
緒 言

角膜では，サブスタンスP(SP)を分泌する三叉神経

終末が角膜上皮に分布している ．家兎角膜では in vi-

troおよび in vivoでSPが角膜上皮細胞の増殖能を刺激

することが報告 され，神経麻痺性角膜炎の原因の一

つに三叉神経麻痺に伴うSPの枯渇が挙げられる ．

SPの受容体であるneurokinin 1受容体(NK1R)に

ついて，西田ら は insulin-like growth factor-1(IGF-1)

存在下のSPによる家兎角膜上皮細胞の伸長促進作用

で，NK1Rが関与すると報告している．また，Araki

ら は SV40アデノウイルスにより，形質転換された

ヒト角膜上皮細胞でNK1RのメッセンジャーRNA(m-

RNA)発現を確認している．

近年，SPは神経組織以外の細胞でも産生され，さま

ざまな生理作用を有することが指摘されている ．し

かし，我々の知る限り，角膜を構成する細胞がSPを自

ら産生するか否かについての報告はない．そこで今回，
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要 約

目 的：培養ヒト角膜上皮細胞，培養ヒト角膜実質細

胞について，自らサブスタンス P(SP)を産生している

か否か，また，SPの受容体である neurokinin 受容

体(NK R)が発現しているか否を検索した．

方 法：培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞で，SPの

メッセンジャーRNA(mRNA)発現を reverse transcrip-

tion-polymerase chain reaction(RT-PCR)法で検索

した．また，各々の細胞が SPを産生しているか否かを

酵素免疫測定法(ELISA)を用いて蛋白レベルで定量し

た．さらに，NK RのmRNA発現を RT-PCRで検索

した．

結 果：SPのmRNA発現および蛋白レベルでの SP

の産生が培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞で確認され

た．また，NK RのmRNAも培養ヒト角膜上皮細胞，

実質細胞で発現していた．

結 論：培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞は自ら産生

した SPをオートクラインもしくはパラクラインに作用

させて各々の細胞の生物学的機能を制御している可能性

がある．(日眼会誌 ： ― ， )
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Abstract

：To detect endogenous substance P(SP)

and neurokinin receptor (NK R) in cultured hu-

man epithelial cells of the cornea(HE)and human
 

keratocytes(HK).

：Messenger RNA(mRNA)expression of
 

SP and endogenous SP in HE and HK were detected
 

by reverse transcription-polymerase chain reaction

(RT-PCR)and enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA). mRNA expression of NK R in HE and
 

HK was detected by RT-PCR.

：The mRNA expression of SP and en-

dogenous SP were recognized in HE and HK. The
 

mRNA of NK R was also expressed in HE and HK.

：It appears that endogenous SP reg-

ulates the biological functions of HE and HK in an
 

autocrine or paracrine fashion.(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Epithelial cells,Keratocytes,Substance
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我々はヒト角膜におけるSPの作用メカニズムを調べる

