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要

白色ウサギに n‐ heptanolを 用いて作製 した径 7mm
の角膜上皮欠損の創傷治癒過程について,proliferating

cell nucelar antigen(PCNA)と anti‐ epithelial kera_

tin l(AEl)を 指標として免疫組織化学的に検討 した。

対照では基底細胞中の PCNA陽性頻度は約 4%で あ

り,AElに は表層細胞のみが陽性を示した。受傷後 1日

に上皮欠損部に遊走 した 1層の上皮細胞にはほとんど

PCNA陽性所見はみられなかったが,残存した周辺上皮

の PCNA陽性細胞の頻度は 12.1%に増加しており,受

傷後 3日 , 7日 には,中央部,周辺部ともに対照の 3倍
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約

以上の高い頻度を示 した。これらの時期の再生角膜上皮

の基 底 細胞 はAElに 陽性 を示 した.14日 後 に は

PCNA,AElと もに対照と差を認めなくなった。創傷治

癒過程において,角膜上皮基底細胞は細胞増殖の役割を

担っており,この過程には分化の変化を伴っていること

が示唆された (日 眼会誌 99:10-16,1995)
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Abstract
Changes in the mitotic rate and epithelial keratin higher than that of controls. These basal cells

expression of corneal epithelial basal cells following displayed intensive staining with AEl, while the
corneal abrasion (7.0 mm in diameter) in rabbits epithelium over Jhe unwounded cornea exhibited a
were studied immunohistochemically using anti- normal pattern limited to superficial cells. By 14

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) mono- days after injury, the mitotic rate returned to
clonal antibody and anti-epithelial keratin 1 (AEl). normal and all epithelial cells expressed a normal
In the non-wounded control, the mitotic rate AE1 staining pattern. Theses results suggest that
(PCNA positive cells in the basal cell layer) was regeneration of corneal epithelial basal cells
approximately 4%o, and only the superficial cells involves changes in keratin expression, which might
were stained by AEl monoclonal antibody. One day correlate with changes in the mitotic rate. (J Jpn
after wounding, migrating epithelial cells at the Ophthalmol Soc 99: 10-16, 1995)

leading edge, which reacted to AEl, showed low
mitotic activity. At days 3 and 7, the mitotic rates of Key words : Corneal epithelium, Basal cell, Proli-
basal cells of regenerating epithelium were 3 times feration, PCNA, Differentiation

I緒  言

角膜上皮欠損は様々な原因により生じ,臨床上よく見

られる疾患の 1つであり,そ の創傷治癒過程は様々な角

度から検討されている.こ の過程は,角膜上皮細胞の移

動,細胞増殖,分化の変化などにより成り立っていると

考えられている1)。

角膜上皮が創傷を受けた後に,最初に

生じる変化は残存した創傷縁の上皮細胞の形態の変化 と

移動,遊走であり2)～6),こ れにはアクチンフィラメントを

中心 とした細胞骨格の変化7)ゃ フィプロネクチン,ラ ミ

ニンなどの上皮細胞 と細胞外基質 との接着に働 く因

子8)～ 10)が
関与していることが知られている。ごく小さな
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上皮欠損の場合を除いて,続いて細胞増殖の増加が起 こ

る11)～ 13)。 これには角膜上皮だけでなく,そ の幹細胞 14)～ 16)

