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要

角膜実質の創傷治癒過程における疲痕収縮の機序を知

る目的で,コ ラーゲンゲル内に培養 した角膜実質細胞に

よるコラーゲンゲル収縮作用および,それに対する角膜

上皮細胞の影響を検討 した。角膜実質細胞によるコラー

ゲンゲル収縮作用は,培養 5日 目までのゲルの直径を計

測することにより定量化 した.角膜実質細胞によるコ

ラーゲンゲルの収縮作用はウシ胎児血清存在下で認めら

れ,細胞数に比例 し,コ ラーゲン濃度には反比例 した。

角膜上皮細胞培養上清の添加によって,角膜実質細胞に

よるコラーゲンゲルの収縮は添加 した角膜上皮細胞培養

上清の濃度に依存 して促進された。また,角膜実質細胞
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のコラーゲンゲル収縮作用に対する促進効果は,培養 3

～ 7日 目の角膜上皮細胞培養上清に認められた。以上の

結果から,ウ シ胎児血清存在下で角膜実質細胞はコラー

ゲンゲルを収縮させることが明らかとなった.ま た,角

膜上皮細胞が角膜実質細胞によるコラーゲンゲルの収縮

を促進する液性因子を産生することが示唆された。(日 眼

会誌 99:989-994,1995)
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Abstract
To understand the mechanism of corneal stromal tion by keratocytes was enhanced by the addition of

wound contraction, we investigated the efrect of ECCM in a dose dependent manner. This stimulato-
corneal epithelial cells on the collagen gel contrac- ry activity was found in ECCM obtained from 3 to 7

tion by keratocytes. Subcultured rabbit keratocytes day cultivation of corneal epithelial cells. These
embedded in type I collagen gel were cultured. findings demonstrated that keratocytes contracted
Rabbit corneal epithelial cells were also cultured and collagen gel in the prosence of FCS. It also appeared

the cultured medium was collected and used as an that corneal epithelial cells secrete a factor or
epithelial cell conditioned medium (ECCM). The factors that stimulate the collagen gel contraction
collagen gel contraction by keratocytes was esti- by keratocytes. (J Jpn Ophthalmol Soc 99 : 989-994,
mated by measuring the diameter of the collagen 1995)

disc once a day for 5 days. The diameter of the
collagen gel decreased in proportion to the numtrer Key words : Corneal wound healing, Collagen gel
of keratocytes in the presence of fetal calf serum contraction, Keratocytes, Corneal
(FCS), but it decreased in inverse proportion to the epithelial cells

concentrafion of collagen. The collagen gel contrac-
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I緒  言

角膜実質部の創傷治癒では,損傷部周囲の角膜実質細

胞が重要な役割を演じている。角膜実質が損傷を受けた

場合,周囲から遊走してきた角膜実質細胞は傷害された

コラーゲン線維を貪食 し,また,新しくコラーゲンやプ

ロテオグリカンを合成 して不透明な疲痕組織を形成す

る1).さ らに,こ の形成 された疲痕組織には収縮が生 じ

る2)。 近年,角膜形状を変化させて屈折異常を矯正しよう

とする屈折矯正手術が注目されているが,屈折矯正手術

の問題点の一つとして屈折矯正効果が不安定であること

が挙げられる3)。 これは,術後長期にわたって角膜形状の

変化が持続していることが原因で, この機序に実質細胞

による疲痕部のコラーゲンの収縮作用が関与しているも

のと考えられる。しかし,角膜実質における創傷部位に

生じるコラーゲンの収縮の機構は明らかにされていな

い.

角膜創傷治癒過程では,上皮細胞と実質細胞が各々の

細胞活性に相互的に影響 していることが考えられてい

る。実質細胞が産生するフィプロネクチンなどの細胞外

マ トリックスが上皮細胞の伸展移動を促進することが知

られている4)。 さらに,各々の細胞が種々の成長因子5)6)ゃ

サイ トカイン7)を 産生することが報告されており,こ れ

らの成長因子やサイ トカインによる上皮細胞 と実質細胞

間の相互作用が推察されている。

生体では角膜実質細胞はコラーゲン線維間に存在して

おり,コ ラーゲン内での実質細胞の挙動を知ることは,

角膜創傷治癒の過程を理解する上で重要である。このた

め,我々は角膜実質の グη υttθ モデルとして角膜実質細

胞のコラーゲン内三次元培養法を確立し, この実質細胞

のコラーゲングル培養法を用いて実質細胞の形態や増殖

能について検討してきた8)9)。 _方,皮膚などの組織にお

ける疲痕収縮のグπ υttθ モデルとして,線維芽細胞を同

様にコラーゲングル内に培養する方法が用いられてい

る10)～ 12).

