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研究成果の概要（和文）：緑内障房水にてIL-8、MCP-1、EGF、PDGF-AAの濃度が上昇していた。最も高濃度であったMCP
-1濃度に影響する因子は白内障手術既往であった。MCP-1はシュレム管内皮細胞でZO-1の細胞内局在を変化させ、単層
培養の透過性を亢進させ、房水流出率を上昇させた。ウサギ虹彩、毛様体でMCP-1の発現をみとめ、超音波水晶体乳化
吸引術後は角膜、虹彩、毛様体におけるMCP-1発現が一過性に上昇し、水晶体嚢における発現のみが経時的に上昇した
。免疫染色にて術後の水晶体上皮細胞にMCP-1の発現が確認された。これらの結果から前房内MCP-1は緑内障病態に関わ
る可能性が高いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The concentrations of IL-8, MCP-1, EGF and PDGF-AA were elevated in the glaucomato
us aqueous humor. The history of cataract surgery affected the aqueous MCP-1 concentraiotn, which was the 
highest among the cytokines. MCP-1 treatment changed the intracellular localization of ZO-1, increased per
meability of the monolayer of Schlemm's canal endothelial cells, and increased aqueous outflow. MCP-1 expr
essed in the rabbit iris and ciliary body, and phacoemulsification surgery increased its expression in the
 cornea, iris and ciliary body transiently, while the surgery induced time-dependent increase of its expre
ssion only in the lens capsule. We confirmed the MCP-1 expression in the lens epithelial cells after surge
ry. These results indicate that aqueous MCP-1 may be involved in the glaucoma pathology.
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１．研究開始当初の背景 
緑内障治療の原則は安定した眼圧管理であ
り、薬物療法でコントロールできない眼圧は
濾過手術で下降させる必要がある。しかしな
がらこの濾過手術も長期経過後には瘢痕形
成によって、しばしば濾過経路の閉鎖と眼圧
再上昇をきたす。緑内障治療の改善のために
房水流出に関わる病態を理解することが重
要と考えられるが、緑内障における房水流出
抵抗変化の分子機構や濾過手術の失敗に繋
がる因子については十分に解明されている
とは言えない。これに関連してわれわれはい
くつかの房水内サイトカインが緑内障や白
内障手術既往によって大きく変化している
こ と を 見 出 し た 。 中 で も monocyte 
chemotactic protein (MCP)-1 は計測された
サイトカインの中でも高濃度で存在し、白内
障手術後長期にわたって高値であった。現在
のところ房水中の MCP-1 の作用は不明であ
るが、生理的な房水流出や濾過手術の術後成
績に影響を与えている可能性があり、その作
用の解明は緑内障病態の理解と治療法の選
択に有意義となる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 緑内障患者とコントロールとしての白内
障患者の房水サイトカインプロファイルを
作成し、各サイトカイン濃度に影響する背景
因子を解析すること。 
(2) 緑内障と関連が高いと考えられたサイト
カインの房水流出路への影響を細胞実験で
明らかにし、さらに細胞内シグナルの解析を
加え、メカニズムの解明を試みること。 
(3) サイトカインプロファイルと濾過手術成
績の関連を調べること。緑内障症例の房水サ
ンプルは濾過手術時に採取するので、手術成
績の追跡および解析が可能である。 
(4) サイトカインが濾過手術に及ぼす影響を
分子生物学的に解析するために動物実験を
行い、サイトカインが創傷治癒に与える影響
を解析すること。これらの個々の目的を達成
することで、房水中サイトカインプロファイ
ルが緑内障病態とその治療への影響を総体
的に理解し、最終的に治療に役立てることが
本研究の最終目標である。 
 
３．研究の方法 
(1) 房水サンプルのサイトカイン定量と背
景因子の解析 
緑内障症例に対して線維柱帯手術を行う際
に房水サンプルの採取を行った。対象疾患は
原発開放隅角緑内障（POAG）と落屑緑内障
（EG）とし、コントロールは緑内障を有しな
い白内障症例。手術開始と同時に採取するこ
とで、緑内障に対する手術手技が及ぼす影響
を排除した。採取方法は角膜輪部から 30 ゲ
ージ針を用いて前房に穿刺し、シリンジ内に
房水を採取した。この時血液や組織によるコ
ンタミネーションを避けるよう細心の注意
を払った。採取する房水の量は 70-100 μl

とし、採取直後に凍結保存した。一定症例数
サンプルが蓄積されたのちに Luminex 社の
xMAP システムを用いてサイトカイン濃度の
定量を行った。計測項目は予備実験で計測可
能であったIL-6、IL-8、MCP-1、tumor necrosis 
factor (TNF)-α、epidermal growth factor 
(EGF)、vascular endothelial growth factor 
(VEGF) 、 platelet-derived growth factor 
(PDGF)-AA 、PDGF-AB/BB の 8 項目。緑内障症
例を合計 108 例、コントロールとしての白内
障症例を 69 例集積し、そのデータを次の段
階の統計解析に用いた。定量した房水中のサ
イトカイン濃度に影響を与える背景因子を
解析するために、重回帰分析を行った。背景
因子としては、年齢、性別、全身疾患の既往、
眼圧、病型、内眼手術の既往、点眼数、治療
期間などを解析した。 
 
