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要

我々は,すでに家兎角膜穿孔創部の創傷治癒過程にお

いて,創部の活性化された角膜実質細胞 (KC)の浸潤部位

に一致 してヒアルロン酸 (HA)が出現することを報告

し,HAが KCの増殖に関与している可能性を示唆した。
今回は HAの角膜実質細胞増殖動態に及ぼす影響を調
べる目的で,家兎角膜穿孔創に対するHAの点眼実験と
HA添加のもとでの KCの培養実験とを行い,3H_チ ミ
ジンオー トラジオグラフィーによりKCの細胞増殖能に
ついて検討した。点眼実験では,穿孔創部周囲の角膜実質

に3H_チ ミジンを取 り込んだKCが集積 し,活発な細胞
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約

増殖が認められ,HA点眼群では,対照群に比し取 り込み

細胞数が有意に増加していた。培養 KCにおいてもHA
添加群では細胞増殖が促進されていた。以上の結果から,

HAが角膜実質細胞増殖促進作用を有することが明らか
となり,HAは角膜上皮のみならず,角膜実質の創傷治癒
を促進する可能性が示唆 された。(日 眼会誌 100:

448-452,1996)
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The Effect of IIyaluronic Acid on Keratocyte Proliferation
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Abstract
Our previous study demonstrated that during subjected to autoradiography. In the corneas treat-

healing of penetrating corneal incision, hyaluronic ed with HA, the number of keratocytes incorporat-
acid (HA) appears at the wound area with massive ing 'H-thymidine was significantly higher than in
infiltration of activated keratocytes, suggesting a the control corneas. The rate of'H-thymidine up-

possible role of HA in keratocyte proliferation. In take in keratocytes cultured with any concentration
the present study, we investigated the efrect of HA of HA was higher than that of the control. Both iz
on keratocyte proliferation. A penetrating incision aiao and. in uitro studies demonstrated stimulatory
was made in the center of rabbit corneas. Wounded effect of HA on keratocyte proliferation. It is pos-

corneas were treated with HA eye drops or physio- sible that HA might promote corneal stromal wound

logical saline every 2 hours for 24 hours. Then the healing by stimulating keratocyte proliferation.
corneas were excised, labeled with 3H-thymidine for (J Jpn Ophthalmol Soc 100 :448-452, 1996)

4 hours, and subjected to autoradiography. Rabbit
keratocytes were cultured in chamber slides in Key words: Hyaluronic acid, Keratocyte, Corneal
TC199 medium alone or in TC199 containing HA for stromal wound healing, Autoradio-
24 hours, labeled with 3H-thymidine for 4 hours, and graphy, Keratocyte proliferation

I緒  言

ヒアルロン酸(HA)は生体の細胞外マ トリックスの重

要な構成成分であるグリコサミノグリカンの一つで,組

織の発達や分化,創傷治癒過程などの生体の種々の現象

において,重要な役割を果たしていることが明らかと

なっている1)～ 4)。

眼科領域においては,以前からHAの粘弾性 と角膜内
皮細胞保護作用

5)を応用して,自内障手術,角膜移植手術

をはじめとする内眼手術に広く利用されている6)7)が ,近

年,点眼薬としても応用され,優れた保水作用を有するこ

とからドライアイ患者の角膜上皮障害治療薬として試み
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られ,有効性が報告
8)～ 10)さ れている。我々はこれまでに

HAが角膜上皮創傷治癒を促進することH),お よびその
作用機序の一つとして,HAの角膜上皮細胞増殖促進作
用12)を明らかにし,ま た,創傷角膜上皮におけるHA受
容体の発現も明らかにした.こ れらの結果から,HAはそ
の保水性のみならず,受容体 を介した生物学的作用を

もって角膜上皮創傷治癒を促進している可能性が示唆さ

れた。

一方,我々は家兎角膜穿孔創の治癒過程において,穿孔

創部の活性化角膜実質細胞の浸潤部位に一致してHA
が出現することを明らかにし13),角膜上皮のみならず,角

膜実質の創傷治癒に対してもHAが何らかの役割を果
たしている可能性を示唆したが,その作用については未

だ不明の点が多い。そこで,今回我々は家兎角膜実質創傷

の治癒過程に及ぼす HAの影響を明らかにする目的で,
HAの 角膜実質細胞増殖に対する作用をグπ υグυθ, 効
υttθ において epidermal growth factor(EGF)の 作用

