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学校 i論文 j記日 Autoradiography による角膜上皮再生の研究

(主査) (百ú 査)

論文審査委員 教授 ;J< J[I 孝教授釜洞醇太郎教授清水信夫

論文 内容 の要 旨

C 1] 的コ

角以 1:皮再生の機構に関しては，従来は mitosis 像のみを手がかりとして論ぜぎるをえなかったため，米

?ゴ決定的な結論がえられていない。本研究では mitosis 像に依存せず mitosis に先行する DNA 合成を

3H-thymidine を用いて autoradiography によって知り，角膜上皮再生における細胞分裂の関与と上皮再

中の状態を明らかにしようとした。

〔刀法並びに成績コ

実験材料及び方法:

1) in vivo の実験体重 2kg 前後の白色雄性家兎を月jl'角膜中央部に種々の創傷を与え，以後経il~的

に 3H-thymidine (specific activity 1. 41C/mM) の 10μC/0.1m t を前房内に注入し， 21時間後に即日求

をおな山し Carnoy 氏液固定後， 5μparaffin 切片を作製し冷 perchloric acid 処理後， stripping film 

(London Kodak , AR 10 )を用い autoradiography を行なった。なお前房水の 3H -thymidine の測定

には Packard ‘ s Tri-Carb Liquid Scintillation Spectrometer を用いた。

2) in vitro の実験 白色雄性家兎角日史上皮の初代組織培養を行ない， 3H -thymidine を含む培養液中で

出養後 autoradiography を行なった。

実験成績:

A. 3H-thymidine の投与方法についての実験: 先ず各投与万法で次のことが認められている。

1) 結膜下注射では角股上皮細胞には incorporation は認められない。 点、眼， 前房内注射では

incorporation が認められたが前房内注射が最も確実である。

2) 前房内に注入した 3H -thymidine は， 15分後にはすでに角膜上皮細胞に incorporation されてい

る。
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3) 前房内に注入した 3H-thymidne は， 2 時間後には注入後の濃度の約 1/5000 に減少する。

4) 前房内に注入した 3H-thymidine により，食道，皮膚および反対側の眼球には incorporation は

みとめられない。また反対側の前房水にも 3H-thymidine は証明きれない。

5) l'かなる投与方法を行なった場合にも，正前角膜では実質細胞，円皮細胞は label されず，上皮の

基底細胞のみが label される。 labeled basal cell/total basal cell は約 1hooで、ある。

B. 倉Ij傷別による実験: 上皮，実質にそれぞれ異なった形で創傷を与えたときの上皮再生の機構を比

較観察して次のようなことを認めている。

1 )伴~6:nm円形上皮剥離肩Ijで、は，初期にのびる再生細胞は全く label きれないが， 1 日後には再生細

胞に labeled cell がみられる。 2 日後には上皮欠損はなくなるが剥離部にのびた再生細胞には labeled

cell が多い。 4 日以後には正常に近い状態にもどる。倉lj傷 1 日後に label された基底細胞は細胞分裂を行

なって 6 日後には上皮表層に達する。

2) Trepan で実質まで輪状創を与えた律 6mm 円形上皮剥離創では， 2 日以後においては創縁周辺部

において labeled cell の増加が明らかで‘ある。

3 )深き O.4mm 径 6mm 円形の上皮および実質剥離創では， 実質欠損部にのびた細胞には labeled

cell はほとんどみられず， 2 日以後には創縁周辺部に labeled cell が多く実質細胞も label きれる。

4 ) ヒ皮線状創，穿孔創では創縁周辺部に labeled cell が多くみられる。

5 )正常及び上皮剥離角膜において点眼および前房内注入を行なった場合，角膜輪部に labeled cell が

特に多くみられることはない。

c. r汗養上皮についての実験:

1 )角膜上皮初代培養では， Outgrowth の小さいものでは labeled cell は少ないが，大きいものでは

labeled cell が多くみられる。また組織片と増殖先端部の中聞に labeled cell の特に多い部分が帯状にみ

られる。

〔総括〕

角肢の上皮再生において，上皮のみの剥離創では初期には再生した上皮には DNA 合成細胞は認めら

れず， 1 日後には DNA 合成細胞がみとめられる。このことは上皮剥離創では上皮の再生は，はじめは

migration によるが後には mitosis がはじめり，再生細胞は日を経ると上皮表層に達して上皮剥離部が修

復きれる乙とを示している。

ところが上皮のみならず実質に達する剥離創では， DNA 合成細胞は実質欠損部に再生した上皮にはほ

どんど認められず創縁周辺部にのみ多くみられるので，実質剥離創では上皮のみの剥離創とは上皮再生の

状態に差があり，創縁周辺部において mitosis が行なわれ実質欠損部の上皮は主に migration によって

修復されるものであるととがわかる。

さらに実質剥離創や線状創，穿孔創などの実験で DNA 合成細胞が創縁周辺部に多いことがわかり，

また組織培養でも帯状 DNA 合成細胞が多くみられたことは， Harding らが水品休上皮再生において創

縁周辺部に DNA 合成細胞帯を認めたと同じように角膜上皮再生においても創縁周辺部において DNA

合成細胞帯として反応することを示唆するものと思われる。
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すなわち無血管組織である角膜においても上皮再生の機構はかなり複雑で創傷の程度により異なるが，

上皮再生の際の DNA 合成細胞の部位やその細胞の動きから上皮再生機構を知り得た。

論文の審査結果の要旨

〔研究目的〕

角膜上皮再生の機構に関しては，従来は mitosis 像のみを手がかりとして論ぜざるを得なかったため未

だ決定的な結論が得られていなかったので， mitosis 像に依存せず mitosis に先行する DNA 合成を

3H-thymidine を用いて autoradiography によって知り角膜上皮再生における細胞分裂の関与と上皮再

生の機構を明らかにしようとしている。

〔研究方法〕

1) in vivo の実験白色雄性家兎を用し 1角 1I英中央部に種々の創傷を与え，以後経iLf (l':J に 3H-thymidine

(10μc/0.1ml) を前房内に注入し 2 時間後にIIN球を摘出し paraffin 切片作製後， stripping film (London 

Kodak , AR10) をml"¥ autoradiography を行なった。なお前房水の 3H--thymidine の測定には Packard's

Tri-Carb Liquid Scintillation Spectrometer を用いた。

2) in vitro の実験 家兎角膜上皮初代組織培養を行ない， 3H -thymidine を合む J/'j益波 1[1で出益

後 autoradiography を行なった。

〔研究結果〕

1 )前房内に注入した 3H -thymidine は 1 5 分後には注入後の濃度の約 1/1000 となり，また 1 5 分

後には角膜上皮細胞に incorporate されていた。

2 )径 6mm 上皮剥離右IJで、は初期にのびる再生細胞は全く label きれないが， 1 日後には再生細胞に

labeled cell がみられた。 5 日後には labeled cell の数および分布は正常に近かった。創傷 1 日後に label

された基底細胞は細胞分裂を行なって 6 日後には上皮表層に達していた c

3) Trepan' で実質まで輪状創を与えた上皮剥離創では， 2 日以後に創緑周辺部に labeled cell の増加

が明らかであった口

4) 上皮および実質剥離創で、は実質欠損部にのぴ了こ上皮には labeled cell はほとんどみらオLず， 3 日以

後には創縁周辺部に labeled cell が多くみられた。創傷 4 日後に創縁周辺部で label された細胞は，さ

らに 4 日後には実質欠損部の上皮に migration しているのがみられた。

5 )上皮線状創，穿孔創においても創縁周辺部に labeled cell が多くみられた。

6) 正常および上皮剥離角膜において角膜輪部に labeled cell が特に多くみられることはなか

っ Tこ口

7) 角膜上皮初代培養では，組織片と増殖先端部の中聞に labeled cell の特に多い部分が帯状にみられ

Tこ。

〔むすび〕

以上を総括すると角膜の上皮再生は，はじめは創縁の細胞の migration によるが後には mitosis がは
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じまり，また再生上皮は基底層より上皮表層に達して上皮層を修復することを明らかにした。上皮のみな

らず実質に達する剥離倉IJでは周縁周辺部においてDNA合成が行なわれ実質欠損部の上皮は主に migration

iとより修復されることを示した。さらに創縁周辺部に DNA 合成細胞が多く角膜の上皮再生には創縁周

辺部が重要であることを明確にしたゥすなわち角膜においての上皮再生の機構はかなり複雑で創傷の程度

により児るが，上皮再生の|祭の DNA 合成細胞の部位やその細胞の動きから上皮再生の機構を知りえ

?こ口
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