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神経麻痺性角膜症(neurotrophic keratopathy)は ,角

膜知覚を司る三叉神経が障害され角膜知覚が低下 した時

に生 じ,角膜上皮の創傷治癒の遅延による種々の上皮障

害と角膜実質の融解が臨床的な特徴である。神経麻痺性

角膜症の治療には,角 膜上皮を保護する療法や fibro‐

nectin点眼療法などが有効であるとされているが確実

な治療法はない。本研究では,知覚神経伝達物質である

substance Pの 角膜上皮細胞に対する作用の細胞生物学

的研究を通 じて,角膜知覚の生理的意義を考察 し,さ らに

神経麻痺性角膜症の病態の解明と新しい治療法を開発す

ることを目的とした。Substance Pは tachykinin fam‐

ilyの一つで,11個のアミノ酸から成るペプチ ドである.

家兎角膜器官培養を用いた研究から,substance P単 独

では角膜 上皮の伸長 には何 ら影響 を認 め ないが,

insulin‐ like g■owth factor‐ 1(IGF‐ 1)が 共 存 す る と

substance Pおよび IGF‐ 1の濃度に応 じて角膜上皮の

伸長が促進 された。他の神経伝達物質 (acetylcholine,
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norepinephrine,serotoninな と
｀`
)や tachykinins(neu‐

rokinin A,eledoisinな ど)で は IGF‐ 1と の相乗作用は

観察されず,substance Pに 特異的な作用であることが

明らかとなった。Substance Pは tachykinin familyに

対する受容体 (NK‐ 1,NK‐ 2お よび NK‐ 3)と 結合するこ

とにより,そ の生理作用を発現 す a Substance Pと

IGF‐ 1の相乗作用には,こ れらのうち NK‐ 1受容体が関

与することを明 らかにした。さらに,IGF‐ 1は 角膜上皮

細胞の substance P受容体の結合定数や結合部位数に

何ら影響を与えず,こ の相乗作用は受容体レベルでの反

応ではないことが明らかとなった。外界からの信号や刺

激に反応して,細胞内の信号伝達経路が活性化され,種々

の生理作用が発現する。Substance Pと IGF‐ 1に よる角

膜上皮伸長促進反応は,細胞内信号伝達経路である pro‐

tein kinase Cお よび ty■ osine kinaseの 阻害剤により

相乗作用が抑制 され,こ れらの二つの経路が積極的な意

義を有することが明らかとなった。細胞外マ トリックス
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に対する受容体であるintegrinを 介して,角 膜上皮細胞

とfibronectinな どの細胞外マ トリックスとの接着が角

膜上皮創傷治癒では重要な役割を演じてお呪 interleu‐

kin 6お よび表皮成長因子 (EGF)が角膜上皮細胞での

integrinの発現を促 し,角 膜上皮創傷治癒を促進するこ

とをこれまで報告 してきた。Substance Pお よび IGF‐ 1

を添加して角膜上皮細胞を培養すると,integrin α 5お

よびβlの messenger RNA(mRNA)発 現が促進 して

いること|が reverse transcription‐ polymerase chain

reaction(RT¨ PCR)法 により日月らかとな り,実際 に fi‐

bronectinマ トリックスに接着する角膜上皮細胞数も増

加 した。したがって,substance Pと IGF‐ 1に よる角膜

上皮伸長促進作用の機序の一つとして integrinの発現

の促進が考え られる。Tachykinin familyは ,一般にC

末 端 にphenylalanine‐ 任 意 の ア ミノ酸‐glycine‐

leucine‐ methionine amide(FXGLM)の ア ミノ酸配列

を有することが共通の構造である。IGF‐ 1と の相乗作用

に必要な substance Pの最小構造を検討すると,C末端

の 4個 の ア ミノ酸配列 を有 す るペ プチ ドで あ る

phenylalanine‐ glycine_leucine‐ methionine al■ lide

(FGLM)では相乗作用を認めたが,構造的に類似の iso‐

leuCine‐ glycine‐ leucine‐ methionine anlide(IGLⅣ l),

valine‐ glycine‐ leucine‐ methionine anlide(VGLM),

tyrosine‐ glycine‐ leucine‐ methionine alnide(YGLII),

あるいは 3個のアミノ酸配列であるglycine■eucine‐

methionine amide(GLM)な どのペプチ ドでは全 く相乗

作用が認められず,FGLMが最小必須アミノ酸配列であ

ることが明 らか となった。これ らの J“ υ
"rο

での研究

成果に基づき,れ υわοでの角膜上皮創傷治癒に対する

substance Pと IGF‐ 1あ るいは FGLMと IGF‐ 1の 点

眼の効果 を検討すると,substance Pと IGF‐ 1お よび

FGLMと IGF‐ 1の点眼はともに角膜上皮欠損の再被覆

を有意に促進することが認められた。実際に臨床的にも,
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substance Pと IGF‐ 1の点眼が家族性自律神経失調症

(Rlley‐ Day症候群)の症例で,角 膜知覚の低下と涙液減

少のために遷延化 した上皮欠損を伴う神経麻痺性角膜症

の角膜上皮欠損の修復 に有効であった。さらに,sub‐

stance Pの最小必須 ア ミノ酸配列であるFGLMと
IGF‐ 1の点眼が三叉神経麻痺による角膜上皮障害の治

療 に有効 で あった.Substance Pと IGF‐ 1あ るい は

FGLMと IGF‐ 1の点眼療法の神経麻痺性角膜症に対す

る臨床的有用性について,今後症例を重ねて検討する必

要がある。生体内で最も知覚の鋭敏な角膜において,知覚

神経支配の重要性は臨床的に認識されていたが,本研究

により知覚神経伝達物質であるsubstance Pが液性因

子である IGF‐ 1と 互いに協調的に作動 し,角 膜上皮の恒

常性の維持や創傷治癒過程に積極的に関与していること

が明らかとなった。現在の医学では神経を再生させるこ

とは困難であるが,神経伝達物質である substance Pと

IGF‐ 1を投与することにより,あ たかも正常の神経支配

があるかのような錯覚を角膜上皮細胞に与えることは可

能であると考えられる。角膜ヘルペスや糖尿病などでし

ば しば経験する角膜知覚の低下 した症例では,sub‐

stance Pの減少により角膜上皮細胞の細胞外マ トリッ

クスヘの接着性などが障害され,そ の結果 として種々の

角膜上皮障害が生 じることが神経麻痺性角膜症の病態の

一つではないかと考えられる。神経麻痺性角膜症に対す

る根治的な治療法として,本研究によりsubstance P(あ

るいはFGLM)と IGF‐ 1点眼療法の確立への第一歩が

踏み出されたものと考える。(日 眼会誌 101:948-974,

1997)

キーワー ド:神経麻痺性角膜症,神経伝達物質,Sub‐

stance P,IGF‐ 1,細胞接着,角膜上皮,創傷

治:癒,Integrin,Focal adhesion kinase,

Paxillin,Fibronectin,角 膜矢日覚

Neurotrophic Keratopathy

―Studies on Substance IP and the Clinical

Significance Of COrneal Sensation一

Teruo lNishida
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Abstract
Neurotrophic keratopathy, which often follows corneal epithelial cells. Our findings prompted us to

damage to the trigeminal nerve, is clinically char- try a new mode of treatment for neurotrophic
acterized by various types of epithelial disorders and keratopathy. Substance P, a member of the tachy-
melting of corneal stroma. To understand both the kinin family, is an ll-amino-acid peptide. In an
pathology of neurotrophic keratopathy and the organ culture system using rabbit corneas, sub-
physiological significance of corneal sensation, we stance P alone had no effect on corneal epithelial
investigated both the cellular and molecular func- migration. In the presence of insulin-like growth
tions of a sensory neurotransmitter, substance P, in factor-l (IGF-l), however, substance P synergis-
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tically facilitated corneal epithelial migration in
proportion to the concentration of substance P or
of IGF-1. Other neurotransmitters (acetylcholine,

norepinephrine, serotonin etc.) or tachykinins
(neurokinin A, eledoisin etc.) did not show this
synergistic effect with IGF-1. Among receptors for
the tachykinin family (NK-l, NK-z, or NK-3) only

the NK-1 receptor system was involved in the syner-
gistic effect of substance P and IGF-I on corneal

epithelial migration. IGF-1 affected neither the

binding constant nor the number of sites of sub-

stance P receptors in corneal epithelial cells, sugges-

ting that the synergistic effect was not regulated at
the receptor level. Various extracellular signals

activate the intracellular signal transduction sys-

tem, thus amplifying specific biological functions.
We found that the addition of inhibitors of protein
kinase C or tyrosine kinase clearly inhibited the

synergistic effect of substance P and IGF-I on

corneal epithelial migration, demonstrating that
protein kinase C and tyrosine kinase are involved in
the synergistic effect. During corneal epithelial
wound healing, epithelial cells must attach to a

provisional, extracellular fibronectin matrix. We

previously reported that interleukin 6 and epidermal
growth factor (EGF) facilitate corneal epithelial
wound healing by activating the expression of fi-
bronectin receptor (integrin). Reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) revealed

that substance P and IGF-1 increased expression of
mRNA for integrins a5 and B1 in cultured corneal
epithelial cells and also increased the number of cells

that attached to a fibronectin matrix. These find-
ings strongly suggest that substance P and IGF-1

synergistically increase corneal epithelial migration
by activating the expression of integrin. Tachy-

kinins share a five amino acid sequence, phenyl-

alanine-free amino acid-glycine-leucine-methionine
amide (FXGLM), at the C-terminus. Studying sub-

stance P, we found that a four amino acid sequence

at the C-terminus, FGLM, was the minimum amino

acid sequence for the synergistic effect on corneal

epithelial migration. Structurally similar tetrape-
ptides mimicking other members of the tachykinin
family isoleucine-glycine-leucine-methionine amide
(IGLM), valine-glycine-leucine-methionine amide

