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研究成果の概要（和文）： 
ドライアイの病態解析のために、涙液蛋白と脂質の詳細な分析をミクロ液体クロマトグラフ

ィとエレクトロンスプレー-質量分析計で行った。本分析法では数百種類以上の蛋白・脂質成分

を高感度に同定、半定量することが可能であった。シェーグレン症候群患者涙液では補体 C3

が増加し、リン脂質であるフォスファチジルコリンとスフィンゴミエリンが減少していること

が示され、これらの分子が疾患マーカーや新規治療法の標的となる可能性があると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 To understand the pathophysiology of dry eye syndrome, there is a need for precise and 
intensive biochemical analysis of tear fluids. We employed liquid chromatography combined 
with electron-spray ionization mass spectroscopy to profile tear proteins and lipids from 
tears of patients with dry eye syndrome. Hundreds of various molecules were successfully 
identified from a small volume of tear sample. Of these, prominent differences were found 
in the scores of complement C3, phosphatidylcholine, and sphingomyelin. The score of 
complement C3 in patients with dry eye syndrome was much higher than that of normal 
subjects. The levels of phosphatidylcholine and sphingomyelin in tears of dry eye syndrome 
were significantly lower than those of normal controls. Proteomic and lipidomic 
approaches appear to be useful in exploring the biomarkers of dry eye and the new potential 
targets for the treatments of dry eye syndrome. 
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１．研究開始当初の背景 
 ドライアイは成人の 10-15％と非常に有病
率の高い疾患である。ドライアイによって重
度の視覚障害を呈することは少ないものの、
目の不快感や痛みによる作業効率の低下や
精神的負担など日常生活機能（quality of 
life）に及ぼす影響は大きく、医学的にも社
会的にも重要な疾患と考えられる。しかも現
在の治療法に対する患者の満足度は必ずし
も高くなく、病態の解明と治療法の開発が急
務となっている。 

ドライアイの病態解析や新しい治療法の
開発のためには、涙液成分、特に蛋白成分や
脂質成分の詳細な分析が必須と考えられる。
しかし、涙液は微量であるために、従来の方
法では、感度が十分でなく、分析できる物質
の種類も限られていた。 
 
２．研究の目的 

ドライアイ患者の涙液に含まれる蛋白、脂
質を網羅的に解析する方法としてミクロ液
体クロマトグラフィ（HPLC）とエレクトロン
スプレー-質量分析計（ESI-MS）を組み合わ
せた分析法を用いた。HPLC と ESI-MS をオン
ラインで接続した分析法では１つの試料か
ら数百種類以上の成分を同定、定量すること
が可能であり、しかも高感度であるために、
涙液のような微量検体の分析に適している
と考えられた。本方法を用いて、正常者とド
ライアイ患者の涙液中蛋白成分、脂質成分の
網羅的な解析を行い、涙液のどの成分が病態
形成に関与しているかを解析し、病態の解析
や新しい治療法の開発につなげていくこと
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
ドライアイ患者または正常者からシルマ

ー試験紙を用いて 5マイクロリットル程度の
涙液を採取した。涙液試料から脂質と蛋白を
各々抽出して分析資料とし、HPLC と ESI-MS
をオンラインで接続した分析法を用いて検
討した。 
脂質分析にはカラムスイッチング 3溶媒グ

ラジエント HPLC とイオントラップ MS 法を用
い、涙液中性脂質（コレステロールエステル、
ワックスエステル）とリン脂質を分析した。
蛋白分析に関しては試料をトリプシン消化
し、分解産物であるペプチドを HPLC で分離、
質量分析計でアミノ酸配列を決定し、Mascot
ソフトウエアによるランク付けを行った。ラ
ンク付けで正常者よりドライアイ患者で高
いスコアを示した蛋白については酵素抗体
法（EIA）を用いて定量的分析を行った。 
 

 
４．研究成果 
HPLC と ESI-MS による分析法で涙液のリン

脂質の多くの成分を検出できるようになっ
た。分子種組成は非常に複雑であったが、モ
ノエン脂肪酸を含む分子種が主に検出され
た。シェーグレン症候群患者涙液と正常者の
涙液を比較したところ、シェーグレン症候群
患者ではフォスファチジルコリンの C16:0、
C18:1 と C18:0、C18:2、及びスフィンゴミエ
リンが減少していることが示された。これら
のリン脂質は涙液の安定性に寄与する分子
であることが示唆された。従って、これらの
フォスファチジルコリンの分子種やスフィ
ンゴミエリン分子がドライアイの疾患マー
カーもしくは新規治療法の標的になる可能
性があると考えられた。 
正常者とシェーグレン症候群に伴うドラ

イアイ患者の涙液蛋白を分析した結果、正常
でスコアが高い蛋白としてリポカリン、zinc 
alpha2 glycoprotein, prolactin-induced 
protein がランクされ、逆にシェーグレンで
スコアの高い蛋白として complement C3 と
gelsolinなどがランクされた。complement C3
と C4 に関しては ELISA 法で涙液中濃度を測
定したところ、シェーグレン症候群では正常
対照に比べて有意に高い値を示すことが定
量的に確認された。また、コンタクトレンズ
（CL）装用によるドライアイ患者の涙液を分
析し、涙液中蛋白やサイトカインの測定を行
った結果、CL 非装用時と比較した場合、涙液
の主要蛋白であるラクトフェリン、リポカリ
ン、リゾチームには変化が見られなかったが、
サイトカインのうち TNF-αと IL-1βの増加
が見られた。特に装用感や乾燥感などドライ
アイ自覚症状の程度と涙液中 TNF-α濃度は
正の相関を示した。TNF-αと IL-1βは代表的
な炎症性サイトカインであり、CL 装用による
ドライアイの発症に炎症が関与しているこ
とが示唆された。 
このような涙液中の脂質、蛋白の網羅的解

析を進めていくことによって、ドライアイの
バイオマーカや新しい治療の標的分子の同
定が可能となるものと考えられた。 
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