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研究成果の概要（和文）：角膜実質細胞から分泌される神経ガイダンス因子(セマフォリン)は角

膜上皮細胞と互いに情報を交換しながら上皮細胞の分化に必要な因子の発現を調節し、角膜の

機能維持及び、上皮創傷治癒過程で重要な役割を果たしていることが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：Semaphorin 3A released from corneal fibroblasts may play an 

important role in the regulation of intercellular communication between corneal 

epithelial cells as well as in maintenance of corneal structure , function and wound 

healing. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 角膜上皮細胞分化のマーカーとして、Ｋ

１２，ビメンチン、などが報告されているが、

その分化を制御するめメカニズムはまだ明

らかにっされていない。 

 
(2) 角膜は、生体内でももっとも神経終末の
密度の高い組織である。角膜への知覚神経支
配は角膜の構造維持や創傷治癒に大きな役
割を果たしている。臨床的にも角膜知覚が低
下している症例では、角膜上皮の創傷治癒が
遅延し、いわゆる神経麻痺性角膜症を発症す
る。 

 
(3) 近年、神経細胞突起の伸張を制御する因
子の一つとして Semaphorin の役割が知られ
ている。実際 Semaphorin family の一つであ
る Semaphorin3A は皮膚では表皮（上皮）細
胞の migration を制御している。また、
Semaphorin3A の受容体である Plexin の活性
化が cell-matrix の interaction において
focal adhesive complex と actin 
cytoskeleton との結合を阻害するという報
告もある。(Davide, B. et.al., Stefania, A. 
et.al.)。 
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(4) 申請者の予備的研究から, 正常角膜の上
皮細胞では Semaphorin3A が恒常的に発現し
ていること,  培養ヒト角膜上皮細胞も
Semaphorin3A を発現していることが明らか
になった。 
このことから、Semaphorin3A が角膜上皮細胞
の分化に何らかの役割を果たしていると考
えられる。 

 

２．研究の目的 

(1) 難治性角膜上皮障害の病態の解明と治療
法の開発を究極の目的とし、神経ガイダンス
因子が角膜上皮細胞の分化過程をどのよう
に制御しているかを解析すること。 

 

(2) 上皮剥離などの創傷治癒の過程で神経ガ
イダンス因子の発現がどのように変化する
のかを明らかにする。 

 

(3) 培養細胞を用いて、角膜上皮細胞の分化
過程に対する神経ガイダンス因子の役割を
明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 成体ラットの角膜上皮剥離、切開などの
創傷治癒モデルを用いる。この実験系では細
胞の遊走が考えられるため、細胞遊走におけ
る今までの報告されているシグナル系のマ
ーカーの因子（FAX, Paxillin, Rho kinase）
を用い、それとの共発現を検討すると同時に
神経ガイダンス因子の発現をウエスタン法
または蛍光抗体法による解析を行う。 
 
(2) SV-transformed human corneal 
epithelial 細胞を用いて、既存の方法によ
り培養細胞で細胞を剥がすなど創傷モデル
を作り、角膜上皮細胞の治癒過程での神経ガ
イダンス因子の発現パターンを調べる。 
 
(3) 図 1 の様な培養系を用いて、培養したヒ
ト角膜上皮細胞、実質細胞での神経ガイダン
ス因子の発現を si-RNAによるノックダウン、
あるいは over-expression 系を用いて、細胞
内で神経ガイダンス因子の発現を人工的に
加えたり、増加させて、その時の細胞内で起
こりうる細胞分化に重要なシグナルの変化
を神経ガイダンス因子の発現と共に Western 
Blot, あるいは RT-PCR による手法で検討す
る。 
 
(4) 神経ガイダンス因子が創傷治癒過程で
様々な発現の調節をおこなっている際に活
発に動いている炎症性サイトカインの発現
を Multi-Plex法による解析を行う。 
 
４．研究成果 
 

(1) 角膜上皮細胞から分泌される EGFが角膜
実質細胞内の神経ガイダンス因子の発現に
重要な働きをしていることが明らかになっ
た。 
 
(2) 角膜実質細胞内の神経ガイダンス因子
の強発現により、角膜実質細胞から分泌され
る神経ガイダンスが角膜上皮細胞内の
Adherent Junction 蛋白質の発現にもっとも
重要であることが明らかになった。 
 
(3) Adherent Junction 蛋白質は上皮細胞
の分化に重要な key factor であることから
角膜での神経ガイダンス因子の局在の意義
と角膜上皮細胞や実質細胞機能の調節に神
経ガイダンス因子が大きく関連していると
考えられ、角膜細胞の恒常、機能に神経性因
子の役割を解明するための大きな前進であ
ることが示唆された結果である。 
 
(4) 今後の展望としては、図 2で示している
様に（予備実験段階）角膜上皮細胞、あるい
は角膜実質細胞と神経細胞の直接の共培養
を試み、神経細胞が角膜細胞に与える影響を
突き止めることで、さらなる角膜創傷治癒の
メカニズム、特に現在完治が難しいとされる
神経麻痺性角膜症などの病態解明とその治
療法を神経性因子の観点から明らかにされ
ることと期待される。 
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