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研究成果の概要（和文）：角膜移植やレーシック術後などに生じる神経麻痺性角膜症に対して，正常な神経線維再生を
得るために必要な因子とその制御方法開発を目的とした研究である。神経細胞を生体（角膜実質）に見立てた3次元ゲ
ル内培養を試み，ゲル内での神経細胞（PC12）の培養は可能であるが，神経成長因子（NGF）の濃度勾配による神経線
維の誘導結果が安定せず検討を続けている。
一方で，コラーゲンビトリゲルによる共培養システムを利用して，角膜上皮重層化に三叉神経が必須であることを明ら
かにした。さらに，Substance PあるいはCGRPがその機能を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For neurotrophic keratopathy in eyes with keratoplasty or LASIK, we will generate 
a new treatment of corneal nerve regenerative induction.
We have tried to develop three dimensional gel culture system which can carry out quantitative estimation 
constantly. Until now, co-culture of neural cells (PC12) and corneal fibroblasts in three dimensional gel 
have been successful. However, nerve fiber induction rate by gradient concentration of the nerve growth 
factor (NGF) have been unstable. On the other hand, with co-culture system by vitrigel, trigeminal nerve 
is essential for corneal epithelial stratification. Furthermore, our results revealed that substance P 
and CGRP play important role for corneal epithelial stratification.

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 

角膜は，生体内でももっとも神経終末の密

度の高い組織である。この知覚神経支配が

角膜の構造維持や創傷治癒に大きな役割を

果たしている。臨床的にも角膜知覚が低下

している症例では，角膜上皮の創傷治癒が

遅延し角膜混濁につながる神経麻痺性角膜

症を発症する。神経麻痺性角膜症の発症に

は，さまざまな神経因子の関与は明らかに

なってきてはいるものの神経再生にかかわ

る角膜細胞との詳細なインタラクションや

神経線維走行の正常な再生を実現した治療

法は未だに確立されていない。 

われわれの最近の研究において角膜上皮細

胞と実質細胞の相互作用を調べるために，

コラーゲンビトリゲルを用いることで共培

養を確立し，互いの細胞の存在下で角膜上

皮細胞ではタイトジャンクション蛋白質の

発現、実質細胞では Connexin43, 

N-cadherinなどの細胞間接着因子の発現

と制御因子（IGF-1, EGFなど）を明らか

にした。 

このような背景から，角膜移植や角膜屈折

矯正手術であるレーシック術後などに生じ

る角膜神経再生異常に伴う神経麻痺性角膜

症に対して，神経走行をより正常化させる

とともに神経線維再生を得るために必要な

因子とその制御方法をについて検討した後

に，特殊コンタクトレンズなどによるドラ

ッグデリバリーシステムを利用した角膜神

経再生治療法の開発を最終目標としている。 

 

２．研究の目的 

3次元ゲル培養法を用いた神経線維誘導を

評価できる培養システムの確立とコラーゲ

ンビトリゲルを併用した共培養系を用いて

神経細胞と角膜細胞（上皮細胞，実質細胞）

との相互作用および調節機構を探索するこ

とを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１．神経細胞を生体（角膜実質）に見立て

た 3次元ゲル内培養を試み，神経線維の伸

展を指標に神経線維誘導に必要な環境や因

子を検索できる培養系を確立する。 

２．角膜細胞と神経細胞それぞれの細胞の

存在・非存在下で変化する因子（分化マー

カー，分泌されるサイトカインなど）を明

らかにし，角膜細胞と神経細胞の相互作用

ならびに調節機構を明確にする。 

３．２で得られた情報をもとに，神経線維

誘導因子や調節因子を選択し，ラット角膜

移植モデルを用いてその効果を検討する。 

１－３の予定で研究を開始した。 

株化神経細胞（PC12）単独および角膜実質

細胞との 3次元ゲル内培養を試みた。培養

条件の確立を行い，神経誘導の方法と定量

化を模索した。 

また，株化の神経細胞（PC12）ならびに初

代神経細胞（三叉神経）と角膜上皮細胞の

共培養法を用いた解析を行った。そこで、

どちらの共培養系でも同様の結果が得られ

るかどうか解析を行った。その際に神経細

胞の有無で角膜上皮細胞内に生じる様々な

因子の発現変化をWestern Blot法，蛍光

抗体法，RT-PCR法により解析した。共培

養系における神経細胞から分泌される角膜

上皮細胞への制御因子の同定については，

角膜上皮細胞と神経細胞（PC12または三

叉神経）の共培養の結果から得られた角膜

上皮細胞重層化を元に神経細胞と共培養し

た際に，角膜上皮細胞単独培養のmedium

から神経細胞から分泌される因子，あるい

はその因子に反応する角膜上皮細胞の相互

作用因子を角膜上皮細胞の今までの報告さ

れているいくつかの神経栄養因子，神経ペ

プチド，さらにそれらのアンタゴニストを

投与することで，角膜上皮細胞での重層化

に影響を与えている神経ペプチドを同定し

た。 



４．研究成果 

神経細胞を生体（角膜実質）に見立てた 3

次元ゲル内培養を試み，神経線維の伸展を

指標に神経線維誘導に必要な環境や因子を

検索できる培養系を確立すること目的で行

っているゲル内での神経細胞（PC12）の培

養は可能であるが，神経成長因子（NGF）

の濃度勾配による神経線維の誘導結果が安

定せず，定量的評価が困難であった。そこ

で，いったんカルチャースライド上での 3

次元ゲル内培養観察に移行して安定した条

件の獲得を目指した検討を続けている。 

一方で，すでに確立しているコラーゲンビ

トリゲルによる神経細胞と角膜細胞の共培

養システムを利用して，角膜上皮細胞の機

能のうち最も重要であるバリアー機能にお

ける重層化に三叉神経が必須であることを

三叉神経節細胞と角膜上皮細胞との共培養

条件下で明らかにした。さらに，重層化の

促進とともに上皮細胞の分化に重要である

N-cadherinの発現が神経細胞の存在下で

促進されることと，神経ペプチドの中でも

Substance PあるいはCGRPがその機能を

果たしていることを明らかにした。各神経

ペプチドの阻害剤を用いた結果，角膜上皮

細胞の重層化や N-cadherinの発現は抑え

られることから，三叉神経から分泌される

Substance PあるいはCGRPが角膜上皮細

胞の重層化に強く関与していることが示唆

された。 

HCE cells alone HCE cells + SP
HCE cells +

TG neurons + GR82334

今後，安定した培養条件の決定を急ぎ，当

初の予定である相互作用の解明と動物モデ

ルによる検討へ進みたいと考えている。 
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