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研究成果の概要： 
これまで Stevens-Johns 症候群等の重症眼表面疾患においては涙液の量的・質的双方の異常が

その病態形成に大きく関与するとは考えられていたものの、再生治療的な観点からは注目され

ていなかった。角膜上皮や口腔粘膜上皮細胞が平面状の上皮シートの状態で治療に使用できる

事に対し、涙腺組織は複雑な３次元構造をとるため培養そのものが極めて困難であるとされる

ためである。今回の我々のチャレンジはこの点についてのブレークスルーを得ることを目的と

したものである。結果として、涙腺上皮細胞はコラーゲンゲル内である程度の３次元構造を取

りうることがわかった。実際にin vivoの涙腺組織のもつ複雑かつ機能的な組織構築をin vitro

で再構成するには多くの機能性因子の同定が必要と考えられた。また我々は涙液の質的・量的

異常の検出のためにいくつかの臨床機器およびそれに関連したソフトウエアの開発についても

同時に行った。さらにそれらを用いて涙液油層の動的挙動の生理物理的な原理を解明するため

に流体力学モデル（Vogt モデル）を考案し、さらにクロスコリレーション法を応用することに

より実際の臨床の場でリアルタイムに涙液油層伸展の解析を行なうことに成功した。さらにこ

の方法を用いて、ドライアイのスクリーニングや重症度評価が油層伸展初速度という非侵襲的

なパラメーターによって評価できることを見出した。さらに油層伸展初速度を決定する因子に

ついて重回帰分析を行なったところ、眼表面の涙液貯留量がもっとも大きく関与することが明

らかとなった。この新しい評価法は侵襲的、半定量的な従来の評価法に比べると大きな進歩で

あり、臨床のみならず動物実験の場でも今後の活用性が期待できる。 
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１．研究開始当初の背景 

眼表面は涙液層と上皮層からなり、
両者の適切な相互作用は眼の光学性能
に最も強く影響する角膜・空気界面を良
好な状態に維持するために絶対不可欠
である。涙液は単に乾燥を防ぐのみなら
ず、各種の上皮成長因子やラクトフェリ
ン、リゾチーム、IgＡといった感染防御
因子、や Vitamin A といった重要な生理
活性物質を大量に含んでおり、涙液が著
しく減少した場合には眼表面の恒常性
を大きく損なうこととなる。例えば重症
の眼表面疾患である Stevens-Johnson
症候群（SJS）、眼類天疱瘡（OCP）では、
しばしば高度の涙液減少を伴い、上皮び
らんや角化などの重篤な上皮障害が認
められる。 

我々はこれまでにこれらの表面疾患
に対して、培養角膜上皮移植術や培養自
己口腔粘膜移植術などの眼表面再建術
の開発にその初期より力を注いできた。
しかしながらたとえ手術が成功しても、
高度に涙液が少ない患者の場合にはそ
れらの治療成績はおしなべて低い印象
がある。これはおそらく涙液には既知、
未知の様々な生理活性物質が含まれて
いるため、たとえ手術によって健康な上
皮細胞を移植しても涙液不足によって
眼表面の恒常性が維持できず、結果とし
て移植細胞が脱落ないし拒絶されてし
まうためと推察される。人工の点眼剤で
は涙液と同等の機能を補うのは明らか
に困難であり、それ故、涙液の量的・質
的正常化は重症眼表面疾患の治療、特に
眼表面再建術後において極めて大きな
意味を持つものと考えられる。 

近年の再生医療研究の盛り上がりの
なかで、外分泌腺組織の再生研究につい
てもいくつかの成果が見られる。当該組
織である涙腺については培養レベルで
涙腺機能が維持され、またフィーダー細
胞と細胞外マトリックスをうまく組み
合わせることである程度in vivoに類似
した分岐形態形成を誘導できることが
示されている。また基礎医学の分野では、
最近BMP7が涙腺の分岐形態形成に極め
て重要で、涙腺上皮細胞とその周りを満
た す 間 葉 系 細 胞 の 相 互 作 用
(Epithelial-Mesenchymal interaction)
がBMP7の作用のもとで分岐の数を増す
ことが示された。類似組織である唾液腺
でもECMであるフィブロネクチンが分岐
形成に重要なcleftの形成を誘導するこ

とが示されている。これらの成果をうま
く組み合わせれば、複雑な涙腺組織構造
を培養過程で形成させることも十分射
程範囲内であると考えられる。 

２．研究の目的 
Stevens-Johns 症候群等の重症眼表面

疾患における涙液の質的、量的両面での正
常化を図り、もって眼表面再建手術の成績
を改善することにある。本研究ではその目
標の一端として、動物実験レベルで涙腺の
機能的再建法を確立することを目的とす
る。 

３．研究の方法 
(1) ラット結膜上皮細胞、涙腺上皮細胞、

線維芽細胞の培養 
ラットの主涙腺を切除して涙腺上皮細

胞を単離する。 
(2) 涙腺上皮細胞培養のためのscaffoldの
作成 

涙腺が本来持つ複雑な３次元構造を培
養涙腺上皮細胞がとることができるように
あらかじめ複雑な内部構造をもつECMの足
場を作成する。 
(3) 涙腺上皮細胞の不死化細胞の作成 

ラット涙腺上皮細胞にSV40大型T抗原を
プラスミドにて遺伝子導入し、G418にて選
択する。経代してコロニーを形成させ、増
殖能の高いものをいくつかクローニング
する。サザンブロットにてゲノムへの組み
込みを確認し、増殖曲線を調べて不死化を
確認する。 
(4) GFP融合分泌タンパクの作成 

