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要 約

目 的：難治性眼表面疾患における病的角化の分子機

構を，表皮生理的角化過程や眼表面上皮の遺伝子発現プ

ロファイルから得られた情報を基に解析した．

対象と方法：難治性眼表面疾患患者の角膜上を被覆し

ていた病的角化結膜を手術時に採取し，表皮生理的角化

関連蛋白および遺伝子発現プロファイル上，角膜上皮に

高頻度に発現している clusterinに関して，その発現を

比較検討した．

結 果：半定量的 reverse transcription-polymer-

ase chain reaction(RT-PCR)，免疫染色法において，

正常結膜組織と比較し，疾患群の角化結膜組織では

TGase ，involucrin，filaggrin，keratin / の発現

が有意に上昇していた．一方，clusterinの発現は有意

に減少していた．また，clusterinの発現と角化の重症

度との間には，負の相関が認められた．

結 論：難治性眼表面疾患における病的角化過程の分

子機構に，表皮生理的角化関連蛋白の一部および角膜上

皮に高頻度に発現している clusterinが関与している可

能性が推定された．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：眼表面疾患，結膜上皮，病的角化，扁平上

皮化生，Clusterin
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Abstract

：To investigate the molecular mecha-

nism of pathological keratinization in severe ocular
 

surface diseases based on the process of epidermal
 

physiological keratinization and the gene expres-

sion profile of ocular surface epithelium.

：We examined conjun-

ctiva covering corneas which had ocular surface
 

diseases in which pathological keratinization was
 

seen.We then investigated the expression of epider-

mal keratinization-related proteins and clusterin,

which is the most abundant gene transcript in
 

human corneal epithelium.

：Semiquantitative reverse transcription-

polymerase chain reaction(RT-PCR)and immuno-

histochemistry showed that transglutaminase ,

involucrin, filaggrin, and cytokeratin / expres-

sion was upregulated in keratinized conjunctiva
 

compared to normal conjunctiva. On the other
 

hand, the level of clusterin expression in the dis-

eased ocular surfaces was significantly lower than
 

normal.We also concluded that clusterin expression
 

may depend on the severity of the pathological
 

keratinization.

：Various keratinization-related pro-

teins and clusterin are most likely to be involved in
 

the pathogenesis of cicatrizing ocular surface dis-
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緒 言

Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡，熱化学外傷な

どの重症の難治性眼表面疾患では，角膜上皮の幹細胞が

広範囲に消失した結果，生体反応性に周辺の結膜組織が

角膜上を被覆する．その後，慢性瘢痕期には，角膜表面

を被覆していた結膜上皮は，分化異常により病的角化を

来す．角化が生じれば，上皮層の物理的・生理的機能が

破綻し，難治性の上皮障害や視力障害が発生する．この

ような角化に関する病態を理解し，そこから得られる情

報を応用することで，将来的には有効な治療的手法を開

発できると考えられる．そこで，我々は難治性眼表面疾

患における病的角化の分子機構に関する知見を集積する

ため，表皮の生理的角化のメカニズムや眼表面上皮にお

ける遺伝子発現プロファイルに着目し，その病態の解明

に迫った．

Ocular surfaceと難治性眼表面疾患

病的角化過程における細胞動態を理解する上で鍵とな

るのが，角膜上皮や結膜上皮などを含めた眼表面に対す

る包括的な理解である．Thoftにより提唱された“ocu-

lar surface(眼表面)”という用語は，角膜上皮と結膜上

皮という眼表面を構成する外胚葉由来の非角化粘膜上皮

を一体としてとらえた概念である．この概念の導入以

降，1980年代の角膜上皮幹細胞研究の飛躍的な進歩に

より，角膜上皮幹細胞の存在も明らかになりつつある．

角膜上皮に特異的な細胞骨格蛋白であるkeratin 3/12

陰性の細胞群が角膜輪部上皮基底細胞層に存在し ，こ

の細胞が slow-cycling cellであり ，潜在的に高い増殖

能を保持し ，上皮細胞増殖因子(EGF)などの増殖因子

によく反応する といったさまざまな状況証拠から，角

膜上皮幹細胞は角膜と結膜の境界部に位置する角膜輪部

上皮の基底層に存在すると考えられている．輪部に存在

する角膜上皮幹細胞は，正常状態では非常にゆっくりと

した細胞周期で角膜上皮を供給し，創傷治癒など必要時

に速やかに分化・増殖して角膜上皮基底細胞(transient
 

amplifying cell，TA cell)を供給する．難治性眼表面疾

患では，角膜上皮幹細胞が高度に喪失した結果，正常な

角膜上皮細胞を供給することができず，眼表面は代償性

に周辺の結膜組織が炎症，瘢痕，血管新生などを伴って

角膜表面を覆い，著しい視力障害を来す．

“病的角化”という病態

上述のとおり，角膜上皮細胞と結膜上皮細胞は，それ

ぞれの細胞群が独特の分化をとげ特異的な形質発現を行

いながら，眼表面上皮として統一のとれた機能単位を形

成している．これら角結膜上皮細胞は，体表面に露出し

た粘膜上皮細胞群という点で生体内でも極めて特殊な上

皮層といえ，それぞれの上皮細胞層が持つ生理的機能や

細胞動態，発生する疾患や現象には組織特異性がある．

難治性眼表面疾患の慢性瘢痕期では，角膜上を被覆した

非角化粘膜上皮細胞である結膜上皮に分化異常が生じ，

多分化増生して高度に重層扁平化する ．このような

粘膜上皮の分化異常を病的角化(扁平上皮化生，squa-

mous metaplasia)と呼ぶ(図1)．組織学的には杯細胞

の消失，細胞の重層化と表層細胞の扁平化などがこれま

での研究で解明され ，Stevens-Johnson症候群など

の難治性眼表面疾患のみならず，vitamin A欠乏症，重

症ドライアイ，上輪部角結膜炎，シェーグレン症候群な

どでも報告 されている．しかしながらその生理的，

生化学的メカニズムについては，全く不明のままであっ

た．

生理的角化機構

角膜や結膜などの非角化粘膜上皮とは対照的に，角化

上皮を有する皮膚は人体最大の臓器であり，外界と生体

との間に存在するバリア機能を担っている．皮膚は表

皮，真皮および皮下組織から成り，その最外層を占める

表皮は厚さ0.06～0.2mmの細胞層が存在し，常に外

界からの物理的，生理的バリア機能として重要な役割を

担っている．生理的角化とは，表皮の中で，表皮角化細

胞(ケラチノサイト)が基底側から基底細胞，有棘細胞，

顆粒細胞，角質細胞へと分化し，最終的に角質(細胞)層

を形成する形態学的，生化学的，分子生物学的過程すべ

てを示す(図2)．生理的角化に要する時間は，基底細胞

から角質細胞に分化するのに約14日，角質細胞が剥脱

していくのに，さらに約14日かかるとされている．最

表層の角質細胞は特徴的なkeratin線維パターンとそれ

を埋める線維間物質が存在し，細胞膜の内層は特殊な角

質被膜(コーニファイドエンベロープ)と呼ばれる厚さ約

10nmの架橋された蛋白構造で裏打ちされ，アルカリ・

トリプシンなどに対しても安定性を示し，物理学的・化

学的にも強い不溶性蛋白となっている．表皮の生理的角

化過程の研究に関しては，transglutaminase 1という

細胞膜に局在する酵素が重要な働きをしていることが解

明されてきた ．すなわち，transglutaminase 1は角

化細胞に見られる特殊な角質被膜の形成に involucrin，

loricrinなどを基質蛋白として架橋反応を触媒する ．

Transglutaminase 1は常染色体劣性葉状魚鱗癬の原因

遺伝子と解明されており ，また我々の共同研究グルー
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プが作製した transglutaminase 1ノックアウトマウス

