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要

種々のインターロイキン(IL)と マイ トジェンの家兎

角膜内皮細胞増殖に対する効果を無血清培養下で調べ

た。表皮成長因子(EGF),形 質転換成長 因子 α(TGF‐

α),肝細胞成長因子(HGF)の ようなマイ トジェンは,対

照に対 し濃度依存的に角膜内皮細胞の増殖を促進 し,最

大効果 は 10 ng/mlで み られ た。IL‐ lα ,IL‐ lβ,IL‐ 2,

IL‐ 3,ま たは IL‐ 4は,単独では細胞増殖促進効果はな

かったが,IL‐ lβ と,EGFま たは TGF‐ αを組み合わせ

ると,対照に対 し5～ 6倍の増殖促進効果がみられた.

よって,IL‐ lβ はマイ トジェンの増殖促進効果を増強す
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約

ることができるコ‐マイ トジェン(co‐ mitogen)と みなす

ことができる.角 膜内皮細胞と角膜実質細胞の共存培養

や,角 膜実質細胞の培養上清 (condMoned medium)の

添加によっても,2倍程度の内皮細胞数の増加が観察さ

れた。これらの結果は,角膜内皮細胞の増殖を促進する因

子が角膜実質細胞から分泌されることを示唆 している。

(日 眼会誌 100:845-852,1996)
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Abstract
The effects of various cytokines and mitogens on stimulatory effect of complete mitogens (EGF and

proliferation of rabbit corneal endothelial cells were TGF-a). The number of corneal endothelial cells
examined in a serum-free culture. Complete mito- increased to 200% when corneal endothelial cells
gens such as epidermal growth factor (EGF), trans- were co-cultured with corneal parenchymal cells.
forming growth factor a (TGF-a), and hepatocyte Addition of conditioned medium obtained from the
growth factor (HGF) stimulated proliferation of culture of corneal parenchymal cells also increased
corneal endothelial cells 1.5 to 2 times the control. the number of corneal endothelial cells more than
The effect was dose-dependent up to 10 ng/ml and 2-fold. These results suggest that factors which
flattened out at higher concentrations. Interleukins stimulate cell proliferation of corneal endothelial
(IL-x) such as IL-la, IL-IB,IL-2, IL-3 or IL-4 by cells are secreted by corneal parenchymal cells.
themselves had little or no stimulatory effect on cell (J Jpn Ophthalmol Soc 100 : 845-852, 1996)
proliferation. The combination of IL-IB and EGF,

or IL'78 and TGF-a, however, showed a 5- to 6-fold Key words : Interleukins, Corneal endothelial cells,
stimulation over the control. lL-lB, thus, can be EGF, TGF-a, HGF
regarded as a co-mitogen that can amplify the
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I緒  言

