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研究成果の概要（和文）：低分子ハプテンによる内因性炎症が結膜線維増殖を誘導する可能性を考え、点眼薬の
防腐剤である塩化ベンザルコニウム(BAC)に焦点を絞り、一連の病態における分子機序の解明と線維増殖制御作
用を有する薬剤を検討した。テノン嚢線維芽細胞(HTF)のコラーゲン三次元培養を構築し、BAC投与によりゲル収
縮が生じることを確認した。ビタミンA誘導体がゲル収縮抑制に有用であること、その作用機序を解析した。角
膜上皮細胞およびHTFの共培養を用いて、BACによりHTFが筋線維芽細胞へ形質転換する事を明らかにした。両細
胞間の相互作用により、細胞障害や形質転換が修飾され、上清内のタンパク質が関与していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Considerating that haptens have the involvement of potentially allergic 
inflammation to fibrosis in conjunctival tissue, we focused on Benzalkonium chloride (BAC), the most
 commonly used an eyedrop preservative. We investigated the effects of BAC on the contractility of 
human Tenon’s capsule fibroblasts (HTFs) cultured in a three-dimensional collagen gel. We found 
that all-trans-retinoic acid inhibited collagen gel contraction mediated by BAC and analyzed the 
mechanism of this effect. BAC induced myofibroblast transformation in HTFs. In co-culture system, 
the interaction between human corneal epithelial cells and HTFs, affected the BAC toxity and the 
transformation to myofibroblast in HTFs through the effect of proteins in culture serum.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
スギ花粉やハウスダストなどのアレルゲ
ンによる重症I型アレルギー性結膜炎やコン
タクトレンズ、縫合糸など慢性的な機械刺激
では、しばしば乳頭形成といった結膜線維増
殖を認め、時に角膜障害にまで進展する。ま
た、点眼薬防腐剤も眼表面に炎症を惹起し、
結膜線維増殖に関与すると考えられる。この
ように眼表面において結膜線維増殖が関与
する病態は多岐にわたるが、決定的機能障害
につながる線維増殖そのものにつながる分
子メカニズムは未だ充分に解明されていな
い。 
 我々は（予備実験において）点眼液防腐剤
などの低分子ハプテンも、肥満細胞浸潤の程
度は軽微だが（長期点眼によって）眼表面慢
性炎症と結膜線維化を惹起することを見い
だした。このことは春季カタル・アトピー性
角結膜炎のような重症I型アレルギーでなく
ても、すでに線維増殖の引き金は引かれてい
ることを示唆する。「臨床的炎症」と「線維
増殖」は区別して考える視点が重要である。 
 近年はシクロスポリン点眼・ステロイド局
所注射等によって、以前と比較して I型アレ
ルギー自体はコントロールできるようにな
った。一方、薬剤を使用しても結膜線維化や
瘢痕形成が増悪する治療困難な症例を経験
する。また緑内障手術後、慢性的点眼に伴う
防腐剤ハプテンのもたらす炎症によって濾
過胞機能が失われたと思われる症例もある。
アレルゲンやハプテンによるI型アレルギー
のみでなく、それに付随する結膜・結膜下組
織の線維増殖反応を制御するかが重要であ
り、今後ベッドサイドでは「線維増殖を標的
とする特異的治療」が求められる時代にな
る｡ 
 結膜線維増殖を考える上で、我々は「自然
免疫系」が重要だと考える。自然免疫系は病
原微生物などが体内に侵入した際に特異的
に活性化されるが、近年病原微生物以外の組
織成分によっても活性化されることが注目
されている。結膜上皮細胞・結膜線維芽細胞
には自然免疫に関与する多くのDAMPsレセプ
ターが発現し、慢性刺激下で生ずるストレス
分子DAMPsに局所的に反応することで病態を
修飾する可能性を考えるに至った。 
 前述の通り結膜線維増殖の臨床モデルは
数多く存在するが、今回は「緑内障濾過手術
後の濾過胞消失」に着目する。 
塩化ベンザルコニウム（BAC）は眼科領域
において最も使用されている防腐剤である
が、薬剤毒性に加えてハプテン作用が強く、
角結膜上皮障害だけでなく慢性的な結膜組
織の炎症を引き起こし、結膜下組織の瘢痕形
成による緑内障濾過手術成績不良に関与す
る（Baudouin,Int J Clin Pharmacol Res, 
1996）。実際に、申請者はテノン嚢下線維芽
細胞が BAC によって活性化され、炎症性サイ
トカイン IL-6 を分泌発現することを明らか
にしている。 

