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要 約

目 的：角膜上皮剥離後および発生過程の水晶体の細

胞増殖における細胞周期調節蛋白の役割について検討す

る．

方法と結果：C BL/ マウス角膜に角膜上皮剥離を

作製すると，サイクリン依存性キナーゼ阻害因子

p (KIP )が消失する．角膜上皮細胞の増殖の時間経

過は p (KIP )の発現消失とよく相関している．p

(KIP )の分解に関与する蛋白質である Skp を欠失し

たマウスでは，角膜上皮剥離後の角膜上皮基底細胞の増

殖が低下する．p (KIP )と Skp をともに欠失した

マウスでは，角膜上皮剥離後の角膜上皮基底細胞の増殖

低下はみられない．c-mafを欠失したマウスでは，発

生過程のレンズ後方にも増殖細胞がみられる．p

(KIP )と p (KIP )は c-maf遺伝子欠失マウスの水

晶体後極にも強く発現していた．

結 論：以上の結果から，角膜上皮剥離後の角膜上皮

細胞の増殖には，Skp を介したサイクリン依存性キ

ナーゼ阻害蛋白質 p (KIP )の分解が必要であること

が明らかになった．この結果から，c-maf遺伝子は

p (KIP )や p (KIP )とは別の遺伝子発現制御を

介して増殖に関与していると考えられた．(日眼会誌

： ― ， )

キーワード：p (KIP )，p (KIP )，Skp ，c-

maf，ノックアウトマウス
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Abstract

：To examine the mechanism of regula-

tion of proliferation in epithelial scraped cornea and
 

the developing lens.

：C Bl mouse, p (KIP

)－/－ mice, Skp －/－ mice and Skp －/－/p

(KIP )－/－ double knockout mice were examined

 

by immunocytochemistry using anti-p (KIP )

antibody,and cells in the“S”phase of DNA synthe-

sis were analyzed by immunocytochemistry using
 

anti-BrdU antibody.The p (KIP )was expressed
 

in basal cells of the central and peripheral region of
 

the cornea and limbus. This expression was not



緒 言

角膜中央部の上皮を掻爬すると，創傷領域外側の基底

細胞が細胞周期へ入り増殖を開始する ．発生過程の

水晶体では，前方の上皮細胞は増殖しているが，赤道部

の上皮細胞から水晶体線維細胞に分化する増殖が過程で

停止し，後方の線維細胞では増殖はみられない．上皮細

胞より水晶体線維細胞への分化にはc-maf遺伝子の発
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図 1 C BL/ マウス角膜における p (KIP )の局在．

C57BL/6マウスにおけるp27(KIP1)の免疫反応(A～C)，DAPI染色(D～F)およびp27(KIP1)の陰性対

照(G～I)．角膜中心部(A，D，G)と周辺部(B，E，H)，輪部(C，F，I)．p27(KIP1)は角膜の中心部(A)

と周辺部(B)および輪部(C)における基底細胞に発現している．P27(KIP1)の陰性対象として，FITC標識

したヤギ抗マウス IgG抗体で，一次抗体を反応させない連続切片を示す(G～I)．Invest Ophthalmol Vis Sci

43：364-370,2002.より引用．

eyes of the E and E stages of wild-type and c-

maf－/－ mice were analyzed by BrdU incorpora-

tion assay,TUNEL assay, and immunocytochemis-

try using an anti-P (KIP )and an anti-P

(KIP )antibody. In the E and E c-maf mu-

tant lens, BrdU-positive cells were detected at the
 

posterior region of the lens. Cell-cycle inhibitor
 

P (KIP )and P (KIP )were expressed in the
 

equatorial and posterior region of the lens of both
 

wild-type and c-maf－/－ lenses.These results sug-

gest that the expression of c-maf is required for
 

differentiation and cell cycle arrest of lens cells
 

independent of p (KIP )and p (KIP ).

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：p (KIP )－/－mice,Skp －/－mice,

anti-P (KIP )antibody, E c-maf
 

mutant lens,Double Knockout mice.

detected hr after epithelial scraping,when there
 

were many cells in the“S”phase of DNA synthesis
 

in the corneal epithelium. There was no obvious
 

difference in the thickness and anti-BrdU staining
 

in the corneal epithelium of p (KIP )－/－ mice
 

from that of controls. hr after the epithelial
 

scraping in the Skp －/－ mice,the corneal epithe-

lium was thinner than in wild-type mice and had
 

many p (KIP )positive cells and few BrdU posi-

tive cells. In contrast, hr after the epithelial
 

scraping in the Skp －/－/p (KIP )－/－ double
 

knockout mice, the corneal epithelium was as thick
 

as in wild-type mice and had many BrdU positive
 

cells.

