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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞膜スフィンゴ脂質代謝産物のスフィンゴシン・１リン酸（S1P）シグ
ナルが組織線維・瘢痕化で上皮ー間葉系移行制御に関与しているか否かに着目した。後発白内障モデルとして水
晶体穿孔外傷での水晶体上皮細胞のEMTを検討した。同受容体3型欠損マウスでは、EMTマーカーの平滑筋アクチ
ン発現開始が遅延していた。角膜内皮の上皮（内皮）ー間葉系移行EnMTによる内皮面の線維化を検討した。1規
定NaOHでマウス角膜アルカリ外傷を作成すると、角膜内皮細胞のEnMTによって内皮面に線維化病巣が形成され
た。角膜内皮EnMTと線維化は、野生型マウスとS1P3受容体欠損マウスの間に差異は観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on whether the sphingosine monophosphate (S1P) 
signal, a cell membrane sphingolipid metabolite, is involved in the regulation of 
epithelial-mesenchymal transition in tissue fibers and scarring. As a model of aftercataract, EMT of
 lens epithelial cells in lens perforation trauma was examined. In an S1P receptor type 3 deficient 
mouse, the initiation of smooth muscle actin expression, an EMT marker, was delayed. The 
endothelium-mesenchymal transition, EnMT, of the corneal endothelium was used to investigate 
fibrosis of the endothelial surface. When mouse corneal alkaline trauma was created with 1N NaOH, 
fibrotic lesions were formed on the endothelial surface by EnMT of the endothelial cells. The degree
 of corneal endothelium EnMT and fibrosis were similar to each other between wild-type and S1P3 
receptor-deficient mice.

研究分野： 眼科学

キーワード： スフィンゴシン・１リン酸　水晶体上皮細胞　角膜内皮　上皮&#8212;間葉系移行　線維・瘢痕化　後発
白内障　創傷治癒　マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床的に水晶体上皮細胞のEMTは白内障手術で挿入された眼内レンズ周囲の残存水晶体嚢の線維性混濁（後発白
内障）による視力低下や眼内レンズの変位の原因である。今研究では後発白内障の発症機序にS1Pシグナルが関
与していることが明らかとなった。S1Pシグナル阻害による予防効果が示唆された。一方、角膜内皮細胞のEnMT
による線維性病変の形成は、高度の角膜炎症疾患や炎症に合併する。同病変の形成にはS1PR3シグナルの関与が
少ないことが示唆された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

