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研究成果の概要（和文）：健康な内皮は、角膜の透明度維持に不可欠であるが、角膜のアルカリ

火傷では上皮実質だけでなく内皮までも障害をうけるため臨床的に深刻な状態である。 アルカ

リ火傷の後、デスメ膜の下で内皮層の線維化様の構造が形成され、透明度を維持するための内

皮の生理機能が弱まると思われる。Smadシグナルの阻害は、角膜内皮において創傷治癒反応を

損なうことなく、内皮—間葉系移行や線維化反応を効果的に抑える。Smad を制御する戦略は、

角膜内皮の線維化予防や治療に役立つ可能性がある。 

 
 
研究成果の概要（英文）：A healthy endothelium is essential for the maintenance of 
transparency of the cornea. An alkali burn in the cornea is a clinically serious condition 
because it damages not only the epithelium and stroma but also the endothelium. During 
healing after an alkali burn, the fibrous structure is formed in the endothelial layer 
beneath Descemet’s membrane. Formation of such fibrous structure impairs the physiologic 
function of the endothelium to maintain transparency.Blocking Smad signal effectively 
suppresses injury-induced endothelial-mesenchymal transition and fibrogenic reaction by 
corneal endothelium without impairing repair of wound defect. Strategies that block Smad 
may be useful for prevension and treatment of fibrogenic disorders in the corneal 
endothelium. 
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るが、角膜内皮障害が高度になるとヒトでは
極めて分裂能が少ないため、内皮のポンプ作
用の異常やバリア機能の破綻をきたし、角膜
実質の浮腫や混濁を生じ、最終的に水泡性角
膜症と呼ばれる不可逆性の状態となる。眼内
ではトランスフォーミング成長因子ベータ
（transforming growth factor- :TGF）が
多く含有されているため、角膜内皮でも上皮
—間葉系移行と同様のことが惹起されている
と想定し、内皮—間葉系移行の阻害で内皮の
線維化抑制や透明性維持を期待できるので
はと考えた。 
 
２．研究の目的 
 角膜透明治癒を得るには角膜全層におい
て瘢痕化の抑制や血管新生の抑制が非常に
重要となる。 
 
（１）線維芽細胞様に変貌しうる治療困難な
角膜疾患全般に応用すべく、ラットアルカリ
外傷モデルにおいて Smad シグナル阻害での
角膜内皮線維化抑制の効果を検討すること。 
 
（２）家兎角膜内皮細胞を使用した培養実験
での各種サイトカイン添加による角膜内皮
の遊走増殖を評価すること。 
 
（３）組織の再構築過程において重要な役割
を担う分子であるテネイシン Cを制御するこ
とで角膜血管新生の抑制を検討すること。 
 
３．研究の方法 
（１）アルカリ眼外傷モデルでの抗 Smad 作
用遺伝子の評価 
 CAG /Cre/LoxP システムを使用し、各種抗
Smad 作用を持つアデノウイルスベクター
（Smad7 等）と Cre リコンビナーゼアデノを
共感染させ投与する群と Creリコンビナーゼ
アデノのみのコントロール群を比較する。
Wistar ラットを使用。CAGプロモーターを用
い、Cre/LoxP システムを使用しアデノウイル
スベクターによる遺伝子導入を行った。その
後ヒアルロン酸に Smad7 を混入したものと
Cre-Adのみのコントロール群とに分け、3日
後、1 規定の水酸化ナトリウム 10l を点眼し
感染対策としてオフロキサシン眼軟膏を塗
布した。そして 3 日後、1 週間後、2 週間後
と経時的に屠殺し免疫組織化学的に検討し
た。また走査電子顕微鏡を用いて直接内皮面
の微細構造を観察した。上皮—間葉系移行のマ
ーカーと細胞間接着分子の発現と角膜混濁発
症の有無を組織病理学的、免疫組織化学的に
検討し、抗 Smad 作用をもつ遺伝子の内皮—間
葉系移行抑制における効果を比較検討した。 
 
（２）角膜内皮の創傷治癒における各種サイ
トカインの角膜内皮伸展の評価 

 家兎角膜を採取し、４mm四方の角膜ブロッ
クを作製。角膜ブロックの内皮半分にカバー
ガラスで機械的外傷を作製し内皮を除去す
る。創傷作製後の角膜ブロックを組織培養皿
に入れ EGF、TGF1、TGF2、TGF中和抗体、
MAPキナーゼ阻害剤、P38 阻害剤、JNK、ALK5
阻害剤、TRPV-1 アゴニスト（カプサイシン）
とアンタゴニスト（SB366791、以下 SB）を添
加し、37℃で器官培養。規定時間後、0.25％
トリパンブルー溶液、0.2％アリザリンレッ
ドＳ溶液で角膜ブロックを染色。光学顕微鏡
で内皮細胞の伸展距離を測定し、統計学的処
理で比較検討する。また内皮伸展が増殖、遊
走のどちらが主体であるかを確認するため
Proliferation Cell Nuclear Antigen(PCNA)
などの試薬を用いて免疫組織化学的に検討し
た。 
 
