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要

角膜創傷治癒過程に出現するケラ トサイ ト由来の筋線

維芽細胞 (myo■broblast,MF)は ,治癒 に必要な種々の

細胞外マ トリックスを産生することが明らかとなってい

る.今回,さ らに,MFが細胞外マ トリックスの分解酵素

である matrix metanoproteinases(MMPs)お よびその

阻害酵素である tissue inhibito■ of metanOprOteinases

(TIMPs)を 産生する可能性について,家兎角膜にアルカ

リ損傷および全層切開創を作製 し,形態学的検討を行っ

た。この結果,光学顕微鏡および電子顕微鏡免疫組織化学

によ り,両 損傷 で MFが MMP‐ 1,2,9お よび TIMP‐ 2

を産生することが明らかとなった。両受傷角膜に受傷後

1週間後から,MMP‐ 1は明らかな出現を示し,MMP‐ 2
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約

は微弱な発現を示 した。MMP‐ 9は 3週間後か ら微弱陽

性所見を示 した。MMP…2,9に関 しては,アルカリ損傷角

膜で 4週間後から発現が増強された。TIMP‐ 2は いずれ

の損傷においても 1週後からMFに陽性であった。今回

の検討で,MFは創傷後の細胞外マ トリックスの産生ば

かりでなく,MMPsおよびTIMPを同時に分泌 し,組織

の再構築にさらに重要な役割を担うことが明らかとなっ

た.(日 眼会誌 101:371-379,1997)
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Abstract
The matrix metalloproteinases (MMPs) and the from 3 weeks after injury. In addition, the levels of

tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) regu- MMP-2 and g were increased from 4 weeks after
late the extracellular matrix and are important in alkali-burned injury. The clear expression of TIMP-
the process of connective tissue remodeling. In this 2 was observed from 1 week after both types of
study, we investigated the expression of MMPs and wounds. These flndings indicate that MF is deeply
TIMP-2 by myofibroblasts (MF) originating from involved in degrading some of the key matrix pro-
keratocytes during the healing of alkali-burned and teins (such as type I collagen), and may play an
lacerated rabbit corneas. In Iight and/or electron important role in tissue remodeling in corneal
microscopic immunohistochemistry, the MMP-1, 2, wounds through production of MMPs and TIMP.
9 and TIMP-2 antibodies reacted with MF in both (J Jpn Ophthalmol Soc 101 :377-379,1997)
types of corneal wounds. The clear expression of
MMP-1 and the relatively faint immunoreaction of Key words: Corneal wound healing, Stroma,
MMP-2 were observed in both types of healing from Myofibroblast, MMp, TIMp
one week after wounding, while MMP-9 appeared
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I緒  言

Matrix metanOprOteinasc(MMP)群 は細胞外 マ ト

リックス(extracenular matrix,ECM)の 構成タンパ ク

質を分解する酵素で,組織の発生,炎症,創傷治癒,悪性腫

瘍の浸潤や転移などに重要な働きをすることが報告
1)～ 3)

されている。角膜に関しては,基底膜,実質をその基質 と

し,正常時では組織のターンオーバー,損傷時には変性物

質の除去,時には潰瘍形成に関わる可能性が示唆されて

いる。MMPを 特異的 に阻害する酵素 には,tissue in‐

hibitOr Of metanOprOteinase(TIMP)群 が あ り,MMP
の活性 をコン トロールする上で重要である1)～ 3)。 MMP
群が角膜実質細胞から分泌されることは,Finiら

