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論文内容の要旨

〔目的〕

Epidermal Growth Factor (EGF) は， 1962年Cohen らによりマウス顎下腺より抽出された分

子量約6000のポリペプチドで，その後ヒ卜においても種々の臓器，体液中に認められている。 EGF の作

用としては，細胞の分裂，増殖を促進する効果があり，眼科領域でも角膜上皮細胞および内皮細胞に対し

同様の作用が認められている。乙れまで，眼組織における EGF の存在は不明であったが，最近，我々の

研究により，ヒト涙液中に EGF が存在することが判明した。そこで，ラットを用い眼組織における EG

Fの分布およひ涙液中の EGF の起源について調査し，さらに，涙液中の EGF の存在意義について，角

膜創傷治癒モデルを用いて検討した。

〔方法ならびに成績〕

1) Radioimmunoassay 系による眼組織における EGF の分布

対象は，生後 7--8 週齢の雄J性のWis tar 系ラットを用い，眼組織における EGF の分布を Radi 0-

immunoassay(RIAJ 系により測定した。涙液は10μl の毛細管にて，前房水は27ゲ、ージ 1 ml シリンジを

前房へ穿刺する乙とにより採取した。また，眼球を摘出後，結膜，角膜，強膜，虹彩・毛様体，水晶体，

網脈絡膜・硝子体の各組織に分類し，また同様に眼寓外涙腺，眼高内涙腺，ハーダー腺を採取した。各サ

ンプルについて， 125 1 標識 recombinant ra t EG Fおよびウサギ抗ラット EGF抗体を用いた RIA

系にて測定した。

ラットにおいても，涙液中には平均 25.5 ng/ml のレベルで存在したが，前房水中には EGFは認めら

れなかった。眼組織においては，眼寓外涙腺では 6.73 ng/g ，眼高内涙腺では 2.80 ng/g ，ハーダー腺
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では1. 90ng/g と高値で認められたが，結膜では 0.16 ng/g と低値であった。しかし，その他の眼組織

には EGF は検出できなかった。

2) 免疫組織学的検討

眼球，眼寓外涙腺，眼寓内涙腺，ハーダー腺を摘出し，固定後厚さ 5μm の組織切片を作成した。組織

切片は 1 次抗体として抗ラット EGF モノクロ一ナノレ抗体を， 2 次抗体にはパオキシデース標識ウサギ抗

マウス免疫クゃロブリン抗体を用いて反応させた。更に，染色の特異性を確認するため 1 次抗体をあらか

じめ recombinant rat EGF と反応させた吸収試験を併せて行なった。

眼寓外涙腺および眼寓内涙腺では， EGF は腺葉間および腺葉内の管細胞に局在していた。同部位の染

色は吸収試験lとより消失し，反応の特異性を確認した。しかし，ハーダー腺および眼球の各組織にはEGF

の局在性は同定できなかった。

3) 涙液中の EGF の存在意義

涙液中に存在する EGF の存在意義を明らかlとするため， in vivo の角膜創傷治癒モデノレを用いて検討

した。ラット角膜中央部に直径 3棚で角膜上皮を掻把し，フルオレッセインにて角膜上皮が完全に剥離さ

れている乙とを確認した。角膜創傷面積をメディカ jレニッコールにて創傷直後より 8 時間毎に写真撮影し，

デFィジタイザーにて測定した。 EGF の創傷治癒への効果を判定するため， A群lとは，創傷直後より 1 時

間毎IcEGF (10μg/ml) を， B群には， 0.02M リン酸緩衝液を点眼した。次に，抗 EGF 抗体の創傷

治癒に対する影響をみるため，創傷直後より30分毎に， c群には抗 EGF モノクロ一ナノレ抗体 (lmg/ml)

を， D群lとは C群と同タンパク量のマウス IgG (1 mg/ml) を， E群には同じ抗 EGF モノクロ一ナノレ抗

体をあらかじめ EGF で吸収させた溶液を点眼した。各群における角膜創傷治癒速度は， A群と B群の聞

には有意差を認めなかったが， C群ではD群に比べ，点眼開始後:40 ， 48時間後では， student-t test 

で 0.5$ぢ以下の危険率で有意に創傷治癒が遅延していた。さらにE群では， D群と同程度の治癒速度で，

抗体の点眼により認められた創傷治癒速度の低下は EGF の添加により回復した。

機括〕

RIA系の測定より，ラットでも EGF は前房水には認められなかったが，涙液には存在する乙とが判

明した。また，眼組織では EGF は眼寓外涙腺，眼高内涙腺，ハーダー腺といった涙腺系の組織で高値に

認められた。更に，免疫組織学的検討により， EGF は眼寓外涙腺および眼寓内涙腺の腺葉間あるいは腺

葉内の管細胞に局在している乙とが判明した。これらより，涙液中に存在する EGF は主として、涙腺の管

細胞より供給されていると考えられた。さらに， in vivo の角膜創傷治癒モデルの結果より，涙液中のE

GFは角膜創傷治癒を促進する効果をもっ乙とが判明した。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ラジオイムノアッセイ，免疫組織抗体法，さらに角膜創傷治癒実験などの手法を用いて眼組

織における EGF の分布及び涙液中に存在する EGF の起源，さらに涙液中に存在する EGF の存在意義
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について調べたものである。乙れまで， EGF は一部では臨床の場において試験的に用いられてはいたが，

眼組織における EGF 分布のみならず存在すら不明であった。

著者は眼組織における EGF は主として涙腺系の組織にある乙とを示し，さらにそれら涙腺系の組織内

では，その管細胞に局在していることを明らかにした。同時に涙液中~C: EGF が存在する乙とを示し，涙

液中の EGF が主として涙腺から供給されている乙とをっきとめた。さらに涙液中に存在する EGF の役

割として角膜創傷治癒に関与していることも判明した。

以上の結果は， EGF を臨床応用する上で重要な基盤となり，また角膜の病態を理解し，治療する上で

大きな助けとなるもので，学位授与に値する。
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