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研究成果の概要（和文）：野生型マウスおよびサルの眼球切片を作製し、Rab8 および ERM family

の毛様体上皮での共局在を免疫染色にて確認した。Rab8 ノックアウトマウスでは意義ある結果

が得られなかった。また、サル毛様体上皮の初代培養細胞を用いて、培養液に各種薬剤を投与

し Rab8 の発現についてウェスタン解析を行ったが、ステロイドを投与した際に濃度依存的に

Rab8 の発現が抑えられるという結果を得た。他の薬剤では明らかな変化を認めなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：Using wild type mice and healthy cynomolgus monkeys, we prepared 
ocular sections, performed immuno-staining and found the co-existence of Rab8 and ERM 
family in the ocular ciliary body. However, significant results from immuno-staining of 
ocular sections in Rab8-deficient mice were not found. We performed western blot analysis 
of Rab8 using cultured ocular ciliary epithelium cells of cynomolgus monkeys, and found 
that the Rab8 reduced concentration-dependently when dexamethasone was added to culture 
medium, whereas obvious changes were not found when other drugs were added. 
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１．研究開始当初の背景 

 緑内障は全世界でおよそ 6000 万人以上が

罹患し、わが国の後天性失明原因としては首

位の疾患である。病型としてはそのうち 74%

が開放隅角緑内障(open angle glaucoma; 

OAG)である。OAG により両眼失明する患者数

は 2020 年には 590 万人に達すると推計され

ている  (Quigley HA, Broman AT, Br J 

Ophthalmol, 2006)。我が国においては緑内

障は 250 万人以上存在し、40 歳以上の人口の

約 5％に潜在的に罹病していると考えられる。

病型としては 78%が OAG であり、そのうち眼

圧が正常範囲内にある正常眼圧緑内障 

(normal tension glaucoma; NTG) が 9 割以

上を占めるため、我が国の緑内障患者の 72%

は NTG 患 者 である  (Iwase A, et al, 
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Ophthalmology, 2004)。2020 年には日本の緑

内障患者は 300 万人を超えると推計され、今

後増え続けることが予測されている。また家

族歴が患者のおよそ 20％に認められ、遺伝的

要因の存在も考えられ、実際に OAG の原因遺

伝子である Myocillin (Kubota, et al, 

Genomics, 1997. Stone EM, et al, Science, 

1997) や Optineurin (Rezaie T, et al, 

Science, 2002)、若年発症の発達緑内障の原

因遺伝子として CYP1B1 (Stoilov I, et al, 

Hum Mol Genet, 1997)等が現在までに明らか

にされている。しかし、緑内障の発症メカニ

ズムは未だ充分には解明されておらず、現在

までの治療方法は、早期に発見し、眼圧を対

症療法的に下降させることであった。日本人

に多い病型である NTG の場合、眼圧を下降さ

せることが困難であるばかりでなく、眼圧下

降が病状の進行を阻止できるかさえも明ら

かではない。最近では視神経乳頭の血流障害

の要素が報告されるようになり、さらに視神

経乳頭篩板部の軸策流や血流障害により神

経節細胞が細胞死を起こしていることがわ

かってきた。視神経の循環障害を引き起こす

ものとして、血管内皮細胞で産生される強力

な血管収縮因子であるエンドセリン-1 の血

漿濃度が NTG 患者で正常人と比較して有意に

大きいことなども報告されている(Cellini M, 

et al, Acta Ophthalmol Scand, 1997)。ま

た、エンドセリン-1 の血漿濃度は動脈硬化の

重症度に相関して高いという報告がそれ以

前になされており(Lerman A, et al, N Engl 

J Med, 1991)、NTG の病因としての血管生理

の機能異常が関与していることが示唆され

る。 

 申請者はこれまで NTG における病因論とし

て循環障害説に着目し、緑内障患者の視神経

乳頭循環不全や動脈硬化の進行についてい

くつかの知見を報告してきた。また、血管生

理に関わる生理活性脂質とその受容体に着

目し、受容体のアミノ酸変異を伴う 1塩基多

型を持つ症例が緑内障患者群にのみ存在し、

正常コントロール群には存在しないことを

見出した。その緑内障の病型は NTG だけでは

なく、眼圧が正常範囲を超える狭義の原発開

放隅角緑内障(Primary Open Angle Glaucoma; 

