
金沢医科大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３３０３

若手研究(B)

2019～2017

MMP9を標的とした翼状片発症機構の解明と予防薬の開発に関する研究

Study of the pterygium onset mechanism that assumed MMP9 a target on elucidation
 and development of the prevention

２０５３４６４７研究者番号：

柴田　奈央子（SHIBATA, Naoko）

研究期間：

１７Ｋ１６９９１

年 月 日現在  ２   ７   ６

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：　翼状片は結膜が角膜に侵入し視力低下をきたす疾患である。本研究では、ヒト翼状
片組織からヒト初代培養翼状片細胞(HPF)を樹立することに成功した。また、HPFへの紫外線照射実験によりMMP9
とケラチン24の発現を測定した結果、UVB照射強度が上昇するほどMMP9の発現がみられた。次に、MMP9抑制実験
によりMMP9を抑制するとαSMA, Prdx6も抑制されることがわかった。
　HPFは翼状片線維芽細胞と似た特性があり、翼状片研究に役立つ可能性がある。また、UVB照射によってMMP9の
発現が上昇した結果は、MMP9が紫外線に関連して翼状片の発症と伸展に関係している可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Pterygium is a wing shaped growth on the ocular surface causing visual loss.
In this study, human primary pterygium fibroblasts (HPF) were derived from human pterygium 
conjunctival tissue cultured.Expression levels of MMP9 and KRT24 in HPF were measured using 
real-time RT-PCR exposure to UV-B. In HPF, MMP 9 mRNA expression increased with UVB dose.After MMP9 
siRNA (si-MMP9) was transfected into HPF, change in MMP9,  alpha-smooth muscle actionαSMA, and 
Prdx6 expression levels were examined by real-time RT-PCR. In HPF transfected with si-MMP9, 
expression levels of αSMA and Prdx6 were decreased with suppression of MMP9 gene expression.
　Since HPF has properties akin to human pterygium fibroblasts, HPF may be useful in fundamental 
research of pterygium. Increased expression of MMP9 by UVB irradiation suggests MMP9 may be involved
 in the onset and progression of UV-related pterygium.

研究分野：眼形成　　角結膜疾患

キーワード： 翼状片　MMP9　KRT24

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
翼状片は結膜が角膜に侵入する疾患で、乱視の増加や充血など美容上の問題を引き起こす。翼状片発症機序につ
いては、紫外線が関与しているのは疫学的にも明らかだがまだ不明の点も多い。以前の研究では翼状片関連遺伝
子と考えられるケラチン24、マトリックスメタロプロテアーゼ9であることに注目した。本研究ではヒト翼状片
組織からヒト初代培養翼状片細胞(HPF)を樹立し、より翼状片に近い形で実験に使用することができた。このこ
とは動物モデルを有しない翼状片研究にとって意義のあることである。HPFに紫外線照射実験をしたところMMP9
発現亢進がみられたため、MMP9を抑制する物質が翼状片進展を抑制する可能性を示唆した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 翼状片は、結膜が線維性血管組織を伴って角膜側にゆっくりと侵入していく疾患であり、美容
上の問題や、角膜乱視を誘発し、大きくなり瞳孔領にかかると高度の視力低下をきたす。翼状片
発症機序には紫外線暴露が関与していることが、臨床的にも疫学的にも証明されている。1) 基礎
研究に応いては、紫外線がそのトリガーとなりｻｲﾄｶｲﾝや成長因子が翼状片で増加し、マトリック
スメタロプロテアーゼ(MMPs)発現に関与していることが報告されている。2) 
翼状片治療は現時点では手術しか方法はないが、再発もある疾患であるため、有効な治療薬や進
行予防薬の開発が必要とされる。 
我々は、以前の研究でヒト翼状片組織の DNAマイクロアレイ解析にてマトリックスメタロプロ
テアーゼ (MMP) 9とケラチン(KRT) 24の発現が上昇しているとう結果を得ている。また、ヒ
ト培養結膜線維芽細胞 (HConF) とヒト培養角膜上皮細胞 (HCEpC) において、紫外線照射に
より前者は MMP9発現亢進、後者は KRT24発現が亢進している結果を得ている。翼状片研究
を進めていく上で、現状動物モデルを作成することは困難なため、このようなヒト翼状片組織や
正常角結膜組織培養細胞を用いて行われているのが一般的である。 
 
 
 
２．研究の目的 
翼状片の発症機構および進行予防薬の開発を検討するために以下の実験を計画した。 

(1) ヒト初代翼状片培養線維芽細胞 (Human Primary Pterygium Fibroblast cells:HPF) を樹
立する。 
(2)  ヒト初代翼状片培養線維芽細胞(HPF)に対する紫外線暴露による遺伝子発現変化(MMP9, 
KRT24)を検討する。 
(3)  MMP9の発現抑制実験 
HPF へ MMP9 siRNA (si-MMP9)をトランスフェクションし、MMP9 の発現を抑制させ、
MMP9,KRT24,αsmooth muscle actin (αSMA), peroxiredoxin 6 (Prdx6)  mRNAの発現変化
をリアルタイム RT-PCR法で解析する。 
(4)  ノビレチンとその化合物のMMP9発現抑制作用の検討 
 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト HPF 樹立方法 
翼状片手術予定患者の同意を得て切除された検体を採取し、採取された翼状片組織を半割し
Fibroblast MediumTM [以下 FM]を入れた容器に一旦保存する。同日、実験室に持ち帰り 35㎠シ
ャーレに眼球接着面が下になるように置き、FM500μlを入れ 24時間 CO2 インキュベーター37℃
に静置する。24 時間後ＦＭ1.5ml 追加しさらに培養を 2日継続。2日おきにＦＭを交換した。 
また、角膜上皮細胞培養に使用される OculifeTM(LIFE LINE)を medium として用いて同様の方法
で培養を施行した。 
 