臨床上では,角膜内皮障害における内皮細胞数の減少

は必然的である。ヒト角膜内皮細胞が 物 υグυθで分裂増

殖するという報告
1)2)は あるが,減 少 した角膜内皮細胞

(以下,内皮細胞)を完全に補充するほどの増殖は未だ報

告されていない。また,実験動物から得られた内皮細胞は

培養下で短期間増殖するが,ヒ トや実験動物を問わず,正

常内皮細胞の長期継代培養 (株細胞化)は非常に難 しい。

中でもヒト角膜内皮細胞は,ご く若年者から得 られた細

胞を数代継代できるのみである3)～ 5)。 故に,内皮細胞の増

殖について調べることは,細胞増殖の調節機構 を知るた

めにも,さ らに臨床上内皮細胞数減少による視力障害を

治療する上でも有用である。

細胞増殖には,種々の細胞が産生する生理活性物質が

関与していることは,多 くの研究者の報告から明 らかで

ある。これまで,表皮成長因子 (EGF),形質転換成長因子

α(TGF― α),肝細胞成長因子 (HGF)な どが内皮細胞の増

殖を促進することが報告
4)6)～ 10)さ れている。さらに,EGF

や HGFの レセプターの伝令 リポ核酸 (m‐RNA)が内皮

細胞において発現しているという報告
1。 )11)も ある。また,

角膜実質細胞,角膜上皮細胞 (以下,実質細胞 または上皮

細胞)に おけるHGFの m―RNA発現の報告
1°)や ,実質細

胞における組織化学的方法によるEGF検出の報告
12)も

ある。これらの報告は,内在性成長因子が内皮細胞の増殖

を調節していることを示唆している。

一方,イ ンターロイキン(IL)は ,マ クロファージや リ

ンパ球をはじめとする種々の細胞が作る生理活性物質と

して近年注目されている。その作用には,細胞の増殖や分

化誘導といったものがあり,リ ンパ球だけでなく,他の細

胞にも広 く及んでいることがわかってきている。上皮細

胞,ま たは実質細胞 において,IL‐ lα ,IL‐ lβ,IL‐ 6,IL-8

の産生が報告
13)～ 15)さ れているものの,内皮細胞に対する

これらの因子の増殖調節作用機構についての報告は未だ

なされていない。そこで,培養家兎内皮細胞を用いて,内

皮細胞の増殖に及ぼす種々のインターロイキンや,コ ン

プリー ト・マイ トジェン(complete mitogen; TGF―α,

EGF,HGFな ど)の効果を比較検討した。さらに,内皮細

胞 と実質細胞の相互作用を調べることにより,内皮細胞

の増殖に及ぼす実質細胞の効果についても検討 した。

II材 料 と方 法

1。 試  薬

IL-lα ,IL-lβ ,TGF‐ α,HGF,EGFは ベク トン・ ディ

キンソン社,IL-2,IL‐ 3,IL-4は ゲンザイム社製を用いた.

ウイリアムズ E(WE)培 地,ミ ニマム・エッセンシャル

(MEM)培地,ハ ンクス液,ウ シ胎児血清(FBS),仔 ウシ

血 清 (CS),ト リプ シ ン‐エ チ レ ンジア ミン 四 酢 酸

(EDTA)は ギブコ社製を,マ ルチウェル・プレー ト(6穴―
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35 mmφ ,ま たは 12穴-24 mmφ )はベクトン・ディキンソ

ン社製を用いた。共存培養 (co― culture)用 のインサー ト・

ウェルは,ミ リポア社製のミリセル(24 mmφ )を用いた。

コラゲナーゼはシグマ社製 Type Iを ,フ ィブロネクチ

ンはウシフィブリノーゲン(シ グマ社)か ら抽出した。ア

プロチエン(ト ラジロール)はバイエル社製を用いた.

