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家兎角膜上皮細胞増殖能に及ぼす上皮増殖因子

あるし、はインスリン様成長因子-1と

サブスタンスPの効果

原 ルミ子¥片上千加子市¥山本 節噂市

* 新日鉄広畑病院眼科
本* 神戸大学医学部眼科学教室

(平成10年12月17日受付〉

要 約

神経麻捧性角膜症の発症に関与すると推測されるサ

ブスタンスP(8P)の角膜上皮に対する作用を解明す

る目的で， 8Pの角膜上皮細胞増殖能に対する作用を

上皮増殖因子Epidermalgrowth factor (EG F)あ

るいはインスリン様成長因子-1 1nsulin-like 

growth factor-1 CIG F・1)との併用により invivo， 

in vitroの実験系で検討した。 invivoの実験として，

白色家兎角膜中央部に直径6mmの上皮欠損を機械的に

作製し， 8P (8群)， EGF (E群)， 1GF-1 CI群)， 8P 

+EGF (8E群)， 8P+ IGF-1 (81群)，対照として

生理的食塩水 (C群〉を 1日6回点眼し，各群の治癒

経過を比較検討した。 48時間後に強角膜片を摘出し，

3H_チミジンで標識後オートラジオグラフィに供した。

in vitro実験としては，家兎角膜上皮細胞をEGFあ

るいはIGF-1添加または非添加のもと8Pを含む培養

液中で24時間培養し， 3Hーチミジンオートラジオグラ

フィに供した。 lnVIVO実験では， 8E群， 81群におい

て角膜上皮欠損の治癒が促進された。 3H_チミジンオー

トラジオグラフィの結果， in vivo， in vitroいずれ

の実験においてもC群， 8群に比しE群， 8E群， 81群

において角膜上皮細胞増殖能が促進された。以上の結

果より， 8PとEGFあるいはIGF-1との併用は角膜

上皮創傷治癒を促進し，角膜上皮細胞増殖能を促進す

ることが明らかとなった。

I 緒雷

角膜上皮障害は通常比較的速やかに修復されるo角

膜上皮の修復は，上皮細胞の伸展・増殖・分化の3段

階で行われる 1)2川。しかし，時に正常な創傷治癒機

構が働かず，上皮欠損が遷延化することがある。その

ような病態の一つに三文神経障害に伴って角膜上皮障

害を生じる神経麻癖性角膜症が知られているが，その

発症に神経伝達物質の一つであるサプスタンスP

(8P)の関与が示唆されている。 8Pは11個のアミノ

酸からなるペプチドであり 4〉E〉，その作用については，

平滑筋細胞，線維芽細胞，内皮細胞の増殖を促進する

ことが報告6)7)されているが，角膜上皮細胞に対する

作用については明らかにされていなし、近年8Pが細

胞増殖促進因子との相互作用により角膜上皮の伸展を

促進することが報告8)され，その作用が解明されつつ

あるが角膜上皮細胞増殖能に対する作用については未

だ不明の点が多い。今回我々は，細胞増殖因子である

Epidermal growth facter (EGF)およびInsulin-

like growth factor 1 CIGF-1 )との相互作用によ

る8Pの角膜上皮細胞増殖能に及ぼす影響をinvivo， 

in vitro両実験系において検討したので報告する。

E 実験方法

1. in vivo実験

実験には，成熟白色家兎 (JapaneseWhite，体重

2 --3 kg) 16匹32眼を用いたo 家兎に塩酸ケタミン

(ケタラール③〉の筋肉内注射による全身麻揮と0.4%

塩酸オキシププロカイン(ベノキシール⑥)による点

眼麻酔を施した後，両眼角膜中央部に直径6mmの上皮

欠損をメスにて機械的に作製した。家兎を6群に分け，

角膜上皮欠損作製直後から 3時間間隔で1日6回以下

の点眼を行った。

S群 :8P(BACHEM社)を 1mg/mlの濃度に生理的

食塩水で溶解したもの

E群:EGF (大塚製薬より供与)を10μg/mlの濃度

に生理的食塩水で溶解したもの

8E群 :8PおよびEGFの両者

キーワード:サブスタンスp，EGF， IGF-l，角膜上皮細胞増殖能，神経麻輝性角膜症
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I群:1GF-1 (BACHEM社)を10μg/mlの濃度に生

