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≪要旨≫ 

塩化ベンザルコニウム（BAC）は点眼防腐剤として広く用いられている。しかしながら、

BAC を含む点眼薬の長期使用は結膜下組織の線維化を誘発し、緑内障濾過手術後の濾

過胞維持を困難にさせる。また、濾過胞を構成するテノン嚢線維芽細胞と角膜上皮細胞

は涙液を介して互いに影響しているが、BAC 曝露時のこの細胞間の反応については明

らかにされていない。本研究で我々は、共培養システムを用いて、BACにより誘導され

たヒトテノン線維芽細胞（HTF）の筋線維芽細胞転化に対するヒト角膜上皮（HCE）細

胞の影響について、免疫蛍光染色ならびにウェスタンブロットで評価した。HTF の α-

smooth muscle actin （αSMA）発現は、BAC添加により亢進し、HCE細胞との共培養に

より抑制された。HTFの培養上清中の IL-10濃度は、BACにより減少し、HCE細胞と

の共培養により増加した。また、BACによる HTFの αSMA発現亢進および myocardin-

related transcription factor–A（MRTF-A）の核内移行は、IL-10添加によって抑制された。

これらのことから、角膜上皮細胞は涙液中の IL-10 濃度を維持し、HTF の MRTF-A の

核移行の抑制を介して、BACによる濾過胞線維化を軽減させる可能性が示唆された。 
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【研究の背景】 
緑内障は徐々に視野狭窄が進行し、最終的には失明に至る疾患である 1。本邦において

は、緑内障は失明原因の第一位であり 2、40歳以上での有病率は 5.0%である 3。また、

世界的にも失明原因の上位であり、2010年における罹患者数は全世界で 6050万人とい
う報告がある。緑内障進行の重要な危険因子の一つは高眼圧であり、眼圧を下降させる

ことが視覚障害の進行抑制に有用であるため、点眼や手術により眼圧を下降させること

が、一般的な緑内障の治療法である 1。多くの緑内障点眼薬には防腐剤が含まれており

4、塩化ベンザルコニウム（BAC）は最も広く用いられている防腐剤であるが 4,5、眼不

快感の誘発、涙膜の不安定化、結膜の炎症、角膜および結膜上皮の損傷など、眼表面に

有害な影響を及ぼすことがある 5-8。緑内障に対する手術治療のうち、濾過手術は眼圧の

持続的な低下をもたらすことを目的として、結膜下組織で濾過胞を形成する手術であ

る。しかしながら、手術前の BAC含有点眼薬の長期使用により、術後の結膜下組織瘢
痕化による濾過胞機能不全をきたしやすくなること課題となっている 9,10。 

線維芽細胞は、上皮細胞や内皮細胞と同様に、筋線維芽細胞に転化し組織線維

化をもたらす 11,12。筋線維芽細胞は、傷害、感染、炎症、ストレスなどの様々な刺激に

反応して、α-smooth muscle actin （αSMA） の過剰発現、アクチンストレスファイバー

の形成、細胞外マトリックスタンパク質（extracellular matrix ; ECM）の過剰産生をひき
おこす。筋線維芽細胞の分化と活性化に重要な役割を果たしている Myocardin-related 
transcription factor – A（MRTF-A）シグナルについて 13,14、我々は以前、MRTFシグナル
が網膜色素上皮細胞の上皮間葉転換（epithelial mesenchymal transition ; EMT）に関与し
ていることを明らかにした 15。MRTF-Aはプロモーター領域に結合することで、αSMA、
フィブロネクチン、結合組織増殖因子などの筋線維芽細胞関連遺伝子の発現を制御して

いる 16。また、抗炎症性サイトカインであるインターロイキン（IL）-10 は筋線維芽細
胞の制御に寄与しており 17、組織リモデリングにおける潜在的な治療ターゲットである