4)～7)に

より,生化学的手法を用いて既に報告されており,Ber―

man8)は ,培養細胞を用いて MMP‐ 1の発現を螢光抗体

法により観察している。しかし,現在までに角膜における

MMPお よびTIMPの 物 υグυθでの免疫組織化学的報

告はない。

角膜実質の創傷治癒は,ま ず,損傷部周囲のケラトサイ

ト(keratocyte)が 胎生期実質細胞に類似 した線維芽細

胞 (lbroblast)へ形質転換し,増殖,遊走が起 こり,次いで

ECMの産生 。分解 といった組織の再構築が行われると

考えられてきた9)。 しかし,先 に我々は,家兎角膜でのア

ルカリ外傷および全層切開による実験で,ケ ラトサイ ト

はα_sm00th muscle actin(α _SMA)陽性,vimentin陽

性,desmin陰性の AV型筋線維芽細胞 (my“broblast,

MF)に形質転換し,I型 コラーゲンなどのECMを産生

することを明らかにした10)11)。
本論文ではMFを 形態学

的に同定 し,MFが創傷治癒に必要なECMを産生する

ばかりでなく,同 時にMMPお よびTIMPを 産生し,組

織の再構築により重要な役割を担う可能性について,免

疫組織化学的に検討した。

II材 料 と方 法

1.動物および試料の作製

実験 には,体重 2.5 kgの 自色家兎 21匹 21眼 を用い

た。実験は,「動物の保護および管理に関する法律」および

「日本医科大学動物実験指針」に従い行った。家兎はチオ

ペンタールナ トリウム (ラ ボナール①25 mg/kg静注,田

辺製薬)に よる全身麻酔 と0.4%塩酸オキシブプロカイ

ン(ベ ノキシール①,参天製薬)に よる点眼麻酔を施 した

後,既報の方法
10)で

右眼にアルカリ損傷および全層切開

創を作製した。アルカリ損傷はlM NaOHに浸した直

径 8mmの 円形濾紙 (東洋濾紙 No.2)を角膜中央に 1分

間載 せ た後,20 ml以 上 の phosphate― burered saline

(PBS)で洗浄し作製した。切開創は長さ8mmの全層切

開を角膜中央部に外科用メスを用いて作製 した.そ れぞ

れの創傷作製直後,0.3%オ フロキサシン(タ リビット③

眼軟膏,参天製薬)を 点眼した。角膜損傷後,7,14,21,28,
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35日後に各々 4匹 (ア ルカリ損傷群 2匹,切開群 2匹 )の

家兎を過剰量のチオペ ンタールナ トリウム (ラ ボナー

ル①,田 辺製薬)で致死させた後,輪部を含めた角膜全領

域の摘出を行った。残 りの家兎 1匹の角膜 は対照 として

用いた。採取 した角膜 は,4%パ ラホルムアルデヒド

(PFA)/PBSで 4℃,12時間固定し,免疫組織化学用 と

して型の ごとくパラフィン包埋を作製 し,使 用時まで

4°Cに保管 した。電子顕微鏡 (電顕)用 としてグルタール

アルデ ヒ ド/PBSで 4° C,24時間固定 を行 い,さ らに,

1%オ ス ミウム酸で後固定 した後脱水 し,Epok 812に

重合包埋 した。免疫電顕 用 として,4%PFA/PBSで
4°C,6時間固定後,凍結標本を作製した。これらの固定

時間,温度はそれぞれ厳密に行った。

2.免疫組織化学的検索

MMP,TIMPお よび α―SMAの検索は通常の方法に

よって脱パ ラフィンを行った後,0.3%H202/メ タノー

ルにより内因性ペルオキシダーゼ活性を阻止した。次に,

抗原の顕在化を目的として MMPお よび TIMP用 の切

片は 6 M urea(室温),α―SMA用の切片は蒸留水 (60°C)