(2) 房水流出路細胞に対するサイトカイン
作用の解析 
房水流出路細胞の細胞骨格に対するサイト
カインの作用を解析するために、ブタの線維
柱帯細胞およびサルのシュレム管内皮細胞
を単離、培養した。用いたサイトカインは(1)
の解析結果で同定され、緑内障房水で最も濃
度の高かった MCP-1 であり、そのレセプター
である CCR2 の阻害剤も用いた。培養細胞を
24 時間無血清で培養し、その後サイトカイン
を加え、パラフォルムアルデヒドで固定し、
蛍光ファロイジンを用いて重合アクチンの
染色を行った。サイトカインの線維柱帯細胞
に対する細胞外マトリックス産生への影響
を検証するために、Ⅰ型コラーゲンとファイ
ブロネクチンを対象とし、培養上清を用いた
ELISA を行った。コラーゲンゲルを用いた 3
次元培養を行い、刺激後のゲル収縮率を観察
した。シュレム管内皮細胞の ZO-1 の細胞内
局在を免疫染色で観察した。また細胞単層培
養の透過性評価のために電気抵抗を測定し
た。ブタ眼球を用いて灌流液の重量を経時的
に計測することで房水流出率を測定した。 
 
(3) 臨床手術成績とサイトカイン濃度 
房水サンプル採取を行った症例について、そ
の手術成績を追跡調査した。評価項目は視力、
眼圧であり、手術効果の検証は Kaplan-Meier
生存曲線およびCox比例ハザード法を用いた
解析を行った。2 回連続して設定眼圧を超え
た場合、光覚を失った場合、眼圧下降のため
に追加手術を行った場合のいずれかを満た
した時点を死亡と定義した。各種サイトカイ
ンについて単変量解析を行い、その影響がp < 
0.2 となった場合に多変量解析の項目に組み
入れた。 
 
(4) 動物モデルの解析 
サイトカインの濾過手術に与える影響とそ
のメカニズムを検証するために家兎を用い
て動物モデルを作成した。全身麻酔下にて結
膜を切開し、輪部近くの強膜から 30G マイク



ロカニューレを留置した。結膜を縫合し、濾
過胞の形成を確認した。術直後と術翌日に前
房内にサイトカインを注入し、無処置のコン
トロールと眼圧の変化および以下の組織学
的検討によって比較した。注入 2日後および
7 日後に眼球を摘出して、４％パラフォルム
アルデヒド溶液で固定し、凍結切片を作成し
てヘマトキシリンエオジン染色およびαSMA
に対する免疫染色を行い解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 緑内障症例にて IL-8、MCP-1、EGF、
PDGF-AA の濃度が上昇し、TNF-α、VEGF の濃
度は下降していることが示された。IL-6、
IL-8、MCP-1 の濃度は相互に強い相関をみと
めた。このうち最も高濃度であった MCP-1 の
濃度に影響する背景因子を重回帰分析にて
同定したところ、白内障手術既往（P<0.0001）
が最も有意にMCP-1濃度を上昇させる因子で
あった。その他、高齢（P=0.0217）、男性
（P=0.0454）も有意な因子であった。眼圧、
病型、点眼数、治療期間は有意ではなかった。 
 
(2) ブタの線維柱帯細胞を単離培養し、
MCP-1 の影響を確認した。MCP-1 処理は重合
アクチンの程度に有意な変化を与えず、コラ
ーゲンゲル収縮、細胞外マトリックス産生に
も影響を与えなかった。一方で MCP-1 はシュ
レム管内皮細胞の ZO-1 の細胞内局在を変化
させ、細胞単層培養の透過性を亢進させるこ
とが判明した。そこでブタ眼球を用いて房水
流出率を計測したところ、MCP-1 は房水流出
率を上昇させることが分かった。これらの作
用は CCR2 阻害剤で打ち消されたため、MCP-1
はレセプターCCR2 を介してシュレム管内皮
細胞の膜透過性を亢進させ、房水流出率を上
昇させると考えられた。 
 
(3) トラベクレクトミー術後成績をCox比例
ハザード法および Kaplan-Meier 生存曲線を
用いて単変量解析したところ、房水 MCP-1 濃
度は有意なリスクファクターであった（P 
<0.0001）。他の房水サイトカイン濃度につい
ては有意な因子ではなかった（P >0.05）。さ
らに性別と術前眼圧を加えてCox比例ハザー
ド法にて多変量解析を行ったところ、やはり
房水MCP-1濃度のみが有為な因子であった（P 
= 0.043）。 
 
(4) ウサギの濾過手術モデルに対し、前房に
MCP-1 タンパクを注射し、経時的に前房内濃
度を測定したところ、術後 3時間をピークに
その後は急速に減少し、術後 12 時間では注
射前の濃度に戻った。そこでわれわれは poly 
2-hydroxyethyl methacrylate と MCP-1 を混
合してフィルム状に乾燥させ、手術部位に埋
め込むことで MCP-1 徐放モデルを作成した。
この手法によってMCP-1群ではコントロール
群と比較してより多くの炎症細胞の浸潤が
みとめられた。しかしながら、術後 21 日目

までの眼圧および濾過胞形状に群間有意差
はみとめられなかった。 
以上の結果から房水MCP-1濃度は緑内障手術
に影響を与えるものの単独の作用は弱く、濃
度相関の高い IL-6 や IL-8 を始めとした他の
炎症性サイトカインと協調して瘢痕化を促
すものと考えられた。 
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