と考えられている 12。 

緑内障手術後に形成不全となった濾過胞組織には、正常組織と比較して αSMA
発現が亢進した細胞が高密度に認められている 18,19。また、ウサギに対する緑内障濾過

手術後の濾過胞の生存期間を検討した報告では、BAC は濾過胞維持期間を短縮するだ
けでなく、濾過胞における αSMA発現増加をもたらすことが示されている 20。 
角膜、結膜および眼瞼は病理学的に近接しており、相互作用により眼表面の恒常性を維

持している 21。角膜上皮と結膜下組織は、涙液を介して互いに影響を与えていると考え

られているが 21、BAC によるテノン嚢線維芽細胞の筋線維芽細胞転化における角膜上
皮細胞の関与については明らかにされていない。 
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【目的】 
本研究では、SV40 不死化ヒト角膜上皮（HCE）細胞との共培養システムにおいて、ヒ
トテノン嚢線維芽細胞（HTF）の筋線維芽細胞転化について BAC が与える影響を検討
する。また、BACが HTFに与える影響に対する、IL-10による保護効果について検討す
る。 
 
【方法】 

（１）方法 

試料 
Minimum essential medium（MEM）、Dulbecco’s modified Eagle’s medium-nutrient mixture 
F12（DMEM-F12）、ウシ胎児血清（FBS）、ゲンタマイシンおよび antibiotic-antimycotic 
mixture（15240-062）は、Invitrogen-Gibco（Rockville, MD, USA）のものを使用した。細
胞培養ディッシュおよび 6 wellプレートは Corning（Corning, NY, USA）の、Millicell Cell 
Culture InsertsはMerck KGaA（Darmstadt, Germany）のものを使用した。ウシ血清アルブ
ミン（BSA）、コレラトキシン、ウシインスリン、抗 αSMAマウスモノクローナル抗体
（F3777）および抗 α-tubulin マウスモノクローナル抗体（T5168）、Sigma-Aldrich（St. 
Louis，MO，USA）のものを使用し、Recombinant Human EGFは Corning、抗MRTF-A
（Mlk-1）ウサギポリクローナル抗体（ab113264）は Abcam（Cambridge, UK）、抗 lamin 
A/Cヤギポリクローナル抗体は Santa Cruz Biotechnology（Dallas, TX, USA）のものを使
用した。 
Alexa Fluor 488標識ヤギ抗マウス免疫グロブリン G（IgG）、Alexa Fluor 488標識ヤギ抗
ウサギ IgG および 10%ヤギ正常血清（normal goat serum）は Invitrogen (Carlsbad, CA, 
USA)、ワサビペルオキシダーゼ標識二次抗体は Jackson ImmunoResearch Laboratories 
(West Grove, PA, USA)のものを使用した。BACは Nacalai Tesque （Kyoto, Japan）、IL-
10組み換え体（recombinant human IL-10）は Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA)、RNeasy Mini 
Kitは Qiagen（Venlo，the Netherlands）、ReverTra Ace qPCR RT Master Mixは Toyobo
（Osaka，Japan）、SYBR Green reagentsは Life Technologies（Carlsbad, CA, USA）のも
のを使用した。 
 

細胞培養 

ヒト初代角膜上皮細胞は可能継代数が少ないため、本研究では親細胞の表現型・形態・

機能を保持した SV40 不死化ヒト角膜上皮細胞株を使用した 22。HCE 細胞は、理化学
研究所バイオリソース研究センターから購入し、10%FBS、インスリン（5µg/ml）、コ
レラトキシン（0.1µg/ml）、上皮成長因子（10ng/ml）、およびゲンタマイシン（40µg/ml）
23を添加した DMEM-F12を培地として、37°C、5% CO2、95% airの加湿環境下で培養し
た。HTFは、斜視手術を受けた患者で、結膜疾患や点眼薬・眼軟膏使用歴のない患者か
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ら、過去に報告しているとおりに細胞分離した 24。これらの細胞の使用については、ヘ