2.内皮細胞および実質細胞の培養

1)内皮細胞の初代培養

白色家兎 (2 kg,雄)を ペントバルビタールナ トリウム

(ネ ンブタール①)を 用いて安楽死させ眼球を摘出した。

この眼球から強角膜片を作製し後,内 皮細胞をデスメ膜

ごと剥離 した。このデスメ膜を24 mmφ のウェルに入

れ,ト リプシン‐EDTAを l ml加 えて 5分間室温で放置

した後,ト リプシン‐EDTAを 吸引し,37° Cで 15分 間イ

ンキュベートした。このウェルにWE培地 を2 ml加 え

てよく撹拌し,内皮細胞 を単離した.単離組胞の生存率

は,ト リパンブルーによる判定で 90%以上を示した。次

に,単離した内皮細胞をウェル(24 mmφ )当 たり4× 104

個になるように調製 し,12穴のマルチ・ウェルにWE培
地,各種因子,ト ラジロール(21U/ml),フ ィブロネクチ

ン(2μ g/ml)を 加えて培養し,培養後 3日 目に培地交換

を行い,6日 目に内皮細胞数を比較した。

2)内皮細胞の 2代培養

初代培養と同様 の方法で単離 した内皮細胞 を10%

FBS,10%CSを 加 えた WE培地で 37°C,5%C02~95%

空気下,2日 間初代培養した。この初代培養細胞をハンク

ス液で 3回洗浄 した後,ト リプシンーEDTAを加えて単

離 した。単離 した内皮細胞 をウェル(24 mmφ )当 た り

4× 104個 になるように調製 して,ト ラジロール(21U/

ml),フ ィプロネクチ ン(2μ g/ml)を 加 えたWE培地で

2代培養を行った。このWE培地を用いた 2代培養細胞

に各種因子を加え,培養後 3日 目に同様の条件で培地交

換を行い,6日 目に内皮細胞数を比較検討した。これらを

まとめたものを図 1に不す。

3)実質細胞の培養

白色家兎 (2 kg,雄)よ り摘出した眼球から,ゴルフ刀で

上皮を十分に剥離した後,強角膜片を作製した。この強角

膜片から内皮をデスメ膜 ごと剥離した後,強膜を切除 し

実質片を作製した。この実質片をハサミで十分に細切 し,

それを 10 mlの 0.05%コ ラゲナーゼの入ったディシュ

に入 れ 37℃,5%C02‐ 95%空気下 で 24時 間イ ンキュ

ベー トした。その後,遠心分離と洗浄を繰 り返し実質細胞

を単離した。単離した実質細胞は,一部は初代培養の実験

に用い,一部は5%FBSの 入ったMEM培 地で継代培

養を重ねて株化し実験に用いた.

4)内皮細胞と実質細胞の共存培養 (co―culture)

まず,単離内皮細胞 をWE培地にウェル(35 mmφ )当

た り4× 104個 播種 した。次に,そ の上にウェルの底がコ

ラーゲン膜になっているミリセルを乗せ,そ の中に単離
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r WE+10%FBS+10%CS｀
L37℃、5%C02-95%空気ノ

↓. 2日間
トリプシンーEDTA処 理

↓
2代培養

′ 4x104細胞/m1/we‖         、
I WE+フ ィプロネクチン (2μ g/mi)+l
L トラジロール(21U/ml)+各 種因子 ノ

37℃ 、5%C02~95%空 気
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培養液

実質細胞を種々の細胞数で播種 した (図 2)。 こうするこ

とにより,実質細胞 と内皮細胞は細胞同士が接すること

がなく,そ の液性成分のみ通過することができる。この状

態で 37℃,5%C02~95%空気下で培養 し,3日 目に培地

交換を行い,6日 目に内皮細胞数を比較した。

3.実質細胞の培養上清(conditioned medium,CM)

の調製

5%FBSの 入った MEM培地で 100代以上継代 した

家兎株化実質細胞をハ ンクス液で 3回洗浄し,MEM培
地で 37°C,5%C02~95%空気下で 1日 間培養し,さ らに

MEM培 地で培地交換 を行った後,3～ 4日 間培養 し培
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角膜実質細胞

ミリ・セル

コラーゲン膜

角膜内皮細胞

図 2 内皮細胞 と実質細胞の共存培養の模式図.

内皮細胞 (4× 104個/2 ml)を ウェルに播種 し,実質細

胞 (0～ 32× 104個 /1.5 ml)を インサー ト・ウェル (ミ リ

セル)に播種 した。6日 間無血清下で培養 し,細胞数を

測定 した.

