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研究成果の概要（和文）：緑内障の再手術成績が悪いことにエピゲノム変化が関与しているという仮説について
検証した。濾過手術の動物モデルにおいて、多くのエピゲノム関連因子が動いており、抗メチル化H3K9抗体を用
いたChip-qPCRにて術中に使用するマイトマイシンCも線維芽細胞にエピゲノム変化を誘導し、c-Mycなど細胞増
殖因子の発現を制御していることがわかった。術後組織のシングルセル RNAシークエンスで同定されたヒストン
脱メチル化酵素について検証を進めた結果、結膜線維芽細胞においてH3K4脱メチル化を触媒するKdm1Aの阻害剤
S2101で刺激すると、セリン-グリシン代謝経路酵素とともに線維化マーカーの発現も抑制された。

研究成果の概要（英文）：We tested the hypothesis that epigenetic changes are involved in poor 
outcomes of reoperation for glaucoma. In an animal model of filtration surgery, many 
epigenetic-related factors were active, and Chip-qPCR using an anti-methylated H3K9 antibody 
revealed that mitomycin C, used during surgery, also induces epigenetic changes in fibroblasts and 
controls the expression of cell growth factors such as c-Myc. We further verified histone 
demethylases identified by single-cell RNA sequencing of postoperative tissues, and found that 
stimulation of conjunctival fibroblasts with S2101, an inhibitor of Kdm1A, which catalyzes H3K4 
demethylation, suppressed the expression of serine-glycine metabolic pathway enzymes as well as 
fibrosis markers.

研究分野：眼科学

キーワード： 緑内障　創傷治癒　エピゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
線維化とエピゲノム変化について研究が進んでいるが、今のところ、線維化に関連したメモリー効果は、緑内障
領域のみならず、他臓器でも報告されていない。本研究では緑内障手術動物モデルにより変化のあった線維芽細
胞クラスターにおいて、ヒストン脱メチル化酵素であるKdm1Aの線維化抑制効果が同定され、新たな治療ターゲ
ットとなることが示唆された。緑内障の再手術症例の成績を向上させるための新規薬物治療を探索する上で、手
がかりとなる成果を得られた。緑内障治療の結果を左右する線維化のメカニズムの一部を明らかにしたことによ
って、緑内障による失明を克服することにつながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
緑内障発症と進行の最も大きなリスク因子の１つである高眼圧は、エビデンスに基づく唯一確
実な治療対象である。手術による眼圧下降治療に抵抗する症例も少なくないこともあり、緑内障
は我が国における後天性失明原因の第 1 位に留まっている。緑内障手術成績を改善させるにあ
たって、線維化メカニズムのコントロールが重要である。特に再手術症例においては線維化反応
が強く生じ、成績が悪いことが臨床上の課題である。この古典的なキーワードである“線維化”
が、最先端の分子生物学を駆使した他臓器に対する研究による新たな知見から、改めて注目を集
めている。過剰な線維化による瘢痕組織は、正常な組織と比較して物理的に硬いことは古くから
知られているが、近年生じたパラダイムシフトは、組織が硬くなることは線維化疾患の単なる結
果ではなく、組織が硬いこと自体がさらに線維化を促進する要因となるという、負のフィードバ
ックループの存在が明らかにされたことである（Santos and Lagares, Curr Rheumatol Rep, 
2018）。線維化に重要な役割を果たす線維芽細胞は、integrinを介してメカニカルストレスとし
て硬さを感知する。その結果、アクチンの重合化が促進され、MRTFが核内移行するとともに、
細胞内の Hippoシグナルが抑制され、安定化した YAP/TAZが核内移行した結果、線維芽細胞が
筋線維芽細胞化し、α-SMAや細胞外マトリックスなど、線維化因子の発現が促進される。した
がって、この負のフィードバックを構成する因子群が、新たに治療ターゲットと考えられている。
また、この線維芽細胞の由来についても、組織に常在するもの、上皮細胞から上皮間葉転換によ
って生じるものに加え、全身を循環しているファイブロサイト由来のものがあることが知られ
てきた。ファイブロサイトは単球由来の血球細胞であり、組織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瘢痕形成に寄与する。実際に、肺
や腎臓の線維化疾患では、このファイブロサイトが一定の役割を果たすことが報告されている。
線維化には、マクロファージや好中球といった多くの細胞がサイトカインを介して相互作用し
ていることは以前から知られていたが、ファイブロサイトはメモリーT細胞と相互作用して炎症
反応を修飾することが近年報告されており、環境変化に伴うエピゲノム変化の研究もあいまっ
て、線維化のメカニズムにおける多種多様な細胞の相互作用に関する研究は、新しい局面を迎え
つつある。緑内障の眼圧上昇には線維柱帯の線維化が関与し、緑内障に対する濾過手術において
は、結膜の線維化が手術成績を左右する。したがって、緑内障研究領域においても、線維化は臨
床的課題に直結した大きなテーマであり、前述のような知見を基盤とした新しいモデルを提唱
し、緑内障病態の解明および治療成績の改善に応用していくことが強く望まれている。さらに、
一時期の血糖値が長期の血管障害発症に関与すること（レガシー効果、メモリー効果）、胎生期
および新生児期の生育環境が生後の健康や疾病の罹患を規定すること（Developmental Origins 
of Health and Disease)、アレルギーや感染症にメモリーT細胞が寄与していることはよく知ら
れており、ここにエピゲノム制御が関与していることが報告されている。線維化とエピゲノム変
化についても急速に研究が進んでいるが、今のところ、線維化に関連したメモリー効果は、緑内
障領域のみならず、他臓器でも報告されていない。さらにファイブロサイトのような比較的新し
い線維化関連細胞の作用は、緑内障研究において全く未解明の分野である。以上の知見をもとに
申請者らは、緑内障手術侵襲がエピゲノム変化を誘発し“手術メモリー”を細胞に残すことで再
手術の創傷治癒に影響するという新しい仮説を提唱する。この仮説を証明することは、緑内障診
療における革新的な治療手段を創出するための大きな挑戦となるとともに、一般的な線維化研
究にも新たな方向性を提示することになると考える。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目標は、緑内障治療の結果を左右する線維化のメカニズムを明らかにすることに
よって、緑内障による失明を克服することである。これまでの緑内障治療に対する臨床および基
礎研究においては、その分子メカニズムを考えるとき、我々も含め、主に眼局所の要因を対象に
解析、検討してきた。近年明らかになってきた、片方の眼に対する手術侵襲が対眼に影響してい
るような病態は、眼局所にフォーカスしているのみでは解明できないものであり、従来とは異な
る視点とアプローチが必要とされる。この点において、循環型のファイブロサイトを視野に入れ、
眼局所以外にも内眼手術の足跡を探し、線維化に対する作用を解明する本研究計画はユニーク
なものであると言える。また、他の組織における線維化研究と異なる点として、緑内障濾過手術
では術中にマイトマイシン C を使用して組織由来の線維芽細胞の数を減らすことや、線維化の
現場である濾過胞に MCP-1 など種々の炎症細胞の遊走を促進する因子を含む房水が絶え間な
く長期的に流れ込んでくる環境であることから、ファイブロサイト由来の筋線維芽細胞が相対
的に影響しやすいと推測されることが挙げられる。さらには、眼内は免疫寛容と呼ばれる免疫反
応を抑制する環境であることも、他の組織の線維化過程とは異なるメカニズムが発見される可
能性がある。さらに、再手術の成績と線維化が関与する分野が少ないこともあり、手術侵襲がメ
モリー効果として残ることはこれまで提唱されておらず、全く新しいコンセプトである。 
 