が存在するとされる輪部上皮や,さ らには結膜上皮 も関

与する13)17)と されている。また,こ のような創傷治癒過程

においては,角膜上皮細胞の分化の指標 として用いられ

ているケラチンの発現にも変化が生 じることが報告され

ている18)。

正常状態での角膜上皮の基底細胞は,上皮細胞層全体

を基底膜,ボ ウマン膜に繋ぎ止める役割を果たしてい

る19)20)以外に,その増殖により角膜上皮を動的に維持 し

ていると考えられる21)22)。
分化の上からは角膜上皮の基

底細胞は,輪部上皮の基底細胞層に存在する幹細胞から

分化した transient amplifying cenであると位置付けら

れている23)。 創傷治癒過程においても角膜上皮の基底細

胞が果たす役割は大きい。最初に上皮欠損部を覆うべ く

遊走する細胞の由来が表層細胞であるか,基底細胞であ

るかは議論があり4)5)11)24)確
定されていないが,少な くと

も細胞増殖により上皮の層構造を再構築することは基底

細胞の重要な役割 と考えられる。今回,著者らは,創傷

治癒過程における角膜上皮基底細胞の細胞増殖動態に着

目し,さ らにこれに伴う基底細胞の分化の変化について

検討した。

細胞増殖の指標 としては,proHferating cell nuclear

antigen(以下,PCNA)を用いた。PCNAは細胞周期の

Gl後 期 か らS期 にか けて増加 す る37 kdの 核蛋 白

で25)26),DNA polymerase δの付随蛋白としてDNA合
成に密接に関与していることが知られている27)。

従来,細

胞増殖の指標 として用いられてきた標識物質には S期

にDNAに取 り込まれる物質である3H_thymidi配 11)17)28)29)

ゃ bromodeoxyuridine13)(以下,BrdU)が挙げられるが,

いずれも生体の前房内に前投与したり,摘出した角膜片

を標識物質 とともに培養する必要があった。抗 PCNA
モノクローナル抗体による染色のパターンは,BrdUと
類似している25)こ とから細胞増殖の内因性のマーカーと

