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論文内容の要旨

(目的)

角膜の創傷治癒は，まず上皮細胞層が欠損している創傷部に向かつて周辺の上皮細胞が伸展移動する

乙とから始まる。従って，通常の組織では 5----6 層であるのに対し，最初に創傷部を覆う細胞は 1 ----2 

層で，受傷約20----24時間後から基底細胞が分裂を始めることにより，角膜上皮層は正常の厚さとなって

行く。

著者らは，接着性蛋白質であるフィプロネクチンが， in vitroおよび-"ln VIVOで，家兎角膜上皮細胞の

伸展移動を促進することを，すでに報告した。また. Epiderrnal growth factor(EGF) も in vitro で角

膜上皮の伸展移動を促進することを報告した。このような細胞の伸展移動には，細胞内の収縮性蛋白質で

あるアクチンが重要な役割を演じていると考えられる。

フィブロネクチンや EGF が，どの様な機序で上皮細胞の伸展移動を促進するのかを知る目的で，組

織培養した家兎角膜を用い，アクチンおよびフィブ、ロネクチンの局在の変化を鐙光抗体法を用いて検討した。

(方法ならびに成績)

家兎角膜を細切し 2 x 4 mmの角膜片を作製し，上皮側を上にして培養した。実験群は血清を含まない

T C -199 培養液 1 1:. ，精製家兎血祭フィブロネクチン( 150μg/me) または EGF( 100ng/mf) を添加

し培養した。 TC-199培養液のみで培養したものを対照群とした。培養開始 8 時間および24時間後にエ

タノール・酢酸で固定し，通常の方法でパラフィン包埋した。 4μm 切片とした後，脱パラフィンを行

い，間接鐙光抗体法でフィブロネクチンおよびアクチンの局在を観察した。 1 次抗体として，モノクロ

ーナ jレ抗アクチン抗体または抗家兎血祭フィブロネクチン抗体を用いた。
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(正常家兎角膜) 正常家兎角膜上皮細胞においてアクチンの蛍光は 細胞質にびまん性の特異蛍光と

して認められた。一方フィブロネクチンは，デスメ氏膜の両側に 2 本線として認められたが，上皮細胞

および実質には認められなかった。

(培養開始 8 時間後) TC -199 培養液のみで培養した対照群では上皮の伸展移動はまだ認められな

かった。アクチンは， basal cell および wing cell に認められた。 フィブロネクチンまたは， EGF 

を添加した群では，伸展移動はすでに始り，伸展移動した上皮細胞では，細胞内アクチンは細胞膜に一

致して認められた。また，フィブロネクチンは伸展移動した上皮細胞下の実質に認められた。

(培養開始24時間後) 上皮の伸展移動はすべての群で認められたが， フィブロネクチンまたは， EGF 

添加群で促進されていた。アクチンは，既存部の上皮の basal cell および伸展移動した上皮細胞に認め

られた。その局在は，びまん性ではなく，細胞膜に集中し，実質との接触面 lとより強く認められた。ブ

ィブロネクチンは伸展移動した上皮細胞下に認められた。アクチンの鐙光も，フィブロネクチンの鐙光

も， フィブロネクチンまたは EG"F添加群でより強く認められた。

(サイトカラシン B 添加群) アクチンの重合間害剤であるサイトカラシンB (20μg/mρ を培養液に

添加し， 24時間培養した群では，上皮細胞の伸展移動は全く認められず，アクチンの蛍光は，正常家兎

角膜に認められたのと同様に，びまん性に存在した。

(総括)

フィブロネクチンまたは EGF が家兎角膜上皮細胞の伸展移動を促進する機序を知る目的で，フィブ

ロネクチンおよび細胞内骨格の重要な成分の一つであるアクチンの間接鐙光抗体法を施行した。正常角

膜の上皮細胞層ではアクチンは全層にわたってびまん性に存在していた。伸展移動している上皮細胞で

はアクチンは細胞膜に集中して存在していた。サイトカラシン B を添加すると，アクチンは伸展移動し

ていない上皮細胞と同様に細胞質にびまん性に存在した。一方フィブ、ロネクチンは伸展移動する上皮細

胞と角膜実質との境界に強く認められ，フィブロネクチンおよび EGF の添加で乙の部位のフィブロネ

クチン特異蛍光および細胞膜に関連するアクチンの特異蛍光が増強された。乙れらの実験結果より，フ

ィブロネクチンが上皮細胞の細胞膜を介してアクチンの再構築を刺激し，その結果，伸展移動を促進す

ること，さらに EGF もフィ 7" ロネクチンを介して上皮の伸展移動を促進していることが示唆された。

論文の審査結果の要旨

角膜創傷治癒の第一段階は上皮細胞の伸展移動であり，従って，そのメカニズムを知ることはきわめ

て意義がある。本研究は，角膜上皮細胞が伸展移動する際に細胞内のアクチンが再構築され，更に，細

胞外間質に存在する接着性糖蛋白質であるフィブロネクチンが細胞内アクチンの再構築を促進する乙とを

明らかにした。本研究iとより 角膜上皮細胞の伸展移動花関与するフィブロネクチンおよびアクチンの

作用機序が明らかとなり，角膜創傷治癒機構の解明に貢献した。本学医学博士の学位に値するものであ

る。
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