３．研究の方法 



（1） 緑内障手術組織における炎症関連細胞と遺伝子発現の経時的変化：白色家兎に濾過手術
（マイトマイシン C併用有り、もしくは無しの線維柱帯切除術モデル）を行い、術後経時的に濾
過胞および周囲組織より RNA を抽出し、次世代シークエンサーを用いてシークエンスを行った。
解析によって得られたリード配列をウサギゲノム配列に STAR を用いてマッピングし、GeneData 
Profiler Genome を用いて、マッピング情報及び遺伝子位置定義より発現量を TPM 値として算出
を行った。創傷治癒過程の炎症期、増殖期、再構築期を念頭においた術後 3時間、3日、14 日後
の各時点において両手術後の遺伝子発現を比較し、Volcano プロット等を用いて統計的に有意な
遺伝子を抽出するとともに、時間経過に伴う遺伝子変化について階層クラスタリングを行い、手
術の影響が強い遺伝子を検討した。次に着目した因子の発現変化がどの細胞に由来しているか、
ウサギを用いたモデルの検討を進めるとともに、実績のあるマウスを用いたシングルセル RNA シ
ークエンスを行なった。マウス結膜を MCP-1 に暴露したモデルと、結膜を縫合したモデルを作成
し、術後組織をコラゲナーゼ処理して細胞を分離し、Chromium 10x Genomics プラットフォーム
を使用してシングルセル RNA シークエンスを行い、UMAP(（Uniform Manifold Approximation and 
Projection)プロットによって 2次元化して細胞種を同定し、線維芽細胞における遺伝子変化を
確認した。 
（2） 培養細胞における検証：ヒト結膜線維芽細胞に対し、筋線維芽細胞化を促進する2.5 ng/mL
の TGF-β1 刺激を行い、手術疑似刺激とした。同時にマイトマイシン Cや Kdm1A 阻害剤 S2101 処
理を行い、線維化マーカー、細胞増殖因子、エピジェネティック因子、細胞代謝因子の変化を RNA
シークエンス、RT-PCR、Western blotting を用いて変化を調べた。細胞機能解析には KEGG パス
ウェイ解析を行なった。また、H3K9 トリメチル化抗体を用いて Chip-qPCR を行い、関連遺伝子
の増幅を検証した。 
 