POAG)患者が NTG と同数存在していた(特願

2008-045004)。 

 このことは、主として循環障害や動脈硬化

など、血管生理に関わる生理活性物質と考え

られているものが、眼圧にも深く関与してい

ることを示唆しており、また、高眼圧から生

じる灌流圧低下による視神経血流の低下と

いった単純な図式とは別の、血管生理に関わ

る生理活性物質由来の循環障害と眼圧とい

う因子が、密接に関わっている可能性をも示

唆している。 

 本研究ではこれらのことを踏まえ、血管生

理と眼圧調整機構が密接に関わると考えら

れる毛様体に着目し、従来より精力的に研究

が進められている房水流出機構担当部位で

ある線維柱帯とあわせ、血管生理と房水産生、

房水流出に至るまでの包括的な眼圧調整機

構についての解明に向け、緑内障、とくに NTG

と狭義の POAG を包含した開放隅角緑内障の

病態解明とその新たな治療方法の確立を目

指す。 

 その端緒として、申請者はこれまでカニク

イザルの毛様体のプロテオーム解析を行い、

その構成タンパクを検索した。毛様体を構成

するタンパクとして 500 種類以上のタンパク

が同定されたが、そのなかには NTG の原因遺

伝子の 1 つとされる Optineurin と相互作用

をもつことが明らかになっている Rab8 が含

まれていた。 

 Rab8 は small GTP binding protein の 1 つ

であり、ゴルジ体から細胞膜への vesicle 

trafficking に関わり、様々なタンパクとの

相互作用があるが、その 1 つが Optineurin

であり、その mutation の 1 つである E50K で

は Rab8 との相互作用が生じないことが報告

されている(Daniela et al; Journal of Cell 

Biology 2005)。また Rab8 が小腸上皮におい

て apical protein の局在をコントロールし

ていること、Rab8 ノックアウトマウスでは小

腸の apical microvilli が短縮し、本来そこ

に局在すべき peptidase や transporter が

lysosome に蓄積してしまうことが報告され

ている(Sato T, et al, Nature, 2007)。そ

こで申請者は、細胞膜とアクチンフィラメン

トの linker protein であり、microvill の

core protein ともいえる ERM family(Ezrin, 

Radixin, Moesin) に 着 目 し た 。 Ezrin, 

Radixin, Moesin の 3 つのタンパクはいずれ

も今回の毛様体のプロテオーム解析によっ

て同定されており、マウス及びサルの眼球組

織切片を用いた免疫染色においても毛様体

での局在が示されている。 

 ERM familyは細胞膜とアクチンフィラメン
トの linker protein であることより、Rho-A 
kinase, ROCK との関わりも深く、現在臨床試
験が進んでいる眼圧下降薬としての ROCK 
inhibitor とも何らかの相互作用をもつこと
は想像に難くなく、また ERM family 自身が
眼圧に関与することも可能性として充分に
考えられる。また酸化ストレスの観点におい
ても興味深い対象であり、血管生理と眼圧調
整機構を探る検討対象として適切であると



 

 

考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、①Rab8 および ERM family
の毛様体における正常な相互作用をマウス
において確認し、②緑内障のモデルマウスで
ある Optineurin と WDR36 のトランスジェニ
ックマウスを用いて Rab8 および ERM family
の相互作用を検討する。分子細胞生物学およ
び病理組織学の手法を用いた検討のほか、③
モデルマウスに各種薬剤を投与し、眼圧変動
および網膜神経節細胞死についても検討を
行い、④緑内障発症の頻度に差がつくかどう
かを検討する、こととなる。 
 Rab8 および ERM family の相互作用につい
て言及した論文は PubMed 上現在のところ 1
本だけであり、視細胞において moesin、actin、
rac1 等が rab8 と協調して働きロドプシン輸
送を行う、という内容である(Deretic D, et 
al. Mol Biol Cell, 2004)。緑内障の病態解
明を目指す研究においては最初の試みであ
ると考えられ、かつ相互作用が存在すること
自体はほぼ確実であると考えられ、さらには
対象が緑内障に深く関わっていると考えら
れるもの同士の相互作用であり、緑内障の病
態解明に関わる何らかの知見が得られる可
能性が非常に高く、新しい治療法に直結する
可能性も高いと考えられる。 
 
