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要 約

眼部の腫瘍性疾患と手術や外傷後の組織の修復過程で

の細胞増殖と関連した細胞の挙動を研究した結果と，そ

れに基づいた新しい治療方法を探索した．細胞増殖因子

のシグナル伝達に注目した．眼腫瘍では組織病理学的に

類似している場合でも，細胞増殖に関与するシグナルの

状態は異なり，細胞増殖に関与するシグナルの亢進は腫

瘍の悪性度を示唆すると考えられた．細胞増殖に関与す

るシグナルの制御によって，実験的眼瞼腫瘍の治療が可

能であると考えられた．創傷治癒過程の異常による眼手

術後の合併症は，細胞の増殖，細胞外マトリックスの過

剰沈着と細胞表現形の変化，すなわち上皮間葉系移行に

よることを明らかにした．この合併症の予防と治療に遺

伝子導入の技術を利用したシグナル伝達の制御が有用で

あると考えられた．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：細胞増殖，増殖因子，悪性腫瘍，上皮間葉

系移行，形 転換成長因子ベータ，アクチ

ベータプロテイン-，ソニックヘッジホッ

グ，Smadシグナリング

Cell proliferation and related cellular behavior in
 

ocular neoplastic disease and in the healing process
 

in ocular surgery or post-injury management, as
 

well as new treatment strategy were investigated.

The roles of growth factors and their signal trans-

duction pathways were studied. Cell proliferation-

related signals were found to be activated to a
 

greater extent in malignant ocular tumors than in

 

benign tumor cells regardless of the similarity of
 

simple histological findings. Suppression of cell
 

proliferation-related signals can be a new treatment
 

for ocular neoplastic diseases.The causes of compli-
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clude acceleration of cell proliferation and extracel-

lular matrix expression and cellular phenotypic
 

alteration, . .,epithelial-mesenchymal transition.
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Abstract



緒 言

腫瘍は良性，悪性を問わず細胞の増殖制御機構からの

逸脱によって，無秩序な増殖を来したことで発症する疾

患である ．眼腫瘍に限らず組織病理学的に同一の診断

の眼腫瘍であっても，個々の腫瘍細胞は症例ごとに様々

な細胞増殖形態をとる．本総説では，まず眼の腫瘍細胞

で細胞増殖の制御メカニズムを各種の増殖因子と，それ

らの因子由来のシグナル伝達に焦点を当てて，良性，悪

性の差異との関連から研究した結果を記載する．次い

で，眼腫瘍でのこれらの結果を踏まえて角結膜，水晶

体，網膜の創傷治癒過程での細胞増殖促進，抑制に関与

する各種の増殖因子と，それらの因子由来のシグナル伝

達の研究を述べる．最後に各種のノックアウトマウスを

用いたシグナルの役割に関する検討と，ウイルスベク

ターを用いた遺伝子治療や各種のシグナル阻害物質の眼

腫瘍と，眼手術や外傷後の創傷治癒の異常による合併症

や疾患の治療への応用の可能性についての著者らの研究

結果を記載する．

増殖因子とは，細胞が分泌する細胞増殖を制御する物

質の総称である．インターロイキンやインターフェロ

ン，コロニー刺激因子などのサイトカインも細胞増殖に

働くが，これらは主に血球・リンパ球の増殖と分化に関

わる成分であり，増殖因子を含めてサイトカインと呼ば

れている．一般に細胞は増殖因子などの液性因子である

サイトカインや細胞接着分子などからの刺激を受ける

と，その受容体からシグナル伝達物質を介し細胞核にシ

グナルが伝わり ，増殖，遊走あるいは細胞外マトリッ

クスなどの蛋白質を分泌する．創傷治癒過程では増殖因

子の刺激により細胞の増殖，遊走，細胞外マトリックス

の沈着は生じるものの，正常または正常に近い状態の組

織が再構築されるように制御されている．一方，細胞外

マトリックスとインテグリンの結合も単なる細胞接着や

足場形成といった機能のみならず，インテグリンを介し

たシグナルが能動的に核に伝えられている ．腫瘍形成

においては同じように増殖因子の刺激が生じるが，増殖

因子からの刺激に対する受容体やシグナルレベルでの制

御が効かなくなり，その結果，細胞の増殖，遊走，細胞

外マトリックスの沈着などが無秩序に生じるようになっ

た状態であると考えられる．

増殖因子には細胞増殖に関わるものとして，上皮増殖

因子(epidermal growth factor,EGF)や線維芽細胞増殖

因子(fibroblast growth factor,FGF)，角化細胞増殖因

子(keratinocyte growth factor, KGF)などがあり，ソ

ニックヘッジホッグ のような器官形成物質も細胞増殖

に関わっている ．また，細胞増殖を抑制するものとし

て，形質転換成長因子ベータ(transforming growth fac-

tor β, TGFβ)などがあげられる．これらの増殖因子に

はそれぞれに特有の受容体(レセプター)が存在し，レセ

プターからシグナル伝達物質を介して核に刺激が伝わ

り，細胞増殖，あるいは抑制に働く．それぞれの増殖因

子には特有のレセプターを介してシグナルのレベルでも

それぞれに主なシグナル経路が異なっている．細胞外

環境での増殖因子のレベルで考えると，細胞の増殖は

EGF，FGF，KGFなどの細胞増殖を促進するものと

TGFβのような増殖を抑制するものの，バランスのど

ちらが優位になるかによって調節されている．生体内で

は増殖因子をはじめ様々なサイトカインが同時に協調し

て働いている．細胞増殖に関しては促進と抑制のどちら

の因子が強く働くかによって増殖に働くか，増殖抑制に

働くかが制御される．以下，まず眼腫瘍での増殖制御に

関与する分子と悪性度の関係について，動物での誘発腫

瘍とともに検討した．

眼腫瘍での細胞増殖促進・抑制の研究

まず，眼腫瘍での細胞増殖促進・抑制に関与する各種

の増殖因子と，それらの因子由来のシグナル伝達の研究

成果について述べる．臨床例としては，ともにメラニン

色素に富み，時に眼底観察だけでは視神経乳頭部に発症

した場合で増大傾向のある場合などに鑑別が困難で，さ

らに組織学的にも類似している黒色細胞腫と悪性黒色腫

を例に，発現する細胞増殖関連因子の違いについて検討

した結果を記載する．また，眼表面に発症した扁平上皮

癌での増殖促進因子の発現と in vitroで，その因子の培

養扁平上皮癌細胞株を用いた培養細胞での検討について

述べる．

1．黒色細胞腫と悪性黒色腫の比較に関する検討

黒色細胞腫(1例)と悪性黒色腫(3例)のパラフィン切

片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン染色(以下，HE

染色)を行った．黒色細胞腫はメラノサイトに富むが，

核小体はめだたず，細胞の未分化性を示唆する所見は観

察されなかった．悪性黒色腫は大型円形から卵円形の核

に核小体がめだち，細胞質に豊富なメラニンを有する腫

瘍細胞が充実性に増殖していた．しかし，HE染色のみ

では増殖の評価は不完全であるため，免疫組織化学的染

色が必要であると考え，以下の検討を追加した．Erk-
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1，cyclin D1，activator protein-1(AP-1)の構成成分に