(2)HPF への紫外線暴露実験の方法 
① HPF を 35㎠シャーレに播種する。 
② 312nm の紫外線 UV-B 波を 2日間照射する。(0mJ,50mJ,100mJ,200mJ/cm2)(Day0, Day1)  
③ 3 日目(Day2)に MMP9,KRT24 をリアルタイム PCR 法で測定した（図１） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) MMP9 発現抑制実験の方法 
 MMP9 をノックダウンした細胞作製のため、HPF へ MMP9 発現を抑制する siRNA(si-MMP9)をトラ
ンスフェクションした。上記と同様の方法で紫外線照射(100mJ)を行い、MMP9,αSMA や Prdx6 の
発現変化をリアルタイム PCR 法で解析した。 
 
(4) MMP9 抑制物質（ノビレチン）の検討方法 
スクリーニングしたフラボン化合物として 4 デメチルノビレチンを使用し、ヒト翼状片線維芽
細胞に添加し、紫外線照射(100mJ)を行い照射前後での MMP9 阻害作用をリアルタイム RT-PCR 法
にて測定した。同様の方法で化合物ではないノビレチンを添加した場合においても検討した。 
 



 
４．研究成果 
(1)ヒト初代翼状片培養線維芽細胞(HPF)の樹立 
Fibroblast Medium を用いて培養した結果、切除したヒト翼状片から線維芽細胞を培養し継代
することに成功した。また、OculifeTM(LIFE LINE)を medium として用いた方法では培養不可で
あった。(図 2,3) 
 

 
図 2：HPF のヒト翼状片組織よりの培養方法     図 3：樹立した HPFの位相差顕微鏡像 

 
HPF の細胞形態は紡錘形の線維芽細胞であり、我々が以前の研究で使用していたヒト初代培養
結膜線維芽細胞(HConF)と類似していた。このため、翼状片研究を行っていくうえで、HPF の方
が HConF を用いるよりも、翼状片の病態により近い結果が得られることが期待された。 
 
(2)HPF への紫外線照射実験結果 
HPF に強度の異なる紫外線を照射し、翼状片への関連が示唆される遺伝子、MMP9 と KRT24 につ
いてリアルタイム PCR で発現確認を行った。 
その結果、HPF では紫外線強度を強くするほど MMP9 発現亢進がみられた(P<0.05)（図 4） 
HConF における同様の実験でも同様に紫外線強度を強くするほど MMP9 発現亢進がみられること
を我々は以前報告している。(図 5) 
紫外線の影響をより多く受けているであろうグレードの高い翼状片で、MMPs 発現量が正比例す
る報告 3)もあり本研究の結果に矛盾しない。 
翼状片組織では、角膜創傷治癒過程でみられる炎症や細胞外基質リモデリング、過形成、細胞
遊走がみられており、創傷治癒や炎症、癌の進行でみられる MMPs はこの過程に関与していると
考える。KRT24 の発現に関しては HPF、HConF 両者とも発現がみられなかった。この遺伝子はヒ
ト初代培養角膜上皮細胞では紫外線照射によって発現が亢進する結果を以前報告している。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ HPF への紫外線照射実験結果(MMP9)  図５ HConF への紫外線照射実験結果(MMP9) 
 
(3) MMP9 発現抑制実験結果  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６：HPF の MMP9 抑制における MMP9,Prdx6,αSMA mRNA 発現の変化 



① コントロールでは UV照射後に MMP9 発現が亢進する。si-MMP9 をトランスフェクションさせ
た HPF に UV 照射をしても発現亢進はみられない。(# P<0.05) 
② コントロールでは UV 照射後に Prdx6 発現上昇がみられた。si-MMP9 をトランスフェクショ
ンさせた HPF に UV 照射をしても Prdx6 の発現亢進はみられなかった。(# P<0.05) 
③ コントロールでは UV 照射後にαSMA 発現上昇がみられた。si-MMP9 をトランスフェクショ
ンさせた HPF に UV 照射をしても発現上昇はみられなかった。 
この結果より、HPF において MMP9 を抑制することにより、上皮間葉系移行に関与するαSMA や 
Prdx6 遺伝子の発現も抑制される傾向にあり、MMP9 抑制により翼状片発症伸展を予防できる可
能性が示唆された。   
 
(4) MMP9 抑制物質（ノビレチン）の検討結果 
我々は MMP9 抑制物質のノビレチンに注目し、その抑制効果について HPF を用いて検討した。
ノビレチンは柑橘類の果皮等に多く含まれる有機化合物フラボンを骨格に持つポリメトキシフ
ラボノイド（O-メチル化フラボノイド）の一種であり、ノビレチンの後発白内障抑制効果などの
報告もされている物質である。4) 
結果、紫外線照射によりコントロール群は MMP9 の発現が増加したが、4 デメチルノビレチンを
添加した群は、照射前よりも照射後に MMP9 発現抑制効果がみられた。ノビレチンを添加した群
には MMP9 発現抑制効果はみられなかった。このことにより、ノビレチン化合物の MMP9 抑制効果
の可能性が示唆された。 
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