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研究成果の概要： 

ヒト培養角膜上皮細胞（ＨＣＥｓ）の免疫機構に及ぼすステロイド薬の影響  

 培養ヒト角膜上皮細胞におけるＴＬＲ３の polyＩＣ、およびＨＳＶ臨床分離株に対する作動

が確認できた。このモデルを用いて、ステロイド薬、シクロスポリンを添加した場合の作動状

況をコントロールと比べたところ、両者ともコントロール群と比較して、ＴＬＲ３の作動低下

が認められ、実際にＨＳＶを感染させると、薬剤添加群での感染性の増大を認めた。ＴＬＲ３

の作動が低下することが感染性の増大と関与している可能性が考えられた。また両薬剤を比較

したところ、ステロイド薬添加群で有意にＴＬＲ３作動経路の抑制され、作用が異なることが

示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

角膜感染症はウイルス、細菌、真菌など多様

な病原体により生じるが、治癒後に強い実質

瘢痕を残すケースは決して少なくなく、中途
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失明原因においても主要な位置を占めてい

る。中でも、単純ヘルペスウイルスの感染に

よって生じる角膜ヘルペスは、アシクロビル

眼軟膏の登場以来軽症化しているものの、ス

テロイドをはじめとする免疫抑制剤投与に

よる免疫環境変化が引き起こす再活性化の

問題、耐性株による病変の遷延化の問題はい

まだ未解決のままである。今後の感染症治療

戦略を考える上で抗菌薬のみに頼る治療だ

けでなく新たな治療戦略の開発が必須であ

る。 

眼表面の免疫機構としては獲得免疫といわ

れるＴ細胞、Ｂ細胞を中心とした特異抗原を

認識する機構以外に、自然免疫といわれる機

構が存在する。これは下等生物から高等生物

まで共通に持つマクロファージを中心とし

た非特異的免疫機構と言われていたが、近年

Toll Like Receptor といわれる特異的に病原

体を認識する機構が存在することがわかっ

てきた。現在 Toll Like Receptor は１から

１１までクローニングされており、これらの

レセプターは細胞膜に存在し、レセプターご

とに認識する抗原が異なる。その中で TLR3

はウィルス増殖の際に発生するdsRNAをTLR3

が認識し、これは実際に角膜上皮細胞で作動

していることが証明されている。我々も、眼

表面における TLRの発現動態に着目し研究を

進めているが、これまでに、正常ヒト角膜上

皮およびヒト培養角膜上皮細胞のどちらに

おいても、TLR1 から TLR10 までのすべてが発

現していることを確認しており、眼表面の感

染症発症に深く関与している可能性が考え

られる。 

一方、前述したステロイド薬やシクロスポリ

ンは、免疫調整薬として使用され、各種臓器

移植術後などにも必須の薬剤であると同時

に、点眼薬としても頻用されている。しかし、

ステロイドやシクロスポリンはその効果の

高さの裏側に、易感染性という弱点を有して

いることも事実である。2002 年の報告では、

腎移植術後にステロイド、シクロスポリン内

服を行った場合、13.6％にサイトメガロウィ

ルス感染症が起こったと報告されている。さ

らに、腎移植後ステロイド投与を行う場合、

6ヶ月間の平均感染回数は 1.47 回、シクロス

ポリンでは 0.84 回と、ステロイド、シクロ

スポリンとも感染リスクの増大が認められ

るものの、両群を比較すると有意にステロイ

ドでの感染リスクが高かったという結果に

なり、両者の免疫作動経路の違いも示唆され

る結果が報告されている。 

 

２．研究の目的 

我々は、ステロイドやシクロスポリンにより、

眼表面のウィルス感染に重要な働きを持つ

と考えられる TLR3 の発現や作動が変化して

いるのではないか、また両薬剤間にも作動の

変化があるのではないかとの仮説をたてて

検討した。 

 

