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研究成果の概要（和文）：緑内障病態におけるエピゲノムの関与を解析し緑内障病態理解のパラダイムシフト
と、新規ターゲット同定による創薬を目指し研究を実施した。房水の主流出路に対するHDAC阻害剤の評価を実施
し、TGF-β2により誘導される流出抵抗増加を有意に抑制させることを明らかにした。また、緑内障濾過手術予
後に影響を与える結膜の瘢痕化に対する影響について結膜線維芽細胞を用いて評価を実施し、HDAC阻害剤、DNMT
阻害剤ともにTGF-β2による結膜線維芽細胞の筋線維芽細胞への形質転換を抑制する効果を認めた。これらの結
果はエピジェネティック薬が緑内障治療に有効な可能性を示すデータと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Our purpose of this study was the involvement of epigenome in glaucoma 
pathology, and drug discovery by identifying new targets. The HDAC inhibitor vorinostat was 
evaluated for the conventional outflow, and it was revealed that it significantly suppressed the 
increase in outflow resistance induced by TGF-β2. In addition, the effect of conjunctival scarring 
on the prognosis of glaucoma filtration surgery was evaluated using conjunctival fibroblasts. Both 
vorinostat and decitabine were found to have the effect of suppressing the transformation of 
conjunctival fibroblasts into myofibroblasts by TGF-β2. These results indicate that epigenetic 
drugs may be effective in treating glaucoma.

研究分野： 眼科学

キーワード： 緑内障　エピゲノム　線維柱帯　結膜線維芽細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、緑内障進行に影響を与える眼圧調節に対してエピゲノムの関与が示され、眼圧下降剤としての
HDAC阻害剤の可能性も示された。また、緑内障濾過手術後の眼圧調節において濾過胞の維持が重要であるが、エ
ピジェネティクス薬が瘢痕化を抑制する可能性を示したことから術後予後を改善する治療薬としての可能性も考
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 
緑内障の病態を説明する分子生物学的基盤は、セントラルドグマとしてゲノムから mRNA が転写
され、さらにタンパク質に翻訳されるという時系列をもとにこれまで研究が進められてきた。そ
の知見を活かし、2014 年には我々が世界で初めて見出した新たな眼圧下降機序をもつ ROCK 阻害
剤が販売承認され、緑内障治療の選択肢は広がっていると言える。一方で、いまだに薬剤及び手
術治療に抵抗する難治緑内障が存在し、不可逆的に生活の質が低下するに至る症例も珍しくな
い。したがって、従来の枠組みを超えた病態の理解に基づく、新たな切り口を基盤にした効果的
で安全な手段による緑内障治療成績改善が社会的な命題であると考えられる。近年、セントラル
ドグマを調節する要素として、DNA のメチル化やヒストンのアセチル化といったエピゲノム制御
や、これと密接に関連する miRNA の役割の解明が進み、細胞の機能を制御する分子機構の理解に
ついてパラダイムシフトが生じている。また、肺や腎臓の線維化をきたす疾患では末梢血を循環
するファイブロサイトが一定の役割を果たすことが判ってきた。ファイブロサイトは臓器に遊
走後はマクロファージと線維芽細胞の両方の性質を持ち、一部は筋線維芽細胞化することで線
維化と瘢痕形成に寄与する。緑内障手術の成績に対しても創傷治癒の過程で線維化と瘢痕形成
は大きな影響を与える因子であるが、そのメカニズムにおけるファイブロサイトの関与は明ら
かではない。これらの分子生物学的に新たな知見を既知の緑内障病態メカニズムの理解に照ら
し合わせ、先進的な 4 次元イメージングを利用しながら統合的に解析を進めることで緑内障治
療の新しいブレイクスルーが期待される時期にあると考えられる。 
 