に一晩浸漬 した。蒸留水および0.01 M PBSで 洗浄後,

lo%albumin(BSA)で 10分間非特異的反応 をブロック

し,そ れぞれの切片を 10%BSA/0.01 M PBSで 200倍

に希釈したモノクローナル抗 ヒトMMP-1,2,9,TIMP-2

抗体 (富士薬品工業)お よび 500倍希釈のモノクローナル

抗 α―SMA抗体(DAKO)で各々 4°Cで一晩反応させた。

PBSで洗浄後,二次抗体 として200倍 に希釈 したビオチ

ン化抗 マ ウス IgG山 羊抗体 を60分 間,PBSで 洗浄後

ABC(DAKO)を 45分間それぞれ室温で反応 させ,洗浄

後 DAB―H202で発色を行った。次いで,ヘ マ トキシリン

で核染色 を行い,脱 水透徹後封入 し,観 察 に供 した。

MMPお よび TIMPを産生 している細胞の同定のため,

2枚のパラフィン連続切片でミラーイメージの標本を作

製し,1枚を抗 MMPあ るいは抗 TIMP抗体により,他

の 1枚を抗 α‐SMAで それぞれ免疫組織化学的に検討

を行った。

3.電 顕 的 検 索

Epok 812に 包埋重合した組織は超薄切片を作製し,タ

ンニン酸染色12)を行い,日 立 H‐7100型電子顕微鏡で 75

kVの加速電圧により観察を行った。

4.免疫電顕的検索

PFA固 定凍結切片をPBSで洗浄後,1%BSA/PBS
で 200倍 に希釈した各抗体 (MMP‐ 1,TIMP-2)を 4°Cで

一晩反応 させた。次いで PBSで洗浄後,二次抗体 として

ペルオキシダーゼ・ラベル抗マウス山羊 IgG(Fab')2を 6

時間反応 させた。PBSで洗浄後 1%グルタールアルデ

ヒドで 10分間固定し,洗浄 した後DAB― H202に より発

色を行った。さらに,切片を 2%オ スミウム酸で後固定

し,洗浄後アルコール脱水 を行い,Epok 812に 包埋重合

した.作製 した超薄切片はクエン酸鉛の単染色を行い,観
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察に供 した。

III 結  果

1.免疫組織化学的観察

アルカリ処理により角膜損傷部実質は無細胞 となり,

ECMは 著しく障害された。1週間後には受傷部全域に

肉芽組織が形成され,好中球,単球,形質細胞などの浸潤

が観察された。肉芽組織内には線維芽細胞様細胞が多数

認められ,こ の細胞 はα―SMA陽性であった。4週間後

からは肉芽組織が角膜前面に局在 し,肉芽組織の消退 し

た領域ではα―SMA陽性の細胞 は認められなかった。

MMP,TIMPに ついては,肉芽組織内の実質細胞につい

て免疫組織化学的に検討を行った結果,MMP-1,2,9お

よび TIMP‐2が損傷領域の線維芽細胞様細胞 に認めら

れた (図 1).MMP-1の 陽性反応は受傷 1週間後から観

察を行った 5週間後まで認められた。MMP‐2は受傷 1

週間後から微弱な発現を認め,4週間後から染色性 は増

強した。MMP‐ 9は 3週間後から発現が認められ,4週間

後から染色性の増強を示した。TIMP‐2は検討 したすべ

てのステージで陽性所見を示し,損傷領域外にも陽性反

応が観察された (表 1).全層切開例では、損傷 1週間後

で,切開部に形成されたフィブリン塊中に実質の創面か

ら多数の線維芽細胞様細胞が増殖,遊走する像が観察さ
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表 1 アルカリ処理角膜の筋線維芽細胞における matrix

metanoproteinase(MMP)お よび tissue inhibito■ of

meta1loproteinase(TIMP)の免疫染色

1週   2週   3週   4週   5週  対照 *

MMP-1
2

9

TIMP‐ 2

一 :陰性,± :微弱陽性,十 :陽性,

れ,こ の細胞はα‐SMA陽性であった。2週間後に切開

部は肉芽組織で完全に覆われた。4週間後から肉芽組織

は角膜前面 と後面に局在し,5週間後には後面のみに限

局 した。MMP,TIMPに ついては,免疫組織化学 的 に

MMP-1,2,9お よび TIMP‐ 2が切開で生じた解離部に形

成された肉芽組織内の線維芽細胞様細胞に認められた

(図 2)。 MMP-1の陽性反応は受傷 1週間後から認めら

れ,5週間後には反応の減弱を認めた。MMP‐ 2は受傷 1

週間後から観察を行った 5週間後まで微弱な発現を示 し

た。MMP‐9は受傷 3週間後から5週間後まで微弱な陽

性反応を示した。TIMP-2はアルカリ処理群 と同様にす

べてのステージで陽性所見を示し,非損傷部にも反応が

認められた(表 2)。 対照 として正常角膜で免疫染色 を

行ったところ,検体によってはMMP-2の 微弱な陽性所

図 1 アルカ リ損傷後 4週間目角膜のパラフィン組織切片による免疫組織染色所見。

a:抗 matrix metaHoproteinase(MMP)‐ 1,b:抗 MMP‐2,c:抗 MMP‐9,d:抗 tissue inhibitor of metal‐