ついて検討した．Erk-1は古典的MAPキナーゼ系のシ

グナル伝達の最終段階を担う蛋白質である．一般に細胞

増殖因子は古典的MAPキナーゼ系を介しErk-1シグ

ナルを核に伝え細胞増殖に働く．その際にFosファミ

リーの蛋白も働く．また，細胞内ではインテグリンを介

し c-Jun N-terminal キナーゼ(JNK)を活性化させ，

Junファミリー蛋白を発現させる．Fosファミリー蛋白

と Junファミリー蛋白が2量体を形成し遺伝子発現に

関与する．これらは一般に細胞増殖促進に働くことが多

い ．一方，上皮系細胞の増殖抑制を担う増殖因子とし

てTGFβが知られている．TGFβファミリーには古典

的MAPキナーゼ系，その他のMAPキナーゼ系以外に

Smad蛋白というTGFβに特異的なシグナル伝達物

質があり，TGFβによる刺激を受けた際にはTGFβ/

Smad系も遺伝子発現に関与する(図1)．

次に，AP-1を介した細胞増殖促進効果の機序につい

て解説する．各種の増殖因子によって誘導されたc-Jun，

c-Fos，FosBや JunBは，転写因子AP-1を構成し，そ

れぞれの組み合わせによってp53を経てp21を，あるい

はサイクリンD1や p16などを誘導し細胞周期を調節し

ている (図2)．したがって，これらのAP-1の構成成分

の発現上昇が細胞周期の促進，すなわち細胞増殖の亢進

につながっていると考えられている (図2)．

黒色細胞腫と悪性黒色腫に対して免疫組織化学染色に

よるErk-1と cyclin D1について，両者での発現パター

ンを比較した．Erk-1，cyclin D1の発現は悪性黒色腫

において強かった(図3)．発現は一部細胞質を含んだ細

胞核にみられた．細胞増殖は，より悪性度の高い方で強

かった．黒色細胞腫と悪性黒色腫はともにメラノサイト

に富んだ腫瘤であるが，細胞増殖を促進するシグナルは

より悪性黒色腫で強いという結果を得た．グラフは

Erk-1，cyclin D1の陽性細胞率で，免疫組織像に一致

した陽性細胞率であった．今後，これらのマーカーが診

断に苦慮する症例で診断の補助として活用できると考え

られた．

AP-1の代表構成因子であるc-Fosと c-Junについて

も，黒色細胞腫と悪性黒色腫に対して免疫組織化学染色

による発現パターンを比較し，細胞増殖の評価を行っ

た．c-Junの核内移行はAP-1経路の活性化を意味する

と考えられる．c-Fos，c-Junの発現は悪性黒色腫にお

いて強かった．発現は一部細胞質を含んだ細胞核にみら

れた．細胞増殖はより悪性度の高い方で強いという結果

を得た．グラフはc-Fosと c-Junの陽性細胞率で悪性黒

色腫において高かった(図3)．

2．眼表面悪性上皮性腫瘍での sonic hedgehogの役

割について

Sonic hedgehog(Shh)とは，hedgehogファミリー蛋

白質の一つで分子量約20キロダルトンの分子量から成

る形態形成に関与する液性因子である ．Shhは細胞の

増殖，分化を調節し，胎生期における諸臓器の形態形成

や発癌に関連しているといわれている ．著者らの扁平

細胞増殖調節機構の解明と治療への応用・大西他

図 2 Activator protein-(AP-)を介した細胞増殖促

進効果の機序．

各種の増殖因子によって誘導されたc-Jun，c-Fos，

FosBや JunBは，転写因子AP-1を構成し，それぞ

れの組み合わせによってp53を経てp21をあるいは，

サイクリンD1や p16などを誘導し細胞周期を調節

している．
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図 1 細胞内シグナル伝達機構による細胞増殖関連の遺

伝子発現制御．

一般に細胞増殖因子は古典的MAPキナーゼ系を介し

Erk-1シグナルを核に伝え細胞増殖に働く．その際に

Fosファミリーの蛋白も働く．また，細胞内ではイン

テグリンを介し JNKを活性化させ，Junファミリー

蛋白を発現させる．Fosファミリー蛋白と Junファ

ミリー蛋白が2量体を形成し遺伝子発現に関与する．

形質転換成長因子ベータ(TGFβ)には古典的MAPキ

ナーゼ系，その他のMAPキナーゼ系以外にSmad蛋白

というTGFβに特異的なシグナル伝達物質があり，

TGFβによる刺激を受けた際にはTGFβ-Smad系も

遺伝子発現に関与する．



上皮癌での免疫組織化学的検索で細胞質に著明なShh

の発現がみられ，癌細胞の発現にShhが関与している

可能性が示唆された(未発表)．著者らのこれまでの研究

から，結膜上皮は角膜上皮と異なりShhを恒常的に発

現していることが判明しているが，角膜内に侵入した腫

瘍にも強く発現されていた．これは，大腸癌や膵臓癌で

のShhの異常発現と同様に悪性腫瘍細胞の増殖促進に

関係している可能性があると考えられた．実際，著者ら

の試験的研究では，リコンビナントShhは，扁平上皮

癌から得た株細胞の増殖能を濃度依存的に有意に増加さ

せた(未発表)．In vivoで扁平上皮癌に発現されている

Shhも増殖促進効果を発揮していると考えられた．結膜

に発生した異型上皮でもShhの発現が上昇しており，

その症例をマイトマイシンC(MMC)点眼で治療したと

ころ，透過電子顕微鏡観察を含めて形態学的に治療効果

があったことが判明したが，その際AP-1構成因子の発

現減弱以外にShh発現も減弱した(未発表)．これらの

因子の発現の低下が異型上皮の増殖活性の低下と関連が

あると考えられる．

また，著者らは以前に，創傷治癒過程にある角膜上皮

では，TNFα由来の JNK経路が上皮細胞の増殖を促

進し，一方で同じTNFα由来のnuclear factor kappa
 

B(NF-κB)経路がこの JNKを抑制していることをマウ

ス角膜アルカリ外傷でNF-κB阻害薬を用いて明らかに

した ．このことは，アルカリ外傷角膜でのNF-κB阻

害による治療効果がNF-κBを介した抗炎症効果以外に

上皮治癒の促進が関与してることを示唆する．同様の上

皮細胞の増殖調節機序が腫瘍細胞でも機能しているか否

かを検討する目的で，眼表面の扁平上皮癌でTNFαの

シグナルの状態を検討した．その結果，眼扁平上皮癌で

は，TNFα受容体の亢進と JNK活性の発現が検出さ

れたが，リン酸化p65(NF-κB)は検出されず，腫瘍細

胞は増殖促進に傾いていることが判明した(投稿中)．

眼組織各部での創傷治癒過程での

細胞増殖促進・抑制に関する研究

1．眼表面における創傷治癒での検討

次に細胞の増殖が活発に起こっていると考えられる創

傷治癒過程での細胞増殖促進・抑制について，腫瘍細胞

と同様の因子が関与しているか否かを検討した．まず，

角結膜における創傷治癒での細胞増殖促進・抑制の研究

について，in vitroで角膜上皮細胞の培養での検討と，

実験動物を用いた検討について述べる．一般に角膜上皮

の創傷治癒は，第1相の上皮欠損部への遊走(migra-

tion)，第2相の基底細胞の増殖(proliferation)，第3

相の表層細胞への分化(differentiation)の 3段階から成

ることが広く知られている ．その際，上皮細胞はAP-

1のような転写因子によってまず調節を受け，その後に

細胞の遊走，増殖や各種細胞外マトリックス発現などの

組織再構築のための挙動をしていると考えられる．ま

ず，培養角膜上皮細胞株を用いた単純な実験系での検討

を行った．ここでは，培養細胞で最も有名な増殖因子で

あるEGFの影響を検討した．SV40を用いて不死化し

たヒト角膜上皮細胞株 を用い，EGF添加の創傷治癒

に及ぼす影響と，その時の転写因子AP-1構成成分であ

るc-Fos蛋白の発現について検討した．チャンバースラ

イドに単層の角膜上皮細胞シートを作製し，シリコン

針を用いて線状の細胞層欠損を作製した．その結果，

EGFは細胞シート欠損部の修復とc-Fos発現を増強し

た(未発表)．このことから，EGFは c-Fos蛋白の発現

を誘導し，このことが創傷治癒を促進している可能性が

示唆された．同様の結果は，c-Junの活性化に関与する

JNK阻害薬を用いた検討でも得られた．すなわち，

JNK阻害薬は器官培養系でマウスの角膜上皮の創傷治

癒を遅延させた(未発表)．一方，培養角膜実質細胞で

c-Junの遺伝子導入による強制発現が細胞遊走を促進し

たと報告されたが，c-Fosシグナルの細胞遊走への関与

をさらに指示するデータである ．これらのことは，次

868 日眼会誌 109巻 12号

図 3 黒色細胞腫と悪性黒色腫の免疫組織化学による細

胞増殖の評価．

aA：黒色細胞腫のヘマトキシリン・エオジン(HE)染

色．メラノサイトに富むが，核小体はめだたない．

aB：悪性黒色腫のHE染色．大型円形から卵円形の

核に核小体がめだち，細胞質に豊富なメラニンを有す

る腫瘍細胞が充実性に増殖している．ほぼ壊死細胞で

しめられている．aC，aD：Erk-1，aE，aF：cyclin D1，

aG，aH：c-Fos，aI，aJ：c-Junについて，両者での

免疫組織化学染色像．発現は一部細胞質を含んだ細胞

核にみられるが，いずれも悪性黒色腫において強い．

b：Erk-1，c：cyclin D1，d：c-Fos，e：c-Junの免

疫染色の陽性細胞率で，免疫組織像に一致した陽性細

胞率である．黒色細胞腫(緑色)より悪性黒色腫(赤色)

