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Analysis of Porcine Optineurin and Myocilin Expression in Trabecular Meshwork

            Cells and Astrocytes from Optic Nerve Head.

       (線維 柱 帯細胞 と視神 経乳 頭 由来 アス トロサイ トにお け る豚 オ プチ ニ ュ リン

                 お よび ミオ シ リンの発 現機 構 の解 析)

内容の要旨

尾 羽 澤

【目的】豚 のオプ チニ ュ リンお よび ミオシ リン遺伝 子 をクローニ ン

グ し、塩 基配列 を決定 し、 さらに、ブ タ線維 柱帯 お よび視神経 乳頭

部 よ り分 離培養 され た線維 柱帯 細胞(TMCs)と アス トロサイ トに

dexamethasone(DEX)投 与、静 水圧負 荷、低酸素負 荷、 さ らにブ タ

TMCsで は、伸展刺激 をかけ、それ ぞれ のオプチニュ リンおび ミオ シ

リンの発現 量変化 を調べ た。

【材料 ・方 法】培養 ブ タTMCsか らmRNAを 抽 出 し、既 に塩 基配列が

決 定 して いる ヒ ト、マ ウス、ラ ッ ト、お よび ウシの遺伝子配列 か ら

配 列が一致す る部分 でprimer pairを設 計 し、 RT-PCR法 を行 い、豚オ

プチニ ュ リンお よび ミオ シ リン遺伝子 の一部 を増 幅 した。PCR産 物

をサブ クロー ニ ング した後、オー トシークエ ンサ ーに よ り塩基 配列

を決 定 した。残 りの上 流 お よび 下 流 の塩 基配 列 は、そ れ ぞれ5'/3'