(V GLM ), tyrosine - glycine - leucine - met hionine
amide (YGLM), and the tripeptide glycine-leucine-

methionine amide (GLM) did not have any synergis-

日眼会誌 101巻  12号

tic effect with IGF-I. Based on these findings irz

uitro, we investigated the effect of eye drops
containing substance P plus IGF-1 or FGLM plus

IGF-1 on the epithelial wound closure of rabbit
corneas in uiao. Both combinations significantly
facilitated corneal epithelial wound closure. In a

clinical setting, the administration of substance P
plus IGF-1 effectively treated corneal epithelial
defects in a patient with Riley-Day syndrome, a

disease in which corneal epithelial defects persist
trecause of loss of corneal sensation and hypola-
crimation. In a patient with neurotrophic ker-
atopathy due to trigeminal nerve paralysis follow-
ing surgery, eye drops containing FGLM plus IGF-1
eliminated superficial punctate staining. Although
we have treated only two cases, these clinical results
encourage further development of such eye drops
for the treatment of various corneal epithelial dis-
orders resulting from neurotrophic keratopathy.
The long-recognized importance of the trigeminal
nerve to the maintenance of the corneal epithelium
is partially clarified by our finding that a neural
factor (substance P) acts synergistically with a

humoral factor (IGF-1) to maintain the integrity of
the corneal epithelium by up-regulating fibronectin
receptors. Thus in neurotrophic keratopathy the
lost or diminished corneal sensation may signal an

insufficiency of substance P resulting in inadequate

cell adhesion to the fibronectin matrix. Both pro-
phylactic treatment and fibronectin eye drops have

been reported to promote resurfacing in epithelial
disorders, but there is no specific treatment for
neurotrophic keratopathy. Current medicine cannot
regenerate a damaged trigeminal nerve, but the
administration of substance P and IGF-1 might send

messages to epithelial cells as if they were innervat-
ed. Treatment with eye drops containing substance

P plus IGF-1 or FGLM plus IGF-1 may shed light on

future approaches to treatment of neurotrophic
keratopathy. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 :948-974,
1997)

Key words: Neurotrophic keratopathy, Neur-
otransmitter, Substance P, Insulin-
like growth factor-1 (IGF-1), Cell
attachment, Corneal epithelium,
Wound healing, Integrin, Focal adhe-
sion kinase, Paxillin, Fibronectin,
Corneal sensation
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生理的意義や機能に関しては未だ十分には解明されてい

ない。

本研究では,知覚神経系の神経伝達物質である sub―

stance Pの 角膜上皮に対する生理作用を明らかにし,神

経麻痺性角膜症の病態のより深い理解 とその治療の可能

性を模索することを目的とした。

II 神経麻痺性角膜症

我々はfibronectinな ど角膜上皮創傷治癒を促進する

薬剤の研究の過程で,fibronectin点 眼療法の適応 となる

遷延化 した角膜上皮欠損の症例では,角膜知覚が低下 し

ている例が多いことに気づいた。角膜の知覚を司る三叉

神経が,中枢,神経節あるいは末梢のどのレベルで傷害さ

れても,角膜知覚は低下 し,角膜,特に上皮に種々の病変

が生 じることが,古 くは 1824年 にMagendie5)に より最

初に報告されている。また,1894年 には三叉神経痛に対

する外科手術の重篤な合併症の一つとして角膜障害が報

告
6)さ れている。このように 170年以上前の 19世 紀か

ら,多 くの先人たちは,臨床的に三叉神経が傷害され知覚

が低下している症例では,多彩な角膜障害が生じること

を経験 し報告 してきた。Neurotrophic keratitisの臨床

的特徴 は,結 膜充血,虹 彩炎,角 膜浮腫 によるstippled

haze,水 疱形成,点状表層角膜症 (SPK)な どの種々の角

膜上皮障害であり,上皮欠損部は乾燥しており混濁 して

いる7)8).最 近の Krachmerら の教科書 によると,neur´

otrophic keratitisを 三期に分け,そ れぞれの段階での特

I緒  言

角膜疾患の病態は,遺伝性のものから感染症 まで極め

て多彩で,治療には内科的な薬物療法と外科的な手術療

法を適切に選択することが必要である。抗生物質や抗ウ

イルス剤などの抗微生物剤の開発や,角膜移植術などの

外科的治療法の進歩により,多 くの角膜疾患を今 日治療

することができるようになってきた。一方,細胞生物学や

分子生物学の進歩により,我々は角膜の恒常性の維持機

構や創傷治癒過程などに関与する因子をより深 く理解す

ることができるようになってきた。角膜上皮の幹細胞

(stem cen)が 輪部に存在すること1)～3),XYZ theoryで
説

明される角膜上皮の動態4),あ るいは角膜上皮創傷治癒

を調節する因子である表皮成長因子 (EGF)や interleu―

kin 6な どのサイ トカインの作用や fibronectinや ヒア

ルロン酸などの細胞外マ トリックスの作用の解明など

が,角膜の生理や病理の理解に大きく貢献した (表 1).

我々は従来角膜上皮創傷治癒の機序における細胞外マ

トリックス,特に fibronectin― integrin系 の役割について

研究を重ねてきた。これらの研究を通じて角膜知覚が低

下している症例にしばしば遷延性角膜上皮欠損が生 じる

ことを臨床的に経験した。種々の角膜疾患の鑑別に当た

り,角膜知覚検査が重要な位置を占めていることを経験

している。このことは,角膜への知覚神経支配が角膜,特

に上皮の構造 と機能の維持に重要な役割を演じているこ

とを示している。しかしながら,角膜に対する知覚神経の

表 1 角膜上皮創傷治癒に関する成長因子,サイ トカインおよび細胞外マ ト

リックス

細胞 。器官培養   ル υあο動物実験  臨  床

成長因子

EDGF
EGF
FGF
HGF
KGF
IヽGF

PDGF
TGF―β

サイ トカイン

Interletlkin l

lnterleukin 6

細胞外マ トリックス

Fibronectin

NR
↑ 128)240)-243)

↑ 250)251)

↑ 256)

^ 256)257)

NR
↑261)

↑, ↓ 240)263)

↑ 238)239)

↑ 244)-247)

↑ 252)-255)

NR
↑258)

↑ 259)26())

↑ 262)

NR

NR
↑265)

↑131)

NR
NR

↑273)

NR
248)249)

NR
NR
NR
NR
NR
NR

↑264)

↑191)

Y7)vs:/W
Laminin
Collagen tlpe I\,r

Vitror-rectin

NR
NR

133)134)135)
140)269)

↑ 159)

NR
NR
NR

↑ 127)128)266)-268)     ↑ 130)131)

↑:促進,↓ :抑制,NR:報告なし

EDGF｀ :eye― derived growth factor,EGF:epiderinal growth factor,FGFi nbrob‐

last growth factor,HGF:hepatocyte growth factor,KGF:keratinOcyte growth

factor,M(〕 F:mesoderrnal gro、 アth factor,PI)GF:platelet‐ derived grOv7th factOr,

TGF‐β i transforming growth factOr― β NR:not repOrted

↑150)153)270)

↑266)

↑ 266)271)272)

NR
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徴 と治療 の原則が詳細 に記載 されてい る9).Jaffe7)は

neurotrophic keratitisの 治療 として,角膜上皮障害の発

生を予防することが最善の治療法であり,強制閉瞼が有

用であると述べている。現在でも確実な治療法はなく,神

経麻痺性角膜症は治療に苦慮する疾患の一つである。

角膜知覚が低下したために生じる多彩な病像に対し

表 2 神経麻痺性角膜症の所見と原因

神経麻痺性角膜症の所見
。点状表層角膜症
。再発性角膜びらん

・遷延性角膜上皮欠損

・角膜潰瘍

神経麻痺性角膜症の原因

・ヘルペス性角膜炎(HSV,VZV)
・脳腫瘍,聴神経腫瘍
。眼科手術後 (角膜移植術・自内障手術など)

。角膜熱傷,角膜化学熱傷
。中毒性角膜症 (点眼麻酔剤・β―ブロッカーなど)

。先天性 (Adie症候群,家族性自律神経失調症など)

。角膜ジス トロフィ(格子状など)

。糖尿病

HSV : herpes simplex virus, VZV : varicella zoster virus

日眼会誌 101巻  12号

て,neuroparalytic keratitis,neurotrophic ulcerな ど

種々の病名が用いられてきたが,一つの疾患群 として神

経麻痺性角膜症 (neurotrophic keratopathy)と いう疾患

概念が必要である。神経麻痺性角膜症では,そ の基本的な

原因は角膜知覚の低下にあるが,極 めて多彩な臨床所見

が表現される(表 2)9)～
19).角膜上皮の最表層に点状のフ

ルオンセインの染色が観察されるSPKを生 じる例や,

さらに重篤な症例では,角膜上皮全層が欠損し再被覆が

生 じない麿延性角膜上皮欠損 となり,最終的に実質の融

解が生じ角膜潰瘍 となる例も経験する。これらの神経麻

痺性角膜症の病態は,基本的に角膜上皮創傷治癒の遅延

であると考えられる。角膜知覚が低下する原因 として最

も頻度が高いのは,好神経ウイルスである単純ヘルペス

ウイルスや帯状疱疹ウイルスの感染によるヘルペス性角

膜炎であり20)～ 25),実
際に臨床上角膜知覚の低下が鑑別診

断の大きなポイントである。一方,角膜内の神経が切断さ

れるような眼科手術 (角膜移植術など)の後
26)～ 35),角膜熱

傷やアルカリ熱傷による神経線維を含む角膜強膜組織の

壊死,点眼麻酔剤などの頻用による中毒性角膜症などに

おいても角膜知覚の恒常的な低下がしばしば認められ

る36)～ 43)が
,こ れらの症例では三叉神経線維の末梢での障

表 3 Tachykinin familyの アミノ酸配列

Tachykinins Phe― Xaa― Gly― Leu― Met―NH2

Substance P

Neurokinin A
Neurokinin B

Physalaemin
Eledoisin
Kassinin

Arg'Pro
His
Asp

pGlu-Ala
pGlr"t-['ro

Asp -Val -I'ro

[-r's -l)rrr -(]ln -(]ln -l'he -l'he -(i11' -Lcu -NIct

Li,s 'l'l-rr-Asp-Scr I'ho Val Gll Leu \let
llet -llis'.,\sp -l)ht- -l'ht' -\'irl -(iJ1 -l-eu -\{ct

Asp-l'ro -r\sn-l-1 s -F'hr, f i r' ()ll Leu \let
St'r-l-r's -r\sp-r\la-l'hc Ile. -(ily I-"u 11",

l-1's -Ser -Asp-Oln 'l']he -\-al -()11 'l.eu -\Iet

NH2
N H2

N H2

N H2

N I12

N H2

図 1 角膜における神経線維の分布 (ラ ット,塩化金染色).