10prOteinase(TIMP)-2.損 傷部に遊走,増生 した線維芽細胞様細胞に各抗体の陽性反応が認められる。バーは

50 μrn
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表 2 全層切開角膜の筋線維芽細胞におけるMMPお
よび TIMPの免疫染色

日眼会誌 101巻  5号

図 2 全層切開損傷後 4週間目角膜のパラフィン組織切片による免疫組織染色所見 .

a:抗 MMP‐1,b:抗 MMP‐2,c:抗 MMP‐ 9,d:抗 TIMP‐ 2.損傷部に遊走,増生 した線維芽細胞様細胞は

抗 MMP‐ 1(a)お よび抗 TIMP‐2(d)に より陽性反応を示 している。一方,抗 MMP-2(b),9(c)で は微弱陽性所

見を呈 している。バーは 50μ m

MMP‐ l

,

9

TIMP-2

見が観察され,MMP‐ 1お よび MMP‐ 9は陰性であった。

TIMP-2は明らかな陽性所見を示した(表 1).ア ルカリ

処理 4週間後の角膜を用い,ミ ラーイメージのそれぞれ

の切片上で免疫組織化学的検討を行った。この結果,図 3

a,bの 矢印で示したように,ほ ぼ同一の細胞が α‐SMA
お よび MMP‐ 1陽性 で あ る ことが明 らか となった。

MMP-2(図 3c,d),MMP-9(図 3e,f),TIMP‐ 2(図 3g,

h)に ついても同様な結果が認められた。

2.電 顕 的観 察

アルカリ損傷 3週間後には細胞質内に dense bodyを

持 ち,細 胞 膜 に接 す るmicrotendon,あ るい はbasal

lamina様構造を持つMFの巣状の増殖 を認めた。MF
周囲ではコラーゲン線維の著 しい消失が観察された(図

4).全層切開群では切開で生 じた解離部の肉芽組織中

に,細胞質内にdense body,attachment site,pinocyto‐
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1週  2週   3週   4週   5週  対照*

tic vesicleお よび豊富な粗面小胞体 を持つMFの増殖

を認めた。MF周囲には不統一な方向性を示すコラーゲ

ン線維の新生が観察された (図 5)。

3.免疫電顕的観察

アルカリ損傷 3週間後の角膜で,抗 MMP_1お よび抗

TIMP-2を用いた免疫電顕による観察を行った。MMP-1
は矢 じりで示 した micronlamentの 束 を持つMFの 粗

面小胞体内に陽性反応を認めた(図 6a).TIMP-2も 同様

に pinocytotic vesicleを 持つMFの粗面小胞体内に陽

性反応を示した(図 6b).

IV 考  按

受傷 した角膜実質では,ケ ラトサイ トが形質転換され

て胎生期の線維芽細胞 となり,損傷治癒を担うとされて

きた9)が
,我々10川や Jesterら ")は 治癒過程で,ケ ラ トサ

イ トはMFへ形質転換することを明 らかにした。さら

に,我 々はこのMFが I,IV型コラーゲン,フ ィブロネク

チンなどのECM成分を盛んに産生することを明らかに

した10)14)。 実質損傷の治癒にはECMの再構築が最 も重

要であり,そ れは損傷 により生 じた変性 ECMの分解 ,

ECMの新生,お よびこれらの再整理などの一連の過程

から成る。本論文では,ケ ラトサイ ト由来のMFが ECM
の分解酵素であるMMPと ,そ の阻害酵素であるTIMP

a
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を産生 している可能性について損傷角膜組織を用いた形

態的観察を行い,MFの ECM分解への関与について検

図 3 アルカリ損傷後 4週間目角膜の ミラーイメージ切片上での免疫組織学的所見 .

a:抗 α‐smooth muscle actin(α ‐SMA),b:抗 MMP‐ 1,矢 印で示したように,抗 α―SMA抗体陽性細胞 と同

一の細胞 に抗 MMP‐ 1抗体 陽性反応が認 め られ る.c:抗 α‐SMA,d:抗 MMP‐ 2,e:抗 α‐SMA,f:抗
MMP‐ 9お よび g:抗 α‐SMA,h:抗 TIMP‐ 2の各カップルも同様な所見を呈している。バーは 50μ m

討した。この結果,ケ ラトサイ トが壊死に陥る重篤なアル

カリ外傷においても,全層切開のような機械的損傷にお
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図4 アルカリ損傷後 3週間目角膜の一般電子顕微鏡 (電顕)所見 .