ルシンキ宣言を遵守し、山口大学大学院医学系研究科のヒトを対象とした研究倫理審査

委員会で承認され、各ドナーからインフォームドコンセントを得た。HTFは、10%FBS
と抗生物質-抗真菌混合物を添加したMEMを培地として、37 °C、 5% CO、95% airの
環境下で培養し、3〜8回継代したものを本研究に使用した。HTFと HCE細胞の共培養
システムは、ハンギングメッシュインサートで 70〜80%のサブコンフルエントまで培養
した HTFを、HCE細胞を含む 6wellプレートに移し、両細胞とも同じ培地（MEM）で
維持した。 

 

乳酸脱水素酵素(LDH)アッセイ 

培養上清中の乳酸脱水素酵素（LDH ; lactate dehydrogenase）は、Cytotoxicity LDH Assay 
Kit-WST （DojindoLaboratories, Kumamoto, Japan）でサンプル調整し、マイクロプレート
リーダー（PowerWave XS; BioTek Instruments, Winooski, VT, USA）を用いて 490nmで吸
光度を測定した。 
 

免疫蛍光染色 

ガラスカバー上で培養した細胞 4%パラホルムアルデヒド固定液を用いて室温で 30 分
間固定後、PBSで洗浄し、0.1%Triton X-100で 15分間透過処理を行った。ハンギングメ
ッシュインサートで培養した細胞については、メタノールで-30°C で 15 分間固定を行
った。全てのサンプルで、ブロッキングは 1% goat serum / PBSで行い、4°Cで一晩反応
させた。αSMAについては、一次抗体には anti-αSMA（1: 500 / blocking solution, F3777; 
Sigma, MO, USA）を用いて 4°Cで一晩反応させ、その後、蛍光二次抗体 Alexa Fluor 488
（1:500 / blocking solution, goat anti-rabbit IgG, Invitrogen, CA, USA）にて室温で 1時間反
応させた。MRTF-Aついては、一次抗体には anti-Mlk-1（1:150 / blocking solution, ab113264; 
Abcam, Cambridge, UK）で 4°Cで一晩反応させ、次に蛍光二次交代 Alexa Fluor 488（1:500 
/ blocking solution）で室温にて 1時間反応させた。核染色には DAPI（4’, 6’-diamidio-2-
phenylindole）を使用した。ガラス上の細胞の撮影は蛍光顕微鏡（BZ-X710 ; Keyence, 
Osaka, Japan）を用い、ハンギングメッシュインサート上の細胞の撮影は共焦点顕微鏡
（Zeiss, LSM510META）を用いて行った。 

 

ウェスタンブロッティング 

サンプルを 50 mM Tris-HCl [pH 7. 5]、165mM NaCl、10mM NaF、1mM バナジン酸ナト
リウム、1mM PMSF、10mM EDTA、Aprotinin[10µg/ml]、leupeptin [10µg/ml]、1% NP-40
を含む溶液で溶解、細胞溶解液をホモジナイズし、15,000 x g、4°Cで 30分間遠心分離
し、得られた上清を回収した。サンプル（タンパク質 5µg）は、5%-20%アクリルアミド
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プレキャストゲル（SuperSepTM Ace; WAKO、Osaka、Japan）を用いて電気泳動により分
画し、分離したタンパク質を PVDF膜（polyvinylidene difluoride; Immobilon-P membrane, 
Millipore、Billerica、MA、USA）に転写した。メンブレンを室温で 1時間ブロッキング
（3%BSA/TBS）後、0.1%Tween-20を含む TBSで洗浄し、anti-αSMA（1:1000 / blocking 
solution）または α-Tubulin（1:1000 / blocking solution）4°Cで一晩反応させた。核細胞
質分離後の核内タンパク質に対しては、MRTF-A（1:10000）および Lamin A/C（1:2000）
に対する抗体を使用した。タンパク質転写後の PVDF膜は、西洋ワサビペルオキシダー
ゼ（1:10,000, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., PA, USA）標識抗体と室温で１時
間反応させた。その後、ImmunoStar LDまたは Immunostar Zeta（WAKO）で化学発光さ
せ、Bio-Rad ChemiDoc（Bio-Rad, Hercules, CA, USA）で検出した。各バンドの強度は、
Image Lab software（Bio-Rad）を用いて解析した。 

