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研究成果の概要（和文）：アレルギー性炎症で放出される Th2サイトカイン（IL-4, IL-5, IL-10, 

IL-13）のうち IL-4 および IL-13 により培養ヒト角膜上皮細胞のバリアー機能は有意に抑制さ

れた。またブタクサ花粉を用いたマウスアレルギー性結膜炎モデルにおいては、ブタクサ花粉

の免疫および点眼により結膜上皮の E-cadherinの染色性が低下した。 

 
研究成果の概要（英文）：Among Th2 cytokines, IL-4 and IL-13, but not IL-5, IL-9, or IL-10, 
induced a significant decrease of barrier function in cultured human corneal epithelial 
cells. In a mouse model of allergic conjunctivitis using ragweed pollen, allergen 
challenge caused a decrease in expression of the junctional protein, E-cadherin, by 
conjunctival epithelium. 
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１．研究開始当初の背景 
重症アレルギー性結膜疾患のある春季カ

タルにおいては、結膜での強い炎症のみなら
ず、遷延性角膜上皮欠損，角膜潰瘍などの角
膜病変を来たし，時に視力予後が不良である。 
 我々はこれまで Th2 サイトカインにより、
角膜実質細胞が好酸球や Th2細胞の遊走や活
性化に重要である CCL11や CCL17などのケモ
カインや接着分子を発現すること、また結膜
線維芽細胞は細胞外マトリックスの産生増
加 や 蛋 白 分 解 酵 素 （ matrix 
metalloproteinase）の産生抑制により，角

膜障害の発症や結膜増殖性病変に関与する
ことを報告してきた。一方，角膜上皮細胞は
これらのケモカインや接着分子を発現せず，
バリアーとして炎症の抑制因子であること
を報告した。また、in vivo においても、ラ
ットアレルギー性結膜炎モデルにおいて角
膜上皮を掻爬すると結膜における好酸球浸
潤が有意に増加することを明らかにした。 
 これらの結果より，1）組織固有の線維芽
細胞（実質細胞）の活性化が炎症の重症化や
遷延化に重要な役割を果たしていること，2）
上皮バリアーの低下は、実質への炎症性メデ
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ィエーターの到達により炎症の増悪因子に
なることなどが考えられ、バリアー機能の低
下のメカニズムの解明およびその薬物によ
る制御は、アレルギー性結膜疾患の新しい治
療標的になると考えられる。しかしながら、
アレルギー性結膜疾患における眼表面のバ
リアーの役割およびその制御機構はほとん
ど知られていない。 
 
２．研究の目的 
 眼表面を形成する角結膜の上皮細胞はそ
のバリアー機能により恒常性維持、炎症反応
の抑制に貢献していることが考えられる。ア
レルギー炎症においてこれらのバリアー機
能が変化するか、また薬剤により制御可能か
どうかを、1)アレルギー性結膜炎の動物モデ
ルにおいて、角結膜上皮細胞のバリアーを構
成する種々の因子の発現が変化するか、2)培
養ヒト角膜および結膜上皮細胞を用いてア
レルギー炎症で放出される種々のメディエ
ーター（Th2 サイトカインなど）によりバリ
アー機能が低下するか、3)さらに種々の薬物
によって制御可能かどうかを検討し、上皮バ
リアーを眼アレルギーの新しい治療標的と
して確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）培養ヒト角膜および結膜上皮細胞を用
いた検討 
 結膜および角膜上皮細胞を transwellに
て培養し，バリアー形成後 24 時間無血清
培地で培養する。その後，種々のサイトカ
インを添加して一定時間（6～48 時間）培
養後、上皮膜抵抗を測定することで電気的
バリアの変化を検討する。また免疫組織学
的および Western blotting 法などにより
ジャンクション構成因子の発現を検討す
る。 
 

（2）マウスアレルギー性結膜炎モデルにお
ける検討 
 BALB/c マウスをブタクサ花粉およびア
ジュバントの足底への注射により感作す
る。2 週間後にブタクサ花粉を点眼してチ
ャレンジし，実験的なアレルギー性結膜炎
の動物モデルを作成する。対照として、ブ
タクサ花粉を点眼していない群を用いる。
点眼後、遅発相においてマウスを CO2吸入
にて安楽死させ、上下眼瞼、結膜円蓋部を
含めて眼球を摘出する。切片を作成し、免
疫組織化学的に種々のジャンクション構
成因子の染色を行い，上皮細胞における発
現を検討する。 
 また同様に可溶性抗原である卵白アル
ブミン（OVA）とアジュバントを用いて感
作後，OVA を点眼するモデルにおいても検
討する。対照として，感作前に OVA を経口

