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研究成果の概要（和文）：角膜上皮細胞あるいは角膜線維芽細胞を凍結，融解させてネクローシスを誘導，細胞抽出液
を採取すると主にIL-1α，HMGB-1などが検出された。これらアラーミン分子はNF-kB，MAPKを活性化した。同定したア
ラーミン分子を用いヒドロキシプロリンを測定するとコラーゲン分機能が有意に促進された。またMMP2，3，9で発現上
昇がみられコラーゲン融解促進作用が示唆された。角膜上皮細胞のバリアー機能へのアラーミン分子の作用を検討した
ところ，TERの低下，ZO-1，occludin，E-cadherin，β-cateninの発現を抑制し，アラーミン分子はバリアー機能を落
とす作用があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Alarmins were obtained as the materials released from HCE and HKC cells after 
freezing and thawing. The alamins contained mainly IL-1α, HMGB-1. They activated NF-κB and MAPK 
signaling pathway. Next we examined the hydroxyproline assay and the expression of MMP-2, 3 and 9. The 
alarmins induced hydroxyproline and the expression of MMP-2, 3, 9 as well. This indicates the alarmins 
promoted collagen degradation. Finally we evaluated the effects of alramins to the barrier function in 
HCE. The alramins reduced TER and inhibited the expression of ZO-1, occluding, E-cadherin and β-catenin. 
This indicates that the alarmins may involve in barrier dysfunction in HCE cells.

研究分野：医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
角膜は無色透明な無血管組織であり，良好な
視機能を維持するにはその透明性保持が非
常に重要である。角膜は，角膜上皮，実質，
内皮層の大きく三層構造からなり，なかでも
角膜実質が全体の厚みの 90％を占め，I型コ
ラーゲンと角膜実質細胞からなる，角膜の透
明性に大きく寄与している。角膜表層を覆い
バリアーとして主に働く角膜上皮は，外界か
らの角膜実質への直接侵襲を防ぎ，角膜透明
性維持に関与している。それ故，病原微生物
による角膜上皮欠損や角膜上皮炎などの角
膜上皮障害は，感染性角膜潰瘍などの角膜実
質障害の発症機序に密接な関係がある。この
ように角膜上皮及びそれに続く実質のホメ
オスターシスに破綻をきたし，発症すると考
えられる感染性角膜潰瘍は，臨床上頻度が多
く，非常に重大な疾患である。さらに角膜潰
瘍が治癒してもしばしば角膜実質に永続的
な実質混濁を残し，視機能低下をきたすこと
がある。研究者らは，角膜の透明性に大きく
寄与する角膜潰瘍に焦点をあて研究を進め
てきた。角膜潰瘍の本態は，角膜実質を構成
するI型コラーゲンの過剰分解であると考え
られる。角膜潰瘍の成因は，アレルギー，自
己免疫疾患などによる非感染性と病原微生
物などによる感染性とに大きく二分され，い
ずれ場合も角膜上皮障害に続いて，角膜実質
融解が生じることにより潰瘍を発症する。     
これまでの病理組織学的検討から，角膜潰瘍
周辺では，角膜実質細胞，角膜線維芽細胞（活
性化角膜実質細胞），浸潤してきた炎症細胞
が認められる。このことから感染性角膜潰瘍
は，病原微生物に加え，角膜実質固有細胞，
浸潤細胞および実質を構成する細胞外基質
のコラーゲンが相互作用し，最終的に角膜実
質のコラーゲンのリモデリングや細胞障害
の拡大により，潰瘍，線維化を生じると考え
られる。研究者らの研究室では，角膜実質を
模倣したI型コラーゲンを用いた三次元培養
系にて，角膜線維芽細胞がコラーゲン分解の
中心的役割を果たすことを世界で初めて報
告してきた。さらに研究者は，角膜線維芽細
胞が細菌，ウィルス及び真菌の病原体由来の
構成成分である LPS，PolyI:C，Zymosan や炎
症性サイトカインなどに反応し，種々のサイ
トカイン，ケモカイン，炎症性接着分子及び
コラーゲン分解酵素であるマトリックスメ
タロプロテアーゼ（MMPs）の発現，分泌を亢
進することを明らかにした。LPS，PolyI:C，
Zymosan は，自然免疫を活性化する Toll 様受
容体（Toll-like receptor：TLR）のリガン
ドであり，申請者はこれらのリガンドによる
角膜線維芽細胞の活性化のシグナル伝達経
路についても明らかにした。これまでの結果
から角膜線維芽細胞は，感染において自然免
疫の基点として働くことが示唆された。近年，
感染や外傷などで障害を受け，壊死した細胞
から細胞内分子が放出され，自然免疫系を活
性化させることが明らかになってきた。壊死