養液を集めた。この培養液を3,000回 転で 30分間遠心分

離 し,そ の上清を 0.2μmの ミリポアフィルターで濾過

したものをCMと して実験に用いた。

4.細胞数の測定

それぞれ同一の条件下で 3ウ ェルずつ 6日間培養した

初代または2代培養内皮細胞をハンクス液で 3回洗浄し

た後,ト リプシンーEDTAを ウェル当た りl ml加 え 5分

間室温 で放置 し,ト リプシンーEDTAを 吸引してか ら

37°Cで 15分 間イ ンキュベー トした。この内皮細胞 に

10%FBSの入ったWE培地を加えて撹拌 し細胞を単離

した。同一条件で 3ウ ェルずつ行った細胞数を血球計算

板で測定し,そ の平均値を用いて各実験の比較を行った。

III 結  果

1.EGF,TGF‐α,HGFの効果

ウェル(24 mmφ )当 た り4× 104個 に調製 した 2代培

養内皮細胞にEGF,TGF―α,HGFを 加え,無血清下で内

皮細胞 の増殖に対 す る効果 を調べた。EGF,TGF― α,

HGFは濃度依存的に内皮細胞の増殖 を促進 し,最大効

果は 10 ng/mlでみられた (成長因子無添加 と10 ng/ml

摘出眼球 (家兎、2 Kg)
|

▼

内皮細胞とデスメ膜の剥離

↓
トリプシンーEDTA処理
(37℃、10～ 20分 )

I

▼

パスツールピペットによる撹拌

↓
単離細胞

↓
播種

初代培養

″ 4x104細胞/ml/we‖       ヽ
「 WE+フ ィプロネクチン(2μ g/ml)十
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図 3 EGF,TGF‐ αおよび HGFの内皮細胞増殖に対する効果 .

図 1で示 した ように,単離 した内皮細胞を播種 し(2代 )培養 した。図中に示された濃度の EGF(a),TGF‐α

(b)ま たは HGF(c)を 培養系に加 え,継代培養後 6日 目に細胞数 を測定 した。各点は,平均値±標準誤差 (n=
3)を表す。EGF:表皮成長因子,TGF‐α:形質転換成長因子,HGF:肝 細胞成長因子

↓ 6日間

細胞数測定

図 1 家兎内皮細胞の摘出と培養の手順 .

WE:ウ イ リアムズ E,FBS:ウ シ胎 児血清,CS:f子
ウシ血清
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a

c                                                 d

図 4 内皮細胞の顕微鏡写真 .

単離した内皮細胞に無添加で(a,培地のみ),ま たは EGF(b),TGF― α(c)あ るいは HGF(d)を 添加 し3日 目に

撮影した。

b

内

皮

細

胞

数
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図 5 初代培養と2代培養における内皮細胞増殖の鮨交

図 1で示したように,単離 した内皮細胞 を播種 し培

養:し た。10 ng/mlの EGF,TGF‐ αまた は HGFを
加 え培養した。細胞数は初代培養後 (a),あ るいは 2

代継代培養後 (b)6日 目に測定 した。各値 は平均

値±標準偏差 (n=3)を 表す。

添加 した もの との有意差 は,そ れぞれ p<0.001,p<

0.05,p<0.05)(図 3a～ c)。 EGF,TGF― α,HGFに より内

皮細胞増殖が促進された像を図 4a～dに示した。

2。 初代培養内皮細胞 と2代培養内皮細胞の比較

培養細胞においては,培養日数の違いによって成長因

子に対する反応性が異なることが十分考えられる。そこ

図 6 EGFま たは TGF‐ αとHGFの組み合 わせ に

よる内皮細胞増殖に対する効果 .

図 1で示したように,単離した内皮細胞を播種 し(2

代)培 養 した。10 ng/mlの EGF,TGFで ま た は

HGFを ,単 独 (a,b)ま た は組 み合 わせ て (aで は

EGF+HGF,bで は TGF‐ α+HGF)を 加 えた。継代

培養後 6日 目に細胞数を測定 した。各値は平均値士

標準誤差 (n=3)を 表す。

で,初代培養内皮細胞と,一度 トリプシン処理し再度播種

した 2代培養内皮細胞で成長因子の反応性が同じか否か

対 照 HGF  EGF  EGF+
HGF

対照   HGF  TGF―α  HGF+
TGF― α

m
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養内皮細胞に種々のインターロイキンを加え,内 皮細胞