申請者はこれまで、TGF ベータシグナルと他シグナルのクロストークに注目して、眼線維

化疾患の新規治療戦略の確立を目的とした研究を展開してきた（１）。例えば、TGF ベータ

シグナルによって Smad 分子 C末端リン酸化によるシグナルが活性化されるが、そこに他

の増殖因子刺激（MAK キナーゼ，p38，JNK など）が加わることによって Smad 分子のミド

ルリンカー領域がリン酸化され、C末端のリン酸化による遺伝子発現をさらに正または負

に調節していることに注目して、線維化研究を行ってきた。具体的には、マウス眼の線維

化病変モデルと培養細胞を用い、上皮細胞が間葉系細胞に形質転換し、線維化病変を形成

したり、細胞遊走能を増強することが知られている（上皮—間葉系移行：EMT）。我々は自

身で Smad2/3 のミドルリンカーリン酸化特異的抗体と各種ウイルスベクターを作成し、研

究に用いることで EMT に Smad ミドルリンカー領域のリン酸化がこの正の制御を示すこと

を解明した。一方、細胞外マトリックス・インテグリンが、TGF ベータシグナルをサポー

トし、上皮—間葉系移行に関与していることを、テネイシン C、オステオポンチン、ルミカ

ンの３種類の遺伝子欠損マウスを用いて解明した。Smad などの TGF ベータシグナルは、炎

症や線維・瘢痕疾患や上皮—間葉系移行で中心的役割を担っているにもかかわらず、その

制御は極めて複雑であることを情報発信してきた。これらの研究は細胞外界からの刺激に

対する受容体を介した制御に焦点を当てたものであるが、本研究課題は細胞内因性の生理

活性物質と TGF ベータシグナル・上皮—間葉系移行と眼組織の線維・瘢痕疾患の予防・治

療戦略の研究と位置付ける。 

本研究課題は、細胞膜の脂質性分から合成されるスフィンゴ脂質代謝産物で、細胞質に

蓄積されるスフィンゴシン１リン酸（S1P）由来シグナルが炎症や組織線維・瘢痕化で TGF

ベータシグナルと協調し、上皮—間葉系移行制御に関与しているか否かに着目した研究で

あった。S1P シグナルと MAP キナーゼなどとのクロストークがすでに報告されているの

で、Smad シグナルでも影響していることは容易に想像できる。S1P は、ABC トランスポー

ターやスピンスター2(Spns2)トランスポーターを通して、細胞外に汲み出され、他の細胞

に発現される特異的受容体ファミリーに結合し、その細胞のシグナル伝達を活性化させ

る。S1P 受容体には複数のサブファミリー（1から 5型）が知られている。本研究目的で

S1P 受容体 2(S1PR2)と受容体 3(S1PR3)のノックアウトマウスを導入した。 

本研究では、まず、後発白内障モデルとして申請者の所属で用いている水晶体穿孔外傷

での水晶体上皮細胞の EMT を検討した。水晶体は生体内で隔絶した組織なので、周囲の組

織からの線維眼細胞の混入なく、in vivo での EMT に関与するシグナルの研究を行うのに

適している。他に EMT と線維化形成が病態に関与する眼疾患として、角膜内皮の線維・瘢

痕化に注目した。 

 
２．研究の目的 

本研究では S1P による TGF ベータシグナルの調節機序解明と、それを標的として、上皮—

間葉系移行を基盤とする眼線維化疾患の新規予防・治療戦略の確立を目的とした。具体的

には S1PR3 欠損マウスを用いた。S1PR2 欠損マウスは予備的研究で S1PR3 欠損マウスとは

異なる表現型である可能性が示唆されたため、S1PR3 欠損マウスでの研究に重点を置い



 

 

た。上記の目的について、以下の実験で野生型マウスと S1P3 受容体欠損マウスの表現型

を比較した。 

 

３．研究の方法 

（１） 水晶体上皮細胞の EMT における S1PR3 遺伝子の影響 

水晶体上皮細胞が生体内で隔絶組織であるため、シグナルと上皮—間葉系移行の関係が検

討しやすいことを考慮し、後発白内障モデルとして穿孔水晶体外傷後の水晶体上皮の EMT

を検討した。代表研究者の既報（２）に従って、マウス水晶体前嚢に穿孔外傷を作成し

た。経時的に組織学的、免疫組織科学的に穿孔部周囲の水晶体上皮細胞を観察した。 

（２） 角膜内皮の上皮（内皮）—間葉系移行 EnMT による内皮面の線維化 

1 規定水酸化ナトリウム 3μLを滴下してマウス角膜アルカリ外傷を作成すると、角膜内

皮細胞の間葉系移行によって内皮面に線維・瘢痕病巣が形成されることを申請者は報告

している（３）。マウスにこれを作成し、組織病理、免疫組織化学を中心に、Smad シグナ

ルと線維・瘢痕病巣の程度を評価した。 

 
４．研究成果 

（１） 水晶体上皮細胞の EMT における S1PR3 遺伝子の影響（図１） 

導入した S1PR2 欠損マウスと S1PR3 欠損マウスを C57BL/6N にバッククロス施行した。研

究代表者の既報に準じて水晶体穿孔外傷を作成し、水晶体上皮細胞の上皮-間葉系移行の

評価の目的で組織病理と EMT 関連蛋白質を対象とした免疫組織化学的検討を行った。研究

代表者は既報で野生型 C57BL/6N マウスにおいて、この障害では 3日で Samd2/3 の核内移

行が始まり、EMT の結果、3から 5日以内にアルファ平滑筋アクチン陽性の筋線維芽細胞

が水晶体内に出現すると報告した。同受容体 3型欠損マウスでは、免疫組織科学的に EMT

が減弱していると思われたものの組織学的、免疫組織化学的に EMT や嚢組織線維化が

Smad3 欠損同等に強く抑制されているという所見は得られなかった。しかし、平滑筋アク

チン発現開始が遅延していた。同受容体 2型欠損マウスでは野生型と差異の無い治癒過程

であった。白内障・眼内レンズ手術合併症の一つである過剰な嚢収縮による眼内レンズの

位置異常が特に予想されるハイリスク症例を対象とした治療戦略において、同受容体 3型

が標的となり得ると考えた。今後は阻害薬を用いた研究が望まれる。

 

 

（２） 角膜内皮の上皮（内皮）—間葉系移行 EnMT による内皮面の線維化（図２） 

マウス角膜アルカリ外傷（1 規定水酸化ナトリウム 3μL 点眼）では、角膜上皮の脱落と再



 

 

上皮化、実質の炎症とそれに続く線維・瘢痕化、角膜内皮の間葉形移行による線維化が観察

されることを以前から報告してきた。観察期間 10 日まででは、角膜内皮面での EnMT と線

維化は、野生型マウスと S1PR3 欠損マウスの間に差異は観察されなかった。 

 

臨床的には水晶体上皮細胞の EMT は白内障手術で挿入された眼内レンズ周囲の残存水晶体

嚢の線維性混濁（後発白内障）の原因である。今研究では後発白内障の発症機序に S1P シグ

ナルが関与していることが明らかとなり、S1P シグナル阻害による予防効果が示唆された。

一方、角膜内皮細胞の EnMT による線維性病変の形成は、高度の角膜炎症疾患が外傷に合併

するが、同病変の形成には S1PR3 シグナルの関与が少ないことが示唆された。 
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