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目 的 :家兎角膜上皮と実質綱胞の培養液に神経伝達

物質を添加 し,そ の影響を検索する.

方 法 :角 膜上皮と実質細胞の培養には,RCGM培地

を用いた。添加する神経伝達物質 として,substance P,ア

セチルコリン,vasoactiveintestinal peptide(VIP)を 用

いた.

結 果 :神経伝達物質添加 24時間後の培養角膜上皮

綱胞の増殖能は,substance P添 加群で対照群よ りも有

意に克進 し(p<0.05),ア セチル コリンと VIP添加 では

神経伝達物質の家兎角膜に及ぼす影響
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変化がなかった。角膜上皮細胞の伸展能は,神経伝達物質

添加により変化 しなかった.角 膜実質細胞では,神経伝達

物質添加による増殖能 と伸展能の変化はなかつた。

結 論 :培養液に添加 した substance Pは 角膜上皮細

胞の増殖能を促進する。(日 眼会誌 103:356-362,1999)

キーワード:神 経伝達物質,角 膜上皮細胞,角 膜実質細

胞,Substance P,増 殖能
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Abstract
Purpose : To ascertain the effect of neurotrans- tylcholine or YIP. No change was induced in prolif-

mitters added to the culture medium of rabbit cor- eration of stromal cells or extension of the stromal
neal epithelium and stromal cells. cell layer after addition of any one of the three sub-

Method : The corneal epithelium and stromal cells stances.

were cultured in RCGM medium. Three neurotrans- Conclusion: Substance P stimulates the prolifera-
mitters were added to the medium : substance P, ace- tion of corneal epithelial cells when added to the cul-

tylcholine, and vasoactive-intestinal peptide (VIP). ture medium. (J Jpn Ophthalmol Soc 103 : 356-362,
Results : Proliferation of epithelial cells signifi- 1999)

cantly increased after incubation for 24 hours with
substance P (p<0. 05). There was no change in prolif- Key words : Neurotransmitter, Corneal epithelial
eration after addition of acetylcholine or VIP. The cells, Corneal stromal cells, Substance

extension of epithelial cell layer increased after ad- P and proliferation
dition of substance P but not after addition of ace-

I緒  言

三叉神経は,眼球およびその周囲組織に分布し,そ の終

末から種々の神経伝達物質を分泌 している1).神
経麻痺

性角膜炎の原因として,substance Pを はじめとする神

経伝達物質の影響が指摘 されてお り
lい 3),substance P

は角膜上皮の創傷治癒に深く関わっているとの報告
2)｀ 1,

もある。今回,我々は神経伝達物質の角膜への影響を調べ

る目的で,培養家兎角膜上皮細胞,実質細胞に3種類の神

経伝達物質を添加し,そ の増殖能,伸展能について検索し

たので報告する。

II 方  法

1.実験 1

白色家兎角膜から,角 膜中央を頂点とし,輪部を底辺と

した三角形の 8つ の角膜小片を作製した。それぞれの角

膜小片を35 mmシ ャー レに置 き,10%ウ シ胎児血清

(FCS)加 DMEM培地で,37°Cで培養することにより,角
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膜上皮をoutgrowthさ せ,初代培養角膜上皮細胞を得た。

第 2代 の継代培養角膜上皮細胞 を8 wellの チ ャ ン

バースライ ドに 2× 104/well撤 き,RCGM培 地 (ク ラボ

ウ①
)を用いて 37℃ で培養 した。培養 5日 後,家兎角膜上

皮がコンフルエンスに達する以前に substance P(SP),

アセチルコリン(Ach),vasoacive― intestinal pepdde(VI―

P)の 3種類の神経伝達物質をそれぞれの培地に添加 し,

24時 間培養した。また,SPと その拮抗剤のspantideを 同

時またはそれぞれ単独に添加 し,同 様に24時 間培養 し

た。SP,Ach,VIP,spantideは Sigma社 製を使用した。

各神経伝達物質添加 24時 間後,分裂期にある細胞に 5

-bromo-2'― deoxyuridine(BrdU)を 取 り込ませた後 ,Br―

dUに 対するモノクローナル抗体 (Amersham③)を 反応

させ,さ らにエオジン染色をした後,分裂期の細胞を同定

した。光学顕微鏡を用いて,任意の視野で細胞を200個数

え,そのうちの分裂期にある細胞数を各神経伝達物質添

加群毎に比較 した。3種類の神経伝達物質の濃度は,い ず

れ も10-4,10-6,10-8Mの 3段 階で,各 々n=4と して検 索

した。

また,SP,spantide単 独添加群 とSP,spantide同 時添

加群では添加濃度 をSPで 10-4M,spantide 10-5Mと

し,各 々の群ともn=4と した。得られた結果を有意水準

5%,t検定でそれぞれ検索した。

2.実験 2

自色家兎角膜を実験 1と 同様の方法で角膜小片にした

後,35 mmシ ャー レでDMEM+10%FCSで培養 した.