今回,角膜実質の創傷治癒の機構を知る目的で,コ ラー

ゲングル内二次元培養法を用いて培養角膜実質細胞によ

るコラーゲンゲルの収縮作用を検討し,さ らに,角膜実

質細胞によるコラーゲン収縮作用に及ぼす角膜上皮細胞

の影響を検討した。

II 方  法

1。 材料および試薬

白色家兎 (日 本在来種,雌,体重 2～3 kg)は 北摂産業

から購入した.0.25%ト リプシン溶液,0.02%EDTA溶
液,tissue culture medium 199(TC-199)培養液,mini‐

mum essential medium(MEM)培 養液は阪大微生物病

研究会,ウ シ胎児血清 (FCS)は Boehringer Mannheim

社,細胞培養用ブタ腱由来 I型 コラーゲン (Cen Matrix
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type la ①)は新田ゼラチン社,デ ィスパーゼは合同酒精,

細菌性コラゲナーゼはSigma社,プラスチック培養皿

(24穴培養皿)は Costar社 から購入した。

2.実 験 方 法

1)角膜上皮細胞および角膜実質細胞の培養

家兎をペ ン トバルビタールナ トリウム (ネ ンブター

ル①)静脈注射で麻酔死させ,速やかに眼球を摘出し,角

膜片を作製 した。内皮細胞をデスメ膜 とともに機械的に

除去した後,残 った角膜をディスパーゼ (2 mg/ml)と 反

応 させて角膜上皮層 を採取 した。さらに,上皮層 を

o.01%EDTA,0.125%ト リプシン混合溶液中で 10分

間培養して単細胞浮遊液を作製し,162 cm2培 養用フラス

コ内で 15%FCSを 含む TC‐199培養液中で培養 した。

また,角膜実質に細菌性コラゲナーゼ溶液 (l mg/ml)

を添加してコラーゲンを溶解 し,遊離した角膜実質細胞

を10%FCSを 含むMEM培 養液中で継代培養 した。今

回の実験では,角膜実質細胞は培養 4～ 5代の細胞を用

いた。

2)角膜上皮細胞培養上清の作製

角膜上皮細胞 を162 cm2培養用 フラス コ内で 15%

FCSを含む TC‐ 199培養液で 3日 間培養した後,FCS無

添加の TC-199培養液に交換した。さらに,3日 間培養し

た後,培養上清を回収し,遠心 (80G× 10 min)に よって

細胞成分を除去し,角膜上皮細胞培養上清 (ECCM)と

して実験に用いた。

3)角膜実質細胞によるコラーゲングル収縮作用

角膜実質細胞のコラーゲンゲル内培養は既報
8)の ごと

く行った。低温下に保ったコラーゲン塩酸溶液 (3 mg/

ml),中 和 用 緩 衝 液 (0.0875 N NaOH,0.455M
NaHC03,350 mM HEPES),8.75倍 濃度の MEM培 養

液,FCSを 28:1:2:2の 割合で混合し,速やかに中

性化させた。その後,コ ラーゲン溶液と角膜実質細胞浮

遊液を5.5:1の比率で混和 し,あ らかじめウシ血清ア

ルブミン (10 mg/ml)で コー トした 24穴培養皿上 (直

径 17 mm)に 300 μl注入し,37° C incubator内 でゲル化

させた (最終濃度 :10%FCS,コ ラーゲン濃度 1.90 mg/

ml)。 その後,種々の濃度の FCSを含むTC-199培養液

およびECCMを重層し,一定時間培養した。角膜実質細

胞によるコラーゲンゲル収縮作用は経時的にグルの直径

を計測することによって定量化した。また,実質細胞の

コラーゲングル収縮活性を評価するために,培養開始時

のゲルの直径 (17 mm)と 培養 5日 目のゲル直径から,

以下の式を用いて収縮係数 (contraction index,CI)を

算出した。

CI=

培養開始時のゲルの直径 (17 mm)一 培養 5日 目のグルの直径
培養開始時のゲルの直径 (17 mm)
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ンゲルでは培養 5日 目でゲルの直径は約 1l mmと なっ