 

サイトカインアッセイ 

ハンギングメッシュインサート上で培養した HTF の上清中のサイトカイン（IL-6, 
D6050; IL-10, D1000B; MCP-1; DCP00）の濃度を Quantikine ELISAキット（R&D Systems; 
Minneapolis, MN, USA）を用いて測定した。各ウェルの吸光度は、マイクロプレートリ
ーダー（PowerWave XS、BioTek Instruments）を用いて 450nmに設定し、波長補正を 540nm
に設定して測定した。 

 

リアルタイム PCR 

RNeasy Mini Kitを用いて 6wellプレートまたはハンギングメッシュインサート中の細胞
から Total RNAを単離し、ReverTra Ace qPCR RT Master Mixを用いて処置した。得られ
た cDNAを SYBR Greenおよび StepOnePlus Real-Time PCR System（Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA）を用いて qPCR分析を行った。qPCRプライマー（forwardと reverse）
は、IL-10（NM_000572.3）の 5-TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA-3 （forward）と 5-
TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA-3 （ reverse ） 、 GAPDH （ NM_002046.5 ） の 5-
AAGCCTCAAGATCATCAGCAAT-3 （forward）と 5-TCCTCCACGATACCAAAGTTGT-
3 （reverse）であった。IL-10 mRNA量は GAPDH mRNA量によって正規化した。 

 

核細胞質タンパク質分離 

核および細胞質画分は、NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents（Thermo 
Scientific, Waltham, MA, USA）を使用して、細胞溶解液から調製した。 
 

（３）解析 

定量データは平均値＋標準誤差として示した。2グループ間の比較には Student t test、2
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つ以上のグループ間の比較には分散分析・Holm-Sidak post hoc testを用いた。統計分析
は SigmaStat 13.0 software（Systat Software, San Jose, CA, USA）を用いて実施した。0.05
未満の p値を統計的に有意であると定義した。 
 
 
≪結果≫ 
HTFおよび HCE細胞に対する BACの細胞毒性 
HTFsと HCE細胞に対する BACの細胞毒性を調べるため、培養液中に分泌される LDH
量を測定した。HTFsまたは HCE細胞の培養液中の LDH量は、BAC濃度依存的に増加
し、10 x 10-6%濃度以上で有意差を認めた（図 1）。以下の実験は、細胞毒性のない、5 
x 10-6%濃度の BACを用いて行った。 
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図 1. HTFと HCE細胞に対する BACの細胞毒性 

HTF（a）および HCE細胞（b）は、無血清培地で 24時間培養した後、それぞれの BAC濃

度下または BACなし（Control）で 24時間培養し、培養液中に放出された LDH量を測定し

た。データはコントロール値のパーセンテージで示した。平均+標準偏差（n=5）。*p < 0.05, 

**p < 0.01, n.s.; 有意差なし（Holm-Sidak post hoc test）。 

 
HTFの筋線維芽細胞転化に対する BACの影響 
次に、細胞毒性のない濃度の BACが HTFの表現型に及ぼす影響を、免疫蛍光染色を用
いて検証した。BACは筋線維芽細胞分化の重要なマーカーである αSMA 9,10の発現を著

明に誘導した（図 2a）。ウェスタンブロットでも、BACによる αSMA発現量の有意な
増加が認められた（2.02倍 vs. control、p = 0.011、図 2b）。 

 
図 2. HTFの筋線維芽細胞転化に対する BACの影響 

a）HTFを無血清培地で 24時間培養し、BAC（5 x 10-6%）存在下または非存在下で 24時間
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培養した後、αSMA（green）に対して免疫蛍光染色を行った。核は DAPI（blue）で染色し

