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培養細胞を用いた角膜内皮創傷治癒モデル

2.細胞増殖動態の検討 (図 9,表 1)
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要  約

創傷治癒過程における細胞増殖動態を,ウ シ角膜内皮創傷治癒モデルを用い Thymidineの analogucで あ

るBromodeoxyuridine(BrdU)及 び抗 BrdUモ ノクローナル抗体 を用いた酵素抗体法により検討 した。ウシ

角膜内皮細胞を培養面周辺 を hydroxyethyl methacrylate(HEMA)で 直径8mmに コー トしたカバーグラス

上で均― な単層状態に培養後,培養面の中央部に一定の大きさの創傷を作成 し,経時的に12時間毎に BrdUを
添加 した培養液に置換,S期にある細胞を標識 した。処理標本をホルマリン固定後,抗 BrdUモ ノクローナル

抗体及び Avidin Biotin PerO対 dase COmplex法 (ABC法 )に よる免疫組織学的染色を行ない標識 された細

胞の核数 を計測 した。創傷作成後,細胞の伸展移動が少ない初期 6時間,及 びそれ以降活発に伸展移動を行なっ

ている24時間までは,標識細胞 はほとんど見 られなかったが,24時間以降急増 し48～60時間にピークに達 し,

創傷閉鎖する72時間以後は急激に減少 した。また標識細胞は,創傷縁より0.6mmの範囲に集中してお り創傷 よ

り離れた部位には少なかった。今回の実験結果より創傷治癒には,準備期,伸展移動期,伸展移動 +細胞増殖

期,接触抑制期が存在することが考えられた。 (日 眼会誌 93:287-293,1989)
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Abstract
We studied cell kinetics in the wound healing process using cultured bovine corneal endothlium.

We cultured bovine endothelial cells on coverslips coated by hydroxyethyl metacrylate (HEMA) which
had on 8 mm HEMA-free zone in diameter, and produced wounds at the center of the monolayer cell
sheets using a rotating silicone tip. At various time periods after injury, we added bromodeoxyuridine
(BrdU) to the medium and incubated for 12 hours. Then, the specimens with fixed l0% phosphate-
bufrerd formalin and were incubated with a monoclonal antibody against BrdU. The cells incorporat-
ing BrdU into DNA were stained by the Avidin Biotin Peroxidase Complex (ABC) method. At 12
hours, no labeled cells were observed. At 2l hours, 14.6+4.0 cells were stained. The maximum labeling
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occurred during 48-60 hours after the wound. Seventy two hours after the wound , labeled cells

decreased rapidly. Labeled cells were localized within 0.6mm from the wound edge throughout the

wound healing process. It can be thought that the wound healing process comprised four phases, i.e.,

latent, migration, migration plus mitosis, and contact inhibition phases. The first is the latent phase

observed during the first six hours after wound infliction. The cells respond to external expansion. The

second phase in the migration phase which is last until 24 hours after woud infliction, and occurs

mainly through cellular migration, while proliferation has only a minor contribution in this phase.

The third is the migration plus mitosis phase. The cell proliferation shows a rapid increase after 72

hours after wound infliction. The wound healing model of corneal endothlium using cultured bovine

endothelial cells is useful for quantitative studies of wound healing area and kinetic studies of
endothelial cell proliferation. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93 : 287-293' 1989)

Key words: Bovine, cultured corneal endothelium, Bromodeoxyuridine, Antibromodeoxyuridine

monoclonal antibody, Avidin Biotin Peroxidase Complex method

I緒  言

角膜内皮細胞層の創傷治癒過程の細胞増殖能には動

物を用いた細胞動態の解析1)～ 5)の
結果か ら種差がある

とされる。即ち家兎においては細胞分裂像が多数認め

られ,細胞増殖のピークは創傷作成後24～ 48時間にあ

り創傷部の細胞の50%が 3H_thymidineに より標識 さ

れ3),そ の分裂能 は猫 よりも比較的高 い とされてい

る2)。 また猿においては,創傷部の3H_Thymidineに よ

る標識細胞は12～ 19%であり,家兎などに比較して創

傷治癒過程における細胞分裂能が低いと指摘されてい

る5).ヒ トの角膜内皮細胞の創傷治癒は,主に創傷部周

辺の内皮細胞の伸展移動により行なわれるとされてい

るが6)～ 8),。 rgan cultureぉ ょび 物 υ′υοにおいての

3H_thymidineを 用いた実験で,そ の取 り込みが認めら

れることから細胞増殖能はあると推測す る報告もあ

る9)1°).し かし創傷治癒過程における細胞の伸展移動

の増殖の関係については,不明な点が多い
.