の増殖に対する効果を調べた.加 えたインターロイキン

の濃度は,IL-lα (101U/ml),IL-lβ (101U/ml),IL‐ 2(10

1U/ml),IL‐ 3(1001U/ml),IL-4(1001U/ml)と した。その

結果,対照に対 し上記濃度のインターロイキン単独では,

内皮細胞の増殖に対する有意な促進効果はなかった(図

7)。 細胞増殖の促進効果はあまりなかったが,IL-lβ は

内皮細胞の伸展を促進 した。IL-lβ が内皮細胞の伸展を

促進 した像を図 8a,bに示した。

5。 EGF,TGF‐ αと IL‐ lβ の相加効果

ウェル(24 mmφ )当 た り4× 104個 に調製 した 2代培

養内皮細胞を用い,種々のインターロイキンのうち,内皮

細胞 に対 し細胞伸展効果の高かった IL-lβ と,EGF,
TGF‐αを併用した ときの効果について調べた。IL-lβ

は 101U/ml,EGF,TGF‐αはlo ng/mlの 濃 度 で 加 え

た。その結果,EGF,TGF‐ α単独で は,対 照 に対 し1.5

～ 2倍の効果が認められた。さらに,IL-lβ を加えるこ

について調べた。ウェル(24 mlllφ )当 たり4× 104個 に調

製した初代培養,お よび2代培養内皮細胞にEGF,TGF―

α,HGFを実験 1で最 も効果のあつた 10 ng/mlの濃度

で加えた。その結果,EGF,TGFで,HGFは ,初代培養お

よび 2代培養内皮細胞の増殖に対 し,と もに促進効果が

あった(図 5a,b)。 よって,少 な くとも2代培養 までは,

これらの成長因子に対する反応性は変わっていないと思

われる。

3.EGF,TGF‐ αとHGFの相互作用

ウェル(24 mmφ )当 たり4× 104個 に調製 した 2代培

養内皮細胞を用い,EGF,TGF―αにHGFを併用 したと

きの効果について調べた。EGF,TGF‐α,HGFは ,そ れ

ぞれ 10 ng/ml加 えた。HGF,TGF― α,EGF単 独添加 と

比較して,HGF+TGF‐α,HGF+EGFは有意に,内皮細

胞の増殖を促進 した (図 6a,b)。

4.イ ンターロイキンの効果

ウェル(24 mmφ )当 たり4X104個 に調製 した 2代培

内

皮

細

胞

数

（
％

）

200

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0
対照     IL-lα     lし lβ      lし 2     1L-3     1L‐ 4

図 7 インターロイキン(IL)の 内皮細胞増殖に対する効果.

図 1で示したように,単離した内皮細胞を播種 し(2代 )培養した.IL‐ lα (101U/ml),IL‐ lβ (101U/ml),IL―
2(101U/ml),IL‐ 3(1001U/ml),IL-4(1001U/ml)を 添加し,継代培養後 6日 目に細胞数を測定した。各値は平
均値±標準誤差(n=3)を 表す。

(a)                                                        (b)

図 8 1L‐ lβ を加えた内皮細胞の顕微鏡写真 .

内皮細胞 (4× 104個 /ウ ェル)を播種 し,IL-lβ を無添加 (a)ま たは 101U/ml添加 (b)し て初代培養 した。播種
後 3日 目の写真を示す。
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16 32

実質細胞数 /ミ リ・セル X10‐
4

図 10 実質細胞と内皮細胞の共存培養.

図 2に示したように,内皮細胞と実質細胞を共存培養

(初代)し た。細胞数は,共存培養後6日 目に測定した.

各値は平均値±標準誤差 (n=3)を表す。

とで,そ れ らの効果は対照に比 し5～ 6倍増強された (図

9a,b).

