎症細胞の活動性を K-115 が抑制する。 

マウス眼球を MCP-1 と同時に ROCK 阻害薬である K115 を負荷することで、LysM 陽性細胞の活動

性が抑制させることが生体イメージングで確認できた。以前の研究計画で確認した in vitro に

おける K115 の単球系細胞（THP-1）の走化性の抑制効果と合わせて、MCP-1 負荷による炎症細胞

の活動性を K115 が抑制することが示唆される（図２、図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3)  生体眼イメージングで挙動をみた LysM 陽性細胞はマクロファージ優位な細胞である。 

免疫染色で GFP と単球系のマーカー（F4/80 及び

CD11b）の共染が確認された（図４）。また LysM 陽性

マウスの結膜/結膜下組織をシングルセル RNA シーク

エンス解析した結果、LysM 陽性細胞はマクロファー

ジ優位な細胞集団であることが明らかとなった（図

５）。これらの結果から生体イメージングで観察した

LysM-eGFP陽性細胞がマクロファージ優位な細胞であ

ることが示唆される。 

 
 

4)  ヒト線維芽細胞は VEGF 刺激により MCP-1 を産生する。 

培養ヒト線維芽細胞を VEGF(125, 165)で 24 時間刺激し、その上清中の生理活性物質の発現量を

qPCRで測定した結果、MCP-1, TGFβ-1, IL-1β, IL-

8, MMP の濃度依存的な増加が確認された（図６）。 

VEGF は緑内障濾過手術のリスクファクターである

血管新生緑内障の房水内で著明に上昇しており、血

管新生緑内障の術後創傷治癒においてのMCP-1の関

与が示唆される。 

 

以上の結果より、結膜/結膜下組織における炎症・創傷においてマクロファージが関与している

可能性、また緑内障濾過手術のリスクファクターであるMCP-1がマクロファージの活性化に関

与し、それが ROCK阻害薬で抑制される可能性が示唆された。この知見は緑内障濾過手術後の

創傷治癒機序解明の一助となり、緑内障治療成績向上に寄与することが期待できる。 
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