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研究成果の概要（和文）：コラーゲン膜を用いた共培養系で、神経細胞と角膜上皮細胞の共培養を行った結果、神経細
胞の存在により、角膜上皮細胞の最も重要な機能であるバリアー機能の為の上皮細胞の重層化が促進されることを明ら
かにしました。さらに、それに伴って、接着タンパク質であるN-cadherinの発現を増加していることを見出しました。
この様な結果は三叉神経から分泌される神経ペプチド、substance P　あるいは、CGRPの刺激によっても同様でした。
この様なことから、角膜上皮細胞の重要な機能には神経細胞の存在、特に神経細胞から分泌される神経ペプチドが重要
であることを明らかにし、この共培養系の有用性を確認できました。

研究成果の概要（英文）：With the use of a coculture system based on a collagen vitrigel membrane, we have 
investigated the effects of neural cells on human corneal epithelial (HCE) cells. We found that the presen
ce of neural cells  promoted the stratification of HCE cells as well as up-regulated expression of the jun
ction protein N-cadherin. These effects of neural cells were mimicked by conditioned medium prepared from 
differentiating PC12 cells or by neuropeptides (substance P and CGRP) released from trigeminal nerve cells
. Furthermore, antagonists of these neuropeptides inhibited the stimulatory effects of trigeminal neurons 
on the stratification of and N-cadherin expression by HCE cells. Our results thus indicate that neuropepti
des released from trigeminal neurons up-regulate N-cadherin expression in and promote the stratification o
f corneal epithelial cells, and they therefore suggest that such neurons may play an important role in the
 maintenance of corneal homeostasis and repair of corneal damage.

