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研究成果の概要（和文）：ヒト培養線維柱帯細胞をデキサメサゾン添加状態で２週間培養し

メチル化状態の変化をメチル化アレイにより網羅的に解析した。その結果有意にメチル化

状態が変化した２３遺伝子を検出した。それらの遺伝子のうち、ＲＩＣＳ，ＲＧＳ６，Ｇ

ＰＲ１２６遺伝子の機能解析を施行した。その結果、ゲノムのメチル化状態の変化が単純

な遺伝子発現の量的な調節にとどまらず、ｍＲＮＡのスプライシングなど、遺伝子発現の

質的な変化にも関係していることを示唆する所見を得た。 

 
研究成果の概要（英文）：The effects for dexamethasone (DEX) treatment for the genomic 
methylation status of human trabecular meshwork cells were analyzed by whole genome 
methylation array analysis. DEX treatment changed the expression level of 23 genes 
significantly. We analyzed the functional effect of genomic methylation/demethylation 
of RICS, RGS6 and GPR126 and found that the change of methylation status did affect not 
only the quantitative expression level but also qualitative expression pattern like the 
change of mRNA splicing. 
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１．研究開始当初の背景 

ステロイド緑内障の病態生理には、細胞外

マトリックスの沈着説、プロテアーゼの活

性低下説、線維柱帯細胞による貪食能の低

下説などがあるものの、いまだに不明な点

が多い。多くのグループからデキサメサゾ

ン刺激培養線維柱帯（TM)細胞の遺伝子発

現の網羅的解析結果が報告されているが、



経時的な遺伝子発現量の変化に関しては不

明であり、それぞれの報告の結果にもばら

つきが見られる。グルココルチコイドの作

用点は細胞核内にある受容体であり、種々

の遺伝子の転写活性に影響を与えている。

また、一般的に遺伝子の転写活性はプロモ

ーター領域のメチル化によって調節を受け

ているが、最近グルコルチコイド刺激によ

り、転写調節領域の脱メチル化が誘導され

る例が報告された。 
松田は理研遺伝子多型センターにおいて、

候補遺伝子アプローチにより検出した疾患

関連遺伝子が、ゲノムワイド患者対照相関

研究(GWAS)では検出されない例を多く経

験した。実際に種々の疾病における遺伝的

素因は SNP のみでなく、コピー数多型、

エピジェネティック制御等も関係している

ことが最近報告されており、GWAS は万能

ではない。最近精神疾患の発症に MEK1
遺伝子プロモーター領域のゲノムのメチル

化状態が関連することや、SNP とメチル化

状態に相関が見られることが報告された。

このような学術的背景から、TM 細胞にお

ける長期のグルココルチコイド刺激による

遺伝子発現の変化には、元々のグルココル

チコイド受容体を介した転写調節メカニズ

ムに加えて、ゲノムのメチル化といったエ

ピゲノムレベルでの転写調節が関与してい

るのではないかという着想を得た。ステロ

イド投与後の眼圧上昇には長期間のステロ

イド投与が必要な例が多いことやステロイ

ド中止で急激に眼圧が正常化する例が多く

見られることは、エピゲノムレベルでメチ

ル化あるいは脱メチル化が起こった後にス

テロイド緑内障関連遺伝子の転写スイッチ

において on/off がおこるという我々の仮説

を支持するものと考える。 
 
２．研究の目的 