との比較を含めて検討したので報告する。

II実 験 方 法

実験には成熟自色家兎 (Japanese White,体重 2.5～

3.O kg)8匹 16眼を使用した。

1.点 眼 実 験

家兎に塩酸ケタミン(ケ タラール①,30 mg/kg筋注)で

全身麻酔をかけ,さ らに,0.4%塩酸オキシブプロカイン

(ベ ノキシール③)で点眼麻酔を行った後,角膜中央部に

尖刃刀で長 さ6mmの穿孔創 を作成した。受傷直後か
ら,HA,EGF,ま たは対照として生理食塩水の点眼を 2

時間ごとに行った。HAは生化学工業から供与された分
子量約 86万のものを生理食塩水で希釈し,0.25%と した

ものを,EGFは遺伝子組み換えによって得 られたヒト
EGF(大塚製薬から供与)を生理食塩水で溶解し,10 μg/

mlと したものをそれぞれ用いた。受傷後 24時間に家兎

にペントバルビタールナトリウム (ネ ンブタール③)の静

脈内致死麻酔を行った後,ただちに強角膜片を摘出した。

強角膜片は3H_チ ミジン(Amersham,10 μCi/ml)を 含む

TC 199溶液中で 37°C,4時間標識した後,10%ホルムア
ルデヒドで固定後,パラフィン切片を作成し,オー トラジ

オグラフィーに供した。すなわち,既報
14)に
準じて暗室内

で乳剤(50%Konica NR‐ M2,コ ニカ)に浸したのちに乾

燥させ,シ リカゲル入りの暗箱の中で 4°C,2～ 3週間露

出させた。露出後,フ ジレンドール(富士フィルム)で現

像,フ ジレンフィクス(富士フィルム)で定着させ,ヘマト

キシリン・エオジン染色後,光学顕微鏡下において観察を

行った。

2。 培 養 実 験

家兎を上述の方法で致死麻酔後角膜を摘出し,上皮お

よび内皮を剥離除去した後,コ ラゲナーゼ(Sigma)消化

により角膜実質細胞を採取 し,5%ウ シ胎児血清添加
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TC 199で培養した。3代 目培養細胞を 16穴チェンバー

スライドに 0.5× 104細胞/穴播種し,無血清の環境にお

いて 3日 間培養した。Sub―connuentの 状態で HA(100,

400,1,000 μg/ml)ま たはEGF(10,30 ng/ml)を 添加 し

て 24時間培養し,そ の後,3H_チ ミジンで 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 としては,

HA,EGFを 含まない TC 199のみで同様に培養したも
のを用いた。

III 結  果

1.点 眼 実 験

いずれの群においても受傷後 24時間目の角膜穿孔創

部にはフィブリンが出現し,上皮細胞が創部へ伸展しつ

つある所見が観察された(図 1).穿孔創周囲の角膜実質

においては3H_チ ミジンを取り込んだ角膜実質細胞を多

数認め,増殖が活発化している所見がみられた(図 2)。

HA点眼群,EGF点眼群および対照群の各群 4眼 16枚
の切片において,1切片当たりの3H_チ ミジン取 り込み

角膜実質細胞数を計測し,統計学的に検討を加えた結果

を表 1に示す。HA点眼群では角膜実質細胞による3H_チ

ミジンの取り込みが対照群に比較して有意に増加してい

た。EGF点眼群においても角膜実質細胞による3H_チ ミ
ジンの取り込みは,対照群と比較して有意に増加してい

た。

2.培 養 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

図 3～ 5に示す。各群無作意に選んだ 10の顕微鏡視野に

おいて,培養角膜実質細胞 100個当たりの3H_チ ミジン

取 り込み細胞数を計測し,平均したものを比較すると,

図 1 家兎角膜穿孔創 (受傷後 24時間)の光学顕微鏡
写真 (ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色)。
創部ではフィブリンの出現と上皮細胞の伸展,移動

が観察される。バーは 50 μm

一
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図 2 家兎角膜穿孔創 (受傷後 24時間)の3H_チ ミジ
ンオートラジオグラフィー(HE染色)。
創部付近の実質層において角膜実質細胞による

3H_

チミジンの取り込みが活発に認められた.バーは 10

μm

表 1

1切片あたりの
3H_チ ミジン取 り込み角膜実質細胞数

IIA(250 μg/ml)

EGF(250 μg/nll)

対照

HA:ヒ アルロン酸
EGF:epidern■ al growth factor

*p<0.01

HA添加群ではいずれの濃度においても対照群に比し
て3H_チ ミジンの取り込みが有意に増加していた。

3H_チ

ミジンを取り込んだ角膜実質細胞の割合は,HA 400μ g/

ml添加群において最も多 く,濃度依存性は認められな

かった。EGF添加群においても,同様に角膜実質細胞に

よる3H_チ ミジンの取り込みが促進されているのが観察

された (表 2).