た (図 1,2)。 このことから,角膜実質細胞がコラーゲン

グルを収縮させることが明らかとなった。

2.FCSがゲル収縮に及ぼす影響

角膜実質細胞のコラーゲングル収縮作用に対す る

FCSの影響を検討するために,種々の濃度 (0%,3.13
%,6.25%,12.5%)の FCS存在下でコラーゲングル内

に角膜実質細胞 (3× 104個 )を培養した。図 3に示すよう

に,FCS無添加の条件ではコラーゲンゲルの収縮は認め

られなかった。一方,FCSを添加 して培養すると,添加

した FCSの濃度依存的にコラーゲンゲルの収縮は促進

された。このことから,角膜実質細胞によるコラーダン

ゲルの収縮にはFCSが必要であることが明らかとなっ

た。

3.コ ラーゲン濃度がゲル収縮に及ぼす影響

角膜実質細胞によるコラーゲンゲル収縮に及ぼすコ

ラーゲン濃度の影響を検討した。種々の濃度のコラーゲ

ンを含むコラーゲンゲル (0.24 mg/ml,0.48 mg/ml,

0.95 mg/ml,1.90 mg/ml)内 に角膜実質細胞 (3× 104

個)を包埋 し,FCS濃度 12.5%の 条件下で培養 し,コ

ラーゲングル直径の変化を計測した。図 4に示すように,

コラーゲングルはコラーゲン濃度が低 くなるに従ってよ

り収縮し,コ ラーゲン濃度 0.24 mg/mlの コラーゲング

ルでは培養 3日 目にはグルの直径は約 4mmと なった。

このことから,角膜実質細胞によるコラーゲングル収縮

作用はゲルのコラーゲン濃度に反比例することが明らか

となった。

4.ECCMがゲル収縮に及ぼす影響

角膜実質細胞のコラーゲンゲル収縮作用に対する角膜

上皮細胞の影響を知る目的で,角膜実質細胞をコラーゲ

10

III 結  果

1。 角膜実質細胞数がコラーゲンゲル収縮に及ぼす影

響

角膜実質細胞によるコラーゲングル収縮作用を検討す

るために,ま ず,細胞数によるコラーゲングル収縮に対

する影響を検討した。コラーゲングル内に角膜実質細胞

を各々 0,3× 100,1× 104,3× 104個 包埋 し,FCS濃度

12.5%, コラーゲングル濃度 1.90 mg/mlの 条件下で培

養した。 5日 間の培養期間中,角膜実質細胞を包埋して

いないコラーゲングルではゲルの収縮は全 く認められな

かった。一方,実質細胞を包埋したコラーゲンゲルでは

培養 1日 目からゲルの収縮が認められ,培養時間に比例

してゲル直径の減少を認めた。さらに,コ ラーゲングル

内に包埋 した細胞数が増加するに従ってコラーゲンゲル

の収縮は促進され,3× 104個 の細胞を包埋 したコラーゲ

‐12       3

図 1 培養 5日 目のコラーゲンゲル .

角膜実質細胞 (3.0× 104個)を コラーゲンゲル内に包

埋 し 5日 間培養した。12.5%FCS存 在下 (中)では,

非存在下 (左 )に 比 しグルの収縮 を認 める。また,

ECCMを添加するとゲルがさらに収縮 していること

が認められる (右 )。
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図 2 角膜実質細胞数がコラーゲンゲル収縮に及ぼす

影響 (平均値±標準誤差,n=4)。

角膜実質細胞数。白丸 :0,黒丸 :3.0× 103個,自 三

角 :1.0× 104個 ,黒三角 :3_0× 104個 ,ウ シ胎児血清

(FCS)濃度 12.5%,コ ラーゲングル濃度 1.90 mg/

ml

図 3 角膜実質細胞のコラーゲンゲル収縮作用に対す

るウシ胎児血清 (FCS)の影響 (平均値±標準誤差 ,

n=4).

