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Injured　 corneal　 epithelial　 cells　 promote　 myodifferentiation　 of　corneal　 fibroblasts.

　　　　　　　　(角膜 実1111胞 の筋 線 維芽細 胞へ の変化 に及ぼす 角膜L皮 細 胞 の影響)

中　村 邦　彦

内容の要旨

[目的 】傷害された角膜.r.皮細胞からの液性閃子が、角膜実質細胞の

収縮力の増加、増殖、そして筋線維芽細胞への変化に影響するかを

rearし た。

[方法]白 色家兎の角膜実質細胞 と角膜.1波 細胞を,液 性因子のみ交

通lr∫能な共培養系にて培養 した。実質細胞はインサー トディッシ」.

内に滴下したコラーゲンゲル上にtg　 して、これとコンパニオンブ

レー トヒに1=皮 細胞を培養 したもの、L皮 細胞を培養した後に部分

的に剥離 して傷害を加えたもの、 肚皮細胞のない ものを組み合わせ

て、無血清の培地にて共培養した。実質細胞によるコラーゲンゲル

の収縮は、ゲルの厚 さの変化を計時的に測定 し初日と比較 した。6

111111培養後、実質細胞数を測定 した。筋繊維芽細胞数はマーカーで

あるasmooth　 muscle　actin(a-SMA)を 指標 として免疫染色にて決定

した。共培養後、3日 目と6日 目に採取 した培養液中のTGF一 印 と

TGF一{i2の濃度をenzyme・liNcM　immunoarcMm　 3553y(ELISA}を/{1い

て測定 した。角膜上皮の生物学的挙動変化を決宛する指漂として、

mesenchymal　 cellsのマーカーであるVi"聾co:i"の発現を免疫組織化n的

に検出した。同様の過程をanli-panspecific-TGF・ βantibodyの 存在.ド

でも行った。

[#.A']剥 離 さitた領域は、1日 で周囲より移動 した上皮細胞で頂わ

iL.同 領 域の上皮細胞はしだい1二形態を変えて行き、4i3目 には渦

を描 くようになりVimcmin陽 性の紐胞を多くみとめた。剥離 を行わ

なかJた プレー トで13,正 常 な形悪を保7て おり、Vimemink,`i'F.の

細胞t3わ ず かであった。傷害 されたi=皮 細胞 とのit培 養のゲルは、

1鴎害されない上皮細胞 とのJt培 養のゲルと実質細胞単独のゲルより

有意に収縮 した。a・SMAの 陽性榛⊆は障害 された1波 細胞とのJt培 養

のゲルが、傷害されない1波 紺胞 とのJlk;fcの ゲ ルと実質細胞単独

のゲルより有意に高かった。実質細胞数は傷讐された上皮細胞 との

共培整のゲルで、障害 されないL皮 細胞 との共培養のゲルと実質細

胞単独のゲルよ1)有 意に多かった。培養液中のτ℃F・β2の濃度は共培

養3n目 と6日 目のどちらで も、実質細胞 と伽筈 された上皮細胞と

の共培養で、実質細胞 と傷筈 されない上皮細胞との共培養と実質細

胞蝋独培養より有意に高かった。TGF・β1については検出眼界以下で

あった。Ami・p鋤 鋼 髄c一τて}F弔aa量ib{xlyのfifr.下では、これらの差

はみとめられなかった。

[結論]障 害された上皮細胞から分泌される液性因子が実質細胞の筋

繊維芽細胞への変化を促越 し、これにτGF弔 が強 く関与しているこ

とが示唆 された。

論文審査の要旨

　近年.エ キシマレーザーによるphotorcfraaivc　kcn豊ccmmy(PRK)
と呼ぱれる屈折矯正手爾が行わftて きたが、術後に角膜実質の創傷

治癒反応として角膜混濁がみられる。これは角膜実質細胞が線維芽

細胞を糧て筋線維芽細胞に変化し、この細胞が創の収縮や億痕形成

