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研究成果の概要（和文）：2光子励起顕微鏡を用いて、生体マウス眼球で非侵襲的にリアルタイムに結膜下組織を可視
化し、炎症反応の観察を行った。LysM-eGFP遺伝子改変マウスを用いることで、蛍光標識された炎症細胞（主に好中球
）を追跡・撮像が可能であった。10-0ナイロン縫合を行った結膜侵襲モデルでは、縫合処置後3時間から徐々に時間依
存的に炎症細胞数の増加がみられ、また、細胞の移動速度は術後3時間の時点でピークとなり、その影響は72時間まで
維持された。これらの新しいライブイメージング技術は、緑内障手術における眼炎症環境や創傷治癒機転の理解につな
がる成果である。

研究成果の概要（英文）：We visualized intravital inflammatory cell dynamics in mice conjunctiva in vivo 
by using two-photon microscopy, and evaluated immuno-reaction after conjunctival invasive interventions. 
Using LysM-eGFP transgenic mouse, eGFP-labeled inflammatory cells (mainly neutrophil) were tracked and 
imaged. In conjunctival injury model by 10-0 nylon suturing, eGFP-positive cells were significantly and 
time-dependently increased compared to non-injured control. Also, the migration velocities of 
inflammatory cells were rapidly increased by 3 hours after invasion, and sustained until 72 hours. This 
novel in-vivo live imaging technique may be a useful tool to elucidate the inflammatory/wound healing 
mechanism in conjunctiva after glaucoma surgery..

研究分野： 眼科学

キーワード： 眼細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我が国の成人の失明原因第一位である
緑内障の治療は眼圧を下降させることを目
的として行われる。トラベクレクトミーは房
水を結膜下に誘導するバイパス路を作成し
濾過胞を作製することで眼圧を下降させる
代表的な緑内障術式であるが、時間経過とと
もに効果が減弱、消失する症例が存在し、重
篤で不可逆的な視機能障害に帰結する要因
の一つとなっている。トラベクレクトミーが
失敗に至る主な原因は結膜下の過剰な炎症
反応と瘢痕化によるバイパス路の閉塞であ
る。 
(2) 申請者らはこの問題を解決すべく、豊富
な臨床症例を対象にそのリスク因子同定を
進めるとともに（Awai-Kasaoka et al. J 
Cataract Refract Surg 2012; Takihara et al. 
Arch Ophthalmol 2011; Takihara et al. 
Am J Ophthalmol 2009）、基礎研究によって
房水流出路調節機構の知見を得た（Kameda 
et al. IOVS 2012; Fujimoto et al. IOVS 
2012）。 これらの成果をもとに房水内のサイ
トカインに着目するに至り、房水 MCP-1 濃
度が緑内障症例で高くトラベクレクトミー
成績に影響することを見出した（Inoue et al. 
J Cataract Refract Surg 2012; Kawai etal. 
IOVS 2012）。また、動物モデルの組織切片
観察によって MCP-1 が結膜下に炎症細胞の
遊走を促す作用があることを確認し、さらに
MCP-1 が生理的な房水流出路にも影響を与
えることを明らかにした（Tsuboi et al. IOVS 
2012）。申請者らはこれらの結果から、房水
内 MCP-1 が結膜下で炎症細胞を誘導するこ
とによって過剰な炎症反応と瘢痕化を促し、
手術効果を消失させるというモデルを提唱
している。しかしながら、生体結膜組織にお
ける炎症細胞の動的な応答については、未だ
報告がなされていない。 
 
２．研究の目的 
2 光子励起顕微鏡を用いた生体結膜組織を経
時的に撮影する 4次元イメージング技術を確
立する。実験動物モデルにおいて、緑内障手
術が惹起する結膜下炎症反応と瘢痕形成の
動態を生体のままで捉え、動的に炎症反応/
創傷治癒機転を理解し、その分子メカニズム
を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 従来行われてきた摘出した組織を固定、
薄切して顕微鏡で観察するという手法（2 次
元イメージング）では、炎症細胞の浸潤を間
接的あるいは静的に捉えることは可能であ
っても、その細胞の起源などの情報は極めて
乏しかった。そこで、本研究では、生体組織
でライブイメージングを撮像できる 2光子励
起顕微鏡を用いて、生体結膜組織内の細胞を
３次元的に捉え、かつ時間経過を追う観察方
法（4 次元イメージング）を応用できるか確
認し、炎症細胞の経時的変化を調査する。 

 
(2) 炎症細胞 (主に好中球 )をラベルした
Lysosome M-eGFP マウスを用い、結膜下組
織を当施設の２光子励起顕微鏡を用いて非
侵襲的にリアルタイムに観察する。結膜下の
炎症細胞の定常状態を観察した後、緑内障術
後瘢痕モデルを作製して、0.5 時間後、3 時間
後、6 時間後、1 日後、3 日後の創傷部位の
4 次元イメージングを行い、蛍光ラベルされ
た細胞の数、遊走スピード、遊走経路などを
比較検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 2 光子励起顕微鏡（オリンパス Fluoview 
FV1000MPE）を用いてマウス眼球に侵襲を
加えることなくリアルタイムに結膜下組織
を観察するシステムを確立した。イソフルレ
ン吸入によって全身麻酔した後に、マウス眼
球をスライドガラス上に固定し撮像するこ
とで、結膜下の炎症細胞の定常状態および活
性化状態の観察が可能であった。対象炎症細
胞は eGFP で標識（主に好中球）、血管はテ
キサスレッドでラベルした 150kDa デキス
トラン（Sigma）を静脈内に撮影前に注射す
ることで可視化、強膜の線維は Second 
Harmonic Generation によって青色で検出
可能で、各構成組織・細胞を区別して描出す
ることが可能であった。 

 
(2) 10-0 ナイロン糸をマウス結膜に縫合し
た結膜侵襲モデルを作製して、無縫合のコン
トロールと比較検討した。縫合処置後 3 時間
の時点で、既に有意な炎症細胞の増加が認め
られ、その後も時間の経過とともに処置後 3
日目まで細胞数の増加を認めた。一方、炎症
細胞の移動速度は、縫合処置後 30 分後には
有意な上昇を呈し、その後、3 日目まで移動
速度の上昇は維持されたままであった。 
 
本研究を通じて、我々は初めて 2 光子励起顕
微鏡を使用することで生体結膜における炎
症反応を可視化することに成功した。これら
の技術や知見を応用することで、眼組織にお
ける炎症環境や創傷治癒機転の更なる理解
を深めるとともに、術後炎症修飾ひいてはト



ラベクレクトミーをはじめとする緑内障手
術治療の成績改善に寄与する研究成果であ
る。 
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