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角膜上皮の創傷治癒時における涙液中のグリコサミノ

グリカンの動態を,ウサギ上皮剥離モデルを用いて検討

した。ウサギの角膜に トレバンマーク後に上皮をスパー

テルを用いて機械的に剥離 し,剥離前,剥離後 3時間,

24時間,48時間,72時間後に涙液を採取 した.涙液の採

取は,生理食塩水 200 μlを結膜嚢内に滴下後,回収した。

回収 した涙液中のヒアルロン酸とコンドロイチン硫酸を

コンドロイチナーゼ ABCで不飽和二糖に分解した後,

高速液体クロマ トグラフィーを用いて分離定量 し,単位

タンパク当たりの不飽和二糖量として算出した。ヒアル

ロン酸由来の不飽和二糖 (zDi‐ HA)は剥離後 3時間

420± 130(p mo1/mg protein),24時 間 365± 130(p mo1/

mg protein)で あり,剥離前 42.2± 13.8(p mo1/mg
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protein)に 比べて有意に増加 した (p<0.01).∠ Di‐ ⅡA
は 24時間以後は経時的に減少 し,剥離部位の上皮再被覆

が完了する 72時間後には,剥離前と同様の値を示 した。

コンドロイチン硫酸由来の不飽和二糖のうち,zDi‐ OS,

∠Di‐ 6Sは剥離後 3時間において有意に増加 した (p<

0.01)が ,∠ Di‐ 4Sは変化がなかった。ウサギ涙液中のグ

リコサミノグリカンは角膜上皮創傷治癒過程において重

要な役割を果たしていることが考えられた.(日 眼会誌

98:1049-1055,1994)
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Abstract

We perf ormed quantitative analyses of
glycosaminoglycans in the tear fluids in a rabbit
wound healing model. We abladed rabbit corneal
epithelium with trephine and spatula, and sampled
tear fluids before the epithelial ablasion, and,at3,24,
48, and 72 hours after it. After an instilation of 200

pl saline solution in the conjunctival sac, as much
tear fluid as possible was collected from the Iower
cul-del-sac. The glycosaminoglycans in the tears
were then treated with chondoroitinase ABC to
make fractions of disaccharides. The quantities of

disaccharides were determined with high-
performance liquid chromatography as weight per

unit protein in the tears. The concentrations of
/Di-HA in the tear fluids at 3 and 24 hours were
significantly higher than those before the treat-
ment and returned to the initial value at 72 hours
after making the epithelial wound. Among the
disaccharides of chondroitin sulfate, /Di-0S and

/Di-6S showed a significant increase at 3 hours
after the treatment but /Di-4S did not show any
significant variation. The results suggest that the
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glycosanlinoglycans in tihe rabbit tear fluids inay

play an iinportant role in tlle corneal epithelial

lⅣ Ound healing prOcess.(J Jpn 10phthallnol Soc 98:

1049-1055, 1994)
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I緒  言

ヒアルロン酸は,N‐アセチル‐D― グルコサミンとグル

クロン酸から成る高分子ムコ多糖で,細胞外マ トリック

スとして広 く生体内に存在する1)。 生体内においてヒア

ルロン酸は,組織の発生,創傷治癒過程や炎症などで重

要な働きを有することが知られている2)～ 4)。 眼科領域で

は内眼手術時における角膜内皮細胞の保護と前房の維持

の目的で使用されている5)。 また,そ の性質の一つである

保水性を利用して,涙液異常による角膜上皮障害に対 し

ての点眼治療が試みられている6)～ 8)。 近年,ヒ アルロン酸

が 物 υι
・
υθならびに 勿 υttθ の実験で,角膜上皮の創傷

治癒を促進するとの報告がなされている0)～ 12)。 また,最近

ではウサギ涙液中にヒアルロン酸やコンドロイチン硫酸

などのグリコサ ミノグリカンが存在することが確認 さ

れ,角膜上皮創傷治癒過程に関連 して,そ の濃度が変動

することが示されている13)。

本研究では,涙液中のグリコ

サ ミノグリカンと角膜創傷治癒 との関連をさらに検討す

るために,角膜上皮の創傷治癒時における涙液中のグリ

コサミノグリカンの動態を,ウサギ上皮剥離モデルを用

いて検討した。

II実 験 方 法

1.対象および方法

対象には雌自色ウサギ 8匹 8眼 (体重約 3.5 kg)を 用

いた。塩酸ケタミン (ケ タラール①)を体重 l kg当 たり

50 mg筋注し,麻酔 した。角膜上皮を直径 7.7mmの トレ

パンによリマーキングした後,スパーテルを用いて角膜

上皮を鈍的に剥離 した。涙液採取法は,マ イクロピペッ

トで生理食塩水 200 μlを 下眼瞼を牽引した結膜嚢内に

滴下し,数回受動的に瞬目させた後,刺激を与えないよ

うにマイクロピペットを用いて可能な限り回収した。涙

液の採取は,上皮剥離前,剥離後 3時間,24時間,48時

間,72時間後に行った (すべて n=8)。

2.検体の定量方法

検体 にコ ン ドロイチナーゼ ABC(chondroitinase

ABC,5U/ml,生化学工業)と 100 mM酢酸ナ トリウム

緩衝液 (pH 8.0)を 加え,37° Cで 2時間消化した。コン

ドロイチナーゼ ABCに より, ヒアルロン酸とコンドロ

イチン硫酸は N― アセチルヘキソサ ミニ ド結合を脱離反

応的に切断され,ヒ アルロン酸,コ ンドロイチン硫酸の

各々に対応する不飽和二糖に分解される。ヒアルロン酸

分解に由来する不飽和三糖は∠Di_HA(2‐ acetamido-2-

deoxy-3-0-(β ―ID‐gluco-4-enepyranosyluronic  acid)‐ lD―

glucose),コ ンドロイチン硫酸分解に由来する不飽和二

糖 は ∠Di‐ OS(2-acetamido‐ 2‐ deoxy-3-0‐ (β
‐D‐ gluco‐ 4‐

enepyranOsylurOnic acid)― D―galactose), zDi‐ 6S(2-

acetan■ ido‐ 2‐deoxy-3-0-(β ―I)‐ gluco‐ 4‐ enepyranosyluro‐

nic acid)‐ 6-o― sulfo‐ I)‐ galactose),∠ I)i‐ 4S(2‐acetanlido―

2‐deoxy-3-0-(β ―E)‐ gluco-4-enepyranosyluronic acid)-4-

0-sulfo‐ Dgalactose)で ある (Zは不飽和 を表 し,Diは

dimer,HAは ヒアルロン酸,OSは 0硫酸,6Sは 6硫酸 ,

4Sは 4硫酸の略である)。 zDi‐HA,∠ Di-OS,∠ Di‐ 6S,

zDi-4Sの構造式,分子式 を表 1に 示す。コンドロイチ

ナーゼ ABC消化のみの場合,ヒ アルロン酸の消化が不

十分である可能性があるため,さ らにコンドロイチナー

ゼ AC_II(chOndrOitinase AC―H,5U/ml,生化学工業 )

とloo mM酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH 6.0)を 加え 37° C

で 2時間消化 した。次に,得 られた消化液中のタンパク

を除 くために,分子量 1万以上を取 り除 く限外濾過膜 (ウ

ル トラフリーC3GC, 日本 ミリポアリミテッド)で濾過

し,濾液に回収された不飽和二糖を次項に述べるように

表 1 グリコサミノグリカンの構造式・分子式

ADi HA

2 acetaoido 2-deoxy 3 0-(tr -D gluco 4-enepyranosvluronic acid) D-glucose

分子式 :C,`H,。 NOn

分子量 :378.3

ADi OS

2-acetaoido-2-deoxv-3-0-(B D-gluco-4-enepyranosyluronic acid)-D-galactose

分子式 :C:4H2● N01:

分子量 :378.3

a Di -63

2-acetamido-2-deoxy-3-0-( P -D-g1uco 4 enePyranosyluronic acid)-6-0-sulfo D

galactose

分子式 :CI`H2。 N014S

分子量 :4584

a Di -4S

2 acetamido ! deoxy-3-0-(B D-gluco 4 enepyranosyluronic acid)-4-0-su1fo D

galactose

分子式 :Cl.H2。 N014S

分子量 :458.4
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表2 コンドロイチン硫酸由来の不飽和二糖の分離と検出 表 3 ヒアルロン酸由来の不飽和二糖の分離と検出

流速

検出条件

高速液体クロマ トグラフィーで分離,定量 した。また,

涙液中のタンパク濃度はLowry法 14)に より,ウ シ血清ア

ルブミンを標準としたタンパク質につき検量線を作成し

定量した。 ヒアルロン酸とコンドロイチン硫酸の消化産

物 (不飽和二糖)の濃度は,単位タンパク当た りの不飽

和二糖量 として算出した。

3.高速液体クロマ トグラフィーの条件

コンドロイチン硫酸由来の不飽和二糖を分離,検出す

るにあたっては,充填剤 YMC―GEL‐ PA-120‐S5(YMC
株式会社),カ ラム (内径 8mm× 長さ15 cm,外筒ステ

ンレス)を使用した。試料をOmM→ 100 mM Na2S04

の直線グラジェント(50分間)に より,0.5m1/minの 流

速で溶出した。カラムからの溶出液に1%の 2-シ アノア

セ トア ミドを含む 50 mM四 ホウ酸ナ トリウム緩衝液

(pH 9.0)を 0.5m1/分の流速で加え,140° Cに設定して

ある反応槽 (DB‐ 5,島村計器製作所)を通過させた。反

応液の螢光を分光螢光検出器 (821-FP,日 本分光工業株

式会社)でモニターした。励起波長は331 nm,螢光波長

は383 nmと した (表 2)。

ヒアルロン酸由来の不飽和二糖を分離,検出するにあ

たっては,充填剤 YMC― GEL― PA-120-S5(YMC株式会

社),カ ラム(内径 8mm×長さ 30 cm,外筒ステンレス)

を使用した。試料を30 mMの Na2S04を含む 70%ア セ

トニ トリルにより,0.5m1/minの 流速で溶出した。カラ

ムからの溶出液に 1%の 2-シ アノアセ トアミドを含む

50 mM四ホウ酸ナトリウム緩衝液 (pH 9.0)を 0.5m1/

分の流速で加え,グラッシカーボン電極を用いて,360
mVの印加電圧で電気化学検出を行った (表 3).

III 結  果

1.標準品によるクロマ トグラム

コンドロイチン硫酸由来の不飽和二糖を分離,検出す

る条件で,zDi-OS,zDi-6S,ZDi-4Sの 標準品 (生化学

工業)各 50 ngク ロマ トグラムを示す (図 1)。 この条件

ではグルコースなどの非イオン性物質は非吸着部分に溶

出され,ま た ∠Di‐OSと zDi‐ HAは分離しないため,ク

ロマ トグラムでは同一位置に溶出される。

次に, ヒアルロン酸由来の不飽和二糖を分離,検出す

る条件で zDi― HA,zDi‐OSの標準品各 50 ngの クロマ

トグラムを示す (図 2)。 この条件ではグルコースなどの

YMC― GEL‐ PA-120-S5

内径 8 mnn× 長さ30 clll(ス テンレス)

30 mMの Na2S01を 含む 70%ア セトニ トリル

05m1/min
2-シ アノアセ トアミドによるポス トカラム電気化

学検出

電極―グラツンカーボン 印加電圧長‐360 mV

充填剤

カラム

溶出条件

YNIC―GEL― PA-120-S5

内径 8mmX長 さ 15 cm(ス テンレス)