角膜上皮細胞が角膜小片周囲に outgrowthし ,シ ー トを

形成したところで,任 意の位置で角膜上皮細胞のシー ト

の一部をカミソリで除去 した。その後,SP,Ach,VIPを

それぞれ添加 したRCGM培地に交換 し,24時 間培養 し

た後,無水エタノールで固定し,シ ー トの除去部を越えて

伸展してきた角膜上皮を写真撮影し各々の伸展距離を印

画紙上で計測し,各神経伝達物質添加群と対照群を比較

した.神経伝達物質の濃度は SP,Ach,VIPと も 10‐Mと

し,いずれの群もn=13と し,有意水準 5%,t検定で検索

した。

3.実験 3

白色家兎から,角 膜実質細胞を分離,培養し,第 4～ 5代

の培養家兎角膜実質細胞(RK)を 8 wellの チャンバース

ライドに 1× 101/wel撒 き,37°Cで培養した。培地は実験

1で角膜上皮細胞の培養に用いたRCGM培地を使用 し

た。培養 2日 後,家兎角膜実質細胞がコンフルエンスに達

する以前に,SP,Ach,VIPの 3種類の神経伝達物質をそ

れぞれ培地に添加 し,24時間培養 した。24時間後,実験 1

と同様の方法で BrdUを 取 り込んだ細胞を数え,細 胞数

を各神経伝達物質添加群毎に比較 した。神経伝達物質の

濃度は,実験 1と 同様で,各 々n=4と し,有意水準 5%,t

検定で検索した。
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4。 実験 4

実験 3と 同様の方法で得た角膜実質細胞を35 mm

シャーレに 1× 105/well撒 き,37℃ で 4日 間RCGM培地

を用いて培養した.4日 後,コ ンフルエンスに達した角膜

実質細胞のシートの一部を実験 2と 同様にカミソリで除

去 した。その後,SP,Ach,VIPを それぞれ添加 した RC―

GM培地に交換 し,48時 間培養 した後,無水エタノール

で固定し,シ ー トの除去部を越えて伸展してきた角膜実

質細胞を写真撮影 し,実験 2と 同様に各々の伸展距離を

印画紙上で計測し,各神経伝達物質添加群と対照群を比

較 した。神経伝達物質の濃度は SP,Ach,VIPと も 10-4M

とし,い ずれの群もn=4と し,有 意水準 5%,t検定で検

索した。

III 結  果

1.実験 1

培養 24時間後の角膜上皮細胞は,各群とも著明な形態

学的変化はみられず,ま た,BrdUを 取 り込んだ細胞がモ

ノクローナル抗体により染色され,標識された(図 1).

SP添加群では 10-4Mの 濃度で対照群に比べ,染 色さ

れた細胞数が統計学的に有意に多 く,細胞増殖能の増加

を示した(p<0.05)。 また,染色された細胞数はSP濃度の

減少 とともに少なくなり,10-6M以 降の濃度では,染 色

された細胞数は対照群 と比べ,有意な差はなかった (図 2

A)。 10→ M SP単独添加群とSP添加およびその拮抗剤

である spantideを 10-5Mの 濃度で同時に添加した群と

の比較では,SP単独添加群での有意な染色細胞数増加

が,SP,spantide同 時添加群ではみられず,その細胞数は

無添加 の対照群 と比べ,有 意差が なかった(図 2B).

Spantide単 独添加では対照群に比べ,染色された細胞数

図 l Substance P(SP)添 加 24時間後の培養家兎角膜

上皮綱胞 .

矢 印 は抗 5-bromo-2'‐ deoxyuridine(BrdU)抗 体 で標

識された細胞 (エ オジン染色,強拡大 ).
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図 2 SP添加および spantide添 加 24時間後の抗 BrdU抗体で標識された培養家兎角膜上皮細胞数の比較 .

