
平成 7年 11月 10日

要

家兎角膜穿孔創にepidermal growth factor(以下,

EGF)を点眼 し,角膜実質細胞の Jん υjυοでの増殖動態

に及ぼす EGFの作用について検討 した。家兎角膜中央

部に長さ8mmの穿孔創を作成し,EGF(10 μg/ml)ま た

は対照として生理食塩水を 1日 4回点眼し,1,2,3,7
日後に角膜 を摘出し,3H_チ ミジン(10 μCi/ml)で 37° C

4時間標識 したのちオー トラジオグラフィーに供した。

EGF点眼角膜では対照に比べて,受傷後 1,2,3,7日
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目ともに角膜実質細胞における3H_チ ミジンの取 り込み

が有意に増加 し,実質創傷治癒が促進された。EGFが角

膜穿孔創治癒過程初期において角膜実質細胞の増殖を促

進 し,創傷治癒を促進することが明らかになった.(日 眼

会誌 99:1209-1213,1995)

キーワード:EGF,角膜実質細胞,角 膜創傷治癒,3H_チ

ミジン,オートラジオグラフィー
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Abstract
We investigated the efrect of epidermal growth corporating 3H-thymidine on the 1st, 2nd, 3rd and

factor (EGF) on keratocytes during corneal wound 7th days of healing and accelerated stromal wound
healing focusing on cell proliferation. A penetrating healing in corneas treated with EGF compared with
linear incision was made in the center of rabbit the controls. Thus, EGF stimulates of proliferation
corneas. The corneas were then treated with eye keratocyte and promotes corneal stromal wound
drops of recombinant human EGF (10 ps/ml) or healing. (J Jpn Ophthalmol Soc 99:1209-1213, 1995)

physiolosical saline (control) four times a day. After
I,2,3, and 7 days, the corneas were excised, labeled Key words : EGF, Keratocytes, Corneal wound
with 3H-thymidine (10pCi/ml) at 37"C for 4hours healing, sH-thymidine, Autoradiogra-
and subjected to autoradiography. The results phy
demonstrated increased number of keratocytes in-

I緒  言

Epidermal growth factor(EGF)は 角膜上皮細胞の増

殖を促進 し,角膜上皮創傷治癒を促進する物質 としてよ

く知られている1)～8).EGFは また,角膜内皮に対 しても創

傷治癒促進作用をもつことが明 らかとなっている9)～ H)。

一方,EGFの 角膜実質に及ぼす影響についての報告は極

めて少ない。臨床的に角膜穿孔あるいは角膜潰瘍により

角膜実質の非薄化 した症例に対 して EGFの点眼が有効

であることから1)2),EGFが
角膜実質の創傷治癒を促進す

る可能性があるが,そ の機序に関する基礎的研究は数少

ない。家兎角膜穿孔創にEGFを 点眼 した群では対照群

に比較 して創傷の引張 り強度 (tensile strength)が 増大

することが報告
12)～ 14)さ れ,Woostら 12)は EGFの 角膜実
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質細胞増殖促進作用によると推論 している.ま た,EGF
が培養角膜実質細胞の増殖を促進することも報告されて

いる。しかし,EGFの 効 υ′υθにおける角膜実質細胞に

及ぼす影響についての詳細な検討はほとんどなされてい

ない。今回我々は,EGFの 角膜実質創傷治癒促進機序に

ついて解明する目的で,グzυグυθにおけるEGFの角膜実

質細胞に及ぼす影響を細胞増殖の面から検討した。

II実 験 方 法

実験には成熱日本白色家兎 (体重 2～3 kg)16匹 32眼

を用いた。家兎 を塩酸ケタ ミン(ケ タラール①)筋 注 (30

mg/kg)で 麻酔 し,さ らに,0.4%塩酸オキシブプロカイ

ン(ベ ノキシール①)で点眼麻酔の後,尖状刀で角膜中央

部に長さ8mmの穿孔創を作成 した。直後のみエ リスロ

マイシン(ア イロタイシン③)眼軟膏を点入した。処置後,

右眼にEGF,対照として左眼に生理食塩水の点眼を 1日

4回行った。EGFは recOmbinant human EGF(大 塚製

薬から供与)を生理食塩水に溶解 し,10 μg/mlの濃度と

したものを用いた。受傷後 1,2,3,7日 目に家兎を致死

量のペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタールQで
死亡させた後,角膜を摘出し,3H_チ ミジン(Amersham,

100～130 Ci/mmol)(10 μCi/ml)を 含 む DME(Dulbec‐

co's minimum essential medium,GIBCO)中 で 37°C4

時間標識した後,10%ホ ルマ リンで固定しパラフィン切

片を作成した。切片は既報の方法 15)に準じて,オ ー トラジ

オグラフィーに供 した.す なわち,暗室内で 50%コ ニカ

NR―M2オ ー トラジオグラフィー用乳剤に浸 した後,乾

燥させ,シ リカゲル入 りの暗箱 に収めて 4° Cで露出を

行った。1～ 2週間後,フ ジ レンドール(富士フィルム)

