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要

上皮増殖因子 (EGF)の Jtt υJυοでの家兎角膜内皮創

傷治癒に及ぼす影響につき検討した。家兎角膜に冷凍凝

固による内皮障害を加えた後,前房中に EGF(100 μg/

ml)を 0.l ml注入した。処置後 1, 2, 7日 目に角膜を

摘出し,3H_チ ミジンで標識 した後,オー トラジオグラ

フィーに供 した。その結果,障害後 1日 目にはEGF群 ,

対照群 ともに障害部周囲の内皮細胞に3H_チ ミジン取 り

込みがあり,細胞増殖による治癒機転を認めたが,3H_チ

ミジン取 り込み内皮細胞数の比率は,EGF群で対照群に

比し有意に増加していた。一方,EGF群において角膜新

生血管や隅角部の増殖性変化などの副作用は認めなかっ
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約

た。また,走査型電子顕微鏡による観察でも,EGF群 は

対照群に比 し内皮細胞の修復が促進されている所見を認

めた。以上の結果から,EGFの角膜内皮創傷治癒促進作

用が明らかとなった。角膜内皮障害の治療薬 として,

EGFの臨床応用をするためには,今後さらに検討を重ね

る必要がある。 (日 眼会誌 99:17-22,1995)

キーワード:家 兎角膜内皮創傷治癒,上皮増殖因子

(EGF),3H_チ ミジン,オートラジオグラ
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The Effect Of Epidernlal GrOwth Factor on Corneal

EndOthelialヽVOund i[Iealing in Rabbits

lY・uko NakahOri and Chikako Katakami

D″α″η ″′グ 0リカ′′,α′2,2ο ′οり,Kο tt υ″′″/Sノ″鋤 οο′げ ″″′
`｀

グπι

Abstract
We investigated the effect of epidermal growth on accelerating endothelial healing. These findings

factor (EGF) on rabbit corneal endothelial wound indicate that EGF has a stimulatory effect on the

healing in oiuo. After a 6 mm-diameter metalic proliferation of wounded rabbit corneal endothelial

cryoprobe was applied to rabbit corneas, 0.1 ml of cells in uiuo. Under the conditions tested in the

reconbinant human EGF (100 ug/ml) or saline was present study, there were no side effects of EGF

injected into the anterior chamber. Corneas were such as neovascularization or cellular proliferation

excised on l, 2, and 7 days postoperatively, labeled in the angle. The results suggest that EGF might be

with 3H-thymidine and subjected to autoradiopra- clinically applicable for corneal endothelial disor-

phy. Some corneas were examined by scanning ders. (J Jpn Ophthalmol Soc 99l.17-22, 1995)

electron microscopy. Autoradiography showed that
the number of endothelial cells incorporating uH- Key words : Rabbit corneal endothelial wound hea-

thymidine in corneas treated with EGF was signi- ling, Epidermal growth factor (EGF),

ficantly greater than that in the control. Scanning 3H-thymidine, Autoradiography, Cor-

electron microscopy demonstrated the effect of EGF neal endothelial damage

I緒  言

Epiderinal growth factor(EGF)は , 1962年 Cohenl)

によリマウス顎下腺か ら発見されたポ リペプチドで,生

体のうち角膜上皮層に最 も強 く結合することから,角膜

に対する作用について活発な研究が行われてきた2)～ 7)。

特に角膜上皮細胞に対して,EGFが 物 υグ′η においても

効 υ′υθにおいても分裂・増殖を促進することが報告され

て い る6)～ 8).角 膜 内皮 細 胞 につ い て は,1977年 の

Gospodarowiczら 9)の
報告をはじめとして,ウ シ,ウ サギ
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などの培養角膜内皮細胞の増殖を促進することが報告さ

