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研究成果の概要（和文）：ヒト結膜上皮細胞由来の細胞の幹細胞性の検討、細胞外、細胞内のシグナル伝達の機
構の解析を試みた。研究用ドナー強角膜から採取した結膜から細胞を単離したところ、採取された細胞は結膜特
異的な分化マーカーを発現し、自己複製能は限られていたことなどから結膜由来の前駆細胞と考えられた。杯細
胞分化促進増殖因子の機能的受容体を遺伝子増幅、蛋白発現の検討、ブロッキング抗体で検討したところ、一つ
の受容体が機能していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We tried to investigate the stemness of isolated cells derived from human 
conjunctival epithelium and intra-and extracellular signal transduction system. Isolated single 
cells from human donor conjunctival epithelium express conjunctival epithelium-specific markers and 
show limited self-renewality, suggesting that isolated single cells are precursors derived from 
human conjunctival epithelium. FGFR is a functional receptor based on the findings of PCR, western 
blotting, and blocking experiments with monoclonal antibody. 
 

研究分野： 眼科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1.研究開始当初の背景 
ヒト結膜の杯細胞の培養は、ウシ血清存在下
にepidermal growth factorを添加することで
可能とされてきた。しかし約２０００種類と
言われる未知成分を含んだウシ血清を用いる
従来の培養法では、厳密な意味での増殖因子
による分化能を決定することは難しい。我々
は、培養ヒト角膜上皮細胞シート移植に用い
る細胞シートの作製に必須であった異種のフ
ィーダー細胞、マウス3T3 線維芽細胞やウシ
血清を用いない無血清、 無フィーターによる
新しい培養法を考案し報告した。(Human 
corneal epithelial equivalents for ocular 
surface reconstruction in a complete 
serum-free culture system without unknown 
factors. Yokoo S, et al. Invest Ophthalmol 
Vis Sci. 2008. A novel isolation technique 
of progenitor cells in human corneal 
epithelium using non-tissue culture dishes. 
Yokoo S, et al. Stem Cells. 2008)しかしこ
れらの培養法では細胞の未分化性維持という
点では未だ不十分であった。そこで前回の科
研費補助により我々は、keratinocyte growth 
factorがこの無血清培養に重要であり、角膜
輪部上皮の未分化マーカーを維持した細胞シ
ートを構築できることを報告した 
(Long-Term Maintenance of Limbal 
Epithelial Progenitor Cells Using Rho 
Kinase Inhibitor and Keratinocyte Growth 
Factor. Miyashita H, et al. Stem Cells 
Transl Med. 2013)。本研究を進める経過で培
養ヒト角膜上皮、培養ヒト結膜上皮の培養を
各種増殖因子の存在下で検討したところ、以
下の知見を得た。すなわちアメリカアイバン
クから研究用に提供を受けたヒト強角膜片か
らヒト結膜上皮を採取後single cellに分散
し、無血清環境で基礎培地にB-27(ギブコ)添
加剤のみを添加した場合、全く増殖しないヒ
ト結膜上皮細胞は（図左）、B-27にepidermal 
growth factorの添加で敷石状の結膜上皮コ
ロニーを形成し、B-27にfibroblast growth 
factor 2を添加したところコロニー中央部か
らPAS染色陽性の杯細胞様細胞を得た。更にこ
の杯細胞様細胞を垂直に薄切し、HE染色を行
ったところ形態学的に杯細胞と考えられる特
徴的な形態を示した。 
 
２．研究の目的 
無血清・無フィーダー培養により得られる非
常にクリアな細胞分化システムの長所を生
かして今回は、４つ存在する fibroblast 
growth factor 2 のレセプターの active な反
応経路および分裂促進因子活性化タンパク
質キナーゼ（Mitogen-activated Protein 
Kinase、MAPK）、具体的には、p42/p44 MAPK 
(ERK1/2), JNK, p38MAPK など MAPK ファミリ

ーの細胞内外のシグナル伝達機構を明らか
にし、MUC5AC 陽性のヒト結膜由来の分泌型杯
細胞の分化・活性化を明らかにすることが目
的である。 
 
３．研究の方法 
ヒト結膜上皮細胞由来の細胞の幹細胞性の
検討、細胞外、細胞内のシグナル伝達の機構
を中心に解析した。 
（１）single cell として採取したヒト結膜
上皮細胞の幹細胞性の検討 
 ① 研究用ドナー強角膜から結膜を採取し、
コラゲナーゼ処理後 non-tissue culture 
dish を用いて細胞を単離。細胞を血清無添加
B-27 添加剤、EGF と共に培養し、基底細胞マ
ーカーの染色、BrdU取り込み検査、p63染色、
分 化 後 の 細 胞 シ ー ト の cytokeratin4, 
cytokeratin13 による染色を実施 
 ② 継代培養の反復による自己複製能の
検討などにより分離された single cell が結
膜上皮細胞の幹細胞か否かの確認を行った。 
 ③ 未分化な細胞培養を誘導する増殖因
子で上皮系培養させることで未分化細胞増
幅。サブコンフルエントの状態から杯細胞培
養分化条件に移行し、杯細胞の増幅培養が可
能か否かを検討した。 
 