：These results suggest that degrada-

tion of p (KIP )by Skp is involved in the regula-

tion of proliferation in response to wounding of the
 

corneal epithelium.To examine the involvement of
 

the c-maf gene in the proliferation of the lens cells,
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現が必要であることが既に報告 されている．

細胞周期はサイクリン，サイクリン依存性キナーゼ

(CDKs)によって制御されている ．細胞周期における

サイクリン/CDKs複合体の酵素活性は，種々の機構に

より制御されている．CDKs阻害因子(CKIs)はその代

表的な因子である ．p27(KIP1)およびp57(KIP2)

はCKIsであり，種々の細胞株においてG1期からS期

への移行を抑制している ．

我々は角膜上皮剥離後および発生過程の水晶体におけ

る細胞増殖制御のメカニズムを検討してきたので，ここ

で紹介したい ．

Skp2を介したp27(KIP1)の分解に

よる角膜上皮細胞の増殖制御

C BL/ マウス角膜に角膜上皮剥離を作製した後に

みられる p (KIP )の消失．

C57BL/6マウス角膜におけるp27(KIP1)の局在を

免疫染色により検討したところ，p27(KIP1)陽性細胞

はマウス角膜の中央部，周辺部，輪部の上皮基底細胞の

核にみられた(図1)．角膜中央部の外傷が角膜上皮細胞

の増殖を誘導することが報告 されているので，C57

BL/6マウスに直径1mmの角膜上皮剥離を作製する実

験を行った(図2)．角膜上皮剥離を作製した6時間後で

図 2 C BL/ マウス角膜に角膜上皮剥離を作製した後にみられる p (KIP )の消失．

C57BL/6マウスにおける角膜上皮剥離後6時間(A～F)，24時間(G～L)および36時間(M～R)の角膜の

p27(KIP1)の免疫染色陽性像(A～C，G～I，M～O)およびDAPI染色(D～F，J～L，P～R)．創傷治癒部

の角膜上皮の先進部(矢印)(A，D)．角膜の中心部(G，J，M，P)．周辺部(B，E，H，K，N，Q)および

輪部(C，F，I，L，O，R)．p27(KIP1)の発現は角膜剥離後6時間および24時間ではなかったが，36時

間後に発現が確認された．Invest Ophthalmol Vis Sci43：364-370,2002.より引用．
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は，角膜上皮剥離の境界，周辺部，輪部でもp27(KIP

1)陽性細胞はみられなかった．角膜上皮剥離を作製した

24時間後の角膜上皮基底細胞においても，中央部，周

辺部，輪部のいずれにもp27(KIP1)陽性細胞はほとん

どみられなかった．角膜上皮剥離を作製した36時間後

の角膜上皮基底細胞では，中央部，周辺部，輪部のいず

れにもp27(KIP1)陽性細胞がみられた．

C57BL/6マウス角膜に角膜上皮剥離を作

製した後にみられる細胞増殖

BrdUは細胞がS-期にある時期にのみ取り込むため，

増殖している細胞を反映する．角膜上皮剥離を作製した

6時間後では，角膜上皮剥離の境界，周辺部，輪部のい

ずれにもBrdU陽性細胞はみられなかったが(図3A，

C，E)，角膜上皮剥離を作製した24時間後では，中央

部，周辺部，輪部のいずれにもBrdU陽性細胞がみら

れた(図3G，I，K)．以上の結果から，角膜上皮細胞の

増殖はp27(KIP1)の発現消失とよく相関していること

が明らかになった．

Skp2ノックアウトマウスに角膜上皮剥離

を作製した際の角膜上皮細胞の増殖

これまで細胞周期においては，p27(KIP1)mRNA

は変化しないことが報告 されており，p27(KIP1)は

蛋白質に翻訳された後の修飾によって，その発現が調節

されていると考えられている．体細胞では，ユビキチン

誘導性のプロテアソーム経路がp27(KIP1)の分解に関

与していることが報告 されている．さらに，p27(KIP1)