目的で，培養ヒト角膜上皮細胞および実質細胞のSP産

生の可能性について検討し，また，SP受容体であるN-

K1Rの有無についても検索したので報告する．

方 法

1．細 胞 培 養

70代の女性2例，男性1例の剖検眼から，角膜を遺

族の承諾を得て使用した．

眼球の病理学的検索では，いずれの症例も白内障以

外，特記すべき疾患はなかった．培養ヒト角膜上皮細胞

はAllmanら の行った方法に従って樹立した．剖検眼

の角膜周辺部を切り出し，それを8等分の角膜小片にし

た後，角膜小片を60mm培養シャーレまたは24well培

養プレートに置き，10％ウシ胎児血清含有ダルベッコ変

法イーグル培地(DMEM＋10％FCS)で培養した．3日

間の培養により，角膜小片の周囲に角膜上皮細胞をout
 

growthさせた後，角膜小片を除去し，初代の培養ヒト

角膜上皮細胞を得た．初代培養ヒト角膜上皮細胞をセミ

コンフルエントまで培養し，実験に使用した．

培養ヒト角膜実質細胞はNakayasuら の行った方

法に従い樹立した．剖検眼角膜からカミソリ刃で角膜上

皮を除去した後，培養ヒト角膜上皮細胞と同様に8つの

角膜小片にして，60mm培養シャーレに置いて培養し，

2週間後に角膜小片の周囲に角膜実質細胞を増殖させ

た．実験には第3～5代の培養ヒト角膜実質細胞を使用

した．

培養ヒト皮膚由来線維芽細胞は，Kissら の方法に

従って樹立した．10×10mmの切除皮膚片を本人，家

族の承諾を得て，35mm培養シャーレに置き，DMEM

＋10％FCSで培養し，2週間後に皮膚片の周囲に線維

芽細胞を増殖させた．実験には第3代の培養ヒト皮膚由

来線維芽細胞を使用した ．

2．細胞からのリポ核酸(RNA)抽出，相補正デオキ

シリポ核酸(cDNA)合成

細胞からのRNA抽出はHoら の方法に従い，acid
 

guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform(AGPC)法

で行った．培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞，ヒト皮膚

由来線維芽細胞の各細胞をDMEM＋10％FCSでセミ

コンフルエントまで培養し，抽出液(TRIZOL ，BRL

社)を加えることにより，RNAを抽出した．RNA抽出

後の細胞を12,000g/15分遠沈し，イソプロパノールで

RNAを析出させた．析出RNAを75％エタノールで

洗浄した後，diethyl pyro carbonate(DEPC)処理水を

50μl加え，RNAを溶解させた．

cDNA合成はオリゴdTによる reverse transcription-

polymerase chain reaction(RT-PCR)キット(SUPER-

SCRIPT Preamplification System ，BRL社)を使用

した．また，合成反応は total RNA2μg分，オリゴ

dT 1μl(0.5μg)にDEPC処理水を加えて12μlにした

サンプル/オリゴ(dT)プライマー混合液を調整し，70℃

で10分間インキュベートした．さらに，付属の10×

PCRバッファー2μl，25mM MgCl 22μl，10mM
 

dNTPミックス1μl，0.1M DTT 2μlを加えて42℃

で5分間インキュベートした後，付属の逆転写酵素(S-

UPERSCRIPT Ⅱ ，BRL社)を 1μl(200U)加 え，

42℃で50分インキュベートすることにより，cDNAを

合成した．

3．SPのmRNA検索

RT-PCR法のための反応液は，cDNA 5μl，0.1mM
 

dNTPmix5μl，10×PCRバッファー5μl，10nM プラ

イマー各々2.5μl，Taqポリメラーゼ0.25μl(1.25U)に

超純水を加え，合計50μlとした．

SPのプライマーとして，Hoら の報告と同様の5′-

CGACAGCGACCAGATCAAGGAGG-3′(sense)，5′-

TGCATTGCACTCCTTTCAT-3′(anti sense)の塩基

配列のものを使用した．RT-PCR法の反応条件は45サ

イクル，熱変性94℃/1分，アニーリング60℃/1分，伸

長反応72℃/1分として行った．ただし，RT-PCRは培

養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞のcDNAについて行っ

た．RT-PCR後の遺伝子増幅産物は3％のアガロース

ゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイド染色により分

析した．PCR反応には(PTC-150，Minicycler ，MJ
 

Reserch社)の遺伝子増幅装置を使用した．

4．酵素免疫測定法(ELISA)による SPの定量

ELISAによる培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞が産

生するSPの蛋白レベルでの定量は市販のキット(Sub-

stance P Enzyme Immunoassay Kit ，Cayman社)を

使用し，Hoら の方法に従って行った．また，測定は

n＝3として行った．培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞

を24well培養プレートにセミコンフルエントまで培養

した後，培地を無血清のDMEM に交換し，24時間培

養した．24時間後，培養上清液を採取し，そのうち50

μlをウサギ抗SP抗体およびSPと競合してウサギ抗SP

抗体と結合する標識抗原のアセチルコリンエステラーゼ

分子(SP tracer)とともに，96wellマイクロプレートで

4℃，24時間反応させた．24時間後，未反応の培養上清

および抗体を洗浄し，発色基質を加え，常温，遮光下で

2時間反応させた．反応後，マイクロプレートリーダー

(Model450 ，Bio-Rad社)を使用し，420nmで吸光度

を測定し，ウサギ抗SP抗体と結合したSP tracer量を

測定した．一定量添加されたウサギ抗SP抗体および

SP tracerから，SP tracerと競合してウサギ抗SP抗

体と結合した培養上清中のSP量を求めた．

5．NK Rおよび G PDHのmRNA検索

方法3と同様に反応液を調整後，反応条件を50サイ

クル，熱変性94℃/1分，アニーリング50℃/1分，伸長

反応72℃/1分としてRT-PCRを行った．NK1Rのプ
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ライマーは，5′-GGTGATTGGCTATGCATACACC-

