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研究成果の概要： 

角膜上皮は、角膜表層でバリアーとして重要な働きをしている。これまで継代可能な角
膜上皮細胞には正常な Gap Junction(GJ)が存在せず、細胞-細胞間での分子の交換がなされ
ていない。つまり、統合的な分化形質を保持した培養角膜上皮細胞は、未だ存在しないこ
とを示唆している。そこで、GJ 構成分子の一つであるコネキシン４３に着目し、正常な GJ
機能を有し，角膜上皮分子マーカーの発現を維持した Human コネキシン４３安定発現角膜
上皮細胞株の樹立に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

角膜上皮は、基底膜上の基底細胞、中
層の翼細胞、表層の表層細胞からなる非
角化上皮である。正常角膜において、上
皮細胞はラミニン,コラーゲンタイプ IV
などのいくつかの細胞外基質を含む基底
膜上に重層化し、それぞれの細胞がタイ
トジャンクション、アドへレスジャンク
ションを介して接合している。さらに、
細胞間では、ギャップジャンクションを
介してイオンなどの分子交換が積極的に
行われている。実際、角膜上皮細胞の分
化、増殖およびその形質維持には、細胞 

 
接着つまり細胞―細胞間接着や細胞―細
胞外基質間接着機構が非常に重要な働き
をしていると考えられる。これらの破綻
が、上皮細胞の恒常性に維持に重大な支
障をきたす。 
epithelial biology は、上皮細胞の正

常な分化、増殖機構を解明し、上皮疾患
の発症のメカニズムを解析し明らかにす
るため発展してきた。ウサギ、ウシをは
じめとして種々の動物の眼から角膜上皮
細胞を単離し、初期培養を行うことは可
能であるが、初期培養の角膜上皮は継代
が困難であり、生物学的あるいは分子生
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物学な解析を行うことができない。さら
に、初期培養の角膜上皮細胞は、培養方
法や条件などの影響を非常に受けやすい
ため、アッセイ系として用いるのは困難
である。初期培養系に対して、荒木らは、
SV40 で形質転換させ不死化した Human 
corneal epithelial cells（HCE 細胞）
を作出した。HCE 細胞は、フィブロネクチ
ンなどの細胞外基質への接着性、運動性
の亢進や上皮バリアー機能に関与する細
胞―細胞間接着機構などは in vivo にお
ける上皮細胞と同様な機能を保持してい
ると思われる。しかしながら、申請者ら
は、HCE 細胞には正常なギャップジャンク
ションが存在せず、細胞―細胞間での分
子の交換がなされていないことをイムノ
ブロット法ならびに dye coupling 法を用
いて明らかにした。これらのことから統
合的な分化形質を保持した培養角膜上皮
細胞は、未だ存在しないことを示唆して
いる。 

 
２．研究の目的 
  統合的な分化形質を保持した培養角膜

上皮細胞を作出するため、ギャップジャン
クション構成分子の一つであるコネキシ
ン４３に着目し、Human コネキシン４３安
定発現角膜上皮細胞株の樹立を行う。 

 
３．研究の方法 

ヒト角膜線維芽細胞よりmRNAを抽出し
cDNA 作成後、Human コネキシン４３特異
的なプライマーを用いて、Human コネキシ
ン４３の翻訳領域を含むｃＤＮＡをクロ
ーニングし、真核生物発現ベクターに組
み込んだ。さらに、SV40 で形質転換させ
不死化した HCE 細胞にトタンスフェクシ
ョンし、イムノブロット法にて一過性の
human コネキシン４３の発現を検討した。
さらに、コネキシン４３を一過性発現さ
せた HCE 細胞の免疫染色にて、コネキシ
ン４３が細胞―細胞間に局在すること検
討。コネキシン４３発現ベクターを HCE
細胞に遺伝子導入し、G418（800ug/mｌ）
を用いて薬剤耐性による選別を行い、コ
ネキシン４３安定発現 HCE 細胞を単離す
る 。 Lucifer yellow を 用 い て Dye 
coupling 法にて、ギャップジャンクショ
ン機能を検討した。さらに、タイトジャ
ンクション、アドヘレンスジャンクショ
ン構成分子の ZO-1,Occludin、E-Cadheri、
β-Catenin、 角膜上皮分化マーカーであ
るケラチン-3 およびケラチン-12 の発現
をイッムノブロト法で検討した。細胞の
増殖性を細胞数のカウントにより検討し
た。 

 

４．研究成果 
  Humanコネキシン４３（ｈCx43）の発現ベ
クター（hCx43-EGFP）の作製後、シークエ
ンスにてその遺伝子配列を確認。ｈ
Cx43-EGFP発現プラスミドを角膜上皮細胞
にトランスフェクション法にて遺伝子導入
し、hCx43-EGFPの一過性発現をイッムノブ
ロット法にて確認した。つづいて、G418を
用いて恒常的にhCx43-EGFPを発現する細胞
株を単離した。まず、実際にhCx43-EGFPの
安定発現株でのその発現をイムノブロット
法にて検討し、実際に安定細胞株での
hCx43-EGFPの蛋白質発現を確認した。さら
に実際に、この細胞株において機能的な細
胞間のギャップジャンクションが形成され
ているかLucifer yellowを用いてDye 
coupling法にて解析した。その結果、コン
トロールであるEGFP安定発現株がまったく
GJ機能を有さないのに対して、hCx43-EGFP
安定発現細胞株では、優位に細胞間におけ
る機能的なギャップジャンクションが形成
されていることが明らかとなった。また、
免疫組織学的にこの安定発現細胞株におけ
るhCx43-EGFPの局在を免疫染色法にて検討
した結果，hCx43-EGFPは細胞－細胞間結合
部位に有意に局在することが明らかとなっ
た。hCx43-EGFP安定発現株の角膜上皮特性
に関する検討のため、角膜上皮分化マーカ
ーであるケラチン-3/12の発現をイムノブ
ロット法にて解析した結果、親株である角
膜上皮細胞と同様にそれら分子の発現が確
認された。また、それらの分子の発現の差
は認めませんでした。さらに、角膜上皮細
胞の細胞間接着維持に重要な働きをする
ZO-1、Occludin、E-Cadherinなどの細胞間
接着装置の分子発現も同様にイッムノブロ
ット法にて検討した結果、これら分子の発
現も親株の発現と比べ差異なく維持されて
いることが明らかとなった。最後に、
hCx43-EGFP安定発現細胞株とそのコントロ
ールであるEGFP安定発現細胞株の細胞増殖
性について細胞カウントを行うことにより
検討した。その結果、hCx43-EGFP安定発現
細胞株は、EGFP安定発現細胞株に比べ優位
に細胞増殖性が抑制されていることが明ら
かとなった。 
以上のことから我々は機能的なギャップジ
ャンクションを有するhCx43-EGFP安定発現
角膜上皮細胞株の樹立を達成した。この細
胞株を用いることで角膜上皮における細胞
機能の分子メカニズムさらには角膜上皮幹
細胞の特性や幹細胞としての形質維持に必
要なシグナル伝達経路の解明が可能となり
、未解決である角膜上皮異常の発症機序あ
るいは角膜上皮分化、成熟機構の解明に大
きく寄与すると思われる。 
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