6。 内皮細胞と実質細胞の共存培養

内皮細胞 と実質質細胞 を共存培養し,内皮細胞に対す

る増殖効果 を調べた。まず,内 皮細胞 を WE培 地にウェ

ル(35 mmφ )当 た り 4× 104個 播種 した。そ して,ミ リセ

ル(24 mmφ )を ウェルに入れ,そ の中に実質細胞 をミリ

セル当た り8× 104個 ,16× 104個 ,32X104個 播種 した。そ

の結果,内皮細胞の増殖 は実質細胞 と共存培養すること

により,実質細胞数に依存 して促進され,16× 104個 以上

で対照に対 し有意差を認 めた (p<0_001)(図 10)。

7.実質細胞の CMに よる効果

実質細胞の CMを 内皮細胞 を加 えて効果 を調べた。

10%お よび 20%の CMに よって内皮細胞の増殖は,対

照に対 し 2倍程度促進 された(p<0.05)(図 11)。 CMに

よる内皮細胞の増殖像を図 12a,bに示す。

日眼会誌 100巻  11号

0                 10                20

CM濃度 (%)

図 11 実質細胞培養上清 (CM)の内皮細胞増殖に対す

る効果 .

材料 と方法の中で述べた方法で実質細胞―CMを調

製 した。内皮細胞 に実質細 胞‐CMを 10%ま た は

20%添加 して初代培養し,培養後 6日 目に細胞数を

測定した。各値は平均値士標準誤差 (n=3)を 表す。

IV考  按

既知の成長因子である EGF,TGF‐ αおよび HGFは

内皮細胞 の増殖 を促進することが報告
4)6)-10)さ れてい

る。本実験においては,こ れらの成長因子を含む種々の因

子の存在下での内皮細胞増殖について検討 した。一般に,

FBSの 存在下では内皮細胞 は安定 した増殖 をするが,

FBSに は多 くの未知。既知の成長関連因子が含 まれてい

るので,FBSを 添加 して培養 した とき,特定の成長因子

がどのように細胞増殖に影響を与えているかを判断する

のは困難である。したがつて,本実験では白色家兎角膜内

皮細胞の無血清培養を用いて種々の因子の効果 を調べ

た。

EGF,TGF― α,HGFは ,内 皮細胞 に対 し1.5～ 2倍 の

有意な増殖促進効果があ り,最大促進効果 は 10 ng/ml

でみられた。EGF,HGFの ヒト角膜内皮細胞 に対する増

a
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対照 lL-lβ   EGF EGF+      対照 IL-lβ  TGF― α TGF― α

lL‐ lβ                  +IL-lβ

図 9 EGFま たはTGF‐αとIL‐ lβ の組み合わせの内皮細胞増殖に対する効果.

図 1で示したように,単離した内皮細胞を播種し,(二次)培養した.IL‐ lβ (10 ng/ml),EGF(10 ng/ml)ま た

は TGF― α(10 ng/ml)を 単独,ま たは,組み合わせて添加し,継代培養後 6日 目に細胞数を測定した.各値は平

均値±標準誤差 (n=3)を 表す。
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殖促進効果 は,Wilsonら 1°)に より報告されている。しか

