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研究成果の概要（和文）：角膜実質のコラーゲン分解は、角膜潰瘍形成に寄与している。さらに、角膜実質のresident
細胞である角膜線維芽細胞がその中心的な役割を果たす。眼組織でのリモデリングにSex-hormoneの関与が示唆されて
きた。そこで我々は角膜線維芽細胞を用いSex-hormone による細胞外マトリックスであるコラーゲン(Col)の分解への
作用を検討した。女性ホルモンのEstrogen，progesteroneは、Col分解を濃度依存性に抑制した。これらはIL-1βによ
るMMP-1,-2,-3,-9の発現、活性の亢進を濃度依存性に抑制し、MAPK経路のp38MAPKのリン酸化を有意に抑制した。

研究成果の概要（英文）：Collagen degradation of corneal stroma relates to the etiology of corneal ulcerrat
ion.Moreover,Corneal fibroblasts contribute to collagen remodeling in the corneal stroma in part by mediat
ing collagen degradation.Corneal structure is influenced by sex hormone status,we examined the effects of 
sex hormones on collagen degradation by corneal fibroblasts.17beta-Estradiol and progesterone,female sex h
ormones,inhibited interleukin (IL)-1beta-induced collagen degradation,whereas testosterone and DHEA had no
 such effect.MMP expression and activation in corneal fibroblasts exposed to IL-1beta were also inhibited 
by them.They nhibited the IL-1beta-induced phosphorylation of p38 MAPK without affecting that of the MAPKs
 ERK or JNK.17beta-Estradiol also inhibited the IL-1beta-induced phosphorylation of IkappaB-alpha.Female s
ex hormones inhibited MMP expression and activity in IL-1beta-stimulated corneal fibroblasts and thereby s
uppressed collagen degradation by these cells.
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１．研究開始当初の背景 
角膜潰瘍はその原因から感染と非感染性
に区別されるが、その病態は同一だと考
えられる。角膜潰瘍は、角膜実質固有細
胞，浸潤細胞および細胞外基質のコラー
ゲンが互いに影響し最終的に角膜実質の
コラーゲンが融解することで生じると考
えられる。病変部において、resident 細
胞としての角膜実質細胞、浸潤してくる
炎症細胞および病原微生物がお互いに相
互作用する。中でも resident 細胞として
活性化した角膜実質細胞（角膜線維芽細
胞）がその中心的役割をはたしている。
感染性角膜潰瘍の治療について、感染初
期では抗菌薬が著効するが、ある程度進
行した角膜潰瘍ではすぐには治癒にいた
らず角膜穿孔などさらに病状が進行する
ことをしばしば臨床の場でみかける。こ
のことは、抗菌剤による病原微生物の死
滅のみでは、角膜潰瘍形成および進行は
十分に阻害できないことを示唆する。現
状では、感染に対する抗菌剤による治療
はできるが、角膜潰瘍形成に対する特異
的な薬剤が存在しないことを示唆してい
る。 
 
 
２．研究の目的 
感染性角膜潰瘍は、臨床上頻度が多く、

治療により角膜潰瘍がたとえ治癒しても、
治癒後にしばしば角膜実質に永続的な混
濁をきたし、著しい視力障害をきたすこ
とがある。ある程度進行した角膜潰瘍で
はすぐには治癒にいたらず、さらに進行
する例をしばしば臨床の場でみかける。
このことが最終的な角膜混濁の大きな要
因となっていることと考えられる。 
本研究の目的は、多方面からの角膜潰

瘍の病態解明を行い、より特異的な治療
法を模索検討することである。角膜実質
細胞、角膜線維芽細胞、浸潤炎症細胞と
細胞外マトリックスなどそれぞれの相互
作用による角膜潰瘍への関与およびその
メカニズムを詳細に解析する。さらに角
膜線維芽細胞を中心とした三次元培養系
を用いてコラーゲン分解促進を制御する
コラーゲン分解抑制因子のスクリーニン
グを行う。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト角膜より角膜実質細胞を採取し、血清
存在下で培養し角膜線維芽細胞を作出す
る。この角膜線維芽細胞を I 型コラーゲ
ン内で三次元培養し、角膜実質を模倣し
た培養系をつくる。これまでの研究から
角膜潰瘍形成に関与する因子の一つに炎
症性サイトカインの IL-1βが報告され

ている。そこで、この三次元培養系に
IL-1βを添加し、コラーゲン分解が促進
することを確認し、このアッセイ系に
種々の化合物を加え、コラーゲン分解抑
制を指標として、ゲル分解抑制因子を検
討する。さらにコラーゲン分解に関与す
るプロテアーゼ特にマトリックスメタロ
プロテアーゼ(MMPs)の発現、活性化に対
する影響をウエスタンブロット法、サイ
モブラフィー法にて確認する。IL-1βに
よって活性化される MAPK 系を中心とし
たシグナル伝達経路について、ゲル分解
抑制因子の作用を特異抗体を用いてウエ
スタンブロット法にて検討する。さらに
化合物の角膜線維芽細胞の増殖および細
胞死への影響を BrdU の取り込み並びに
LDH の分泌により測定する。また、グラ
ム陰性桿菌菌体外毒素である LPS を用い
たウサギ角膜炎モデルを作出し、ゲル分
解抑制因子の点眼による角膜炎および角
膜潰瘍形成への作用を検眼鏡的検査並び
に組織学的解析にて検討する。 
 
 
４．研究成果 
角膜線維芽細胞を持ったI型コラーゲンゲ
ル三次元培養系における、IL-1β誘導コラ
ーゲン分解を抑制する化合物のスクリー
ニングを行った結果、女性ホルモンの
Estrogen，progesterone にその活性が有意
であることが明らかになった。これらの作
用は、濃度及び時間依存性であった。一方
で、同じ性ホルモンである男性ホルモンの
アンドロゲンにはこのような作用は認め
られなかった。さらに、女性ホルモンの
Estrogen，progesterone は、IL-1βによ
って分泌発現が促進する MMP-1,-2,-3,-9
の発現、活性の亢進を濃度依存性に抑制し
た。IL-1βによって活性化された MAPK 経
路 へ の 女 性 ホ ル モ ン の Estrogen ，
progesterone の作用を検討したところ、
p38MAPK のリン酸化を有意に抑制した。ま
た 、 女 性 ホ ル モ ン の Estrogen ，
progesterone は、角膜線維芽細胞における
BrdUの取り込み並びにLDHの分泌に明らか
な影響はなく、細胞増殖や細胞死には作用
しないことが明らかになった。 
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