OmM→ 100 mM Na2S01の 直線グラジェット

(50分間)

0.5m1/min

2‐ シアノアセ トアミドによるボス トカラム螢光検

1劇

励起波長-331 nm 螢光波長‐383 nm

充填剤

カラム

溶出条件

流速

検出条件

△Di― HA

-6S

20       40

溶出時間 (分 )

60

図 1 標準品によるクロマ トグラム (コ ンドロイチン

硫酸を分離する条件).

この条件では ∠Di‐ OSと ∠Di― HAは 分離 しないた

め,同一位置に溶出される。∠:不飽和,Di:dimer,
HA:ヒ アルロン酸,OS:0硫 酸

△Di― HA

20 40        60

溶出時間 (分 )

80 100

図 2 標準品によるクロマ トグラム (ヒ アルロン酸を

分離する条件 ).

この条件では ∠Di‐OSと ∠Di― HAは分離 している。

非イオン性物質も保持される。また,ク ロマ トグラムで

は,コ ンドロイチン硫酸の分離条件では分離しなかった

zDi―HAと ∠Di‐OSが分離している。

2.検体のクロマ トグラム

コンドロイチン硫酸を分離する条件での上皮剥離前の

クロマ トグラムを示す (図 3-1)。 グルコースなどの非吸

着成分が約 16分 に溶出されている。前述のように∠Di―

HAは zDi‐OSと 同一位置に溶出されている。その後,

zDi‐ 6S,zDi‐ 4Sの順に溶出されている。次に,上皮剥

離後 3時間のクロマ トグラムを示す (図 3-2)。 剥離前に

比較 し,∠Di-OSお よび,zDi‐ HA,∠ Di‐6Sの ピークが

著しく高くなっているが,zDi‐ 4Sの変化はない。

次に,ヒ アルロン酸とzDi‐OSを分離するために溶出

条件を変えた上皮剥離前のクロマ トグラムを示す (図

0
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未吸着

△Di―HA

20       40

溶出時間 (分 )

60

図 3-1 上皮剥離前のクロマ トグラム (コ ンドロイチ

ン硫酸を分離する条件)。

グルコースなどの非吸着成分が約 16分 に溶出され

ている。zDi―HAは ИDi‐OSと 同一位置に溶出され,

その後 ∠Di‐6S,∠Di-4Sの 順に溶出されている。

6S:6硫酸,4S:4硫酸

未吸着

△Di

20       40

溶出時間 (分 )

60

図 3-2 上皮剥離後 3時間のクロマ トグラム (コ ンド

ロイチン硫酸を分離する条件).

剥離前 (図 3-1)に 比べ ∠Di‐OSお よび∠Di‐HA,
zDi-6Sの ピークカ`高いが, ∠Di‐4Sは変化ない。

4-1).コ ンドロイチン硫酸の分離条件では,非吸着成分

に溶出された成分もこの条件では 3本の未確認ピークと

図 4-1 上皮剥離前のクロマ トグラム (ヒ アルロン酸

を分離する条件 )。

コンドロイチン硫酸の分離条件では非吸着部分に溶

出された成分 も, この条件では 3本の未確認ピーク

として溶出されている。また,zDl‐HAと ИDi‐ OSは
別々に溶出されている。

不 明

不 明

-OS

不 明

日眼会誌 98巻  11号

不 明

不 明

20 40       60

溶出時間 (分 )

20 40        60

溶出時間 (分 )

明

0

0

80      100

80       100

図 4-2 上皮剥離後 3時間のクロマ トグラム (ヒ アル

ロン酸を分離する条件)。

いずれのピークも,剥離前 (図 4-1)に 比べて高く

なっている.

