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研究成果の概要（和文）： 
本研究においてスーパーオキシドジスムターゼ（Superoxide dismutase, SOD）１欠損高週齢
マウスでは同週齢の野生型に比べて涙液量の減少及び眼表面障害が起きていた。また免疫組織
学的検討により涙腺の炎症、線維化、酸化ストレスマーカー発現の上昇を認めた。これらの変
化のメカニズムとして上皮間葉移行(Epthelial Mesenchymal Transition)の関与を示唆する結
果が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the Cu,Zn-superoxide dismutase knock out mice (Sod1-/- mice), decreased tear secretion 
and ocular surface abnormalities were observed. Moreover, prominent fibrosis, 
inflammation and increased odidative stress marker staining were found in Sod1-/- mice. 
The current study revealed that the epithelial-mesenchymal transition could be involved in 
the histological changes in Sod1-/- mice. 
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１．研究開始当初の背景 
加齢はフリーラジカルによる組織障害が関
係すると報告されている 1。そしてフリーラ
ジカルを産生と除去する機構の不均衡が酸
化ストレスを引き起こす。これは加齢に伴っ
て起こる様々な病気で認められる細胞障害
を生じ、老化過程の主要な因子と考えられて
いる。よく知られた抗酸化ストレスのメカニ
ズムとしてスーパーオキシドジスムターゼ
（superoxide dismutase, SOD） という酵素
がある。SODはアイソザイムとして SOD1、

SOD2、SOD3があり、この中で SOD1が最
も多くの組織に存在し、SOD 活性の約 90％
を担うとされている 2。 
以前に我々のグループは SOD1 ノックック
アウトマウス（SOD1KO マウス）において
網膜に障害が起き、それがヒトで認められる
加齢性黄斑変性の特徴に類似していること
を報告した 3。加齢性黄斑変性症の発症率は
米国で40歳以上の1.47%と報告されている4
が、ドライアイはそれよりも有病率が高く、
3.98 から 9.8%と報告されている 5。またド
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ライアイは視機能に影響を与える疾患であ
り、公衆衛生上も非常に重要な疾患であると
認識されている。 
 
２．研究の目的 
モデルマウスを使った実験やヒト対象のド
ライアイ研究によって、ドライアイでは、涙
液分泌の低下、角結膜上皮障害、涙腺におけ
る炎症が起こることが明らかになっている 6。
また涙液分泌はヒトで年齢とともに減少す
ることが報告されており、ドライアイの発症
も年齢とともに高くなる。我々は、酸化スト
レスの蓄積がドライアイ発症に関与するか
どうかを検討するために、SOD1ノックアウ
トマウス及び野生型マウスの涙液機能、眼表
面障害、涙腺の病理組織学的検討を行った。 
 
３．研究の方法 
＜動物＞  
10週齢と50週齢でそれぞれ17匹の野生型マ
ウス（C57BL6）及びSOD1KOマウスを実験に
用いた。SOD1KOマウスは東京老人総合研究所
より提供を受けた。動物実験は全て
Association for Research in Vision and 
Ophthalmology (ARVO)の動物実験ガイドライ
ンに則り行った。 
＜涙液分泌量測定＞ 
マウスの涙液分泌量測定にはフェノールレ
ッド糸（ゾーンクイック、昭和薬品株式会社）
を用いて、60秒間無麻酔のマウスの外眼角部
から測定を行い、体重により値を補正した。 
＜ピロカルピン刺激涙液分泌量測定＞ 
マウスを麻酔後、0.06%のピロカルピンを
3mg/kg腹腔内投与した。その後に5μlのガ
ラスキャピラリーチューブを用いて分泌さ
れた涙液を集め、涙がチューブに侵入した長
さから涙液量を算出した。 
＜カルバコール刺激による涙腺の分泌総タ
ンパク質の測定＞ 
カルバコールはアセチルコリン受容体に作
用して涙腺から涙液の分泌を促進する。摘出
したマウスの涙腺を1～2mmの大きさに細切
し、カルバコール刺激の前後でタンパク質を
抽出し濃度を測定し、その差をカルバコール
刺激による総タンパク質量とした。 
＜涙液採取方法＞ 
0.1M PBS10μlをマイクロピペットで眼表面
上に滴下し、その後外眼角部からガラスキャ
ピラリーチューブを用いて涙液を採取した。 
＜サイトカインビーズアッセイ＞ 
Mouse inflammation kit（ベクトン・ディッ
キンソン株式会社、BD社）を用いた。測定し
たサイトカインは インターロイキン6，イン
ターロイキン10、 インターロイキン12p70
（IL-12p70）、monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1)、インターフェロンγ
(IFN-γ)、Tumor necrosis factor (TNF)で

