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１３）流れ負荷装置を用いたメカニカルストレスが及ぼ

すヒト培養角膜上皮細胞への影響の解明

TransformingGrowthFactor-β SignalingCas-

cadeInducedbyMechanicalStimulationofFluid

ShearStressinCulturedCornealEpithelialCells

研究代表者 宇都宮嗣了

【目 的】

角膜上皮は瞬目時に上眼瞼の摩擦によるメカニカル

ストレスを受けている。瞬目による機械的刺激は物理

的に角膜上皮を障害するだけでなく、何らかのシグナ

ル伝達に関与している可能性がある。眼瞼結膜上皮と

角膜上皮の間には涙液が存在することから、我々は瞬

目による摩擦を流体力学的にシェアストレスとして捉

え、水流を用いて角膜上皮細胞にシェアストレスを負

荷することにより、瞬目時の摩擦によるメカニカルス

トレスを再現し、その応答を見た。

【方 法】

ヒト角膜上皮細胞をスライドグラス上に培養、ピペ

ットチップで一部を剥離して平行平板型流れ負荷装置

に設置、ペリスタポンプを用いて水流を生じさせ、定

常的な層流によるシェアストレス（１２,１.２dyne/cm２）

を２４時間細胞に負荷した。剥離部の撮影をした後、
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負荷後の細胞、培地上清を採取した。Woundhealing

assayにて創傷治癒を、BrdUassayにて細胞増殖を、

realtimePCRにて増殖因子のmRNA発現を、ELISAに

て培地上清中のTGFβ１蛋白濃度を検討した。

【結 果】

静置した細胞と比較し、創傷治癒は１２dyne/cm２負

荷後の細胞で有意に遅延し、細胞増殖も有意に低下し

た。増殖因子のうちTGFβ１が最も著明な変化を示

し、mRNA発現は１２dyne/cm２負荷後の細胞で２.３８±

０.１１倍、１.２dyne/cm２で１.４２±０.０６倍に増加した。培地

上清中TGFβ１濃度は使用前培地中濃度と比較して、

静置したもので＋２１２±３８pg/ml、１２dyne/cm２で－７３±

３６pg/ml、１.２dyne/cm２で＋５±３９pg/mlであった。TGF

βの下流であるSMAD２のリン酸化は１２dyne/cm２負荷

後の細胞で２.２０±０.６０倍、１.２dyne/cm２で１.５４±０.３４倍

に有意に増加した。TGFβreceptorinhibitorであるSB

４３１５４２を用いて同様の実験を行ったところ、１２dyne/

cm２負荷後の細胞でもSMAD２のリン酸化は認めず、

創傷治癒遅延や細胞増殖低下も見られなかった。

【考 察】

瞬目の摩擦による機械的刺激は角膜上皮細胞の

TGFβ経路を介したシグナル伝達を通じて創傷治癒や

細胞増殖に関与している可能性が考えられた。

これらの研究成果はInvestigativeOphthalmology＆

VisualScience誌に受理され掲載予定となっている。
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