３．研究の方法 

１）我々は、TLR3 の反応を、ヒト角膜培養上

皮細胞（HCEｓ）モデルを用いて検討した。 

まず、HCEｓを sub confluent まで培養

した後 Poly I:C といわれる TLR3 のリガン

ド物質 100ng/ml で刺激した。採取した細胞



より mＲＮＡを抽出し、各種炎症性サイトカ

イン（IL6、IL8、IFNβ）及び TLR3 自体の発

現量を real time PCR を用いて解析、

培養上清中の炎症性サイトカイン蛋白量に

ついてもあわせて検討した。 

２）HCEｓにおける TLR3 の作動がステロイド

薬やシクロスポリンの添加により変化する

のか検討した。HCEｓを前述と同様に sub 

confluent まで培養した後、デキサメサ

ゾン、シクロスポリンを 10-5M,10-6M 先行投

与した。10-5M は、臨床的に使用される点眼

濃度の250から500分の1程度の濃度である。

その後 TLR3 のリガンドである polyIC で刺激

し、さらに 24 時間後に各種炎症性サイトカ

インの発現、および TLR3 自体の発現を、mＲ

ＮＡを抽出し、real time PCR を用いて

解析を行った。 

３）次に実際のウィルスを感染させるモデル

を作成した。HCEｓを同様に sub confluent

まで培養した後、HSV 臨床分離株を感染さ

せ、mRNA を抽出し TLR3、および、そ

の下流に産生される炎症性サイトカ

イン（L6、IL8）の mRNA 発現を real time 

PCR を用いて解析を行った。 

４）このモデルを用いて、デキサメサ

ゾン、シクロスポリンを先行投与し、

HSV 臨床株の感染性の違いを検討した。HCE

ｓにデキサメサゾン、およびシクロス

ポリンを先行投与し、24 時間後に HSV

臨床分離株を播種した。48 時間後に

クリスタルバイオレット染色を行い、

画像解析ソフトを用いてプラーク面

積（HSV 感染面積）を解析した。また

培 養 上 清 中 の HSV-DNA コ ピ ー 数 を

Real time PCR を用いて測定した。 

 

４．研究成果 

１）HCEｓを培養した後 Poly I:C で刺激し

たところ、IL8、IL6.IFNβの mRNA は、Poly I:C

添加によりすべて発現が増加し、培養上清中

の各サイトカイン蛋白量も増加を認めた。ま

た、Poly I:C 刺激により HCEｓ自体の TLR3

の発現も増加する結果が得られ、HCEｓにお

いて、TLR3 の作動が確認された。 

２）HCEｓを各条件で培養し、Poly I:C で刺

激したところ、IL6、IL8 の発現はデキサメサ

ゾン添加群、シクロスポリン添加群でコント

ロールに比べ有意に低下した。しかし、IFN

βでは、ステロイドでは有意な低下を認めた

ものの、シクロスポリンでは変化が認められ

ず、同様に TLR3 自体の発現もステロイドで

は有意に低下するのに対し、シクロスポリン

ではコントロール群とほぼ差がないという

結果であった。 

TLR3のシグナル伝達経路には現在2経路がわ

かっている。polyIC やｄｓＲＮＡなどのリガ

ンドを認識すると、NFκB を介した経路を介

し IL6、IL8 などの炎症性サイトカインが産

生されるが、一方 IFNβは IRF3 を介した経路

によりシグナル伝達が行われている。今回の

結果では、ステロイドは NFκB、IRF3 の両経

路を抑制、一方シクロスポリンは NFκBの経

路のみを抑制した結果となっている。我々が

臨床現場で感じている、シクロスポリン点眼

時よりもステロイド点眼時にヘルペス再発

が起こりやすいことに、今回の両者の差が関



与している可能性も示唆される。 

３）HCEｓ培養し、polyIC の代わりに HSV 臨

床分離株を感染させたところ、polyIC と同様

に、IL6、IL8,IFNβといった炎症性サイトカ

イン mRNA の有意な発現増加を認めた。培養

角膜上皮細胞で HSV 臨床株によって

TLR3 を介した作動が起こっているこ

とが確認された。 

４）HSV 臨床分離株を用い、ステロイド、シ

クロスポリン添加した場合の HCEｓへの感染

性を検討したところ、ステロイド添加群

において、感染プラーク面積は増加し、

また、上清中の HSV-DNA コピー数も増

加しており、HSV 感染性がステロイド

によって増大していることが確認さ

れた。一方シクロスポリンでは、コン

トロール群に比べると、やや感染性の

増大はみられるものの、ステロイド薬

のような有意な変化はとらえられな

かった。また、各種サイトカイン、TLR3

の発現についても検討したところ、ス

テロイド添加群では TLR3、炎症性サ

イトカインの発現が低下しており、

TLR3 の作動低下が HSV 感染性の増大

に関与している可能性があると考え

られた。 

以上の結果から TLR3 の作動を増加さ

せることにより、ウィルス感染をコン

トロールできる可能性が考えられる。

現状、抗菌薬や抗ウィルス薬での治療

が行われているが、今後は、TLR3 の

変化を調整するなどの新しいコンセ

プトの薬剤開発にもつながる可能性

が考えられる。 
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