細胞数は各 wellで任意に細胞を 200個計測 したうちのものをさす。n=4,A):SP添加群,B):10‐ M SP添
加および 10~lM SP,10-5 M spantide同 時添加群,C):10 5 M spantide添 加群,*:<0.05
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図 3 アセチル コリン(Ach)お よび vasOactive― intestinal peptide(vIP)添加 24時間後,抗 BrdU抗体で標

識された培養家兎角膜上皮細胞数の比較 .

細胞数は各wellで任意に細胞を200個計測 したうちのものをさす。n=4,A):Ach添加群,B):VIP添 加群
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ナ111 SP    Ach

神経伝達物質

VIP

図 5 除去部位から伸展 した家兎角膜上皮細胞伸展距離

の比較 .

n=4

において統計学的有意差はなかった(図 2C).

Ach添加群では,10-4ぉ ょび 10-6Mの 濃度で対照群

に比べ,染色された細胞数が多 くみられ,細胞増殖能が増

加する傾向がみられたものの統計学的有意差はなかった

(図 3A)。

VIP添加群では,どの濃度においても染色 された細胞

数において統計学的有意差はなかった(図 3B)。

2.実験 2

24時 間後の角膜上皮細胞は,すべての群で細胞群が除

去部位を越えて伸展し,細胞の伸展能がみられた (図 4).

また,仲展 してきた細胞は,互いに密に接着 してお り,非

除去部でのコンフルエンスの状態を保っていた。印画紙

上で計測された細胞の伸展距離は対照群と比べ,SP添加

359

群で細胞の伸展距離が長かったが,統計学的有意差はな

かった (図 4,5)。

Ach,VIP添加群においても対照群に比べ,伸展距離に

明らかな変化はなく,統計学的有意差 もなかった (図 5).

3.実験 3

RCGM培地で 24時間培養後の角膜実質細胞は,形 態

学的に著明な変化はなかった。また,各群 ともBrdUを 取

り込んだ細胞がモノクローナル抗体により染色 された。

しかしなが ら,染色された細胞数は各神経伝達物質添加

群と対照群の間で,統計学的有意差はなかった (図 6A～

C).

4.実験 4

48時 間後の角膜実質細胞は,すべての群で除去部位を

越えて伸展 し,細胞の伸展能がみ られた (図 7)。 また,角

膜上皮細胞と異なり,仲展 した細胞は,互 いに接着すると

いうよりも,孤立 している傾向がみ られた (図 7).印 画紙

上で計測された細胞の伸展距離は,各群 とも対照群 と比

べ,統計学的有意差はなかった (図 8).

IV考  按

三叉神経終末 には,SP,calcitonin gene― related pep―

tide(CGRP),VIP,Achな どの神経伝達物質が存在 して

いる●。そのうちSPについては,角 膜上皮の創傷治癒お

よび角膜上皮仲展能に深 く関与しているとの報告
2)-4)が

既にある。Reidら 2)は SPが培養家兎角膜上皮細胞の増

殖能をより増加させ,さ らにインスリンや CGRPの存在

下でそれが助長されると報告している。また,中村ら5)は

epidermal growth factor(EGF)の 存在下で SPに よる角

膜上皮の伸展能促進効果につき報告している。

神経伝達物質の角膜に及ぼす影響・渡部他

図 4 SP添加 24時間後,家兎角膜上皮細胞が除去部位から伸展 した状態 .

中央の黒線 :シ ー ト状家兎角膜上皮細胞の除去部位,矢印 :計測部位,弱拡大
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今回,我 々の実験系においても,SPの 添加により,培養

家兎角膜上皮細胞のBrdUの取 り込みが有意に増 し,増

殖能充進がみられた。SPの 拮抗剤であるspantideの 同

時添加では,SPの単独添加でみられた有意なBrdUの取

り込みはみられず,す なわち,SPの作用はspantideに よ

り抑制された。これらのことか ら,SPは 角膜上皮細胞増

殖能を促進する可能性が高いことが考えられ,ま た,Reid

ら2),中
村ら5)の

報告を十分支持 し得るものと思われた。

今回の実験で計測された細胞伸展距離については,SP

の添加により,その距離が増加 したものの,統計学的な有

意差はなかった。我々の検索 した細胞伸展能は,細胞移動

能と細胞増殖能の双方を反映 したものと考えられ,細胞

移動能に関する要因が結果に影響した可能性 も考えられ

た。

Reidら 2)お よび中オすら5)は インスリン,CGRP,EGFな
どのホルモンおよび細胞外基質が,角膜上皮細胞の増殖

能や伸展能の増加に関して SPと 深く関わり,ま た,その

作用を助長するものと報告 している。また,西 田ら6}は

Ｔ
Ｉ
Ｉ

Ｔ
ｌ
ｉ

標
識
細
胞
数

T

田
¨

10~8

図 6 SP,Ach,VIP添 加 24時間後の抗 BrdU抗体で標識 された培養家兎角膜実質細胞数の比較 .