れており10)H),ヒ トについても培養角膜内皮細胞の増殖

を促進することが知 られている12)14)。 しかし,′πυグυθで

の検討は数少なぃ15)16)。

今回我々は,角膜上皮障害を加えた家兎眼の前房中に

EGFを注入し,効 υわθでのEGFの 角膜内皮創傷治癒に

及ぼす影響につき細胞増殖動態 も含め観察し,併せて

EGFの隅角部に及ぼす影響について検討した。

II実 験 方 法

実験 には,体重 2.5 kgの 白色家兎 18匹 18眼 をEGF
群,対照群の 2群に分け,各群 9匹 9眼を使用した。塩

酸ケタミン(ケ タラール③,30 mg/kg筋 注)で全身麻酸後 ,

0.4%塩酸オキシブプロカイン (ベ ノキシール③)を点眼

し,Yeeら 17)の 方法に準じて,家兎角膜中央部に直径 6

mmの金属製プローベを用いて液体窒素による冷凍凝

固を 5秒間加え,角膜内皮障害を作成 した。次いで,前
房 水 0.l mlを 吸 弓|し , EGF君羊

｀
で は recombinant

human― EGF(大塚製薬から供与)を生理食塩水に溶解

し,100 μg/mlの 濃度 とした液を0.l ml,対 照群では生

理食塩水 0.l mlを 前房内に注入した。

処置後, 1, 2, 7日 目に,そ れぞれ 6匹 (EGF群 3

匹,対照群 3匹)の家兎をペントバルビタールナ トリウ

ム (ネ ンブタール①,20 mg/kg静 注)で致死麻酔後,前房

水 0.l mlを 吸引し,強角膜片を摘出した。採取した前房

水 は,注入 した EGFの 残留濃度 を知 るために,抗
recombinant human― EGF抗体を用いた RIA系 (測定感

度 0.l ng/ml)に よる human‐EGFの免疫活性を測定 し

た18)。

各群 2匹の家兎から摘出した強角膜片は,直ちに
3H_thymidine(Amersham,100～ 130 Ci/mmol,10 μCi/

ml)を 含 むDME(Dulbecco's minimum essential

medium,GIBCO)中 で 37° C,24時間標識し,10%緩衝

ホルマリンで固定後,角膜中央部で半割 し(図 1),パ ラ

フィン切片を作成した後,既報の方法に準じてオー トラ

ジオグラフィーに供 した 19)。 すなわち,切片は脱パラフィ

図 1 組織標本作成時の模式図 .

角膜中央部で半割 し,内皮障害部を含む切片を作成 し

た.(図の斜線部は冷凍凝固施行部).

日眼会誌 99巻  1号

ン後,暗室内で 50%Konica NR‐M2オー トラジオグラ

フィー用乳剤を塗布後乾燥させ,シ リカゲルを入れた暗

箱に密閉し,4° Cで露出を行った。 2週間後,Fuji Len―

dole(富 士フィルム)で現像し,Fuji Lennx(富 士フィ

ルム)で定着後水洗し,H―E染色を施 し,光学顕微鏡で

組織学的検索およびラジオアイソトープ取 り込みを観察

した。また,各群 1匹から摘出した強角膜片は,2%グ
ルタールアルデヒドで固定し,脱水後臨界点乾燥後蒸着

し,角膜内皮細胞の状態を走査型電子顕微鏡で観察した。

III 結  果

光学顕微鏡によるオー トラジオグラフィーの結果,障
害後 1日 目にはEGF群,対照群ともに,障害部である角

膜中央部では内皮細胞が脱落していた。デスメ膜は,内
皮細胞脱落部位でも正常であった。一方,障害部近傍の

角膜内皮細胞では,活発な3H_チ ミジンの取 り込みが見

られ,細胞増殖による角膜内皮治癒機転を認めた(図 2,

図 2 冷凍凝固後 1日 目の3H_チ ミジンオー トラジオ

グラフィー像 (対照群 )。

障害部周囲の角膜内皮細胞による3H_チ ミジンの取

り込みが見られる。バーは25μm

図 3 冷凍凝固後 1日 目の3H_チ ミジンオー トラジオ

グラフィー像 (上皮増殖因子 (EGF)群 )。

障害部周辺の角膜実質細胞および内皮細胞に多数

の3H_チ ミジン取り込みを認める。バーは 25μ m
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3).EGF群と対照群を比較するために,各群それぞれ