理的食塩水で溶解したもの

81群:8Pおよび1GF-1の両者

C群:生理的食塩水(対照群)

角膜上皮欠損作製直後， 6， 18， 24， 30， 42， 48時間

後に上皮欠損部をメチレンブルーにて染色し，前眼部

写真撮影を行い，欠損面積をN1H-imageにて測定し

た。また，角膜上皮欠損作製48時間後にベントパルピ

タールナトリウム(ネンプタールlD)の静脈内注射で

致死させた後眼球を摘出し，強角膜片を10μCi/ml

の3H_チミジン (amersham，100-130Ci/ mm 01)を

含むDulbecco'sminimum essential medium (DME) 

(G1BCO)中で， 370C， 4時間標識した。その後， 10

%ホルマリンで固定し，型のごとくパラフィン包埋後，

強角膜切片を作製し，オートラジオグラフィーに供し

た。すなわち，既報9)の方法に準じて暗室内で乳剤

(50%Konica NR圃M2，コニカ)に浸した後に乾燥

させ，シリカゲル入りの暗箱の中で40Cで3週間露出

させた。露出後フジレンドール(富士フィルム)で5

分間現像し，フジレンフィックス(富士フィルム)で

5分間定着させ，へマトキシリン・エオジン (HE)

染色を行った。光学顕微鏡下において角膜上皮細胞に

よる3H_チミジンの取り込みを観察した。

尚，実験は「動物の保護および管理に関する法律」

に従い行った。

2. in vitro実験

2代目培養家兎角膜上皮細胞 (CornePack， クラ

ボウ社製)を16穴チェンパースライド (NalgeNunc 

1nternational， Naperville， U8A)に5.0X 103細胞

/穴播種し増殖用無血清液体培地 (RCGM)で5日

間培養し， sub-confluentの状態となったところで培

養液を増殖剤を含まない基礎培地(RCBM)と交換し，

24時間さらに培養した。その後8Pを10-7，10-6， 10-5 

M含んだRCBMと交換し， EGF (10ng/ ml)あるい

は1GF-1C10ng/ml)添加，非添加のもと24時間培
養し， 3H_チミジン 00μCi/ml)で4時間標識した

後，カルノア固定液で15分間固定後上述の方法に準じ

てオートラジオグラフィーに供した。対照には8Pも

EGFあるいは1GF-1も含まなL、RCBMのみで培養
したものを用いた。 HE染色後光学顕微鏡下で3H_チ

ミジンの取り込みを観察した。

尚，得られた結果はFischerのPLSDの多重比較検

定を用いて各群間あるいは対照群との聞の有意性を検

定した。

E 結 果

1. in vivo実験

1 )角膜上皮欠損治癒経過

8PとEGF点眼による経時的角膜上皮欠損治癒経過

を図1に，また8Pと1GF-1点眼による経時的角膜上

皮欠損治癒経過を図2に示す。角膜上皮欠損作製直後

の欠損面積を基準に，その欠損率の経時的な変化を表

したものである。各群とも殆ど lagphaseを伴わず

ほぼ直線的に欠損面積の減少が認められた。角膜上皮

欠損作製18時間後までは各群においてその創傷治癒に

殆ど差を認めなかったが， 24時間以降C，8群に比し

E， 8E群あるいは81群において創傷治癒が促進され，

48時間後では8E群および81群は特に他群に比し創傷

治癒促進が認められた。
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図1 8PとEGF点眼による角膜上皮欠損治癒経過
経時的に撮影した前眼部写真をもとに， N1H-

lmageを用いて上皮欠損面積を測定し，横軸
には時間を，縦軸には角膜上皮欠損作製直後の

面積を基準に各撮影時間における角膜上皮欠損

面積をその比率で表した。 C，8，E， 8Eは各々
上皮欠損作製後生理食塩水， 8P， EGF， 8P+ 
EGFを点眼したものの治癒経過を示す。
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図2 8Pと1GF-1点眼による角膜上皮欠損治癒経過

図1と同様に角膜上皮欠損面積の比率を経時的

に表した。 C，8， 1， 81は各々上度欠損作製後生理
食塩水， 8P，1GF・1，8P+1GF-lを点眼したも
のの治癒経過を示す。
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2) 3H_チミジンオートラジオグラフィー

