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研究成果の概要（和文）：ぶどう膜炎に伴う緑内障患者、血管新生緑内障患者の房水では、IL-6やMCP-1等の炎
症性サイトカイン濃度が原発開放隅角緑内障患者と比べて高値であった。さらに3次元前眼部OCTを用いた前向き
研究の結果、房水流出路となっている強膜弁縁の開口部の幅は時間経過とともに狭くなり、将来的な眼圧コント
ロールに関係することが示唆され、開口部の幅は房水中MCP-1濃度とも相関していることが明らかとなった。細
胞レベルでの検討の結果、結膜線維芽細胞の筋線維芽細胞への形質転換をHDAC阻害剤が抑制することが明らかと
なった。これらの結果は、新たな緑内障治療の可能性を示すものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The concentration of inflammatory cytokines, such as IL-6 and MCP-1, were 
elevated in aqueous humor of uveitic glaucoma and neovascularization glaucoma in comparison with 
primary open angle glaucoma. Further, prospective study using 3-dimentional anterior-segment OCT 
indicated the width of filtration openings on the edge of the scleral flap as an aqueous route 
decreased time-dependently, and that the width was correlated with the concentration of MCP-1 in 
aqueous humor. Moreover, cell based assay using conjunctival fibroblasts indicated that HDAC 
inhibitor suppressed trans-differentiation of fibroblasts into myofibroblasts. These results provide
  novel targets for glaucoma therapy.

研究分野：眼科学

キーワード： 緑内障　サイトカイン
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１．研究開始当初の背景 
緑内障治療概念には、眼圧下降と神経保護の
二つがあるが、実際の臨床現場では未だ神経
保護治療は実用化されていない。エビデンス
のある治療法は眼圧下降治療のみで、薬物治
療、レーザー治療、手術治療と多彩な治療手
段が臨床応用されている。薬物治療で十分な
眼圧下降を得ることができない場合、手術治
療が必要となるが、濾過手術も長期経過後に
は瘢痕形成によって、しばしば濾過経路の閉
鎖と眼圧再上昇をきたす。我々は緑内障患者
で房水中のサイトカインが変動しているこ
とを確認し、その中でも MCP-1 の濃度が高
い患者では濾過手術の成績が悪いことを明
らかにした。この結果は、房水中のサイトカ
イン濃度が緑内障発症や進行だけでなく、手
術成績に大きく影響していることを意味し
ており、これらのサイトカインの変化を制御
することで新たな治療法を確立することが
可能と考えられた。 
 
２．研究の目的 
（1）緑内障病型毎に房水中に含まれる生理
活性物質群を網羅的に解析し、治療成績との
関連を検討すること。 
（2）房水の生理活性物質が房水の流出経路
に与える影響を検討すること。 
（3）濾過手術直前に採取した房水の解析を
行った症例を前向きに追跡し、手術による眼
圧下降効果および三次元前眼部 OCT（3D 
AS-OCT）における濾過胞形態に対する生理
活性物質の影響を解明する。さらに同定され
たリスク要因について動物モデルの 4次元イ
メージングによって検証すること。 
（4）網膜神経節細胞の生存に影響を与える
房水・硝子体中の生理活性物質の動的均衡と
眼内増殖病変および緑内障によるその均衡
シフトを解析し、軸索流や細胞死のリアルタ
イムイメージング技術を組み合わせて、その
影響を解析すること。 
 
３．研究の方法 
（1）緑内障症例に対して線維柱帯切除術を
行う際に房水サンプルの採取を行った。対象
疾患は原発開放隅角緑内障（POAG）、血管新
生緑内障（NVG）、ぶどう膜炎続発緑内障
（UG）とし、対照群として緑内障を有しない
白内障症例の房水を白内障手術時に採取し
た。房水は手術開始と同時に行い、手術手技
による影響を排除した。房水は角膜輪部より
30 ゲージ針を前房へ穿刺し、シリンジ内に
70-100µl採取し、採取直後に凍結保存した。
房水中生理活性物質の測定は Luminex 社の
xMAPシステムを用いた。IL-6、IL-8、MCP-1、
TNF-α、PDGF-AA、PDGF-AB/BB、VEGFの
7項目について測定した。 
（2）房水中に存在する VEGF の房水流出に
対する影響を検討するため、サルシュレム管
内皮細胞の単層培養のバリア機能（電気抵
抗）評価およびブタ眼球の灌流実験による流