た。（scale bar : 100µm） 

b）（a）と同様に処理した細胞を、αSMAおよび α-tubulin（loading control）に対する抗体で

ウェスタンブロットを用いて分析した。ブロット（n=3）および αSMA/α-tubulin比による定

量評価（n=4）を示した。平均値+標準偏差。*p < 0.05（Student t test）。 

 
BACによる HTFの筋線維芽細胞転化に対して HCE細胞が与える影響 
テノン嚢線維芽細胞を含む結膜下組織と角膜上皮は涙液を介して互いに影響している

19ことから、BACによる HTFの筋線維芽細胞転化に対する HCE細胞の影響について、
共培養システムを用いて検討した。HCE細胞は、6 wellプレートの底で培養し、HTFは
ハンギングメッシュインサート上で培養した。免疫蛍光染色の結果、単独培養した HTF
では、BAC による αSMA 発現がみられたが、HCE 細胞と共培養した HTF では αSMA
発現が抑制された（図 3a）。ウェスタンブロットでも同様の結果が得られた（図 3b）。 
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図 3．共培養システムにおける HTFの BAC誘発性筋線維芽細胞転化に対する HCE細胞の

効果 

a）HCE細胞と共培養または単独で 6wellプレートのハンギングメッシュインサートで培養

した HTFを、無血清状態で 24時間培養し、BAC（5 x 10-6%）の非存在下または存在下でさ

らに 24時間培養し、αSMA（green）に対して免疫蛍光染色を行った。核は DAPI（blue）で

染色した。スケールバー：50µm。 

b）（a）と同様に処理した HTF についてαSMA に対してウェスタンブロットを行った。

αSMA/α-tubulin比による定量評価をグラフで示した（n=5）。平均値+標準偏差。**p < 0.01

（Holm-Sidak post hoc test）。 

 
HTF/HCE細胞共培養システムにおけるサイトカイン産生に対する BACの影響 

BAC による HTF のαSMA発現に対して、HCE細胞が抑制的に作用するメカニズムを調べ

るため、培養液中に放出された IL-6、MCP-1、および IL-10の濃度を測定した。BAC処理し

た HTF単独培養時の上清中 IL-6と MCP-1の濃度は、BAC処理した HTF/HCE細胞共培養

時に比べて有意に高かった（p < 0.01、図 4a）。HTF/HCE細胞の共培養時には、BACの有

無で、IL-6と MCP-1 の濃度に有意差はなかった。一方、BAC 処理した単独培養 HTFの上

清中の IL-10濃度は、同じく BAC処理した HTF/HCE細胞の共培養時の IL-10濃度の 5.79%

に過ぎなかった（p < 0.001、図 4a）。HTF/HCE細胞の共培養時の上清中 IL-10濃度には、

BAC の有無により差はなかった。HTF と HCE 細胞のどちらが IL-10 の産生に関与してい

るかを調べるため、 HTF と HCE 細胞の IL-10 mRNA 量を RT-qPCR を用いて測定した。

HTF の IL-10 mRNA 量は、BAC の有無によって差はなかったが、HCE 細胞の IL-10 

mRNA 量は BAC により有意に増加した（1.32 倍、p = 0.033、図 4b）。 
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図 4. HTF/HCE細胞共培養システムにおけるサイトカイン産生に対する BACの影響 

a） HCE細胞と共に（または単独で）6wellプレートのハンギングメッシュインサート上で

培養した HTFを 24時間血清除去し、BAC（5 x 10-6%）の非存在下または存在下で 24時間

培養した後、HTFの培養上清中の IL-6、MCP-1および IL-10の濃度を測定した（n=4）。平

均値+ 標準偏差。*p < 0.05、**p < 0.01、n.s.：有意差なし（Holm-Sidak post hoc test）。 

b） HTF と HCE 細胞を共培養し、（a）のように処理した後、RT-qPCRを用いて IL-10 の

mRNA量を測定した。GAPDHの mRNA量で正規化し、BACなしの場合との相対値で表し
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た。n=3。平均+標準偏差。*p < 0.05、n.s.：有意差なし（Student t test）。 