10枚の切片につき,切片中のすべての残存する角膜内皮

細胞数および3H_チ ミジン取 り込み内皮細胞数を計測

し,全内皮細胞数のうち,3H_チ ミジン取 り込み内皮細胞

数の比率を求めた。EGF群 36.7%,対照群 26.0%と ,

EGF群 において3H_チ ミジン取 り込み内皮細胞数の比率

表 1 冷凍凝固後 1日 目の全角膜内皮細胞中の3H_チ ミ

ジン取 り込み角膜内皮細胞の比率 (%)

EGFの家兎角膜内皮創傷治癒に及ぼす影響 。中堀他

36.7*

26.0
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は有意に増加していた (Mann‐Whitney test,p<o.o5,

表 1)。 また,障害後 2日 目,7日 目には,内皮細胞によ

る3H_チ ミジン取 り込みは認めなかった。

EGF群,対照群ともに,冷凍凝固による障害後 1日 目

には,障害部付近の角膜上皮層は非薄化し単層となって

おり,非薄化 した部位およびその周囲の上皮に多数の
3H_チ ミジン取 り込み細胞を認めた (図 4)。 障害部の実

質層には細胞を認めず(図 4),障害部周辺の実質細胞に

EGF群では特に多数の3H_チ ミジン取 り込みを認めた

(図 3). 2日 目には,上皮層は非薄化している部位の周

辺部ではやや重層化傾向にあり,障害部の実質層にも少

数の細胞出現を認め,障害部周辺の実質細胞では3H_チ

ミジン取 り込みが見られた (図 5).7日 目には,対照群

では上皮層はまだ非薄化 しており,活発な3H_チ ミジン

取り込みが見られた(図 6).実質細胞は周辺部の正常部

に比し,やや細胞数が少なかった。一方,EGF群では上

皮層はほぼ正常に等しく重層化し,3H_チ ミジン取 り込

図 6 冷凍凝固後7日 目の3H_チ ミジンオー トラジオ

グラフィー像 (対照群 )。

角膜上皮層はまだ非薄化しており,活発な3H_チ ミ

ジン取 り込みが見られる。バーは 25 μm

図 7 1冷凍凝固後 7日 目の3H_チ ミジンオー トラジオ

グラフィー像 (EGF群 )。

角膜上皮層はほぼ正常に等 しく重層化 し,3H_チ ミ

ジン取 り込みも正常角膜同様の状態に復 している。

バー 0ま 25 μrn

EGF群

対照群

キ:有意差を認める (Mann―Whitney test,p<0.05)

数値は各群それぞれ 10枚の切片の中間値.

3H― チミジンオートラジオグラフィーにおいて,1切片あたり

の全内皮細胞数と3H_チ ミジン取 り込み内皮細胞数の比率を

計測した。ECG:上皮増殖因子

図 4 冷凍凝固後 1日 目の3H_チ ミジンオー トラジオ

グラフィー像 (EGF群 )。

障害部付近の角膜上皮層は非薄化し単層となってお

り,多数の3H_チ ミジン取 り込みを認める.バーは25

μm

図 5 冷凍凝固後 2日 目の3H_チ ミジンオー トラジオ

グラフィー像 (EGF群 )。

非薄化 している部位の角膜上皮層は重層化傾向にあ

る。障害部の実質層にも少数の細胞出現 を認め,障
害部周辺の実質細胞では活発な3H_チ ミジン取 り込

みが見 られる。バーは 100 μm
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みも正常角膜 とほぼ同様の状態に復 していた(図 7)。 実