3′(sense)，5′-TGACGGAACCTGTCATTGAGG-3′

(anti sense)の塩基配列で，Hiramotoら が確認した

ものを使用した．RT-PCRは培養ヒト角膜上皮細胞，

実質細胞，ヒト皮膚由来線維芽細胞のcDNAについて

行った．

各細胞とも対照として，G3PDHについてもpolyme-

rase chain reaction(PCR)を行った．使用したプライ

マーは5′-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3′(sense)，

5′-TCCACCACCCTGTT-GCTGTA-3′(anti sense)で，

反応条件は，25サイクル，熱変性94℃/1分，アニーリ

ング60℃/1分，伸長反応72℃/1分として行った．遺伝

子増幅装置は方法3と同様のものを使用し，遺伝子増幅

産物は1％アガロースゲルで電気泳動し，方法3と同様

に分析した．

結 果

1．SPのmRNA発現

SPのmRNA発現を検索するプライマーを使用し，

RT-PCRを行った結果，SPのmRNAは目的とする210，

219，264の3塩基対のうち，培養ヒト角膜上皮細胞で

は219，実質細胞では219および264の塩基対分子量に

一致したDNAバンドが確認された(図1)．

2．培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞が産生した SP

の定量

420nmで吸光度測定し，SP蛋白量を測定した結果，

培養上清中のSP量は培養ヒト角膜上皮細胞で9.9±0.9

(平均値±標準偏差)pg/ml，実質細胞で6.4±2.6pg/

mlであった(図2)．

3．NK Rおよび G PDHのmRNA発現

NK1RのmRNAを検索するプライマーを使用し，

RT-PCRを行った結果，培養ヒト角膜上皮細胞，実質

細胞とも目的とする312塩基対分子量に一致したDNA

バンドが確認された(図3A)．また，ポジティブ対照と

して使用した培養ヒト皮膚由来線維芽細胞についても培

養ヒト角膜実質細胞と同程度のバンドが確認された(図

3A)．ただ，培養ヒト角膜上皮細胞のバンドは実質細

胞に比べ，かなり弱いものであった(図3A)．

対照であるG3PDHのmRNAは，培養ヒト角膜上皮

細胞，実質細胞，ヒト皮膚由来線維芽細胞とも目的とす

る432塩基対の分子量に一致したDNAバンドが同程度

にあり，発現を確認した(図3B)．

考 按

SPはニューロキニンの一つで神経ペプチドであり，

知覚神経においては痛覚の神経伝達物質と考えられてい

る ．

また，SPは，軸索反射における末梢組織での血漿浸

出，血管拡張，肥満細胞のヒスタミン遊離などを惹き起

こす作用のあることも知られている ．眼科領域で

は角膜上皮細胞増殖刺激作用の他 ，マウスではva-

soactive intestinal peptideとともに前房の免疫機能へ

の関与が報告 されている．

SPの前駆体遺伝子であるpreprotachykinin A(PPT-

A)遺伝子からは，splicingの結果，α，β，γの3種類

のmRNAが合成される ．さらに，この3種類のm-

RNAのうちβ，γのmRNAからはSPの他，サブス

タンスK(SK)も生成されることが知られている ．

今回使用したSPのmRNA検索のためのプライマー

では，目的とする塩基対の大きさがそれぞれαが210，

βが264，γが219塩基対で，3種類のmRNA発現を

検索できるものを使用した．その結果，培養ヒト角膜上

皮細胞ではγmRNA，実質細胞ではβおよびγmRN-

角膜細胞のサブスタンスP産生・渡部他

図 1 Reverse transcription-polymerase chain reac
 

tion(RT-PCR)によるサブスタンス P(SP)のメッセ