２．研究の目的 
緑内障病態におけるエピゲノムの関与について詳細に検討し、眼内の生理活性物質と緑内障病
態との関連に対する考察を再構築し、難治緑内障の病態理解におけるパラダイムシフトと新規
ターゲット探索による創薬を目指す。第一に、難治緑内障における房水内生理活性物質組成を対
照群と比較し、病態および治療成績との関連を考察する。第二に、房水因子が房水の主流出経路
に与える影響を解析し、エピゲノムの変化との関連を解析する。第三に、動物モデルの 4次元イ
メージングによって、緑内障術後創傷治癒における循環ファイブロサイトの役割と房水因子と
の関連を明らかにし、新たなターゲットを同定することで治療成績改善を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）緑内障患者のサンプル回収および解析 
原発開放隅角緑内障（POAG）症例に対して線維柱帯切除術を行う際に房水サンプルの採取を行っ
た。対照群として緑内障を有しない白内障症例の房水を白内障手術時に採取した。房水採取は手
術開始と同時に行い、手術手技による影響を排除した。房水中生理活性物質の測定は Luminex 社
の xMAP システムを用いた。 
（２）主流出路に対する影響の解析 
主流出路を構成するヒト線維柱帯細胞(ScienCell 社)、サル線維柱帯細胞およびサルシュレム管
内皮細胞を使用し検討を実施した。サル線維柱帯細胞およびシュレム管内皮細胞はカニクイザ
ル眼球より単離培養した。原発性緑内障患者の房水中で濃度上昇が認められる TGF-β2 で線維
柱帯細胞およびシュレム管内皮細胞を刺激し、房水中サイトカインである IL-6 とその可溶性受
容体（sIL-6R）の効果および HDAC 阻害剤ボリノスタットの効果について検討を行った。細胞外
マトリクスの発現、細胞内シグナルの解析はウエスタンブロットおよびリアルタイム PCR によ
り実施した。細胞単層の透過性の検討はトランズウェルチャンバーを用いた電気抵抗の測定を
実施した。Ex vivo の房水流出に対する影響の検討は、ブタ摘出眼球を使用した組織培養灌流系
を使用した。眼球の前眼部を自作チャンバーへセットし、CO2 インキュベータ内で培養しながら
一定流速で培養液を灌流し、眼球内圧をモニターすることで房水流出率の変化を評価した。 
（３）結膜線維芽細胞の解析 
ScienCell 社より購入したヒト結膜線維芽細胞（HConF）を使用した。TGF-β2刺激による筋線維
芽細胞への形質転換に対するエピジェネティクス薬の効果について、HDAC 阻害剤のボリノスタ
ット、DNMT 阻害剤のデシタビンを使用し評価した。培養上清中の生理活性物質の濃度測定は
Luminex 社の xMAP システムを用いた。細胞外マトリクスの発現、細胞内シグナルの解析はウエ
スタンブロットおよびリアルタイム PCR により実施した。結膜線維芽細胞培養上清を用いた細
胞遊走性評価には単球系細胞株の THP-1 細胞を使用した。 
（４）マウスを用いた結膜組織の４次元イメージング解析 
単球系細胞（主に好中球）に eGFP を発現する Lysozyme M（LysM）-eGFP マウスを使用した。観
察は吸入麻酔下で行い、自家製アイカップで眼球を固定し、結膜下組織を２光子顕微鏡（オリン
パス Fluoview FV1000MPE）で非侵襲的にリアルタイムに観察した。炎症の惹起には Monocyte 
Chmoattractant Protein (MCP)-1 を使用した。アイカップ内に MCP-1 を含む PBS を満たしイメ
ージングを実施し、炎症状態の観察行った。ROCK 阻害剤であるリパスジルの効果は、MCP-1 負荷
前に 15分間リパスジルを含む PBS をアイカップに満たし、イメージングを実施した。取得した
画像より eGFP 陽性細胞の軌跡と移動速度を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）主流出路に対する房水中サイトカインおよびエピジェネティクス薬の影響 