3H_チミジンオートラジオグラフィーの結果をそれ

ぞれ図3，図4に示す。これを各群10切片において1

切片当たりの上皮基底細胞数および3H_チミジン取り

込み角膜上皮細胞数を計測し， c群の切片における上
皮基底細胞数を基準に各切片の3H_チミジン取り込み

角膜上皮細胞数を補正し，その平均値をグラフに表し

たものが図5，図6である。 3H_チミジン取り込み細

胞数はC群と比較してS群では殆ど差を認めなかった

が， E群， 8E群においては有意に増加しており，特

に8E群においてはE群よりもさらなる増加を認めた

(P<O.OOl)。また， 1GF-1との併用については， c 
群と比較してS群， 1群では有意差を認めなかったが，

81群において有意に増加していた。 (P<O.OOl)

2. in vitro実験

各群の3H_チミジンオートラジオグラフィーの結果

を表1に示す。計10回の培養を行い，各培養実験にお

いて各群それぞれ無作為に選んだ4個の顕微鏡視野中

の全細胞数に対する3H_チミジン取り込み細胞数の割

合を計測し，平均化したものを比較すると， 8P単独

添加群においては，対照群と比較していずれの濃度に

おいても有意な増加は認められなかった。 EGF単独

図3 3H_チミジンオートラジオグラフィー

11 

表 1 3H_チミジン取り込み培養角膜上皮細胞の比率

家兎角膜上皮細胞をチェンパースライド上で

8Pを含んだ培養液中でEGFあるいはIGF-1
を添加，非添加のもと24時間培養し， 3H_チミ
ジンにて標識後，オートラジオグラフィーに供

した。各群の無作為に選んだ4個の顕微鏡視野
中の全細胞数に対する3Hーチミジン取り込み上
皮細胞数の割合を，対照群のそれを 1とした比

率を示す。

・対照群に対し有意差を認めた。 (Fischerの

検定P<O.Ol)

8P濃度 。1O-7M 1O-6M 1O-5M 
非添加群 0.98:t 0.37 1.20:t 0.76 1.44:t 0.57 

EGF添加群
4.08:t 2.25・7.50:t 3.36・6却:t3.08・9.38:t 4.87・

(lOng/ml) 

IGF-l添加群
1.11:t 0.35 

(10ng/ml) 
2.33:t O.槌・ 2.25:t 0.45・2.71:t 0.17・

家兎角膜上皮欠損を円靭刀にて作製し，生理的食塩水 (C群)， 8P (8群)， EGF (E群)または8P+EGF
(8E群)を1日6回点眼した。 48時間後に摘出した強角膜片を3H_チミジンにて標識し， オートラジオグラ
フィーに供した。 E群， 8E群において他群に比較して多数の3H_チミジン取り込み角膜上皮細胞がみられる。
Vは3H_チミジン取り込み細胞を示す。パーは200μm

(11) 
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3H_チミジンオートラジオグラフィー

家兎角膜上皮欠損を円靭刀にて作製し，生理的食塩水 (C群)， 8P (8群)， 1GF CI群)または8P+1GF-1
(81群)を1日6回点眼した。 48時間後に摘出した強角膜片を3H_チミジンにて標識し，オートラジオグラフィー
に供した。 81群において他群に比較して多数の3H_チミジン取り込み角膜上皮細胞がみられる。
Vは3H_チミジン取り込み細胞を示す。パーは200μm
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8Pおよび1GF-1点眼による3H時チミジン取り
込み角膜上皮細胞数Cinvivo実験)

図5同様に各切片における3H_チミジン取り

込み角膜上皮細胞数の平均値±標準偏差を示し

たグラフであるo 81群において他群に比較し
て3H_チミジン取り込み角膜上皮細胞数の有意

の増加を認める。 (P<O.OOl)

図6
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日E

8PおよびEGF点眼による3H_チミジン取り込

み角膜上皮細胞数Cinvivo実験)

各群各々10枚の3H_チミジンオートグラフィー
の切片において3H_チミジン取り込み角膜上皮

細胞数および上皮基底細胞数を計測し， c群の
基底細胞数を基準に3H_チミジン取り込み角膜

上皮細胞数を補正し，平均値±標準偏差を示し

たグラフであるo E群， 8E群において他群に

比較して3H_チミジン取り込み角膜上皮細胞数

の有意の増加を認め， 8E群においてはさらな

る増加を認める。(いずれもP<O.OOl)

