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研究成果の概要（和文）：本研究では、物理的に3つに分画されたチャンバー（Campenot chamber）を利用して
角膜－三叉神経節の構造を細胞培養系で再構築し、眼表面知覚を容易に解析・評価できる新たな実験系を作製す
ることを試みた。角膜上皮細胞、三叉神経細胞の培養条件を調整することで、三叉神経節細胞の細胞体から隣接
するコンパートメントに神経線維を伸ばすことにに成功した。さらにその後、神経線維のみ存在するコンパート
メントに上皮細胞を共培養することで、角膜－三叉神経節の構造をin vitroで再構築することができた。

研究成果の概要（英文）：To assess ocular surface sensation, this study aimed to make a novel culture
 system resembling the structure of cornea-trigeminal ganglion, with Campenot chamber that consists 
of three compartments. Trigeminal ganglion neurons cultured in a compartment could be controlled so 
that the extended fibers from soma of the neurons intrude into a neighboring compartment. 
Thereafter, by adding corneal epithelial cells in the compartment where growth fibers are located, 
we reconstructed the structure of cornea-trigeminal ganglion in in vitro culture system.     

研究分野：眼科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
角膜には三叉神経第一枝が角膜神経として分布している。この神経の興奮制御機構を明らかにすることが、眼表
面疾患や点眼薬による眼痛や不快感の発生機構を解明する上で非常に重要である。本計画では、Campenot 
chamberを利用して角膜－三叉神経節の構造を細胞培養系で再構築し、物理的に分画されたチャンバーを利用し
て上皮細胞による三叉神経の興奮制御機構を容易に再現・解析できる実験系の構築を試みた。本実験系が完成す
れば、精度の高いin vitro角膜知覚評価系となる可能性が高く、眼表面痛に対する新規点眼薬開発や、既存の点
眼薬の差し心地改善に結び付く化合物の探索など創薬分野に応用できる可能性がある。

※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 

角結膜炎やドライアイなどの眼表面疾患において生じる眼表面の異物感、乾燥感や痛みは、

様々な感覚情報を受容する角膜神経の興奮と関連していることが明らかにされている。した

がって、角膜神経の興奮制御を理解することが、これら自覚症状に対する治療薬の開発にお

いて重要である。刺激に対する角膜神経の細胞応答の解析は、これまで角膜組織標本を用い

た神経線維の発火活動の計測や、角膜神経初代培養細胞を用いた電気生理ならびに蛍光イメ

ージング実験により行われてきた。一方で、組織標本と初代培養細胞を用いた実験結果の間

にはしばしば乖離が見られることから、刺激による角膜神経の興奮は、神経線維上に発現す

る受容器への直接作用だけではなく、周囲に存在する上皮細胞や間質細胞の興奮により遊離

される生理活性物質によって巧妙に制御されていることが予想されている。しかしながら、

これら細胞による角膜神経の活動調節を簡便かつ明確に解析できる実験系はなく、その調節

機構の詳細を解明するためには新たな実験系の開発が必要である。 

２．研究の目的 

Campenot chamber を利用して角膜－三叉神経節の構造を細胞培養系で再構築し、物理的に

分画されたチャンバーを利用して上皮細胞―三叉神経間および間質細胞―三叉神経間の興奮

制御機構を容易に解明できる新たな実験系を作製する研究計画を立ち上げた。 

３．研究の方法 

Campenot chamber を用いた三叉神経―角膜構成細胞共培養系を確立するために、以下のス

テップで研究を進めた。 

(1) 細胞系の作製 

三叉神経節や角膜上皮細胞の初代培養細胞の作製を行った。培養条件を変えて、最も良い培

養条件（培養ディッシュ、三叉神経細胞の培養期間や共培養開始のタイミングなど）を決め

た。 

(2) Campenot chamberにおける培養条件の決定 

次に三叉神経細胞を Campenot chamber内で培養を行い、隣接するコンパートメントに神経

線維が伸長する条件を明らかにした。さらに上皮細胞を加えて、共培養した。 

(3) 上皮細胞非存在下、存在下で神経細胞応答との比較 

三叉神経節細胞の線維や上皮細胞を刺激した際の神経細胞応答を確認するため、上皮細胞

―神経線維の共培養画分に、眼表面が暴露されうる刺激（眼の乾燥に関連した浸透圧上昇や

温度低下、炎症性物質、侵害受容器に対する作動薬など）を与えて、三叉神経細胞の細胞応

答を蛍光カルシウムイメージング実験により測定した。 

４．研究成果 

本研究でははじめに、三叉神経節細胞と角膜上皮細胞の初代培養細胞の培養条件を検討

した。三叉神経節細胞はグリア細胞の増殖を抑える薬剤を添加し、一週間以上培養すること

で神経線維が伸長することを確認した。また、角膜上皮細胞は培養後一週間までであれば、

線維芽細胞がほとんどない状態で培養できた。 



この条件を基にCampenot chamberを用いた共培養を作製した。三叉神経節細胞の神経線

維がCampenot chamberの隣接したコンパートメントに神経線維の先端が十分到達するために

は、ディッシュはこれまで使用してきたポリ-L-リジンコートでは難しいことが分かり、コ

ート剤を変更することで達成することができた。また、神経線維が隣接したコンパートメン

トに到達するまで4週間以上の培養が必要であった（図１）。このようにしてできた培養細

胞は、培養開始から8週まで安定して培養を継続することができた。三叉神経節細胞を4～8

週間培養したものに、神経線維のみが分布するコンパートメントに上皮細胞をまくことで、

神経線維終末と上皮細胞が隣接する共培養系を作製することに成功した（図２）。また、本

培養細胞を用いてカルシウムイメージングを行ったところ、神経線維が存在するコンパート

メントに侵害刺激を与えると、細胞体でカルシウム濃度の上昇を確認することができた。 

 

 
図 1 Campenot chamberにおける三叉神経節細胞の初代培養 

8週間培養すると三叉神経細胞の神経線維はチャンバーの隔壁を通過し、隣接するコンパートメ

ントに伸長するのを確認することができた。 

 

 
図 2 Campenot chamberにおける上皮細胞の培養 

三叉神経線維存在下（右）で、角膜上皮細胞を培養することができた。 
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