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研究成果の概要（和文）：C57BL/6マウスに LPSにて角膜炎を発症させた。角膜内に浸潤した好

中球とマクロファージの出現時期は異なっていた。種々の液性因子の発現時期も異なっていた。

マウス緑膿菌角膜炎モデルを作成した。緑膿菌の臨床分離株 5×106 CFU濃度により強い角膜炎

を安定して誘導することができた。C57BL/6マウスに比し，BALB/cマウスでは、角膜炎の臨床

症状が軽度であった。 

 
研究成果の概要（英文）：Keratitis was induced by the application of LPS in C57BL/6 mice. 

Time-points of infiltration into cornea differed between macrophages and neutrophils. 

Similarly, humoral factors such as cytokines and chemokines were detected at different 

time-point. I made a mouse model of Pseudomonas aeruginosa( P. aeruginosa.) keratitis. 

Severe keratitis was induced by 5x106 of CFU P. aeruginosa.(clinical separation). The 

average clinical score of keratitis was lower in the BALB/c than C57BL/6 mice. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、角膜感染症の若年化が問題となって

いる。若年層における角膜感染症ではコンタ
クトレンズ使用中の感染が 9割以上を占めて
おり、細菌性角膜感染症の原因菌では緑膿菌
によるものが大半である。緑膿菌感染では眼
脂、充血、視力低下などの症状発現から悪化
までの経過が非常に早く、時に角膜実質融解
が強く起こると角膜穿孔を来たし、数日で失

明に至る場合もある重篤かつ急性の疾患で
ある。 
 
２．研究の目的 
角膜感染症では、感染による組織障害に加

えて、病原体に対する免疫応答が誘導される
結果、病変部に炎症細胞が浸潤する。この時
角膜実質細胞は活性化し、病原体排除に働い
ていると考えられているが、遷延すると角膜
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実質融解が生じ、角膜潰瘍を生じる。 
今回の研究では角膜感染発症時の角膜組

織障害における免疫応答の果たす分子メカ
ニズムを解析し、最終的には自然免疫の制御
による角膜感染に伴う炎症の抑制を試みる
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）C57BL/6マウスに 26G 針にて角膜上皮
に擦過傷を作ったのちに緑膿菌由来の LPS 
1μg を点眼した。LPS点眼後 6時間および 24
時間後にマウスを安楽死させ，角膜を摘出し
た。摘出した角膜は OCTコンパウンドに包埋
し、凍結切片を作成した。好中球およびマク
ロファージに対する抗体を用いて免疫染色
し、角膜へ浸潤した炎症細胞数を定量化した。 
（２）摘出した角膜をホモジナイズして、角
膜に含まれる 23種類のサイトカイン、8種類
のケモカインを網羅的に multiplex bead 
array 法を用いて検討した。 
（３）緑膿菌の臨床分離株を用いて、マウス
緑膿菌角膜炎モデルを作成した。C57BL/6マ
ウスおよび BALB/c マウスに 26G針にて角膜
上皮に擦過傷を作ったのちに、種々の濃度の
緑膿菌を点眼し、経時的に臨床所見を観察し
た。 
（４）C57BL/6およびBALB/cマウスに、26G針
にて3本の直線の角膜上皮欠損を作製し、緑膿
菌の臨床分離株（5×106 CFU/5 μl）を点眼し
て感染させ、その後経時的に角膜の臨床所見
を観察した。感染後５日目にマウスを安楽死
させ、眼球を摘出し、角膜内の生細菌数や切
片、あるいはRNAを抽出した。 
（５）C57BL/6および BALB/c 背景の IL-17A
遺伝子欠損（KO）マウスを用いて、緑膿菌の
臨床分離株を点眼して感染させ、その後経時
的に角膜の臨床所見を観察した。感染後５日
目にマウスを安楽死させ、眼球を摘出し、角
膜内の生細菌数、好中球数を計数した。 
 

４．研究成果 
（１）C57BL/6 マウスに LPS にて角膜炎を発
症させた結果、好中球は 6時間から角膜内へ
浸潤して、24時間後もほぼ同数であった。マ
クロファージは、6 時間で浸潤が有意に増加
したが、24時間後にさらに増加していた。 
（２）LPS 角膜炎において、炎症性サイトカ
イン（IL-1α、IL-1β、TNF-α、IL-6）、Th1
サイトカイン（IL-12, IL-15, IL-18）、ケモ
カイン（KC、 MCP-1、 MIP-1β、RANTES、MIP-2、
MIG）、成長因子（G-CSF、M-CSF、PDGF-BB、
VEGF）の発現が上昇した。これらのうち、IL-6、
IL-12、IL-18、MCP-1、M-CSF、PDGF-BBは LPS
点眼後 6 時間のみで上昇し、これら以外は 6
時間後と 24 時間後共に上昇が認められた。
また Th2サイトカインである IL-13の発現の
み 24 時間後に減少した。  

（３）緑膿菌の臨床分離株を用いた、マウス
緑膿菌角膜炎モデルを作成の結果、5×106 
CFU の濃度の緑膿菌により強い角膜炎が安定
して誘導されることが分かった。C57BL/6 マ
ウスにおいては、感染 1日後は輪状膿瘍の所
見を呈し、3 日後は角膜全体が白濁し、5 日
後は角膜が穿孔するマウスが多く見られた。
一方、BALB/cマウスにおいては、同濃度の緑
膿菌を感染させても C57BL/6 に比し、角膜炎
の臨床症状が軽度であり、マウスの系統によ
り臨床所見に差が認められた。 
（４）臨床所見はC57BL/6マウスにおいて、経
時的に増悪していき、感染５日後にはほとん
どのマウスで角膜が穿孔していた。組織学的
検討およびミエロペルオキシダーゼ活性の測
定により、角膜病巣部には多数の好中球が浸
潤していた。一方、BALB/cマウスにおいては、
C57BL/6マウスに比して角膜混濁などの臨床
所見は軽度であり、感染5日後の角膜内生細菌
数および浸潤した好中球数もC57BL/6に比し
て低かった。ただ、個体により感染・臨床症
状の程度に大きなばらつきが認められ、これ
により実験群間の統計学的有意差が出なかっ
た。 
（５）C57BL/6 背景の IL-17A KO マウスにお
いては、野生型マウスに比して臨床所見が重
篤で、感染 5 日後の角膜内の生細菌数および
好中球数が多い傾向が認められた。反対に
BALB/c 背景の IL-17A KO マウスにおいては、
野生型マウスに比して臨床スコア、角膜内の
生細菌数および好中球数共に低い傾向にあ
った。 
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