して用いることが可能である。分化の指標としてはケラ

チンに対するモノクローナル抗体の一つである anti―

epithelial keratin l(以
‐
下,AEl)を用いた。AElは少

なくともK14,K16,K19の 3種類の酸性ケラチンを認

識し30)31),正常角膜上皮では基底細胞は染色されないが,

細胞増殖が完進した正常皮膚および皮膚疾患32)や
培養角

膜上皮細胞33)34)で も陽性を示すことから細胞増殖の盛ん

な状態を反映している可能性があるとされている。創傷

治癒過程におけるこれらの増殖,分化のマーカーの変化

を自色ウサギに n― ヘプタノールを用いて作製した角膜

上皮欠損モデルにより免疫組織化学的に検討したので報

告する。
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II 方  法

1.角膜上皮欠損の作製

実験には体重 2～3 kgの 自色ウサギ 12匹 24眼 を用い

た。キシラジン塩酸塩 (セ ラクタール③)(25 mg)と 塩酸

ケタミン (ケ タラール⑥)(50 mg)の 筋肉内注射による全

身麻酔 と0.4%塩酸オキシブプロカイン (ベ ノキシール

①)の点眼麻酔を施した後に処置を行った。角膜上皮欠損

の作製のために手術用顕微鏡下で,n―ヘプタノールを浸

した直径 7mmの濾紙を 30秒間角膜中央部に乗せて圧

迫した35)。 その後に角膜中央部を綿棒で擦過して上皮欠

損を作製 し,約 100 mlの 生理食塩水で洗浄した。円形の

上皮欠損が作製されたことを0.5%フ ルオンセイン溶液

で確認 し,0.3%オ フロキサシン眼軟膏を点入した。その

後は抗生剤などの投与は一切行わなかった。

上皮欠損作製後, 1, 3, 7,14日 後に,キ シラジン

塩酸塩 (25 mg)と 塩酸ケタミン (50 mg)の 筋肉内注射

後に,0.5%フルオレセイン溶液を用いて生体染色を行

い,上皮欠損の範囲を確認し,ス リットカメラ(SC-1200,

コーワ)で写真撮影を行った。その後,過量のペントバ

ルビタールナトリウム (ネ ンブタール③)を静脈内投与 し

てウサギを屠殺し,直ちに眼球を摘出した。同様にして

無処置の自色ウサギ 3匹 6眼の眼球を摘出し,対照とし

た。なお,角膜上皮の細胞増殖には日内リズムがあるこ

とを考慮し28)29)36),本実験では午前 9時に摘出された眼

球を用いた。

2.試 料 の作製

対照を含む各時期の摘出眼球,各 6眼を手術用顕微鏡

下で強角膜切片とし, これを半切した。半切した強角膜

片を各々,同一眼球からのものが含まれないように配慮

しつつ 4片ずつ 3つ の組に分けた。最初の 4片 は5%パ
ラホルムアルデヒド中で,次の 4片は 100%エ タノール

中でただちに固定した。強角膜片はいずれもメタノール

系列で脱水,パラフィン包埋し,3μ mの切片を作製 し

た。

残 りの強角膜片は,さ らに半切し,Gipsonら 37)の
報告

した 方 法 ヤこ準 じて ethylenedianlinetetraacetic acid

(EDTA)を用いることにより上皮細胞層全体を基底膜

から剥離し,こ れをスライドグラス上で伸展して角膜上

皮の伸展標本を作製した。標本作製時には,基底細胞側

を上にして伸展することと,100%エタノールで固定す

る際にできるだけ級が寄らないようにして固定すること

に留意 した。なお,背景染色の強さを見るために各時期

1枚ずつ,表層細胞側を上にして伸展,固定した標本 も

作製した。

3.免疫組織染色

パラホルムアルデヒド固定の組織切片 と伸展標本を抗

PCNAモ ノクローナル抗体を用いた細胞増殖頻度の検

討に,エ タノール固定の組織切片をAElを用いたケラ
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図 1 角膜中央部の組織切片の抗 proHferating ceH

nuclear antigen(PCNA)モ ノクローナル抗体によ

る免疫組織染色所見 .

a:対照,b:受傷後 1日 ,c:7日 後.バーは 50 μm

チンの染色に用いた。組織切片は脱パラフィン後に,伸

展標本はそのまま,エ タノールの下降系列で水和し,3%
H202を含む90%メ タノール中でペルオキシダーゼのブ

ロッキングを行った後に,ABC法 による免疫組織染色を

Histostain‐ SAP Kit(Zymed Laboratories)を用いて

行った。一次抗体には抗 PCNA monoclonal antibody

(Oncogene Science), またはAEl(ICN)を用い,デ巻色

基質にはAECを ,対比染色にはヘマ トキシリンを用い

た。陰性対照として一次抗体を用いない標本を用いた。

組織切片の染色所見により,PCNAま たはAEl陽性

細胞の頻度や分布の定性的解析を行った。また伸展標本

を用いて,角膜中央部 と周辺部で各々 3か所ずつで約

1,000個 の基底細胞中の PCNA陽性綱胞数を光学顕微

鏡下で数え,細胞増殖頻度の定量的解析を行った。ここ

では角膜の中央から3mm以内の部分 (角膜上皮欠損を

作製 した部位)を角膜中央部,4mm以 上の部分 (残存し

た角膜上皮の部分)を角膜周辺部とした。また,輪部上

皮はEDTAを用いても全体を剥離するのが困難であっ

たため検討から除外した。結果は各時期 4眼ずつの値を

平均値±標準偏差で示 した。

III 結  果

1.上皮欠損の修復

0.5%フ ルオレセイン溶液で生体染色を施すことによ

日眼会誌 99巻  1号

b

図 2 角膜上皮伸展標本の抗 PCNAモ ノクローナル

抗体による免疫組織染色所見.

a:対照の角膜中央部,b:受験後 1日 の中央部,c:

受傷後 1日 の周辺部。バーは 50μ m

り,上皮欠損作製直後には径約 7mmの円形の上皮欠損

が生じていることが確認された。上皮欠損は受傷後 1日

にはやや縮小し,辺縁が不鮮明な不整形の形状を示し,

3日 後には中央部までほぼすべて上皮化した。受傷後 7,

14日 では細隙灯顕微鏡では異常所見は認められな く

なった。

b

■■■■■

a a

C

C
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対照、   1日    3日    7日    14日