において高い．より悪性度の高い方で細胞増殖は強

い．バーは50μm



に in vivoでも同様にAP-1が関与しているのかをその

発現パターンから検討した．

ラット角膜に上皮欠損を作製し，転写因子AP-1構成

成分であるc-Fos，c-Jun mRNAの発現を in situ hy-

bridization法を用いて検討した．正常ラット角膜上皮

にはこれらのmRNAは認められなかったが，上皮欠損

作製15～60分後欠損部周辺の上皮細胞にこれらのmR-

NAが一過性に発現し，120分後には消失した ．これ

らの所見から，悪性腫瘍組織と同様に，角膜上皮創傷治

癒過程において受傷後早期に一過性に転写活性の亢進が

起こっており，AP-1の発現がその後の様々な遺伝子の

発現につながっていくと考えられた(図4)．また，胎児

発生過程でも角膜上皮にこれらの転写因子の発現上昇が

観察され，創傷治癒過程と胎児での器官形成過程との類

似性が指摘された ．

転写因子AP-1の発現の後，様々な創傷治癒に関与す

る分子が他の転写因子と協調した転写制御で発現され

る．例えば，TGFβ受容体の発現増強が観察されると

報告 されているが，器官培養系でマウスの角膜上皮細

胞の遊走は抗TGFβ中和抗体で抑制されることを報

告 した．この受容体発現は，著者らの研究によって抑

制性SmadであるSmad7の発現増強を介してSmad

シグナルを抑制すると同時にp38MAPキナーゼを活性

化することで，上皮細胞の遊走を制御していることが明

らかにされている ．p38MAPキナーゼの上皮系細胞

の遊走への関与は培養皮膚表皮細胞などでも報告 され

ている．また，種々のリガンドの発現も制御していると

考えられ，例えばラットの角膜上皮欠損後の遊走上皮で

はShhが発現される ．図5に示すごとく12時間後で

矢印のように，上皮先端に発現されている．この時，上

皮欠損を持つ角膜では輪部の上皮もShhの発現を増強

させていた ．また，このShhの細胞増殖への関与を

器官培養で検討した結果，上皮欠損を作製して器官培養

されたマウス角膜上皮での増殖細胞核抗原(PCNA)発

現がShhの添加で著明に増加し，細胞増殖促進効果が

証明された(図5)．悪性上皮性腫瘍細胞だけでなく，正

常細胞の増殖にもShhが関与していることが証明され

た．Shhの創傷治癒過程での発現は角膜上皮に限定され

ず，水晶体上皮細胞やレーザー光凝固後の網膜色素上皮

細胞にも検出された(未発表)．

平成17年12月10日 869細胞増殖調節機構の解明と治療への応用・大西他

図 4 ラット角膜上皮欠損後の c-fos，c-junのmRNAの発現．

正常ラット角膜上皮にはc-fos，c-junのmRNAは認めなかったが，上皮欠損作成15～60分後欠損部周辺

の上皮細胞にこれらのmRNAが一過性に発現し，120分後には消失した．正常：ラット正常角膜，30分：

上皮欠損30分後，120分：上皮欠損120分後，E：角膜上皮，↓：角膜上皮欠損部のエッジ，バーは200

μm



 
2．水晶体創傷治癒過程での水晶体上皮の挙動と細胞

増殖因子の制御

１)水晶体創傷治癒の結果としての後発白内障

白内障手術は水晶体にとっては囊を残存させた状態で

内容を除去するという一種の創傷であり，後発白内障は

創傷治癒反応とみなすことができる．そこで，まずヒト

白内障術後のカプセルについて術後に残存した水晶体囊

に創傷治癒反応関連の蛋白質の発現が検出されるか否か

を検討した．次に，実験動物を用いて，水晶体外傷モデ

ルを作製し，水晶体の創傷治癒過程でも上述の角膜での

創傷治癒過程での組織反応と類似したことが起こってい

るのか否かを検討した．

まず，摘出されたヒト後発白内障組織を各種細胞外マ

トリックスに対する免疫組織化学染色を行うと，眼内レ

ンズに接する水晶体囊内面に本来，水晶体には存在しな

い各種のコラーゲン1型，3型，6型といった線維性コ

ラーゲンやフィブロネクチンなどの沈着が検出された

(図6)．さらに，オステオポンチン，フィブリリン，ヒ

アルロナンも検出された ．これらの細胞外マト

リックスは囊内での唯一の細胞成分である水晶体上皮細

胞が産生したものであり，すなわち後発白内障は一種の

線維化の瘢痕組織であると考えられた．同様の細胞外マ

トリックスの沈着は動物眼での外傷性白内障でも検出さ

れた．この際，水晶体上皮細胞はもはや上皮細胞として

の形質を示さず，α平滑筋アクチンを発現した筋線維芽

細胞の表現型を示す ．

２)水晶体創傷治癒での早期転写因子発現

次に実験動物を用いて，水晶体外傷後の水晶体上皮細

胞による創傷修復反応のモデルとして，ラット眼に水晶

体前囊切開を行い，その創傷修復過程での水晶体上皮細

胞の活性化の経時的，位置的変化を調べるために，角膜

上皮と同様に転写因子AP-1の発現について，mRNA

レベルと免疫組織化学による蛋白質のレベルで検討し

た．その結果，正常水晶体にはc-fosのmRNAのシグ

ナルは認められなかったが，前囊切開の30分，1時間

および8時間後の水晶体上皮細胞全域にそのシグナルが

認められた ．10時間後には消失していた(図7)．c-

JunのmRNAについても同様であった．このmRNA

発現に引き続いてそれぞれの蛋白質発現が上昇し，同時

に核内に移行していた．このことは水晶体外傷時には，

水晶体上皮細胞全域で，極めて早期から何らかの転写活

性の亢進が起こっていると考えられた．転写因子の発現

に引き続き様々な遺伝子の発現が上昇すると思われる．

著者らの試験的研究では水晶体上皮細胞も角膜上皮細胞

同様にShhを発現したり(未発表)，TGFβレセプター

やTGFβリガンドの発現も亢進させる ．また，胎児

発生過程でも水晶体上皮にこれらの転写因子の発現上昇

が観察され，創傷治癒過程と胎児での器官形成過程との

類似性が指摘された ．

３)水晶体創傷治癒でのTGFβシグナルの役割

TGFβは先に記述したように細胞増殖抑制に働くサ

イトカインの一つであるが，細胞増殖抑制以外に線維芽

細胞などでの細胞外マトリックス発現の制御，細胞運動

の亢進や上皮系細胞の上皮間葉系移行にも関わってい

る ．上皮間葉系移行により上皮細胞も線維芽細胞様に

変化し，細胞外マトリックスを沈着させる．TGFβが

適度に働けば正常治癒に至るが，過剰に働くと細胞外マ

トリックスが過剰に沈着し，瘢痕化を生じる．このサイ

トカインは，いわゆる両刃の剣である．

上記のように，TGFβはMAPK系，JNK系，p38

MAPK系などの様々なシグナル伝達経路を活性化する

が，TGFβ/BMPスーパーファミリーのシグナル伝達

特異的な経路としてSmad系がある．TGFβのレセプ

ターへの結合によって，Smad2またはSmad3がリン

酸化された後，Smad4と2量体を形成し，核内移行の

後，細胞内の遺伝子プロモーターに結合する．そして遺

伝子発現を調節する ．

TGFβ/Smadシグナルが水晶体外傷でも上皮細胞で

活性化されるか否かを水晶体前囊穿刺実験で検討した．

正常ではSmad4は細胞質に局在するが，12時間以内

に，前囊が穿刺された部分に隣接した水晶体上皮細胞の

核にSmad4が集積し，水晶体外傷がTGFβ/Smadシ

グナルを活性化することが証明された ．同様の所見
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図 5 ラット角膜上皮創傷治癒過程での sonic hedge-

hogの発現と増殖促進効果と Shh添加器官培養角膜

上皮での増殖細胞核抗原(PCNA)の発現．

a．ラットの角膜上皮欠損後の遊走上皮ではSonic
 

hedgehogが発現される．12時間後で矢印のように，

上皮先端に発現されている．b．Sonic hedgehogの細

胞増殖への関与を器官培養で検討した結果，上皮欠損

を作成して器官培養されたマウス角膜上皮でのPC-

NA発現がSonic hedgehogの添加で著明に増加し，

細胞増殖促進効果が証明された．バーは100μm．

(文献20から引用)