Dense body(大矢印),microtendon(矢 じり)や basal lamina様 構造 (小矢印)な どの myonbroblast(MF)の

特徴を示す細胞の増生が認められ,そ の周囲のコラーゲン線維の消失が観察される。タンニン酸染色.バーは
lμm

図 5 全層切開損傷後 3週間目角膜の一般電顕所見.

Dense bOdy(大 矢印),attachment site(矢 じり)や pinoc■otic vesicle(小矢印)な どの MFの特徴を示す細胞
の増生が認められる。細胞周囲には不統一な方向性 を示すコラーゲ ン線維が観察 され る。タンニン酸染色 .

バーは lμm
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いて も,MFは少 な くともMMP‐ 1,2,9お よび TIMP-2

を産生することが明 らかとなった。また図 4,5の 電顕写

真に示されるように,ア ルカリ損傷例で MF周 囲にコ

ラーゲン線維の消失が観察され,こ の所見はMMPの強

D

図 6 アルカリ損傷後 3週間目角膜の免疫電顕所見 .

a:抗 MMP-1に より損傷部 に増生した MFの粗面小胞体内に陽性反応が認められる(矢印)。 矢 じりは MF
の特徴の一つである細胞 内の nlicronla11lentsを 示す。b:抗 TIMP‐ 2に より損傷部に増生 した MFの粗面
小胞体内に陽性反応が認 め られる(矢印).矢 じりはMFの 特徴の一つであるpinocytotic vesicleを示す。
バーは lμm
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い発現を示唆 した。