GFPが分泌されるように改変し不死化涙腺
上皮細胞に遺伝子導入して培地にデザイン
した改変GFPタンパクが分泌されるかどうか
を調べる。 
(5) 涙液の生理的動態の解明のための
機器・ソフトウェアの開発 
涙液油層の伸展はレオロジーの Voigtモデル
で説明できることを発見し、これに基づく涙
液伸展の動態解明ソフトを開発した。 
４．研究成果 
ラット結膜上皮細胞、涙腺上皮細胞、線維芽
細胞の培養 
GFP ラットの涙腺を摘出し、細断したのちト
リプシンで分散した。遠心したところ、上清
に GFP 由来の強い蛍光が観察されたため、こ
の方法では細胞障害が強いことがわかった
が、十分な数の培養細胞が得られた。平面培
養を行ったところ、涙腺上皮細胞は老化形質
を示すことなく十分に幼弱な細胞形質を維
持したまま培養可能であり、培養法としては
問題ないものと考えられた。 



涙腺上皮細胞培養のための scaffold の作成 
in vivo の涙腺組織がもつ複雑な組織構築

を培養にて形成させるべく３次元培養を行
った。涙腺上皮細胞培養のための scaffold
の作成３次元培養ではラット線維芽細胞を
アテロコラーゲンゲルに包埋して培養し、そ
のなかで涙腺細胞を培養した。３次元培養で
はラット涙腺上皮細胞は自己誘導的に比較
的複雑な構造を示した。 

図１ 左上：ラット涙腺上皮細胞、右上：同
蛍光写真、左下：アテロコラーゲンゲル内で
のラット涙腺上皮細胞。右下：同蛍光写真 
涙腺上皮細胞の不死化細胞の作成 

上記で得られた培養涙腺上皮細胞に対し
SV40 large T 抗原発現プラスミドを遺伝子導
入し、不死化細胞を得ることを試みた。まず
プラスミドの構築を行った。眼科領域で頻用
される HCE-T 細胞は SV40 large T 抗原をア
デノウイルスで遺伝子導入し、ゲノムにイン
テグレートされたクローンを選択すること
で樹立された細胞である。この細胞ゲノムに
は SV40 large T 抗原が挿入されており、ま
た mRNA レベル、タンパクレベルで安定して
発現していることを確認した。RT-PCR によっ
て SV40 Large T 抗原のコーディング配列を
増幅し、これを哺乳類細胞で発現するプラス
ミドに組み込んだ。これを遺伝子導入試薬に
よって涙腺上皮細胞に導入したが、恐らく遺
伝子導入効率の問題のため不死化クローン
の獲得には至らなかった。そこで我々は遺伝
子導入効率の高いレンチウイルスで SV40 
Large T 抗原を発現するプラスミドを構築し
た。途中シークエンス反応がどうしてもかか
らないという問題があり、時間を費やしたが
最終的にレンチウイルスの作成に成功した。
まだ感染実験には至っていないが、これを用
いて不死化細胞の樹立を行う予定である。 
GFP 融合分泌タンパクの作成 

我々は通常細胞内タンパクとして転写さ
れる GFPを分泌型に改変することで移植涙腺
機能の評価が可能となるのではないかと考
え GFP融合分泌タンパクの作成を試みた。GFP
を分泌型に改変するためにはその N末端側に
シグナルペプチドを付与する必要がある。
我々はイムノグロブリンのシグナルペプチ

ドに相当する塩基配列を PCR で増幅した。ま
た GFP の N末端から数残基のアミノ酸を除い
た部分に相当する塩基配列を PCRで増幅した。
これらを結合するため、GFP の 5 末端側のプ
ライマーにはシグナルペプチドの３末端側
の配列を付加した。両者を混合してアニール
させ、伸長反応を行ったのち PCR を行うこと
で両者が結合した配列を得た。これを哺乳類
細胞で発現するプラスミドに組み込みんだ。
現在上記不死化細胞の樹立待ちである。 
涙液の生理的動態解明のための機器・ソフト
ウェアの開発 

涙液油層は開瞼直後に角膜上を上方へ伸
展してゆくことが知られている。この挙動の
源となる物理作用およびその運動特性につ
いてはこれまで何の報告もなかった。我々は
涙液の質を左右する因子として油層が最も
重要であると考え、この伸展機序および運動
特性の物理的解明を行った。試行錯誤の結果、 
油層の伸展はレオロジーの Voigtモデルが極

図２ 涙液油層伸展の時間的推移 
 

３ レオロジーにおける Voigt モデル 

て よ く あ て は ま り 、 H(t)-H(0)= ρ

図
 
め
[1-exp(-t/λ)]（ρ＝定数、λ＝緩和時間）
の式で表せることが明らかとなった。また油
層の伸展初測度 H′(0)とメニスコメトリー 
法で測定される涙液メニスカス曲率半径(R)
との間に有意な相関（r=0.573）があること
が明らかにされた。さらに臨床検査機器メー
カ ー と の 共 同 開 発 に お い て
cross-correlation 法を応用して涙液油層
伸展初速度の自動計測法に成功した。この成



果によって臨床ならびに動物実験で涙液の
質的・量的異常が高感度に評価可能となった。

図４ 患者より得た涙液油層伸展の動態デ
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