ステロイド緑内障は５０年以上前からその
存在が報告され、種々の臨床研究および基
礎研究が施行されてきたが、いまだ明確な
発症機序は判明しておらず、遺伝的素因の
関与も依然不明のままである。アトピー素
因に伴う眼合併症や角膜移植後には長期間
のステロイド点眼が避けられず、特にハイ
リスク角膜移植後にはステロイド緑内障が
原因となって失明する場合も多い。本研究
ではステロイド剤の使用時に眼圧が上昇す
るいわゆるステロイドレスポンダーおよび
ステロイド緑内障の遺伝的背景を明らかに
し、ステロイド剤の投与時におけるリスク
評価に役立てること、しいてはステロイド
緑内障の発症予防法を確立することを目標
とする。 
３．研究の方法 
ステロイド緑内障発症関連遺伝子の発見の
ために、１. TM 細胞のステロイド投与の前
後で、転写調節領域配列におけるメチル化
状態が変化する遺伝子をクロマチン免疫沈
降法により網羅的に検出し、２．それらの
結果から、患者対照相関研究を施行して、
３．有意な相関を認めた遺伝子上の多型の
機能解析を施行する。１．の解析結果から、
多数の遺伝子プロモーター領域におけるゲ
ノムメチル化状態の変化が検出されると予
想されるが、その結果から、遺伝子転写の
スイッチ制御がなされた場合にステロイド
緑内障の発症に機能的に関連すると考えら
れ る 遺 伝 子 領 域 に つ い て 優 先 的 に
Bisulfite シークエンスでのメチル化状態
の確認と TM細胞でのデキサメサゾンによ
る遺伝子発現誘導を経時的に検証する。２
に関しては、候補遺伝子における多型をリ
シークエンスにより SNP にこだわらず検
出した上で、イルミナカスタムチップによ
るジェノタイピングを施行する。３につい
ては、レポータージーン解析、mRNA の安
定性解析、リコンビナントタンパクを用い
た機能解析を施行する。 
 
４．研究成果 

ヒト培養線維柱帯細胞をデキサメサゾン添加

状態で２週間培養しメチル化状態の変化をイ

ルミナ社製メチル化アレイを用いて網羅的に

解析した。その結果有意にメチル化状態が変

化した２３遺伝子を検出した。それらの遺伝

子のうち、ＲＩＣＳ，ＲＧＳ６，ＧＰＲ１２

６遺伝子の機能解析を施行した。ＧＴＰase

調節因子であるＲＩＣＳは、デキサメサゾン

添加により遺伝子のエクソン部位にメチル化

が生じ、その発現量が減少していることが判

明した。また7回膜通過型受容体であるＧＰＲ

１２６遺伝子は、デキサメサゾン添加により

遺伝子のエクソン部位に脱メチル化が生じ、



その発現量が減少していることが判明した。

さらにＧＴＰase活性化因子であるRICSはＣ

ｐＧサイトがアイソフォーム１特異的エクソ

ン上に存在し、エクソン上のＣｐＧサイトの

ゲノムメチル化がスプライシングに影響し、

ＲＩＣＳアイソフォーム１の発現量がデキサ

メサゾン添加により減少することを発見した

。このことはヒト培養線維柱帯細胞のデキサ

メサゾン添加によるゲノムのメチル化状態の

変化が単純な遺伝子発現の量的な調節にとど

まらず、ｍＲＮＡのスプライシングなど、遺

伝子発現の質的な変化にも関係していること

を示唆する所見と考える。 

さらに、ゲノムのメチル化と合わせて他のエ

ピジェネティクス因子であるヒストンのアセ

チル化の影響を調べるため、あらかじめデキ

サメサゾン処理した培養線維柱帯細胞を脱ア

セチル化剤であるＴＳＡと２４時間反応させ

、デキサメサゾン未処理のサンプルと合わせ

てデキサメサゾンの影響によるヒストンアセ

チル化によってその発現に影響を受ける遺伝

子を網羅的に解析した。その結果組織の線維

化に影響するフィブリノーゲン遺伝子がヒス

トンアセチル化により制御されていることを

発見し、現在その機能的意義を解析中である

。現在これらの結果から得られたステロイド

緑内障発症とエピジェネティクスの影響に関

連する遺伝子群について、組織学的な解析お

よび遺伝子多型の影響を検討中である。 

また、ゲノムメチル化、アセチル化の解析結

果を投稿準備中である。 
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