 
BACのよる HTFの筋線維芽細胞転化に対する IL-10の効果 

BAC処理時、HTF/HCE細胞共培養時の上清中 IL-10濃度が HTF単独培養時に比べて高かっ

たことから、BACによって誘発された HTFの筋線維芽細胞転化の抑制に IL-10が関与して

いる可能性が考えられた。そこで、IL-10添加により HTFの筋線維芽細胞転化が抑制される

か検討した。HTFを無血清培養液中に IL-10（300 pg/ml）を添加して 24時間培養後、さら

に 24時間 BACに反応させた。免疫蛍光染色（図 5a）およびウェスタンブロット（図 5b）

で、BACによる HTFのαSMA発現が、IL-10の存在により抑制されることがわかった。 
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図 5. BACによる HTFの筋線維芽細胞転化に対する IL-10の効果 

a）HTFを IL-10（300 pg/ml）の有無に関わらず 24時間培養し、その後 BAC（5 x10-6%）の

有無に関わらず 24時間培養し、αSMA （green）に対して免疫蛍光染色を行った。核は DAPI 

（blue）で染色した。スケールバー：50µm。 

b）（a）と同様に処理した細胞を、αSMA についてウェスタンブロットを行った。ブロッ

ト（n=2）および αSMA/α-tubulin比による定量評価（n=5）を示した。*p < 0.05、n.s.：有意

差なし（Holm-Sidak post hoc test）。 

 

BACによる HTFの炎症性サイトカイン分泌に対する IL-10の効果 

我々はさらに、BACによる HTFの IL-6および MCP-1分泌は IL-10投与により抑制される

かについて検証した。HTFを無血清培養液中に IL-10（300 pg/ml）を添加して 24時間培養

し、さらに 24時間 BACに曝露させ、培養液中に放出された IL-6、MCP-1の濃度を測定し

た。BACにより増加した HTFの培養上清中の IL-6およびMCP-1の濃度は、IL-10を投与群

では低下した（図 6）。 

 
図 6. BACのよる HTFの炎症性サイトカイン分泌に対する IL-10の効果 

12wellプレートで培養し HTFにおいて、IL-10（300pg/ml）の有無にかかわらず 24時間無血

清培地で培養し、BAC（5 x 10-6%）の非存在下または存在下で 24時間培養した後、上清中

の IL-6およびMCP-1の濃度を測定した。n=3。平均値+標準偏差。**p < 0.01、n.s.：有意差

なし（Holm-Sidak post hoc test）。 

 
HTFにおけるMRTF-Aの細胞内局在に対する BACと IL-10の効果 

我々は過去に網膜色素上皮細胞における EMT が MRTF-A シグナル伝達を介していること

を報告した 15。そこで今回、HTFの BAC誘導性の筋線維芽細胞への転化において、MRTF-
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A シグナル伝達の介在の可能性について検討した。免疫蛍光染色では、BAC 存在下では

MRTF-Aが HTFの細胞核内に存在していたのに対し、BACの非存在下では細胞質に主に存

在していた（図 7a）。さらには、この BACによるMRTF-Aの細胞内局在に対する影響は、

IL-10 により抑制された。ウェスタンブロットでは、BAC による MRTF-A の核内移行が、

IL-10添加により有意に減衰された（p＜0.001、図 7b）。 

 
図 7. HTFにおけるMRTF-Aの細胞内局在に対する BACと IL-10の効果 

a） HTFを IL-10（300 pg/ml）の有無に関わらず 24時間培養し、その後 BAC（5 x 10-6%）

の有無に関わらず 6 時間培養し、MRTF-A（green）に対して免疫蛍光染色を行った。核は

DAPI（blue）で染色した。矢印は核内へのMRTF-Aの局在を表す。スケールバー：20µm。 
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b）（a）のように細胞処理し、BAC存在下または非存在下で 24時間反応させ、細胞核分離