４．研究成果 
ウサギを用いたマイトマイシン C併用濾過手術モデルにおいて、術後 3時間、3 日、14 日で
濾過胞組織を採取し、RNA シークエンスを行った結果、HDAC5 や KDM6B など、多くのエピゲノム
関連因子が動いていることがわかった。これに加えて、早期に変動が大きかった分子は IL-6 で
あった。同じ IL-6 ファミリーであるオンコスタチン M およびそれらのレセプター、1 型コラー
ゲンも早期に発現上昇する因子であった。一方で、TGF-beta、alpha-SMA、4 型コラーゲン、ファ
イブロネクチンは後期に発現上昇していた（Watanabe-Kitamura, et al., Exp Eye Res, 2021）。
培養結膜線維芽細胞を用いた実験で、IL-6 とオンコスタチン M はフィブロネクチンを除く後期
発現因子の発現を抑制することが示され、創傷治癒における炎症期から増殖期への遷移をコン
トロールすることに、手術成績を改善させるカギがあるのではないかと考えるに至った。マイト
マイシン C は線維芽細胞の増殖を抑える一方で、炎症性サイトカインの発現を上昇させること
が分かっている。この効果は細胞実験で数十日、臨床症例では年余におよぶ。これらの結果から、
われわれはこのマイトマイシン C の作用が線維芽細胞のエピゲノムに影響を及ぼし、術後創傷
治癒をコントロールしていると新たに仮説を立てた。 
マイトマイシン Cを併用しないウサギ濾過手術モデルと併用した in vivo モデルで遺伝子発
現を網羅的に比較する目的で RNA シークエンスを行った。術後 3時間のデータでは、17014 遺伝
子のうち、発現変化に有意差のあった遺伝子は 2834 個であった。このうちエピゲノム因子では、
KDM4C、HDAC5、HDAC6、HDAC8、HDAC11、SMYD3、SIRT5、DNMT1、DNMT3A の発現低下をみとめた。
一方、培養結膜線維芽細胞にマイトマイシン C処理の有無で同様に比較した in vitro モデルで
は、3 時間後のデータで KDM4B、KDM4C、KMT2C、HDAC3 の有意な低下をみとめた。以上から、共
通する因子として KDM4C などのヒストン脱メチル化酵素を同定し、その基質の一つであるトリ
メチル化 H3K9 をターゲットとして解析を進めた。下流因子の候補を検索するために、結膜線維
芽細胞を用いたin vitroモデルで、マイトマイシンC処理3日後のRNAシークエンスを行った。
この結果に対して KEGG パスウェイ解析を行ったところ、DNA replication と Cell Cycle が Top2
であった。3日後に変動していた Cell Cycle の遺伝子のうち、c-Myc、CCNA1、CCNA2 のプロモー
ター領域にプライマーを設定し、抗メチル化 H3K9 抗体を用いて ChIP-qPCR を行ったところ、マ
イトマイシン C処理後にシグナルが上昇する傾向を認めた。以上の結果から、マイトマイシン C
処理によって、結膜線維芽細胞において細胞周期を正に制御する遺伝子のプロモーター領域に
おいて H3K9 のメチル化が亢進し、結果としてその遺伝子発現が低下していることが示唆された。 
細胞種ごとの変化を見るために、マウスの MCP-1 の結膜暴露（MCP-1 群）と、結膜縫合（手術
群）を施行し、シングルセル RNA シークエンス解析を行った。統合してクラスター分類したとこ
ろ、18 クラスターに分けられた。この中でファイブロサイトのクラスターは明らかではなかっ
た。他のクラスターと比較したとき、線維芽細胞では Epyc、Myoc、Fbln2、Cfh、Lhfp、Vcan、
Lrp1、Gas1、マクロファージでは Ctsb、Ctss、Lyz2、Apoe、Lgmn、Hmox1、Arg1、Pf4 が高発現
の遺伝子であった。コントロール群、MCP-1 群と比較して、手術群の変化が大きく、大きく増加
あるいは独自のクラスターとなったのは、好中球、マクロファージ、線維芽細胞、平滑筋細胞で
あった。エピジェネティック関連遺伝子のうち、結膜線維芽細胞で発現が豊富なヒストン脱メチ
ル化酵素に着目し、in vitro 実験をおこなった。TGF-β刺激はセリン-グリシン代謝経路酵素で
あるホスホセリンアミノトランスフェラーゼ 1（PSAT1）、ホスホセリンホスファターゼ（PSPH）
の発現が上昇した。ヒストン H3 における４番目のメチル化リジン残基（H3K4）の脱メチル化を
触媒する Kdm1A の阻害剤 S2101 の同時刺激によってこれらのセリン-グリシン代謝経路酵素の発



現が抑制されるとともに、α-SMA など線維化マーカーの発現も抑制された。以上の結果から、
緑内障手術においてエピゲノムの変化が線維化をコントロールしていることが示唆された。加
えて、当初の計画にはなかったが、マイトマイシン Cがエピゲノムに変化を加えるということも
判明した。ただし、今回の結果ではファイブロサイトの関与は明らかとならず、ウサギを用いた
シングルセル RNA シークエンスの結果を待つ必要がある。現在、単一細胞化の基準を満たすとこ
ろまでは到達しており、今後解析に入る予定である。 
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