角膜実質内の異なる深さに神経線維が網状に分布している。
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Substance P

図 3 角膜創傷治癒における substance P

して初めて報告された。Substance Pは ,知覚神経の伝達

物質であり11個 のアミノ酸から成 る神経ペプチ ドで,

taChykinin familyの 一つである(表 3)103)～
106)._方

,神

経終末から分泌された substance Pは速やかに enkeph‐

aHnaseで分解される。

角膜が障害されると,そ の刺激は三叉神経節に伝えら

れ,電気的な aCtion potentialの 変化 として中枢に伝達

され,痛みとして感 じる。刺激に反応 して,三 叉神経節か

らsubstance Pが 遊離され,action potentialを 調節する

と考えられているが,刺激に反応して神経節から遊離 し

た SubStance Pの うち,約 20%が中枢に向かい,約 80%
が逆に木梢に向かうと考えられている.Substance Pは ,

中枢のみならず,末梢で重要な生理作用を有していると

考えられ,い わゆるneurOtrOphic factorで あると考え

られてきた(図 3).

III 角膜上皮創傷治癒機序の研究

外界の変化を認識 し生体の生理的機能や構造のみなら

ず,精神神経的な安定性 (恒常性)を維持するために,多 く

の感覚器の中でも視覚情報が極めて重要な位置を占めて

いる。角膜は眼球の最前部に位置し,水晶体とともにレン

ズ系としての役割を演じている。角膜に要求される最 も

重要な生理機能は,透明で外界の光を完全に眼内に導入

することと,網膜へ正確に焦点を合わせるために適切な

屈折力を有することである。しかしながら,角膜は外界に

直接面しており,そ の解剖学的な位置より極めて外界の

変化の影響を受けやすく,し ばしば角膜,特にその表面で

ある上皮に障害が生じる。幸いなことに,こ れら外界から

の侵襲に対 して極めて速やかに反応し,正常の角膜では

上皮欠損は短時間で修復される。しかしながら,感染症

(特 に角膜ヘルペスなど)や糖尿病あるいは慢性関節 リウ

マチなどの全身疾患を有する例では角膜上皮創傷治癒が

遅延する12)22)48)107)～ 115)。

正常角膜では,上皮下の基底膜部に主 としてlaminin

や C01lagen type IVが 存在する。角膜上皮の欠損が生じ

ると,欠 損部に fibronectinが 出現する116)～ 118)。
残存 して

いる上皮細胞が,こ の一時的な基底膜であるfibronectin

マ トリックスの上に接着し,移動することで創傷治癒が

開始される(角膜上皮創傷治癒第一相,細胞移動期)。 この

図 2 角膜 における Substance Pの 局在 (ラ ッ ト,螢

光抗体法,laser confocal microscOpe)。

Substance Pに 対する黄緑の特異螢光が線状に実質

内に観察 される.

害であると考えられる。脳腫瘍や聴神経腫瘍に対する手

術に伴う三叉神経麻痺
44)～ 51),さ らには先天性の家族性自

律神経失調症など52)で は,三叉神経核あるいは神経節レ

ベルでの障害により角膜知覚が低下する。糖尿病患者に

おいても,角膜知覚の低下がしばしば認められ,糖尿病角

膜症の病態に知覚神経が関与 している可能性が示唆され

る53)～ 61)。

角膜が透明性を維持し,眼球の窓としての役割を果た

すためには,角膜そのもののみならず,角膜を取 り巻 く環

境の役割を知ることが必要である。角膜は,体の中で最も

知覚が鋭敏な組織である。正常角膜には血管が存在 しな

いが,三叉神経による神経支配の調節 とともに,涙液,前

房水,あ るいは輪部係蹄血管や結膜からの液性因子によ

る細胞機能の調節を受けてお り,“角膜は血液由来の液性

成分の中に浮かんでいる神経を伴った組織である"と 考

えるべきである.し たがって,角膜の生理や病態を考える

ときには,神経系因子による調節機構と,涙液などに由来

する液性因子による調節機構の両者の働きを考慮せねば

ならない。

角膜への神経支配は,三叉神経の第 1枝である眼神経

がさらに長毛様体神経となり,角膜輪部で輪状の plexus

を形成 し角膜実質中を放射状に分布する。角膜実質中で

無髄 となり,そ の後実質から上皮の方に向かって前方に

進み,上皮下で再びplexusを形成し微細な神経終末を角

膜上皮層に分布する。角膜における神経終末の密度は 1

mm2当 た り約 6,500と 極 めて多 く,そ の直径 は 0.5～ 5

μmの 繊細 な無髄神経である(図 1)62)～
75)。

角膜内には

SubStanCe :P,CalCitOnin gene― related peptide(C(31RIP),

acetylchoHneな どの神経伝達物質の存在が免疫組織学

的な研究や生化学的な研究により明らかにされている

(図 2)76)～
101)。

SubStance Pは ,1931年 |こ von Eulerら 102)|こ ょって,

ウマの脳 と小腸から血圧降下 と腸管を収縮させる因子と

00
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◆第 1相

●接着・伸長

◆第2相

●ナ曽殖

◆第3相

●分化

図5 角膜上皮創傷治癒機転.

時,活動的な角膜上皮細胞において,fibrOneCtin受 容体

である integrin α 5 β lの 発現が克進している(図 4).

一層の上皮細胞で欠損部が被覆されると,角膜上皮細胞

は増殖を開始 し,上皮の厚みが増加する(第二相,細胞増

殖期).そ の後,上皮細胞は分化し,正常角膜上皮で認めら

れるような整然 とした層構造が形成され,創傷治癒が完

成する(第二相,細胞分化期)(図 5)H9)～
122)。 このように,

Laminin

角膜上皮の創傷治癒過程の第一相である上皮細胞の接着

や伸長の作動システムとして fibronectin‐ integrin系 が

極めて重要な役割を演じている。角膜のみならず皮膚の

表皮の創傷治癒においても,ま た性周期に伴う子宮内膜

上皮の変化においてもfibronectin‐ integrin系 が中心的

な役割を演じてお り123)～ 126),組織や臓器の違いを乗 り越

えて外胚葉由来の上皮・表皮系細胞での創傷治癒に共通

の機序が存在することは極めて興味のあることである。

前述のように角膜上皮欠損は自発的に速やかに修復す

ることより,原因のいかんにかかわらず上皮欠損の治療

の原則 として粘性点眼剤,人工涙液,油性眼軟膏,治療用

コンタクトレンズ装用あるいは圧迫眼帯などの角膜を保

護する目的の治療法で角膜上皮創傷治癒が自然に進行す

るのを待つしかなかった。しかしながら,こ れらの治療法

に反応しない上皮欠損の症例がある。角膜上皮創傷治癒

の機序 に関す る細胞生物学的 な研究 によ り,fibro―

nectin,ヒ アルロン酸や EGFな どの生物学的に活性を有

する物質が明らか となり,こ のような遷延性角膜上皮欠

損に対する治療に応用されてきた。

接着性糖蛋白質であるfibronectinが 角膜上皮欠損部

に出現し,角膜上皮創傷治癒に重要な役割を演じている

ことが報告
H6)～ H8)さ れた。実際に fibronectinの 添加 に

より角膜器官培養において角膜上皮の伸長が促進される

こと127)～ 129),ま た れ υあθでの角膜上皮創傷治癒が fi―

日眼会誌 101巻  12号

Fi bro n ecti on
receptorFi bron ecti on

Normal

12 hours

1 week

図 4 正常角膜 と障害角膜におけるfibronectin,fibroneCtin reCeptOr,lamininの 局在 (ラ ッ ト,螢光抗体法)118).

バーは 100 μrn.

レィ■
ー

:L_J墨嘔

,
,2L・

'い

=

甲碑ず響

――  ^  0

?|ユ1薦e上
C)

C)
π

・

`己

_

?襲,翻頸eよ―

_.こ_こ_`=ιl::k=蟻二
=■

|1111==

24 hours

'I≒
::書勢ノ

き
年
１

ヽ

．　
　
‘
´
Ｌ
´

が

∵

瞥
ｒ

バ

”「

・亀
．

ヽ

．
r

……二
=_

藤曖摯 ,



平成 9年 12月 10日 神経麻痺性角膜症の病態と治療・西田 955

10 20 30 40 50

Substance P(μ 9ノ nl:)

図 6 角膜上皮伸長に対する substancc Pの影響 .

家兎角膜片を 24時間種々の濃度の substance Pを 添

加 した培養液で器官培養 した。Substance P単 独では

角膜上皮の伸長に影響を与えなかった174"75).

NOne   EGF   :GF‐ l   bFGF   TGF‐ 3
(10 ngh:)(10 ng′ m:)(10 ng′ ni:)(10 ng′ In:)

図 7 角膜上皮伸長に対する substance Pと 各種成

長因子の相乗作用.