じ

図5



添加群においては対照群と比較して3H_チミジン取り

込み細胞数の増加が認められ (P<O.01)，8Pとの併

用によりさらなる増加を認めた。 (P<O.OOl)

IGF-1単独添加群においては対照群と比較して

有意な増加は認められなかったが， 8PとIGF-1との

併用添加群では対照群と比較し，有意な取り込み細胞

数の増加を認めた。 (P<O.Ol)EGF， IGF-1添加群

において，いずれも8Pの濃度による依存性はなかっ

た。

町考察

三文神経障害に伴って角膜上度障害を生じる神経麻

樺性角膜症の発症に神経伝達物質の一つで、ある8Pの

関与が示唆されている。 8PはTachykininfamily 

の一つであり， 11個のアミノ酸よりなるペプチド

で4)5) その作用については，平滑筋収縮作用，血管

拡張作用，肥満細胞からのヒスタミン遊離作用等が報

告されている10)ωへまた平滑筋細胞，線維芽細胞，

血管内皮細胞に対し増殖促進作用を有するとの報

告6)7)もあるo角膜においては，知覚神経である三文

神経が分布しており，角膜および虹彩には多くの8P

陽性線維が免疫染色により証明ωされている。今回神

経麻庫性角膜症の発症機序解明の一助とするため，

SPの角膜上皮細胞に対する作用を解明する目的で，

in vivo， in vitro両実験を行った。

まず白色家兎を用いた lnV1VO実験において， 8P 

とEGFを点眼した実験では，角膜上皮欠損治癒は48

時間後， EGFを点眼した群 (E群)および8PとEGF

の両者を点眼した群 (8E群)において他の2群 (C税

S群)に比し有意に促進されていた。さらに8E群にお

いてはE群よりも治癒の促進を認めた。創傷治癒経過

を比べると， 18時間後までは各群に大差を認めず， 24 

時間後よりその創傷治癒速度に差が認められた。角膜

上皮の倉lJ傷治癒は，細胞の伸展(移動〉・分裂(増殖〉

そして分化の3段階で行われており1)2)ぺ分裂(増

殖)が活発になるのは12ないし24時間後とされてい

る仰心。今回の実験においてみられるように，上皮欠

損作製後一定時間をおいてその群聞の創傷治癒速度に

差が生じ始めていることから， 8E群での治癒促進は

増殖段階で起こっていることが推察される。そこで各

群における角膜上皮細胞増殖能を3H四チミジンオート

ラジオグラフィーにより検討した。その結果上皮欠損

作製48時間後の角膜上皮細胞増殖能は， E群および

8PとEGFを併用した8E群において他のC群， 8群に

比較し有意に冗進していた。また8E群においてはE

群よりもさらなる冗進を認めた。 EGFの角膜上皮細

(13) 
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胞増殖促進作用についてはすでに報告されている1九

