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研究成果の概要（和文）：ドライアイは眼部の不快感を伴い、視機能の質のみでなく、生活の質

を損なう。ドライアイが女性に多い理由についての分子メカニズムは不明であったが、本研究

により、マイボーム腺の分化増殖に重要な役割を果たすと考えられる線維芽細胞増殖因子７が

マイボーム腺及び皮膚上皮細胞の増殖を起こすさいの性ホルモンの影響を遺伝子組換えマウス

と培養細胞を用いた研究により明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Dry eye disease, a major cause of ocular surface irritation, is 
not only greatly enhance their vision, but also their quality of life. To elucidate 
molecular mechanism of the reason why women are more likely to develop dry eyes, in this 
study, we found the effect on cell proliferation of Meibomian gland tissues by Fibroblast 
growth factor 7. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2011 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2012 年度 500,000 150,000 650,000 

年度  

  年度  

総 計 2,800,000 840,000 3,640,000 

 
 
研究分野：医師薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・眼科学 
キーワード：マイボーム腺、線維芽細胞増殖因子７、性ホルモン、ドライアイ、遺伝子組換え

マウス 
 

１．研究開始当初の背景 

ドライアイは眼部の不快感をともない、その

有病率は高いものでは 30％を超えている。こ

れらの報告で共通しているのは高齢の女性

に多いことであり、性ホルモンの関与が考え

られていきたが、分子メカニズムは詳細不明

で あ っ た 。 我 々 が 所 有 す る

Kera3tTA3/tet-O-FGF7  (Kera3tTA3 マ ウ

ス：眼瞼組織で過剰発現している線維芽細胞

増殖因子７（ Fibroblast growth factor 

7,FGF7)をドキシサイクリンを腹腔内投与で

停止できる）では 2014 Teklad Global 14% 
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Protein Rodent Maintenance Diet（Harlan 

Laboratories, Inc.米国より輸入）を使用す

ると、マイボーム腺と眼瞼上皮の過剰増殖は

雄では 100%おきるのに対して雌では発育異

常を伴う極 1部にのみマイボーム腺と眼瞼上

皮 の 過 剰 増 殖 を お こ す 。 性 別 に よ り

phenotype が異なる遺伝子組換えマウスはド

ライアイが女性に多いことと合致し、大変興

味深いものである。従来の報告では生理活性

が強いとされる、女性ホルモン 17β

-estradiol がマイボーム腺の発育を抑制す

る 、 ま た は 、 男 性 ホ ル モ ン 4,5 α

-Dihydrotestosterone がマイボーム腺の発

育を亢進させるなどの、形態学的な研究に留

まっており、分子メカニズムは不明であった。

一方、FGF７の過剰発現では、角膜実質に腺

組織ができるモデルマウスや、上皮の過剰増

殖をおこすモデルマウスの報告があり、腺組

織の構築分化や上皮細胞の増殖と密接な関

係があり、性ホルモンとの関係が明らかにな

れば、ドライアイの性差を決定づける分子メ

カニズムの解明に近づくものと期待できる。 
 
２．研究の目的 

 マイボーム腺と眼瞼上皮の増殖過程にお

ける FGF7 と FGF7 シグナルパスウエイと性

ホルモンの関連の分子メカニズムを明らか

にし、細胞増殖と性ホルモン、ドライアイの

性差の分子機序についての検討をする。 

３．研究の方法 

 ヒト皮膚培養上皮細胞とマウスマイボー

ム腺培養細胞（プライマリーカルチャー）を

使用し、FGF7 シグナルパスウエイの性ホルモ

ンの影響をウエスターンブロットを使用し

て確認し、細胞増殖分化との関わりを、cell 

counter で確認、さらに double FUCCI mouse 

（B6.Cg-Tg(Fucci)504Bsi (RBRC02706) 

[Fucci-S/G2/M-Green: mAG-hGeminin 

(1/110)] と B6.Cg-Tg(Fucci)596Bsi 

(RBRC02707) [Fucci-G1-Red: mKO2-hCdt1 

(30/120)] を用いて細胞増殖周期に対する

影響を確認する。 

４．研究成果 

ヒト皮膚培養上皮細胞において、FGF7 の下

流で増殖に関わっているとされる、活性型

ERK であるｐ-ERK（p42、p44）の発現量は

FGF7 刺激により 15 分後より亢進が見られ

るものの、生理活性が強いとされる 17β

-estradiol や 4,5α-Dihydrotestosterone

の前処理による、変化は観察できなかった。

細胞増殖の検討では、17β-estradiol、

Progesterone、 4,5α-Dihydrotestosterone

の 3 つの組みあわせで検討を行った結果、17

β -estradiol と  4,5 α

-Dihydrotestosterone 前処理で FGF7 刺激

による細胞増殖の亢進がみられたのに対し

て、Progesterone では FGF7 刺激による細胞

増殖を抑制している結果が得られた。double 

FUCCI mouse （ B6.Cg-Tg(Fucci)504Bsi 

(RBRC02706) [Fucci-S/G2/M-Green: 

mAG-hGeminin (1/110)] と 

B6.Cg-Tg(Fucci)596Bsi (RBRC02707) 

[Fucci-G1-Red: mKO2-hCdt1 (30/120)]の生

直後の皮膚を表皮層のみ dispaseⅡで剥離し、

keratinocyteのみ取り出して、CnT-07 medium 

(CellnTec, Bern, Switzerland)を collagen 

type1 coat 6 well plate(IWAKI, 

ABW-4810-010)で培養後、30% confluent の

状態で supplement を除去して 12 時間の

starvation かけた状況下、Progesterone 投

与 2 時間後の、human FGF7(hFGF7：R＆D 

251KG/CF)の作用と、Progesterone と hFGF7

を作成して、G0-G1 期の細胞と S-G2-M 期の細

胞の比率を検討した結果、細胞増殖が

Progesterone で抑制できる結果を得たが、

B6.Cg-Tg(Fucci)504Bsi (RBRC02706) 

[Fucci-S/G2/M-Green: mAG-hGeminin 



 

 

(1/110) の 蛍 光 発 現 量 が 少 な く 、

B6.Cg-Tg(Fucci)596Bsi (RBRC02707) 

Fucci-G1-Red: mKO2-hCdt1 (30/120)の蛍光

蛋白発現が強すぎるため、蛍光の漏れの影響

が否定できず、明確な結果を得ることは難し

かった。一方、マイボーム腺は P7 の double 

FUCCI mouse より単離を試みている。

trypsin-EDTA 処理後、CnT-07 medium にコレ

ラトキシンと hFGF7を加えた培養液を使用し、

球形の脂肪を蓄えた細胞を得たが、増殖性が

悪く、実験をするのは困難であった。

B6.Cg-Tg(Fucci)596Bsi (RBRC02707) 

Fucci-G1-Red: mKO2-hCdt1 (30/120)はホモ

の状態では、マウスが発育させることができ

ず、蛍光蛋白自体の毒性が強いことが原因で

はないかと考えている。 
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