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研究成果の概要（和文）： 

アミノ酸が角膜上皮細胞の細胞増殖、創傷治癒および細胞接着に及ぼす影響を検討した。

培養ヒト角膜上皮細胞はアミノ酸の種類により増殖性に差を生じ、in vitro 創傷治癒モデル

でもアミノ酸の影響を認め、いずれも Arg 欠損培地での抑制が最大であった。アミノ酸含

有が細胞間接着を高めていると推測され、Arg 欠損培地、Glu 欠損培地、Asn 欠損培地にお

いて電気抵抗値が低下した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

We examined the change of cell growth, wound healing, and barrier function of cultivated human 

corneal epithelial cells using specific culture medium including or deleting 1-23 amino acids. The 

proliferation of cultivated human corneal epithelial cells was inhibited by deleting Arg, Glu, Asn or 

Ala from the culture medium containing 23 amino acids (FULL medium). Arg deficit from culture 

medium also inhibited wound healing at the vitro wound-healing model. Transepithelial electrical 

resistance (TER) was high in FULL medium, and low in ZERO medium, indicating amino acids 

increase cell-cell adhesion. In an Arg deficit culture medium, TER dramatically decreased. In the 

Glu deficit culture medium and the Asn deficit culture medium, it also decreased.  
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１．研究開始当初の背景 

アミノ酸は従来、蛋白質を構成する単な

る原料、あるいは生体の栄養素として捉え

られてきたが、近年の研究によりアミノ酸

そのものが細胞機能の制御に重要な役割を

果たしていることが明らかとなってきた。   

眼表面には涙液が存在し、その中に含ま

れる種々のアミノ酸が健常ホメオスターシ

ス維持あるいは眼疾患の病態に関与するこ

とが推測される。しかし涙液は血液や体液

と異なり一回に採取できる量が微量であり、

これまでに涙液中のアミノ酸発現を詳細に

検討した報告は知る限りない。我々は患者

および正常ボランティアより採取した涙液

を用いて 23 種のアミノ酸を網羅的に解析

し、クラスター解析において炎症性眼表面

疾患が非炎症性疾患と明瞭に区別されるこ

とを確認した。しかし、涙液中に含まれる

種々のアミノ酸が眼表面細胞に及ぼす影響

や病態との関連は明らかでない。 

 

２．研究の目的 

アミノ酸が眼表面ホメオスターシスおよ

び眼表面疾患の病態に及ぼす影響を明らか

にすることを目的に、培養ヒト角膜上皮細

胞を用いて、アミノ酸プロファイルが上皮

細胞増殖、上皮層の透過性および上皮創傷

治癒に及ぼす影響を検討する。また、健常

および疾患眼における涙液中アミノ酸発現

を網羅的に解析し、アミノ酸の役割を考察

する。 

 