して溶出されている。また,zDi― HAと ∠Di-OSは別々に

溶出されている。上皮剥離後 3時間のクロマトグラムで

は,い ずれのピークも剥離前に比べて高 くなっている(図

4-2).

3.検体の定量結果

上皮剥離前,剥離後 3時間,24時間,48時間,72時間

後の単位タンパク量当たりの各グリコサミノグリカンの

定量結果をDuncanの多重比較検定によって比較検討 し

た。

ヒアルロン酸量 (zDi―HA量)は ,上皮剥離前 42.2±

13.8(p mo1/mg protein)で あった。上皮剥離後 3時間

および 24時間のヒアルロン酸量は,そ れぞれ 420± 130,

365± 130(p mo1/mg protein)で あり,剥離前に比べて
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(p mol / mg)

剥離前    剥離後 3 24

時間 (hr)
**:P<0.01

図 5 ヒアルロン酸量の経時的変化。

ヒアルロン酸量は上皮剥離後 3時間および 24時間において,剥離前に比べて有意に増加 し,そ の後経時的に

減少した。

(p mol / mg)
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有意に増加していた (p<0.01)。 24時間以降は経時的に

減少 し,景1離後 48時 間の値 は 140± 26.4(p mo1/mg

protein),剥離部位の上皮による再被覆が完了する72時

間後には 69.4± 23.3(p mo1/mg protein)と 剥離前とほ

ぼ同様の値を示した (図 5)。

次に,コ ンドロイチン硫酸の異性体である∠Di-OS量

は,上皮剥離前 114± 22.1(p mo1/mg prOtein)で あっ

た。上皮剥離後 3時間では,478± 215(p mo1/mg pro―

tein)と 剥離前に比べて有意に増加した (p<0.05).剥離

後 24時間は 213± 93.0(p mo1/mg protein),48時間で

は 109± 26.6(p mo1/mg protein),72時間では 151±

ユ́

33.1(p mo1/mg protein)と 経時的に減少し,剥離前と

ほぼ同様の値を示した(図 6)。 同様に∠Di-6Sは ,上皮

剥離前 315± 76.4(p mo1/mg protein)で あったが,上

皮剥離後 3時間は 2,438± 599(p mo1/mg protein)で あ

り,剥離前に比べて有意に増加した (p<0.01)。 また,

剥離後 24時間においても1,825± 842(p mo1/mg pro―

tein)の 値を示し,剥離前に比べて有意に増加していた

(p<0.05)。 その後,48時間 446± 149(p mo1/mg pro―

tein),72時 間 368± 38.2(p mo1/mg protein)と 経時的

に減少し,剥離前とほぼ同様の値に復した(図 6)。 一方,

∠Di-4Sは,上皮剥離前 114± 28.1(p mo1/mg protein),

ヽ

｀‐` 4ヽ
|

｀
｀
1、

、

100

剥離前    泉」離後 3 24

時間 (hr)

48 72

*:P<0.05
**IP<0.01

図 6 コンドロイチン硫酸量の経時的変化 .

コンドロイチン硫酸量のうち,zDl‐OSお よび ∠Di-6Sが剥離後 3時間において有意に増加 し,そ の後経時的

に減少した。zDi‐ 4Sの変動は認められなかった。
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上皮剥離後 3時間は 149± 33.9(p mo1/mg protein),24