IV考  按

細胞外マトリックスが種々の生体反応において重要な

役割を果たしていることが最近の研究で明らかになりつ

つあり15),細胞外マトリックスの一つであるHAが組織
の発達,分化,創傷治癒過程に深 く関与していることが明

日眼会誌 100巻  6号

図 3 培養家兎角膜実質細胞 (ヒ アルロン酸(HA)添
加群)の3H_チ ミジンオートラジオグラフィー(HE
染色).

HyalurOnic acid(HA)濃 度.a:100 μg/ml,b:400

μg/ml,c:1,000 μg/ml

らかになっている1)～ 4)。

我々は,こ れまでに角膜上皮創傷治癒過程における

HAの作用を検討し,受傷後 24時間以内という創傷治癒
過程のごく早期においてHAが角膜上皮細胞増殖促進
作用を有することを報告

12)した。また,ヒ アルロニダーゼ

消化試験法を用いて家兎角膜穿孔創におけるHAの局
在を調べた結果,再構築されつつある創部実質に HAが
出現してくることが明らかとなり,ヒ アルロン酸が角膜

実質の創傷治癒過程においても重要な役割を果たしてい

る可能性が明らかとなった。
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表 2

濃度
3H_チ ミジン取り込み角膜実質細胞数
/角膜実質細胞 100個

HA
100 μg/ml

400 μg/ml

l,000 μg/ml

EGF
10 ng/■11

30 ng/rnl

対照

8.0± 0.7*

10.8± 1.7*

8.8± 0.5*

7.4± 1.4*

9.5H l.4*

5.0± 0.8

図 4 培養家兎角膜実質細胞 (epidermal growth
factor(EGF)添 加群)の 3H_チ ミジンオートラジオ

グラフィー(HE染色)。
EGF濃度.a:10 ng/ml,b:30 ng/ml

図5 培養家兎角膜実質細胞 (対照群)の3H_ミ チジン
オートラジオグラフィー(HE染色).

EGFは ,1962年 にCohen16)に より発見された増殖因

子であり,角膜上皮細胞のみならず,角膜実質細胞の増殖

を促進することが家兎アルカリ外傷や
17)家
兎角膜穿孔創

を用いた実験
18)ゃ
,培養角膜実質細胞を用いた研究に

よって報告されている。今回我々は,角膜実質の創傷治癒

過程におけるHAの作用を調べる目的で,HAの角膜実
質細胞に及ぼす影響をその細胞増殖動態に焦点を当てて

EGFと の比較を含めて検討を行った。その結果,HAの

*p<0.01

点眼により角膜実質細胞の増殖が促進されること,また,

培養液に HAを添加すると角膜実質細胞の増殖が促進
されることが明らかとなった。

HAの 受容体は多 くの組織において確認されており,
特に,活発に分裂,増殖をしている細胞において受容体の

発現が増強しているとの報告
19)がある.我々も家兎角膜

穿孔創治癒過程において,受傷後早期に角膜上皮に HA
受容体が発現することを報告

20)し ,HAが角膜において
も受容体を介して細胞に作用を及ぼしている可能性を示

唆した。

一方,定常状態 (connuent)の培養細胞に HAを添加す
ると,細胞増殖を再開するという報告

21)が あり,細胞の増

殖には細胞表面への HAの結合が必要であると考えら
れている。HAが角膜創傷治癒のごく早い時期の,通常細
胞増殖がまだ開始されていない時期に細胞増殖促進作用

を発現することを考えあわせると,角膜創傷治癒過程に

おける HAの細胞増殖促進作用はEGFと は異なり,細
胞周囲の HAの存在が細胞を増殖状態に導入させるこ
とによるものではないかと考えられる。

今回の実験結果から,HAは角膜実質細胞に対 しても

増殖促進作用を有することが明らかとなり,そ の増殖促

進作用は,HAが細胞周囲の環境を整え,細胞を増殖期に

導入することによるものであると推察された。以上から,

HAが 角膜上皮のみならず,角膜実質の創傷治癒 も促進
することが考えられ,角膜実質の障害に対する治療薬 と

してもその効果が期待される.HAの角膜実質細胞に対
する作用については,さ らなる検討を重ねる必要がある

と思われる。
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