RACE法 を用いて、同様に決定 した。

 TMCsお よびアス トロサイ トをコンフルエ ン トになるまで培養 した

後 、培 養液 中 に500nM DEXを 投 与 し2週 間培 養、マル チ ガス イ ン

キ ュ ベ ー タ ー に よ り、酸 素 濃 度 を7%に 調 節 し72時 間培 養、

33mmHgの 静 水 圧 を負 荷 し72時 間培養 した。 さ らに、ブ タTMCsに

は、専用 のチ ャンバー と装 置 を用 いて10%の 伸展 刺激 を負 荷 し、24

時 間培養 した。 それ ぞれの培養 細胞 か らTotal RNAを 抽出 し、豚オプ

チ ニ ュ リン お よび ミオ シ リ ンmRNAの 発 現 レベ ル を、 Real-time

quantitative PCR法 によ り測定 した。

【結果 】豚 オプチニュ リンお よび ミオ シ リンは、TMCsと アス トロサ

イ トの両方 に発現 し、各 ア ミノ酸 配列 は ヒ トと比較 して、オ プチ

ニュ リンで84%、 ミオシ リンで82%の 相 同性が認め られた。

 DEX投 与では、オプチニ ュ リンの発現 は、 TMCsで コン トロールの

67%、 ア ス トロサ イ トで48%に 減少 した。 ミオ シ リン の発 現 は、

TMCsで8.02倍 、アス トロサイ トで5。57倍に増加 した。

 低 酸素負荷 では、オプチ ニュ リンの発 現量 に、明 らか な変化 は認

め られなか ったが、 ミオ シ リンで は、アス トロサイ トで12時 間後 に

コン トロール の44%、72時 間後は4%に 減少 した。TMCsで は、72時

間後 で11%に 減少 した。

 静水 圧負荷 では、両培養細胞 におい てオプチ ニュ リンお よび ミオ

シ リンの発現量 に、 明 らかな変化 は認 め られなかった。

 伸展刺激 では、TMCsで 、オプチ ニュ リンお よび ミオシ リンの発現

量 に変化 は認 め られ なかった。

【結論 】今 回の実 験で は、DEX投 与、低 酸素負荷 、静水圧 負荷、ま

た は伸 展刺激 な ど、細胞環境 を変 える ことによ り、オプチ ニュ リン

と ミオシ リンは、それ ぞれ異 な る反応 を示 した。 これ らの結果 に よ

り、 これ ら2つ の遺伝 子の異 常に よ り緑 内障が引 き起 こされ る際 に

は、それぞれ異 なったメカニズムの関与が示唆 され た。

実

論文審査の要旨

 オ プチニ ュ リン(OP7コ 〉)お よび ミオ シ リン(MYOC)遺 伝子 は、

開放 隅角緑 内障 の原因遺伝 子で あるが、両遺伝子 の変異 による開放

隅角緑 内障の発 症機序 は解 明 され ていない。本研 究で は、豚 の眼球

を用 いて実 験を行 った。先ず 、OPTNお よびMYOC遺 伝子 をク ローニ

ング し、cDNAの 塩基配列 を決 定 した。 さらに、豚 の線維柱 帯および

視神経 乳頭部 か ら分離培養 して得 られ た培養線維柱 帯細胞 と培養 ア

ス トロサイ トを用 いて、緑 内障発 症時 に眼球内 の組織 にかか る と考

え られ る負荷(ス テ ロイ ド投与、低酸 素負荷、静水圧 負荷 、伸展 刺

激)に よ る0、P刀〉お よびMYOCの 発 現量 の変化 を リアル タイ ム定 量

PCR法 にて検討 した。 その結果、豚OPTNお よびMYOCタ ンパ クのア

ミノ酸配列 は、 ヒ トと比較 した場合 、OPTNで84%、 MYOCで82%の

相 同性 を認 めた。ステ ロイ ド投 与では、OPTNの 発現は減少 しMYOC

の発現 は増加 した。一 方、低酸素負荷では、OPTI>の 発現量 に明 らか

な変化 は認 め られ ず、MYOCの 発 現 は減少 した。 静水圧負 荷お よび

伸展 刺激 で は、両遺 伝子 の発 現 に明 らか な変化 は認 め られ なか っ

た。培養条件 を変え るこ とによ り、OP刀 〉とMYOC遺 伝子 はそれ ぞれ

異 なる発 現パ ター ンを示す ことか ら、両遺伝 子 の変 異に よる緑 内障

の発症機序 は、それぞれ異 なるこ とが示唆 され た。

 審査 では、OPTI>とMYOCの 遺伝子変異 に よる緑 内障 の遺伝形 式に

っ いて質問 され た。 これ に対 し、いずれ も常染色体優性 遺伝 であ る

と回答 された。負荷 実験 にアス トロサイ トを用 いた ことに関 して、

緑 内障 との関連 につい て質問 され 、緑 内障の進行 に伴い視神経 乳頭

陥 凹が 生 じ、 アス トロサイ トが 強 く関与 してい る と回 答 がな され

た。低酸 素負荷 では、培 養細胞 の形態 に変化が認 め られ、生残 率の

問題 について質 問 され た。 これ に対 し、負 荷時 間の経過 に伴 って浮

遊細胞 が増 えて くるが、通 常の培養 条件 に戻す と再び静着 し、増 殖

し始 めた ことか ら生残率 に問題 はない と回答 され た。

 眼圧 上昇に よる視 神経障 害は必ず しも視神経へ の圧 迫 による とは

限 らず 、む しろ血管 が圧迫 され て生 じる血流障害 な どの影響 も考 慮

すべ きで、組織 か ら分離 され た培養細胞 で静水圧 をか けても、その

結果 は眼圧 上昇 を反 映 した ものに な らない との指摘 を受 けたが、す

で に眼球 そ の ままの灌 流組 織培 養 を試み て うま くい かなか った の

で、培養細胞 で実験 した と回答 され た。

 以上 に よ り、本研 究 は今 後 なお検 討す べ き課題 が残 る もの の、

OPTI>とMYOC遺 伝 子 の発現 調節機 構 に相違 が ある こ とを明 らか に

し、開放隅角 緑 内障 の発 症機序 を解 明す る上で有意義 な研究 であ る

と評価 された。
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