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研究成果の概要（和文）：平成27年度にはゲル収縮実験にて、CsnBがTGF-βの働きを阻害していることを解明し
た。また培養ヒト角膜実質細胞 (HKC)を用いて、αSMAの発現について確認をした。TGF-β刺激をしたHKCではα
SMAが多く発現し、TGF-β+CsnB刺激を行ったものは、TGF-β刺激のみのHKCと比べてαSMAの発現がわずかであ
り、CsnBにより角膜実質細胞の筋線維芽細胞への分化転換を抑制する事を解明した。平成28年度には角膜切創モ
デルを用いてCsnBおよびLY2157299による瘢痕抑制について評価を行ったが、結果に再現性が得られなかった。

研究成果の概要（英文）：In FY2005, we clarified that CsnB inhibits the action of TGF-β by gel 
shrinkage experiment. Expression of αSMA was also confirmed using cultured human corneal stromal 
cells (HKC). In TGF-β-stimulated HKC, αSMA was expressed abundantly, and TGF-β + CsnB stimulated 
cells showed only slight expression of αSMA compared to HGF with only TGF-β stimulation, and CsnB 
induced apoptosis of keratocyte And inhibited the transdifferentiation into myofibroblasts. In 
FY2008, scar suppression by CsnB and LY 215 7299 was evaluated using a corneal incisional wound 
model, but reproducibility was not obtained in the results.

研究分野： 眼科学
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１． 研究開始当初の背景 
外傷や手術など角膜に侵襲が加わるとその
傷害部位の角膜実質細胞は細胞死をきたし、
コラーゲン線維構造は断裂する。その後の創
傷治癒過程では、創傷が回復する部位に実質
細胞から分化転換した筋線維芽細胞が出現
し、コラーゲンを分泌しながら傷を閉じてい
くが、その過程で筋線維芽細胞から分泌され
るコラーゲンは整然とした線維構造を形成
せず、筋線維芽細胞と相まって瘢痕を形成し
ていく。角膜実質の創傷治癒のキープレーヤ
ーは、筋線維芽細胞であり、筋線維芽細胞が
創傷部位に出現し消失していくことは知ら
れているが、角膜実質のコラーゲン線維構造
をどのように回復していくか、ということは
明らかになっていない。筋線維芽細胞は創傷
治癒が完了すると消失していくが、水疱性角
膜症では角膜実質内に筋線維芽細胞が長期
間にわたって存在して、角膜実質内の瘢痕形
成に関与していると考えられる。したがって、
角膜実質の創傷治癒を検討するうえで筋線
維芽細胞の出現とコラーゲン線維構造の回
復はリンクさせて考えるべき現象であると
考えている。創傷治癒過程において、角膜実
質混濁を残さずに治癒をする症例と角膜実
質混濁を残す症例を臨床の現場ではしばし
ば経験するが、そのターニングポイントにつ
いてはいまだ解明されていない。 

 
２．研究の目的 
透明性を有する角膜の創傷治癒過程におい
て、瘢痕形成は著明な視力障害の原因となる。
角膜の透明性を維持するには、コラーゲンの
整然とした配列が重要である。コラーゲン配
列は、第 2 次高調波発生(Second Harmonic 
Generation: SHG）を用いることにより 3 次
元解析を行うことが出来、我々は SHG を用い
様々な角膜疾患におけるコラーゲン構造の
解析を行ってきた。本研究では、透明治癒、
混濁治癒両方の角膜傷害モデルを作成し、
SHG を用いて創傷治癒過程を観察することで、
瘢痕形成に関与する因子を同定し、“角膜を
混濁させない”治療方法の開発を最終目的
とする。 
 

３．研究の方法 
平成 27 年度には、瘢痕形成動物モデル（角
膜切創モデル：透明治癒モデル，瘢痕形成モ
デル）を作成し、角膜傷害を受けた瘢痕部位
における角膜実質細胞の分化転換および角
膜実質コラーゲンの立体構造について
whole-mount 法および凍結切片を用いて瘢痕
の評価を行う。観察にはレーザー共焦点顕微
鏡、SHG 顕微鏡システムを用い、定量には
Western blot 法を用いる。平成 28年度には、
瘢痕形成動物モデル（角膜切創モデル）を用
い、角膜傷害を受けた瘢痕部位における瘢痕
形成を抑制させる薬物投与を行い、角膜実質
細胞の分化転換および角膜実質コラーゲン
の立体構造についてwhole-mount法および凍
結切片を用いて瘢痕の評価を行う。観察には
レーザー共焦点顕微鏡、SHG 顕微鏡システム
を用い、定量には Western blot 法を用いる。 
 
４．研究成果  
瘢痕抑制をきたす薬剤として、NR4A1 agonist
である Cytosprone B (CsnB)に着目した。
NR4A1は TGF-βシグナル伝達の内因性阻害因
子および抗線維化治療の標的候補となり、
SP1、SIN3A、CoREST、LSD1、HDAc1 からなる
抑制性複合体を TGF-βの標的である遺伝子
に集合させ、TGF-βの線維化誘導作用を制限
することが報告されていたためである。 
平成 27 年度にはヒト線維芽細胞を用いて、
TGF-β刺激、CsnB 刺激、TGF-β＋CsnB 刺激
を行うと、1mM の CsnB 存在下では、筋線維芽
細胞のマーカーであるαSMA の発現が抑制さ
れていた（図 2）。Western blot 法を用いて
αSMAの発現について Western blot 法を用い
て確認をした。TGF-β 刺激をした HKC では
αSMA が多く発現し、TGF-β+CsnB 刺激を行
ったものは、TGF-β刺激のみの HKC と比べて
αSMA の発現がわずかであり、CsnB により角
膜実質細胞の筋線維芽細胞への分化転換を
抑制する事を解明した（図 3）。 
ゲル収縮実験にて、TGF-β10ng/ml 刺激、
TGF-β 10ng/ml+CsnB 1mM 刺 激 、
TGF-β+LY2157299 1mM 刺激、刺激なしでゲル
収縮の結果を比較検討した。 
TGF-β10ng/ml 刺激で収縮していたゲルと比
較し、TGF-β 10ng/ml+LY21572991 1mM 刺激
で は ゲ ル 収 縮 の 程 度 は 変 わ ら ず 、
TGF-β+CsnB ではゲル収縮抑制をかけること
がわかった。これにより CsnB が TGF-βの働
きを阻害していることを解明した。 
また同様の実験を TGF-β阻害剤である
LY2157299 を用いて検討した。LY2157299 は
Western blot法やゲル収縮の実験においても、
TGF-βの働きを阻害する結果にはならなか
った。 
平成 28 年度には角膜切創モデルを用いて
CsnBおよびLY2157299による瘢痕抑制につい
て評価を行ったが、結果に再現性が得られな
かった。 
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