家 兎 角 膜 片 を 24時 間 substance P(50 μg/ml)と

種々の成長因子(10 ng/ml)を 添加 した培養液で器

官培養 した。Substance P,IGF-1,bFGF,TGF― βは

単独で は角膜上皮の伸長 に影響 を与 えなかった。

EGFは それ 自身伸長 を促進 した。Substance Pは

IGF-1お よ び EGFと の 相 乗 作 用 が 認 め ら れ

た174)175)。
[コ :None, ■|:Substance P(50 μg/

ml), *:p<0.01 vs None,#:p<0.01 vs withOut

substance P

IGF-1:insulin‐ like growth factor-1

bFGF:basic ibroblast groⅥ rth factor

TGF―β:transfOrnling grOwth factor‐ β

EGF:epidermal grOwth factor

ることが明らかとなった。しかしながら,実際にどのよう

な機序で作用しているのかについては未だ解明されてい

ない。角膜上皮創傷治癒過程 において,作動系 として

fibronectin‐ integrin系 が基本的に重要であることが従

来の研究から明らかにされたが,こ れらの研究成果をさ

らに発展させ,こ のような角膜上皮の創傷治癒過程が神

経系因子によりどのように制御 されているのかについ

て,細胞生物学的あるいは分子生物学的な手法を用いて

研究した.

bronectin点 眼により促進 されること130)131)な どを我々

は明らかにした。そこで,患者自身の血液から短時間で精

製した autologousな fibronectin132)を 点眼 し,角膜ヘル

ペス後などに認められる遷延性角膜上皮欠損が 2週間以

内に完全に再被覆化することを報告
133)134)し た。さらに,

fibronectin点 眼により外傷後の反復性角膜びらんの再

発が防止できることを報告
135)し た。その後の臨床研究に

より,fibronectin点 眼の有用性が報告
136)～ 144)さ れてい

る。

一方,ヒ アルロン酸はその粘性を利用して内眼手術時

の手術補助剤 として用いられてきたが145)～ 148),生
物学的

な機能 として fibronectinと 結合して角膜上皮創傷治癒

を促進することが明らかとなった122)131)149)-154).臨
床的に

も種々の角膜上皮障害の治療に有効であることが報

告
155)～ 159)さ れ,現在では厚生省の承認を得て角膜上皮障

害治療薬 として広く用いられている。このように,細胞生

物学的研究の成果が実際に臨床に応用され,fibronectin

点眼やヒアルロン酸点眼などの角膜上皮修復を積極的に

促進する治療法が開発された。

IV Substance Pの 細胞生物学的研究

角膜の構造と機能の維持に三叉神経などの神経系が重

要な役割 を演じていることを認識し,主 として三叉神経

がどのように角膜,特に角膜上皮細胞に作用しているか

の研究が多 くの先人たちにより行われてきた。Sigelman

ら160)は
,三叉神経をジアテル ミー凝固破壊 して作製した

神経麻痺性角膜症のラットにおいて,角膜上皮の創傷治

癒活性 は変化 しないものの角膜上皮細胞 の分裂が約

20%低下 していることを明 らかにし,三叉神経が角膜上

皮細胞の機能の制御に関与 していることを報告した.三

島
161)162)は 三叉神経が切断されても角膜に加 えられた外

傷は透明治癒するが,上皮の修復がやや遅延 しており,上

皮細胞の脱落の増加と増殖の低下が原因である可能性を

示した。一方,杉浦ら163)は 三叉神経切断家兎において,電

子顕微鏡を用いた研究か ら,角膜上皮細胞内や上皮細胞

間の支持機構の障害を示 し,三叉神経が角膜上皮の修復

過程において細胞の形態学的分化の過程を調節している

ことを報告 した。Fujitaら 164)は capsaicinを 新生マウス

に投与 した場合,角膜内の神経線維が退行変性 し角膜上

皮層の構造が乱れることを報告した。その後 も,三叉神経

の傷害による角膜上皮細胞の反応性について多 くの研究

がなされており,角膜上皮の細胞内の acetylcholine減

少による細胞増殖の低下,細胞層の非薄化,細 胞間の

tight iunctionの 障害や細胞間隙の拡大による透過性克

進,角膜上皮細胞と基底膜の接着低下による創傷治癒の

遅延などが報告
17)68)165)～ 173)さ れている。このように,臨床

的にもまた動物を用いた研究からも三叉神経の障害が角

膜上皮の障害を引き起 こし,三叉神経が角膜上皮の構造

や機能の維持に対してきわめて重要な役割を果たしてい
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SP+ICF‐ 1

図8 角膜上皮伸長に対するsubstance Pと IGF‐ 1の相乗作用 (ヘマ トキシリン・エオジン染色,培養 24時間後).

Substance P(50 μg/ml)あ るいはIGF‐ 1(10 ng/ml)を 単独に添加 しても対照(TC 199)と 比較して角膜上皮の伸長

に差異は認められなかった。Substance Pと IGF-1を ともに添加すると伸長は促進された。

1.角膜上皮伸長に対するsubstance Pの 作用

角膜上皮に対するsubstance Pの 生理作用を調べる目

的で,我々が先に開発 した角膜器官培養法127)を 用いて,

角膜上皮創傷治癒の第一相である角膜上皮の伸長に対す

るsubstance Pの 効果を検討した174)175).

Substance Pを 種々の濃度で培養液に添加しても角膜

上皮の伸長に変化は認められず,substance Pそ の もの

では角膜上皮創傷治癒に影響を及ぼさないと考えられた

(図 6).角膜は前述のごとく涙液や前房水に接しており,

これらに含まれる液性の因子によっても角膜上皮創傷治

癒が制御 されている可能性が ある。実際,涙 液 中には

EGF,interleukin lな どの成長因子やサイトカインが含

まれていることが報告
176)～ 190)さ れている。そこで,神経由

来の因子であるsubstance Pが これらの液性因子 と協調

して制御機構に関与 している可能性を考え,substance P

と種々の成長因子 とを同時に添加 して角膜上皮の伸長ヘ

の作用を検討した。Substance Pは 検討した成長因子の

うち,insulin‐ like growth factor‐ 1(IGF-1)お よび EGF
が共存すると相乗的に角膜上皮の伸長を有意に促進 した

(図 7,8)。 我々は,細 胞 外 マ ト リック ス で あ る fi‐

bronectinや 炎症性サイトカインの一つである interleu―

kin 6が角膜上皮の伸長を促進することを報告
127)129)191)

し |た が,substancc Pは fibronectinや interleukin 6あ

るいは他の細胞外マ トリックスやサイトカインとはこの

ような相乗作用を示さなかった(図 9)。 Substance Pと

IGF-1の相乗作用は各々の濃度に依存 しており(図 10),

さ ら に substance Pを 分 解 す る酵 素 で あ るenke―

phaHnaseを 添加すると相乗作用は認められなかった。

このように,神経系因子であるsubstance Pと 液性因子

である IGF-1の双方により角膜上皮創傷治癒の第一相

である上皮伸長の過程が制御されていることが明らかと

なった。

Substance Pと ともに相乗的に角膜上皮の伸長を促進

する IGF‐ 1は成長因子の一つで,ア ミノ酸 70個 から成

る分子量約 7,600の ポ リペプチドである。従来ソマ トメ

ジンCと して知られていたが,insulinと 類似 した生理作

用を有することや insulin receptorと も結合することな

どか ら,現在ではIGF-1と 呼ばれ,種々の細胞の増殖や

分化 を促進する作用が報告されている192)～ 198).IGF‐ 1は

4つ の domainか ら構成 され,A domainと B domain

は二 つのジスル フィド結合で結 ばれ てお り,ま たA
domainの 中にも一つの SS結合が存在する(図 11).A

domainと B domainの 間にはC domainが存在してお

り,IGF‐ 1の構造は insulinの前駆体であるproinsuHn

ときわめてよく類似 している。IGF‐ 1お よびproinsuHn

のア ミノ酸配列を比較すると,A domainと B domain

で極めて homologyが高 く,同一の遺伝子に由来してい

ると推測される194)197)。 そこで,insulinに もIGF‐ 1と 同様

にsubstance Pと の本目:乗作用が認められるかについて検

討したが,insulinと substance Pと の相乗作用は認めら
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(A)

Nono  Fibronectin Collagen lV  Lamin:n  Vitronectin

(100 μg′mi)(100μヴml)(100■ 9′ml)(100 μg′ml)

None   lL‐ lα    lL‐ lβ    :L‐ 6

(10 ng/m:)(10nヴ ml)(10 ng/m:)

図 9 角膜上皮伸長に対する substance Pと 各種細

胞外マ トリックス(100 μg/mI,A)あ るいはサイ ト

カイン(10 ng/ml,B)の影響(24時間培養).

StllDStanCe I)は ,fibr01leCtin,lalllinill,C01lagell

type IV,Vitrollectin,interleukin l,il■ terleukin 6と

の相乗 作用 は認 め なかった175,.□ :NOne,■ :

Substance P(50 μg/nll),*:pく 0.01 vs None

れず,substance Pと の相乗作用は IGF‐ 1に特異的であ

ることが明 らかとなった。一方,他 のtachykinin family

や他の神経伝達物質を検討 したところ,substance Pに

のみ IGF-1と の相乗作用が認められた(図 12)。

2.角膜上皮細胞における substance P受 容体

細胞の機能を調節・制御する種々の生物学的シグナル

は,細胞表面の受容体 と結合することにより細胞内の信

号伝達経路を増幅し,最終的に角膜上皮細胞の接着や伸

長に関与する作動系の因子が活性化され,生理活性を発

現する。Substance Pと IGF-1に は,そ れぞれに特異的

な受容体 が存在する103)～ 106)197,199)～ 205)。 したがって,sub_

stance P単 独あるいは IGF‐ 1単独では角膜上皮の伸長

に影響を与えないのに,双方が共存する時のみ角膜上皮

の伸長が促進 される機序 として,受 容体 レベルでの

Cross talkか 細胞内信号伝達系での cross talkが 考えら

れる。そ こで,角 膜上皮細胞 におけるsubstance Pと

IGF‐ 1の受容体について検討 した。

Substance Pの 受容体 として,NK‐ 1,NK-2,NK-3の

二つが存在 する103)～ 106)199)200,。 それぞれの受容体 は ta‐
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図 10 角膜上皮伸長 に対する substance Pと IGF‐ 1

の相乗作用.