では，角質被膜が存在しないため角質細胞間脂質の配列

が正しく整列せず，経表皮水分蒸散量の著しい亢進を示

し，新生仔期に致死的である ．また，表皮の生理的角

化過程における分化マーカーとしては，細胞内骨格蛋白

であるkeratin 1/10が存在し，それらは filaggrinによ

り凝集され角質細胞を形成することがわかってい

る ．以上の観点から，これまで解明されてきた表皮

の生理的角化関連物質と病的角化関連物質との相関を検

討し，病的角化のメカニズムについて遺伝子から蛋白レ

ベルにおいて包括的に解析した．

Transglutaminase1と表皮角化関連蛋白

術前の口頭および文書での同意を得た後，京都府立医

図 1 正常および難治性眼表面疾患患者の眼表面とその組織像．

A：正常眼表面．B：慢性瘢痕期Stevens-Johnson症候群患者の眼表面．角膜上を結膜が被覆し，病的角化

を起こしている．C：正常結膜組織像［ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色］．D：慢性瘢痕期Stevens-

Johnson症候群患者の角化結膜組織像(HE染色)．結膜上皮は高度に重層化し，病的角化(扁平上皮化生)が

認められる．

図 2 表皮生理的角化機構の模式図．
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科大学において手術時に瘢痕期の難治性眼表面疾患患者

(Stevens-Johnson症候群，眼類天疱瘡，熱化学外傷，

各N＝4)の角膜上を被覆している病的角化結膜組織を

採取した ．採取したサンプルは，一部はTRIzol処理

により，mRNAを抽出し半定量的 reverse transcrip-

tion-polymerase chain reaction(RT-PCR)に使用した．

また残りのサンプルはOCT compound中に埋没し，免

疫染色用に使用した．対象とした表皮角化関連蛋白は，

表皮角質被膜形成に関与する transglutaminase 1，

involucrin，loricrin，および角質細胞におけるkeratin
 

patternに関与する filaggrin，種々のkeratin subtype

［keratin 1/10(角化型)，keratin 4/13(粘膜分化型)，

keratin 3/12(角膜特異型)］に関して検討を行った．対

照として同意を得た後，正常のヒト結膜上皮を用いた．

検討の結果，trsnsglutaminase1の発現レベルは，正常

の結膜上皮と比較してmRNA，蛋白レベルにおいて有

意に病的角化結膜群(Stevens-Johnson症候群，眼類天

疱瘡，熱化学外傷)で上昇していた(Dunnett test p＜

0.001)(図3)．その発現部位は，結膜上皮層の基底細胞

を除く基底部上層から表層にかけて認められた．また，

角質被膜形成蛋白の中で，loricrinに関しては免疫染色

法において発現の差はなかったが，involucrinに関して

は病的角化結膜群で発現強度が強かった．一方，ker-

atin patternに関する角化関連蛋白の中で，filaggrin，

角化型keratin1/10に関しては，病的角化結膜群で有

意に発現が強かった(図4)．Filaggrinに対する検討で

は，基底細胞を除く基底部上層から表層にかけて顆粒状

の免疫染色パターンを示していた．Keratin 1/10に関

する検討では，その発現は同様に基底部上層から表層に

かけて認められた．粘膜分化型keratin 4/13，角膜型

keratin 3/12に関しては，その発現に差はなかった．以

上の結果をまとめると，難治性眼表面疾患における病的

角化結膜において，transglutaminase 1，involucrin，

filaggrin，keratin 1/10の発現が増強しており，これら

の生理的角化関連蛋白が，病的角化の病態に関与してい

る可能性が推定された．

では，なぜ難治性眼表面疾患における病的角化結膜組

織の中で，表皮の生理的角化関連蛋白が発現してくるか

図 3 病的角化結膜における transglutaminase (TGase )の発現．

A，B：半定量的 reverse transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR)の解析結果．対照群(C：正

常結膜)と比較して，難治性眼表面疾患群(SJS：Stevens-Johnson症候群，OCP：眼類天疱瘡，Chemi-

cal：熱化学外傷，N＝4)ではmRNAの発現が有意に上昇していた(Dunnett test，p＜0.001)．内部対照と

してG3PDHを使用した．

C，D：免疫組織化学染色の解析結果．C(正常結膜組織)では，mRNAの発現がわずかにしか認められない

が，D(SJSの病的角化結膜組織)では，細胞膜にその発現が強く認められた．バーは100μm(C，D)
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という疑問が浮かび上がる．まず一つの仮説として，