MMP-1は I,II,IH,Vll,X型 コラーゲ ン,ゼ ラチンな

どを分解す る間質型 コラゲナーゼで,腫瘍細胞,上皮細

胞,線維芽細胞,炎症細胞などから産生されることが知 ら

れている1)3).Berman8),Girardら 15)は
,角 膜 実質細胞 に

よって MMP‐ 1が産生 さオじ́ることを報告 しているが,′η

υグυθで免疫組織化学的には検討されてお らず,本論文が

最初の報告である。ミラーイメージ切片で免疫組織化学

的に観察 した ところ,α‐SMA陽 性細胞 と同一の細胞 に

MMP‐ 1抗原が認められたことや,さ らに,免疫電顕法に

よりMFの 特徴を持つ細胞 の粗面小胞体 内に MMP-1

抗原の存在が認められた ことによって,MFが MMP-1

を産生することが明らか となった。角膜実質の 70～80%

はコラーゲンから構成 されてお り,MMP‐ 1の分解基質

の一つである I型 コラーゲンはその主要な成分である。

表 1,2に 示すように,MFは比較的早期か ら MMP‐ 1を

産生 して障害を受けた I型 コラーゲンの処理に関与した

ことを示唆 した.ま た,角膜実質の受傷後 に過剰に産生さ

れるlH型 コラーゲン16)の 処理にもMMP-1が 関与するも

のと考えられる。

MMP-2,9抗原について も,ミ ラーイメージ切片上で

α_SMA陽性細胞 と同一の細胞 に認め られ,MFが これ

らの MMPを 発現していることが明らか となった。

MMP-2は ゼラチ ン,IV,V,VII,X,測 型 な どのコラー

ゲン,フ ィブロネクチン,ラ ミニン,エ ラスチンなどを基

質 とする MMPで ,腫瘍細胞,線維芽細胞,血管内皮細胞

な どか ら産生 される1)-3).正
常角膜での MMP-2の発現

について,Finiら
4)5),Matsubaraら 6)7)は

,ウ サギ初代培

養を用いた研究で,ケ ラ トサイ トが latent型 MMP‐ 2を

産生することを生化学的に明らかにした.さ らに,熱傷後

治癒過程での active型 MMP‐ 2の 発現 を報告 した。今回

の形態的観察で も,正常角膜 に,検体 によっては微弱な

MMP-2の 陽性所見を認 めたが,陰性所見 を示すもの も

観察された。この不安定な結果は,正常角膜では MMP-2

の発現量が非常に少ないために生じたと考 えられる。

MMP‐ 9は ゼラチン,IV,V型 コラーゲ ン,エ ラスチン

の他,nativeな I,IH型 コラーゲンも分解す ることが報

告されてお り,産生細胞はマクロファージ,好中球などの

炎症細 胞,線 維芽細 胞,上 皮 細胞 な どが知 られて い

る1)～ 3)17)18).角 膜実質における MMP‐ 9発現 については,

培 養細胞 を継代 す る こ とに よつて,ケ ラ トサイ トが

MMP‐ 9を産生するようになると報告
4)-7)さ れている。物

υあθでも,MMP-9は正常角膜には認められず,損傷角膜

での発現が生化学的に報告
6)さ れている。

両損傷で,MMP-2と MMP‐ 9発現の程度差 を免疫反

応切片上で比較検討すると,ア ルカリ損傷例 に比較的強

い発現が認 められ,こ れ は,強 アルカ リによって変性 コ

ラーゲン(ゼ ラチン)が多量 に生 じ,そ の処理のためにゼ

ラチナーゼ群が多 く発現 したものと考えた。一方,図 4に

日眼会誌 101巻  5号

示したような MF周 囲の basal laminaお よび micro―

tendonは MFと 問質の接着に重要な構造物で,MFの収

縮による損傷部の縮小に関与することが知 られている。

これらの構造物の主成分はIV型コラーゲンやフィブロネ

クチンで,こ れらはグラチナーゼ群の基質である。今回の

観察でゼラチナーゼ群の発現が 4,5週後で比較的増加

していたが,そ の理由として,MF自 身が産生 した basal

laminaな どの本来は正常角膜に存在しないものを分解

するために,損傷治癒がある程度進んだ時期からゼラチ

ナーゼ群が増加したとも考えられる。しかし,詳細につい

ては不明である。

TIMPは MMPの特異的な阻害因子として重要であ

る。MMPの 活性はそれらの共通のインヒビターである

TIMPと 111で結合されることによって調節 され,組

織発生,創傷治癒,炎症,癌の転移などの生体反応は両者

の微妙なバランスの上に維持されている1)18)。 今回の実験

では,両 受傷 にTIMP-2の 発現が観察 され,ミ ラーイ

メージ切片上での免疫組織化学的検索および免疫電顕法

からMFに よってTIMP-2が産生されることも明らか

となった。また,TIMP-2は MMP群 のほとん ど認めら

れない状態でも発現して細胞増殖に関与した り1)19),低 濃

度ではMMP-2を 活性化すると報告
19)20)さ れ,こ れらの

機能に加え,MMPの異常な発現を監視しているとも考

えられる。TIMP‐2は正常角膜のケラトサイ トにも陽性

であったが,MF胞体中の豊富 な粗面小胞 体 全域 に

TIMP‐2が免疫電顕的に観察されたこと,加 えて,損傷部

のMFの細胞密度が正常時のケラトサイ トに比較 して

著しく高いことから,損傷部の TIMP‐ 2発現量は正常角

膜より多いことが示唆された。MFは MMP群 を産生す

るとともに,MMPの活性を調節するTIMPを 同時に発

現することによって受傷角膜の創傷治癒過程に深 く関わ

ることが明らかになった。ところで,ア ルカリ損傷後の経

過中で,し ばしば生じる角膜潰瘍は,主 に好中球が放出す

るコラゲナーゼが原因と考 えられてきたが21),MFに よ

るMMPの 過剰発現も要因の一つとして考慮する必要

があると考えられた。

本研究により,角膜の治癒過程に出現するMFが多角

的に組織の再構築に関与するために,各種 コラーゲンを

含むECMの産生のみならず,ECMを 分解するMMP,

そして,そ れを制御するTIMPを 同時に産生することが

物 υグυθで免疫組織化学的に確認された。

稿を終えるに当たり,ご助言をいただいた日本医科大学眼

科学教室大原國俊教授ならびに日本医科大学第一病理学教室

福田 悠助教授,技術的にご指導をいただきました日本医科

大学第一病理学教室若松恭子氏に深謝いたします。

本研究の一部は文部省科学研究費,一 般研 究(C)No.

07671938の 援助を受けた。本論文要旨は第 18回 角膜カン

ファランス,第 15回 日本眼薬理学会シンポジウムIIで発表し

た.
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