はSmad2/3の免疫組織化学でも得られている．この

時，著者らは眼内へのTGFβ2に対する中和抗体の投

与でこのSmadの核内移行を阻害できることから，眼

内で外傷時に水晶体上皮細胞に影響している isoform

はTGFβ2であると結論付けた．すなわち，眼外傷で

は眼内のTGFβ2の迅速な活性化に伴い水晶体上皮細

胞は速やかにTGFβの影響を受けると考えられる．

TGFβの上皮系細胞に対する制御は一般に，①増殖抑

制，②細胞外マトリックス発現亢進，③細胞遊走の活

性化などが挙げられる．著者らのこれまでの研究でも，

眼内でTGFβ2がこれらの役割を担っていることが証

明された．細胞増殖に関しては，TGFβ2に対する中和

抗体の局所投与はSmad3/4の核内移行抑制に伴って分

裂細胞数を増加させた ．このことは，水晶体上皮細

胞の増殖を眼内のTGFβが抑制していることを示す．

一方，細胞外マトリックス発現や細胞外マトリックス発

現へのTGFβ/Smadシグナルの関与は，以下のごとく

Smad3ノックアウトマウス で検討した．Smad3

ノックアウトマウスに水晶体外傷または水晶体囊外摘出

を行い，残存上皮細胞の上皮間葉系移行の有無を組織学

的に検討した．その結果，両方のモデルにおいても，

Smad3の欠失は上皮間葉系移行を阻害した ．手術後

7日のHE染色像と線維化のマーカーであるα平滑筋

アクチンの蛍光抗体法による免疫組織化学の結果をみる

と，Smad3の対照マウスでは，HE染色では紡錘状に

水晶体上皮細胞が変化しているが，ノックアウトマウス

では，細胞は比較的に上皮様の形態を保っていた．α

平滑筋アクチンの発現でも対照では細胞はα平滑筋ア

クチン強陽性であるが，ノックアウトマウスでは陰性で

あった．さらに，同様の所見はこのノックアウトマウス

から得た培養水晶体上皮細胞でも確認できた．

以上の著者らの研究から，この上皮間葉系移行の過程

は次のようにまとめることができる．すなわち，外傷を

契機として，眼内のTGFβ2が活性化され，Smad3シ

グナルを介して，水晶体上皮細胞は，転写因子スネイル

やプロテオグリカンのルミカン などの上皮間葉系移行

に関係する分子を発現し，α平滑筋アクチン陽性の筋

線維芽細胞に変化し，さらにコラーゲンなどの細胞外マ

トリックスを沈着させて線維性の混濁組織を囊内に形成

する．この過程は水晶体上皮細胞に特別なことでなく，

腎尿細管上皮などでも同様で組織の線維化に大きく関与

していることが知られている．しかしながら，眼球への
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図 6 ヒト後発白内障の細胞外マトリックス沈着．

眼内レンズ(IOL)挿入9か月後．糖尿病網膜症に対する硝子体手術時に摘出．

水晶体囊内面の IOLに接する部分にコラーゲンⅣ型の沈着が検出された(A)．

同部には，コラーゲンⅠ型(B)，コラーゲンⅢ型(C)，コラーゲンⅣ型やフィブロネクチン(D)，プロテオ

グリカン，ヒアルロン酸も検出されている．

＊：水晶体囊，➡：免疫組織化学染色陽性部位(文献21から引用)



アルカリ暴露による炎症といった非常に強い傷害を用い

た著者らのその後の研究結果やクリスタリンプロモー

ター やアデノウイルス による活性型TGFβ1の水晶

体上皮細胞での強制発現では，Smad3欠損は完全には

上皮間葉系移行を阻止できず，ごく軽度の上皮間葉系移

行が観察される場合があり，強いTGFβ刺激に暴露し

た場合はSmad2などの他のシグナルが代償して働いて

上皮間葉系移行が起こる(程度は弱いが)可能性が考えら

れている．

４)水晶体創傷治癒での細胞の増殖とFGF2

水晶体上皮細胞は，上記のように創傷治癒過程で

TGFβの影響を受ける．TGFβは一般に細胞増殖に抑

制的に働く．しかし，創傷治癒過程では，この細胞は増

殖活性を亢進させる．したがって，他の増殖因子の存在

がこの増殖促進に関与していると考え，以下の実験を継

続した．他組織での創傷治癒過程同様に水晶体創傷治癒

の過程でも，TGFβ以外にも様々な細胞成長因子が水

晶体上皮細胞の挙動を調節していると考えられている

が，その中でも特にTGFβ2およびFGF2について注

目した．TGFβ群の中でTGFβ2に注目したのは，水

晶体創傷治癒には眼房水も大きく関与していると思われ

るが，TGFβ群の中でもTGFβ2は特に眼房水中で濃

度が高く ，TGFβ2は眼の器官形成にも深く関与して

おり，さらにTGFβ2のみが水晶体上皮細胞に作用し，

Samd系を活性化させると同時に，その細胞増殖を抑制

する と報告されているからである．また，FGFファ

ミリーは，23種の異なる遺伝子にコードされた分枝種

から構成されている ．その中でも，FGF1，FGF2は

ともに水晶体上皮細胞の創傷治癒反応に関わっているの

だが，FGF2の方が低濃度でも作用する．

Wistarラットの片眼の水晶体前囊中央を経角膜的に

26G針で切開して水晶体外傷を作製した ．そして，2

時間後，1，3，5，7，14日後に水晶体を摘出し，TG-

Fβ2とFGF2の濃度を免疫アッセイで定量した．正常

ラット水晶体中では，TGFβ2は水晶体1個当たり

72.5pg，FGF2は13.0pgであった．TGFβ2は外傷

後徐々に減少し，FGF2は徐々に増加した．5日後には

両者の濃度は逆転し，TGFβ2の濃度の方がFGF2よ

り低くなった．14日後には，TGFβ2は21.5pgにま

で減少し，FGF2は171.5pgにまで増加した(図8)．

さらに著者らは，FGF2ノックアウトマウス では，

水晶体穿孔外傷後の水晶体上皮細胞の増殖能は低下する

ことを報告 した．さらに，TGFβとFGF2の発現の

関係を培養細胞で検討した．培養ウシ水晶体上皮細胞

に，TGFβ2を添加すると，培養液中のFGF2の濃度

は，非添加群と比べて有意に増加した ．そのため，

TGFβ2はFGF2を誘導していると考えられる．そし

て，TGFβ2，FGF2ともに水晶体上皮細胞の挙動に影
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図 7 前囊穿孔外傷後の c-fos mRNAの発現．

左から正常水晶体，前囊切開30分後，1時間後，8時間後，10時間後．正常水晶体にはc-fosのmRNAの

シグナルは認められなかったが，前囊切開の30分，1時間および8時間後の水晶体上皮細胞全域にそのシ

グナルが認められた．10時間後には消失していた．(矢じり大；前囊切開縁，矢じり小；前囊，バーは100

μm)．(文献24から引用)



響しているのだが，培養細胞，FGF2ノックアウトマ

ウスを用いた実験により，TGFβ2は細胞増殖を抑制

し，FGF2は細胞増殖を促進していることが明らかに

なった ．その他にも，細胞外マトリックスの産生，上

皮間葉系移行にも影響していると思われる．

５)後発白内障と前囊下白内障の類似性と増殖因子の

関与

前囊下白内障部には線維芽細胞様に上皮間葉系移行し

た水晶体上皮細胞が細胞外マトリックスとともに存在し

ている．この組織像は後発白内障と類似している ．細

胞外マトリックスを構成する成分は各種コラーゲンや

フィブロネクチンなどで，これらは上皮間葉系移行した

水晶体上皮細胞から産生されると考えられている ．

また，TGFβやFGFなどの成長因子がラットの前囊下

白内障発症に関係していると報告 されている．そこ

で，我々は白内障手術時に採取したヒト前囊下白内障部

のパラフィン切片を作製し，Ras/MAPキナーゼ/ErK

系についてはErK1の免疫染色によって，TGFβ/

Smad系についてはSmad3の免疫染色によって，それ

ぞれのシグナル伝達系の関与について検討を行った．そ

の結果，ErK1，Smad3ともに水晶体上皮細胞で核内

移行が認められた ．Ras/MAPキナーゼ/ErK系，

TGFβ/Smad系の両方が前囊下白内障の発症に関与し

ていることが示唆された ．

3．網膜での創傷治癒，特に網膜色素上皮細胞に焦点

を当てて

次に，網膜における創傷治癒での細胞増殖促進・抑制

の研究について，特に網膜色素上皮細胞に焦点を当てて

検討した．我々は日々臨床で網膜剥離の患者に遭遇し，

時に難治性の増殖変化である増殖硝子体網膜症に陥り，

治療に難渋する ．増殖硝子体網膜症は網膜色素上皮細

胞やグリア細胞の増殖，創傷治癒反応であるとみなすこ

とができるが，特に硝子体や網膜下液へ散布された網膜

色素上皮細胞が剥離網膜表面で線維化を惹起することが

知られている．そこで，我々は培養網膜色素上皮細胞で

の検討と実験動物を用い網膜剥離モデルを作製し，非外

科的治療を模索する目的でその細胞挙動を検討した．

上記で記載した水晶体上皮細胞の上皮間葉系移行の調

節機序は網膜色素上皮細胞にもあてはまることが報告

されている．網膜色素上皮細胞も図9のように，TGFβ2

添加による刺激でα平滑筋アクチン陽性の筋線維芽細

胞に変化する．筋線維芽細胞は組織の収縮や細胞外マト

リックスの沈着を介して剥離網膜に線維化を起こし，網

膜の可動性を低下させる．この機序が他の網膜の細胞

(glia細胞など)と共同で増殖硝子体網膜症組織に関与す

る．

臨床例でまず検討した．培養網膜色素上皮細胞と同様

に，網膜剥離後の増殖硝子体網膜症組織でもα平滑筋

アクチンの発現をマーカーにして上皮間葉系移行は確認

できた．硝子体手術中に摘出した網膜下索状組織の光学

顕微鏡写真で，HE染色でも一部の細胞が紡錘型に変形

しているのが観察できるが，蛍光抗体法でα平滑筋ア

クチンが検出された(未発表)．このことは，水晶体上皮

細胞同様にTGFβ/Smad3シグナルを介している可能

性を示唆するので，Smad3ノックアウトマウスに実験

的に網膜剥離を作製し，その時の網膜色素上皮細胞の上

皮間葉系移行を検討した．その結果，図10のように，

野生型マウスでは1週で剥離網膜下に紡錘形細胞の色素
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図 8 a：ラット眼水晶体外傷後の水晶体中の形質転換成長因子(TGF)β および FGF の定量．

