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研究成果の概要（和文）：近年、生物の内部でおこっている事象を“生きたまま”で観察できる手法として生体４Ｄイ
メージングが着目されている。生体４Ｄイメージングでは、多光子励起顕微鏡を用いることにより、従来の固定・薄切
した組織による静的な解析では十分検討が困難であった、生命現象の本質である細胞の動きを時間軸を加えて解析する
ことが可能となった。本研究では、免疫細胞蛍光標識マウスならびに眼表面の生体４Ｄイメージングの手法を用いて、
角膜創傷治癒過程における炎症細胞の動態解析を行った。その結果、角膜アルカリ外傷、ならびに、角膜縫合による角
膜内炎症細胞の動態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Corneal suture is a surgical procedure used to treat corneal trauma or for cases o
f corneal transplantation. However, suture-related inflammatory cell infiltration (dynamics) in the cornea
 has yet to be analyzed in detail. In this study, we used immune cells labeled mice, which are gene-target
ed mice expressing enhanced green fluorescent protein (EGFP), and intravital imaging, which is a technique
 used to analyze cellular and molecular dynamics stereoscopically and time-dependently in an in vivo anima
l model. LysM strongly positive cells (neutrophils) are present in the stroma of only limbus at normal con
dition, but they move to the entire stroma of the cornea after alkali injury. We also found that neutrophi
ls migrated from limbal capillary loop and infiltrated to the corneal suture. Using Intravital Imaging, we
 could find the dynamic features underlying various physiological and pathological conditions in cornea.
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１．研究開始当初の背景 
 
従来、組織や細胞の解析には、組織や臓

器を“固定”して観察していた。このよう
に “生体”を“死体”にして観察していた
ので、細胞の動きに関する情報を得ること
はできなかった。近年、低侵襲で深部組織
の観察に適した“多光子励起顕微鏡”の登
場により生体を“生きたまま”観察するこ
とができるようになった。多光子励起顕微
鏡を用いた生体４Ｄイメージングでも、 
“intravital imaging”とよばれる、実験
動物を麻酔下で生かしたままで、観察した
い臓器を露出して観察する方法を用いる。
動物を生かしているので、循環血流が保た
れるという非常に大きなメリットがあり、
血流があることにより、観察している組織
を完全に生理的な環境に保つことができる。
血管と組織間での細胞の流出入もとられる
ことができる。共同研究者である石井優教
授は、生きた骨の組織を観察し、血液中に
ある脂質の一種のスフィンゴシン 1 リン酸
(S1P)が骨組織内での破骨細胞の動態を制
御していることを明らかにした。生体４Ｄ
イメージングでは、呼吸し心拍している生
きた動物を観察するため、目的とする臓器
をきれいに観察できるようになることは容
易ではない。研究分担者である上田は、2010
年４月より石井優研究室において、眼表面
の生体４Ｄイメージングの実験系を立ち上
げはじめ半年以上かけて完成させた。多光
子励起顕微鏡を用いた生体４Ｄイメージン
グを眼表面の解析に応用したという報告は
今まで皆無であり、それを実践できるのは、
研究代表者の研究グループだけである。 
研究代表者ならびに研究分担者は、角膜

外傷後やアルカリ外傷後の角膜創傷治癒過
程における炎症制御に興味を持ち臨床診療
を行ってきた。本研究では、角膜縫合マウ
スモデルならびに角膜アルカリ外傷マウス
モデルと、多光子励起顕微鏡を用いた生体
４Ｄイメージングを用いて、これらの角膜
創傷治癒過程における炎症制御機構を、炎
症細胞動態に焦点をあて解析を行う。 
 
２．研究の目的 
 
近年、生物の内部でおこっている事象を“生
きたまま”で観察できる手法として生体４
Ｄイメージングが着目されている。生体４
Ｄイメージングでは、多光子励起顕微鏡を
用いることにより、従来の固定・薄切した
組織による静的な解析では十分検討が困難

であった、生命現象の本質である細胞の動
きを時間軸を加えて解析することが可能と
なった。研究代表者ならびに研究分担者は
は、世界に先駆けてマウスを用いた眼表面
の生体４Ｄイメージングの手法を確立して
いる。本研究では、眼表面の生体４Ｄイメ
ージング手法ならびに免疫細胞（好中球、
単球、樹状細胞等）蛍光標識マウスを用い
て角膜創傷治癒過程における炎症細胞の動
態解析を行うとともに、各種遺伝子改変マ
ウスを用いてその制御機構を解明する。 
本研究により角膜創傷治癒過程における

炎症制御機構が明らかとなれば、現在臨床
で用いられている治療法の炎症細胞に対す
る作用効果ならびに時間的適切性を評価す
ることが可能となり、さらに新しい治療戦
略の確立へとつながることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
 
A. 好中球蛍光標識マウス（LysM-EGFP マウ

ス）を用いた細胞動態の解析 
① 角膜アルカリ外傷における角膜内

好中球の動態解析 
1N-NaOH を染み込ませた直径 2mm のろ
紙を LysM-GFP マウスの角膜の中央に 2
秒間接触させ、角膜アルカリ外傷モデ
ルを作成した。その後、経時的に角膜
組織を採取し共焦点顕微鏡で観察した。 
 