家兎 角膜 片 を 24時 間 substance P(0-50 μg/ml,

A)と IGF-1(0-10 ng/ml,3)を培養液に添加 して器

官培養 した。Substance Pと IGF‐1の 相乗作用 は

各々の濃度に依存 して認められた 174)。

C domain

B domain

図 11 lGF‐ 1の分子構造 .

chykinin familyの メンバーであるsubstance P,neuro―

kinin Aあ るいは neurokinin Bな どそれぞれに対 して

異なる親和性を有 している。Substance Pと IGF-1の 相

乗作用が substance P受 容体のうち,ど の subtypeを 介

しているのかを器官培養の実験系で上皮の伸長を指標 に

検討 した206).NK-1,NK‐ 2,NK‐ 3そ れぞれの agonistは ,

単独では角膜上皮 の伸長に何の影響 も与 えなかった。

IGF‐ 1が 共 存 し て もNK‐ 2 agonistあ る い は NK‐ 3

agonistは 角膜上皮の伸長に対 して何の影響 も認められ

D domain

A domain
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図 12 角膜上皮伸長における substance Pと IGF‐ 1

の相乗作用に対する substance Pの特異性 .

家兎角膜片を 24時間種々の神経伝達物質 (2× 10-5

M,A)あ るいは種々の tachykinin family(2× 10-5

M,B)と IGF‐ 1(10 ng/ml)を 培養液に添加 して器官

培養 した。種々の神経伝達物質や tachykinin family

の中で もsubstance Pに のみ IGF‐ 1と の相乗作用

が 認 め られ た174).□ :None,■ :IGF‐ 1(10 ng/

ml), *:pく 0.01 vs None

150

None       lGF‐ 1(10 ng/m:)

図 13角 膜上皮伸長 に対 す る substance P受 容体

agOnistと IGF‐ 1の相乗作用 .

家 兎 角膜 片 を substance P受 容体 (NK‐ 1,NK-2,

NK-3)agonist(2× 10-5M)と IGF‐ 1(10 ng/ml)を 培

養 液 に添 加 して 24時 間 器 官 培 養 した。NK■
agonistと IGF‐1に よる相乗作用が認められた206).

□ :N One, ■ :NK-l agOnist,嘴 I:NK-2
agonist,囲 :NK‐3 agonist,NK agonists: 2×

10-5 Nl,*:p<0.01 vs None

150

None         SP+:GF‐ 1

図 14 角膜 _上 皮 伸 長 における substane l)と IGF-1

の相乗作用に対するsubstance P受 容体 antago‐

nistの影響。

Substance P受 容体 (NK、 1,NK‐2)antagonist(2×

10-5M)を substance l)(2X10-5M)お よび IGF―

1(10 ng/ml)を 含む培養液に添加して家兎角膜片を

24時間器官培養した。NK-l antagonistの みが sub―

stance Pと IGF-1に よる相乗作用を阻彩した206)。

□ :NOne,■ INK-l antaЯonist,m:NK-2
antagOnist, NK alltagonisis: 2× 1()-3 、1, * :p′

0_01 vs None, #:1)<0.01 vs SI)+IGF-1

なかったが,NK‐ l agonistの みが IGF‐ 1と の角膜上皮

伸長への相乗作用 を示 した(図 13).逆 に,NK-1お よび

NK‐2の antagonistを 用いて検討すると,NK-l antag―

onistのみが substance Pと IGF-1に よる角膜上皮伸長

を阻害 した(図 14)。 これらの結果か ら,substance Pと

IGF-1の相乗作用の発現には,NK-1受容体が関与 して

いることが明らかとなった.

次に,substance Pと IGF‐ 1がお互いの受容体の親和

性などを変化させることにより相乗作用が発現するのか

について検討した。角膜上皮細胞の substance P受 容体

について,1251で放射標識 したsubstance Pを 用いて,培

養した家兎角膜上皮細胞への結合を測定した206).角 膜上

皮細胞 はsubstance Pと 結合し,そ の結合定数(Kd)は

0.45 nMで ,結 合部位数 (Bmax)は 細胞当た り21,000

個であった。一方,角膜上皮細胞を IGF‐ 1と ともに培養

して t substance Pに 対する角膜上皮細胞の結合定数

も結合部位数も何 ら変化を認めなかった。逆に1251で
放

射標識 したIGF-1を 用いて,IGF-1受 容体について測定

した が,結 合定 数 (Kd)は 4.l nMで ,結 合部 位 数 (B―

max)は 細胞当た り100,000個 であった。細胞をあらか

じめ substance Pと ともに培養して も,IGF-1に 対する

角膜上皮細胞の結合定数や結合部位数に変化を認めな

かった。これらの実験成績から,角 膜上皮細胞には sub―

stance Pお よび IGF‐ 1に対する受容体が存在している

が,IGF‐ 1に よりsubstance P受 容イ本の,逆 にsubstance

Pに よりIGF-1受容体の結合性には何の影響も与えず ,

substance Pと IGF-1に よる角膜上皮細胞への相乗作用

は,受容体レベルでの制御 (cross talk)で はないことが

明らかとなった。
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図 15 Substance Pと IGF‐ 1に よる角膜上皮伸長ヘ

の相乗作用に対する protein kinase阻 害剤の影響.

Substance P(2× 10-5M)お よび IGF-1(10 ng/ml)

を含 む培養液 に protein kinase C阻 害剤 (H‐ 7,30

,M i calphostin C,10μ M)あ る い は tyrosine

kinase阻 害 剤 (genistein,10μ M:herbimycin A,
10μ M)を添加 して家兎角膜片を24時間器官培養じ

た。Protein kinase C阻害斉1:な よび tyrosine kinase

阻害剤は角膜上皮の伸長を阻害した。

3.Substance Pと IGF‐ 1の作用に関与する細胞内信

号伝達機構

細胞へのシグナルが細胞膜の受容体で認識 されると,

細胞内信号伝達系(Signal transduction system)が 活性

化 され る。代表的な信号伝達系には,prOtein kinase C,

tyrosine kinase とcyclic adenosine 3', 5' rnonophos‐

phate(c―AMP)や cyclic guanOsine 3',5'‐ monophos―

phate(c― GMP)に 依存する protein kinase Aあ るいは

protein kinase Gが 知 られている。そこで,substance P

とIGF-1に よる角膜上皮伸長に対する相乗作用への細

胞内信号伝達系の関与 について protein kinase Cや

tyrosine kinaseの 阻害剤 を用いて検討 した。図 15に 不

すように,substance Pと IGF‐ 1を 同時 に添加 して促進

された角膜上皮の伸長 は,protein kinase C阻 害剤の H―

7あ るいは calphostin Cや tyrosine kinase阻害剤の

genisteinや herbimycin Aに よって阻害 された。これ ら

の実験結果から,substance Pと IGF‐ 1の 二つのシグナ

ルは,prOtein kinase Cと tyrOsine kinase系 を介して,

角膜上皮の伸長を促進することが明らか となった。

4.Substance Pの角膜上皮細胞の移動に対する作用

角膜上皮が欠損部へ移動するためには,integrinを 介

する fibronectinな どの基質への接着 と細胞内の裏打ち

蛋白質の活性化が重要である。Substance Pと IGF-1に

よる角膜上皮伸長促進作用が fibronectin■ntegrin系

で制御 されているかについて検討した。

1)Integrin

角膜上皮細胞には,fibronectinを はじめとする細胞外

マ トリックスに対する受容体である integrinが 存在 し,

fibronectinと の結合が角膜上皮細胞の接着・伸展・移動

の作動系 として極めて重要である118)120,122)207)～209).Inte_

Integrin α5

(171 bp)

Integrin βl

(189 bp)

G3PDH
(147 bp)

図 16 Substance Pと IGF‐ 11こ よるintegrin α 5お

よび integrin β lの発現促進 .

家兎角膜上皮細胞を substance P(2× 10-5M)お よ

び IGF‐ 1(10 ng/ml)を 含む培養液で 2時間培養 し,

RT‐PCR,去 を用 いて integrin α 5お よび integrin

βlに 対 す る 11lRNAを 測定 した。Substance Pと

IGF‐ 1に よりintegrin α 5お よび integrin β lの発

現が促進 した。N:None,S:SP(2× 10-5M),I:

IGF‐ 1(lo ng/ml), SI:SP+IGF-1

grinは α とβの二つの subunitsか ら構成 されるヘテロ

ダ イ マーでJibronectin分 子 の 細 胞 結 合 domainの

arginine― glycine― aspartic acid(RGD)の アミノ酸配1列 を

認識する。多 くの種類の α subunitや β subunitが存在

するが,fibronectinに 対する受容体 は主 として α5β l

である210)-217)。 そこで,substance Pと IGF‐ 1に よる角膜

上皮の伸長 に対する相乗作用が,作動系である integrin

の発現を介 しているのかについて検討した。

角膜 上 皮 細 胞 の integrin活 性 は,培 養 細 胞 を fi―

bronectinで コー トした plastic培 養皿に反応 させ,接着

した細胞の数を計測 した174).角
膜上皮細胞 を substance

Pあ るいは IGF-1単 独で添加 して培養しても,細胞の fi‐

bronectinへ の接着性 には変化 を認めなかった。しか し

なが ら,substance Pと IGF-1を ともに添力日して細胞を

培養す る と,接 着細胞 数 は有 意 に増加 した。この時 ,

glycine― arginine‐ glycine‐ aspartic acid‐ serine‐ pr01ine

(GRGDSP)ペ プチ ドを同時に添加すると,角膜上皮細胞

とfibronectinと の接着は阻害 されたが,対照 として用

い た 類 似 構 造 の glycine―arginine―glycine―glutamic

acid‐ serine^proline(GRGESP)ペ プチ ドでは何の影響 も

認め られ なかった。GRGDSPは integrinが 認識す るこ

との で き る RGD配 夕」を 有 して お り,fibronectin―

integrinの 結合を阻害する。したがって,substance Pと

IGF-1に より角膜上皮細胞の integrin活 性 は増強され,

fibronectinに よ り接着 しやす くなることが明 らか と

なった。

次に,substance Pと IGF‐ 1に より,実際に integrinの

遺伝子発現が刺激 され るのかについて reverse trans―

cription‐polymerase chain reaction(RT― PCR),去 を用

いて検討 した。図 16に 不す ように,substance Pあ るい
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図 17 角膜上皮細胞における蛋白質 リン酸化 .

