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研究成果の概要（和文）：新しいイメージング技術を用いて房水流出路組織における眼圧調節に関わる分子メカ
ニズムを解明することを目的とした。2光子顕微鏡を用いた角膜輪部付近の撮影によって、前房とシュレム管と
思われる部位を確認することが出来た。また強膜のコラーゲン線維も観察可能であった。条件検討を行ったが、
画像のシグナル/ノイズ比の改善は困難だった。細胞実験ではデキサメサゾン刺激によって線維柱帯細胞におけ
るアクチン細胞骨格が変わることをライブイメージングで確認することができ、その細胞が細胞遊走能に乏しい
ことを初めて証明した。またデキサメサゾンは線維柱帯細胞の貪食を低下させるが、ROCK阻害剤では貪食が増加
することがわかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the molecular mechanisms relating to 
the regulation of intraocular pressure in aqueous outflow tissue using novel imaging techniques. 
Observation of tissue around corneal limbus by two-photon microscopy depicted area which was 
supposed to be anterior chamber and Schlemm's canal. Collagen fibers in sclera were also imaged 
successfully. Despite of the consideration of imaging conditions, it was difficult to improve the 
signal/noise ratio of the images. In in vitro experiments, we could perceive the changes in actin 
cytoskeleton in trabecular meshwork cells after dexamethasone treatment, and firstly found decreased
 migration activity of the treated cells . Moreover, it was clarified that dexamethasone decreased 
phagocytic activity of trabecular meshwork cells, while ROCK inhibitor increased the activity.
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１．研究開始当初の背景 
緑内障は我が国において有病率が高く、他の
先進国と同様に失明原因の上位を占めるた
め、その病態解明と治療成績改善は社会的急
務である。エビデンスに基づいた唯一確実な
緑内障治療法は眼圧を下降することである。
緑内障では房水流出抵抗上昇が眼圧上昇に
寄与している。近年、ROCK阻害薬などのア
クチン細胞骨格制御薬が房水流出抵抗を減
弱させることによって眼圧を下降させ、緑内
障の治療薬となりうることが明らかとなり、
房水流出主経路である線維柱帯およびシュ
レム管の収縮・弛緩を伴うダイナミックな房
水流出制御が注目されていたが、その動的変
化を vivo で捉えた研究はそれまでになかっ
た。 
 
２．研究の目的 
2光子顕微鏡という新しいツールを用いた in 
vivo イメージングの経験を房水流出路組織
の観察に応用し房水流出路組織の 4次元イメ
ージングを行うとともに、in vitro イメージ
ングの手法を併用し、眼圧調節機構に関わる
分子メカニズムを解明すること。 
 
３．研究の方法 
（１）2 光子顕微鏡撮影の、組織毒性が弱く
深達度が高いという特性を生かし、さらに
SHG によるコラーゲン線維の可視化を組み合
わせて 4次元イメージングを行った。ラット
の摘出眼の前房にマイクロニードルを刺入
し、緑色の蛍光色素を定圧で灌流した。角膜
および結膜上皮はHoechstによって核染色を
おこなった。これを 2光子顕微鏡にセットし
角膜輪部付近の撮影を行った。 
（2）線維柱帯細胞の機能を視覚化するため
に GFP でラベルしたアクチンを導入し、タイ
ムラプス顕微鏡を用いてライブイメージン
グを行い、デキサメサゾン刺激に伴うアクチ
ン細胞骨格の変化を観察した。 
（3）線維柱帯細胞の培地を一晩無血清とし、
その後各種薬剤とともに蛍光マイクロビー
ズを培地に加え、1-2 時間培養した。その後
wash out して細胞外のビーズを抗体標識し、
蛍光顕微鏡で写真撮影し、1 細胞あたりの取
り込数をオートカウンターにてカウントし
た。刺激薬剤は、デキサメサゾン、ROCK 阻害
薬で 
 
４．研究成果 
（1）2光子顕微鏡を用いて角膜輪部付近の撮
影を行ったところ、緑色に染まる前房とシュ
レム管と思われる部位を確認することが出
来た。また強膜のコラーゲン線維も観察可能
であった。しかしながら蛍光のみを映し出す
モニターの断面図からシュレム管と思われ
る部位を同定することは困難で、得られた画
像も詳細な解析が可能なレベルには至って
いなかった。蛍光試薬濃度、励起光の強さ、
対物レンズの種類等の調節によってノイズ/

シグナル比のより低い条件を検討したが、改
善にいたらなかった。 
（2）デキサメサゾン刺激によって線維柱帯
細胞におけるアクチン細胞骨格の構造が変
わり、クロスリンクアクチンネットワーク
（CLAN）を形成することが確認された。これ
まで固定した細胞の CLAN を観察した報告は
あったが、ライブイメージングによる CLAN
形成の確認は我々が初めてであった。ライブ
イメージングによって CLAN は刻々と形態を
変え、形成と消失を繰り返す例もあることが
分かった。また、デキサメサゾン刺激によっ
て CLAN が形成されることと、細胞遊走が低
下することは報告されていたが、この 2つの
現象を直接結びつけるデータは得られてい
なかった。我々はライブイメージングを用い
ることで、CLAN を形成した細胞が細胞遊走能
に乏しいことを初めて証明した。さらに、
Rho-kinase inhibitor（Y-27632）によるア
クチンの脱重合化現象も、同様の方法でライ
ブイメージングが可能であった。 
（3）ブタ線維柱帯細胞を用いた実験では
100nM デキサメサゾン刺激によってコントロ
ールと比較して貪食が低下する傾向にあっ
た。一方で、2.5、10、25μMの Y-27632 で処
理したところ、25mM の濃度で貪食が有意に増
加した。一方で、MCP-1、TGF-β2でも刺激を
行なったが、有意な変化はみとめられなかっ
た。ヒト線維柱帯細胞由来の TM-3 を用いた
同様の実験では、100nM デキサメサゾンによ
って貪食が低下する傾向があり、10 および
25μMの Y27632 で有意に貪食が増加した。以
上のことから、デキサメサゾンは線維柱帯細
胞の貪食脳を低下させ、ROCK 阻害薬は逆にこ
れを向上させることが示唆された。 
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