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研究成果の概要（和文）：本研究では、翼状片の上皮下にリンパ管マーカーであるD2－４０が多数検出された。D2－４
０陽性細胞は、リンパ管に相当する内皮細胞に陽性になった。正常結膜ではリンパ管は所々に存在した。定量的に正常
結膜に比較し、翼状片にて有意にリンパ管密度が高いことが判明した。加えて、リンパ管にVEGF-Cの受容体であるVEGF
R-3が陽性になる事も判明した。さらに我々は、VEGF-Cの発現誘導機序について検討した。本研究では、培養結膜上皮
細胞を無血清刺激すると、48時間後有意にVEGF-Cの分泌が亢進することを確認した。炎症性サイトカインであるIL-1be
ta添加後４８時間で、VEGF-Cの分泌が有意に増加した。

研究成果の概要（英文）：In this study, there were many D2-40, a marker for lymphatic vessels, positive 
cells beneath the epithelium in human pterygium. D2-40-positive cells were consistent with lymphatic 
endothelial cells. A few lymphatic vessels were noted in the normal conjunctiva. Quantitative analyses 
revealed that lymphatic densities were significantly greater in pterygium than normal conjunctiva. 
Moreover, VEGFR-3 immunoreactivity was detected in the lymphatic vessels as well. We further analyzed the 
mechanisms underlying the induction of VEGF-C. In this study, VEGF-C secretion was induced 48 hours after 
serum starvation in cultured conjunctival epithelial cells. VEGF-C secretion was further stimulated 48 
hours after treatment with interleukin 1beta, an inflammatory cytokine.

研究分野： 翼状片
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１．研究開始当初の背景 
（1）翼状片について 
翼状片はその発症原因は不明であるが、紫

外線や慢性の刺激により、結膜下組織の増殖
が加速され、角膜輪部の Bowman 膜のバリ
アを乗り越えて角膜内へ侵入した結果生じ
る疾患である。翼状片は角膜上皮基底細胞層
と Bowman 膜の間に侵入し、先端部近くで
Bowman 膜を破壊して角膜実質浅層組織と
の間に癒着を形成する。角膜内侵入が 3mm
を超えると不正乱視のため著しく視機能が
低下する。また、充血や隆起を伴い、美容的
にも問題となることも多い。 
（2）翼状片の治療について 
通常角膜内侵入が 2mm 程度を超えたら外

科的切除が施行される。しかし、術後の再発
が問題となることが多い。再発によりさらに
高度な充血や隆起の他、瞼球癒着や眼球運動
障害などにより重篤な眼障害を引き起こす。
翼状片の単純切除では再発率が約 70％と極
めて高いため、結膜有茎弁移植や遊離弁移植
など術式に工夫が施されている。また放射線
照射や代謝拮抗剤であるマイトマイシン C
などが用いられることもある。しかし、その
ような工夫・処置を行っても 10～20％程度
の再発を認める。さらに放射線照射による強
膜潰瘍や白内障、代謝拮抗剤による強膜融解
など重篤な副作用があり、外科的治療の限界
とその弊害が問題となっている。 
（3）Vascular endothelial growth factor 
C(VEGF-C)について 

VEGF-C とは哺乳動物で確認されている 5
つのVEGFの1つでリンパ管新生に重要であ
り、そのレセプターは VEGFR-3 である。
VEGF-C がレセプターに結合するとチロシ
ンキナーゼが活性化され、細胞内にシグナル
が伝達され、主にリンパ管新生および増生に
関与する。 
（4）翼状片における VEGF-C の発現 
 近年、翼状片の発症および進展にリンパ管
の関与が示唆されている（Cimpean AM et al. 
Oncol Rep 2011 ）。我々は翼状片組織
（pterygium）および健常結膜組織（normal 
conjunctiva）を用いて、リンパ管のマーカー
の一つである抗 D2−40 抗体を用いて免疫組
織化学的検討を施行したところ、上皮下の間
質に陽性を示すリンパ管が存在することを
確認した。加えて、VEGF-C はリンパ管を増
生させることが知られている。眼科領域にお
いて VEGF-C とそのレセプターである
VEGFR-3 は角膜移植後の角膜でのリンパ管
増殖に影響し、VEGFR-3 をブロックすると
リンパ管増殖を抑制したとの報告がある
（Yuen D et al. Invest Ophthalmol Vis Sci 
2011 ）。しかしながら翼状片における
VEGF-CとVEGFR-3の発現に関する報告は

まだない。本研究では、翼状片組織と健常結
膜組織におけるVEGF-CとVEGFR-3の発現
について病理学的検討をすることを目的と
した。VEGF-C と VEGFR-3 の発現局在を明
らかにすることにより、それらを標的とした
新たな治療戦略につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 翼状片とは結膜組織が角膜内へ侵入した
疾患である。その発症には紫外線などの影響
が示唆されているが、その原因は不明である。
近年、翼状片の発症および進展にリンパ管が
関与していることが示唆されている。今回、
翼状片組織におけるリンパ管およびその増
生に関与する血管内皮増殖因子（VEGF-C）
の病理学的検討を行うことによって、翼状片
に対する新たな治療戦略の可能性を検討す
る。 
 
３．研究の方法 
（1）翼状片組織を外科的に切除し、リンパ
管のマーカーである D2-40 およびその増生
に関与する VEGF-C、VEGFR-3 の発現局在
を免疫染色など免疫組織化学的手法を用い
て明らかにする。 
（2）VEGF-C のタンパク発現量を Western 
blotting 法で検討する。 
（3）VEGF-C の発現を誘導する因子である
Cyclooxygenase-2 (COX-2)の免疫染色を行
う。 
（4）翼状片上皮細胞の培養を行い、抗
VEGF-C 抗体を投与し、培養上清を採取する。
そして、リンパ管内皮の培養細胞株にふりか
け、その増殖能の変化を検討する。 
 
４．研究成果 
本研究では、翼状片の上皮下にリンパ管マー
カーである D2−４０が多数検出された。D2−
４０陽性細胞は、リンパ管に相当する内皮細
胞に陽性になった。一方、正常結膜では、D2
−４０陽性リンパ管は、所々に存在した。定
量的には、正常結膜に比較し、翼状片にて有
意にリンパ管密度が高いことが判明した。加
えて、リンパ管に VEGF-C の受容体である
VEGFR-3 が陽性になる事も判明した。従い、
翼状片の発生、進展に VEGF-C/VEGFR-3 経
路が関与していることが示唆された。さらに
我々は、VEGF-C の発現誘導機序について検
討した。Cox-2 は増殖性病変において、プロ
スタクランジン経路を介して、主として
PGE2 を増加させ、結果的に種々の炎症性サ
イトカインの誘導に関わる。実際既報では、
VEGF-C の 発 現 誘 導 に TNF-alpha や
interleukin (IL)-1beta が重要な役割を果た
すことが報告されている。本研究では、培養
結膜上皮細胞を用いて、 TNF-alpha 、
IL-1beta を添加し、２４〜４８時間後に上清



を回収し、VEGF-C の蛋白濃度を測定した。
まず始めに上皮細胞を無血清刺激すると、刺
激後 48 時間で有意に VEGF-C の分泌が亢進
することを確認した。次に、上述の炎症性サ
イトカインの刺激実験を行った。IL-1beta 添
加後４８時間で、VEGF-C の分泌が有意に増
加した。一方、TNF-1alpha添加後のVEGF-C
の有意な発現変化はみられなかった。従い、
現在われわれは、IL-1beta 中和抗体を用いて、
IL-1beta 添加後の VEGF-C の分泌が抑制さ
れるか検討している。 
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