今回我々は,角膜内皮細胞の創傷治癒過程における

細胞動態を創傷治癒面積の定量化が可能な培養細胞を

用いた角膜内皮細胞のモデルn)において,Thymidine

の analogueで ある Bromodeoxyuridineを 投与し,抗

BrdUモ ノクローナル抗体を用いて標識後,Avidin

BiOtin PerOxidase C01nplex method(ABC法 )に よ

り染色する方法で検討した。

II 実験材料及び方法

培養細胞としてウシ角膜内皮細胞を用い,既報11)に

従って組織培養を行なった.即ち培養は,37℃ ,炭酸

ガス 5%,湿度100%の条件下の炭酸ガスインキュベー

ター内で行 なった。培養液はイーグル MEM培 地 ,

アール液 (GIBCO社)に ウシ胎児血清 (10%)及びゲ

ンタマイシン(20μ g/ml)を加えたものを使用した。ま

た既報11)に従い角膜内皮細胞総数を一定にし,外方へ

の細胞の移動を防 ぐために,細胞培養ベッドとして直

径8mmの 培 養 面 を残 してそ の他 を hydroxyethyl

methacwlate(HEMA HOYA社 )を用いコーティン

グした24mm培養用カバーグラスを使用した。

創傷治癒実験は,以下のごとく行なった。創傷形成

は培養10日 目に培養面上で滅菌 したシ リコンチップ回

転による細胞擦過法にて行なった。標本は,創傷作成

後から72時間まで12時間毎に以下の処理を行なった。

固定前 の12時 間 に培 養液 に10μ g/mlの 5‐ Bromo‐ 2′

deOxyuridine(BrdU,SIGMA社 )を添加し,12時間

培養後直ちに10%緩衝ホルマ リンにて24時間, 4℃ で

固定した。固定後,0.01M燐酸緩衝液 (PBS)で洗浄

後,lN塩酸にて60°C15分間,次 に0.05%プ ロテアーゼ

Type IV(SIGMA社)を室温にて15分反応させ,蒸留

水および PBSで洗浄した.ABC法 には,Vectadain

ABC kit(Vector社 )を用いた。洗浄後希釈正常血清

にて37℃ で20分 インキュベーションした後,抗 BrdU

モノクローナル抗体 (コ スモバイオ社)と 4℃ で24時

間インキュベーションした。PBSで洗浄 した後,ビオ

チン化抗体 (ABC kit)を 加えて37℃ で 1時間インキュ

ベーション後,洗浄した。次いで0.3%過酸化水素のメ

タノール溶液を加えて室温で30分間インキュベーショ

ン した。再 度 PBSに て 洗 浄 後 Avidin‐ Blotin^

PerOxidase COmplex(ABC kit)を 加えて37℃ で 1時

間インキュベーションした。PBSにて洗浄後,0.1%四

塩酸ジアミノベンチジン(SIGMA社)を用いたペルオ
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図 1 創傷作成後12時間目の創傷部および標識細胞の

光学顕微鏡写真 (× 10) ←は創傷部辺縁を示す。

キシダーゼ基質 (0.02%過酸化水素との混合液)を加

え室温で30分 インキュベーション後洗浄し,ス ライ ド

グラスに包埋 した。また対照 として,BrdU無添加群お

よび BrdU添 加群で染色過程 における抗 BrdUモ ノ

クローナル抗体のかわ りにマウス正常非免疫 IgGを

使用 した群 との 2群につき培養48時間後に固定 し染色

を行なった。

染色標本は顕微鏡にて観察後撮影 し印画紙上 に100

倍に拡大 し,標識細胞総数の計測 と,そ の局在の検討

とを行なった。局在の検討は,標識細胞 と創傷部 との

位置関係を明確にす るために創傷部の中心 よ り0.2

mm刻みの同心円内の単位面積あた りの標識細胞数お

よび創傷縁の位置の創傷部中心からの距離を測定 し

た。

III 結  果

1.創傷作成後の分裂細胞の経時的変化

創傷作成後12時間では,標識細胞はほとんど見 られ

なかった (図 1, 7).24時 間では,創傷縁に沿って創

傷中心に向かって移動を初めた細胞のうち分裂前期か

ら後期 と思われる細胞がわずかに存在し(図 2a,b),

14.6± 4.0(平 均±標準偏差)個の標識細胞を認めた (図

7).36時間には標識細胞は増加 し創傷縁に沿った 2,

3列 の細胞が標識され (図 3a,b),標識細胞数は急激

に増加 し198.0± 2.0個 となった(図 7).48,60時 間に

おいては,標識細胞は更に増加 し,創傷縁より5～ 6

列の細胞が標識 され(図 4,5a,b),それぞれ,201.7±

16.1個,226.3± 24.9個 とほぼピークに達 した(図 7).

