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研究成果の概要：マウス全層角膜移植モデルを神経再生の評価系として確立した。移植片内へ

の神経再生は非常に緩徐で、移植片内ではわずかに神経線維が認められるに過ぎないことが明

かになったが、Sema3A阻害薬の投与により神経断端からの活発な神経再生が観察できた。ま
た神経再生の程度を統計的に比較するため、再生神経の総延長を数値化する方法を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 
角膜は視覚を構成する光学系の入り口に
あたり、高い透明性を持ち、またそのバリア
ー機能により化学物質や病原体などの外的
刺激から眼球内部を保護している組織であ
る。この眼球を保護する機構の中では、角膜
の知覚とそれに続く瞬目が重要である。角膜
の知覚は三叉神経第１枝である眼神経に支
配されているが、知覚が傷害されると瞬目の
機構が乱れ、外的刺激からの防御能力が低下
する。また角膜の三叉神経末端から分泌され
るsubstance Pが、角膜上皮や角膜実質細胞
から分泌されるIGF-1とともに角膜上皮細胞
に作用することで、上皮の修復を促進するこ
とも知られているが（Chikama et al, Lancet, 

351, 1783-4, 1998）、この神経の障害により
角膜の創傷治癒が遅延し、角膜潰瘍を生ずる
場合がある。これは神経障害性角膜潰瘍とし
て眼科的に非常に重要な疾患であり、角膜ヘ
ルペスや糖尿病では角膜の知覚低下ととも
に角膜上皮障害が遷延しやすい。また角膜移
植眼においては全周で三叉神経が切断され、
角膜知覚の低下は数年にも及ぶため、術後経
過中に神経障害性角膜潰瘍が高い頻度で見
られる。現在まで健常な生体における角膜内
の三叉神経の走行はほぼ明らかにされてい
るが、角膜が傷害され三叉神経が断裂した場
合の三叉神経の再生に関しては未知である。
角膜内での三叉神経の再生を解明すること
は、角膜移植眼の術後管理や神経障害性角膜
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潰瘍の治療に役立つばかりでなく、角膜の上
皮・実質細胞の創傷治癒機構や、さらには正
常な角膜組織の恒常性をより深く理解する
ために有用であると考えられる。また神経再
生のタイミングや特徴が明らかになれば、神
経成長因子や神経再生に働く薬剤等が、実際
の神経の再生に与える影響をスクリーニン
グすることができる。 

 
 
２．研究の目的 
本研究は、神経の再生モデルとして

P0-Cre/EGFP マウスを用い、透明な角膜を
観察することで神経の走行が容易に観察で
きるということにおいて、大変画期的である。
このモデルは、観察する組織が透明な角膜で
あることから、神経や細胞の再生を観察する
上で非常に優れていると考えられるが、現在
までにこうした試みはなされておらず、非常
に独創的なアイデアであると言える。この実
験系では、マウスの角膜移植を正確に行い、
移植片を確実に生着させる技術が不可欠で
あるが、現在まで野生型マウスを用いた予備
実験を行い、安定した術後生着率と透明治癒
率を得ており、目的とする三叉神経の観察が
充 分 に で き る と 考 え て い る 。 ま た
P0-Cre/EGFP マウスは神経堤細胞に由来す
る細胞のみが GFP を発現しているため、摘
出角膜において角膜実質細胞、角膜内皮細胞
および角膜内の神経が GFP 陽性として観察
される。通常の GFP マウスでは角膜上皮も
GFP陽性であることより、角膜実質内を走行
する三叉神経を観察するためには、摘出角膜
をトリプシン処理し上皮を除去しなくては
ならない。しかし P0-Cre/EGFP マウスを用
いることで酵素処理する必要はなく、より生
体に近い状態で角膜を観察することができ
る。さらに移植手術後早期には多数の血球細
胞が host-graft 接合部や移植片内に浸潤し
てくることを認めており、GFPマウスを用い
た場合は GFP 陽性の血球系細胞が神経の観
察の妨げになるが、P0-Cre/EGFP マウスを
用いることで、血球系細胞の浸潤による影響
を除外できると期待され、効率的に再生神経
の観察ができると思われる。 
ヒト角膜移植眼では術後数ヶ月でレシピ
エントの上皮が再生し、グラフトは完全に接
着する。しかし術後数年を経ても角膜の知覚
が低下しており(Rao et al, Ophthalmology, 
92, 1408-11, 1985)、三叉神経の再生は非常に
遅いと思われる。このことが移植角膜に起こ
る上皮障害の原因の一つであると考えられ
るが、マウスにおいては術後数週で上皮の再
生が起こりグラフトの接着が得られるため、
数ヶ月の経過観察により、神経の再生が観察
できると予想できる。神経の再生は角膜の創
傷治癒機構の中で重要な役割を担っている

