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要  約
Transforming growth factor‐ β (TGF‐β)は ,一般に上皮系細胞の増殖を抑制するが,間葉系細胞の増

殖を促進するというユニークな生理活性を持つポリペプチ ド成長因子である。今回,TGF‐ βが角膜上皮創傷治

癒過程に与える効果を
'η

ソ′troの系において検討 した。直径 8mmの 上皮欠損を作成 した家兎の両眼角膜の一
方を TGF‐β添加培養液 (100 pg/ml,l ng/ml,10 ng/ml),他方を対照液にて 48時間器官培養 した。l ng/

mlと 10 ng/mlの 群では,対照群と比べて有意な上皮創傷治癒速度の減少が見 られた。また,5‐ bromo‐ 2′‐

deoxyuridineを 用いた免疫組織化学的検討によって,l ng/mlの TGF‐β添加群では,そ の対照群に比 し,有

意な S期細胞数の減少が見られた.こ れらの結果は,TGF‐βが角膜上皮創傷治癒過程において,角膜上皮増殖
を抑制 し,上皮修復を遅延させる作用をもつことを示している.(日 眼会誌 97:899-905,1993)
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Transforining Growth Factor‐ β (TGF´β)Inhibits Epithelial

Wound iHealing of Organ‐ cultured Rabbit Cornea
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Abstract
Transforming growth factor-B (TGF-B) is a unique polypeptide growth factor which has been

found to stimulate mesenchymal cell proliferation and inhibit epithelial cell growth. Whether or not
TGF-B inhibits corneal epithelial wound closure remains controversial. This study evaluated the
effects of TGF-B on corneal epithelial wound healing in uitro. Rabbit corneas with an artificial 8 mm
epithelial defect were organ-cultured for 48 hr in TC-199 supplemented with TGF-B (100 pglml, 1 ngl
ml, or l0 ng/ml). The contralateral eye served as control. TGF-B at 1 ng/ml and 10 ng/ml concentra-
tions showed significant decrease in wound-healing rate compared with the control. 5-bromo-2'-
deoxyuridine-immunohistochemistry showed a significant decrease in S-phase cell count in the 1ng/
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ml group compared with the control. These results strongly suggest that TGF-B inhibits corneal

epithelial wound healing. (J Jpn Ophthalmol Soc 97 :899-905, 1993)

Key words: Transforming growth factor-p, Corneal epithelium, W'ound healing rate, 5-bromo-2'-

deoxyuridine- immunohistochemistry, Organ culture

I緒  言

TransfOrming growth factor‐β(TGF‐β)は, 線維

芽細胞に作用して可逆的に形質転換を引き起こし,軟

寒天培地での増殖を可能にする血小板由来増殖因子と

して発見された
1)。 さらにその後の研究から,TGF‐β

が正常組織に偏在して多様な生物学的役割を果たして

いることが示唆されている
2)～ 4).

そのユニークな生理活性の一つとして,グπ υttOで

上皮系細胞の増殖や リンパ球,血管内皮細胞の増殖を

抑制し,間葉系細胞の増殖を促進する5)-9)こ とが知ら

れており,各組織において創傷治癒を制御しているの

ではないかと考えられている.しかし,角膜の創傷治

癒におけるTGF‐βの役割を検討した報告はまだ少数

である.Hayashiら 10)は ビタミンA欠乏ラットを用い

た実験で,角膜実質創傷部にTGF‐βが発現してくる

ことから,TGF‐βが角膜創傷治癒においても重要な役

割を果たしていることを示唆している。上皮創傷治癒

に対する影響に関しては,グ%υグ″0の創傷治癒モデル

で検討した報告がみられるが,こ れらのうち,Fmpec
らH)は ,TGF‐βは角膜上皮創傷治癒遅延を示すとし,

Bernatchezら 12),Mittimaら 13)は,上皮創傷治癒を遅

延させないと相反する結果を報告している.そ こで今

回,家兎角膜の器官培養系において,TGF‐βの角膜上

皮創傷治癒への影響を検討し,その作用機序について

考察を加えた。

II 実験方法

1.実験動物

体重 2～ 3 kgの 白色家兎 39匹を用いた .

2.薬剤

TGF■ ,EGFと しては遺伝子操作により作成した
recOmbinantヒ トTGF―A(rhTGF‐βl),recombinant

ヒトepidermal grOwth factor(rhEGF)(ア ース製薬

から供与)を用いた .