外傷後の水晶体組織では，TGFβ2は徐々に減少し，FGF2は徐々に増加した．5日後には両者の濃度

は逆転し，TGFβ2の濃度の方がFGF2の濃度より低くなった．14日後には，TGFβ2は21.5pgにま

で減少し，FGF2は171.5pgにまで増加した．文献39から改変．b：TGFβ2やFGF2は，水晶体上

皮細胞の受容体に結合し，水晶体上皮細胞の増殖の対照，線維芽細胞様細胞への変化の促進，様々な細

胞成長因子の産生の対照，細胞外マトリックスの合成促進などの作用を担っている．また，FGF2は

TGFβ2の作用によっても発現が誘導される．



を持った細胞の重層化による線維性の組織が形成され，

それが8週まで増殖したが，Smad3ノックアウトマウ

スではこのような組織は形成されなかった ．さらに，

この重層化した細胞が網膜色素上皮細胞の上皮間葉系移

行によるものか否かをα平滑筋アクチンと細胞外マト

リックスの発現の免疫組織化学的手法で検討した．正常

では野生型マウス，Smad3ノックアウトマウスともに

網膜色素上皮細胞にα平滑筋アクチンは検出されな

かったが，経過中8週後までの間，剥離網膜下のHE

染色で観察された紡錘形細胞の色素を持った重層化細胞

にα平滑筋アクチンの発現が検出されたものの，図10

のようにノックアウトマウスでは発現されていなかっ

た．コラーゲンⅥ型も同様の傾向であった．この実験結

果から，TGFβ/Smad3シグナルを阻害することが増

殖硝子体網膜症の発症の予防につながる可能性が示唆さ

れた．他施設からの研究でRhoなどの細胞運動に関与

するシグナルの網膜色素上皮細胞の上皮間葉系移行での

必要性も報告されているので，この現象には複数のシグ

ナル伝達系が平行して関与していると考えることができ

る．しかし，一般にTGFβ/Smadシグナルは細胞増殖

を抑制するにも拘らず，増殖硝子体網膜症では網膜色素

上皮細胞は上皮間葉系移行と平行して増殖活性も亢進さ

せる．著者らは培養網膜色素上皮細胞株ARPE-19を用

いて，TGFβが誘導するplatelet-derived growth fac-

tor Bが同細胞の増殖を促進させていると報告した．

増殖因子シグナルの制御による眼疾患

(腫瘍性，非腫瘍性)の治療方法の探索

最後に，これまで明らかにしてきた腫瘍での結果およ

び創傷治癒での細胞増殖機構を参考にして，増殖に関与

するであろう因子やシグナルを制御することで，治療へ

の応用の可能性について述べる．方法としては，ウイル

スベクターによるシグナル阻害分子の遺伝子導入または

合成シグナル阻害物質を用いた．著者らは眼表面へのウ

イルスベクターによる遺伝子導入に，アデノウイルスベ

クターを用いた．アデノウイルスベクターを利用した遺

伝子治療は細胞への毒性などの問題も未解決である反

面，肝臓などでは，動物実験上導入効率が良い．アデノ

ウイルスベクターは，二本鎖DNAウイルスで，高い遺

伝子導入効率を発揮する．増殖に必要な遺伝子は削除さ

れている．高濃度のベクター感染では細胞毒性が観察さ

れる．我々はCreリコンビナーゼを発現するベクター

と，Cre/LoxPシステムを利用した共感染系を用いてい

る．これは細胞毒性の高い蛋白質を発現させるベクター

の作製が可能であり，かつCreリコンビナーゼを発現

するベクターのプロモーターを細胞特異的なものに変更

することで，組織内で特定の細胞に選択的に遺伝子発現

を行える．

一方，アデノ随伴ウイルスベクターでは，非病原性ウ

イルスなので，安全であることと，特に静止期にある細

胞で高い遺伝子導入効率を発揮すること，アデノウイル

スベクターより導入遺伝子の発現期間が長い(年単位)こ

とが長所である．二本鎖で遺伝子発現が起こるため大量
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図 9 ブタ網膜色素上皮細胞の上皮間葉系移行．

網膜色素上皮細胞(A)をTGFβ2(10ng/ml)添加培養液で48時間培養した結果，α平滑筋アクチン陽性の

筋線維芽細胞(B)に変化する．バーは100μm．(文献48から引用)



のベクターを必要とし，また発現に1～2週を必要とす

る上，標的臓器，組織によって異なった血清型のベク

ターを使用しないと高い遺伝子導入効率が期待できな

い．レトロウイルスベクターとは，それに属するオンコ

ウイルスやレンチウイルスなどを遺伝子組み替え技術で

遺伝子治療用のベクターとしたものである．導入遺伝子

が染色体に組み込まれるので，長期間の導入遺伝子の発

現が期待でき，細胞分裂を繰り返す血液前駆細胞の遺伝

子治療などに有効であると考えられるが，白血病などの

発癌性が問題である．

1．遺伝子治療による創傷治癒過程に関係する合併症

の増殖因子シグナルの制御による予防，治療方法

の探索

上記のように，TGFβ/Smad3シグナルの抑制が後

発白内障形成過程や水晶体創傷治癒過程での水晶体上皮

細胞においてや，増殖硝子体網膜症における網膜色素上

皮細胞の上皮間葉系移行を阻害したり，あるいは線維芽

細胞のTGFβ刺激を阻害して，それぞれの組織での過

剰な線維化による合併症の発症の予防につながると考え

られる．Smad7は，Smad2または3のリン酸化を抑

制することで，TGFβのシグナル伝達を抑制する抑制

性Smadの一つである ．このSmad7の作用を利用す

ることで，TGFβのシグナルの調節を介した治療法を

開発できる可能性がある．Nakaoら はアデノウイル

スベクターによるSmad7遺伝子導入の抗線維化効果を

ブレオマイシンを用いた肺線維症モデルを用いて初めて

報告し，その後，他の施設から実験的肝硬変での治療効

果も報告 された．

例えば，角膜アルカリ外傷などの炎症性，瘢痕性の眼

表面疾患では様々なサイトカインが発現，または活性化

されていると考えられ，その病態の本体は炎症，瘢痕化

と血管新生である．輪部の障害に伴い角膜上に侵入した

結膜上皮は，その下の実質の炎症とサイトカインの状況

によって杯細胞と血管侵入を伴った結膜状の状態を保持

するのか，それらの特徴を消失させ，サイトケラチンな

どの発現パターンは結膜上皮の性質を保ったままで，一

見，角膜上皮に類似した上皮に変化させる．眼表面疾患

の病態に関与すると考えられる炎症性サイトカインは，
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図 10 Smad ノックアウトマウスでの網膜剥離後の網膜色素上皮の増殖．

実験的網膜剥離作成1週間でSmad3 マウスで剥離網膜下に紡錘形細胞の色素を持った細胞の重層化によ

る線維性の組織(A)が形成され，それが8週まで増強するが(C)，Smad3 マウスではこのような組織は

形成されなかった(B，D)．この重層化した細胞はα平滑筋アクチン陽性(E)で網膜色素上皮に上皮間葉系

移行が起こったことが示されるが，Smad3 マウスでは同細胞は陰性(F)であった．バーは20μm(A-D)，

50μm(E，F)．(文献48から引用)



