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研究成果の概要（和文）：炎症細胞浸潤を誘導するためにまずマウス角膜に11-0ナイロン縫合糸を2針設置した。角膜s
tem/progenitor細胞と角膜三叉神経を経時的に定性・定量解析したところ著しく減少していた。それゆえにニッチェ(n
iche) を構成している角膜stem/progenitor細胞また角膜三叉神経が維持されるためには炎症因子が重要な役割を担っ
ていると考察された。

研究成果の概要（英文）：Two corneal sutures were placed with 11-0 nylon between the mouse corneal center 
and the limbus to induce the inflammatory cell infiltration. As a result of determining the chronological 
change qualitatively and quantitatively, both corneal nerves and corneolimbal stem/progenitor cells are 
significantly reduced after infiltration of inflammatory cell. Therefore, the data suggest a critical 
role of inflammation in maintaining corneal stem/progenitor cells that formed the corneal stem cell niche 
and/or the corneal nerve.
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１．研究開始当初の背景 

本研究では角膜幹細胞が生体内で生存、機能

していくにあたり、炎症は重要な阻害因子で

あるという仮説の下、マウス角膜炎症モデル

を用いてそのメカニズムを詳細に解明して

いくことが研究目標であった。 

 

２．研究の目的 

マウス角膜炎症モデルを用いた幹細胞の機

能解析として、角膜にナイロン糸を縫合し炎

症を惹起させ、術後経時的に角膜を採取し、

幹細胞の定量・機能解析を試みることで、炎

症を介しての角膜三叉神経と角膜幹細胞へ

の影響・関連性を調査することである。 

 

３．研究の方法 

研究手法としてはC57BL/6マウス角膜に11-0

ナイロンを2針通糸し角膜内に炎症を惹起さ

せ、術後 7、14 日目に角膜を採取した。コン

トロールには通糸をしない正常角膜を用い

た。さらに角膜内の炎症が沈静化した後の幹

細胞の変化を検討するために 11-0 ナイロン

糸を通糸し、7 日後に抜糸を施行し、抜糸後

７日目の角膜の幹細胞の変化も合わせて調

査した。これらの採取した角膜を用いて幹細

胞の蛋白定量のために、フローサイトメトリ

ーによる Side population の測定を行った。

また Real-time PCR にて mRNA の定量を,免疫

組織染色等の手法を用いて蛋白定性も同様

に行った。 

 

４．研究成果 

mRNA において角膜炎症モデルマウスの

ATP-binding cassette subfamily G member 2 

(ABCG2), hairy enhancer of split 1 (Hes1), 

Keartin15 は正常眼と比較し、有意差のある

著しい減少は見られなかった。しかし蛋白発

現における定性的な結果として、角膜炎症モ

デルマウスにおける角膜三叉神経に対して

βIII- tubulin で免疫染色を行ったところ、

正常眼と比較して特に角膜 sub-basal nerve

層の神経密度が減少し、また形状においても

屈曲・途絶の著しい減少が観察された。更に

角膜stem/progenitor細胞のマーカーとして

考えられている ABCG2, Hes1, Keartin19 に

おいても角膜縫合糸を置いて炎症を惹起さ

せた群は発現部位が低下もしくは減弱して

いた。また角膜幹細胞定量測定の方法として、

各群の角膜 (各 n=6)をコラゲナーゼ処理し、

角膜細胞を単一化させ、その細胞を

Hoechst33342 で染色後 Side population をフ

ローサイトメーターにて解析した。一部の角

膜は角膜上皮と実質を EDTA にて分離し角膜

上皮細胞のみを染色し同様の手法でも比較

を試みた。また炎症細胞を除いて測定するた

めにCD45を同時染色し、CD45(-) 細胞のSide 

population の割合も検討して評価した。その

結果、術後 7日目、14 日目とも正常角膜 Side 

populationに比べ約80%と著しく減少してい

ることが認められた。 
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