POAG 患者の房水中の sIL-6R 濃度を検討したところ、対照コントロールである白内障患者房水と
比べて有意に増加していることが確認された。同時に測定した IL-6 濃度と sIL-6R 濃度の相関
は認められず、IL-6 濃度非依存的な sIL-6R の上昇が認められた。この sIL-6R は gp130 と結合
し IL-6 のシグナルを細胞内へ伝達する。ヒト線維柱帯細胞においても IL-6／sIL-6R 添加によ
りトランスシグナルが活性化され STAT3 のリン酸化レベルが亢進することを確認した。TGF-β2
刺激によるα-SMA の増加、ミオシン軽鎖（MLC）のリン酸化を亢進させるが、IL-6 のトランスシ
グナルの活性化は TGF-β2 刺激によるα-SMA の発現亢進、MLC のリン酸化亢進を有意に抑制し
た。さらに、TGF-β2 により活性化される p38 および Smad2 のリン酸化を有意に抑制することが
判った。また、線維柱帯細胞において TGF-β2刺激で誘導される TGF-β受容体（TGFBR1、TGFBR2）
の発現を IL-6／sIL-6R が有意に抑制することをリアルタイム PCR で確認した。 
HDAC 阻害剤ボリノスタットの主経路への作用について検討を行った。サル線維柱帯細胞へ TGF-
β2刺激を行うと、ヒト線維柱帯細胞と同様にフィブロネクチン、コラーゲンタイプⅠ等の細胞
外マトリクスの産生が亢進し、F-actin の増加、α-SMA 陽性細胞の増加が認められた。ボリノス
タットは、ファイブロネクチンの産生亢進を一部抑制したがその作用は限定的であった。コラー
ゲンタイプⅠの発現は有意に抑制した。TGF-β2 による F-actin の増加やα-SMA 陽性細胞の増
加もボリノスタットにより抑制された。シュレム管内皮細胞への影響についても同様に検討を
行ったところ、TGF-β2 刺激によりファイブロネクチン、コラーゲンタイプⅣの発現亢進、F-
actin の増加、α-SMA 発現亢進が認められ、ボリノスタットはコラーゲンタイプⅣの発現を有意
に抑制し、F-actin やα-SMA も低下させた。そこで、房水流出抵抗への影響を検討するため、ト
ランズウェルチャンバーを用い電気抵抗測定を行ったところ、線維柱帯およびシュレム管内皮
細胞ともに TGF-β2 による抵抗増加がボリノスタット添加により有意に抑制される結果を得た。
さらに、房水流出への影響を検討するため、ex vivo のブタ眼球組織培養灌流系を用いて評価を
実施した。TGF-β2灌流により灌流開始72時間後では有意な房水流出率の低下が認められたが、
ボリノスタットと TGF-β2 を同時に灌流した眼球では房水流出率の低下は認められず、TGF-β2
の流出抵抗亢進作用を有意に抑制する結果が得られた。TGF-β2の主経路への影響に対するボリ
ノスタットの効果について TGF-βシグナルの面から解析したところ、TGF-β2 により活性化さ
れる Smad2/3 のリン酸化や核内移行に対しては影響を与えなかった。それに対し、TGF-β2 で誘
導される Akt および Erk のリン酸化はボリノスタットにより線維柱帯およびシュレム管内皮細
胞ともに有意に抑制されていた。 
（２）結膜線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化誘導による変化とエピジェネティクス薬の影響 
TGF-β2刺激により結膜線維芽細胞が筋線維芽細胞へ形質転換を起こすと、ファイブロネクチン、
コラーゲンタイプⅠ、コラーゲンタイプⅢ等の細胞外マトリクスの産生亢進やα-SMA の発現亢
進が認められる。筋線維芽細胞へ形質転換した結膜線維芽細胞のサイトカイン分泌の変化を検
討するため培養上清中のサイトカイン濃度を測定した結果、IL-6 および PDGF-AA の濃度上昇と
MCP-1 の濃度低下が認められた。この筋線維芽細胞の培養上清を単球系細胞株 THP-1 へ添加する
と分化誘導していない結膜線維芽細胞の培養上清を添加した場合と比較して有意な細胞遊走の
低下が認められた。結膜線維芽細胞の培養上清添加による THP-1 細胞の遊走は CCR2 阻害剤によ
り有意に抑制されることから、筋線維芽細胞の培養上清による細胞遊走能の低下は MCP-1 分泌
低下によるものと考えられた。 
HDAC 阻害剤のボリノスタットは TGF-β2 刺激による結膜線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化誘
導により生じるファイブロネクチン、コラーゲンタイプⅠ、コラーゲンタイプⅢの発現亢進を有
意に抑制した。また、α-SMA の発現も有意に抑制し、筋線維芽細胞への分化誘導を抑制する効
果があることが判った。結膜線維芽細胞より分泌されるサイトカインについて検討を行った結
果、ボリノスタット添加により IL-8、MCP-1 が有意に増加していた。IL-8 は TGF-βとの共存下
でさらに増加したのに対し、MCP-1 は TGF-β2 共存下では有意に低下した。TGF-β2 刺激により
濃度上昇が認められた PDGF-AA、VEGF はボリノスタット添加により有意に抑制された。 
DNMT 阻害剤であるデシタビンを前処置した結膜線維芽細胞に TGF-β2 刺激を行うと、前処置し
ていない細胞と比べ、α-SMA、コラーゲンタイプⅠのタンパクおよび mRNA の発現が有意に低下
したが、ファイブロネクチンはデシタビンによる抑制は認められなかった。 
（３）4次元イメージングにおける結膜炎症の観察と ROCK 阻害剤による抑制効果 
LysM-eGFP マウスへの MCP-1 処置により、結膜下組織において LysM-eGFP 陽性細胞の移動速度は
コントロール（PBS 処置）と比較して有意な上昇を認めた。それに対し、MCP-1 負荷前にリパス
ジルを 15分間処置したマウスでは MCP-1 負荷による LysM-eGFP 陽性細胞の移動速度の上昇は認
められず、ROCK 阻害剤は MCP-1 が惹起する炎症性細胞の活性化を抑制する可能性を示した。 
 
本研究により、エピジェネティック薬である HDAC 阻害剤が房水流出の主経路を構成する線維柱
帯細胞やシュレム管内皮細胞へ作用し、房水サイトカインである TGF-β2 によって誘発される
房水流出抵抗を改善することが明らかとなった。また、緑内障濾過手術後の濾過胞維持に関係す
る結膜線維芽細胞の筋線維芽細胞への形質転換に対しても、HDAC 阻害剤や DNMT 阻害剤が影響を
与えることが明らかとなった。これらの結果は緑内障治療の新たなターゲットとしてエピジェ



ネティック薬の可能性が示されたものと考える。 
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