ある。蛍光の読み取りはFACSCaliburフロー
サイトメーター（BD社）を用いて、データの
解析はCytometric bead Array software (BD
社)を用いた。 
＜涙腺組織の採取、固定＞ 
マウスを屠殺後、涙腺組織を周囲の脂肪組織
や結合組織を外しながら採取し、すぐに4%
パラホルムアルデヒドに浸漬しパラフィン
ブロックとした。凍結サンプルは未固定のま
ま、液体窒素を用いてOCTコンパウンドに封
入した。 
＜凍結組織、蛍光抗体を用いたEpithelial 
mesenchymal transition (EMT) 及び炎症細
胞検出のための免疫染色＞ 
凍結標本は厚み4～6μmに薄切した。標本を
風乾後4%パラホルムアルデヒドで20分間固
定した。その後１％bovine serum albumin及
び2%ロバ血清にて20分間ブロッキングを行
い、1次抗体を作用させた。1次抗体はウサ
ギ抗α-SMA抗体 (0.01mg/ml, ab5694 Abcam
社)、ラット抗-E cadherin抗体 (0.01mg/ml, 
ab11512, Abcam社), ウサギ抗I型コラーゲ
ン (0.01mg/ml, ab292, Abcam社)、 ラット
抗CD4抗体 (0.01mg/ml, 14-0041, 
eBioscience社)、ラット抗CD11b抗体 
(0.026mg/ml, ab8878, Abcam社) and ラット
a抗Gr-1抗体 (0.01mg/ml, ab25377, Abcam
社)を用いた。2次抗体は FITC標識抗ラビッ
トIgG抗体 (0.0075mg/ml, Jackson 
Immunoresearch Laboratories社)、 FITC標
識抗ラットIgG抗体 (0.0075mg/ml, Jackson 
Immunoresearch Laboratories社)を使用した。 
＜パラフィン包埋組織を用いた酸化ストレ
スマーカー及びCD45の免疫染色＞ 
パラフィン固定組織は4μmの厚みで薄切し
た。免疫染色にはアビジン・ビオチン-ペル
オキシダーゼ複合体法を用いた（Vector 
Laboratories社）。馬血清を用いてブロッキ
ングを行い、その後1次抗体として抗
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) モ
ノクローナル抗体（10μg/ml, 日本老化制御
研究所）、抗4-hydoxy-2-nonenal (4-HNE) モ
ノクローナル抗体 （25μg/ml, 日本老化制
御研究所）、抗CD45抗体（10μg/ml, 
BioLegend社）を用いた。1次抗体作用後に
3%過酸化水素を5分作用させた。その後2次
抗体としてビオチン標識抗マウスIgG抗体を
使用した。 
＜血清中8-OHdG濃度測定＞ 
血清中の8-OHdG濃度はELISAキット（日本
老化制御研究所）を用いた。 
＜ヒト涙腺組織の酸化ストレスマーカー及
び炎症細胞マーカーでの免疫染色＞ 
ヒト涙腺組織は剖検におけるパラフィン組
織標本を使用した。17歳から48歳までの若
年群および76歳から87歳までの高齢者群か
らの各群６名の組織を自治医科大学小幡博



 

 

人先生より提供を受けた。免疫染色の方法は
前述と同じ方法で行った。 
＜定量的PCRによるEMTマーカーの評価＞ 
摘出した新鮮マウス涙腺は速やかにRNA 
later（Applied Biosystems社）に保存した。
その後組織はISOGENに浸漬し十分にホモジ
ナイズした。RNAを抽出した後、DNaseで処
理しcDNA合成をした。サイバーグリーンを
用いたリアルタイムPCRをStepOnePlus
（Applied Biosystems社）で行った。プライ
マーはマウスglyceraldehyde-3-phosphate 
(GAPDH) (sense 5’ – TGA CGT GCC GCC TGG 
AGA AA – 3’, antisense, 3’ – AGT GTA GCC 
CAA GAT GCC CTT CAG – 5’), マウスSnail 
(sense 5’ – TGG AAA GGC CTT CTC TAG GC – 
3’, antisense, 3’ – CTT CAC ATC CGA GTG 
GGT TT – 5’), マウスE-cadherin (sense 
5’– GGC TTC AGT TCC GAG GTC TA – 3’, 
antisense, 3’, CGA AAA GAA GGC TGT CCT TG 
– 5’), マウスα-SMA (sense 5’ – CTG ACA 
GAG GCA CCA CTG AA – 3’, antisense, 3’ 
– AGA GGC ATA GAG GGA CAG CA – 5’)を用
いた。 
 
