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研究成果の概要（和文）：緑内障や翼状片手術に併用されるマイトマイシンC (MMC)は、角膜神経障害の原因となる。
一方、時計遺伝子の発現変化にともなうリズム障害が、薬物の副作用発現に寄与すると指摘されている。本研究では、
MMCの時計遺伝子発現におよぼす影響を明らかにするとともに、体内時計の機能障害と角膜神経障害の関連を明らかに
することを目的に実験を行なった。実験には、神経保護因子を産生すると報告されている線維芽細胞を用いた。その結
果、MMCはグルココルチコイド受容体の発現低下を介して線維芽細胞における体内時計機構を変化させる可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Mitomycin C (MMC), which has been applied in surgery of glaucoma or pterygium to 
suppress growth of fibroblasts, could induce corneal nerve damage. Circadian rhythm of physiological 
function is regulated by particular gene cluster called as clock gene, which is component of molecular 
clock. In this study, we performed in vitro study to clarify the possibility of MMC induced dysfunction 
of circadian clock and relationship between circadian clock dysfunction and corneal nerve damage. The 
mouse fibroblast cell line NIH3T3 or primary fibroblasts from Per2::Luc knock in mice were used for 
experiments. MMC decreased expression of glucocorticoid receptor and modulated circadian oscillation of 
Per2::Luc bioluminescence. These results suggest that MMC could persistently modulate the circadian clock 
system in fibroblast of eyes.

研究分野：時間生物学
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１．研究開始当初の背景 

 角膜神経の障害は、ドライアイや慢性疼痛

といった難治性の後遺症を引き起こす。角膜

にメスを入れるという性質上、レーシック手

術や白内障手術は角膜神経を障害する危険

性をはらんでいる。長時間のディスプレイ使

用による視力障害や加齢に伴う白内障の増

加といった現代社会の問題を考慮すると、今

後は、レーシック手術や白内障手術のさらな

る増加が予想される。それに伴い、角膜神経

障害の後遺症罹患者数も同様に増加すると

考えられる。しかしながら、上述の後遺症に

対する有効な治療薬は未だ開発されていな

いのが現状である。そのため、角膜神経障害

に伴う後遺症の発症自体を回避する画期的

な手段が必要とされている。 

 このような現状を打開する手段として、申

請者は体内時計に焦点を当てた。体内時計は、

様々な生理現象の約 24 時間周期の変動 (概

日リズム)を制御している。近年、体内時計

を利用した疾患の治療法や予防法の有用性

が示されている。これまでの研究で、多くの

薬物の効果 (副作用も含む)が服用する時刻

の違いによって変化すること、すなわち、薬

物ごとに最適な服用時刻が存在することが

明らかになってきた (Kusunose et al., 

Molecular Pain, 2010)。さらに、体内時計

の変調が、ガンや生活習慣病など様々な疾患

の発症原因となることが指摘されている。こ

のことから、体内時計を正常に保つことで疾

患を予防するという新たな概念も育ちつつ

ある。本研究では、体内時計を軸に、角膜神

経障害に伴う後遺症の予防法を確立するこ

とを目的に実験を行う。 

 
２．研究の目的 

 緑内障や翼状片手術に併用されるマイト

マイシン C (MMC)は、角膜神経障害の原因と

なる。一方、時計遺伝子の発現変化にともな

うリズム障害が、薬物の副作用発現に寄与す

ると指摘されている。本研究では、MMC の時

計遺伝子発現におよぼす影響を明らかにす

ることを目的に実験を行なった。 

 
３．研究の方法 

 実験にはマウス線維芽細胞株 NIH3T3 を用

い、mRNA の発現量をマイクロアレイまたは

real-time PCR によって測定した。タンパク

質の発現量は、Western Blotting 法によって

測定した。培養細胞における時計遺伝子の発

現リズムは、ルシフェラーゼ活性の長時間リ

アルタイム発光計測システムを用いて測定

した。 

 
４．研究成果 

 NIH3T3 に対して、MMC (40 μg/mL)を 24 時

間処置し、時計遺伝子 (Clock, Bmal1, Dbp, 

Rorα, Per1, Per2, E4bp4, Rev-erbα)の

mRNA の発現量を測定した。その結果、MMC 処

置群において Bmal1 mRNA の有意な発現低下

が確認された。一方、Per1、Dbpおよび Rev-erb

α mRNA の発現量は MMC 処置群において有意

に上昇した。MMC 処置後の時計遺伝子発現変

化のタイムコースを追ったところ、Bmal1 

mRNA の発現量は、MMC 暴露後 1時間目から有

意に低下し、MMC 暴露後 6 時間目にはプラト

ーに達した。一方、Per1、Dbp および Rev-erb

α mRNA の発現量は、MMC 暴露後 6 時間目ま

で上昇しなかったが、MMC 暴露後 12 時間目か

ら有意に上昇した。さらに検討を進めた結果、

MMC の Bmal1 mRNA 発現に対する影響は、可逆

的であったのに対して、Per1、Dbp および

Rev-erbα mRNA 発現に対する影響は、不可逆

的なものだった。 

 また、NIH3T3 における mRNA の発現変化を

マイクロアレイによって網羅的に解析した

結果、1,184 個の遺伝子の発現が MMC を 3 時

間処置することで変化することが明らかに

なった。変化した 1,184 遺伝子には、時計遺

伝子の発現量に影響をおよぼすことが報告

されているグルココルチコイド受容体 (GR) 

が含まれていた。 



 NIH3T3 における核内 GR タンパク質の蓄積

量を測定した結果、3 時間の MMC 処置によっ

て顕著に低下した。また、NIH3T3 における

Per1 mRNA の発現は GRのリガンドであるデキ

サメタゾンによって誘導されるが、MMC の 3

時間処置によってその発現誘導は抑制され

た。さらに、Per2::Luc マウスの眼から調整

した線維芽細胞に対して 3時間 MMCを処置し

たところ、デキサメタゾン刺激による

Per2::Luc の発現リズムは認められなかった。

一方、マウス眼由来線維芽細胞をデキサメタ

ゾンで刺激しPer2::Lucの発現リズムを引き

起こした後、MMC を 3 時間処置したところ、

Per2::Luc の発現リズムの周期延長が認めら

れた。 

 

 以上の結果から、MMC はグルココルチコイ

ド受容体の発現低下を介して線維芽細胞に

おける体内時計機構を変化させる可能性が

示唆された。過去の報告では、神経障害を察

知した線維芽細胞が、BDNF 等の神経栄養因子

放出することで神経保護作用を示すことが

示されている。一方、BDNF の発現には概日リ

ズムが認められ、その発現が体内時計によっ

て制御されている可能性が示されている。す

なわち、MMC による線維芽細胞におけるリズ

ム障害が、神経保護因子の発現変容を介して

神経障害を悪化させる可能性が考えられる。 
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