と考えられ、神経の再生過程を明らかにする
ことで、角膜の創傷治癒や恒常性維持につい
てもいっそう理解を深めることができると
思われる。さらにこのモデルは、神経成長因
子や神経の再生を促進する薬剤の効果を判
定するためには、非常に適したモデルである
と考えられる。今後さらに新しい薬剤が開発
されるであろうが、このモデルを用いること
で、効率よく薬剤のスクリーニングを行うこ
とができると期待される。 

 
 
３．研究の方法 
本研究では角膜内の三叉神経再生モデルと
して、マウスにおける全層角膜移植モデルを
用いる。マウスにおける角膜移植モデルは現
在までに確立済みである。三叉神経は神経堤
細胞由来であるが、神経堤細胞に特異的に発
現する P0(Protein zero)遺伝子のプロモータ
ーにEGFPを発現させたP0-Cre/EGFPマウ
スでは、角膜内の三叉神経の走行が GFP の
蛍光により容易に観察できる。このマウスを
レシピエントとして、また同系の野生型マウ
スをドナーとして全層角膜移植を行 
い、一定期間後に角膜を摘出し移植片内に再
生される GFP 陽性三叉神経の経時的変化を
蛍光顕微鏡で観察する。これにより角膜移植
後、神経がいつ再生するのか、グラフト全体
に再生するのか、または限定的であるのか、
などが視覚的にとらえられる 
続いて神経成長因子、神経栄養因子および
神経再生薬の投与実験を行う。これは点眼、
注射、神経内への注入等によって投与された
因子や薬剤が、実際に神経の再生にどのよう
な影響を与えるのかを、非投与群と比較して
観察するものである。さらに正常な三叉神経
が分泌している substance P や calcitonin 
gene-related peptide（CGRP）等に関して、
免疫染色によってその発現を正常な神経と
比較することで、再生した神経の特徴を明ら
かにするものである。 

 
(1) マウス全層角膜移植 
 マウスに対して行う全層角膜移植術は、ヒ
トで行うものと基本的に同様である。マウス
の角膜移植モデルには２種類のマウスを用
いる。ドナーは C57BL/6J、レシピエントは
同系の P0-Cre/EGFPトランスジェニックマ
ウスである。ドナーマウスを安楽死させ、角
膜中央部を直径２mmのトレパンと小剪刀を
用いて切除する。レシピエントには全身麻酔
を施し、ドナーと同様に直径２mmのトレパ
ンと小剪刀にて角膜を切除する。レシピエン
トにドナー角膜を乗せ、11-0ナイロン糸にて
８針から１０針端々縫合し角膜を固定する。
術後、眼球を保護するため、瞼板縫合を加え
て閉瞼固定する。術後１週間で眼瞼および角



 

 

膜の縫合糸を抜糸する。 
 
(2) 蛍光顕微鏡によるグラフトの観察 
 移植術後透明治癒した角膜を週に１眼摘
出する。角膜に５から６カ所放射状に割を加
えて、スライドグラス上にフラットマウント
し、ドナー角膜内の GFP 陽性神経線維を蛍
光顕微鏡で観察する。術後経過はおよそ３ヶ
月観察する予定であるが、神経の再生の状態
によってはさらに数ヶ月の観察を要する可
能性がある。神経再生の程度を定量化するた
めに、再生神経線維の数、ドナー角膜内への
進展距離などを指標にして半定量的なスコ
アを作成する。スコア化は、薬剤効果判定、
遺伝子改変マウス間の差を統計的に比較す
る際などに必要となる。 
 
 
４．研究成果 
マウス全層角膜移植モデルを神経再生の
評価系として確立した。マウス角膜移植モデ
ルにおいて、GFP 陽性の神経線維と
keratocyte 様の樹枝状細胞が移植片内に進
入する様子が観察され、移植片内に出現した
keratocyte 様の樹枝状細胞の多くは神経線
維に伴っており、三叉神経が実質幹細胞の
niche に関与しているという仮説が具体性を
持ったように思われた。最終的に術後 9週ま
での観察を行ったが、この段階で移植片中央
部まで神経線維は進展し、やはり神経線維に
沿って樹枝状細胞が認められた。しかし生理
的な神経線維の走行や keratocyte の分布に
比べ、未だ粗で単純であるため、この後さら
に長期間経過を観察する必要があると思わ
れた。 
続いて、神経再生を促進させ得ると考えら
れる Sema3A 阻害薬を用いた予備実験を行
った。全層角膜移植を行ったマウスに対し、
Sema3A 阻害薬を定期的に結膜下注射で投
与することにより、術後 3週という早期に神
経断端からの活発な神経再生を観察する事
ができた。またコントロールと統計的に比較
するため再生神経の程度を定量化する必要
があるが、フラットマウントしたグラフト内
の神経線維を蛍光顕微鏡で撮影し、撮影した
写真で神経線維の蛍光をトレースすること
によって、再生神経の総延長を数値化する方
法を確立した。さらに、再生神経の機能を評
価する方法として、角膜知覚を測定した。臨
床で用いられる角膜知覚計によって、マウス
においても知覚測定が可能であることを確
認した。 
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