を行い、核内分画をMRTF-Aおよび Lamin A/C（核マーカー）に対する抗体を用いてウェス

タンブロットを行った。ブロット(n=2)およびαSMA/lamin 比による定量的評価(n=4)を示し

た。平均値+ 標準偏差。*p < 0.05、n.s.：有意差なし（Holm-Sidak post hoc test）。 

 
 
≪考察≫ 
線維芽細胞は様々な刺激に反応して筋線維芽細胞に移行する。筋線維芽細胞は、ECM分泌、

蓄積、および収縮することで線維化に関与している 11,25。HTFもまた、筋線維芽細胞へ転化

し、結膜下組織線維化に関与する 11,18,19,26。過去の報告で、BACは結膜および結膜下組織の

線維化を誘導することが示されており 5,8,27,28、BAC 添加したウサギのドライアイモデルに

おいても濾過手術後の濾過胞でαSMA 発現が亢進していたと報告されている 20。我々は今

回、BACが HTFの筋線維芽細胞への転化を誘発し、それによって結膜下組織の線維化が促

進される可能性があること、BACが HTFのαSMA発現を増加させることを示した。 

BAC は眼表面への毒性効果をもち、アレルゲンとなることがある 8。BAC は角膜

上皮細胞、結膜細胞、および結膜下細胞の障害することで、涙膜の不安定性を含む眼表面障

害をもたらす 8,29。一般的な点眼液中の防腐剤としての BAC の濃度は 0.004～0.02%である

が 30,31、本研究では、点眼薬中に存在するよりもさらに低濃度である 5 x 10-6%においても、

BACが HTFの筋線維芽細胞の転化を誘導しうることを示した。 

眼表面は、角膜、結膜、涙腺および眼瞼で構成されており、それらは機能的な相互

作用をもつ 32。角膜上皮は外的因子からの防御機能を有し、免疫応答において重要な役割を

果たしている 21。角膜上皮細胞と HTF が生体内で相互作用することで、眼表面の恒常性維

持に寄与している可能性がある。 

MRTF-A の核内移行は、筋線維芽細胞の表現型と線維化に関連する遺伝子の発現

の活性化をもたらす 11,13,14。MRTF-A経路は、結膜線維芽細胞による αSMA発現と瘢痕組織

形成を促進し 33,34、また、網膜下線維化にも関与していることが報告されている 15。MRTF-

A は G-actin と複合体を形成し、非活性時には主に細胞質内に局在しているが 35,36、細胞刺

激が加わると G-actin から MRTF-A が解離し、MRTF-A が一過性に核内へ移行する 35,36。

MRTF-Aは、血清応答因子（serum response factor : SRF）に結合し、αSMAなどの遺伝子発

現を誘導する 35,36。MRTF-A の核内移行は、細胞質と核の間の MRTF-A の分布のバランス

変化であると考えられ 37、本研究で得た免疫蛍光染色とウェスタンブロットの結果から、コ

ントロール条件下の HTFではMRTF-Aは基本的に細胞質に局在し、核には存在していない

が、BAC刺激により核内に移行することが明らかになった。このことから、BACがMRTF-

A-αSMA軸を活性化し、筋線維芽細胞への転化を誘導すると考えられた。 

角膜上皮と結膜下組織は、涙液と涙液中の様々な因子によって互いに影響してい

る 21。本研究では、BACが HTFの培養上清中の IL-6とMCP-1の濃度上昇をもたらし、こ
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れらの炎症性サイトカインの濃度上昇は、HCE細胞と HTFの共培養によって抑制されたこ