Stevens-Johnson症候群などの難治性眼表面疾患患者の

病的角化結膜上皮は，正常結膜組織と比較して有意に

Ki67陽性細胞の割合が上昇しており，病的角化結膜上

皮細胞が過増殖状態にあることが，上皮に分化異常を起

こす可能性が推定される ．次に，結膜下組織の炎症が

本病態に関与している可能性がある．我々の施設では，

慢性期のStevens-Johnson症候群患者の結膜組織を検

討した結果，臨床的には炎症が消退した慢性瘢痕期にも

かかわらず，病的結膜上皮下の組織には，T細胞系の

炎症細胞の集積が認められた ．よって，上皮下の炎症

細胞からの何らかの因子(炎症性サイトカインなど)が上

皮の分化異常を誘導する可能性が推定される．最後に，

難治性眼表面疾患をはじめ，病的角化を起こす疾患群は

高率に重症のドライアイを来す症例が多い ．眼表面

の非角化粘膜上皮は正常状態では涙液のサポートのもと

に恒常性が維持されている．ドライアイが高度になれ

ば，非角化上皮としての恒常性が維持できなくなり，分

化異常が生じる可能性がある．いずれも推論の域を脱し

ないが，これらのことが複合的に関連し，このような病

的角化を生じていると考えられる(図5)．今後，病的角

化の誘導因子に関するこのラインのさらなる研究の進歩

が必要である．

図 4 病的角化結膜における keratin / ，filaggrinの発現．

角化型細胞骨格蛋白のkeratin 1/10の発現は，正常結膜(A，C)では認められないのに対し，病的角化結膜

(B，D)ではその発現が基底細胞を除く全層で認められた．TGase 1と filaggrinとの二重染色では，正常

結膜(E)ではその発現が認められないのに対し，病的角化結膜(F)において filaggrinの発現が顆粒状に認め

られた．バーは100μm(A～F) (文献22より転載，一部改変)
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眼表面上皮の遺伝子発現プロファイル

