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研究成果の概要（和文）：結膜線維芽細胞と共培養したマスト細胞は骨髄由来マスト細胞（BMMC）に比して、
murine mast cell protease (Mcpt) 4 および 5 mRNAの発現が上昇し、ATP受容体であるP2X7受容体 mRNAの発現
が低下していた。従って、結膜線維芽細胞によりBMMCから結合組織型マスト細胞への分化を促進したと考えられ
た。
さらにマスト細胞は結膜線維芽細胞の存在下ではコラーゲンゲル収縮を促進した。マスト細胞は、結膜線維芽細
胞に作用しmatrix metalloproteinase (MMP)-2の活性化とproMMP-9の産生を促進しコラーゲンゲル収縮を促進す
ると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Mast cells co-cultured with conjunctival fibroblasts showed increased 
expression of murine mast cell protease (Mcpt) 4 and 5 mRNA, and decreased expression of the ATP 
receptor P2X7 receptor mRNA compared to bone marrow-derived mast cells (BMMCs). These results 
suggest that conjunctival fibroblasts promoted the differentiation of BMMC into connective tissue 
mast cells. 
Furthermore, mast cells promoted collagen gel contraction in the presence of conjunctival 
fibroblasts. Mast cells act on conjunctival fibroblasts to promote the activation of matrix 
metalloproteinase (MMP)-2 and the production of proMMP-9 resulting in the stimulation of collagen 
gel contraction.

研究分野： 　眼科、アレルギー

キーワード： マスト細胞　組織特異性　線維芽細胞　結膜　創傷治癒
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マスト細胞は、結膜の固有の細胞である線維芽細胞と一緒に培養する事により結合組織型マスト細胞へ分化し
た。また線維芽細胞に作用して、蛋白分解酵素であるマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）の産生と活性化
を促進させた。その結果、これらの細胞を含むコラーゲンゲルの収縮が促進された。この結果は緑内障手術後の
濾過胞の収縮と関与すると考えられ、マスト細胞あるいはMMPを制御することで、術後成績の改善に繋がる可能
性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

眼組織特異的マスト細胞への分化の機序の解明 

 マスト細胞はヒスタミンなどのメディエーターを放出することで結膜充血や浮腫、掻痒感な

どの即時型の症状を引き起こすⅠ型アレルギーにおける最も重要な細胞である事は古くから知ら

れている。免疫細胞の一つであるマスト細胞は結膜のみならず、皮膚、腹腔、肺、腸管などの種々

の組織に広く存在している。種々の組織のマスト細胞のフェノタイプや機能は均一では無く、存

在する組織により異なる事が知られている。マスト細胞は骨髄に由来し、前駆細胞として血中に

移行し、浸潤した組織において最終分化するため、分化後の性質は移行した組織の微小環境に強

く影響を受けると考えられる。マスト細胞の分類は蛋白分解酵素の発現パターンによって分け

られる。ヒトにおいては結膜や皮膚のマスト細胞は、tryptase と chymaseの両方を分泌するMCTC

型がほとんどを占め、胃や肺などでは trypatase のみを分泌する MCT 型のマスト細胞が多い。一

方、マウスにおいては、結膜や皮膚のマスト細胞はヒトにおける MCTC 型マスト細胞に相当す

る結合組織型マスト細胞、胃や腸では MCT 型マスト細胞に相当する粘膜型マスト細胞が多い事

が知られている。 

 申請者はケモカインレセプター（CCR）3 遺伝子欠損マウスでは、抗原特異的 IgE と抗原点眼

による受動免疫で生じる結膜での血管漏出が、野生型マウスに比して有意に減弱する事を報告

した。この研究ではマウスの生体では CCR3 の有無によりマスト細胞の機能に差が見られたが、

未成熟な培養骨髄由来マスト細胞（BMMC）で比較すると、CCR3 遺伝子欠損マウスと野生型マ

ウスからの BMMC では両者に脱顆粒に有意な差は無かった。これらの結果は未成熟な BMMC

と組織特異的に分化したマスト細胞の機能に差があることを示唆している。従って結膜マスト

細胞への最終分化のメカニズムの解明および、眼疾患におけるマスト細胞の役割を調べるため

には組織特異性を獲得し最終分化したマスト細胞を用いる事が重要であると考えられる。また

申請者は、iPS 細胞から誘導したマスト細胞が結膜マスト細胞と同様のフェノタイプを示し、薬

剤のスクリーニングなどに有用であることを報告した。 

 さらに申請者はマスト細胞欠損マウスに、骨髄由来の未成熟な培養マスト細胞を結膜局所に

移入して結膜マスト細胞を再構築する方法を確立している 3。結膜に移入された未成熟なマスト

細胞は一定期間後に結合組織型マスト細胞に分化し、抗原特異的 IgE と抗原を用いた受動免疫

反応において、野生型のマスト細胞と同等の機能を獲得していることを明らかにした。すなわち



未成熟な BMMC は結膜局所で結合組織型マスト細胞に分化する事が明らかとなったが、結膜に

おける組織特異性の獲得・調節メカニズムについては未だ明らかで無い。申請者は以前、眼組織

由来の線維芽細胞の組織特異性も明らかにした報告した。 

 