で現像,フ ジ レンフィックス (富士フィルム)で定着,水

洗し,ヘマ トキシリン・エオジン染色を行い光学顕微鏡で

組織学的検索を行うとともに,3H_チ ミジンを取 り込ん

だ角膜上皮細胞,角膜実質細胞数を計測した。

III 結  果

受傷後 1日 目,穿孔創周辺の上皮細胞が伸展 。移動し,

実質欠損部には epithelial plugが 形成されていた。受傷

後 2日 日,創部は上皮細胞によって被覆され,創周辺の実

質層では角膜実質細胞が丸みを帯びて活性化 し,3H_チ

ミジンを取 り込んだ細胞 も認 められた(図 1).3H_チ ミ

ジンを取 り込んだ上皮細胞,実質細胞数を計測 したとこ

ろ,EGF点眼角膜において対照角膜に比較 して,角膜上

皮細胞および実質細胞による3H_チ ミジンの取 り込みが

有意に増加 していた(表 1,2).角膜上皮細胞 と実質細胞

の判別については,角膜上皮層および創部の epithelial

plug内 の細胞 は角膜上皮細胞 とし(図 lA,Bの矢印),

角膜実質層内 (図 lC,Dの 矢 じり)お よび創部の明らか

に実質か ら移動 したと思われる細胞 (図 2A矢 じり)を

角膜実質細胞 とした。判別困難な細胞および角膜実質以
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外から由来したと思われる細胞は除外 した.受傷後 3日

日,上皮細胞は重層化 しており,創部を覆っていた。創部

では実質層の修復が開始されていた。EGF点眼角膜で

は,上皮細胞 。実質細胞 ともに3H_チ ミジンの取 り込み細

胞は対照角膜に比較 して有意に増加 していた(表 1,2).

受傷後 7日 日では,創部は5～ 6層 の上皮細胞層で覆わ

れ,実質欠損部は活性化された実質細胞が移動し,実質層

の修復が進みつつあった (図 2)。 EGF点 眼角膜では,対

照角膜に比べて実質層の修復が進行 し,治癒の促進が認

められた(図 2)。 この時期においても,EGF点眼角膜で

は3H_チ ミジン取 り込み細胞数は上皮細胞・実質細胞 と

もに対照角膜に比 して増加していた (表 1,2)。 以上,一

切片当たりの3H_チ ミジン取り込み細胞数は,上皮細胞

においては受傷後 2,3,7日 目において対照角膜に比較

して EGF点眼角膜 に多 く,2日 目と 7日 目で有意差を

認めた (表 1)。 角膜実質細胞においては受傷後 1,2,3,
7日 目のいずれの時期においてもEGF点 眼角膜で3H_

チ ミジンの取り込みは対照角膜より有意に増加していた

(表 2)。 以上の結果か ら,家兎角膜穿孔創においてEGF

点眼により創傷治癒が促進され,受傷後早期において角

膜上皮細胞のみならず,角膜実質細胞の増殖が促進され

ることが明らかとなった。

IV 考  按

EGFは Cohen16)に よリマウスの顎下腺から発見され

たポ リペプチドで,生体の組織のうち角膜上皮 と最も強

く結合 し17),角膜上皮 にEGFの 受容体が存在すること

が明らかとなり18),EGFの
角膜上皮に対する作用につい

ての研究が活発に行われた。Fratiら
3)は

,家兎に角膜上

皮欠損を作成し,EGF点眼群でその治癒速度が有意に促

進 されることを報告 した。その後,Savageら 4),H。 ら5),

河場 ら6),Kitazawaら 7)が
同様に勉 υグυθでの実験を行

い,Gospodarowiczら
8)は 2 υz・″っ において角膜上皮細

胞に対するEGFの創傷治癒促進効果について述べてい

る。また,EGFの 内皮細胞に関す る作用 については,

Gospodarowiczら 9),Fabricantら 10)H)は
培養角膜 内皮

細胞を用いて,EGFは 内皮細胞とも強 く反応することを

示 した。

一方,EGFの角膜実質細胞に対する作用に関しての報

告 は角膜上皮,角 膜 内皮細胞に比べて極めて少な く,

Woostら 12),Brightwellら 19)の
報 告 が 散 見 され る。

Woostら 12)は
家兎角膜に全層切開創 を作成 し,EGF,デ

キサメタゾンなどの点眼を行い,創傷の引張 り強度 (ten‐

sile strength)を 測定 し創の強度を検討 している。その結

果,tensile strengthは EGF単独点眼群が最も大きく,次

に EGFと デキサメタゾンの混合点眼群,生理食塩水の

み,デ キサメタゾン単独点眼群の順であった。また同時

に,培養角膜実質細胞 に対して培養液中にEGFや デキ

サメタゾンを添加 し,実質細胞の3H_チ ミジンの取 り込
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図 1 角膜穿孔創受傷後 2日 目の3H‐ チ ミジンオー トラジオグラフィー.