病的角化を含め，眼表面上皮の細胞動態・生物学的特

性を理解するには，角膜上皮，結膜上皮の遺伝子発現の

差異を分子レベルで解明することによってはじめて，眼

表面上皮が正常に機能するための必須のファクターが理

解されると考えられる．我々の施設では，上述のコンセ

プトのもと，角膜上皮，結膜上皮の包括的な遺伝子発現

プロファイルを作成した(表1) ．その中で，cluste-

rinが in vivo角膜上皮細胞で最も発現頻度の高い遺伝子

産物であることがわかった．発現頻度が高ければ，その

組織における機能的重要性が高い可能性が推察される．

Clusterinとその機能

このclusterinは，分子量70～80kDaの分泌糖蛋白

であり，血漿・尿・母乳・脳脊髄液などのさまざまな生

理分泌液中に存在している．Apolipoprotein J，SP40-

40などの名称もあるが，現在ではこの“clusterin”が国

際的に受け入れられている．現在まで提唱されている生

理的機能として，脂質の輸送・精液生成の調節・補体の

カスケードの調節・アポトーシス・細胞膜の再生・細胞

膜保護など多種多様な機能があげられている ．また，

さまざまな疾患，例えば糸球体腎炎，急性腎不全，アル

ツハイマー病，動脈硬化，心筋梗塞などでもその発現が

誘導されることがわかっている．眼組織におけるclus-

terinの役割として，主に網膜色素変性，網膜障害モデ

ルマウスにおいて，その病態に関与していることが報告

されてきた．我々の施設では，このclusterinに関する

粘膜上皮における発現の解析を行った結果，角膜上皮の

みならず結膜上皮を含めた粘膜上皮群(膣・食道・胃・

小腸・大腸)に広く認められた ．興味深いことに，こ

の発現は，皮膚などの角化上皮にはないことがわかっ

た．以上の観点から，難治性眼表面疾患の病的角化結膜

組織におけるclusterinの発現についてその詳細を検討

した．

角化とclusterin

手術時に慢性瘢痕期の難治性眼表面疾患患者(Ste-

vens-Johnson症候群，眼類天疱瘡，各N＝4)の角膜上

を被覆している病的角化結膜組織を採取し，既報の方法

に従って半定量的RT-PCR，免疫染色用に使用した ．

対象コントロールとして，同意を得た後，正常角膜，結

膜および皮膚を用いた．検討の結果，clusterinの発現

レベルは，正常の結膜上皮と比較してmRNA，蛋白レ

ベルにおいて有意に病的角化結膜群(Stevens-Johnson

症候群，眼類天疱瘡)で減少していた(図6)．正常角膜

上皮および結膜上皮におけるclusterinの発現は，中間

層から表層にかけて認められたが，病的角化結膜群では

全く発現していないか，あるいは最表層の一層に限局し

て発現していた．皮膚(表皮)において発現は全くなかっ

た．

病的角化とclusterinの発現の相関をさらに検討する

ため，同一の病的角化結膜組織において，角化(扁平上

皮化生)の程度が異なる部位を用いて検証した(図7)．

角化のマーカーとしてはkeratin 10を，非角化粘膜上

皮のマーカーとしてkeratin 13を用いた．検討の結果，

図 5 難治性眼表面疾患における病的角化の病態に関する推察される模式図．

ドライアイ，上皮の過増殖，上皮下の炎症が相互に関連して，本病態が惹き起こされていると予想される．
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表 1 眼表面における遺伝子発現プロファイル

角膜上皮 結膜上皮

１．Clusterin

２．Keratin 12

３．Calcyclin

４．Human adipose mRNA

５．Alpha enolase

６．Keratin 3

１．Keratin 13

２．Beta-2-microglobulin

３．Eukaryotic initiation

４．Lipocortin

５．Elongation factor 1

６．Thymosin beta-4

(Nishida et al.IOVS 1996) (Dota et al.Exp Eye Res.2001)



角化の程度が軽度で，多分化増生していない(高度に重

層化していない)上皮層ではclusterinの発現が認めら

れ，同部位では角化マーカーのkeratin 10は発現して

おらず，粘膜分化型のkeratin 13が発現していた．角

化の程度が高度で重層化している上皮層では，clusterin

の発現が減弱していくと同時に，keratin 10の発現が認

図 6 病的角化結膜における clusterinの発現．

A，B：半定量的RT-PCRの解析結果．対照群(C：正常結膜)と比較して，難治性眼表面疾患群(SJS：

Stevens-Johnson症候群，OCP：眼類天疱瘡，N＝4)ではその発現が有意に減少していた(Dunnett test，

p＜0.05)．内部対照としてG3PDHを使用した．C，D，E，F：免疫組織化学染色の解析結果．C(正常角

膜組織)，D(正常結膜組織)では，clusterinの発現が中間層から表層にかけて認められるが，E(SJSの病的

角化結膜組織)では，その発現が認められないか，最表層に限局して認められた．F(正常皮膚)では，発現

は認められなかった．バーは100μm(C～F) (文献28より転載，一部改変)
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図 7 角化重症度との clusterinの発現の相関．

A，B，C：角化の程度が異なる組織片を用いて検証した．＊から左方は多分化増生していない結膜組織，

右方は高度に重層化している組織を示す．角化の程度が軽度で，高度に重層化していない上皮層ではclus-

terinの発現が認められ(A)，同部位では角化マーカーのkeratin 10の発現は認められず(B)，粘膜分化型

のkeratin 13が発現していた(C)．角化の程度が高度で重層化している上皮層では，clusterinの発現が減

弱してくと同時に(A)，keratin 10の発現が認められた(B)．バーは200μm(A～C)

(文献28より転載，一部改変)
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図 8 Clustetinノックアウトマウスの角膜上皮の組織像．