（２）杯細胞分化促進増殖因子の機能的受容
体の検討 
 FGF2 の機能的受容体の決定するため FGF2
で刺激された single cell 由来細胞を回収し、
以下の検討を実施 
 ① FGF2の受容体FGFR1-4の遺伝子発現解
析 
 ② 遺伝子が検出された FGFR に関するウ
エスタンブロッテイングによる蛋白発現解
析 
 ③ 遺伝子、蛋白共に発現のみられた受容
体の機能解析のため、ブロッキング抗体を添
加し、杯細胞の発現の有無を検討した。  
以上より細胞外の機能的受容体を決定した。 
 
（３）杯細胞分化促進細胞内シグナル伝達の
解析 
 FGF2 刺激し、杯細胞に分化させたコロニー
を用いて以下の検討を行った。 
① コリン作動薬のカルバコールが FGF2 刺
激ヒト結膜コロニーにおいて、p42/p44 MAPK
を有意にリン酸化 p42/p44 MAPK に活性化す
るか否かをウエスタンブロッテイングにて
定量 
② FGF2 刺激がヒト結膜コロニーにおいて
リン酸化 p42/p44 MAPK を増加させるか否か
をウエスタンブロッテイングにて定量 
③  FGF tyrosine kinase inhibitor の
AZD4547 でプレインキュベートしたのち、



FGF2 刺激を行いリン酸化 p42/p44 MAPK を増
加させるか否かを検討 
④FGF tyrosine kinase inhibitor の AZD4547
でプレインキュベートしたのち、コリン作動
薬のカルバコールリン酸化 p42/p44 MAPK を
定量し、FGF2 の関与を確認 
⑤  FGF2 刺激で培養したヒト杯細胞をトリ
プシン処理後播種し、B-27 添加培地で培養。
ERKがpERKとなり核内移行するか否かを免疫
組織学的に解析 
⑥ p42/p44 MAPK の inhibitor FR180204, 
p42/p44 MAPK と ERK5 の inhibitor U0126 を
用いて、ERK5 のシグナル伝達の関与の検討  
 
４．研究成果 
（１）single cell として採取したヒト結膜
上皮細胞の幹細胞性の検討 
研究用ドナー強角膜から採取した結膜から
細胞を単離し、細胞を血清無添加 B-27 と EGF
で培養したところ、p63 基底細胞マーカーに
陽性、BrdU を取り込むなど積極的に増殖して
いることが明らかとなった。分化後の細胞シ
ー ト を 分 化 し た 結 膜 細 胞 特 異 的 な
cytokeratin4およびcytokeratin13で染色し
たところ共に陽性所見が得られ、結膜の分化
した細胞であることが確認された。 
 つぎに継代培養の反復による自己複製能
の検討を行ったところ、自己複製能は十分で
はなく分離された single cell が結膜上皮細
胞の前駆細胞であることが明らかとなった。 
 サブコンフルエントの状態から杯細胞培
養分化条件に移行し、杯細胞の増幅培養が可
能か否かを検討したが、すでに結膜上皮細胞
に分化している細胞に杯細胞分化用の増殖
因子を反応させても胚細胞への分化は困難
であった。 
（２）杯細胞分化促進増殖因子の機能的受容
体の検討 
培養結膜上皮細胞からFGF2の受容体FGFR1-4
の遺伝子発現解析を PCR 法で行った。結果と
して FGFR1 及び FGFR2 の発現が確認されたが、
FGFR3及びFGFR4の発現は認められなかった。 

 
次に PCR法で遺伝子が検出された FGFR1 およ
び FGFR2に関するウエスタンブロッテイング

による蛋白発現解析を行ったところ、FGFR1
および FGFR2はともにその発現が認められた。 

 
そこで遺伝子、蛋白共に発現のみられた
FGFR1 および FGFR2 の機能解析のため、ブロ
ッキング抗体を添加し、杯細胞の発現の有無
を検討した。ヒト結膜から採取された前駆細
胞に対し、杯細胞培養の増殖因子を添加し、
抗 FGFR1 抗体単独投与、抗 FGFR2 抗体単独投
与、抗 FGFR1 抗体＋抗 FGFR2 抗体併用投与を
行い杯細胞のコロニー形成数を検討したと
ころ、抗 FGFR1 抗体単独投与および抗 FGFR1
抗体＋抗FGFR2抗体併用投与において有意に
杯

細胞のコロニー形成数が抑制されたいた。 
 
以上より杯細胞のコロニー形成には、FGFR1
が関与していることが示された。 
（３）杯細胞分化促進細胞内シグナル伝達の
解析 
ERK1/2 がシグナル伝達に関与していること
は、ウエスタンブロッテイング、リン酸化の
過程を明らかにする免疫染色、インヒビター
を用いたブロッキング実験などから明らか
になった。しかしその抑制機構は完全でなく、
不完全であることから別の経路の関与も示
唆された。更にインヒビターを用いた検討を



おこなったところ ERK5 と ERK1/2 の両方をブ
ロックすることでシグナル伝達経路をほぼ
完全にブロックすることができた。以上から
ERK5 と ERK1/2 の両方両方の経路を用いて分
泌型ムチンの分化が起こっている可能性が
考えられた。しかしデータの一部がまだ不完
全であり、今後この結果の信頼性を高めるた
めに補完的な検討を実施している。 
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