細胞数は各 wellで 任意に細胞を200個計測 したうちのものをさす。n=4,A):SP添加群,B):Ach添加群 ,

C):VIP添加群

SPの作用を助長するのは上記以外のインスリン様成長

因子であると述べている.こ れらのホルモンおよび細胞

外基質におけるSPへの相乗効果については十分な解明

はまだなされていない。西田ら6)は SPの アミノ酸配列上

にインスリン様成長因子 Iの受容体を確認 してお り,そ

の受容体を介してインスリン様成長因子 Iが SPの作用

を助長すると報告 している。今回,我 々が実験に用いた

RCGM培地には,イ ンスリン,EGFの 両者が含まれてい

るため,イ ンスリン,EGF個々のSPへの作用については

検索 し得なかった。

Cavanaghら 7)は Achを添加した培養家兎角膜上皮細

胞で,[H3]thymidine取 り込み,cyclic guanosine mono―

phosphate(cGMP)が増加したと報告 している.家兎角膜

上皮ではAchの受容体が確認されてお り
8)9),cavanagh

ら7)の モデルでは,受容体を介して Achが家兎角膜上皮

細胞に作用し,cGMPの増加および分裂能増加を促すも

のとしている。しかしながら,今回の Ach添加では,10-4,

10-6Mの 濃度で,培養家兎角膜上皮細胞の BrdU陽性細



平成 11年 5月 10日

イ申
展
距
離

(μm)

対照 SP    Ach

神経伝達物質

VIP

図 8 除去部位 から伸展 した家兎角膜実質細胞伸展距離

の比較 .

n=4

胞が増加 していたものの,統計学的に有意な差 はな く,

Cavanaghら 7)の
結果と一致 しなかった。

今回,VPに ついては,我 々の知る限り,角 膜への直接

的な影響は報告されておらず,VIPを含む神経線維など

も角膜では確認されていない 10)。

今回の結果でもVIPを

添加した培養角膜上皮細胞,実質細胞で明らかな増殖能

の変化はみられず,角膜への影響はないように思われた。

しかし,近年 VIPは ,SPと ともに免疫能への関与が指摘

されている・ )。 さらに,VIPは前房中で,Tリ ンパ球の反

応を抑制するという報告
12)も

ある.角 膜の炎症性変化お

よび潰瘍においても,VIPは SPと ともに何 らかの影響

を及ぼしていることが考えられ,今後検索すべ きものと

思われる.
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角膜実質細胞では,杉 本ら“
)が

培養ヒ ト角膜実質細胞

に及ぼす影響について報告してお り,明 らかなSPの 及

ぼす影響は見出 していない。また,現 在の ところ,SP,

Achお よびVIPに対する角膜実質細胞の受容体につい

ても,そ の存在は確認されていない。Lυ′ιrο における細

胞休止期のヒト皮膚の線維芽細胞では,SPで増殖が刺激

されることが報告
l・ されている。また,ヒ ト皮膚の創傷治

癒において,強 い疲痕組織ではSPを 始めとする種々の

神経伝達物質がみられ,それらは線維性増殖および刺激

症状の一因であるとする報告
15)も なされている。角膜創

傷治癒過程において,角 膜実質細胞は線維芽細胞様 とな

り,コ ラーゲン蛋白を始めとする細胞外基質を産生し,欠

損部を修復していく
16)17).そ の際,線維芽細胞様となった

角膜実質細胞が皮膚線維芽細胞と類似 した性質を持ち,

SPの影響を受ける可能性を全く否定することはできな

い。よって,我 々は敢えて角膜実質細胞についても検索を

行った。しかしなが ら,今回の結果か らは,SP,Achお よ

び VIPに よる角膜実質細胞の細胞増殖能,伸展能への影

響は確認できなかった。我々は神経伝達物質とヒト角膜

実質細胞のI型 コラーゲン産生能についても検索 した

が,現在のところ,両者の間で明らかな関連性は見出して

おらず,神経伝達物質と線維性増殖との関連性について

も確認していない。
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