3.器官培養

それぞれの家兎を致死量のペントバルビタールナト

リウムで殺象し,その直後に トレパンで角膜に8mm

径のマーキングをして,その内側の上皮を角膜乱切刀

で剥離するという手順で直径8mmの角膜上皮欠損を
作成した.その後,角膜上皮欠損をフルオレセインで

染色して,Medical Nikkor(Nikon)で写真撮影した。

引き続き,反対側の眼も同様に処置した。これらの操

作が完了した後,す ぐに両眼球を摘出し,強角膜片と

した。なお,処置に要した時間の影響をなくすため,
最初の家兎において,先に処置した眼を実験眼,後に

処置した眼を対照眼とした場合は,次の家兎において

は先に処置した眼を対照眼,後に処置した眼を実験眼

とするようにし, この手順を繰り返した.強角膜片は

角膜形状を保持するようにデザインされたアセタール

製のデルリン①
14)の上に上皮側が上になるように置

き, 6ウ ェルの組織培養皿 (CORNING Laboratory

Science)に入れて,炭酸ガス培養器で 37℃ で培養し

た。同一家兎から得られた2つの強角膜片の一方には,

rhEGF(溶解液 としては蒸留水 を使用)ま たは

rhTGF■ (溶解液としてはBSA 2.5/ml(5mM塩酸)

を使用)を添加した tetracychne TC‐ 199(阪大微生物

病研究会)を培養液として使用し (培養液中の濃度 :

rhEGF 10 ng/1nlを 7眼,100 ng/mlを 6眼,rhTGF‐

■ 10 ng/mlを 7眼,l ng/mlを 12眼 ,100 pg/mlを 7

眼に使用),他方の強角膜片には同量の溶解液のみを加

えた TC‐ 199を その対照液として使用した。培養液は,

1ウ ェルに10 mlと し,培養開始 24時間後に同じ培養

液と交換した.培養開始48時間後に培養を中止して,

強角膜片を培養皿から取り出し, フルオンセインまた

は 0.5%メ チレンブルーで上皮欠損部位を染色して,

Medical Nikkorで 写真撮影した。

4.上皮創傷治癒速度の算出

おのおの角膜毎に,上皮欠損作成時と培養開始 48時

間後に撮影した写真から角膜上皮欠損の面積を画像処

理装置 (NEC 9801)で 算出し, この両者の面積から上

皮創傷治癒速度を求めた。

5。 BrdU‐免疫組織化学を用いた S期細胞の同定

培養終了後,rhTGF■ 添加群 (l ng/ml)と その対

照群の強角膜片を BrdUを 用いた免疫組織化学に供

した。その方法は,ま ず培養皿から取り出した強角膜



片 と 10 μⅣIの 5‐ bronlo‐ 2′‐deoxyuridine(BrdU)

(Sigma)を含む 10%牛胎児血清添加 TC‐ 199 5 mlを
10 mlの バイアル瓶に入れ,瓶 中の気相を 95%酸 素
-5%炭 酸ガス (通常の生物ガス)に置換した。これ
に密栓をし,バ イアルのゴムパ ッキンを通じて, シリ
ンジ (27グージ針付)で 95%酸素-5%炭 酸ガス 10
mlを押し込んだ (3気圧)。 これを 37℃ の炭酸ガス培

養器にて 2時間培養した後,5%酢 酸エタノールにて
12時間振盪,固定,さ らに冷やした 70%エ タノールに
て保存した.こ の組織を 2時間水洗した後,パ ラフィ
ン包埋し,4μmの薄切切片を作成した。以後,温キシ
レン 30分× 3回で脱パラフィンを行った後,水和し,
4Nの 塩酸を 37℃ で 1時間浸漬 させて DNAを 変性
させ,0.lMの 四ホウ酸ナトリウムで中和を行った。
次に,正常ウマ血清 (NippOn B10‐ Suppl,center)で
プロッキングを 20分行った後,抗 BrdUモ ノクロー
ナル抗体 (Becton‐ DickinsOn)を 4℃ で一晩反応させ

た。最後 に ビオ チ ン標識抗 マ ウス IgG(Becton―

Dickinson)と 1時 間で室温で反応後,vectadain
ABC‐ APキ ット(VectOr labOratOry)と アルカリフォ
スファターゼ基質キット(Vector laboratow)を 使用

して発色させ, さらにヘマ トキシリンで対比染色した

後脱水,封入を行った。
一つの強角膜片に対して,角膜中央から 300 μm毎
に 4つずつの切片を切 り出しBrdU染色に供した。各
強角膜片の単位長 さ当た りの BrdU陽性細胞数は以
下のように求めた。

1)各組織切片に見られた全 BrdU陽性細胞数.
2)その組織切片の角膜上皮部分の長さ(ただし上皮

欠損部位は除く)を算出.
3)1)と 2)か ら単位長さ当た りの BrdU陽性細胞数
を算出.

4)4切片の単位長さ当たりの BrdU陽性細胞数を
平均 .