ウシ胎 児血 清 (FCS)濃 度.白 丸 :0%,黒 丸 :

3.13%,自 三角 :6.25%,黒 三角 :12.5%,角 膜実

質細胞 数 3.0× 104個 ,コ ラーゲ ングル濃度 1.90

mg/ml

1
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図 4 角膜実質細胞のコラーゲンゲル収縮作用に対す

るコラーゲンゲル濃度の影響 (平均値±標準誤差 ,

n=4).
コラーゲングル濃度.白 丸 :1.90 mg/ml,黒 丸 :

0.95 mg/ml, 自三角 :0.48 mg/ml, 黒三角 :0.24

mg/ml,ウ シ胎児血清 (FCS)濃度 12.5%,角 膜実質

細胞数 3.0× 104個

o   1   2   3   4   5 (日 )

培 養 期 間

図5 角膜実質細胞のコラーゲンゲル収縮作用に対す

る角膜上皮細胞培養上清 (ECCM)の 影響 (平均

値±標準誤差,n=4)。

ウシ胎児血清 (FCS)濃度 12.5%,角 膜実質細胞数

3.0× 104個/well,角膜上皮細胞培養上清 (ECCM)
濃度。自丸 :0%,黒丸 :20%,自 三角 :30%,黒
三角 :40%

ンゲル内に包埋 し,12.5%FCSを 含む培養液中に種々

の濃度 (0%,20%,30%,40%)の ECCMを添加 して

培養した。図 5に示すように,ECCM無添加群ではコ

ラーゲングルの収縮は培養 3日 目から生じ,培養 5日 目

まで収縮が進行した。一方,ECCMを添加した群では培

養 2日 目からコラーゲングルの収縮が開始し,さ らに,

添加 したECCMの濃度に依存 してコラーゲンゲルの直

径がより縮小することが認められた (図 1,5).以上の

ことから,ECCMが角膜実質細胞によるコラーゲンゲル

収縮作用を濃度依存的に促進することが明らか となっ

た。

03

02

01

0

125%FCS  0 135710

上皮細胞の培養期間 (日 )

図 6 角膜実質細胞のコラーゲンゲル収縮作用に対す

る角膜上皮細胞の培養期間の影響 (平均値±標準誤

差,n=4)。

ウシ胎児血清濃度 12.5%,角 膜実質細胞数 3.0× 104

個,角膜上皮細胞培養上清 (ECCM)濃 度 40%,対

照 :10%ウ シ胎 児 血 清 (FCS)TC 199.*:p<
0.05, **:pく 0.01

5.角 膜実質細胞のコラーゲンゲル収縮作用に対する

ECCMの培養期間の影響

角膜上皮細胞を種々の期間培養し (0～ 10日 ),そ の培

養上清を用いて角膜実質細胞のコラーゲンゲル収縮作用

に対する影響を検討 した (図 6)。 ECCMに よるコラー

ゲンゲル収縮促進作用は角膜上皮細胞を 3～ 7日 間培養

したときのECCM中 に認められ,培養期間 5日 のECCM
の作用が最も強かった。

IV 考  按

今回の結果から,FCS存在下でコラーゲングル内に培

養した角膜実質細胞がコラーゲンゲルを収縮させること

が明らかとなった。コラーゲングルの収縮量は角膜実質

細胞数およびFCS濃度に比例し,コ ラーゲン濃度に反

比例 して促進された。さらに,ECCMが この角膜実質細

胞によるコラーゲンゲルの収縮作用を促進することが明

らかとなった。

細胞によるコラーゲンゲルの収縮作用に関しては,皮

膚線維芽細胞
10)12)や メラノーマ細胞13)を 用いた研究が報

告されている。眼科領域においても培養網膜色素上皮細

胞によるコラーゲングル収縮活性が報告
14)～ 16)さ れた。し

かし,現在まで,細胞によるコラーゲンゲル収縮の機構

は完全には解明されていない。Guidryら
11)は コラーゲン

グル上でヒトの皮膚線維芽細胞を培養し,コ ラーゲンゲ

ルの体積が 85%以上減少したにも関わらず,分解された

コラーゲン量は5%に すぎなかったことから,コ ラーゲ

ンゲルの収縮は細胞によるコラーゲンゲル線維の分解や

再合成よりむしろ,それ以前に存在するコラーゲングル

線維の物理的な再編成 によるものであると推測してい

る。また,サ イトカラシンDの添加によリコラーゲング

ルの収縮は完全に抑制されたことから,コ ラーゲンゲル
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められた角膜上皮細胞由来の角膜実質細胞によるコラー

ゲングル収縮促進因子が,こ れらの因子 と同一のもので

あるかは不明であり,こ の点について今後検討する必要

がある.今後,こ の因子を検討することにより,角膜の

創傷治癒における角膜上皮細胞 と角膜実質細胞の相互作

用が,なお一層明らかなものにされると考えられる。
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