ヒ ト角膜上皮 (1lCE)細 胞 を substancc I)(2X103

M)お よび IGF-1(10 nglnll)を 含む培養液で 30分 間

培 養 し,抗 phosphotゝ rosine抗 体 お よ び rhoda―

mine‐ pha1loidincで 二重染色 した.接 若斑の部分に

強 く黄緑の螢光が観察された.

は IGF‐1単独では対照 と比較 して integrin α 5お よび

integrin β lの バ ン ドに著明な変化 を認めなかった。し

か しなが ら,substance Pと IGF-1を 同時に添加 して培

養す ると integrin α 5お よび integrin β lの バ ン ドは

と も に増 強 さ れ,integrin α 5の messenger RNA

(mRNA)は 約 4倍 ,ま た integrin β lの mRNAは 約

1.5倍 に発現が増加 していた。これ らの結果から,角 膜上

皮 の 伸 展・移 動 の 作 動 系 で あ る integrinの 活 性 や

mRNA発 現を substance Pと IGF-1が相乗的に刺激 し

ていることが明らか となった。

2)リ ン酸化経路

細胞が外からシグナルを受けると,受容体を介 して細

胞内の信号伝達経路が活性化され,多 くは kinaseと 呼ば

れる蛋自質の リン酸化酵素の作用により,次々と蛋 白質

の リン酸化が生 じ,い わゆる kinase cascadeを 形成 す

る。そこで,tyrosine残基がリン酸化 されている蛋白質の

局 在 を phosphotyrosineに 対 す る抗 体 を用いて,sub―

stance Pと IGF‐1で刺激 した角膜上皮細胞で染色 した

(図 17)。 播種 した角膜上皮細胞 は,fibronectinマ トリッ

クス上で大きく広が り,伸展する部分 には扇状のいわゆ

る lamenipodiaが 観察 された.こ の部分で強 く基質 と結

合 していると考えられるが,こ の接着斑の部分に強 く黄

緑の螢光が観察された。このことは,細胞が伸展する時に

形成 される接着斑の部分の蛋白質がより強 くリン酸化 さ

れていることを示唆する.

3)Focal adehsion kinase(FAK)

細胞外マ トリックスに対する受容体 である integrin

の遺伝子発現が,substance Pと IGF‐ 1に より刺激 され

ることを明らかに したが,integrinに 対応 して細胞膜 の

内側 には裏打ち蛋白 と呼ばれる蛋白質が存在している。

その一つはFAKで ある。FAKは ,分子量が 125,000で ,

tyrosineの リン酸化 を受 ける蛋 白質 で ある。さ らに,

101■ inutes treatinent

図 18 FAKの リン酸化 に対する substance Pおよび

IGF‐ 1の影響 .

substance P(2× 10-5M)お よび IGF‐ 1(1()ng/ml)

を含 む培養液で HCE細 胞 を 10分 間培 養 した後 ,

fOcal adehsiOn l、 inase(FAK)に 対 す る 11l o n o―

clonal抗 体を用いて FAKを 免疫沈降 させ,電気泳

動後 phosphotyrosineに 対する抗体 (RC-20)で染色

した western blotの 結果.Substance I)と IGF-1は

FAKの リン酸化を相乗的に促進 した.
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munoprecipitaion
Anti― FAK

blotting :
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図 19 Paxillinの リン酸化に対する substance Pお

よび IGF‐ 1の影響 .

Substance P(2× 10-5M)お よび IGF‐ 1(10 1lg/ml)

を含 む培養液で HCE細胞 を 30分間培養 した後 ,

paxininに 対する monoclonal抗 体 を用いて paxil‐

linを 免疫沈降させ,電気泳動後 phosphotyrosineに

対 す る抗体 (RC‐ 20)で 染色 した western blotの 結

果。Substance Pと IGF‐ 1は paxiHinの リン酸化 を

相乗的に促進 した。

FAK自身 tyrosine kinase活性を有しており,隣接する

他の蛋自質をリン酸化する。FAKは細胞接着斑に局在

しており,integrinの 機能に密接に関与 している218)～ 220).

このようにFAKは ,細胞の接着,増殖や分化の過程で重

要な機能を果たしている。

Substance Pあ るいは IGF‐ 1を添加すると,そ れぞれ

単独ではFAKの リン酸化の変化は認められなかった。

しかしながら,substance Pと IGF‐ 1を ともに添加 して

培養すると,FAKの リン酸化が著明に増強した (図 18)。

この FAKの リン酸化 は,substance Pと IGF-1を 添加

して 5～ 10分後が最も強 く,30分後にはやや低下してい

た。これ らの成績 は,substance Pか らの シグナル と

IGF-1か らのシグナルの二つがきた時のみ,FAKが リン

酸化され活性化されることを示している.
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4)Paxillin

Paxininは 細胞 と基質 との接着部に局在する細胞骨格

系の蛋自質 (分子量 61 kDa)で ア ミノ酸 557個 から構成

される。FAKの活性化に伴い リン酸化され,ア ダプター

蛋白質 として機能す る221)222).substance Pと
IGF‐ 1と

いう二つのシグナルが共存することによりFAKが活性

化された時,実際に paxininが リン酸化されるかについ

て ヒ ト角膜 上 皮 (HCE)細胞 を用 いて,免 疫 沈 降法 と

western blot法 を用いて検討 した。

Substance Pあ るいは IGF‐ 1そ れぞれ単独 に刺激 し

て も,paxillinの リン酸 化 の変化 を認 め な かったが,

FAKと 同様 に,substance Pと IGF‐ 1の双方で同時に細

胞を刺激すると paxillinの リン酸化が著明に増強 した

(図 19).FAKが 5～ 10分後 にリン酸化が最高に達 した

のに比 し paxilHnの リン酸化 は 30分で最高 となった。

これ らの 成 績 か ら,pax‖hも FAKと 同 様 に,sub―

stance Pと IGF‐ 1の双方が共存する時にのみ,リ ン酸化

され活性化 されることが明 らかとなった。

5)Mitogen activated protein(MAP)kinase

細胞内の別のリン酸化経路 として主に増殖に関与する

と考えられている MAP kinaseは ,種 々の成長因子によ

り活 性 化 さ れ るserine/threonine kinaseで ,MAP

961

kinase自 身はthreonineと tyrosine残 基で リン酸化 を

受ける。活性化 した MAP kinaseは 細胞質から核内に移

行 (translocation)し ,核 内転写因子 をリン酸化 して転写

活性 を上昇 させ ると考えられて Jヽ る。MAP kinaseは ,

次々とリン酸化を行い,いわゆる MAP kinase cascade

を形成する223)～ 225)。 次に,substance Pと IGF‐ 1に より角

膜上皮細胞の MAP kinaseが活性化 されるか どうかに

ついて western blot法 と螢光抗体法で検討した。

前 述 の FAKや paxillinと 異 な り,MAP kinaseは
substance Pあ るい は IGF‐ 1単 独 の刺激 で も活 性 型

MAP kinaseの 増加が認められ,substance Pと IGF-1

を同時に添加 して も,そ れ以上には活性型 MAP kinase

が増加 しなかった.MAP kinaseの 活性化による trans―

locationを MAP kinaseに 対する抗体を用いて,そ の局

在を螢光抗体法で観察 した。培養液のみで培養 した角膜

上皮細胞では,核 内 に MAP kinaseの 局在 は認 め られ

ず,細 胞 質 内 にの み MAP kinaseが観察 され た。Sub―

stance Pの み,IGF‐ 1の み,あ る い は substance Pと

IGF‐ 1の 双方を添加 した群では,核 内を含めた細胞内全

体で,MAP kinaseの 特異螢光が観察 された (図 20).こ

れらの結果から,substance Pお よび IGF-1は ともに,単

独で MAP kinaseを 活性化するが,二つのシグナルの間

神経麻痺性角膜症の病態と治療 。西田

図 20 Substance Pお よび IGF‐ 1:こ よる mitogen activated protein(MAP)kinaseの translocation.

HCE細胞をsubstance P(2× 10-5M)と IGF-1(10 ng/ml)を添加 して培養 し,抗 MAP kinase抗 体を用いて

螢光抗体法で観察 した。Substance P単 独でも,IGF‐ 1単独でもMAP kinaseの translocationが 観察され

た。
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図 21 Substance Pと IGF‐ 1に よる角膜上皮細胞増

殖への影響 .

家兎角膜上皮細胞をsubstancc P(50 μg/ml)お よび

IGF-1(10 ng/ml)を 含 む培 養 液 で培 養 し,3H_

thymidineの 取 り込みを測定 した。Substancc Pも

IGF-1も 家兎角膜上皮細胞の増殖には何ら影響を与

えなかった174).