研究分野：
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1. 研究開始当初の背景 

（１）	 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。これらの細

胞はそれぞれ、発生学的由来が大きく

異なるにも関わらず、角膜の最も重要

な生理機能であるその透明性の維持、

上皮細胞によるバリアー機能などに

重要であり、近年、申請者の研究から

角膜上皮細胞̶実質細胞の相互作用に

ついては様々なことが明らかになっ

てきた。そこで、神経細胞（神経線維）

の角膜生理機能維持に対する役割は

重要であるが、そのメカニズムは未知

であるため、解明の必然性が課題にな

っている。 

（２）	 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

症を発病する。しかし、何らかの神経

因子の関与は想定できるが、その究極

な治療法などは未だに確立されてい

ない。 

（３）	 近年、培養細胞内に生体内環境を付与

することを目指して、「コラーゲンビ

トリゲル膜」が開発され、さまざまな

組織において再生医療あるいは創薬

研究への応用に向けての in vitro で

の細胞間の情報交換の解明の研究が

進められている。 

（４）	 実際、申請者の最近の研究で、角膜上

皮細胞と実質細胞の相互作用を調べ

るために、コラーゲンビトリ膜を用い

共培養を試み、互いの細胞の存在下で

角膜上皮細胞ではタイトジャンクシ

ョン蛋白質の発現、実質細胞では

Connexin43, N-cadherinの発現、つ

まり、接着因子の発現に影響を与える

こととその発現の制御に関わってい

る因子（IGF-1, EGFなど）を明らか

にしている。 

 
2. 研究の目的 

本研究の究極の目的は、in vitro での角膜再生

およびその正常構造と機能の維持機構を明確に

し、角膜再生の条件を突き止めること、さらに、神

経麻痺性角膜症の様な疾患に対して、その病態

解明をすることとする。この様な目的を達成する

以下の様に平成 23 年度~25 年度に渡り、その

成果を成している。 

（１）	 神経細胞から角膜上皮細胞に作用する因

子の同定； 共培養系において、神経細胞

の有無で角膜上皮細胞内で現れる現象を

見出して、そこから想定できる、つまり、影

響に関わっていると今までの報告から思わ

れる既知の因子に対して、その培養液中に

追加、あるいは inhibitor の処理など、 

conditioning medium を用い、角膜上皮細

胞内での分化マーカーなどの蛋白質の発

現変化、あるいは生理現象での変化などを

明らかにし、その調節機構を明確にする。 

（２）	 共培養における神経細胞と培養環境との

関係； 共培養内で動いている因子を同定

した上で、その影響に加わって実際に生理

現象に近い環境での影響、つまり酸素など



が神経細胞と角膜上皮細胞の共存の際に

与える影響を明らかにする。 

  
3. 研究の方法 

（１）	 株化神経細胞（PC12）と角膜上皮細胞との

共培養の解析のために、先ずは、株化の

神経細胞（PC12）と角膜上皮細胞との共培

養を試みた。今まで、神経細胞と他の細胞

との共培養に関しては報告があまりないた

め、培養環境（培地、サプリメントなど）を確

立させる必要性があり、培養系が確立され

た後は、その培養系を使い、神経細胞の

有、無で角膜上皮細胞内に起こる様々な

因子の発現の変化を Western Blot 法、蛍

光抗体法、また、RT-PCR 法により解析し

た。 

（２）	 プライマリー神経細胞（三叉神経）と角膜上

皮細胞の共培養法を用いた解析； 神経

細胞との共培養系を確立させながら、さら

に、in vivo 状態での神経細胞（三叉神経）

を用いて角膜上皮細胞との共培養系も立

ち上げた。そこで、その共培養系でも株化

神経細胞（PC12）を用いた結果と同様の結

果が得られるかどうか解析を行った。その

時に三叉神経の有、無で角膜上皮細胞内

で起こる様々な因子の発現変化を上記の

様にWestern Blot 法、蛍光抗体法、また、

RT-PCR 法により解析した。 

（３）	 共培養系における神経細胞から分泌され

る角膜上皮細胞への制御因子の同定； 

角膜上皮細胞と神経細胞（PC12、または、

三叉神経）の共培養の結果から得られた角

膜上皮細胞内の生理現象（特に、角膜上

皮細胞の重層化など）を元に神経細胞と共

培養した際に、角膜上皮細胞だけの単独

培養の medium から神経細胞から分泌され

る因子、あるいはその因子に反応する角膜

上皮細胞側の相互作用因子を角膜上皮

細胞の今までの報告されているいくつかの

神経栄養因子、神経ペプチドを用いて、培

地のサプリメントとして、用い、更に、その抑

制剤も投与することで、角膜上皮細胞内の

生理現象を抑える因子のスクリーニングを

行い、その角膜上皮細胞での重層化に影

響を与えている神経ペプチドを同定した。 

（４）	 動物モデルを使ったin vivo実験； さらに、

上記の様な in vitro 系で明らかになった神

経細胞からの分泌される神経ペプチドを成

体ラット角膜創傷治癒モデル（上皮剥離、

切開）系を使って、in vivo 系での解析も行

った。 

（５）	 サイトカインによる制御機構； 角膜創傷治

癒には角膜内で働いている炎症性サイトカ

インや成長因子が大きく関与していると考

えられることから、この様なサイトカイン、成

長因子らの動きが共培養系でどう作用する

のかを Bio-Plex を用いて解析した。 

 
４.  研究成果 

（１） 平成 23 年度 

研究初年度は、神経細胞と角膜上皮細胞の共

培養における細胞間生理現象の解析の為に、ま

ず、その共培養系の確立を試みた。 

１） 先ずは神経細胞として、株化された神経細

胞、PC１２を用いた。培養条件で、PC12 細胞を

神経細胞に分化させ、その上、分化された神経



細胞と角膜上皮細胞との共培養をコラーゲン膜

を用いて、成功させた。この際に、共培養に必要

である、様々な因子の特定と共に、共培養の成

功の有無を Westren Blot 法、RT-PCR 法、蛍光

抗体法などを用いて確認した。 

２）	 上記の様に、株化神経細胞と角膜上皮細胞 

との共培養が成功したのを元に、in vivo 状態で

の神経細胞、三叉神経細胞を動物から直接分離

し、その神経初代培養と角膜上皮細胞の共培養

を試み、成功させた。この際も、株化神経細胞で

のと同様に、共培養の成功の有無を Westren 

Blot 法、RT-PCR 法、蛍光抗体法などを用いて

確認した。この様な研究申請初年度の成果を学

会などで報告している。 

（２）  平成 24 年度 

平成 23 年度の成果を元に、確立された神経細

胞と角膜細胞との共培養系を用いて、先ずは、

角膜創傷治癒に働いている角膜内の炎症性サ

イトカインや成長因子を調べた。この実験では、

共培養での主に、その発現の変化が顕著である

ものをを見出す為に Multi-Plex assay 法により解

析した。その結果、様々なサイトカインの中で、炎

症性サイトカインの一つである、IL-6 の発現が

神経細胞の存在下で、大きく増加していることが

明らかになった。さらに、その IL-6の発現の増加

と共に、matrix metalloproteinase-1 (MMP-1)の

発現も顕著に増加していることを明らかにした。

このことより、神経細胞の存在が角膜創傷治癒過

程で様々な因子を刺激し、角膜内の恒常性に重

要な役割を果たしていることが証明できた。この

様な成果を平成 23年度と同様に学会、または学

術誌において報告している。 

（３）  平成 25 年度 

平成 24 年度の共培養では株化神経細胞を用い

て、解析を行った。その成果、方法を元に、本来

明らかにすべきである生体内の神経、角膜内の

三叉神経を用いることに試みた。ラットの三叉神

経を分離し、コラーゲン膜状での培養法を確立さ

せ、その上に角膜上皮細胞との共培養を試み、

様々な培養条件を突き止めることを見出した。そ

の上、今年度の一番の成果としては、三叉神経

と角膜上皮細胞との共培養において、角膜上皮

細胞の機能のうち、一番大事とされるバリアー機

能には欠かせない角膜上皮細胞での重要な生

理現象、重層化に三叉神経が必須であることを

見出した。更に、神経細胞の存在下で、重層化

の促進と共に、上皮細胞の分化に重要であるア

ドヘレンス接着タンパク質であるN-cadherinの発

現が促進されることが明らかになった。また、この

様な神経細胞の機能は、三叉神経細胞から分

泌されると予想される様々な神経ペプチドを用い

て、調べた結果 , 神経ペプチドの中でも

Substance P あるいは、CGRP がその機能を果た

していることを明らかにした。 それを確実に証明

する為に、共培養系に、それぞれの神経ペプチ

ドの阻害剤で刺激した結果、角膜上皮細胞の重

層化の促進、あるいは、接着蛋白質 N-cadherin

の発現促進などは抑えられ、三叉神経から分泌

される、Substance P あるいは、CGRP がもっとも

角膜上皮細胞の重層化に関与していることが示

唆された。以上の結果を毎年と同じく学会、論文

などで報告している。 
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