質層においても細胞数はほぼ正常 となり,3H_チ ミジン

取 り込みは認められなかった。また,両群ともに角膜新

生血管は見られなかった。

隅角部は,両群 ともに3H_チ ミジン取 り込みは認めず,

EGF群 においても増殖性変化を示唆する所見を認めな

かった (図 8)。

走査型電子顕微鏡による観察では,障害後 1日 目には

角膜中央部で,冷凍凝固により障害され,デスメ膜から

剥離 し変形した角膜内皮像が認められた(図 9)。 また境

界部では,ほぼ正常な状態の角膜内皮細胞と内皮細胞の

脱落により露出した無構造なデスメ膜 との間に,変形 し

た角膜内皮細胞が観察された(図 10a,b)。 障害後 2日 目

は, 1日 目とあまり変化なく,障害された角膜内皮像を

認めた。障害後 7日 目には境界部に,障害後 1日 目から

図 8 隅角部の3H_チ ミジンオー トラジオグラフィー

像.

隅角部では,3H_チ ミジン取 り込み細胞は認めず,増

殖性変化を示唆する所見は見 られない。バーは 40

μ lll

日眼会誌 99巻  1号

図 9 冷凍凝固後 1日 目の走査型電子顕微鏡像 (EGF
群 )。

障害され,脱落 。変形 した角膜内皮細胞を認める。

やや丸みを帯び,修復期にあると考えられる紡錐形に変

形拡大 した内皮細胞が観察された.こ れは,Yeeら 17)の
報

告と同様の所見であり,修復期にある内皮細胞 と考えら

れた.こ の時期,EGF群では対照群 と比較し,六角形の

正常な形により近い細胞が観察され,修復が促進されて

いる結果であると考えられた (図 11,12)。

前房水中の human― EGFの免疫活性測定の結果,EGF
注入後 1日 目は0.73 ng/ml, 2日 目には0.19 ng/mlと

低下 し, 7日 目には検出限界以下 (0.10 ng/ml以 下)で

あった (表 2)。

IV 考  按

今回我々は,冷凍凝固により角膜内皮を障害した家兎

の前房中にEGFを注入し,グηυグυθにおけるEGFの角

膜内皮創傷治癒に及ぼす影響について検討した。その結

果,角膜内皮障害後 1日 目には,EGF群,対照群 ともに

a:ほ ぼ正常な状態の角膜内皮細胞 (N)と 内皮細胞の      b:ほ ぼ正常な状態の角膜内皮細胞および障害され脱

脱落により露出した無構造なデスメ膜 (D)と の間       落しつつある角膜内皮細胞 (矢印)。

に,変形した角膜内皮細胞を認める.

図 10 冷凍凝固後 1日 目の境界部の走査型電子顕微鏡像 (対照群).
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表 2 前房水中human‐EGF免疫活性測定結果

免疫活性(ng/ml)

EGF注入前

注入後 1日 目

注入後 2日 目

注入後 7日 目

検出限界以下

0.73

0.19

検出限界以下

図 11 冷凍凝固後 7日 目 (対照群)の走査型電子顕微

鏡像.

修復期にあると考えられる丸みを帯びた角膜内皮細

胞 (矢印)。

図 12 冷凍凝固 7日 後 (EGF群)の走査型電子顕微鏡

像 .