に相乗的な作用を示さないことが明らかとなった。

5。 角膜上皮細胞増殖

角膜上皮創傷治癒過程の第二相である細胞増殖に対し

て,substance Pと IGF-1が どのような作用を有するか

について,培 養 した家兎角膜上皮細胞 による3H_thy_

midineの 取 り込みを指標に検討 した174)。
種々の濃度の

substance Pの みあるいはIGF-1を添加 して培養 して

も3H_thymidineの 取 り込みに変化 は認められず,ま た

substance Pと IGF-1を 組み合わせて添加 して も3H_

thymidineの 取 り込みに変化 は認 められなかった (図

21)。 このよう|こ ,substance Pと IGF‐ 1は 角膜上皮細胞

の増殖を刺激しないことが明らかとなった。

V 動物眼での研究 (′ηυわθ)

Substance Pが IGF‐ 1と 相乗的に角膜上皮の伸長 を

促進することが,こ れら角膜器官培養系あるいは培養細

胞を用いた実験系で明らかとなったが,実 際に 物 υ′υθ

の研究モデルにおいて,substance Pと IGF-1の 点眼が

角膜上皮の創傷治癒を促進するかについて家兎角膜で検

日眼会誌 101巻  12号

討 した226)。

家兎角膜の上皮象」離 を n‐heptanolで行 L substance

Pお よび IGF‐ 1を それぞれ単独で,あ るいは組み合わせ

て点眼 し,角膜上皮 欠損面積 を経 時的 に測定 した (図

22)。 上皮剥離 24時間後において,対照 として用いた基剤

の生理的 リン酸緩衝液 (PBS)の みを点眼 した群 と比較

して,substance P単 独あるいは IGF‐ 1単独の点眼では

欠損面積に何 ら差異 を認めなかった。しかしなが ら,sub―

stance Pと IGF-1を同時に点眼すると,上皮欠損部の面

積 は顕著に縮小 していた。欠損面積の経時的な変化 を検

討すると(図 23),PBS点 眼群,substance P単独点眼群 ,

および IGF‐ 1単独点眼群の間には上皮修復のパ ターン

に有意な差異は認め られず,12～ 36時間にかけて直線的

に欠損部の面積が縮小 していた。一方,substance Pと

IGF-1を ともに点眼 した群では,12時 間後から上皮修復

が促進され,18時間以降対照群に比較 して有意に欠損面

積が縮小していた。これ らの成績を基に,角膜上皮欠損修

復速度 を計算す る と,対 照群 は,毎 時 0.92± 0.18(平均

値土標準偏差)mm2であるのに対 し,substance Pのみの

点眼群では0.91± 0.1l mm2,IGF‐ 1の みの点眼群 で は

0_89± 0.08 min2で あ り,対照群と比較 して有意な差 を認

めなかった。しかしなが ヽ substance Pと IGF‐ 1を同時

に点眼 した群では毎時 1.09± 0.09 mm2と 有意に上皮欠

損修復が促進 していた。これらの成績から,substance P

あるいは IGF-1は単独では ル′υ′υOでの角l]莫上皮創傷治

癒に対 して何 ら影響 を与えないが,substance Pと IGF‐

1が同時に存在すると相乗的に角膜上皮創傷治癒を促進

することが明らか となった。

VI臨 床 応 用

神経麻痺性角膜症の病態の一つとして,知覚神経の傷

害に伴うsubstance Pの 欠乏が考えられる。実際に臨床

症例で生検を行って角膜中に含有されるsubstance P量

の変化を計測することは不可能である。しかしなが ら,

substance Pと IGF‐ 1に よる相乗的な角膜上皮創傷治癒

の促進が研究室における基礎研究か ら明らかとな り,

我々眼科医の仕事は,こ れらの基礎研究の成果を如何に

して臨床の場に応用 し,現在治療法のない疾患の治療に

役立てるかであると考える。そのためには,よ り安定で,

より小分子で,必要にして十分な生物学的作用を有する

物質を見出すことが肝腎である。

1.Substance Pの最小必須構造

Substance Pの 生理作用は,平滑筋のみならず血管内

皮細胞に対する作用などきわめて多 くの組織に対する生

理作用が報告
106)227)～ 233)さ れている。さらに,substance P

の生理作用は動物種により異なるが,家兎では縮瞳など

を引き起こす。そこで,こ れらのsubstance Pの 有する他

の生理作用をできるだけ排除し,IGF-1と の相乗作用に

必要にしてかつ十分な最小必須アミノ酸配列を求める研
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珀B懲

SP+
図 22 Substance Pお よび IGF‐ 1点眼による角膜上皮創傷治癒への影響.

家兎角膜上皮を n―heptanolで 剥離し substance P(l mg/ml),IGF-1(lμ g/ml)あ るいはsubstance P+IGF
l点眼を施行した上皮剥離 24時間後の前眼部写真.Substance P単独あるいは IGF‐ 1単独の点眼では対照と

した PBS点眼と欠損面積の差異を認めなかった。しかしなが悦 substance Pと IGF‐ 1を 同時に点眼すると

角膜上皮欠損の修復は有意に促進した226).

ｏ
Ｅ
Ｅ
ご
ｏ
」く
ち
ｏ
お
０
一“
〓
ｏ
ｆ
五
Ш

４０

３０

２０

・０

0    10   20    30    40    50

(phenylalanine― イ壬意 の ア ミ ノ西変|― glycine‐ leucine‐

methionine)と い う共通 の構造 を有 してい る。そ こで,

substance Pの C末端の構造を残 しながら長さの異なる

短いペプチ ドの作用について検討 した。Substance Pの

C末 端 か ら 7イ国glutallline‐ glutallline‐ phenylalanine‐

phenylalanine― glycine― leucine‐ lnethionine alnide(QQF‐

FGLA4),6イ固glutallline― phenylalanine‐phenylalanine―

glycine― leucine― rnethionine al■lide(QFFGLλ 4),5イ固

phenylalanine‐ phenylalanine_glycirle‐ leucine― rnethio―

nine alnide(FFGLル 1),あ る い は 4イ固phenylalanin‐

glycine― leucine―methionine amide(FGLM)の ア ミノ酸

配列を有するペプチ ドは,そ れ自身は角膜上皮の伸長 に

何の影響 も与えなかったが,substance Pと 全 く同様 に

IGF-1と 相乗的に角膜上皮の伸長 を促進 した。しかしな

が ら,C末端の 3個 のア ミノ酸配列由来の tripeptideで

あるGLMは ,そ れ自身単独で角膜上皮の伸長 に影響 を

与 えないのみならず,IGF‐ 1と の相乗作用 も認めなかっ

た (表 4)。 次に,tachykinin familyの 他のメンバーであ

る neurokinin A,neurOkinin B,physalaenlinあ るいは

eledoisinの C末端 か ら 4個 のア ミノ酸配列 を有す る

tetrapeptide｀であ ′る‐valine‐ glycine― leucine―rnethionine

anlide(VGLA4),tyrOsine― glycine― leucine―nlethionine

amide(YGL～1)あ る い は isoleucine―glycine― leucine‐

Time A■ler Debridement

図 23 Substance Pお よび IGF‐ 1点眼による角膜上

皮欠損面積の経時変化.

家兎角膜上皮 を n―heptanolで 剥離 し substance P

(l mg/ml),IGF‐ 1(lμ g/ml)あ る い は substance

P+IGF‐ 1点眼 を施行 し,経時的に欠損面積 を測定

した。Substance P単 独あるいは IGF‐ 1単独の点眼

では対照 とした PBS点眼 と比較 して欠損面積 に差

異 を認 めなかった。しか しなが ら,substance Pと
IGF‐ 1を 同時に点眼すると角膜上皮欠損の修復 は有

意に促進 した226)。 ○ :PBs,● :sP,△ :IGF‐ 1,

▲ :SP+IGF-1,*:p<0.05,**:pく 0.01 vs PBS

究を行った。Substance Pを代表 とする tachykinin fam―

ilyは ,C末 端 の 5個 の ア ミノ酸 配 列 が FXGLM
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表 4 Substance P関連ペプチ ドと IGF‐ 1と の相乗作用

単独での作用  IGF-1と の相乗作用

Substance P

SP(5-11)

SP(6-11)

SP(7-11)

SP(8 11)

SP(9-11)

I♪ RKI)QQ「 FGLヽ 1-NIIt

QQFFGI´ M‐ N H2

(2FFGLヽ 1‐ N H2

FFGLNI― NHっ

FGI´ M‐ NH,
GI´M― NH,

＋

工

＋

＋

ユ

一

― :作 用な し

I):prOlinc、 R

Inneth i()1lillc

+ : fFlnb D IGF'1 : insulin-like gro\r'th factor-1

arginirre. K : I1'sine. Q: glr:tamine. F : phenvlzrlanir-re. (i: gl1'cine, i,: letrcine. ll

表 5 Tachykinin関連ペプチ ドと IGF‐ 1と の相乗作用

単独での作用  IGF‐ 1と の相乗作用

Substance P

FGLM (SP-8.11)

\IGLM(Neurokinin A, B il-11)

YGLM (Physalaemirr fl-11 )

IGLM (Eledoisin tJ-11)

l)RIヾ I)(2(21rI「 (ll´ I`‐ NII_

1・

｀
(;IAl― ヽIl

・ヽ(lLヽ l NII,

Y(:Lヽ I‐ ヽll.

I(}Lヽ 1-ヽ II

十

十

　