各種インターロイキン，EGF，KGF，HGF，TNFα，

TGFβ，VEGF，monocyte/macrophage chemoat-

tractant protein-1(MCP-1)などが主たるものであると

考えられる．中でも，著者らはマクロファージの遊走，

侵入による炎症と実質細胞の筋線維芽細胞への形質転換

を介した細胞外マトリックス発現による瘢痕化と組織宿

主を直接的に調節するだけでなく，二次的に他のサイト

カインを誘導する ことによって病態をより複雑にして

いると考えられる成長因子であるTGFβに注目した．

実際，角膜アルカリ外傷の創傷治癒過程での組織の瘢痕

化と過剰な炎症を，TGFβリガンド可溶性受容体の過

剰発現で阻害することで治療できることが以前に報告

された．この方法は局所にウイルスベクターが投与され

ないという点で，ウイルスによる障害角膜のさらなる炎

症増強などの作用を回避できる上に，肝臓などの遠隔臓

器にも遺伝子治療効果を発揮できた という点で良い方

法であると考えられる．しかし，その際にどのシグナル

伝達系の関与が大きいかが不明であったために，創傷治

癒過程での予後改善に必要なTGFβ由来のシグナルの

み阻害するという試みは報告されていなかった．一方，

皮膚の創傷治癒ではSmad3シグナルの阻害が早期の上

皮治癒と瘢痕化の抑制に有用であることがSmad3ノッ

クアウトマウスを用いた実験で報告された．

そこで，著者らはマウスに1規定水酸化ナトリウム点

眼で作製した角膜アルカリ外傷をアデノウイルスベク

ターの点眼投与を用いて，Smad7遺伝子を導入するこ

とによるSmadシグナルの阻害の治療効果を検討した．

フルオレセイン染色で治癒過程にある角膜を観察する

と，対照では3日後では，角膜全体が上皮欠損で，その

後20日後では，著明な角膜混濁を残して治癒した(図

11)一方，Smad7をアデノウイルスベクターで導入し

た群では，3日後ですでに上皮欠損面積は縮小し，20日

後ではほぼ透明治癒を得た(図11)．さらに，HE染色

による光学顕微鏡写真で観察した結果，前眼部所見に一

致した組織像が観察された．すなわち，3日では，対照

では，上皮治癒は開始されていなかったが，Smad7導

入角膜では上皮治癒が開始されており，20日後では，

対照は角膜が肥厚し，炎症も残存しているが，Smad7

導入角膜はほぼ正常の組織像を呈していた (図11)．

HE染色による光学顕微鏡観察でSmad7の遺伝子導

入の治療効果が確認できたが，さらに免疫組織化学的に

角膜の創傷治癒を詳しく検討した．Smadシグナルの状

態はリン酸化Smad2で，角膜実質細胞の活性化は筋線

維芽細胞のマーカーであるα平滑筋アクチンで，炎症

の状態はF4/80抗体によるマクロファージの有無で，

血管新生は血管内皮細胞のマーカーであるCD31で検

討した．その結果，Smad7遺伝子導入はSmad2のリ

ン酸化シグナルを抑制すると同時に実質細胞のα平滑

筋アクチンの発現，マクロファージの侵入，血管新生の

すべてを抑制していることが確認できた(図11)．さら

に，real-time revese transcription-polymerase chain
 

reaction(RT-PCR)による検討でTGFβ1，MCP-1な

どの炎症に関与するcytokine，chemokineの発現が抑

制されると同時に，Smad7は炎症に関与するシグナル

であるNF-κBの p65のリン酸化は抑制しないものの，

その核内移行を阻害することも見出した．NF-κB p65

の核内移行もアルカリ外傷角膜の治癒過程での瘢痕化の

抑制に関与することは，著者らの別の研究でのNF-κB

阻害ペプチドを用いた研究からも支持される ．

上記の結果は，TGFβ/Smadシグナルの阻害が角膜

アルカリ外傷での瘢痕治癒の防止に有用であることを示

すことから，著者らは他のTGFβ/Smadシグナルを阻

害するサイトカインとして，bone morphogenic prote-

in-7(BMP-7)遺伝子導入のアルカリ外傷角膜モデルでの

効果も検討し，Smad7遺伝子導入と比較するとその効

果は劣るものの治療効果を確認できた ．

水晶体上皮細胞の増殖に標的をしぼった研究も多数報

告されている．MMCや5FUなどの抗癌剤の他，トラ

ニラストなどの抗アレルギー剤 ，ミノキシジール な

どの蛋白合成阻害剤など薬剤を用いるもの，また眼内レ

ンズの素材の工夫で接着，増殖を阻害 させるなどであ

る．しかしながら，投与方法や投与期間，他の組織への

毒性の観点から未だ満足のいく効果を得ていない．他

に，水晶体上皮細胞の遊走を標的としたものとして，眼

内レンズの形状(シャープエッジ)を工夫することはすで

に臨床で広く行われているが ，完全に後発白内障を防

ぐには至っていない．

一方，上述した白内障術後や水晶体外傷後の水晶体上

皮細胞の上皮間葉系移行による囊の線維化にTGFβ/

Smadシグナルが関与することをSmad3ノックアウト

マウスを用いた実験から明らかにしたが，このことは

Smad系の遮断の治療効果を強く示唆する．そこで，マ

ウスに水晶体前囊外傷を作製する際に，著者らがマウス

角膜アルカリ外傷モデルの治療に利用したSmad7発現

アデノウイルスベクターを水晶体内に注入して，その後

の創傷治癒過程を水晶体上皮細胞の上皮間葉系移行と細

胞増殖に焦点を当てて検討した ．その結果，結論とし

てはSmad7遺伝子導入は，水晶体外傷時の上皮細胞の

上皮間葉系移行による囊の線維化を抑制した．HE染色

で，野生型マウスの傷害水晶体では，上皮細胞は紡錘型

に変化していたが，Smad7遺伝子導入の組織では，

bromo-deoxyuridineの取込みで検出した細胞の増殖は

亢進していたものの，細胞は上皮様の形態を保ってい

た．さらに，α平滑筋アクチンの発現を免疫組織化学

的に検討すると，対照では，紡錘形の細胞は染色され，

筋線維芽細胞に変化しており，上皮間葉系移行が完成し

ていたが，Smad7導入はこの変化を阻止した(図12)．

したがって，臨床的に水晶体上皮細胞の過剰な上皮間葉
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系移行による囊の混濁や収縮をSmad系の阻害で予防，

または治療できる可能性が示唆された．今後，より安全

なベクターや低分子のSmad阻害薬の開発が望まれる．

また，上記の結果は，TGFβ/Smadシグナルの阻害が

角膜アルカリ外傷での瘢痕治癒の防止に有用であること

を示すことから，著者らは他のTGFβ/Smadシグナル

を阻害するサイトカインとして，BMP-7遺伝子導入の

マウス水晶体外傷モデルでの効果も検討し，Smad7遺

伝子導入と比較すると，その効果は劣るものの治療効果

を確認できた．さらに近年，BMP-7によるTGFβ/Sm-

ad2/3シグナルの阻害は，Smad1/5/8を介した Inhibi-

tor of differentiation2/3(Id2，Id3)という転写補助因

子の誘導によることが示唆され，実際Miyazonoらの

グループはマウス水晶体上皮細胞株a-TN4を用いて

Id2，または Id3の遺伝子導入が in vitroで上皮間葉系

移行を阻害することを報告したが，著者らも in vivoマ

ウス水晶体外傷モデルを用いて，これらの遺伝子のアデ

ノウイルスベクターによる導入の上皮間葉系移行に対す

る阻害効果を確認した．

さらに，実験的マウス増殖硝子体網膜症モデルでの線

維組織の形成にSmad3の関与は水晶体上皮細胞の上皮

間葉系移行と同様にSmad7遺伝子導入で抑制されると

予想され，我々の予備的実験もその予想にそったもので

ある(未発表)．一方，近年，Smad系が100％活性化す

るためには，複数のシグナルが平行して活性化され，

Smadの linker部がリン酸化されている必要があるこ

とが報告された．例えば，網膜色素上皮細胞やグリア細

胞による剥離網膜の線維化発症時にRhoキナーゼの阻

害 やp38MAPキナーゼの阻害 も剥離網膜の線維化

に抑制的な効果を発揮したと報告された．Kimotoら
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図 11 アデノウイルスベクターによる Smad 強制発現のマウス角膜アルカリ外傷に対する治療効果．