時間は 148± 24.6(p mo1/mg protein),48時 間は 116土

20.1(p mo1/mg protein),72時 間は 128± 17.6(p mo1/

mg protein)で あり,各時点の間に有意な差は認められ

なかった (図 6)。

なお,正常ウサギおよび角膜上皮剥離ウサギの涙液中

にはケラタン硫酸 とデルマタン硫酸は全 く検出されな

かった。

IV考  按

角膜上皮傷害の修復は,隣接する細胞の伸展,移動お

よび分裂によって行われる。この創傷治癒過程は種々の

要因により修飾されることが知 られており,フ ィブロネ

クチン,epidermal growth factor(EGF)な どは創傷治

癒促進に働 く15)～ 17)。 また,こ れらフィブロネクチンや

EGFは 涙液中 に存在 していることが確認 されてお

り15)18),ブκ υι
・
υθにおいて,角膜上皮創傷治癒に関与 して

いることがわかっている15)16)。 近年,ヒ アルロン酸ナ トリ

ウムが角膜上皮の創傷治癒を促進するとの報告がなされ

ている9)～ 12)。 ウサギ涙液中にもグリコサミノグリカンが

存在することが確認され,角膜上皮創傷治癒と関連 して,

その濃度が変動することが示されている13)。 これまで涙

液の三層 (脂質層,液層,ム チン層)の うち,ムチン層

は,ア ルシアンブルー染色およびコロイド鉄染色陽性で,

ムコ多糖の存在が示唆されていた19)～ 21)。 しかし,涙液中

のグリコサミノグリカンの存在を詳細に分析した報告は

なかったが,最近,Miyauchiら 13)は 濾紙を用いてウサギ

の涙液を採取し,涙液中のグリコサミノグリカンを高速

液体クロマ トグラフィーで分離,定量することに成功し

た。グリコサミノグリカンは通常生体内ではタンパク質

と共有結合して,多糖―タンパク質複合体 (プ ロテオグ

リカン)と して存在 している。プロテオグリカンからタ

ンパク質を除いたグリコサミノグリカン混合物を分離す

るための方法 としては,① グリコサ ミノグリカンの組

成,構造,大きさ,形などによる溶解度の相違に基づ く

エタノール分画,② 電気密度の相違に基づくイオン交換

クロマ トグラフィー,③ 電気泳動,④ 第四級アンモニウ

ム塩による分画,⑤ グリコサミノグリカンの酵素分解生

成物の高速液体クロマ トグラフィーによる分離,な どが

ある22)。 その中でも高速液体クロマ トグラフィーによる

分離は,新 しいカラムの開発,技術の進歩によって,従

来の化学組成分析に比べ,迅速で再現性良く微量で分析

できる優れた方法である。今回は,こ の Miyauchiの高速

液体クロマ トグラフィーによる方法でグリコサミノグリ

カン定量測定を行った。しかし,涙液分泌の少ないウサ

ギから,な るべ く刺激のない状態で涙液を採取すること

は困難なため,涙液を生理食塩水で希釈した。また,個

体によって採取できる涙液量には差があるため,グ リコ

サミノグリカンの定量は涙液中に含まれる単位蛋白当た
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りの濃度で表した。

今回の我々の実験で,角膜上皮を剥離したウサギの涙

液中には,術後 3時間と24時間において,ヒ アルロン酸

の有意な増加を認め,上皮の再被覆が完了する72時間後

には,ほぼ術前の値に低下 した。このことは角膜上皮の

創傷治癒過程において,内因性のヒアルロン酸が発現し

たことを示唆する。Asariら 23)は ウシ鼻軟骨から抽出し

た hyaluronic acid― binding regionを 用いて,ウ サギ正常

角膜のヒアルロン酸の組織化学的な局在 を報告してい

る。それによると,角膜上皮 (細胞間)と 内皮の apical

surfaceに 強い染色性を認め,実質のケラ トサイトには

弱い染色性を認めている。また,Miyauchiら 24)は ゥサギ

の角膜上皮の創傷治癒過程におけるヒアルロン酸の局在

を組織化学的に検討した実験では,剥離後 1日 目に上皮

欠損部周囲の上皮 と欠損部以下の実質細胞が hyalu‐

ronic acid― binding regionで強く染色され, 7日後にお

いても染色性は正常より強かったと報告 している。角膜

上皮創傷治癒過程におけるヒアルロン酸の発現機序は,

前述の報告と併せて考えると,上皮欠損部周囲と欠損部

以下の実質細胞で生成され,そ の結果 として涙液中に出

現したものであることが考えられた。しかし,涙液中の

ヒアルロン酸は涙腺や結膜の杯細胞などから由来してい

る可能性 も否定できない。

ウサギの角膜に含有されるグリコサミノグリカンの組

成は,上皮では主としてコンドロイチン硫酸,実質では

ケラタン硫酸とデルマタン硫酸の2大成分から成る25).