以上から得 られた単位長さ当た りの BrdU陽 性細
胞数を TGF‐β添加群と対照群で比較検討した。

III 結  果

1.上皮創傷治癒速度

rhEGFの実験結果を図 1に ,rhTGF‐βの実験結果
を図 2に示 した。rhEGF添 加群 10 ng/mlと 100 ng/
mlの上皮創傷治癒速度と,それぞれの対照群の上皮創

傷治癒速度の間に統計学的に有意な差異は認められな

かった,一方,rhTGF‐β添加群のうち,濃度 100 pg/

TGF‐βの角膜上皮創傷治癒遅延効果 。西田他
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Recombinant transfOrming grOwth factor_β l添加

群のうち濃度 100 pg/mlの群は,そ の対照群との間
に上皮創傷治癒速度の差異を認めなかった (ペ ア t

検定 p>0.05)が,濃度 l ng/mlの群と10 ng/mlの
群では対照群と比較して有意に上皮創傷治癒が遅延
していた (ペ アt検 定 p<0.01:濃 度 l ng/ml群
p<0.05:濃度 10 ng/ml群 ).値 は平均値±標準偏
差.

mlの群の上皮創傷治癒速度と,そ の対照群との間に有

意な差異を認めなかったが,濃度 l ng/mlの 群 (図 3)
と10 ng/mlの 群ではその対照群と比較 して,有意な
上皮創傷治癒の遅延が認め られた (ペ アt検定 p<
0.01:濃度 l ng/ml群 ,p<0.05:濃 度 10 ng/ml群 )。



2.BrdU‐免疫組織化学

rhTGF‐ Aの 角膜上皮創傷治癒遅延効果が細胞増殖

抑制に起因しているかを解明するために,創傷治癒遅

延がもっとも顕著にあらわれた濃度 l ng/mlの 群 と

その対照群を BrdUを 用いた免疫組織化学に供 した。

BrdU陽性細胞は,対照群では再生上皮の先端部を中

心として角膜周辺部まで広 く分布しているのに対 し

て,rhTGF―βl添加群では再生上皮の先端部に少数認

められるだけであった (図 4)。 表 1には rhTGF‐A添

加群 8眼 とその対照群 8眼の各切片にみられた単位長

さ当たりの BrdU陽性細胞数を示 したが,TGF‐β添

加群 は 0.78± 0.49個 /mmと 対 照群 2.54± 0.94個 /

mmに対して,有意に BrdU陽 性細胞 (S期細胞)が減

日眼会誌 97巻  8号

少していた (WnCOXOn Signed‐ rank検定 p<0.01,値

は平均値士標準偏差).

IV 考  按

今回,家兎角膜の器官培養系において,8mmの 角膜

上皮欠損の治癒速度に対するTGF‐βの効果は,濃度 1

ng/mlと 10 ng/mlで は遅延効果を示すが,濃度 100

pg/mlで は影響を与えないことが判明した。さらに

BrdUを 用いた免疫組織化学的手法により,TGF―β添

加群 (l ng/ml)では対照群と比較して S期細胞数の有

意な減少が認められた。これらの結果は,TGF―βは上

皮細胞の増殖を抑制することにより上皮創傷治癒を遅

延させることを示している.TGF‐βが器官培養系で角

rhTGF‐β添加群                  対照群

図3 rhTGF‐ β (l ng/ml)添加群と対照群の角膜上皮創傷治癒過程.

左上 :rhTGF‐β(l ng/ml)添加群(培養開始時),右上 i対照群(培養開始時),左下 :

ぬTGF‐β(l ng/ml)添加群 (培養 48時間後),右下 :対照群 (培養 48時間後).左上

と右上の写真はフルオレセイン染色したもので,角膜内の円形の白く見える部分が上

皮欠損部位であり,左下と右下の写真はメチレンブルー染色したもので,黒 く見える

部分が上皮欠損部位である。rhTGF・β添加群の角膜上皮創傷治癒は対照群より遅延

していた。
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常上皮細胞の培養系において,TGF・βの細胞増殖抑制

効果や DNA合成抑制効果は l ng/ml以 上で顕著に見
られるが,本研究で上皮修復遅延を起 こした TGF‐β
の濃度がこれら過去の報告と類似していること,な ど
である。