修復期にあると考えられる紡錐形に変形拡大 した角

膜内皮細胞。図 11の対照群に比し,内皮細胞の形は

六角形に近 く,修復は促進されている。

障害部周囲の角膜内皮細胞による3H_チ ミジンの取 り込

みが見られたが,取 り込み内皮細胞数の比率は,対照群

に比し,EGF群で有意に増加 していた。角膜内皮障害後

2日 目には,角膜内皮細胞による3H_チ ミジンの取 り込

みは認めなかった。この時期には,細胞分裂・増殖によ

る創傷治癒が終了していることを示す結果であると考え

られる。また,走査型電子顕微鏡による観察では,角膜

中央部で冷凍凝固により障害された角膜内皮細胞を認

め,境界部では内皮細胞が変形,消失していた。しかし,

障害後 7日 目には,修復期にあると考えられる内皮細胞

が観察され,EGF群では対照群の同部位で見られる内皮

細胞の形状が,よ り正常に近 く修復が促進されていると

考えられた。以上の結果から,EGFは ,′
・
ηυグυθで,創

傷治癒過程におけるウサギ角膜内皮に対し細胞増殖促進

検出限界値 :0.10 ng/11,1

作用を有 し,内皮創傷治癒を促進することが明 らかと

なった。一方,EGFの前房内注入による副作用として考

えられる角膜新生血管および隅角部での増殖性変化は今

回の実験では認められなかった。

EGFは ,創傷治癒過程において,様々な細胞に対 して

増殖促進作用を持つことが知られている。角膜について

も,上皮細胞,実質細胞,内皮細胞のいずれにもEGFレ
セプターが存在しており,濃度依存性に増殖促進作用を

有することが報告されている5)。 上皮については,EGFが
生体のうち角膜上皮層に最も強 く結合することから,多
数の研究が活発に行われてきた6)～ 8)。 実質についても,角

膜アルカリ外傷治癒過程初期に増殖が促進 されること

ゃ20),実質細胞増殖能やコラーゲン産生を促進し,角膜実

質創傷治癒を促すことが報告されている21)。
最近,EGF

の様々な角膜疾患に対する治療薬 としての可能性が考え

られ,上皮障害に対してはすでに点眼薬として臨床応用

されつつあり22)～ 24),日
本でも治験段階にあるが,実質や

内皮の障害に対するEGFの 臨床応用については,ま だ

検討されている段階である。内皮細胞に対するEGFの

作用については,効 υグ′名θの系で,1977年 の GospOda‐

rowiczら 9)以
来,ウ シ,ウ サギなどの培養角膜内皮細胞の

増殖を促進することが報告されている10)H)。 また,Fa‐

bricantら 12)に よリヒト角膜内皮が EGFレ セプターを

有することが確認された。Nayakら 13)は
,ヒ ト角膜周辺

部の角膜内皮細胞を培養し,EGF添加群と無添加群の取

り込みを比較 した結果,EGF添加群では有意に3H_チ ミ

ジン取 り込みが増加 したと報告 している。また Couch

ら14)は,組織培養されたヒト角膜上皮の内皮細胞の増殖

能が EGFに より克進すると報告 している。しかし,効
υ力θにおけるEGFの角膜内皮創傷治癒に及ぼす作用に

ついては,1982年 にFabricantら 15),1989年 に Yoshida

ら16)の
報告があるが,報告数は少ない。

生体内において,角膜内皮細胞の創傷治癒は,伸展 。

移動および細胞分裂による増殖によるが25)26),ヒ トでは

増殖能は非常に低 く,角膜内皮の創傷治癒機転は主とし

て角膜内皮細胞の伸展・移動によるとされている26)27)。 し

かし,若年者においては角膜内皮細胞の増殖能が高いこ

とが報告されており,鉗子分娩による角膜内皮障害など

では,増殖による創傷治癒 も行われているものと考えら

れる28).

家兎角膜は増殖能が高 く,冷凍凝固後の角膜内皮創傷
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治癒 も非常 に早 い ことが知 られてお り
29),ヒ ト角膜 内皮

とは細胞増殖動態 に非常に差が あ る。 したがって,今回

の結果 をその ままヒ トに当てはめることはで きないが ,

角膜 内皮障害 の治療薬 として,EGFが有効である可能性

を示す結果である と考 えられた。 しか し,将来,臨床の

場 において角膜 内皮障害 に対 し EGFを使用す るために

は,さ らに検討 を重ねる必要が ある。

稿を終えるにあた り,ご校閲賜 りました山本 節教授に深

謝いたします。
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