今回の実験結果より8Pは単独では角膜上皮細胞増殖

能促進作用を有しないが， EGFとの相互作用により

EGF単独による角膜上皮細胞増殖促進作用を増強さ

せることが明らかとなった。そこで，次に同じ細胞増

殖因子の1つであるIGF・1と8Pとの相互作用につい

て検討し1':0 角膜上度欠損治癒は48時間後， 8Pと

1GF-1の両者を点眼した群 (81群)においてのみ他

の群に比し有意に促進されており， 3H_チミジン取り

込み細胞数も81群において他のC群， 8群， 1群に比較

し有意に冗進していた。 1GF-1は8Pと同様単独点眼

では角膜上皮細胞増殖能促進を認めなかったo 1GF・

1は網膜血管内皮細胞や網膜色素上皮細胞の増殖を促

進し16)べ1GF・1投与により糖尿病網膜症が悪化し
たとの報告18)もあるが，角膜上皮細胞に対しては，今

回の実験では単独では増殖能に影響を与えなかった。

以上の結果より8PはEGFやIGF-1等の細胞増殖因

子との相互作用により，角膜上皮細胞増殖能を促進し，

角膜上皮欠損の修復を促進することが明らかとなったo

次に 培養家兎角膜上皮細胞を用いた invitroの

系で， 8Pの角膜上皮細胞増殖能に対する作用を検討

した結果，対照群や8PあるいはIGF・1の単独添加群

に比し， EGF単独添加群および8PとEGFあるいは

1GF-1の併用群において3H_チミジン取り込み細胞

数の増加が認められ， in vitroの系でも8PはEGFあ

るいは1GF-1との相互作用により角膜上皮細胞の増

殖を促進することが明らかとなった。

8Pの角膜上皮細胞に及ぼす作用についてはこれま

で不明の点が多かった。しかし，教室の川上らは19)神

経麻輝性角膜症の実験モデルであるカプサイシン投与

ラットにおいて角膜における8Pの発現の減弱と角膜

上皮細胞増殖能の低下が認められたことより， 8Pの

角膜上皮細胞増殖能への関与を示唆し1':0

前述したように.8Pはヒト平滑筋細胞やヒト線維

芽細胞あるいは血管内皮細胞に作用し，その増殖を促

進したりペまた血中のT-リンパ球の増殖を促進す

る20)など，様々な細胞に作用しその増殖能を直接促進

させる報告が散見される。しかし今回の実験で明らか

な様に角膜上皮細胞に対しては直接的な増殖促進作用

を有しないと考えられるo しかし細胞増殖因子の一つ

であるEGFあるいはIGF-1との併用によりその増殖

能を促進することが明らかとなった。その効果は ln

vitro実験よりも invivo実験においてより顕著であっ

た。 IGF-1と8Pとの相互作用については西国らが角

膿上皮の伸長を促進すると報告8)21)しているが，増殖

能に対しては器官培養において3H_チミジンの取り込

みに影響を与えなかったと報告21)しており，今回の実
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験と相反する結果となっている。しかし，今回の我々

の実験においても培養角膜上皮細胞を用いた ln

vitro実験においては，対照群あるいは8P，IGF-1 

単独添加群と両者の併用群との聞でinvivo実験にみ

られるように顕著な3H_チミジン取り込み細胞数の増

力日をS忍めなかったことより， 8PとIGF-1あるいは

EGFの角膜上皮細胞増殖能に対する促進作用は，角

膜上皮細胞に対する直接的なものではなく，聞に他の

因子を介した間接的な作用であると推測されるo そう

考えると，上皮細胞のみの培養系において，顕著な増

殖能の促進効果が発現されなかったことが理解しやす

い。西田らは， 8PとIGF-1との相互作用により細胞

外マトリックスであるフィプロネクチンを介して上皮

の伸長を促進することを明らかにしている鉛が， 同様

に，細胞増殖に関しでも何らかの他の因子を介した作

用が示唆されるo

今回の実験結果から， 8PとEGFあるいはIGF-1

との併用が，角膜上皮創傷治癒を促進し，それは，角

膜上皮細胞の伸展のみならず増殖の促進によるもので

あることが明らかとなった。今後， この相乗効果の機

序についてのさらなる研究が必要であると考えられる。
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ABSTRACT 

Neuroparalytic keratopathy， a corneal epithelial disorder caused by dysfunction of the 

trigeminal nerve， has been implicated to be associated with the decrease of the amount of 

substance P (8P) in the cornea. To elucidate the pathogenesis of neuroparalytic keratopathy， we 

examined the effect of 8P on corneal epithelial cell proliferation comparing with that of epidermal 

growth factor (EGF) and insulin-like growth factor-l (IGF-l). The epithelium of rabbit corneas 

was removed 6mm in diameter and treated with eye drops of 8P， EGF， IGF-l， 8P+ EGF， 

8P+ IGF-l， or physiological saline as the control. Corneas were excised 48 hours after the removal 

of the epithelium， labeled with 3H-thymidine and subjected to autoradiography. In vitro study 

was also performed by culturing rabbit corneal epithelial cells in culture medium containing 8P 

with or without EGF or IGF-l and by labeling cells with 3 H -thymidine for the subsequent 

autoradiographical study. Both in vivo and in vitro studies demonstrated that EGF， 8P+ EGF and 

8P+IGF・1but not 8P alone stimulated corneal epithelial cell proliferation and that 8P enhanced 

the effect of EGF and IGF-l. These results indicate that 8P may potentiate the action of EGF and 

IGF-l to stimulate corneal epithelial cell proliferation. 

Key Words: 8ubstance P， EGF， IGF-l， Corneal epithelial cell proliferation， Neuroparalytic 
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