（３）角膜創傷治癒におけるテネイシン C の
役割 
 テネイシン C ノックアウトマウス群、野生
種群の 2 群それぞれについて、パクレンを
用いて角膜を焼灼し、角膜創傷治癒モデルを
作成した。創傷作成 3、7、14 日後に屠殺し、
モデル眼を摘出して凍結切片を作成した。
Platelet/endothelial cell adhesion 
molecule-1(PECAM-1)を用いた免疫組織化学
染色を行い、角膜内に伸展した新生血管の長
さを測定した。また、同モデルの 3 日後 7 日
後で real-time RT-PCR を施行し vascular 
endothelial growth factor （ VEGF ）、
transforming growth factor 1（TGF1）、
F4/80、myeloperoxidase（MPO）を比較検討
した。 
 またテネイシン Cノックアウトマウスと野
生種の眼線維芽細胞や腹腔内マクロファー
ジを用いてシャーレで培養し、TGF1 添加の
有無による各種シグナルの動向を real time 
RT-PCRを用いて検討した。 
 
４．研究成果 

（１）コントロール群では線維芽細胞様に変

化した異常な増殖物が内皮下でみられ、リン

酸化Smad2（Phospho Smad2）、平滑筋アクチ

ン（SMA）、１型コラーゲンは角膜実質や角膜

内皮下にみられた。Smad7群では角膜内皮下で

のPhospho Smad2、SMA、１型コラーゲンの発

現は抑制されていた。PCNAは1週間後のみ

Smad7群で角膜内皮での著明な核内での発現

が観察された。角膜内皮は軽度の創傷では各

サイトカインの働きにより遊走し治癒するが

、重度の創傷では炎症が高度となり、上皮—

間葉系移行と同様の内皮—間葉系移行がおこ

り瘢痕治癒するため、遊走以外に組織線維化

を予防することが求められる。Smad7を前房内

に注入した群では著明に内皮下の異常な増殖



 

 

物は抑制されており、免疫組織学的検討で内

皮—間葉系移行が抑制されていることが判明

した。TGF/Smadシグナルを阻害することが角

膜内皮透明治癒において有効となることが示

唆された。 
 
（２）EGF 添加群で有意に内皮伸展をみとめ、
MAP キナーゼ阻害剤、P38 阻害剤添加で内皮
伸展が抑制された。またカプサイシン添加群
では内皮の伸展距離に有意差はみられなか
ったが、SB添加群でコントロール群やカプサ
イシン添加群と比較して有意に内皮の伸展
が抑制されていた。内因性 TRPV-1 シグナル
が家兎角膜内皮細胞の伸展の伸展に必要で
あると考えられた。内因性に TRPV-1 受容体
を活性化させているリガンドを検索するこ
とで角膜内皮障害の新しい治療法の開発に
繋がる可能性が示唆された。 
 
（３）テネイシン C ノックアウトマウスでは
角膜中央部への電熱焼灼後の角膜新生血管
の伸展は WT と比較し、３日後７日後で有意
に抑制されていた。また real time RT-PCR
では同様のモデルにおいて VEGF、TGF1、
F4/80 の抑制が３日後で確認された。KOの眼
線維芽細胞では、TGF1 添加の有無にかかわ
らず real time RT-PCR で、野生種と比較し
VEGFの抑制が確認され、また TGF1添加によ
り KO の眼線維芽細胞での TGF1 発現の抑制
が確認された。また、腹腔内より採取したマ
クロファージでは VEGF、TGF1とも TGF1の
添加の有無にかかわらず野生種とテネイシ
ン Cノックアウトマウスで有意な差はみられ
なかった。内因性のテネイシン Cは血管形成
遺伝子発現に関係しており、血管新生を介し
て創傷治癒に関係していると考えられる。ま
た、内因性のテネイシン Cは角膜創傷時にマ
クロファージを誘導することが示唆された。
透明角膜維持において角膜新生血管の抑制
は重要と思われ、さらなるテネイシン Cの役
割の解明が期待される。 
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