３．研究の方法 

(1)Rab8 およびERM family の培養細胞にお

ける相互作用の検討 

Rab8 とEzrin、Radixin、Moesinが実際にタン

パク質間相互作用が生じていることを、サル

の毛様体無色素上皮および色素上皮の初代培

養細胞を用いて確認する。方法としては

CoralHue Fluo-Chase Kit (Amalgaam 社)を用

いたProtein fragment complementation 

method を行う。これは2 つのタンパクが相互

作用してはじめて緑色蛍光を発するという原

理を用いた方法である。 

①培養細胞に上記kit にて標識したRab8およ

びezrin、radixin、moesin をtransfection

し、Rab8 とezrin、Rab8とradixin、 Rab8 と

moesin との相互作用を確認する。 

②上記の組み合わせのうち、相互作用の認め

られたものに対して、相互作用の生理学的意

義を詳細に解析するために、緑内障発症に関

与することが予想される種々の因子(酸化ス

トレス、ステロイド剤添加、圧力、虚血)を与

えた時の相互作用および培養細胞への影響を

調べる。評価方法としては、相互作用の程度

を検討するための蛍光発色数カウント、細胞

形態の観察、アポトーシスを生じた細胞数の

カウントを行う予定である。形態観察を行う

際には詳細な変化を観察する目的のために、

細胞骨格系（アクチン、中間系フィラメント、

およびビンキュリン等）および細胞外基質タ

ンパク質（フィブロネクチン、コラーゲン、

あるいはラミニン等）の染色実験も併せて行

う。また、これらを認識する抗体を用いたウ

エスタン解析を行い消長・局在を調べる。 

③Rab8 とERM family の相互作用の生理学的

意義をさらに詳細に解析するために、緑内障

治療薬として考えられている薬剤を上記②の

条件下に培養液中に投与し、相互作用および

培養細胞への影響を調べる。具体的には、眼

圧下降薬として、毛様体筋収縮による線維柱

帯網開大により房水流出抵抗を減弱させる副

交感神経刺激薬、房水産生を抑制する薬剤と

してのβ遮断薬、炭酸脱水酵素阻害薬、ぶど

う膜強膜流出路からの房水流出促進を図ると

考えられているプロスタグランジンF2α誘導

体、α遮断薬、そして現在臨床試験が進めら

れている、主経路としての線維柱帯からの房

水流出促進を図ると考えられているROCK 阻

害薬、さらに循環改善・神経保護を図ると考

えられているカルシウム拮抗薬、NMDA拮抗薬

を投与し、検討を行う。評価方法は上記②に

準じる。 

(2)プロテオーム解析 

Rab8 がERM family と相互作用する際、上記

(1)の②、③に記載した各種条件下において、

どの様な変化が生じているのかを網羅的に調

べるために、以下の項目をコントロールと比

較する。 

①各々の細胞より抽出物を調製後、各種リン

酸化抗体を用いたウエスタン解析を行うこと

により量的な変化を比較し、どの様な情報伝

達系の働きが変化しているのかを検討する。

②細胞抽出物および培養液を二次元電気泳動

法により分離後、量的変動が確認されたタン

パク質スポットをピッキングする。次に、こ

れらのタンパク質をトリプシンによりin gel 

消化し、イオントラップ型タンデム質量分析

計LCQ DECA XP Plus（ThermoElectron 社）を

用いて同定する。 

(3)各種条件下に対応する網膜神経節細胞死

の検討 

緑内障の程度・病期を評価するものとしては、

網膜神経節細胞死が挙げられる。前述した計

画1)の各種条件下において、hanging のつい

たcell culture insert と6-well plate を用

いて、毛様体上皮の培養細胞とラット網膜神

経節由来細胞であるRGC-5 の同一培養液中で

の共培養を試みる。そして(1)に記載した評価

方法に準じてRGC-5 について細胞の形態観察

等の解析およびアポトーシスを生じた細胞数



 

 

のカウントを行い、毛様体上皮細胞における

Rab8 およびERM family の相互作用の程度と

の相関について検討する。 

(4)コンピューターを利用した構造解析 

当研究室では、タンパク質の一次構造に基づ

いて立体構造をシュミレーションする、最新

のソフトウェア Mol Soft(ICM 社)を利用し

た実験を進めている。このソフトウェアから

導き出される立体構造の信頼性は非常に高い

と考えられ、Rab8―ERM family 複合体の立体

構造を予測することにより、この複合体の働

きに関して、その制御機構が理解可能になる

ばかりではなく、この働きを調節する分子の

デザインも出来る。また、このソフトウェア

はシュミレーションして得られた複合体の立

体構造を基に、さらにこれに相互作用する分

子の構造をデーターベースから検索すること

も出来るため、(2)で得られたタンパク情報に

加え、なんらかの生理的意義のある関与が可

能な候補分子の情報を入手することが可能に

なる。 

 
４．研究成果 

 当初計画していた緑内障のモデルマウス

である Optineurin と WDR36 のトランスジェ

ニックマウスを用いることが困難な状況と

なったが、本研究テーマに直結すると考えら

れる Rab8 deficient mouse の眼球を入手す

ることができ、眼球切片の作製を完了した。

Rab8 および ERM family の共局在について

Rab8 deficient mouse および wild type につ

いて免疫染色を施行し、wild type において

Rab8 と ERM family の共局在は確認すること

ができた。Rab8 deficient mouse においては

意義のある結果は得られなかった。 

 また、カニクイザル毛様体上皮の初代培養

細胞を用いて、培養液にステロイドであるデ

キサメサゾン、β遮断薬のマレイン酸チモロ

ール、炭酸脱水酵素阻害薬のドルゾラミドを

投与し Rab8 の発現についてウェスタン解析

を行ったが、デキサメサゾンを投与した際に

濃度依存的に Rab8 の発現が抑えられるとい

う結果を得た。他の薬剤では Rab8 の発現に

ついて明らかな変化を認めなかった。 

 今後、この結果からさらに実験を発展させ、

主として房水産生の面から、Rab8 と ERM 

family の毛様体における機能と緑内障病態

の解明を目指してゆく。 
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