投与して免疫寛容を誘導したマウスに OVA
を点眼する群を用いる。 
  

４．研究成果 
（1）ヒト培養上皮細胞を用いたバリアー機

能の検討 
SV40 で不死化した角膜上皮細胞を

transwell にて培養し，バリアーを形成し
たことが確認できた後，24時間無血清培地
で培養した。その後，アレルギー炎症で発
現が上昇している Th2サイトカインを添加
して一定時間（6～72 時間）培養後、上皮
膜抵抗を測定することで電気的バリアー
の変化を検討した。 
Th2 サイトカイン（IL-4, IL-5, IL-10, 

IL-13）のうち，IL-4 と IL-13 が濃度依存
的に角膜上皮細胞の上皮膜抵抗（TER）を
減弱させた。IL-4 は 0.01ng/mlから，IL-13
は 0.1ng/ml から有意な作用を示し，共に
10ng/ml でピークに達した。またこれらの
作用はサイトカイン添加後，12時間から認
められた。 
角膜上皮細胞の IL-4/IL-13 受容体複合

体の蛋白および mRNA の発現について，
flowcytometry法およびRT-PCR法を用いて
検討したところ，IL-4Rα，IL-13Rα1 を発
現していた。IL-4および IL-13の共通の受
容体である IL-4Rαの中和抗体をサイトカ
イン添加前に細胞に作用させると，IL-4お
よび IL-13で認められ TERの減弱が抑制さ
れ，これらの作用は IL-4/13 受容体を介し
た作用であると考えられた。 
IL-4/IL-13 のバリアー低下作用のメカ

ニズムを調べるために，バリアーの形成・
維持に重要な因子であるタイトジャンク
ションの構成因子 ZO-1 および occuludin
の発現を検討した。それぞれの特異抗体を
用いた染色により，角膜上皮細胞は細胞間
に ZO-1 および occuludin を均一に発現し
ていたが，IL-4 および IL-13 を添加すると
その発現が低下する部分が認められた。従
って，IL-4と IL-13は角膜上皮細胞に受容
体を介して作用し，タイトジャンクション
を構成する ZO-1 や occuludin の発現の低
下を介して，バリアー機能を低下させるこ
とが明らかとなった。さらに，副腎皮質ス
テロイド剤であるデキサメサゾンを添加
すると，IL-4および IL-13によるバリアー
機能の抑制が回復した。 

  またその他のサイトカインについて培
養ヒト角膜上皮細胞のバリアー構成蛋白
の発現について，免疫染色法について検討
した。その結果，炎症性サイトカインであ
る腫瘍壊死因子（TNF）-α，IL-1β を添加
して培養すると角膜上皮細胞の zonula 
occludens (ZO)-1の細胞境界における発現
が部分的に抑制された。さらに近年アレル



 

 

ギー炎症において重要な役割を果たして
いることが報告されている IL-17 および
IL-33も同様に ZO-1の発現を部分的に抑制
した。 

 
（2）マウスアレルギー性結膜炎モデルにお
ける検討 

マウスアレルギー性結膜炎モデルにお
いても結膜上皮および角膜上皮のバリア
ー構成蛋白の発現を免疫染色法にて検討
した。ブタクサ花粉をアジュバントを能動
免疫した後に，ブタクサ花粉を点眼した群
としない群で検討したところ，結膜上皮の
E-cadherinの染色性が低下していた。ブタ
クサ花粉は不溶性抗原であることや花粉
抗原自体に蛋白分解活性がある可能性を
考え，さらに可溶性の抗原である卵白アル
ブミン（OVA）を用いたモデルにて同様の
検討を行った。対照として，OVA を経口投
与して免疫寛容を誘導した後に感作，点眼
を行ったマウスを用いた。OVA で感作・点
眼したマウスの結膜および角膜上皮では，
経口免疫寛容により炎症が生じていない
群に比して E-cadherin の染色性が低下し
ていた。 
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