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研究成果の概要（和文）：角膜上皮創傷治癒過程において，角膜上皮において Sema3A は上皮基

底細胞の基底膜部および側部において発現が増加し，その後速やかに減少した。Sema3A の発現

が変化しているのに対し，密着結合構成タンパク Zonular Occludens-1 やギャップ結合構成タ

ンパクコネキシン 43 は変化しいていなかった。Sema3A は角膜上皮創傷治癒過程の早期におい

て何らかの役割を果たしているとが考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Sema3A expressed at the basal-lateral side of corneal epithelial cells 

in the epithelial wound closure, suggesting that Sema3A may play a regulatory role in the 

corneal wound healing process.    
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１．研究開始当初の背景 

角膜は神経線維分布に富んだ組織であり，生

体内で最も知覚の鋭敏な組織である。これま

での研究で，角膜の生理的恒常性維持に神経

性因子が重要な役割を果たしていることが

報告され，我々の研究室でも神経性因子を用

いた角膜上皮の創傷治癒機構の制御の研究

およびその臨床応用を行ってきた。角膜にお

ける神経性因子が，恒常的かつ適切に機能す

るためには，知覚神経が角膜内に適切に分布

する必要がある。角膜内における知覚神経の

分布には，神経制御因子がその制御担ってい

ることが推測される。近年注目されている神

経ガイダンスタンパクは，脳の発生や脊椎の

障害モデルでの発現が研究され，その役割や

機能，またその働きを臨床へと応用する研究

が進んでいる。角膜創傷治癒モデルにおいて，

神経線維の再分布を Semaphorin のサブタイ
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プである Semaphorin3A（Sema3A）が制御する

ことや，発生過程で水晶体に発現した Sema3A

が角膜に分布する神経線維を制御している

ことが報告されてきた。さらに，我々は正常

の成動物において，角膜に神経ガイダンスタ

ンパクの代表である Sema3A が発現している

ことを報告した(Exp Eye Res. 2008: 669-74)。

また，in vitro の系において，角膜線維芽細

胞が EGF 刺激により Sema3A の発現を亢進さ

せ る と い う こ と も 報 告 し た ( Biochem 

Biophys Res Commun. 2008:104-8)。神経線

維分布の豊富な角膜において，神経ガイダン

スタンパクの役割は未知ではあるが，その制

御が重要な役割を有していることが考えら

れる。正常角膜における神経ガイダンスタン

パクの役割，創傷治癒・発生，角膜知覚障害

を来す疾患との関与など，Semaphorin を中心

とする神経ガイダンスタンパクの研究を行

うことは，角膜の生理的恒常性維持機構の解

明だけではなく，種々の角膜疾患の病態解明，

さらには治療への応用など，今後幅広い展開

が期待される研究領域であると考えられ，本

研究を開始するに至った。 

 

２．研究の目的 

角膜は高密度に神経線維が分布する組織で

あるため，角膜内での神経線維の分布と

Sema3A の発現がどのような関係にあるかを

研究することとした。また，角膜は外界に暴

露されている組織であるため常に創傷治癒

を繰り返し，その透明性を維持している組織

である。その角膜における創傷治癒過程にお

いて，Sema3A の発現がどのように変化してい

るかを検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 正常成ラット眼球を摘出し，速やかに固

定する。角膜を切り出し，2～3mm 四方の角膜

小片を作成し，whole mount 法を用いて角膜

における Sema3A や神経線維を染色した。 

(2) 正常成ラット角膜上皮の機械的掻爬を

行い，経時的に眼球を摘出，凍結包埋を行っ

た。凍結薄切切片を作成後，Sema3A をはじめ

とする種々のタンパク質の免疫染色を行っ

た。 

 

４．研究成果 

(1) 正常成ラットにおける Sema3A の発現 

 角膜には，周辺部より中央に向かって抗

neurofilament 抗体に陽性の神経線維が進展

していた。Sema3A は周辺部角膜上皮細胞の基

底膜側に強く発現していた。 

(2) 角膜上皮創傷治癒過程における Sema3A

の発現の変化 

 角膜上皮中央部の角膜上皮を機械的に剥

離し，上皮欠損を作成した。上皮欠損は速や

かに修復し，上皮掻爬翌日にはは消失した。

免疫組織学的な検討では，上皮欠損作成翌日

には，中央部角膜の上皮は 6～7 層に過形成

していた。このとき，正常角膜上皮と比較し

て，角膜上皮基底細胞の基底膜側および側面

における Sema3A が顕著に発現していたこと

が明らかとなった。この Sema3A の発現は掻

爬 3日後には正常角膜とほぼ同等となってい

た。掻爬後 7 日における観察でも同様であっ

た。ウエスタンブロッティングによる検討で



 

 

も免疫組織学的な検討と同様に掻爬後 1日で

有意に Sema3A の発現が増加していた。掻爬

後 1 日において Sema3A を強発現する上皮基

底細胞では，細胞増殖を示す Ki67 の発現が

見られなかった。 
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