３．研究の方法 

１） 上皮細胞増殖 

SV40 不死化ヒト角膜上皮細胞を 96 

well plate に播種（5000、1 万および 2

万細胞/well）、2 日間培養した後に 20

種のアミノ酸を含む FULL 培地、アミ

ノ酸を全て抜いた ZERO 培地、FULL

培地より特定のアミノ酸のみを欠損さ

せた欠損培地、ZERO 培地に特定のア

ミノ酸（各 10mM）を添加した添加培

地に交換し、細胞数、細胞形態の変化

を検討した。 

２） 創傷治癒 

SV40 不死化ヒト角膜上皮細胞を 6 

well plate に播種、confluent になるまで

培養し、チップの先端で各 well に直線

状創傷を作成した。20 種のアミノ酸を

含む FULL 培地、アミノ酸を全て抜い

た ZERO 培地、FULL 培地より特定の

アミノ酸のみを欠損させた欠損培地、

ZERO 培地に特定のアミノ酸（各

10mM）を添加した添加培地に交換し、

位相差顕微鏡を用いて創傷距離および

細胞携帯の変化を検討した。 

３） 細胞間接着 

SV40 不死化ヒト培養角膜上皮細胞

をコンフルエントになるまで培養し、

20 種のアミノ酸を含む FULL 培地、ア

ミノ酸を全て抜いた ZERO 培地、FULL

培地より特定のアミノ酸のみを欠損さ

せた欠損培地、ZERO 培地に特定のア

ミノ酸（各 10mM）を添加した添加培

地に交換して、継時的に電気抵抗値 

(Ω・cm２)を測定した。 

４） 涙液中のアミノ酸発現 

20 歳代ボランティアおよび 60 歳以上

の白内障患者より非侵襲的に基礎分泌

性涙液を採取、アミノ酸 23 種の濃度を

ＨＰＬＣ/ＭＳ/ＭＳ法を用いた超微量

解析装置により網羅的に測定した。血

漿中のアミノ酸濃度も測定し、涙液中

アミノ酸プロファイルと比較、検討し

た。２）ドライアイ患者およびＶＤＴ

負荷20歳代ボランティアより基礎分泌

性涙液を採取し、正常涙液中アミノ酸

プロファイルと比較検討した。 

５） 人工涙液への添加 

Arg/Gln 40mM、Ala/Asn/Gln 40mM

を含有する人工涙液を用いて作成し、

健常者およびドライアイ患者に用いて



自覚症状、他覚所見の変化を検討した。 

 

４． 研究成果 

１） 上皮細胞増殖性 

FULL 培地では培養角膜上皮細胞が

増殖し、ZERO 培地では細胞の脱落を

認めた。欠損培地では、Arg 欠損培地、

Glu 欠損培地、Asn 欠損培地、Ala 欠損

培地の順に細胞の増殖が妨げられ、と

くに Arg 欠損培地で増殖抑制が顕著で

あった。添加培地では、Asn 添加培地、

Glu 添加培地において増殖促進効果を

認めた。細胞形態には、培地の違いに

よる影響を認めなかった。 

２） 創傷治癒 

FULL 培地に比べて欠損培地で創傷

治癒の遅延が顕著であり、Arg 欠損培地

での創傷治癒抑制が明らかであった。

添加培地では（Gln+Glu）添加培地およ

び（Ala+Asn）添加培地においてほぼ同

様の治癒促進効果を認めた。細胞形態

には、培地の違いによる明らかな差を

認めなかった。 

３） 細胞間接着 

完全培地は対照培地に比べて経時的

に電気抵抗が高くなり、アミノ酸含有

が細胞間接着を高めていると推測され

た。検討したアミノ酸 20 種のなかでは

Arg 欠損培地において電気抵抗値の低

下が著明であり、Glu 欠損培地、Asn 欠

損培地においても電気抵抗値が低下し

た。添加培地では、Asn 添加培地、Glu

添加培地、Ala 添加培地、Arg 添加培地

においてほぼ同等の電気抵抗値の促進

効果を認めた。 

４） 涙液中のアミノ酸発現 

正常涙液のアミノ酸プロファイルは

血漿と明らかに異なり、Tau、Glu、Asp

が濃度値、構成比ともに高値であった。

ドライアイ患者では正常に比べて涙液

中の Gln、Arg、Asp が少なく、VDT 負

荷後 2 時間では涙液中 Asn、Tau、Ala

が有意に減少した。 

５） 人工涙液への添加 

いずれの配合も健常者への頻回点眼

で異常所見を生じず、ドライアイ患者

では自覚症状が改善もしくは不変、他

覚所見は軽度改善もしくは不変であっ

た。 

 

これらの結果より、Arg、Glu、Asn、Ala

がヒト角膜上皮の健常性維持に関与する可

能性が高い。正常者の涙液中アミノ酸プロ

ファイルは何らかの機序で一定に保たれて

おり、様々な病態でアミノ酸プロファイル

が変動していると推測された。アミノ酸配

合が新たな人工涙液となりうる可能性が示

唆された。 
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