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研究成果の概要（和文）：培養細胞に静水圧をかける装置を試作したが、コントロール条件においても細胞の形態変化
をみとめ、解析可能な結果が得られなかった。線維柱帯細胞をY-27632で処理後のマイクロアレイおよびGene ontology
解析の結果、抗酸化機能関連の5遺伝子の発現が上昇し、うちCatalaseはリアルタイムRT-PCRでも確認された。過酸化
水素刺激下にて線維柱帯細胞をY-27632で前処理するとWST-8 assayによるシグナルは高値、DCFDA試薬のシグナルは低
値となった。以上より、ROCK阻害薬は線維柱帯細胞内の抗酸化作用物質の発現を誘導し、酸化ストレスによる細胞死を
抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We made a device to add hydrostatic pressure on cultured cells, resulting in chang
es in cell morphology even in the control condition, and the data were not analyzable. After treatment of 
trabecular meshwork cells with Y-27632, 5 genes that were related to antioxidant functions were up-regulat
ed. Of those, the up-regulation of catalase was confirmed by realtime RT-PCR. Pretreatment with Y-27632 in
creased the signal of WST-8 assay and decreased the signal of DCFDA test reagent under stimulation with hy
drogen peroxide. Collectively, it was indicated that ROCK inhibitor induced intracellular expression of an
tioxidants in the trabecular meshwork cells, and thereby suppressed oxidative stress-induced cell death.
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１．研究開始当初の背景 
緑内障のリスクファクターである眼圧上昇
は房水流出量低下が主な原因である。房水流
出路の一部を構成する線維柱帯は圧感受性
組織であり、眼圧を一定に保つホメオスター
シス反応に関わっていると考えられている
が、そのメカニズムの詳細は明らかではない。
圧感受性が破綻していると考えられる緑内
障患者においては、細胞死により線維柱帯細
胞の数が減少していること、および緑内障患
者の房水および線維柱帯には酸化ストレス
が増加していること示唆されていることか
ら、これらの変化が圧感受性のメカニズムと
関連している可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、通常の 2 次元培養に対する
加圧モデルの確立と、それを用いた線維柱帯
による眼圧調節メカニズムの解明である。こ
れまで線維柱帯の眼圧に関するホメオスタ
ーシス機能について、メカニズムの解明にい
たった研究はこれまでに発表されておらず、
その中で細胞骨格の変化と線維柱帯の圧感
受性を結びつけた仮説はわれわれが初めて
提唱したものである。また線維柱帯細胞の圧
感受性に関わる因子について、タンパクレベ
ルにおいては未探索である。さらに緑内障病
態における圧感受性と細胞骨格の関係にリ
ンクして酸化ストレスの影響が示唆されて
いることから、酸化ストレスが房水流出率に
与える影響および酸化ストレス下の線維柱
帯細胞に対して ROCK 阻害剤が与える影響
を検討する。 
 
３．研究の方法 
2 次元培養に対して静水圧をかけるために当
施設に設置済みのチューブを介して水圧を
測定する器械に培養皿を入れるための気密
性容器を接続し、別のルートから培養液で加
圧を行った。この装置を用いてコントロール
条件は大気圧で培養し、加圧条件はこれに 10 
mmHg ごと圧を上昇させて培養し、時間経過に
伴う細胞骨格の変化を確認した。ブタ摘出眼
に酸化ストレス惹起薬剤メナジオンを灌流
し、われわれが作成した分単位でモニターが
可能な房水流出率測定器を用いて測定した。
カニクイザル培養線維柱帯細胞を ROCK 阻害
薬（Y-27632、25μM）で 30 分処理したあと
mRNA を回収し、マイクロアレイを用いて
12613 遺伝子を網羅的に解析し、発現に変化
のあった遺伝子を同定した。重要と思われた
因子に対してはリアルタイムPCRを用いて発
現変化の確認を行った。さらにGene ontology 
analysis を用いて遺伝子の機能毎にカテゴ
リー化して統計学的に解析を行った。酸化ス
トレスによる細胞死において ROCK 阻害薬が
与える影響を検討するため、カニクイザル線
維柱帯細胞を無血清培地で一晩処理し、
25μMの Y-27632 で 30 分前処理し、600 およ
び 800μM の濃度の過酸化水素刺激をした後

に WST-8 assay、DCFDA 試薬を用いた活性酸
素の定量を行った。また細胞が存在しない状
況で Xanthine oxidase でスーパーオキシド
を発生させ、そこに Y-27632 を加えた後に発
光試薬でシグナルを検出した。 
 
４．研究成果 
2 次元培養に対して静水圧をかけたが、CO2
の循環が十分でなく、コントロール条件にお
いても線維柱帯細胞の形態変化をみとめた。
圧条件などを調節したが問題の解決にいた
らず、本実験からは解析可能な結果を得るこ
とは出来なかった。カニクイザル培養線維柱
帯細胞を ROCK 阻害薬（Y-27632、25μM）で
30 分処理後のマイクロアレイおよび Gene 
ontology analysis の結果、抗酸化機能関連
の5つの遺伝子の発現が上昇していることが
わかった（P = 0.014）。このうち Catalase
についてはリアルタイムPCRで発現が上昇し
ていることが示された。また WST-8 assay に
よるシグナルは、600μMの濃度の過酸化水素
刺激下でY-27632前処理を行った細胞の方が
コントロールと比較して有意に高値であっ
た。 

細胞内における活性酸素の発現はDCFDAを用
いた実験の結果、Y-27632 の前処理によって
抑えられていることが確認された。また細胞
が存在しない状況ではY-27632自体に抗酸化
能は発揮されないことが Xanthine oxidase
を用いた実験で明らかになった。これらの結
果から、ROCK 阻害薬は細胞内における抗酸化
作用物質の発現を誘導し、酸化ストレスによ
る細胞死を抑制する可能性が示唆された。 
摘出眼を用いた房水流出率の実験において
は、酸化ストレス惹起薬剤メナジオンを灌流
した眼においてコントロールと比較して房
水流出率が高い傾向があったが、群間におい
て有意な差ではなかった。 
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