72時間以降は分裂細胞は減少 し (図 6, 7)創傷部閉

鎖後はほとんど見られなかった。また対照 とした 2群

は,BrdUを添加しなかった群及び BrdUは添加する

が染色の過程で抗 BrdUモ ノクローナル抗体のかわ

りにマウス IgGを使用 した群 との 2群 ともに培養48

時間後に実験 した結果,標識細胞は認められなかった。

2.標識細胞の局在

創傷作成後12時 間 目で は,創 傷縁は中心部 よ り

0.90± 0.lmmに あるが,標識細胞は全 く観察で きな

かった。24時間 目には,創傷縁は,中心より0.74± 0.04

mmの領域にあるが,0.6～ 1.Ommの 領域において少

数の標識細胞を認めた.36時 間 目における創傷縁は
,

0.62± 0.08mmの 領域にあったが,0.6～ 0.8mmの 領

域に176.9± 28.0/mm2と 標識細胞数のピークを認め

た。また1.2mmよ り外側には,標識細胞は認め られな

かった。同様に,48,60時 間 目には,創傷縁は,0.50±

b

図 2 創傷作成後24時 間日の創傷部および標識細胞の

光学顕微鏡写真 (a× 10,b× 50)← は創傷部辺縁

を示す .
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b

図 3 創傷作成後36時間目の創傷部および標識細胞の

光学顕微鏡写真 (a× 10,b× 50) ←は創傷部辺縁

を示す。

b

図4 創傷作成後48時間目の創傷部および標識細胞の

光学顕微鏡写真 (a× 10,b× 50) ←は創傷部辺縁

を示す

a
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図5 創傷作成後60時間目の創傷部および標識細胞の

光学顕微鏡写真 (a× 10,b× 50) ←は創傷部辺縁

を示す
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IV 考  案

細胞の分裂能を検討する上で,一定時間内に分裂期

もしくは分裂後の細胞を標識する方法が有用である。

従来用いられてきた方法では,3H_Thymidineを 用い

て標識するオー トラジオグラフィ_2)3)5)9)10)12)～ 14)が 主

であ り,放射性同位元素を使用するため特殊な施設が

必要であった り,人体への被爆の問題などがあった。

そ こで今回は,や は りS期 の細胞 に取 り込 まれ る

Thymidineの analogueで ある BrdUを投与し,そ の

0.80mm,0.36± 0.05mmの 位 置 に あ りそ れ ぞ れ

0.4～ 0.6mmの 領 域 に142.3± 66.8/mm2,228.8±

15.6/mm2と ピ_ク を認め,ほぼ創傷縁を含む領域に

一致 していた。72時間 目には創傷縁は0.2mm以 内に限

局,標識細胞数も減少し,中心部より0.6mm内 に散在

し,0.8mmよ り外側には,ほ とんど見られなかった(図

8)。

図 6 創傷作成後72時間目の創傷部および標識細胞の

光学顕微鏡写真 (× 10) ←は創傷部辺縁を示す
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図7 標識細胞総数の経時的変化。36時間目より標識
細胞数の急激な増加がおこり48,60時間目とピーク

に達した後,72時間目には急激な減少を見ている
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後 BrdUモ ノクローナル抗体を用いて標識する方法 15)