② 角膜縫合時における角膜内高級球

の動態解析 
LysM-eGFP マウスの角膜の中央全層に
10-0 ナイロン糸で約 1mm の縫合を行っ
た。角膜縫合後の LysM 強陽性細胞の生
体内での動態を、4D 生体イメージング
を用いて３日目まで経時的に観察した。 

 
B. 単球蛍光標識マウス（CX3CR1-EGFP マウ

ス）を用いた細胞動態の解析 
① 角膜アルカリ外傷における角膜内

単球の動態解析 
1N-NaOHを染み込ませた直径2mmのろ紙
を CX3CR1-GFP マウスの角膜の中央に 40
秒間接触させ、角膜アルカリ外傷重症モ
デルを作成した。その後、経時的に角膜
組織を採取し、共焦点顕微鏡で観察した。 

 
C. 樹状細胞蛍光標識マウス（CD11c-YFP マ

ウス）を用いた細胞動態の解析 
① 菌体成分点眼時における角膜内樹

状細胞の動態解析 
ウイルス由来 2 本鎖 RNA としては、



polyI:C を用いた。骨髄系顆粒球を蛍光
標識したLysM-eGFPマウスにLPSならび
に polyI:C を１回点眼し、点眼前、点眼
24,48,72時間後の角膜内LysM強陽性細
胞（好中球）の動態を蛍光顕微鏡で観察
した。好中球の動態の比較を目的として、
角膜アルカリ外傷ならびに角膜縫合に
よる好中球の動態を経時的に解析した。 

 
４．研究成果 
 

A. 好中球蛍光標識マウス（LysM-EGFP マウ
ス）を用いた細胞動態の解析 
① 角膜アルカリ外傷における角膜内

好中球の動態解析 
LysM-GPFマウスの正常角膜ではLysM強
陽性細胞(好中球)は、角膜輪部の実質層
に限局して存在していた。角膜アルカリ
外傷 1時間後は LysM 強陽性細胞に明ら
かな変化は認めなかった。角膜アルカリ
外傷 1日後は LysM 強陽性細胞の数が増
え、角膜中央に向かって浸潤していた。
角膜アルカリ外傷後 2 日目に角膜中央
にまで LysM 強陽性細胞はさらに数が増
え角膜実質全体に存在した。このことよ
り、角膜輪部実質に存在した好中球は、
角膜アルカリ外傷によって角膜実質全
体に浸潤することが明らかとなった。 
 
② 角膜縫合時における角膜内高級球

の動態解析 
正常角膜では、LysM 強陽性細胞は角膜
輪部の実質層に限局して存在していた。
角膜縫合 2時間後に LysM 強陽性細胞が
角膜輪部血管から角膜と結膜両方に遊
走することが確認された。遊走してきた
LysM 強陽性細胞は角膜縫合６時間後に
角膜中央の縫合糸に到達した。その後も
縫合糸への LysM 強陽性細胞の浸潤は継
続し、角膜縫合 48 時間後に数がピーク
となった。それ以降も、角膜輪部から縫
合糸への遊走ならびに浸潤は継続する
が、LysM 強陽性細胞の数は減少してい
った。このことから、角膜縫合により好
中球が角膜輪部血管から縫合糸へ遊走
し浸潤する事が明らかとなった。 

 
B. 単球蛍光標識マウス（CX3CR1-EGFP マウ

ス）を用いた細胞動態の解析 
① 角膜アルカリ外傷における角膜内

単球の動態解析 
CX3CR1 細胞は、正常角膜では角膜の上
皮層・実質層に存在したが、外傷直後、

外傷部では消失した。上皮層は、1日後
に非外傷部の角膜周辺部から外傷部へ
若干の CX3CR1 細胞の浸潤を認め、その
後非外傷部・外傷部ともに経時的に
CX3CR1 細胞が増加した。実質層は、1日
後に外傷境界部で CX3CR1 細胞の蓄積を
認め、角膜中央部にも若干の浸潤を認め
た。4 日後に外傷境界部の CX3CR1 細胞
の蓄積数が最大となり、角膜中央部への
浸潤も著しく増加した。このことから、
角膜上皮層・実質層に存在した CX3CR1
細胞は、アルカリ外傷直後外傷部から消
失し、その後非外傷周辺部から外傷部中
央に向かって浸潤することが明らかに
なった。 
 

C. 樹状細胞蛍光標識マウス（CD11c-YF）を
用いた細胞動態の解析 
① 菌体成分点眼時における角膜内樹

状細胞の動態解析 
無処置マウスでは角膜内の好中球は角
膜輪部の実質層のみに局在していた。
LPS点眼群とpolyI:C点眼群では点眼後
24,48,72 時間いずれも、好中球は角膜
輪部のみに局在し、大きな変化は認めな
かった。一方、角膜アルカリ外傷ならび
に角膜縫合では好中球は処置後 24 時間
で角膜全体に浸潤していた。 
このことより、角膜内の好中球は角膜ア
ルカリ外傷、角膜縫合などの外的刺激に
対しては大きく動き、角膜全体に浸潤す
るのにも関わらず、細菌あるいはウイル
スの構成成分である LPS ならびに
polyI:C による点眼刺激に対してはほ
とんど反応しないと考えられた。健常な
眼表面には独自の自然免疫応答が存在
すると考えられる。 
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