図 3 基底細胞中に占める PCNA陽性細胞頻度の経

時的変化 (平均値±標準偏差,n=4)。

各時期 ともに中央部 (網)と 周辺部 (斜線)の陽性

頻度を%で示す。受傷後 1日 後の中央部は欠損部を

覆う上皮の先端部分の値を示す。

2.PCNA陽性細胞の変化

対照 と角膜上皮欠損作製後各時期の組織切片の抗

PCNAモ ノクローナル抗体による免疫組織染色所見を

図 1に ,伸展標本の所見を図 2に示す。組織切片はいず

れも角膜中央部の所見 (受傷後 1日 は再生した上皮の先

端の部分の所見)を示してある。対照では,PCNA陽性

所見は基底細胞の一部 と翼状細胞のごく一部に散在性に

認められるのみであった (図 la)。 伸展標本でもPCNA
陽性細胞は基底細胞中に散在しており,陽性細胞の頻度

には角膜中央部 と周辺部で部位による差はなかった (図

2a)。 なお,表層細胞期を上にして固定した上皮伸展標本

ではPCNA陽性所見は認められず,こ れらの所見は組

織切片の所見と相応するものと考えられた。

受傷後 1日 では,上皮欠損部に遊走した上皮細胞は平

坦な形状を呈し,単層となっていたが,こ の部分には陽

性所見は認められなかった (図 lb)。 伸展標本でも,中

央部に向かう上皮の先端の部分にはほとんど陽性所見が

みられなかった。一方,周辺部の残存した上皮の部分で

は対照と比較 して明らかに陽性細胞の頻度が増加してい

た(図 2b,c)。 受傷後 3日 には,角膜中央部に再生した

上皮は2～ 3層の層構造を有するようになり,周辺部だ

けでな く,こ の部分の上皮の基底細胞層にも多 くの

PCNA陽性所見が見られるようになった。7日 後には中

央部に対照と同程度の 5～ 6層の上皮細胞層が形成され

ていたが,中央,周辺ともになお多 くの PCNA陽性細胞

を認めた(図 lc)。 これらの PCNA陽性細胞はほとんど

基底細胞層に位置し,翼状細胞層には稀に認められるに

過ぎなかった。受傷後 14日 では組織切片,伸展標本とも

に対照 と比較 して明らかな染色性の差は認められな く

なった。

対照と角膜上皮欠損作製後 1,3, 7,14日 の基底細

胞中に占めるPCNA陽性細胞の割合を上皮伸展標本を

角膜上皮基底細胞の増殖,分化動態・山田他

●

b
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図 4 角 膜 組 織 切 片 の anti‐ epitheHal keratin

l(AEl)免疫組織染色所見.

aが対照の角膜中央部,bが輪部を示す以外は,欠損

部に再生した上皮の所見を示す。バーは 50 μm
c:受傷後 1日 ,d:3日 後,e:7日後,f:14日後。

用いて検討 した結果を中央部 と周辺部の部位別に示す

(図 3).対照では,PCNA陽性細胞の割合は中央部で

3.9± 0.7%,周辺部で 4.2± 0.8%で あった。受傷後 1日

では中央部は 1.2± 1.0%と 低い値を示し,逆に周辺部で

は 12.1± 0.7%と 高い値を示した。受傷後 3日 では中央

a
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部が周辺部よりむしろ高い値 となり,いずれも対照の 3