マスト細胞と眼組織構成細胞との相互作用の研究 

マスト細胞と角結膜の組織固有の上皮細胞や線維芽細胞（実質細胞）との相互作用によりアレル

ギーのみならず種々の眼疾患に関与していると考えている。緑内障患者においては、緑内障点眼

を長期に続けている患者や、再手術となった患者の結膜でマスト細胞が増加していることが報

告されている。マスト細胞とテノン嚢線維芽細胞の相互作用により線維柱帯切除術後のブレブ

における線維化・瘢痕化に関与している可能性が考えられる。そこでテノン嚢線維芽細胞とマス

ト細胞の共培養の実験系を用いて細胞外マトリックスやその分解酵素である matrix 

metalloproteinase (MMP)などの産生や、コラーゲンゲル内で三次元的に培養してその収縮への影

響を見ることで、マスト細胞の結膜創傷治癒への影響を知る事ができると考えられる。 

 

２．研究の目的 

結膜固有の組織構成細胞と未成熟なマスト細胞の相互作用が結膜マスト細胞への分化、組織特

異性の獲得につながるのでは無いかと仮説を立て、その検証を行う。 

また緑内障濾過手術後の瘢痕形成におけるマスト細胞の関与を解明するため、マスト細胞と結

膜線維芽細胞の共培養による創傷治癒モデルを用いて、マスト細胞由来の重要な因子の解明を

目的に行う。 

 

３．研究の方法 

 マウスから骨髄細胞を採取し、interleukin（IL）-3 を添加して 4 週間培養し、骨髄由来マスト

細胞（Bone marrow-derived cultured mast cells; BMMC）を誘導する。BMMC に分化しているこ

とは flowcytometry を用いて高親和性 IgE 受容体および C-kit の発現を指標に確認する。BMMC

を、結膜、皮膚あるいは肺由来の線維芽細胞をフィーダー細胞と 2 週間共培養し、PCR 法およ

び flowcytometry 法で BMMC と比較する。 

マウスから分離培養したマスト細胞および結膜線維芽細胞を I 型コラーゲンゲル内で単独ある



いは共培養し、コラーゲンゲルの収縮に与える影響を検討する。またコラーゲンゲル収縮にお

ける蛋白分解酵素 matrix metalloproteinase (MMP)の関与を知る目的で、培養上清を gelatin 

zymography 法を用いて含まれる MMP の発現および活性化の検索を行う。また、コラーゲンゲ

ルの収縮がコラーゲンの分解によるものか検討するために、上清中のヒドロキシプロリンを測

定する。 

 

４．研究成果 

 結膜線維芽細胞と共培養したマスト細胞は BMMC に比して、murine mast cell protease (Mcpt) 4 

および Mcpt 5 mRNA の発現が有意に上昇し、ATP 受容体である P2X7 受容体（P2X7R） mRNA

の発現が有意に低下していた。従って、結膜線維芽細胞由来の因子によって BMMC から CTMC

への分化が促進したと考えられた。これは陽性対象として用いた皮膚線維芽細胞との共培養に

よる結果と同様であった。一方、肺由来線維芽細胞とマスト細胞を共培養すると、結膜および皮

膚繊維芽細胞と共培養したマスト細胞に比し、Mcpt4 mRNA の発現が有意に低下しており、MMC

が誘導されたと考えられた。 

 結膜線維芽細胞とマスト細胞をⅠ型コラーゲンゲル内で共培養し、コラーゲンゲル収縮に与え

る影響を検討した。結膜線維芽細胞は細胞数依存的にコラーゲンゲル収縮を促進した。一方、マ

スト細胞は単独では何ら影響しなかったが、結膜線維芽細胞の存在下ではコラーゲンゲル収縮

をさらに促進した。培養上清を gelatin zymography 法を用いて含まれる MMP を検索した結果、

マスト細胞単独では培養上清中に MMP-2、MMP-9 のいずれも検出されなかった。線維芽細胞の

単独の培養上清では proMMP-2、活性化型 MMP-2、proMMP-9 が検出された。線維芽細胞に種々

の数のマスト細胞を共培養すると、マスト細胞数依存的に活性化型 MMP-2 と proMMP-9 の発現

が有意に増加した。これらの結果より、マスト細胞は、結膜線維芽細胞に作用し MMP-2 の活性

化と proMMP-9 の産生を促進することが示唆された。MMP 阻害剤である batimastat を添加して

培養すると、共培養によるゲル収縮の促進作用は有意に抑制された。これらの結果より共培養に

よるコラーゲンゲル収縮の促進作用に MMP が関与していると考えられた。さらにコラーゲンゲ

ル収縮が、コラーゲンゲルが分解された事によるものかどうかを検討した。マスト細胞、線維芽

細胞、共培養ともに、上清中のヒドロキシプロリンは増加していなかったため、コラーゲンの分

解は生じていないと考えられた。 



これらの結果より、マスト細胞が結膜線維芽細胞によるコラーゲンゲル収縮を MMP を介して

促進し、緑内障手術後の結膜の瘢痕化に関与している可能性が考えられた。 
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