マウスに1規定水酸化ナトリウム点眼で作成した角膜アルカリ外傷をアデノウイルスベクターの点眼投与を

用いてSmad7遺伝子を導入することによるSmadシグナルの阻害の治療効果を検討した．a．フルオレセ

イン染色で治癒過程にある角膜を観察するとコントロールでは3日後では(A)，角膜全体が上皮欠損で，そ

の後20日後では，著明な角膜混濁を残して治癒した(C)．一方，Smad7をアデノウイルスベクターで導入

した群では，3日後ですでに上皮欠損面積は縮小し(B)，20日後ではほぼ透明治癒を得た(D)．b，HE染色

による光学顕微鏡写真で観察した結果，前眼部所見に一致した組織像が観察された．3日では，コントロー

ルでは，上皮治癒は開始されていなかったが，Smad7導入角膜では上皮治癒が開始されており，20日後で

は，コントロールは角膜が肥厚し，炎症も残存しているが，Smad7導入角膜はほぼ正常の組織像を呈して

いた．c，20日後の免疫組織化学的検討では，筋線維芽細胞のマーカーであるα平滑筋アクチン，マクロ

ファージのマーカーであるF4/80，血管内皮細胞のマーカーであるCD31の検索から，筋線維芽細胞の出

現，マクロファージの浸潤，新生血管形成がSmad7遺伝子導入でコントロールに比較して著明に抑制され

ているのが判明した．バーは50μm．(文献55から引用)



はARPE-19で p38MAPキナーゼの阻害がⅠ型コラー

ゲンの産生とプロモーター活性を抑制することを見出

し，p38MAPキナーゼがTGFβによるコラーゲン発現

に必要であると報告した．我々も同様の結果を得た

が，さらにSmad反応性プロモーターの活性のルシ

フェラーゼアッセイを行い，p38MAPキナーゼ活性の

Smad系への影響を検討した．その結果，p38MAPキ

ナーゼ活性の阻害はTGFβ/Smad系に負に働くことが

判明した．この結果を受けて，マウスの実験的網膜剥離

眼にdominant-negative p38MAPキナーゼをアデノウ

イルスベクターで遺伝子導入したところ，色素上皮細胞

を中心とした線維化組織の形成が抑制された ．同様の

実験結果は実験的肝硬変モデルでも報告 されており，

このシグナルも増殖硝子体網膜症の遺伝子治療の標的と

なり得ると考えられる．

また，緑内障濾過手術後の濾過胞の創傷治癒を考えた

場合も同様の戦略が適応できる．結膜の濾過胞の創傷治

癒には眼内から濾過された房水の影響，結膜創局所での

線維芽細胞の挙動，マクロファージの浸潤が深く関与し

ている．それらの産生する各種成長因子やサイトカイン

の影響は大きいが，著者らはその中でも瘢痕化に深く関

与している成長因子としてTGFβに注目した．房水に

はTGFβ2が多く含まれ ，結膜創局所では線維芽細胞

が中心となってTGFβ1の産生が行われている ．現

在，臨床面でMMCが術後瘢痕化抑制の目的で使用さ

れ一定の成績をあげているが重篤な合併症も報告 され

ている．また，MMCにかわるものとしてTGFβ2中和

抗体による瘢痕抑制が考えられ，実際欧州では治験が開

始されている ．しかしながら，TGFβは通常の組織

修復にも関与しているため，TGFβの働きをおしなべ

て抑制するのではなく，瘢痕に特異的なシグナルのみ抑

制した方が生体にとっては有利である．つまり，Smad

系のシグナル伝達抑制が一つの候補となる．Smad7は

抑制系のSmadであり，各TGFβアイソフォームのシ

グナル伝達を調整しておりβ1，β2いずれのアイソフ

ォームのシグナルも制御している．このため，Smad7

を用いることでTGFβのアイソフォームにとらわれる

ことなく，TGFβのシグナルを抑制することが可能で

ある．著者らはこの概念のもと，以下に試験的結果では

あるが，研究成果を述べる．
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図 12 Smad 導入による水晶体上皮細胞の上皮間葉系移行の阻害．

HE染色で，野生型マウスの傷害水晶体では，損傷後5日で上皮細胞は紡錘型に変化していたが(A)，

Smad7遺伝子導入の組織では，細胞は上皮様の形態を保っていた(B)．さらにα平滑筋アクチンの発現を

免疫組織化学的に検討すると，対照では，紡錘形の細胞は染色され(C)，筋線維芽細胞に変化しており，上

皮間葉系移行が完成していたが，Smad7導入はこの変化を阻止した(D)．バーは100μm(A，B)，16μm

(Inserts in A，B)，50μm(C，D)．(文献62から引用)