は特異的にSkp2により認識されこと，およびこの過

程がp27(KIP1)をユビキチン化し，分解する律速段階

であることが報告 された．そこで，Skp2ノックア

ウトマウスに角膜上皮剥離を作製する実験を行った(図

4)．角膜上皮剥離を作製した24時間後，対照マウスの

角膜周辺部と輪部の上皮は3～4層であるが，Skp2

－/－マウスでは1～2層であった．角膜上皮剥離を作製

した24時間後，p27(KIP1)陽性細胞は対照マウスでは

ほとんどみられなかったのに対し，Skp2ノックアウト

マウスでは多数みられた．BrdU陽性細胞は対照マウス

では多数みられたのに対し，Skp2ノックアウトマウス

ではほとんどみられなかった．これらの結果から，角膜

上皮剥離後の角膜上皮基底細胞における増殖とp27

(KIP1)の消失にはSkp2が関与していることが明らか

になった．

p27(KIP1)/Skp2ダブルノックアウト

マウスに角膜上皮剥離を作製した際の角

膜上皮細胞の増殖

Skp2ノックアウトマウスにおける角膜上皮細胞の増

殖の低下がp27(KIP1)が長く発現しているためなのか

を検討するため，Skp2と p27(KIP1)が両方欠失した

マウスを用いて実験を行った(図4)．角膜上皮剥離を作

製した24時間後，Skp2－/－/p27(KIP1)－/－マウ

スの角膜周辺部と輪部の上皮は3～4層で，BrdU陽性

細胞が多数みられた．この結果から，Skp2ノックアウ

トマウスにおける角膜上皮剥離後の角膜上皮細胞の増殖

低下には，p27(KIP1)が持続的に発現していることが

原因となっていることが明らかになった．著者らは角膜

上皮細胞の分化に，転写制御因子NF-κBの活性化が関

与していることを報告 している．この際にNF-κBの

働きを抑制する蛋白である IκBは分解されていること

が示されている ．培養細胞を用いた研究により IκB

はユビキチン化により分解されることがすでに明らかに

図 3 C BL/ マウス角膜に角膜上皮剥離を作製した後にみられる細胞増殖．

C57BL/6マウスにおける角膜上皮剥離後6時間(A～F)，24時間(G～L)および36時間(M～R)の角膜の

BrdU染色(A，C，E，G，I，K，M，O，Q)とHE染色(B，D，F，H，J，L，N，P，R)．創傷治癒部

の角膜上皮の先進部(矢印)(A，B)．角膜の中心部(G，H，M，N)．周辺部(C，D，I，J，O，P)および輪

部(E，F，K，L，Q，R)．標識された核は角膜上皮剥離6時間後では検出されなかったが，24時間後には

それぞれの部位で検出された．BrdU陽性細胞数は剥離36時間後に減少した(M～R)．Invest Ophthalmol
 

Vis Sci43：364-370,2002.より引用．
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なっており ，角膜上皮細胞の増殖や分化にユビキチ

ンを介した蛋白質分解機構が幅広く働いていると考えら

れる．

今回の研究では角膜上皮びらんがどのような外的因子

を通してp27(KIP1)の分解を誘導したのかは明らかに

していない．培養細胞を用いた研究では transforming
 

growth factor(TGF)-βが p27(KIP1)の分解を誘導す

ることが示されている ．TGF-βreceptorは角膜上皮

障害に伴い発現されることも報告 されており，角膜上

皮びらんがTGF-βを介してp27(KIP1)の分解を誘導

図 4 Skp ノックアウトマウス，p (KIP )/Skp ダブルノックアウトマウスに角膜上皮剥離を作製し

た 時間後．

Skp2野生型(A，D，G，J，M，P，S，V，Y)，Skpノックアウトマウス(B，E，H，K，N，Q，T，

W，Z)およびSkp2/p27(KIP1)ダブルノックアウトマウス(C，F，I，L，O，R，U，X，#)の角膜上皮

剥離後24時間における角膜中心部(A～C，J～L，S～U)，周辺部(D～F，M～O，V～X)および輪部(G

～I，P～R，Y，Z，#)のHE染色像(A～I)，p27(KIP1)の免疫反応(J～R)，BrdU染色(s-#)．Skp2

野生型では，角膜上皮周辺部と輪部は3～4層の構造を示す(A，D，G)が，Skp2ノックアウトマウスで

はそれらが1～2層である(B，E，H)．p27(KIP1)は Skp2野生型の角膜上皮では発現していないが

(J，M，P)，Skp2ノックアウトマウスではその発現が認められる(K，N，Q)．Skp2野生型マウスに

おける角膜上皮剥離後24時間で，角膜の周辺部(v)および輪部(y)で多くのBrdU染色陽性細胞が確認さ

れたが，Skp2ノックアウトマウスでは陽性細胞はほとんどみられなかった(W，Z)．Skp2/p27(KIP1)