とを明らかにした。一方、BACに暴露された HTFは IL-10の産生が減少したが、これは HCE

細胞との共培養によって抑制された。抗炎症性サイトカインである IL-10は、免疫応答のバ

ランスを維持する役割を担っており 38、真皮細胞、肺細胞や腎細胞では増殖組織やコラーゲ

ンの合成を阻害する 12。眼表面組織の線維化におけるサイトカインの役割については様々な

研究が行われているが、BAC 含有点眼薬による治療を長期間うけた群では涙液中の IL-10

と IL-6 濃度が高いという報告もあり 7、BAC が眼表面にあたえる変化には IL-10 が積極的

に関与している可能性が考えられた。 

結膜細胞は TNF-α や IL-63 などのサイトカインを産生しており、これらはヒトテ

ノン線維芽細胞の筋線維芽細胞への転化に関与している 7,39。眼表面炎症性疾患をもつ患者

から得られた結膜瘢痕標本でこれらの炎症性サイトカインの増加が認められている 40,41。一

方で、角膜上皮細胞は BAC により IL-10を含む抗炎症性サイトカインを分泌している 42。

角膜上皮細胞と結膜下線維化との関連については、これまで in vitroや in vivoでは検討され

たことはなかった。今回の結果は、BAC 曝露時における眼表面組織の恒常性維持にはサイ

トカインが関与していることを示唆している。HCE細胞の IL-10 mRNA量は BACに曝露す

ることで有意に増加した。また、HCE細胞と共培養条件下では、HTFの IL-10 mRNA量は

BACによって減少しなかった。これの結果から、HCE細胞は IL-10自体を産生するだけで

なく、HTFからの IL-10分泌の阻害を減衰させることで HTFを保護している可能性が示唆

された。さらに、HTF を単独培養した場合でも、IL-10 投与により BAC 誘発性の IL-6 と

MCP-1の放出を抑制すること示すことができた。これらの結果は、IL-10が結膜下組織を含

む眼表面の炎症反応や免疫反応を改善する可能性を示唆している。さらに、IL-10添加には、

BAC誘発性の HTFの αSMA発現増加とMRTF-Aの核内移行を抑制した。これらの結果は、

IL-10が組織リモデリングの有力な治療薬としての可能性をもっていることを示唆するもの

である。 

本研究の結果は、BAC によるテノン線維芽細胞の筋線維芽細胞転化に対する保護

機能として、角膜上皮細胞が重要な役割を果たしている可能性を示した。さらに、IL-10が

眼表面組織の恒常性維持に重要な生物学的メディエーターであり、IL-10投与により、テノ

ン線維芽細胞を BAC曝露によって誘導される筋線維芽細胞への転化から保護することがで

きる可能性を示した。BAC 曝露に伴う緑内障手術後の濾過胞不全を防ぐための新しい治療

戦略となる可能性がある。また、薬剤誘発性角膜上皮障害は、緑内障濾過手術の予後因子と

なるかもしれず、IL-10の局所投与は、手術後の結膜下組織線維化をコントロールするため

の新しい有用なアプローチとなる可能性がある。 

 

 

≪結語≫ 

本研究は、初めて HTFと HCE細胞の相互作用を共培養システムで検討したものである。そ
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の結果、HCE細胞は BACによって誘発された HTFの筋線維芽細胞への転化を阻害し、HCE

細胞によるこの効果は IL-10によっても似た効果が得られた。この 2種類の細胞間相互作用

の正確なメカニズムは不明であるが、HCE細胞の存在下で HTFの上清中の IL-10濃度が上

昇したことから、IL-10の産生が関与している可能性がある。また、BACにより促進された

HTF の MRTF-A の核内移行は IL-10 により抑制されたことから、MRTF-A は BAC が HTF

の転化に及ぼす影響に少なからず関連していることが示唆された。この経路において

MRTF-A の上流に作用するタンパク質を同定するためのさらなる研究が必要であり、また

BACによる結膜下線維化に対する IL-10が与える抑制効果について in vivoでも検討する必

要がある。 
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