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研究成果の概要（和文）：近年の研究により、肥満に伴うインスリン抵抗性や２型糖尿病の発症には、慢性的な
炎症や免疫系の活性化が関与していることが徐々に明らかになってきた。本研究の目的は2型糖尿病による慢性
炎症の観点から角膜幹細胞と角膜三叉神経への影響を評価することである。糖尿病モデルマウスにマクロファー
ジ枯渇薬の結膜下注射を施行した群は神経のマーカーであるβIII tubulinの発現が正常マウス群と似た角膜上
皮下神経叢の所見を示した。以上のことから重症２型糖尿病に対して糖尿病角膜障害をきたした際、マクロファ
ージ枯渇薬を用いることで三叉神経支配である角膜上皮下神経叢障害保護の可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have gradually made it clear that a chronic inflammation and 
an activation of the immune system are involved in the pathogenesis of obesity-associated insulin 
resistance and type 2 diabetes. The purpose of this study is to evaluate the effects of corneal stem
 cells and corneal trigeminal nerve in terms of chronic low-grade inflammation in type 2 diabetes. 
The group of diabetic mice treated with subconjunctival injection of liposomal clodronate showed 
sub-epithelial corneal plexus similar to that of normal mice in terms of expression of βIII 
tubulin, a marker of nerves. These results suggest that macrophage-depleting drugs may protect 
against corneal sub-epithelial nerve plexus damage in severe type 2 diabetes when diabetic corneal 
damage occurs.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性炎症状況下に置かれている角膜神経・角膜幹細胞に対する影響の解明は、重度糖尿病角膜症や混濁を伴う角
膜ヘルペス等の角膜三叉神経関与疾患の治療を行う際に今後極めて有用である。幹細胞培養臓器移植は今後更に
臨床応用されていく可能性を秘めているが、長期予後を考えた際幹細胞を維持し機能させる環境因子の補充だけ
でなく、炎症等の阻害因子の除外も重要である。本研究は特に慢性炎症という環境因子に注目し角膜三叉神経・
角膜幹細胞を含んだニッチの機能維持を阻害する炎症メカニズムが解明できれば、幹細胞疲弊症の治療や自己幹
細胞移植後の治療に繋がる可能性がある。

※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 
メタボリック症候群の発症基盤である内臓脂肪の肥満に関与する糖尿病合併症は、癌や自己

免疫疾患等にも共通する慢性炎症性変化の一種として近年捉える事ができるとされる。糖尿病

による高血糖が誘引で各臓器の実質細胞にストレスがかかり、内因性の炎症反応を惹起するシ

グナルが増加して寄与するマクロファージや血管内皮等の反応性が亢進状態になると組織の恒

常性維持のバランスを崩す。その結果実質臓器内での炎症反応が慢性的に持続し、最終的には不

可逆的な組織障害へと移行する可能性がある。また肥満からインスリン抵抗性更に糖尿病が惹

起されるが、肥満の脂肪組織では TNF-αや IL-6 等の炎症性アディポサイトカインの産生が亢進

し，アディポネクチンのような抗炎症性アディポサイトカインの産生は減少していることが解

明されてきた。 

一方眼科領域特に角膜分野に焦点を当ててみると、高血糖状態は角膜の樹状細胞侵入につな

がり、肥満はこの免疫反応を更に悪化させると Leppin K らは報告した（IOVS:2014）。樹状細胞

と角膜三叉神経の間の直接的な関わりは、糖尿病の角膜の多発神経障害への寄与している要因

であるとされ、神経繊維の損傷のトリガーとなる事が想定できると結んでいるが詳細なメカニ

ズムは依然解明できていない。以上を踏まえて我々は特に糖尿病による慢性炎症性変化に注目

し、角膜輪部環境（ニッチ）においての詳細なメカニズム解析を追及する。生体内で炎症が遷延

化された際、特にマクロファージの動態に着目しながらサイトカインを介した角膜三叉神経と

角膜幹細胞の相互間の影響を明確にすることを目指した。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は糖尿病もしくはメタボリック症候群の状況により誘引された慢性炎症は角膜

三叉神経と角膜幹細胞に対して阻害因子であるという仮説のもとに、糖尿病モデルマウスを用

いて重症糖尿病を仮想し、慢性炎症反応誘導時のケモカイン、炎症性サイトカイン、抗炎症性サ

イトカインの経時的評価、更に角膜幹細胞、角膜三叉神経に対する影響を検討することである。 

 
３．研究の方法 
はじめに糖尿病マウスに高脂肪含有飼料で飼育したところ、血糖値が正常マウス群は 136.5±

13.2ｍｇ/ｄL に対して、糖尿病モデルマウス群は 565.0±39.5ｍｇ/ｄL であった。また過去 1

から 2 か月の平均的血糖状態を反映する HbA1c 値においても正常マウス群は 4.1±0.3ｍｇ/ｄL

に対して、糖尿病モデルマウス群は 9.8±0.6ｍｇ/ｄL であり高血糖状態の安定した重症化モデ

ル作成に成功した。 

続いて慢性炎症の主因となるマクロファージを枯渇するために糖尿病モデルマウスに

liposomal clodronate 結膜下注射を施行後、角膜三叉神経のマーカーであるβⅢtubulin 蛋白

に対して免疫組織染色により経時的に共焦点レーザー顕微鏡で解析した。更に好中球の遊走に

おける動向も免疫組織染色により、糖尿病モデルマウス群と糖尿病モデルマウスに liposomal 

clodronate 結膜下注射施行した群で比較確認をした。また Real-time PCR 法により対照群と比

較し(a)ケモカイン（MCP-1）、炎症性サイトカイン（Tumor Necrosis Factor α：TNF-α, 

Interferon γ:IFN-γ）、抗炎症性サイトカイン（Transforming growth factors β:TGF-β,ア

ディポネクチン）(b)神経マーカー(βⅢtubulin)の差異を比較した。 

 
４．研究成果 

糖尿病モデルマウス群と比較して糖尿病モデルマウスに liposomal clodronate 結膜下注射を



施行した群は βⅢtubulin の発現が正常マウス群と似た角膜上皮下神経叢の所見を示した。更

に骨髄細胞分化抗原として知られる Gr-1 は主に好中球に発現するが、蛍光免疫染色にて陽性細

胞の有無を確認したところ正常群よりは減少しているが、糖尿病モデルマウス群と糖尿病モデ

ルマウスに liposomal clodronate 結膜下注射を施行したマウス群間に有意差は認められなかっ

た。一方糖尿病マウスに liposomal clodronate 結膜下注射を施行した群の炎症性サイトカイン

の mRNA 定量を Real-Time PCR にて測定したが、炎症性サイトカインである TNF-αや IFN-γに

は糖尿病マウスと比較して変化を及ぼしていなかった。 

以上のことから重症２型糖尿病に対して糖尿病角膜障害をきたした際、マクロファージ枯渇

薬を用いることで三叉神経支配である角膜上皮下神経叢障害保護の可能性を示唆した。これは

liposomal clodronate がマクロファージ枯渇作用で慢性炎症プロセスを抑制するのみでなく、

細胞内で ATP 類似体として ATP 代謝を阻害する事を踏まえると、ATP 経路を介した慢性疼痛発症

メカニズムにも関与していると考察できる。 
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