ダブルノックアウトマウスでは，角膜上皮剥離後24時間で，角膜周辺部と輪部は3～4層の構造を示し

(C，F，I)，多くのBrdU陽性細胞が確認された(X，#)．Invest Ophthalmol Vis Sci43：364-370,2002.

より引用．
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しているのかもしれない．

水晶体発生におけるc-maf遺伝子を

介した転写制御

水晶体の発生・分化は胎生期の胚に起こっている．マ

ウス胎生12日目，眼杯が近づいた部分の表皮にc-maf

遺伝子が発現され，水晶体細胞への分化が始まる (図

5)．その後，水晶体上皮細胞が水晶体線維細胞に分化す

る過程でc-maf遺伝子が発現される (図5)．また，

c-maf遺伝子が発現される少し前の分化段階で別の転写

制御因子であるPax 6が発現する(図6)．著者らは培養

細胞を用いた研究により，c-maf遺伝子はPax 6によ

り転写調節を受けていることを報告 している．他のグ

ループによりc-maf遺伝子がクリスタリン遺伝子群の

転写制御に関与していることが報告 されている．し

たがって，水晶体上皮細胞から水晶体線維細胞の分化は

Pax 6→ c-maf→クリスタリン遺伝子群という2段階

の転写制御により支配されていることになる．

胎生18日の正常マウスの水晶体は，1層の丸い上皮

細胞と規則正しく並んだ細長い水晶体線維細胞から成る

整然とした構築がみられた．一方，胎生18日の c-maf

ノックアウトマウスでは，レンズ後方の細胞が伸展せず

に，空砲状の形を呈していた(図7)．細胞増殖能を知る

ために，BrdU取り込み実験によりDNAの合成を調べ

た．正常マウスでは増殖している細胞は前方の上皮細胞

に限られており，後方の細胞にはみられなかったが，c-

mafノックアウトマウスではレンズ後方にもBrdU-陽

性細胞がみられた(図7)．

水晶体上皮細胞が分化した水晶体線維細胞へ移行する

には細胞周期が停止することが必要であること，および

CKIsである p27(KIP1)，p57(KIP2)が水晶体上皮細

胞の細胞周期の停止を誘導することが報告 された．c-

maf蛋白は転写制御遺伝子であることから，遺伝子発

現制御を介して水晶体上皮細胞の増殖に関与していると

考えられる．そこで，c-mafノックアウトマウスでレン

ズ水晶体線維細胞におけるp27(KIP1)およびp57(KIP

2)の発現について調べた．p27(KIP1)とp57(KIP2)

は c-maf遺伝子欠失マウスの水晶体後極にも強く発現し

図 5 発生過程のラット水晶体におけるmaf- 蛋白の発現．

(A)E12，(B)E13，(C)E16，(E)E19，P14およびP90ラット水晶体におけるウサギ抗maf-2抗血清反

応．Conceptionの 12日後，ほとんどすべての水晶体細胞が核にmaf-2の発現がみられた(A)．maf-2の発

現は胎生13，16，19日では，水晶体上皮細胞ではみられず，線維細胞の核に限局していた．(D)E16水晶

体切片の染色にウサギ正常血清を用いた陰性対象．Curr Eye Res23：116-119,2001.より引用．
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ていた．この結果から，c-maf蛋白はp27(KIP1)や

p57(KIP2)とは別の遺伝子発現制御を介して増殖に

関与していると考えられた(図7)．

近年，マウスのc-maf遺伝子に変異を入れると人間

の小眼球症，先天性白内障に類似した病態を生じること

や ，c-maf遺伝子の変異がみられる先天性白内障，虹

彩欠損の患者についての報告 がなされている．c-

maf遺伝子を介した転写制御機構は，様々な先天性の

眼疾患の発症過程に関与していることが推測される．

最近，p27(KIP1)は網膜色素上皮細胞や毛様体細胞

の増殖制御に関与していることが報告 され，p27(KIP1)

は眼の様々な部位の増殖に関わっていることが明らかに

されつつある．
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