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研究成果の概要： 

我々は，当該研究期間において，ラット角膜実質細胞におけるギャップ結合タンパク
Connexin43 の発現を，角膜組織構造を破壊せずに観察する方法を確立した。さらに，角膜実質
創傷治癒過程において，創傷部位に進展する線維芽細胞にも早期から Cx43 が発現し，角膜実質
細胞が積極的にそのネットワークを再構築しようと試みていることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

角膜は，眼表面に存在する透明な組織であり，

その透明性維持は良好な視力のために必須

である。角膜は上皮，Bowman 膜，実質，

Descemet 膜，内皮の 5層からなり，その 90%

以上は角膜実質で占められている。角膜実質

は，主にＩ型コラーゲンの線維が層状に規則

正しく整列し，その間隙で角膜実質細胞がネ

ットワークを構成している。また，角膜実質

には骨髄細胞由来の細胞成分や三叉神経第

一枝の神経分布も見られる。これらの細胞成

分と細胞外マトリックス成分の規則正しい

相互関与，特にコラーゲンの規則正しい配列

が角膜実質の透明性，ひいては角膜の透明性

に大きく寄与しているものと考えられる。こ

れまでわれわれは，第 2次高調波発生を用い
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て角膜実質中のコラーゲン線維を可視化し，

実質内でのコラーゲン線維束(Collagen 

Lamellae)の 3 次元的解析を行い，角膜実質

内 に 折 り 合 わ さ れ る よ う に 存 在 す る

Collagen Lamellae を示した。また，第 2 次

高調波発生によって可視化される Collagen 

Lamellae が角膜実質細胞のネットワークの

間隙を走行している，換言すると Collagen 

Lamellae を包み込むように角膜実質細胞の

ネットワークが構成されていることが明ら

かとなった（unpublished data）。このよう

に，角膜実質コラーゲンは角膜実質細胞と非

常に強い相互関与をしていると考えられ，

種々の疾患や創傷治癒過程において角膜実

質細胞のネットワークとその維持が角膜実

質の透明性維持に非常に重要であると考え

られる。 

 

２．研究の目的 

角膜実質細胞は細胞間接着により隣接する

実質細胞と接合し情報交換をしていると考

えられる。角膜実質に外傷や感染などの侵襲

が加わった場合，その部位の角膜実質細胞が

細胞間のネットワークを介して反応を起こ

すと推測できる。角膜実質のネットワーク及

びその細胞間結合を指標にして角膜実質に

対するさまざまな侵襲に対する角膜実質細

胞の反応を観察することで，種々の疾患や創

傷治癒過程における角膜実質の反応を，実質

細胞のネットワークの反応として解析する

ことができると思われる。また，実質細胞の

ネットワークが破壊された後のネットワー

ク再構築の過程を観察することで，角膜実質

という組織としてではなく，実質細胞ネット

ワークの創傷治癒を評価することが可能で

ある。今回の研究では，種々の侵襲に対する

角膜実質ネットワークの反応を検討するこ

ととした。 

３．研究の方法 

(1)正常角膜における角膜実質ネットワーク

の描出の確立 

Wister rat を屠殺後眼球を摘出，角膜を採

取した後に，角膜ブロックを作成，免疫染色

を行う。角膜実質のネットワークを描出する

ために，レーザー共焦点顕微鏡（Zeiss LSM 5 

Pascal，現有）を用いた既報の方法を用い，

角膜実質ネットワークを3次元構築を行う。免

疫染色は，細胞－細胞間接着の評価として

Connexin43(Cx43)および細胞骨格（アクチン）

の染色を行った。 

(2)創傷治癒過程における角膜実質ネットワ

ークの変化と再構築過程の観察 

Wister rat 角膜中央部に，直径2mmの上皮剥

離または150μmの切創を作成し，経時的に屠

殺，眼球を摘出し，切創作成部位，切創近傍，

角膜周辺部の角膜を採取し，Cx43の免疫染色

を行った。レーザー共焦点顕微鏡およびSHG

顕微鏡を用いてスキャンを行い，3次元的構築

を行い，実質細胞ネットワークの破壊，続い

て起こる実質細胞ネットワークの再構築およ

び実質細胞表現形の変化を観察し，実質細胞

ネットワークとの構築と実質細胞表現型を評

価した。 

 

４．研究成果 

(1) Whole mount法を用いた角膜実質細胞

Connexin43(Cx43)の発現の解析 

角膜実質細胞は角膜組織内では星状～樹

状の形態を有しているが培養系におかれ

ると紡錘状の形態に変化するため，角膜

組織内での形態評価が必要になる。Whole 

mount法で角膜を組織として染色するこ

とにより，生体における角膜実質細胞の

評価が可能となる。様々な条件設定の上

で，正常ラット角膜実質細胞の細胞突起

にCx43が発現していることを示すことに

成功した。角膜実質細胞密度の高い実質

浅層ではCx43の発現量が顕著であった。 

(2) 角膜実質の創傷治癒過程における角膜実

質の生体反応の３次元的解析 



 

 

Whole mount法で角膜実質細胞の形態およ

びCx43の発現を検出することが可能であ

ることが示されたので，角膜実質に創傷

を作成しその治癒過程での角膜実質細胞

の動態および活性化，炎症性細胞の浸潤

を検討した。創傷作成後，既報の通り角

膜実質細胞はアポトーシスに至り，創傷

周囲の細胞は消失した（無細胞領域）。

創傷作成後1日目にはactin-richな線維

芽細胞様の細胞が周辺部および創傷部位

より無細胞領域に伸展している像が観察

された。それらの細胞にもCx43が発現し

ていた。また，創傷作成後3時間頃より

CD45陽性の球状細胞の集簇を認めた。ま

た，創傷作成後5日頃より，αSMA陽性細

胞の出現が観察された。角膜実質の創傷

治癒過程では，創傷治癒にあたる線維芽

細胞/角膜実質細胞が，Gap junctionを維

持しながら角膜実質の創傷治癒に関与し

ていることが推測された。 

(3) 上皮剥離による角膜実質細胞ネットワー

クの破壊と回復 

上皮剥離直後に角膜実質浅層の角膜実質

細胞は消失，無細胞領域を形成し，角膜

実質細胞ネットワークは破綻した。上皮

欠損作成後3日目より角膜実質細胞は創

傷作成部位周囲より無細胞領域に進展し

たが，細胞間ネットワークの指標となる

Connexin43の細胞接合部位での発現は見

られなかった。創傷作成後7日では徐々に

Connexin43の細胞結合部位での発現が観

察されるようになり，創傷作成後14日で

は細胞間ネットワークが回復した。 

(4) 角膜実質創傷治癒モデルにおける細胞間

ネットワークの形成と角膜実質コラーゲ

ン船側構造の関係の評価 

実質創傷治癒モデルにおいて，実質切開

部位では創傷作成後3時間で実質細胞は

消失し無細胞領域を形成したが，6時間後

頃より周囲からの実質細胞の進展を認め

るようになり，Connexin43の細胞結合部

位での発現も観察するようになった。同

時期における創傷周囲の実質コラーゲン

線維束構造は，線維束の断裂を認めるも

のの新たなコラーゲン線維の再構築は観

察されなかった。筋線維芽細胞のマーカ

ーであるα平滑筋アクチンの発現は，創

傷作成後7日，14日に観察するのみであり

，実質細胞ネットワークの消失・再構築

には関与しなかった。 

 

角膜実質細胞ネットワークは上皮剥離刺激に

より広範に障害されその再構築に時間がかか

ること，実質切開による実質細胞ネットワー

クの破壊はいち早く回復されることが明らか

となった。 
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