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論文内容の要旨

〈目的)

Fibronect in (F N) は糖蛋白質であり，細胞ー細胞間，細胞一基質問の接着K働くと報告されている。

私達の研究室では，乙の FN が角膜創傷治癒lζ積極的 lと関与する乙とを蛍光抗体法を用いた形態学的検

討により明らかにしてきた。また in vitro においてFNが角膜上皮の創傷治癒を促進することを報告

してきた。一方，表皮成長因子 (Epidermal growth factor , EGF)も角膜の創傷治癒を促進する乙

とが報告されている。このように角膜創傷治癒を促進させる FN と EGF の作用機序を解明することを

目的とする。

(方法および結果)

正常家兎角膜を 2.8 mm間隔に固定した 2 枚刃のカミソリでJ 2.8 mmX 4 mmの角膜片とし，上皮を上側

lとして37 0C ・ 5%炭酸ガス培養器内で静置培養した。培養開始時K存在する上皮の部分を既存部，実質

切断面に伸びた上皮の部分を伸展部としてその長さを測定した。培養液は基本培養液として，血清を含

まない TCM-199 を用い対照とした。 FNは，家兎血奨より Gelatin -Sepharose 4 B を用いた Af・

finity Chromatography で精製した。 EGF は，人尿中より精製したものを用いた。基本培養液'L:F 

N (100μg /me), EGF (50 ng /me) をそれぞれ添加して培養した後， ι ， 8 , 16, 28時間で固定し

た。エタノール・酢酸混合液で固定後，パラフィン包埋し，中央部を 300μm の等間隔で 4μm の切片

にし J HE染色後，上皮の伸展を l 個の角膜片につき 4 カ所すつ計測した。また，各群は角膜片を 6 個

培養しすべてのデータはその平均で表現した。

上皮の伸びに対する FNおよびEGF添加の影響をみるために，伸展部の上皮の長さを測定した。対照
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群では，培養 8 時間目には上皮の伸びは認められないが，その後伸び始め 16時間， 28時間と培養時聞に

比例して伸びるのに対し， FNを添加すると， 8 時間目より上皮の伸びが始まり， 16時間， 28時間では，

対照群に比し有意に促進された。一方， EGF添加群でも 8 時間目で既に上皮は伸び始め， 16時間，

28時間で対照群と比べ有意に上皮の伸びが促進され， FNの角膜上皮伸展の促進効果と同様の効果がE

G F IC:も認められた。

次lζ，この角膜上皮伸展の促進効果のメカニズムをさらに詳しく知る為に，伸展部における細胞の総

数を計測し~ FN , EGF添加の影響を検討した。対照群およびFN添加群では細胞総数は，上皮の伸

びに一致して増加したが，一方， EGF 添加群では，対照群およびFN添加群に比べ，各時間で有意に

大きな値を示した。

4μm の切片を用い培養角膜片を覆っている全上皮細胞の細胞数を計測し角膜片を覆っている上皮細

胞の長さで除した値を求めた。対照群は時間とともに値がやや小さくなり， FN添加群は対照群より更

に小さい値を示した。逆に， EGF添加群は，対照群lと比べ有意に大きい値を示した。乙のことは， F 

Nの添加では，上皮細胞は分裂しないで伸展してゆき， EGF添加では，上皮細胞の分裂が行われたこ

とを示唆している。

実際 lζ細胞増殖を観察するために， Radioautography を用いて 3H -thymidine の核への取り込み

を測定した。固定 3 時間前 IC: 3H 一 thymidine (50μCi/mi? )を培養液に添加して，固定，包埋，薄切

を行い，感北後現像し更に後染色としてHF染色を行った。既存龍伸展部すべての上皮の 3H -' thymidine 取込

み細胞の総細胞数に対する割合を測定したところ，対照群およびFN添加群では，僅かな増加の傾向を

認めたのに対し， EGF 添加群は， 8 時間目から増加し始め， ]6時間， 28時間では対照群， FN添加群

に比べ有意に 3H -thymidine を取り込んだ細胞数の割合が増加していた。

(総括)

培養角膜片を用い. FN , EGF による角膜上皮細胞の伸展促進のメカニズムを知るため伸展の度合，

細胞増殖等を検討した。

基本培養液のみで培養した対照群に比し，上皮は， FN , EGF によって伸展が促進されたが，その際，

上皮の厚さは， FN によって促進された時には薄く， EGF による場合は厚くなった。

EGF は細胞増殖を促進するが， FN は細胞増殖には何ら影響を与えず，伸展のみを促進する。

論文の審査結果の要旨

本研究では，培養角膜片を用いてフィブロネクチンおよび表皮成長因子が角膜上皮細胞の伸びを促進

することを明らかにしている。更に， フィブロネクチンは上皮の Sliding を促進する乙とにより角膜上

皮を伸長し，表皮成長因子は上皮細胞の増殖をも促進することにより上皮を伸長する乙とを明らかにし

ている。本論文は 角膜創傷治癒の作用機序を知る為に非常に重要な点を明らかにしたものである。
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