これまでにも,細胞培養系や器官培養系において,
TGF‐βの角膜上皮創傷治癒に与える影響が検討され

てきた。Filipecら H)は ,血清無添加の培養液を用いた

家兎角膜の器官培養系で,keratectomyに よって作成
した直径 8.5mmの上皮欠損の修復に,100 pg/mlと
l ng/mlの TGF‐β添加は影響を与えないが,10 ng/

mlでは遅延効果をもたらすと報告している。一方 ,
Bernatchezら 12)は ,細胞培養された家兎角膜上皮層の

中に作成 した直径 6mm上 皮欠損の修復速度は,
TGF―β添加群 (～ l ng/ml)と 対照群間で差異を認め

なかったとしてお り,l ng/ml以 下の TGF‐βは角膜

上皮の増殖を抑制しないことを示している。しかし,

Bernatchezら 12)が実験で使用した培養液には 5%胎
児牛血清が含まれてお り,血清中に含まれるTGF‐β
が影響を与えるとも考えられる。一方で,彼 らは,血
清無添加の培養液を用いた条件下で,機械的剥離に
よって作成した直径 6mmの モルモット角膜の上皮欠
損の修復には l ng/ml以 下の TGF‐β添加は影響を与

えないと報告している。さらに Mishimaら 13)は,家兎

角膜ブロックの組織培養系にて,角膜上皮の伸展に
TGF・βは影響を与えないと報告している。これらの結

果が本実験結果と相反する原因として,一つは上記の

実験系間では細胞が伸展する基質がそれぞれ異なって

いる点がある。Rollinsら 16)は ,・πυグ″。で TGF・βを扱

う場合, プラスチック面上に活性型の TGF‐βが容易

に吸着するため,培養上皮細胞は培養液中の TGF‐β
よりもはるかに強くTGF‐βの影響を受けることを示

唆している.こ の結果から推察すると,TGF‐βの培養

液中の濃度よりも,む しろ細胞が伸展していく基質に
どのくらい TGF―βが吸着しやすいかが TGF‐βの作

用発現により重要な条件となっている可能性がある。

TGF‐βが角膜上皮創傷治癒に影響を与えないとする

報告では,TGF‐βが基質に吸着しにくいか,容器の壁

などに吸着されるため培養液中の TGF‐βが減少する

ために,上皮増殖抑制を生じるに十分な量の TGF‐β
が供給されていなかった可能性も考えられる。また,

TGF‐βを取 り扱 う実験では,TGF‐βは容器の壁など

に容易に吸着するため,保存に際して BSAな どの蛋
白を混合 させ る必要があるし,ま た recombinant

図 4 Recombinant human transforlning growth

factor‐β (l ng/ml)添加群と対照群の BrdU陽性
細胞 .

上 :rhTGF‐ β(l ng/ml)添 加群,下 :対照群,BrdU
陽性細胞数は,rhTGF‐β(l ng/ml)添加群では対照

群に比し著しく減少していた。

表 1 5‐ Bromo‐ 2′‐deoxyuridine陽性細胞数

家兎 NO.

単位長さ当たりのBrdU陽性細胞数
(4切片の平均,個/mm)

TGF‐β添加群 対照群

1.00

0.66

0.47

1.80

0.22

0.90

0.79

0.43

2.60

1.11

1.46

2.36

3.35

3.99

2.92

2.50

平均値士標準偏差   0.78± 0.49・    2.54± 0.94ネ
*Wilcoxon signed-rank ffift : p<0.01

膜上皮細胞の増殖を抑制することを,S期細胞を同定
することにより明確に証明した報告は,本研究がはじ
めてである。

TGF―βの上皮創傷治癒の遅延が単に TGF‐βの細

胞毒性によるのではないかという可能性は以下の事実

から否定的である。すなわち,光学顕微鏡 レベルでは

細胞形態に異常を認めなかったこと,BrdUを用いた
免疫組織化学的手法により,TGF‐β添加群では S期

細胞数の有意な減少が認められたこと,hEGF添加し
た群において上皮創傷治癒遅延はみられなかったこ

と,肝細胞7)や気管支上皮細胞8),皮膚表皮細胞9)な ど正

醸 ..

500″ m

TOF・β添加群

欝

一
■
一
“
一

ン

一

鰍

一

対照群
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TGF‐βは不活性型であるため,使用前に酸などの化学

的処置による活性化が必要とされる。 このような操作
を怠ると,活性型の TGF―βが培養液中に存在しない

のと同じことになってしまう。本研究では, これらの

点にも十分に留意した。

最近 ,グπυグ′%0の正常 ヒト角膜上皮細胞が TGF‐βの

mRNAを 発現していることが報告された 17)。 さらに本

研究により,TGF‐βが グκ υttOの角膜上皮の創傷治癒

過程において,角膜上皮細胞の増殖を抑制することが

示された.こ れらの事実から,TGF‐βが グηυグυOの角

膜上皮の創傷治癒過程において,皮膚表皮細胞
6)13)と

同様に,オ ートクリンの調節を行っているのではない

かと考えられる。

本研 究 は文部 省 科 学 研 究費補助金 (一 般研究 B

04454442)と 京都府医学振興会研究助成金の補助によって

行われた。
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