一
　

一
　

一

methionine amide(IGLM)に ついて IGF-1と の相乗作

用を検討したところ,substance P由来の FGLMの みが

IGF‐ 1と の相乗作用を示 し,そ れ以外の tetrapeptideに

は何の作用 も認めなかった (表 5)。 これ らの成績から,

substance Pと IGF‐ 1の相乗作用には,substance Pの

構造に由来するFGLMと いう4個のアミノ酸配列が最

小限必要であることが明らかとなった。

次にこの FGLMと いうtetrapeptideが角膜上皮創傷

治癒に対 して IGF‐ 1と 相乗的な促進作用を示すのかに

ついて 物 υz・υθで検討した.前述のように,n―heptanolで

作製した家兎角膜上皮欠損モデルに対 して,点眼を行い

上皮欠損面積の縮小を観察 したところ,substance Pと

IGF-1を 同時に点眼した時 と同様に,FGLMと IGF-1の

同時点眼で角膜上皮創傷治癒は有意に促進 した。興味あ

ることは,家兎においてはsubStance Pに より縮瞳が認

められたが,FGLMに はこの縮瞳作用がなく,瞳孔径は

変化しなかった。このように,substance Pの構造に由来

するFGLMと いう短いペプチドを用いることにより,

角膜上皮の伸長促進に対するIGF-1と の相乗作用を残

しなが ら,縮瞳という副反応を除去することが可能 と

なった。

2.神経麻痺性角膜症の治療

今回の研究成果を基に,Texas Tech Universityの 眼

科および山口大学医学部附属病院眼科において,神経麻

痺性角膜症の症例 に対 して,そ れぞれの Institutional

review board(IRB)に よる承認 と被検者からの同意を得

た後 |こ substance Pと IGF‐ 1の 点 眼 療 法 あ るい は

FGLMと IGF-1の点眼療法を試みた。

症例 1

作用なし +:作 用あり

家族性自律神経失調症 (Riley― Day症候群)は 慢性進行

性疾患で,末梢自律神経系および感覚神経系の neuron

に変性が生 じ,自律神経障害や感覚障害を訴える。泣いて

も涙が出ない無涙症が一つの特徴である52)234)235)。 症例

は,16か月の自人女児で,生下時から県下困難や発育遅

延を認め,家族性自律神経失調症 と診断されていた。本症

例においても,泣いても涙が出ない無涙症が認められ,角

膜反射が消失 していた。角膜の中央部に上皮欠損 と潰瘍

が認められ,角膜上皮欠損が遷延化していた。人工涙液な

どの治療には全 く反応しないため,左眼に対 しまず sub‐

stance Pの 点眼のみを試みたが,効果が認められず,10

日後にsubstance P点 眼に insulinの 点眼を加えた。しか

しながら,substance Pと insulinの 同時点眼によっても

効果は認められず,substance Pと IGF-1の 点眼に切 り

替えたところ,5日 目から上皮の再被覆が始まり30日 後

には,上皮欠損は完全に再被覆され,混濁を残すものの安

定した状態 となった。このように,家族性自律神経失調症

による神経麻痺性角膜症の症例に対 して,substance P

とIGF‐ 1の点眼が有効であった236)。

症例 2

次に substance Pの 構造に由来するtetrapeptideで

あるFGLMペ プチ ドとIGF‐ 1点眼が SPKの治療に有

効であった山口大学医学部附属病院での 1例 を報告す

る。症例は,左三叉神経痛に対して神経血管減圧術を受け

た後に角膜上皮障害が出現した 48歳の女性で,術後約 1

か月頃から左眼の充血,視力障害を自覚し近医を受診 し

た。角膜知覚の低下が認められ,神経麻痺性角膜症の診断

のもと,fibronectin点 眼および抗生剤の点眼や眼軟膏に

より加療 され,一旦軽快 したが,fibronectin点 眼療法を
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まるごとの生体 (臨床 )

分 析

器官 (れ ツルο)

組織 (′″ツルο)

細胞

統 合

分 子

原 子

図 24 臨床医学研究の反転作戦 (研究方法論 ).

須田237)よ り改変 .

から,substance Pと IGF‐ 1に よる角膜上皮伸長の促進

は,細胞の接着性の充進,integrinの 遺伝子発現の増強,

接着斑の FAKや paxiHinの リン酸化の増強などが重要

な機序であることを明らかにすることができた。しかし

ながら,極 めて興味あることは,substance Pの みで も

IGF-1の みでも,こ れらの作用は認められず,substance

Pと IGF-1の 双方が存在する時にのみ作用が認められ

ることである。細胞の substance P受 容体 とIGF‐ 1受容

体 は全 く異 な る もの で あ り,protein kinase Cや

tyrosine kinaseを介する細胞内信号伝達系で細胞内蛋

白質が リン酸化されていく時 |こ ,substance Pか らの信

号 とIGF‐ 1か らの信号の両者 を必要とする蛋白質が経

路のどこかに存在するはずである。残念ながら,今回の研

究では,こ の物質を同定することはできなかったが,細胞

生物学あるいは分子生物学的にも,今後研究を進めてい

くべき極めて興味ある問題であると考える。

今回の宿題報告の研究を通 じて,広範囲な医学の各分

野での成果を応用して現在難治の眼疾患の治療にどのよ

うにして挑戦 していくのかという臨床研究の一つのスタ

イルを経験することができた。研究課題は毎日の臨床の

場に存在しており,患者は我々医師が学んでいく上での

学客である。臨床の現場で,今 日の症例から問題点を見出

し,現在の眼科学で治療できない疾患に対しては,そ の間

題の解決に向かって努力する必要がある。眼科学 も医学

の一分野であり,近代医学や近代科学の知識や技術を総

動員して,丸 ごとの生体,器官,組織,細胞,分子へとより

分析的に精密に解析していかねばならない。しかし,臨床

研究において重要なことは,我々眼科医の究極の目的を

忘れてはならないことである。適当な段階で,も う一度分

子レベルでの理解を統合して,丸 ごとの生体での理解ヘ

と方向転換することが必要であり,こ のことが明日の症

例に役立つものであると確信する。須田(元大阪大学蛋白

質研究所代謝部門教授,元愛媛大学医学部長)は ,こ のよ

うな研究の方向転換を“医学研究における反転作戦"と 名

づけている237).研
究に携わるようになって 26年経ち,よ

うやくその言葉の意味と重みが理解できるようになった

と感じている(図 24).

今回の研究成果は,神経麻痺性角膜症の病態の理解ヘ

の第一歩を踏み出したのみであり,今後さらにこれらの

中止すると上皮欠損が再発したため,精査加療目的で当

科を紹介され受診 した。初診時,左 眼視力は 0.2(矯 正不

能),角膜知覚は 10 mm以下 と低下 していた。左眼角膜

中央部 に潰瘍を認めた。初診時より再び fibronectinと

抗生剤の点眼を開始 し,潰瘍は消失し軽快 した。しかしな

がら,fibronectin点 眼を中止すると角膜中央部に潰瘍が

再発 してくるため,fibronectin点 眼は続行 して経過観察

した。Fibronectin点 眼により大きな上皮欠損は消失 し

たが,経過観察期間中,SPKは 残存 じ徐々に増強してき

た。そ こでJibronectinを 一旦中止 し,FGLMペ プチ ド

とIGF‐ 1の 点眼を開始 した。1週間後には,SPKが改善

し角膜実質浅層の混濁 も軽快し,点 眼開始 2週間後には

矯正視力 1.2に改善した。本症例では,三叉神経痛を除 く

ための外科的治療により生じた神経麻痺性角膜症に対し

て,遷延性角膜上皮欠損の治療には fibronectin点 眼が

有効であった。しかしなが悦 fibronectin点 眼の中止に

より再発することと,SPKが頑強に持続することが問題

であった。FGLMと IGF‐ 1の 点眼療法によりSPKが著

明に改善するのみならず,fibronectin点 眼療法を中止し

ても角膜上皮欠損の再発が認められなかったことから,

角膜上皮欠損再発の予防にFGLMと IGF-1の 点眼療法

が有効であると考えられた。

今後,さ らに症例を重ねて検討していく必要はあるが,

substance Pと IGF‐ 1の点眼療法あるいはsubstance P

に由来するペプチ ドであるFGLMと IGF‐ 1の点眼療法

が神経麻痺性角膜症の治療に有効であると考えられる。

VII お わ り に

我々は,神経麻痺性角膜症を臨床的にしばしば経験す

ることから,知覚神経伝達物質であるsubstance Pに 注

目して,substance Pと IGF‐ 1が共存する時にのみ角膜

上皮の伸長が促進されることを見出した。Substance P

とIGF-1の相乗作用は,こ れまで他のどの細胞において

も報告されたことはな く,今回我々がはじめて明らかに

したことである。角膜の整然とした美しい構造は,極 めて

ありきたりではあるが,神経系因子 と液性因子との二重

調節機構により巧妙に維持されている。どちらの因子が

欠けても角膜の正常構造の維持が破綻 し,ま た創傷治癒

が遅延する。臨床的には角膜知覚の測定により,あ る程度

知覚神経機能を推測することができ,種々の角膜疾患の

診断 と治療の選択に当た り,角膜知覚を測定することの

臨床的な意義を再確認した。一方,従来から考えられてき

た,潤滑や保湿としての涙液ではなく,角膜に対する液性

因子の供給経路としての涙液の役割を見直すことも必要

である。角膜疾患の診断に当たり病態を理解し適切な治

療法を選択するためには,細隙灯顕微鏡による角膜その

ものの状態の把握 と同時に,角膜知覚や涙液の状態など

角膜を取 り巻く環境の把握が重要であると考える。

今回報告した細胞生物学的および分子生物学的な研究
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成果 を基 に,よ り深 い病態の理解 と治療法の開発 に向 け

て研究 を続 けてい く必要がある。

宿題報告の機会 を与 えていただいた日本眼科学会評議員 ,

日本眼科学会会員および第 101回 日本眼科学会総会会長の宇

山昌延教授 (関西医科大学)に 衷心より感謝の意を表する.細

胞生物学・分子生物学の進歩の時代をともに歩 きなが ら,良

き先輩 として今 までご指導やご助言をいただき,講演におい

て座長の労をお取 りいただいた玉井 信教授 (東北大学)に感

謝申し上げる。今回の研究を行うに当た り,それぞれの持ち場

で最大の働 きをし,努力 と協力を惜 しまなかった山口大学医

学部眼科学教室の教室員全員に心より感謝する.佐々木かお

る博士 (市立豊中病院眼科)か らのヒト角膜上皮細胞 (HCE細

胞)の提供に対 し感謝する。研究の各場面で貴重なご助言や激

励をいただいた乾  誠教授 (山 口大学医学部薬理学),吉田謙

一教授,水上洋一先生 (山 口大学医学部法医学)お よび岡 芳

知教授 (山 口大学内科学第二)に衷心より感謝する。

本研究は,1987年 visiting professorと して University of

California Davis(UCD)に 滞在した時,Ted W Reid,Ph.D"

Christopher J Murphy,DVM,Ph.D.お よび Mark J:Mannis,

MD,FRCS(当 時 UCD)と の熱心な議論が発端 とな り,sub‐

stance Pの 生理作用に関する共同研究が開始された。彼 らの

長年にわたる変わらぬ友情 と信頼に感謝する。

本 研 究 の一 部 は,文 部 省 科 学 研 究 費 (基 盤 研 究 B2#
09470381)お よび ライオ ンズ クラブ国 際協会 336-D地 区

(Lions Club lnternational Fund)か らの研究助成により行わ

れた。

最後に,員鍋膿三先生 (大阪大学名誉教授)と 大鳥利文先生

(近畿大学教授)の長年にわたるご指導に対 して改めて心より

の感謝の気持ちを捧げる。
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