にかかわッているためといわれている。　 lifkti:広く行われている

Iascr　in-siw　kcralomilcusis(LASIK)は 角膜1=皮 を温存する事によっ

て、PRKに よ って生じる副作川を鮮減する那ができる。この事実は

角膜L皮 が角膜実質の創傷治癒にIW'iし ていることを示唆 している。

そこで奉研究では、白色家兎の角膜実質細胞をコラーYン ゲル上で

1波 細胞と液性因Tの み交通可能な共培養系にて培養して、傷害 さ

itた 角膜.L皮 細胞からの液性因子が、角膜実質細胞の収縮力の増加、

増殖、そして筋線維芽細胞への変化に影留するかを検討した。その

結渠、悔害された上皮細胞はしだいに形態を変えてVimenunYrei`1`fの

細胞を多くみとめ,傷 害された上皮細胞 との共培羨のゲルは傷害 さ

れない.L皮 細胞 との共培養のゲルとx質 細胞単独のゲルより有意に

収縮した。またα・SMA陽 性率は傷害 された1波 細胞 との共培養のゲ

ルのliiii.1M.4さ れない.ヒ皮細胞 との共培養のゲルと実質細胞単独

のゲルより有意に高く、実質細胞数は側1終 れた上皮細胞との共培

養のゲルの方が、傷害されない上皮細胞 との共培養のゲルと実質細

胞単独のゲルよ1)有 意に多かった。 さらに培養液巾のτ℃F・β2の濃度

は実質細胞 と傷害された上皮細胞 とのiV培 養で実貿細胞 と傷害され

ない1:rk細 胞 との共培養と実質細胞蝋独培養よUli　 に高かった。

Anlレpar鶴p㏄而c・1℃F・βan【ibo己yの存在.ドではこれらの差は認められな

か.,た 。

　審査に当たり、皮膚組織での研究 と比べ、in　VIIfOの結果が10　vivO

の結果によく合致しているが角膜では皮膚 との違いはrう か、また

1臨1侍 れない止皮細胞とのits養 にても角膜実質細胞の筋線維芽細

胞への変化がみ られるのは どうしてかなどい くつかの質問がなされ

た。これらの質問にk｢し 、角膜では皮膚 と比べ無血管組織であり血

液を介した影響が少ないためin　vitroの結果がin　VIVOの 結果によく合

致すると思わfiる との回答があった。 また　 ifさ れない上皮細胞と

の共培養での角膜実質細胞の筋線維芽細胞への変化についてはin

VIIIOでは完全に箆常な角膜上皮をP1現 するll`がni来て いない為であ

り、in　VIVUで は 生じていないと思われると回答された。 また液性因

rと してTGF一/1のみ検討 されているが、それ以外のものの影響はな
いのかとの議論がされた。これに対 し、TGF一/11以外 にも多 くの液性

因一r一が関わっていると思われるが、文献上これらの多 くは最終的に

はTGF・Rを 介 しているとされていると回答があった。また.コ ラー

ゲ ンゲルの 高 さの現 象 を収縮 の指標 としてい るが 、matrix

metallopmteinaseの 誘導によリゲルが触解 した可能性についてはどう

かとの議茜がな　 tiた 。 これにxtし ては、通常TGF-p13細 胞外ffi質

の生戒に働 くのであまり考えられないが、今回の実験では判定出来

ないとの回答が された。またゲルの　　IBCのみ を測定 しているが旗

数点による測定 と、ゲルの高さの相対的な比較ではなく絶対値での

比較をした方が よい、測定 しえた1℃F一βと同等の1℃F一ρを直接.実 質

細胞に作用 させた実験を加えた方がよいとの意見があった。

　本研究は今後検討が必要な点もあるが、PRKS$/後 の角膜混濁の成

因を明らかにした点、眼科学上意義のある研究であると評価 された。
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