倍以上の高い頻度を示した。受傷後 7日 では部位による

差はみられなくなったが,なお対照の約 3倍の高い値を

示した。受傷後 14日 では対照 との差を認めなくなった。

3.AEl染色性の変化

対照と角膜上皮欠損作製後 1,3,7,14日 後の AEl
による免疫組織染色所見を図 4に示す。図 4bが正常輪

部上皮を,図 4cが受傷後 1日 の欠損部に向かう角膜上

皮の先端部を示す以外は,すべて角膜中央部の所見であ

る。対照として用いた正常角膜上皮では表層細胞のみが

淡 く染色されており,翼状細胞や基底細胞には陽性所見

は見られなかった一方で,輪部上皮および結膜上皮では

上皮細胞はすべて AEl陽性を示した (図 4a,b).上皮

欠損作製後 1日 では,上皮欠損部に遊走した 1層の細胞

はAEl陽性であった (図 4c)。 残存した周辺部の角膜上

皮の AEl染色性は対照と同様に表層細胞のみが陽性で

あり,この後も周辺上皮のAEl染色性には変化が見ら

れなかった。受傷後 3日 および 7日 では角膜中央部の再

生した上皮の部分には,表層細胞の淡い陽性所見ととも

に基底細胞層に強い陽性所見が見 られるようになった

(図 4d,e).受傷後 14日 には基底細胞層の強いAEl陽

性所見は見られなくなり,AEl陽性を示すのは表層細胞

層に限られるようになった (図 4f)。

IV考  按

創傷治癒過程における角膜上皮の増殖動態の検討に

は,こ れまでcolcemideな どの有糸分裂の阻害剤を用いて

細胞分裂像を計測する方法12)21)36)ゃ 3Hthymidinell)17)28)29),

Brdu13)な どS期 にDNAに取 り込まれる物質を指標 と

する方法が用いられてきた。今回の検討では,細胞増殖

の指標 としてPCNAを 用いた。PCNAは厳密にS期に

だけ発現するわけではないが,そ の染色のパターンは

BrdUと ほぼ同様であり25),ま た内因性の物質であるの

で標識物質の前投与の必要がなく,放射性同位元素を用

いないために,比較的簡便に細胞増殖動態を把握できる

利点がある。

今回の検討では,細胞増殖頻度の算出のために角膜上

皮の伸展標本を用いた。角膜伸展標本を用いて細胞増殖

動 態 を検 討 した 報 告 と して は,Yanoら 38)が 3H_

thymidineを用いてウサギ角膜内皮の細胞増殖動態を検

討した報告があるが,角膜上皮は角膜内皮と異なり,重

層扁平上皮であり,主に増殖を行う基底細胞層は内側に

存在するために,同様のアプローチをそのまま行うこと

は不可能であった。しかし,伸展標本には,基底細胞層

内での PCNA陽性細胞の分布を知 ることができる点

や,組織切片に比べ多 くの細胞を検討できるので,よ り

定量的に細胞増殖頻度を解析できる可能性がある点な

ど,そ の長所も多いものと考えられる。このため,著者

らは,上皮細胞層全体を基底膜から剥離し,こ れをスラ
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イドグラス上で基底細胞側を上にして伸展する方法を試