まず，in vitroで培養ヒト結膜下線維芽細胞のα平滑

筋アクチンと，Ⅰ型コラーゲンの発現に対するSmad7

導入の影響を検討した．α平滑筋アクチンの発現は対

照に比べ，Smad7遺伝子導入された培養細胞で減弱し

ていた．また，線維化に関係する代表的な細胞外マト

リックス成分である1型コラーゲンは免疫染色とELI-

SAでの検討で，対照ではTGFβ1添加により発現が増

強するが，Smad7遺伝子導入された細胞ではTGFβ1

添加でも発現の増強は認められないという結果であ

った．つまり，Smad7遺伝子導入により外因性の

TGFβ1により誘導されたコラーゲンの産生が抑制され

ていることがわかった(未発表)．

培養細胞での実験結果を受けて，in vivoでの検討を

行った．マウス結膜創傷治癒に対するSmad7の影響を

検討した．全身麻酔下にC57BL6マウス結膜をスプリ

ング尖刃で機械的に全周剥離しSmad7アデノウイルス

ベクターを点眼投与した．創作成後，経時的に免疫組織

化学的に検討した．HE染色では創作製5日後の対照マ

ウス結膜では浮腫が強く結膜上皮欠損部もまだ完全に被

覆されていない．それに対し，Smad7遺伝子導入され

たマウス結膜では浮腫も少なく，結膜上皮の進展も対照

より良好であった(未発表)．いくつかのマーカーで創傷

治癒を詳細に検討した．Smad7は正常組織，対照でも

わずかに認められ，Smad7遺伝子導入された結膜では

強い外因性のSmad7の発現とリン酸化Smad2の減弱

を認めた．これは，アデノウイルスベクターによって導

入された外因性のSmad7が内因性のSmad2リン酸化

を抑制した結果であると考えられる．また，組織収縮に

関与するα平滑筋アクチン発現の減弱とマクロファー

ジの創傷部の結膜下組織への侵入も抑制されていた(未

発表)．以上の結果から，Smad7が組織の収縮や炎症

に抑制的に働いていることを示す結果であると考えた．

しかし，TGFβのシグナル伝達経路はSmad系以外

にも JNKやMAPキナーゼやp38MAPキナーゼと

いった経路が存在している ．先に述べたように，

TGFβは通常の組織修復にも深くかかわっており，

TGFβの働きをおしなべて抑制するのではなく，瘢痕

化により特異的であるSmad系のシグナルのみを抑制

することでTGFβの他の働きを残しつつ，瘢痕や炎症

の抑制効果を期待できるものと考える．これは生体維持

にとって必要である機能(組織修復)を残しつつ，生体に

は不利である部分(線維化)を取り除くという点で合理的

であると考える．今回示したように，Smad7強制発現

によるSmad系の抑制で角結膜，水晶体，網膜での瘢

痕抑制効果が認められ，今後の臨床応用への可能性を示

している．さらに近年，Smad経路と他のシグナルのク

ロストークのSmad経路による遺伝子発現制御に重要

であるという報告も増加しつつあるので，今後の研究の

発展を期待する．

2．腫瘍特異的なシグナル伝達物質の阻害による腫瘍

性疾患の治療方法の探索

上述のように，正常組織の創傷治癒過程でも眼悪性腫

瘍でも細胞の増殖には古典的MAPキナーゼが大きく関

与している．このことは，古典的MAPキナーゼの抑制

による悪性腫瘍の非外科的治療の可能性を示唆するもの

である．実際，古典的MAPキナーゼ阻害薬による実験

的悪性腫瘍の治療効果が報告された．著者らは先に述べ

た眼表面の扁平上皮癌でのShhの発現と，その腫瘍細

胞増殖促進効果に注目し，このシグナルの阻害による治

療効果の検討を計画している．Shhは細胞膜上に存在す

るSmoothened(Smo)およびPatched(Ptc)と呼ばれる

2種類の膜蛋白質で構成される受容体を介して，細胞内

にシグナルを伝達する．リガンド結合分子であるPtc

はシグナル伝達の機能を担うSmoの活性を抑制する分

子であり，ShhのPtcへの結合はこの抑制を解除する

ことで結果的に細胞内へシグナルを伝達すると考えられ

ている．Shhシグナル非存在下では，Gli2/3はほとん

どが細胞質に存在する．Gli2/3の一部はPKA依存的

なプロセシングを受け，抑制型Gli2/3として核内に移

行し，遺伝子発現を抑えている．Shhシグナル存在下で

は，Gli2/3は活性化されて核内に移行し，コアクチベ

ーターCBPと結合して標的遺伝子の発現を誘導する．

シクロパミンはShhの SmoとPtcへの結合を阻害する

ことでこの経路を遮断する物質である．

著者らの試験的研究では，培養扁平上皮癌細胞株のリ

コンビナントShh添加による細胞増殖促進効果をシク

ロパミンが阻害した(未発表)．このことは in vivoでも

眼上皮性悪性腫瘍をシクロパミン投与で治療できる可能

性を示唆する．実験動物レベルでは，前立腺癌 や膵臓

癌 でシクロパミンによる治療効果の可能性が近年報告

された．著者らは，野生型マウスでは腫瘍誘発効果が出

にくいので，以下のようにXPCノックアウトマウスを

用いた．ヒトの色素性乾皮症は常染色体劣性遺伝性の光

線過敏性皮膚疾患で，短時間の日光照射をうけることに

より強い日焼けを生じ，紅斑，色素沈着についで乾燥，

萎縮を起こす．結膜や角膜の充血や潰瘍ができるなどの

眼症状が知られている．これらの皮膚病変部位に正常の

数千倍の高頻度で悪性腫瘍(基底細胞癌basal cell car-

cinoma，扁平上皮癌 squamous cell carcinoma，悪性

黒色腫melanomaなど)を生じる ．UV照射によって

DNAに生じたピリミジン二量体(pyrimidine dimer)を

主鎖から切断除去し，新しいヌクレオチドをうめて

DNAを修復するヌクレオチド除去修復(nucleotide ex-

cision repair, NER)機構の異常と考えられている．現

在，A～G群，variantの計8つの遺伝的相補群の存在

が確認されている．NERは紫外線照射により生じるピ

リミジンニ量体の他に，化学発癌剤などにより修飾され

た塩基をもつDNAを修復する ．XPCノックアウト
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マウスでは，このDNA修復が遺伝子欠損で不十分であ

る．

腫瘍誘発は以下の手順で行った．XPCノックアウト

マウス(KOマウス，生後6週齢)n＝40眼とwild type

マウス(WTマウス，生後6週齢)n＝4眼を用いた．暗

室飼育下に化学発癌剤9,10-dimethyl-1,2-benzanthrac-

ene(以下DMBA，濃度0.2μg/0.2mlアセトン)とPh-

orbol12myristate13acetate(以下TPA，濃度20nM/

200mlアセトン)を週2回50μlずつ2～8か月間，屠殺

時まで眼瞼に塗布して上皮性腫瘍を誘発して発生腫瘍の

考察を行った ．誘発した腫瘍でソニックヘッジホッグ

の発現を細胞質に認めた(未発表)．

この腫瘍にシクロパミンを局所投与したところ，パラ

フィン切片でのBrdU取り込みとTUNEL染色で，そ

れぞれ細胞増殖の低下とアポトーシスの増加を観察した

(未発表)．

一方，細胞のシグナル伝達の調節を介した細胞の増殖

や分化の制御による眼組織の線維化の治療には，上記の

ような分子生物学的な先端的手法を用いた治療法のみな

らず，東洋医学で使用される漢方製剤の化学的成分に

よっても可能であると考えられる．肝臓の線維化抑制に

は肝星細胞の増殖と細胞外マトリックス産生が大きな役

割を演じているが，漢方製剤の inchin-ko-toの成分で

ある geniposideは体内での代謝の結果，genipinとな

り ，抗線維化効果を発揮することが知られている ．

著者らは genipinが，培養網膜色素上皮細胞やa-TN4

水晶体上皮細胞株の増殖や成長因子の発現，細胞外マト

リックス産生を抑制することを見出しており(未発表)，

今後の実験動物での上記のような創傷モデルを用いた

in vivoでの検討が待たれるところである．

本総説では，腫瘍組織で得られた細胞増殖の調節機構

の研究成果を角結膜，水晶体，網膜での創傷治癒の治療

方法の開発に応用した．眼腫瘍では，組織病理学的に類

似している場合でも，細胞増殖に関与するシグナルの状

態は異なり，細胞増殖の亢進は腫瘍の悪性度を示唆する

と考えられた．主に増殖因子のシグナル伝達を調節する

ことが腫瘍や外傷，手術後の合併症の新しい治療方法と

して有望であることを記載した．各種の病態に関与する

好ましくない増殖因子シグナルのみを制御(抑制)するこ

とで，細胞増殖を抑制するあるいはそれに関連した細胞

の好ましくない挙動を阻害でき，腫瘍の非外科的治療の

可能性のみならず，外傷や手術後の創傷治癒に関連する

合併症の治療の可能性に焦点を当てた．今後，これらの

方向から臨床応用へ向かってさらなる研究を継続したい

と願っている．

本研究を行うに当たり，大島 章教授(和歌山県立医科大

学第一病理学教室)，仙波恵美子教授(和歌山県立医科大学第

二解剖学教室)，石橋達朗教授(九州大学大学院医学部眼科学

教室)，田原昭彦教授(産業医科大学眼科学教室)，吉冨健志

教授(秋田大学医学部眼科学教室)，坂本泰二教授(鹿児島大

学医学部眼科学教室)，村田敏規教授(信州大学医学部眼科学

教室)に御助言をいただきましたことを感謝いたします．

擱筆に当たり，これまで御指導いただきました故生井 浩
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Comment：箕田 健生

大西克尚教授の第109回日本眼科学会総会，特別講演1“細胞増殖調節機構の解明と治療への応

用”は，眼腫瘍と眼の手術や外傷後の組織における細胞増殖因子のシグナル伝達の動態を分子生物

学的手法で検討し，さらに遺伝子導入技術を利用してシグナル伝達の制御による治療の可能性を探

索した，斬新で意欲的な研究である．

先端的研究であるので，一般の眼科医にとっては目新しい多くの増殖因子の用語が使用され難解

な点があるが，その研究成果を筆者なりに要約すると以下のようである．

１．眼腫瘍に関する知見

１)黒色細胞腫(良性)と悪性黒色腫とで，細胞増殖因子であるErk1，Cyclin D1，c-Fos，c-

Junを免疫組織化学的に両者で比較すると，4者はいずれも悪性黒色腫で顕著であった．視神経乳

頭部に発生する黒色細胞腫は稀に悪性化することがあり，また乳頭附近に発生する脈絡膜悪性黒色

腫は黒色細胞腫と臨床的に鑑別が困難なことがあるので，このような例では，これらのマーカーが

診断補助法として応用できることが示唆された．

悪性黒色腫では従来の病理組織所見から，類上皮型は紡錘型に比べて予後が不良であることが知

られているが，両者において上記増殖因子の発現度に差がみられるか否か興味がもたれる．

２)細胞の増殖分化を調節するShhは SmoおよびPtcと呼ばれる受容体を介して細胞内にシグ

ナルを伝達するが，シクロパミンはShhの SmoとPtcへの結合を阻害する物質である．このシク

ロパミンの添加によって培養扁平上皮癌の細胞増殖が阻害された(未発表データ)．したがって，眼

上皮性悪性腫瘍へのシクロパミン治療の可能性が示唆された．

２．角膜外傷に関する知見

ラット角膜上皮欠損作成後に周辺の上皮細胞にc-Fos，c-Junが一過性に発現し，またShhも上

皮先端に発現した．また角膜アルカリ外傷で，対照では著明な上皮混濁を残したのに，アデノウイ

ルスベクターによりシグナル伝達抑制遺伝子Smadを導入した眼では，角膜の透明治癒が得られ，

α平滑筋アクチンの発現，マクロファージの侵入，血管新生のすべてが抑制されることが明らか

にされた．

３．水晶体外傷に関する知見

ラット水晶体前囊切開後にc-Fos mRNAの発現がみられ，また水晶体中のTGFβ2は徐々に減

少し，FGF2は徐々に増加し，5日後に両者の濃度は逆転した．すなわち，TGFβ2は水晶体上皮

細胞の増殖を抑制し，FGF2は促進していることが明らかになった．またマウスの外傷水晶体で，

アデノウイルスSmad7導入眼では，上皮細胞の上皮間葉系移行による線維化を抑制し，α平滑筋

アクチンの発現を阻害した．したがって，ヒトの後発白内障がSmad系阻害で予防または治療が

できる可能性が示された．

４．実験的網膜剥離に関する知見

マウスの実験的網膜剥離下の色素上皮系細胞は野生型では紡錘形細胞の重層化・線維化，α平滑

筋アクチンの発現がみられたが，シグナル伝達系のSmad3ノックアウトマウスでは線維形成も平

滑筋アクチンの発現もみられなかった．したがって，TGFβ/Smad3シグナル阻害が増殖硝子体

網膜症の予防につながる可能性が示唆された．

以上述べたように，本研究は眼腫瘍と眼の手術や外傷後の合併症の予防と治療に細胞増殖因子の

シグナル伝達の制御が有用であることを実験的に示したものであり，将来の臨床応用が大いに期待

される．

884 日眼会誌 109巻 12号