４．研究成果 
酸化ストレスマーカーの免疫染色において
4HNEの染色が50週齢SOD1KOマウスで強く認
められ、染色面積の定量化では50週 SOD1KO
マウスでは50週齢野生型、10週KOマウスに
比べて有意に染色面積が大きかった。血清中
の8-OHdG濃度は50週SOD1KOマウスでは50
週野生型、10週 SOD1KOマウスに比べて有意
に高値を示した。（図１） 
涙腺組織の電子顕微鏡像では 10週野生型、
10週SOD1KOマウス、50週野生型マウスでは
ほとんど変化は認められなかったが、50週
SOD1ノックアウトマウスにおいて、涙腺腺房
上皮細胞内のミトコンドリアに著名な形態
異常を認めた。（図２） 
涙腺組織内の炎症細胞浸潤はどちらのマウ
スにおいても週齢とともに増加を認めた。特
に 50週齢 SOD1KOマウスにおいて CD45陽性
炎症細胞の浸潤が著明に認められた。炎症細
胞密度は 50週 SOD1KOマウスにおいて 10週
SOD1KOマウス、10週野生型マウスに比べて
有意に高値を示した。炎症細胞をCD４、CD11b、
Gr-1抗体で染色し分類した。これによると
CD4陽性のヘルパーT細胞が CD11b陽性の単
球や Gr-1陽性の好中球に比べて優位であっ
た。50週 KOマウスの血清中 IL-6濃度は 10
週齢 SOD1KOマウスに比べて高値を示した。
50週齢ノックアウトマウスの血清中TNFα濃
度及び涙液中IL-6、TNFα濃度は50週齢野生
型マウス、10週 SOD1KOマウスに比して有意
に高値を示した。（図３） 
50週 SOD1KOマウス涙腺組織においては
TUNEL染色陽性細胞が著明に多く、同様にカ

スパーゼ３染色も同様な結果を得た。透過型
電子顕微鏡では50週SOD1KOマウス涙腺腺房
上皮細胞の核の濃縮、断片化を認めた。細胞
質内の空胞、核膜の喪失を認めた。（図４） 
マロリー染色では、50週 SOD1KOマウスにお
ける小葉間の著明な繊維化が示された。平均
の腺房単位数は50週SOD1ノックアウトマウ
スにおいて、10週 SOD1ノックアウトマウス
及び 50週齢野生型に比べて有意に低値をし
めした。（図５） 
I型コラーゲンにて腺房上皮細胞の基底膜を
評価したところ、50週 SOD1ノックアウトマ
ウスでは基底膜の断裂が認められた。50週
SOD1ノックアウトマウスにおいて上皮系細
胞のマーカーであるEカドヘリンの染色性が
現弱し、間葉系細胞マーカーであるαSMA陽
性細胞が増加していた。リアルタイムPCRに
よる mRNAの定量化を行ったところ、
Epithelial Mesenchymal Transition (EMT)
の誘導因子である Snailの発現が 50週齢
SOD1KOマウスでは10週齢SOD1KOマウスおよ
び 50週野生型マウスに比べて有意に高値で
あった。またEカドヘリンは50週SOD1ノッ
クアウトマウスで 50週野生型マウスに比べ
て有意に低値を示し、逆にαSMAはSOD1ノッ
クアウトマウスで野生型よりも高値をしめ
した。αSMA/Eカドヘリン比は50週SOD1ノ
ックアウトマウスで 50週野生型マウス、10
週 SOD1KOマウスに比べて有意に高値を示し
た。（図６） 
50週 SOD1ノックアウトマウスの透過型電子
顕微鏡写真では腺房上皮細胞の微絨毛が間
質側に発現しており、細胞極性の喪失が示唆
された。また著明な間質におけるコラーゲン
繊維も認めた。（図７） 
体重補正した涙液分泌量は SOD1KOマウスで
10週SOD1ノックアウトマウス、50週野生型
マウスに比べて有意に低値を示した。ピロカ
ルピン刺激では50週SOD1KOマウスでの涙液
分泌量は 50週野生型に比べて有意に低値を
示した。カルバコール刺激による涙腺からの
総タンパク質分泌量も50週SOD1KOマウス涙
腺からの分泌量は同週齢の野生型マウスに
比べて低値であった。電子顕微鏡で分泌顆粒
を測定したところ、50週 SOD1KOマウスでは
10週SOD1KOマウス及び50週野生型マウスに
比べて高値であった。眼表面障害の視標であ
るフルオレセイン染色スコアは50週 SOD1KO
マウスでは10週SOD1ノックアウトマウス及
び50週野生型マウスに比べて高値であった。 
（図８） 
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