 さらに申請者らは角結膜上皮細胞が炎症
に寄与するサイトカイン・成長因子に反応し、
上皮バリアーや創傷治癒機構などの機能を
変化させることを明らかにしてきた（Kimura 
K, Teranishi T et al. IOVS 2008,2009）。
また病原微生物によって結膜下線維芽細胞
や角膜実質細胞などの常在細胞が自然免疫
の活性化を受け、炎症の起点として作用し角
結膜瘢痕形成、収縮に関与することを明らか
にしてきた(Liu Y, Kimura K et al. IOVS 2008, 
Exp Eye Res 2006)。また他の研究グループ
によって、同様の細胞で細胞外基質のリモデ
リングが瘢痕形成・収縮に寄与し、組織障害
をもたらすことも明らかにされている 
(Raghu K,et al.JCI, 2003)。一方、申請者
らは自然免疫細胞の浸潤により角膜線維芽
細胞やテノン嚢下線維芽細胞などの常在細
胞が活性化され、マトリックスメタロプロテ
アーゼ(MMPs) などの蛋白質分解酵素を分泌
しコラーゲンを含む細胞外基質のリモデリ
ングを促すことも解明した。 
 臨床的視点からは、緑内障濾過手術後結膜
線維増殖について、特に術後不可欠な点眼薬
に含まれる防腐剤を低分子化学物質「ハプテ
ン」として捉え、それを起点に、「アレルギ
ー・自然免疫を共に制御する」視点から研究
を行っているグループは、申請者の知る限り
無い。 
 
２．研究の目的 
春季カタルにおける巨大乳頭や濾過手術
後の濾過胞消失など、眼表面において結膜線
維増殖が関与する病態は多岐にわたる。結膜
線維増殖反応は重篤合併症の原因病態であ
るにもかかわらず、その誘発機序について未
だ不明な点が多い。近年、スギ花粉・ハウス
ダスト等のアレルゲンや点眼液防腐剤等の
低分子ハプテンは、眼表面に I型アレルギー
を誘導する一方で、結膜組織障害を誘導し
DAMPs （ damage-associated molecular 
patterns）と呼ばれる内在性ストレス分子を
局所放出することが注目されている。結膜上
皮細胞・線維芽細胞にはもともと DAMPs レセ
プターが存在するため、我々は DAMPs で生ず
る内因性炎症が線維増殖を誘発する可能性
を考えた。本研究の目的は、慢性 I型アレル
ギーから線維増殖変化への引き金が引かれ
る分子機序を明らかにすることである。最終
的に、眼表面において結膜線維増殖が関与す
る全ての病態に共通する新規治療開発を目
指す。 
 
３．研究の方法 
 眼表面における点眼防腐剤成分による慢
性炎症、結膜下瘢痕形成への影響を明らかに
するため、初年度は防腐剤による「慢性炎症
モデル」を作成し、角結膜上皮細胞、角結膜
線維芽細胞、テノン嚢下線維芽細胞と共に、
炎症細胞における防腐剤による炎症反応お
よび組織瘢痕化をもたらす分子機序の解析



を行った。次年度は防腐剤の作用を阻害する
分子のスクリーニングと、その作用機序の解
明にターゲットを絞って研究を行った。最終
年度にはそれまでに明らかにされた慢性炎
症の発症機序を制御し、線維性瘢痕形成を抑
制する化合物を用いて、動物モデルで緑内障
術後の濾過胞形成に対する治療効果を確認
した。 
 
４．研究成果 
低分子ハプテンによる内因性炎症が結膜
線維増殖を誘導する可能性を考え、点眼薬の
防腐剤として最も多用されている塩化ベン
ザルコニウム（BAC）に焦点を絞り、一連の
病態における分子機序の解明ならびに線維
増殖制御作用を有する薬剤の検討を行った。   
対象とする細胞は、緑内障手術における濾
過胞の臨床所見並びに病理学的検討から、テ
ノン嚢線維芽細胞（HTF）とした。まず、コ
ラーゲン基材を用いてHTFの三次元培養を構
築し、TGF-βと同様に BAC 投与によりゲル収
縮が生じることを確認した。ゲル収縮に関し
て、all-transretinoic acid がその抑制に有
用であること、またその作用機序を明らかに
した。さらに、retinoic acid 受容体の内、
γ作動薬 が HTFのゲル収縮を著明に抑制し、
本作動薬は in vivo における検討でも、濾過
手術後の眼圧コントロールを有意に改善す
ることを報告した。 
次に、実際の眼表面の組織構成により近づ
ける目的で、角膜上皮細胞（HCE）および HTF
の共培養を行い、BAC の影響を検討した。生
体下にて細胞形態が観察でき且つ経時的に
撮影可能なシステムを構築し、BACにより HTF
が筋線維芽細胞へ形質転換する事を明らか
にした。 また、HCE および HTF 両細胞間の相
互作用に注目して検討を行った。両細胞の相
互作用により、細胞障害や形質転換が修飾さ
れていた。相互作用には、上清内のタンパク
質が関与していることが判明した。さらに、
作用を有するタンパク質を分子量により絞
り込むとともに、質量分析による同定準備を
行った。 
今回の研究で得られた研究結果は、緑内障
濾過手術後の濾過胞生存・眼圧改善に関して、
術前・周術期・経過観察期を通して使用でき、
新たな緑内障手術補助剤開発につながると
思われる。 
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