A:EGF点 眼角膜,B:対 照角膜,C:Aの 強拡大,D:Bの 強拡大

矢印 は3H_チ ミジンを取 り込んだ角膜上皮細胞,矢 じりは3H_チ ミジンを取 り込 んだ角膜実質細胞 .バーは 100

μnl

表 1 1切 片当たりの3H_チ ミジン取り込み角膜上皮細

胞数

日数 EGF点眼角膜 対照角膜
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表 2 1切片当たりの3H_チ ミジン取 り込み角膜実質細

胞数

日数 ECF点眼角膜 対照角膜

B

7.3± 4.5

15.5± 6.7**

22.2± 49
72.8± 9.8***

10.3± 4.6

4 7:±12.2**

15.7± 6_5

45.8+5_8***

23.2」:5.4ネ
ホ

17.7± 4_6睾

21.7:士 :9.0*

23.6」二8.1***

11.8± 4.3料

12.0± 2.3ホ

10.3:± 4.9*

5.8± 2.7料 *

EGF i epiderrnal grOwth factOr
**:有意差を認める (t― test,p<0.005)
***:有

意差を認める (t‐test,p<0.001)

数値は,各群 4眼の組織切片各 2枚 (各計 8枚)に おいて細胞

数を計測し,平均値±標準偏差で示 した。

みに及ぼす効果を検討し,効 υグυθでの tensile strength

の強度と平行 した結果が得られたことから,EGFが角膜

実質細胞の DNA合成を促進することにより創傷治癒を

促進すると推測 している。

本実験では,効 υ力θにおける EGFの角膜実質細胞に

及ぼす作用を検討する目的で,家兎角膜に穿孔創 を作成

し,受傷後早期 においてEGF点 眼が角膜創傷治癒 に及

ぼす影響を3H_チ ミジンオー トラジオグラフィーの手法

*:有
意差を認める (t‐test,p<0.05)

… :有意差を認める (t― test,p<0.005)
***:有

意差を認める (ttest,p<0.001)

数値は,各群 4眼の組織切片各 2枚 (各計 8枚)において細胞

数を計測し,平均値±標準偏差で示した。

を用いて細胞増殖の点から検討 した。その結果,EGF点
眼により角膜上皮細胞では受傷後 2,3,7日 目におい

て,角膜実質細胞では受傷後 1,2,3,7日 目のいずれの

時期においても3H_チ ミジンの取 り込みは対照角膜 より

も有意に増加 してお り,EGFが上皮細胞のみならず,実

質細胞の増殖を促進することが明らかとなった。また,7
日目において実質創傷治癒はEGF点眼角膜で著明に促

進されていた。角膜上皮細胞における受傷後 1日 目の
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3H_チ ミジン細胞数はEGF点眼角膜と対照角膜 との間

に差を認めないが,こ れは,角膜上皮細胞は創傷治癒過程

において受傷後 16～ 24時間目頃までは増殖による治癒

を開始せず,EGFの作用も十分に発現されないことが明

らかとなっており20),そ のことを裏付ける結果 と考えら

れる。一方,角膜実質細胞はEGFに より早期から増殖が

促進されることが明らかとな り,EGFに対する反応が上

皮細胞 とは異なる可能性が考えられる。

先の Woostら 12)は
,創傷引張 り強度と培養細胞の3H_

チミジンの取 り込みによって,EGFの 角膜実質細胞に対

するDNA合成促進作用 を推測するにとどまったが,

我々の実験では家兎角膜 に穿孔創を作成 し,3H_チ ミジ

ンオー トラジオグラフィーの手法を用いることにより,

直接 物 υ″υθにおけるEGFの 角膜上皮細胞および角膜

実質細胞の増殖に及ぼす作用を明らかにし得た。EGF受

容体が角膜上皮,内皮のみならず,角膜実質細胞にも存在

することが報告
18)さ れてお り,EGF受容体を介 して角膜

実質細胞増殖促進作用を発現すると考えられる。最近,

EGFを臨床的に用い,難治性の角膜潰瘍や穿孔性角膜外

傷例での治癒効果が報告されているが,こ れは今回の実

A

D

図2 角膜穿孔創受傷後 7日 目の組織所見.

A,B:3H_チ ミジンオートラジオグラフィー.矢 じりは3H_チ ミジンを取り込んだ角膜実質細胞.A,C:EGF
点眼角膜.B,D:対 照角膜。Aと B,Cと Dはいずれも同一家兎の左右眼であるが,A,Bと C,Dは異なる家

兎である。バーは 100 μm

B

験で明らかになったようにEGFが角膜上皮細胞のみな

らず,角膜実質細胞に対しても増殖促進作用を有するこ

とに基づくものと考えられる。

今回の実験結果から,EGFが角膜実質創傷治癒を促進

すること,そ の機序の一つとして EGFの 角膜実質細胞

増殖促進作用が明らかになった。EGFは実質細胞による

細胞外マトリックス産生にも影響を及ぼす可能性が考え

られる。EGFの角膜実質創傷治癒の促進機序についてさ

らに検討するため,今後,個々の実質細胞における細胞外

マ トリックス,特 にコラーゲン産生 に及ぼすEGFの作

用について検討を加える必要がある。
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