透過電子顕微鏡により角膜上皮細胞内を詳細に検討した結果，clusterinノックアウトマウス群(B，D)では

対照群(A，B)と比較して，細胞内，特に核の周囲に100～200nmレベルのvesicleが多数確認された．

バーは2μm(A，B)，1μm(C，D)
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められた．以上の結果から，難治性眼表面疾患におい

て，その病的角化の程度とclusterinの発現は負の相関

を示し，病的角化の重症度を示すマーカーとして有用で

あることが推定された．角化を示さない角膜上を被覆し

ている翼状片組織を用いた検討では，clusterinの発現

は正常結膜上皮と同等に認められることからも，この結

果をサポートしているものと考えられる(未公表デー

タ)．同時に，clusterinが粘膜上皮を非角化細胞として

維持するのに必須の蛋白である可能性もあり，その眼表

面における遺伝子・蛋白レベルでのさらなる機能解析が

必要である．

Clusterinノックアウトマウス

Clusterinが広く非角化粘膜上皮に発現し，角化上皮

には発現していないことから，この蛋白が上皮系細胞に

おける非角化状態のマーカーとなる可能性がある．また

眼表面上皮における発現部位が，中間層上部から表層に

かけて認められることから，例えば粘膜上皮の終末分化

や涙液と上皮との恒常性維持に機能している可能性が考

えられる．しかし，このような発現の変化が上皮自体の

固有の性質に依存するのか，二次的な結果として起こっ

ているのかは不明である．そこで，我々はCincinati大

学のKao，Aronowらの協力のもと，clusterinノック

アウトマウスの眼球における表現型を解析した ．その

結果，スリットランプによる観察では，対照マウスと比

較して，表現型に有意な差異はなかった．また，走査電

子顕微鏡で角膜組織を解析した結果も有意な差異はな

かった．しかしながら，透過電子顕微鏡による解析で角

膜上皮細胞内を詳細に検討した結果，clusterinノック

アウトマウス群では対照群と比較して，細胞内，特に核

の周囲に100～200nmレベルのvesicleが多数確認され

た(図8)．この構造物が生理的にどのような役割を果た

しているのかは不明であるが，角膜実質や角膜内皮細胞

ではこのような変化は認められないことから，clusterin

が角膜上皮において何らかの機能を果たしていることは

間違いないようである．今後，このノックアウトマウス

を用いた上皮障害モデルやドライアイモデルによる機能

解析が必要である．

お わ り に

非角化上皮が角化上皮へと分化転換する“病的角化”

という現象について，これまでの解明されてきたその分

子機構に関しての知見をまとめてみた．依然不明な点が

多いが，少なくともこの病態の中には，表皮の生理的角

化機構に関連する分子や眼表面に高度に発現している分

子が関与しているようである．今後の研究指針として

は，今回の考察から得られた発現が増強する蛋白遺伝子

のプロモータ領域の解析を行い，その発現調節機構に関

する知見を集積することにより，眼表面疾患における異

常分化を制御する転写因子を同定し，角結膜上皮細胞の

異常分化制御機構を解明することである．このような角

結膜上皮細胞の異常分化制御機構の解明がなされれば，

将来的にこれら病的角化結膜細胞を正常に分化誘導する

など，難治性眼表面疾患の治療概念に対しても画期的な

転機をもたらすものと期待される．さらに，病的角化は

眼科領域のみならず，皮膚科や内科疾患にも起こり得る

現象であり，眼表面疾患における病的角化の病態生理に

関する研究から得られる成果は，眼科疾患の病因解明の

みならず，広くは角化に関連するすべての疾患の病因解

明に貢献し得るものと確信する．今後のこのラインの研

究の発展に期待したい．

稿を終えるに当たり，受賞講演の機会を与えて下さいまし

た学術奨励賞選考委員各位，第108回日本眼科学会総会長の

北原健二教授に心より感謝申し上げます．また，本研究に関

し直接ご指導，ご助言を賜りました京都府立医科大学眼科木

下 茂教授，大阪大学眼科西田幸二講師，兵庫医科大学皮膚

科山西清文教授に深謝を申し上げます．
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