みた。その結果,非特異的な陽性所見はわずかであり,

十分に陽性細胞を判定できる染色結果が得られた。

PCNAを指標 とした方法で算出された組胞増殖頻度

の結果をまとめると,以下のようになる。① 正常の状態

では周辺部 と中央部でPCNA陽性細胞頻度には差がな

かった。② 受傷後 1日 では,中央の上皮欠損部に遊走す

る 1層の上皮細胞にはPCNA陽性細胞はほとんど見ら

れない一方で,残存 した周辺上皮の基底細胞層では

PCNA陽性細胞頻度は正常の約 3倍に増加していた.③

中央部に2～ 3層の上皮細胞が再生された受傷後 3日 と

正常とほぼ同程度の 5～ 6層の細胞層が再生した 7日 後

では,周辺部 と同様に中央部でもPCNA陽性細胞頻度

は大きく増加していたが,受傷後 14日 には対照 と差を認

めなくなった。以上の結果は,colcemideや
3H_thymidine,

BrdUを用いたこれまでの報告
11)-13)と ほぼ同様の結果

であり,本法は角膜上皮細胞の増殖動態を検討する方法

として有用性があるものと考えられた。ただし,輪部は

EDTAを用いても剥離が難 しく輪部上皮の細胞増殖動

態は検討できなかった点や,正確な創傷縁の同定は困難

であった点,翼状細胞層の細胞増殖は検出できない点な

どの問題点も明らかとなった。組織切片による観察方法

を併用することで伸展標本の欠点を補い,よ り総合的な

情報を得ることができるものと考えられた。

AElに対する染色性は,創傷治癒過程において再生し

た角膜上皮の基底細胞層に大きな変化が見られた。正常

角膜上皮では,AElは表層細胞に淡い陽性所見を認める

のみであり,基底細胞層には陽性所見は見られなかった

が,再生した上皮の基底細胞は強い陽性所見を示 し, こ

の所見は受傷後 3日 と7日 に顕著であった。また,受傷

後 1日 で上皮の先端部に相当する 1層の細胞層も淡い陽

性所見を示した。こうした再生上皮のAElに対する反

応性の変化は,穿孔創や freeze injuryを 用いた Jester

ら18)の
報告と共通していた。

AElは少なくともK14,K16,K19の 3種類の酸性

ケラチンを認識することが知られており30)31),今 回の検

討ではどのケラチンの発現が変化したのかを特定するこ

とはできない.ま た,Jesterら
18)も

指摘しているように,

新たなケラチンの発現ではなく,既に発想しているケラ

チンのunmasking39)が生じている可能性もある。しかし

ながら,K16の ケラチンは細胞増殖と関連し,細胞増殖

の盛んな皮膚疾患などでその発現が見られることが報告

されている32)。 また最近,Lauwerynsら 40)は
輪部の幹細

胞 と角膜上皮の基底細胞の移行型 と考えられる細胞群に

ついて報告している。この細胞群ではビメンチンととも

にK19の発現が見られ,ビメンチンは増殖の盛んな上

皮細胞で発現されることがある41)こ とから,こ れらの細

胞群は高い増殖頻度を示すことが示唆されている。 これ

らの報告からは,再生した上皮の基底細胞には細胞増殖
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に関連 して,何 らかのケラチンの発現の変化を伴ってい

る可能性は十分あるものと推測される。ただし,創傷治

癒過程において再生 した上皮の基底細胞 とともに高い増

殖頻度を示した周辺部の角膜上皮基底細胞には AElに

対する反応性の変化は経過を通 じて認められなかった。

また,上皮欠損部 に向かって遊走 した 1層の上皮細胞 も

AEl陽性を示したが,PCNAを 指標 とした検討結果か

らは,こ の部分の上皮細胞はほとんど細胞増殖を行って

いないものと考 えられた。これ らの詳細 については,

AElだ けを用いた検討では解明できないと考えられた。

今後,K16や K19に特異的なモノクローナル抗体 を用

いた免疫組織化学的検討や電気泳動,western blotting

などの手法を用いた検討が必要 と考えられる。

今回の検討では,角膜上皮細胞の創傷治癒過程の中で,

基底細胞の果たす細胞増殖の役割 を PCNAを 指標 とし

て示すことができた。また,こ の過程で再生した角膜上

皮基底細胞は,ケ ラチンの発現の変化を伴っている可能

性が示唆された。今回,著者らが作製 した創傷モデルは,

角膜中央部のみの上皮欠損で基底膜の損傷 も少ないとさ

れているモデルであるが,こ の場合でも基底細胞の増殖 ,

分化動態の正常化にはかなりの時間を要することが示さ

れた。上皮欠損の範囲が大きい場合や基底膜に障害が及

んでいる場合,細胞増殖が抑制されている場合などの病

態では,創傷治癒の完了にはさらに長期を要するものと

推測され,臨床的にも留意すべきと考えられた.

本論文の要旨は第 97回 日本眼科学会総会において講演し

た。

稿を終えるにあたり御校閲を賜 りました小口芳久教授に深

謝いたします。
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