ンジャーRNA(mRNA)検索．

SPのmRNA発現を検索するプライマーを使用し，

RT-PCRを行った結果，培養ヒト角膜上皮細胞(HE)

では219，培養ヒト角膜実質細胞(HK)では219およ

び264の塩基対分子量に一致したDNAバンドが確認

された．

HE：培養ヒト角膜上皮細胞，HK：培養ヒト角膜実

質細胞，M：DNAマーカー

-

図 2 培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞が産生した SP

の定量．

無血清のダルベッコ変法イーグル培地(DMEM)で24

時間培養した後，培養上清を採取し，酵素免疫測定法

(ELISA)で培養上清中のSPを測定した．

HE：培養ヒト角膜上皮細胞(n＝3)，HK：培養ヒト

角膜実質細胞(n＝3)

264

219

M  HE  HK
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Aが確認され，培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞とも

SPの他 SKも産生している可能性が推定された．しか

し，SPのみを特異的に測定するELISAの結果から，

培養ヒト角膜上皮細胞，実質細胞ともに少なくともSP

を産生していることが確かめられた．

細胞が自ら産生したSPの特徴について，ヒト皮膚表

皮細胞では，外的に添加されたSPにより，自ら産生す

るSP量も増えること，また，アドレナリン，アセチル

コリン，calcitonin gene-related peptide(CGRP)，ヒス

タミンの添加でもSPのmRNA合成が増大することが

報告 されている．さらに，ヒト皮膚表皮細胞およびリ

ンパ球，単球，マクロファージでは，アトピー性皮膚炎

および後天性免疫不全症候群(AIDS)と関連性があると

推定されている ．今回の検索で，培養ヒト角膜上皮

細胞，実質細胞がSPを産生することが確認された．し

かし，この実験で用いられた材料はあくまで培養細胞で

あり，今後 in vivoでも培養ヒト角膜上皮細胞，実質細

胞が自らSPを産生しているのか否か，さらにはその生

理的作用，角膜疾患との関わりについて検索していく必

要があると思われた．

今回，SP受容体であるNK1RのmRNAが，培養ヒ

ト角膜上皮細胞で検出され，SPの角膜上皮細胞への作

用にNK1Rが介在していることが推定され，西田ら ，

Arakiら の結果を支持し得るものと思われた．また，

培養ヒト角膜上皮細胞が自ら産生したSPもNK1Rが

介在して，オートクラインまたはパラクラインに，角膜

上皮の細胞機能に作用している可能性が考えられた．一

方，我々の知る限りにおいて，培養ヒト角膜実質細胞が

SPの影響を受けるとする報告はない．しかし，我々の

実験で，NK1RのmRNA発現が培養ヒト角膜実質細

胞で確認され，SPの影響を受けるものと推定された．

ヒト皮膚線維芽細胞では，in vitroでNK1Rを介した

SPによる増殖能刺激がすでに報告 されており，角

膜創傷治癒過程の角膜実質細胞は，線維芽細胞様にtrans-

formするとの報告 もされている．我々の知る限りで

は，ヒト皮膚線維芽細胞がSPを産生するとの報告はな

いが，両細胞には何らかの共通性があるものと考えられ

る．今後，角膜創傷治癒過程でのSPの角膜実質細胞に

及ぼす影響について，検索すべき余地があるものと思わ

れた．また，培養ヒト角膜実質細胞によるSPの産生も

確認されたことから，培養ヒト角膜上皮細胞同様，NK

1Rを介してオートクライン，パラクラインに作用し，

細胞機能を制御している可能性が推定された．
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