出抵抗評価を行った。 
（3）濾過手術後の濾過胞所見の経時変化を
解析するための前向き研究を実施した。対象
症例は POAG もしくは落屑緑内障眼にトラ
ベクレクトミーを施行した症例で、術後 2週
目に解析可能な 3D AS-OCT が撮影できた症
例 29眼をエントリーした。術後 2週、3、6、
12 カ月およびレーザー切糸術の直前で眼圧
測定、濾過胞写真撮影、3D AS-OCT撮影を行
った。採取した房水のサイトカイン濃度と濾
過胞パラメーターの相関についても解析を
行った。さらに術式の違いによる濾過胞形状
に与える影響を濾過手術モデルで検討した。
トラベクレクトミーおよび Ex-PRESSチュー
ブシャント手術をウサギに行い、術後の眼圧、
濾過胞写真、3D AS-OCT撮影を実施した。ま
た房水中のMCP-1濃度をELISAで測定した。 
（4）濾過胞瘢痕化抑制メカニズムの解明お
よび濾過胞瘢痕化抑制治療の可能性評価の
ため、ヒト結膜線維芽細胞を用いた検討を行
った。結膜線維芽細胞の TGF-β2刺激による
筋線維芽細胞へ分化に対してヒストン脱ア
セチル化酵素（HDAC）阻害剤である
suberabilohydroxamic acid（SAHA）の効果を
検討した。SAHA処置による遺伝子発現変化
を DNAマイクロアレイにて実施し、2倍以上
増加または半分以下に減少が認められた遺
伝子について、gene ontology解析を行った。
α-SMA、ファイブロネクチン、コラーゲン
の発現変化をウエスタンブロットおよび免
疫染色で確認した。コラーゲンゲルを用いた
3 次元培養を行い、刺激後のゲル収縮を観察
した。 
（5）Lysine-specific demethylase 1（LSD1）の
阻害剤であるトラニルシプロミンの網膜神
経節細胞（RGC）に対する保護効果の検討を
行った。SDラットより RGCを単離、培養し
グルタミン酸負荷による細胞死に対する効
果を検討した。また急性緑内障モデルとして、
NMDA 誘発網膜障害モデルに対する効果を
検討した。 
 
４．研究成果 
（1）UG は対照群と比較して、IL-6、IL-8、
MCP-1、TNF-α、VEGFの濃度が高く、さら
に IL-6、MCP-1、VEGFの濃度は POAGと比
べて高値であった。サイトカイン濃度に影響
する背景因子は、白内障手術既往、前房細胞
の有無、感染性ぶどう膜炎であった。また、
NVG の房水中サイトカイン濃度は対照群お
よび POAG と比較して IL-6、IL-8、MCP-1、
TNF-α、PDGF-AAが高値であった。NVG症
例のうち術前にベバシズマブ硝子体注射を
行った群と行っていない群に分けて解析し
た結果、ベバシズマブ硝子体注射群では
VEGF濃度が有意に抑制されていたが、IL-6、
IL-8、MCP-1等の炎症性サイトカイン濃度は
投与群で上昇していた。ウサギ硝子体にベバ
シズマブ投与し、48時間後の房水中のサイト
カイン濃度を測定した結果、投与群でMCP-1



濃度の上昇が認められた。 
（2）VEGF-Aのスプライシングバリアントで
ある VEGF121 はサルシュレム管内皮細胞の
透過性を亢進させ、その作用は濃度、時間依
存的であることが分かった。ブタ眼球の灌流
実験により、VEGF121は有意な房水流出抵抗
の低下を示した。さらに VEGF121 のシュレ
ム管内皮細胞の透過性亢進作用は、VEGF 受
容体のうち VEGFR2 選択的阻害剤である
Ki8751で抑制されることから、VEGFR2を介
した作用であることが示唆された。 
（3）濾過胞形状解析の前向き研究の結果、
房水排出口と考えられる強膜弁縁の開口部
の幅は時間経過とともに狭くなり、時間経過
とともに開口部が 2つある割合も減少してい
た。術後 2週目の濾過胞パラメーターと術後
1 年の眼圧との相関を検討した結果、開口部
の幅のみが 1年後の眼圧と相関していた。ま
た、予後と関連した開口部の幅に影響する房
水中サイトカインとして MCP-1 が同定され
た。 
 動物モデルにおけるトラベクレクトミー
と ExPRESS チューブシャント手術の比較に
おいて、濾過胞形状、眼圧経過および濾過胞
の病理組織形態が両者で類似していること
が確認された。房水中のMCP-1濃度推移も両
群とも術直後および術後 2週目に上昇してお
り、両群間での差は認められなかった。 
（4）SAHA は結膜線維芽細胞の TGF-β2 刺
激によるα-SMA、ファイブロネクチン、コ
ラーゲンタイプⅠ、Ⅲの発現上昇を有意に抑
制し、筋線維化細胞への分化を抑制した。
TGF-β2刺激下のSAHA有無による結膜線維
芽細胞の遺伝子発現変化のマイクロアレイ
による検討の結果、TGF-βシグナル、細胞増
殖、細胞外マトリクス、炎症反応、血管新生
に関連した遺伝子の変動が認められた。
SAHA は TGF-β2 刺激後の Smad2、Smad3、
p38、Aktのリン酸化を抑制し形質転換を抑制
していることが分かった。さらに結膜線維芽
細胞の培養上清中の血管新生関連サイトカ
インである PDGF-AAやVEGFが SAHA処置
により減少し、SAHAで処置した結膜線維芽
細胞の培養上清では、HUVEC 細胞の血管形
成が抑制されることを示した。 
（5）LSD1阻害薬であるトラニルシプロミン
が、グルタミン負荷による RGC 細胞死を有
意に抑制することを示した。トラニルシプロ
ミンが RGC 障害時に p38 MAPKγの発現変
化を介することで神経保護作用を示してい
ることを確認した。その細胞保護効果は in 
vivo の NMDA 誘発網膜障害モデルにおいて
も確認された。 
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