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論文内容の要旨

〔目的〕

Transforming growth factor-β(TGF-β) は約25 kD のポリペプチドで，胎児組織から成人までのさまざまな臓器・

組織に存在し，}ff発生の誘導や細胞増殖と分化，細胞外基質の産生，血管新生，創傷治癒の調節，免疫機構の調整な

どさまざまな生理機能を果たしている物質である。 TGF-β は活性をもたない潜在型となって細胞から分泌されるが，

潜在型は成熟型(活性型)に TGF-β 前駆体蛋白の一部である latency-associated peptide (LAP) が結合して構成さ

れている。また，現在ヒトの TGF-β としては TGF-β1-----3 の 3 つのアイソホームがクローニングされているが，これ

らは発生段階や組織により，異なった発現様式を示し，またゲノム遺伝子が位置する染色体も異なることから，それ

ぞれが異なった機能を果たしていることが示唆されている。

角膜上皮層の維持には基底細胞の増殖・分化と表層細胞の脱落が常に調節されていることが必要で，創傷時には周

辺部の上皮細胞が伸展・増殖して欠損部を修復し，その後はもとの細胞動態に帰するという機構が存在する。我々は

これまでに，上記の角膜の組織維持機構と修復機構における TGF-ß の役割を明らかにすることを目的として，種々の

研究を行ってきた。まず，角膜の器官培養系において， TGF-β が有意に角膜上皮創傷治癒を抑制させることを報告し，

TGF-β が角膜上皮創傷治癒を調節している可能性を示唆した。つぎに，正常ヒト角膜における TGF-β1-----3 の LAP

の局在を免疫組織化学的に検討し， β2-LAP が角膜上皮全層と実質全体に， β3-LAP 抗体が上皮下に局在しているこ

とを証明した。本研究では，正常角膜における TGF-β1-----3 の mRNA の発現を， reverse-transcriptase polymerase 

chain reaction (RT-PCR) 法で解析した。この際， TGF-β1-----3 の成熟型部分は極めて相向性が高い点を考慮、し，そ

れらの前駆体の相向性の低い LAP 部分に対するプライマーを用いた。

[方法ならびに成績]

本研究では human study に関するへルシンキ宣言に従って行った。剖検時に同意を得て入手した 9 例 9 眼(年齢

49-----81歳，男性 2 人，女性 7 人)の正常角膜組織を使用した。これらの組織から，角膜上皮細胞はゴルフメスで剥離し

て，角膜内皮細胞はデスメ膜を剥離して採取した。実質細胞のサンプルとして，残りの角膜実質を液体窒素で凍結し
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紛砕したものを使用した。これらのサンプルから， mRNA を抽出して，reverse transcriptase で complementary DN A 

(cDNA) を合成した。その cDNA を鋳型として， TGF-β1"-'3 に特異的なプライマーを用いて PCR 法を施行した。プ

ライマーとして，それぞれの TGFβ アイソホームの前駆体のアミノ酸配列から特異的な部分 (LAP 部分の一部)を

2 箇所選択して，その部位に相当する 20"-'22mer のオリゴヌクレオチドを作成した。 PCR 産物をアガロースゲル電気

泳動しエチジウムブロマイド染色して検討した。さらに放射性(32P) 標識したそれぞれのアイソホーム特異的プロー

プを用いてサザンプロットハイプリダイゼーションを行った。プロープは 2 つのプライマ一間でアイソホーム特異的

配列のオリゴヌクレオチド30mer を作成した。結果としては，角膜上皮細胞では， TGF-β2 前駆体 mRNA の発現を強

く認め， TGFβ1 と β3 前駆体mRNA の発現も弱いながら認めた。実質細胞では TGFβ1 と β2 前駆体mRNA は発現

していたが， TGFβ3 前駆体mRNA の発現はみられなかった。内皮細胞はすべてのアイソホームの mRNA が発現し

ていた。

[総括]

本研究から，角膜上皮細胞に TGF-β2-LAP 蛋白および mRNA が発現していることが明らかとなり，潜在型の

TGF-β2 が存在していることが示された。この結果は， TGF-β の 3 つのアンソホームのうち， TGFβ2 が角膜上皮層

の維持に重要な働きをしていることを示唆している。今後，角膜上皮における TGF-β の役割を明確にするためには，

in vivo における TGF-β の活性化のメカニズムを解明することが必須である。そのためには，角膜上皮創傷治癒過程

や角膜上皮疾患などの病態における TGF-β の発現を検索すべきであると考えられる。

論文審査の結果の要旨

TGFβ は細胞の増殖，分化や細胞外基質の産生を調節し，組織維持と修復に重要な働きをしていると考えられてい

る増殖因子で，ヒトにおいては TGF-β1"-'3 の 3 つのアイソホームが存在して，異なった機能を司っている可能性が示

唆されている。本研究では，正常角膜における TGF-β1"-'3 の mRNA の発現を reverse transcriptase polymerase 

chain reaction (RT-PCR) 法で検討された。

角膜上皮細胞に TGF-β1"-'3 前駆体mRNA が発現しており，特に， TGFβ2 前駆体mRNA が有意に発現している

ことが明らかにされた。また，実質細胞に TGF-β1 と β2 前駆体 mRNA，内皮細胞に TGFβ1"-'3 前駆体の mRNA が

発現していることが証明された。これまでの研究を考慮、して，角膜上皮細胞に TGF-β2-LAP 蛋白と mRNA が発現

し，潜在型の TGF-β2 が存在していると結論づけられた。

本研究は，角膜組織における TGFβ の 3 つのアイソホームの発現を初めて明らかにした報告で，角膜上皮層の維持

機構と修復機構における TGF-β の役割を解明するための基礎的データを導き出している。今後の角膜創傷治癒にお

ける増殖因子の役割についての研究に大きく寄与するものと考えられ，本研究は学位に値するものと認める。
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