を用いた。 この方法は,酵素抗体染色法 と組合せるこ

とにより,3H_Thymidineを 用いたオー トラジオグラ

フィーと良く相関することが報告されている16)。 この

染色法では,BrdUを取 り込んだ核のみ陽性に染色さ

れるため,本創傷治癒モデルのようにカバーガラス上

の単層細胞の核染色において陽性細胞の判定が容易で

有用であると考えられる。

ウシ角膜内皮培養細胞を用いた本実験系において

は,24時間 目までは創傷部の縮小は見るものの標識細

胞は少なく36時間日以降急激に増加し48～ 60時間目に

ピークに達 している。その後標識細胞は,急激に減少

し,創傷閉鎖時にはほとんど認められな くなり,細胞

の伸展移動 と分裂は治癒状態に応じて役割が異なって

いることがわかった。また標識細胞の局在についての

検討からは,分裂する細胞は創傷辺縁より0.6mmの領

域に局在 しており,con■uentにある一層の内皮細胞に

欠損ができた場合,細胞分裂はその欠損部の周辺の細

胞で起こることが確かめ られた。以上の点は,従来の

物 υ

"0で
の報告もよく一致するものであった。即ち

勿 υグυOにおいて家兎角膜内細胞は高い分裂能を有し,

その細胞増殖は24～ 48時間後にピークに達 し,増殖像

は創傷縁lmmに局在 して観察されると報告 されてい

る3)。 また創傷閉鎖後は,cOntact inhibitionが 生じ細

胞分裂は急激に減少す るとされ3)17),今 回の結果 と創

傷治癒の時間経過に相違はあるもののその変化は類似

するものである。猿では形態学的に細胞分裂像はほと

んど見 られないが4),ォ _ト ラジオグラフィーによる

報告では創傷の周辺の細胞12～ 19%は3H_Thymidine

の取 り込みを行なっているとされる5)。 ヒトにおいて,

Doughmanら は organ cultureで 創傷治癒機転はほと

んど伸展移動によりなされ,増殖は極めて少ないとし

ている7)8).Trerersら は,48時 間目には創傷周辺の細

胞に3H_Thymidineの 取 り込みがみられ,72時間 目に

分裂細胞数がピークに達すると報告している10).

既報n)で は,培養 ウシ角膜内皮細胞を用いた創傷治

癒モデルにより今回の実験 と同サイズの創傷を作成し

創傷治癒過程の定量的評価を行った。創傷作成後 6時

間までは,創傷周辺の細胞の伸展移動はほ とんど無

かった。 6～ 12時間で,倉」傷治癒率 (単位時間あた り

の創傷治癒面積)は ,やや増加し,12時間 目以降,60

時間 目まで治癒率はピークに達した。その後治癒率は

減少 し84時間後に創傷部は閉鎖した。この結果 と今回

の細胞増殖動態の結果を合わせて考察すると,24時間

Time after wounding(hourS〕

図 9 創傷治癒曲線および細胞増殖曲線。●は創傷部

の面積を示す.○は標識細胞数を示す

I.準備期,II.伸 展移動期,IⅡ .伸展移動+細胞分

裂期,IV.接触抑制期

表 1 創傷治癒における細胞動態

I.準備期

II.伸展移動期

ⅡI.伸展移動+細胞分裂期

Ⅳ.接触抑制期

目までは細胞増殖は非常に少ないため, この時期の創

傷治癒は主に細胞の伸展移動により行なわれ,36時間

目には細胞増殖は急激に増加し48～ 60時間目にピーク

に達 していることから,36時間目以降の創傷治癒は細

胞の伸展移動だけでなく細胞増殖の因子が加わったと

考 えられる。72時間以降は,創傷治癒率および細胞増

殖 ともに急激に減少 した(図 9)。 以上 より本創傷治癒

モデルの治癒過程の経時的変化を分析すると準備期 ,

伸展移動十細胞増殖期,接触抑制期の 4過程に分けら

れる (表 1).

準備期は,外からの刺激を感知 し創傷縁の細胞が伸

展移動を開始し一定の速度になるまでの時期である。

この時期には種差が存在すると考えられ,家兎におい

てはこの時間帯は, ほとんど見られないとの報告があ

り18), ヒトでは Organ cultureに おける実験で24時 間

以内との報告がある8)。 本創傷治癒モデルにおいては

創傷作成後 6時間は,ほ とんど細胞の移動はみられず

準備期 と考えられるH).

伸展移動期は,創傷治癒が主に細胞の伸展移動では

ぼ一定の速度で行なわれていると考えられる時期であ

る。今回の実験では,創傷作成後24時間までは細胞増

殖がほとんど見られず, この時間帯において創傷治癒

は細胞の伸展移動のみで行なわれていると考えられる

ため,創傷作成後12～ 24時間がこの伸展移動期に当た
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ると考えられる。

伸展移動 +細胞分裂期は,細胞の伸展移動 と細胞増

殖が同時に生 じている時期である。家兎において創傷

作成後16時間以降が3),本 モデルにおいては,創傷作成

後24～ 60時間に,細胞分裂が盛んに行なわれているた

め24時間以後が この時期 と考えられ る。

接触抑制期は,創傷面積の減少に伴 い細胞の伸展移

動,分裂 ともに減少す る時期で,細胞間接着構造が再

生 される時期 と推定 される3)“ ).こ の時期 と伸展 +細

胞増殖期の境を明確にするのは困難であるが,本 モデ

ルにおいては,細胞増殖が急激に減少する72時間以後

と考えられた .

以上,前回報告 した角膜内皮培養細胞を用いた本創

傷治癒モデルの経時的,定量的評価 に,今回の BrdU
を用いた細胞増殖動態の解析を加 えることにより創傷

治癒過程の経時的な変化をより詳細に とらえることが

で きた。

本論文の執筆にあた り東大眼科,増 田寛次郎教授の御校

閲に感謝致します .
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