し,彼 らの報告では,HGFの 増殖促進効果のピークは

2.5～5 ng/mlで あり,本実験 と異なる。これはヒトと家

兎の違いによるものかも知れない。また,Wilsonら は,細

胞増殖を安定化させるため,FBSま たは仔ウシ血清を培

地に加えて実験 しているので,無血清培養で行った本実

験 とは単純 には比較できない。EGF,TGF‐ α,HGFは ,

いずれも単独で細胞増殖促進効果のあるコンプリー ト・

マイトジェン(complete rnitOgen)と して知 られている。

このうち,EGFと TGF‐ αは,細胞表面のレセプターを

共有しており,似たような効果を持つと考えられている。

本実験に先立って行った予備実験では,単独で最大効果

を示す 10 ng/mlの EGFと TGF‐αの相加効果 は認め

られなかった。これは,内 皮細胞 に対するEGFと TGF―

αそれぞれの効果が既にプラ トーに達してお り,同 一レ

セプターを介するこれらの成長因子の効果はそれ以上な

いと考えるのが妥当であろう。HGFは ,EGFや TGF‐ α

とは別の レセプターを介す るが,HGFに EGFま たは

TGF‐αをそれぞれ併用 した とき,有意な相加効果を認

めた。

一方,種々のインターロイキンの内皮細胞に対する増

殖促進効果について調べた結果,本実験で用いた濃度の

インターロイキン単独では,内皮細胞の増殖に対する促

進効果はないか,あ っても僅かであったが(図 7),IL‐ lβ

では内皮細胞 の伸展が促進 された。さらに,IL‐ lβ を

EGF,TGFィ とともにカロえることにより,内皮細胞の増

殖は著明に促進された.こ れまで IL‐ lβ の内皮細胞に対

する効果については知られていないが,本実験の結果か

らIL-lβ は,そ れ自体では強い内皮細胞増殖促進効果は

ないが,EGFや TGF‐αな どの コンプ リー ト・マ イ ト

ジェンの効果を増強することのできる補助成長因子 (co―

mitogen)と して働 くことが示唆 された。組織培養実験

で,IL‐ lβ が EGFの上皮細胞増殖促進効果を増強 した
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という報告
16)があるが,EGF,TGF― αの内皮細胞増殖促

進効果の IL‐ lβ による増強が,ど のようなメカニズムに

よるものなのかは現在のところ不明である。また,IL‐ 1

α,IL-lβ が HGFの m―RNAの 発現 を促進するとの報
′L17)も あり,他のインターロイキンについてもこのよう

な相加効果があるかどうかを含め,今後検討する必要が

ある。

これまでに述べたことなどから,こ れらの内在性成長

因子がパラクリン(paracrine)に より内皮細胞の増殖に

影響を与えている可能性は十分考えられる。そこで,内皮

細胞に対し,実 質細胞がパラクリン的増殖調節作用を持

つかどうかを調べるため,内皮細胞 と実質細胞の共存培

養および,実質細胞のCMに よる内皮細胞の増殖に対す

る効果を調べた。その結果,実質細胞 との共存培養や,実

質細胞のCMで内皮細胞の増殖は有意に促進された。こ

れらの結果は,内皮細胞の増殖を促進する物質が実質細

胞から分泌され,内皮細胞に対 して実質細胞がパラクリ

ン的増殖促進作用を持っていることを示唆する。また,逆

の作用,す なわち内皮細胞が実質細胞にどのように影響

するかということも含め,内皮細胞,実質細胞の相互作用

の詳細については今後さらに検討する必要がある。臨床

上で内皮障害に対 し,種々の成長因子を単独投与するこ

とにより,細胞数の減少を防ぐことは非常に困難であり,

加齢や角膜疾患,眼内手術操作による内皮細胞の減少は,

現状では防ぐことができない。もし,加齢に伴う内皮細胞

数の低下が今回検討 した成長因子,イ ンターロイキンの

産生の低下や,そ れらのレセプターの産生低下などが主

因ならば,成長因子やインターロイキンを含む生理活性

物質を直接投与することや,こ れらの因子のレセプター

遺伝子を内皮細胞に導入してレセプターを発現させるこ

とにより,あ る程度はその減少が抑制できる可能性はあ

る。

培養角膜内皮細胞の増殖促進・妹尾他

(a)                                                        (b)

図 12 実質細胞‐CMで増殖促進された内皮細胞の顕微鏡写真 .

図 11に示したように,内皮細胞に実質細胞‐CMを無添加 (a)ま たは 10%添加 (b)し て培養 した。播種後 3日

目の写真を示す.
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