細胞より放出された細胞内分子の多くは，
TLRs によって認識される。このように，侵襲
や障害局所の壊死細胞から遊離してきて，周
辺細胞の自然免疫を誘導する分子をアラー
ミンと呼ぶ。アラーミンは組織修復に関与す
る一方で，局所炎症をオートクライン，パラ
クライン的にさらに増悪させる。 
臨床上，感染初期なら感染性角膜潰瘍は，実
際に抗菌薬のみで治療が可能であるが，ある
程度進行した角膜潰瘍では，抗菌薬のみでは
治癒にいたらず，さらに潰瘍形成が進行する
ことで角膜の瘢痕形成に至ることがある。つ
まり，抗菌薬による病原微生物の死滅のみで
は，角膜潰瘍形成は十分に阻害できないこと
を示唆する。このことは，未だ角膜潰瘍治療
の特異的な薬剤が存在しないことを示唆し
ている。そこで本研究では，角膜線維芽細胞
を基点とした自然免疫系の活性化を介した
細胞障害に焦点をあて，感染性角膜潰瘍形成
の分子機構を明らかにし，感染性角膜潰瘍お
よび瘢痕形成を抑制する新たな感染性角膜
潰瘍治療薬の確立を目指す。 
 
２．研究の目的 
感染性角膜潰瘍は，種々の病原微生物が角膜
に感染し傷害が角膜深部に広がり形成され
る。感染性角膜潰瘍は感染初期なら抗菌剤に
よる治療が容易であるが，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，さら
に進行する例をよく臨床の場でみかける。ま
た，感染性角膜潰瘍は，たとえ治癒してもし
ばしば角膜実質に永続的な瘢痕，混濁をきた
し，著しい視力障害をきたすことがある。こ
のことは，病原微生物の死滅のみでは角膜潰
瘍形成及び瘢痕化は十分に阻害できないこ
とを示唆する。本研究の目的は，自然免疫に
焦点をあて，感染性角膜潰瘍形成及び瘢痕化
の病態解明を行い，より特異的な治療法を開
発することである。 
 
３．研究の方法 
感染性角膜潰瘍の自然免疫を介する局所炎
症の分子メカニズムの解明を行い，新規の角
膜潰瘍治療薬の開発を目的として研究を遂
行する。壊死に陥った角膜上皮細胞ならびに
角膜線維芽細胞より放出されるアラーミン
分子を同定し，これが健常な角膜の角膜上皮
細胞，角膜実質細胞にどのように作用するの
かを検討する。さらにアラーミンによるシグ
ナル伝達経路の検討を行う。ウサギ角膜潰瘍
モデルで最終的に in vivo におけるその角膜
潰瘍形成への作用を検討する。 
 
４．研究成果 
角膜上皮細胞あるいは角膜線維芽細胞を凍
結，融解させることでネクローシスを誘導し，
そこから細胞抽出液を採取しアラーミン分
子を検出した。主に IL-1α，HMGB-1 などが
検出された。これらアラーミン分子は，NF-kB，
MAPK を活性化した。次に，同定したアラーミ



ン分子を用い，ヒドロキシプロリンを測定し，
コラーゲン分機能が有意に促進されている
ことがわかった。また，MMP2，3，9で発現上
昇がみられ，コラーゲン融解促進作用がある
ことが示唆された。次に角膜上皮細胞のバリ
アー機能へのアラーミン分子の作用を検討
したところ，TER の低下，ZO-1，occludin，
E-cadherin，β-catenin の発現は抑制されて
おり，アラーミン分子はバリアー機能を落と
す作用があることが示唆された。 
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