今回の実験では,角膜上皮剥離前および上皮剥離後の涙

液中にはケラタン硫酸 とデルマタン硫酸は全 く検出され

なかったが,コ ンドロイチン硫酸の異性体の変動を認め

た。 コンドロイチン硫酸の異性体のうち,コ ンドロイナ

ンおよびコンドロイチン 6硫酸 (特にコンドロイチン 6

硫酸)が術後有意な増加を認め,経時的に減少したが,

コンドロイチン4硫酸の変動は認めなかった。特にコン

ドロイチン6硫酸は,象」離前に比較 し,約 10倍のオー

ダーで涙液中に増加したことは特筆に値する。これは単

に上皮細胞の構築が壊れたために増加 したのか,能動的

に生成されているのかについては明らかでない。また,

なぜ異性体によって増減に差があるのかも詳細は不明で

ある。 このことを考える上で,ウ サギ耳軟骨に創傷を作

成し,治癒過程におけるヒアルロン酸 とコンドロイチン

硫酸の組成を検討した報告は参考となる26)。 それによる

と,治癒後の軟骨中のヒアルロン酸とコンドロイチン 6

硫酸は正常軟骨に比べ増加している。さらに,∠Di-6S/

∠Di-4Sは 正常軟骨では 0.27であったが,治癒後の軟骨

では 1.58と 上昇していた。また,ウ サギやニフトリの胎

児軟骨は成人軟骨に比べ,コ ンドロイチン6硫酸量の増

加 とコンドロイチン4硫酸量の減少が認められるとの報

告もある27)28).こ れらから,軟骨の創傷治癒過程や成長発

達の過程ではコンドロイチン6硫酸が増加,コ ンドロイ
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チ ン 4硫酸が減少 し,成熟軟骨への成長 とともに増減が

な くなると考 えられ る。涙液中の ヒアルロン酸,コ ン ド

ロイチ ン 6硫酸の増加 は,こ の軟骨 の創傷治癒過程 の変

化 と一致 してお り,涙液中のグ リコサ ミノグ リカ ンは創

傷治癒 に関与 してい る可能性が考 え られる。 これ ら涙液

中に増加 した ヒアル ロン酸,コ ン ドロイチ ン 6硫酸が ど

の組織 に由来す るか は不明であるが,創傷治癒の局所で

能動的に生成 され,涙液中に分泌 され ることが予想で き

る。また,Nishidaら 10)に よると,角膜 の器官培養 におい

て, ヒアルロン酸 の添加 は上皮の伸展 を促進す るが,コ
ン ドロイチン硫酸 は上皮の伸展 を促進 しなかった と報告

している。涙液 中の コン ドロイチ ン硫酸の増加が創傷治

癒 を促進 しているのか否かは不明で あるが,少な くとも

壊 れた上皮細胞構築 を修復す る過程 で分泌 された可能性

が考 えられる。

以上,今回の研究で,ウ サギ角膜上皮の創傷治癒過程

で は涙液中のヒアル ロン酸,コ ン ドロイチン,コ ン ドロ

イチ ン 6硫酸が増加 することが判明 した。この増加 は 72

時間後 には上皮剥離前の値 にほぼ復 した ことか ら,ウ サ

ギ涙液中のグ リコサ ミノグ リカ ンは,角膜上皮創傷治癒

過程 において,重要 な役割 を果 た していることが考 えら

れた。今後,涙液 中の増加 したグ リコサ ミノグ リカンの

由来や,発現の機序 について,さ らなる検討が必要 と考

え られ る。
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