
1 / 54 

 

博士論文 

令和 2 年度 

 

ドライアイ発症機序の解明 

-IP3受容体を介した涙液分泌機構及びマイボーム腺の異常がもたらす代償機構- 

 

 

 

 

 

 

 

参天製薬株式会社 

製品開発本部 製品研究統括部 

薬理グループ 

稲葉隆明 

  



2 / 54 

目次 
要旨 ............................................................................................................................................... 4 

1. IP3R 欠損マウスを用いた涙液分泌メカニズムの解明 ...................................................... 8 

1-1. 序論 ....................................................................................................................... 8 

1-2. 材料および方法 ................................................................................................... 11 

1-2-1. 使用動物 ....................................................................................................... 11 

1-2-2. イムノブロッティング ................................................................................. 11 

1-2-3. 涙液分泌量の測定 ......................................................................................... 11 

1-2-4. 病理組織学的検査および電子顕微鏡検査 .................................................... 12 

1-2-5. 角膜フルオレセイン染色 .............................................................................. 12 

1-2-6. 免疫組織化学的解析 ..................................................................................... 12 

1-2-7. 涙腺の腺房細胞面積の測定 .......................................................................... 12 

1-2-8. 涙腺細胞内 Ca2+濃度の測定 ......................................................................... 13 

1-2-9. Real time RT-PCR ......................................................................................... 13 

1-2-10. 免疫グロブリンおよび自己抗体の ELISA ................................................. 13 

1-2-11. 統計解析 ...................................................................................................... 14 

1-3. 結果 ..................................................................................................................... 15 

1-3-1. 涙腺における IP3R の発現および細胞内局在 .............................................. 15 

1-3-2.ムスカリン作動性およびアドレナリン作動性涙液分泌における IP3R の関与
 ................................................................................................................................. 16 

1-3-3. 涙腺腺房細胞における ACh およびエピネフリン誘発 Ca2+応答 ................ 18 

1-3-4. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスにおけるドライアイ様病態 .......................................... 20 

1-3-5. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスにおける涙腺の萎縮 ..................................................... 21 

1-3-6. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺における炎症の亢進 .............................................. 22 

1-3-7. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス血中 IgG および IgA の量および自己抗体の増加 ........ 24 

1-4. 考察 ..................................................................................................................... 25 

2. SCD-1 欠損によるマイボーム腺の異常がもたらす涙液量とムチンの代償的増加機構

 ..................................................................................................................................................... 28 

2-1. 序論 ..................................................................................................................... 28 



3 / 54 

2-2. 材料および方法 ................................................................................................... 30 

2-2-1. 使用動物 ....................................................................................................... 30 

2-2-2. 涙液量の測定 ................................................................................................ 30 

2-2-3. 病理組織学的検査 ......................................................................................... 30 

2-2-4. 結膜の杯細胞数の測定 ................................................................................. 30 

2-2-5. 免疫組織化学的解析 ..................................................................................... 30 

2-2-6. イムノブロッティング ................................................................................. 31 

2-2-7. Real time RT-PCR ......................................................................................... 31 

2-2-8. 統計解析 ....................................................................................................... 31 

2-3. 結果 ..................................................................................................................... 32 

2-3-1. 涙腺における SCD-1 の発現 ......................................................................... 32 

2-3-2. SCD-1 欠損マウスにおける涙液量の増加..................................................... 33 

2-3-3. SCD-1 欠損マウスのマイボーム腺の病態..................................................... 34 

2-3-4. SCD-1 欠損マウス結膜における杯細胞の増加 ............................................. 35 

2-3-5. SCD-1 欠損マウスにおける涙腺重量の増加 ................................................. 36 

2-3-6. SCD-1 欠損マウス涙腺における脂肪代謝関連因子の変化 ........................... 37 

2-4. 考察 ..................................................................................................................... 38 

3. 総括 ........................................................................................................................................ 41 

4. 謝辞 ........................................................................................................................................ 42 

5. 参考文献 ................................................................................................................................ 43 

6. 補助資料 ................................................................................................................................ 50 

 



4 / 54 

要旨 

眼表面に存在する涙は油層、水層、ムチン層の 3 層構造からなり、油層はマイボーム腺

から分泌される脂質成分により構成され、涙液の蒸発を防いでいる。ムチン層は結膜の杯

細胞あるいは角膜上皮細胞から分泌され、水の維持に関わっている。水層は涙腺から分泌

される涙液により、眼表面の濡れ性の維持に重要な役割を果たしている。涙液量が減少す

ると、眼の不快感や視覚障害をもたらすドライアイを引き起こすことが知られている。従

って涙液分泌のメカニズムを解明することは、ドライアイの病態解明および新しい治療法

の開発に極めて重要である。 

第 1 章では小胞体に存在するカルシウムイオンチャンネルであるイノシトール 1,4,5-ト

リスリン酸受容体（IP3R）の涙腺における発現を明らかにし、交感神経および副交感神経

による涙液分泌における IP3R の関与について検討した。これまでに 2 型 IP3R および 3 型

IP3R 2 重欠損（Itpr2-/-;Itpr3-/-）マウスの唾液腺および膵臓の腺房細胞において、小胞体から

細胞内への Ca2+放出が欠如することにより重度の外分泌機能障害が引き起こされることが

報告されている。本研究にて Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺腺房細胞において細胞内 Ca2+応答

を検討した所、アセチルコリン（ACh）およびエピネフリン誘発性細胞内 Ca2+応答は生じ

なかった。また、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは、ピロカルピンおよびエピネフリン誘発性涙液分

泌障害、ならびに角結膜の異常を伴う角膜上皮障害などが認められ、ドライアイ様病態を

示すことが明らかとなった。さらに、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺組織において、炎症性細胞

の浸潤、炎症性サイトカインである tumor necrosis factor alpha（TNF-）および interleukin-6

（IL-6）の産生増加、ヒトシェーグレン症候群のマーカーである自己抗体の産生増加など

が認められた。これらの異常はヒトシェーグレン症候群の病態に類似していた。これら結

果から IP3R は副交感神経、交感神経による涙液分泌に必須であり、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスは

涙腺の Ca2+シグナル伝達の異常によって引き起こされるシェーグレン症候群に類似した症

状を示す新しいドライアイモデルマウスであることが示唆された。 

第 2 章ではマイボーム腺機能不全（meibomian gland dysfunction ;MGD）の病態について

検討した。MGD はマイボーム腺の慢性またはびまん性の異常であり、マイボーム腺導管

の閉塞にともなうマイボーム腺分泌物の質的および量的変化が生じる疾患である。これら

閉塞にともなう腺分泌物の変化は涙液機能の変化、眼の不快感、眼表面における重度の炎

症、または上皮障害を引き起こすが、MGD に対する有効な治療法はほとんどない。これ

までにマイボーム腺に異常をきたす動物モデルとして stearoyl-CoA desaturase-1（SCD-1）

欠損マウスが報告されている。SCD-1 は細胞に取り込まれた飽和脂肪酸を不飽和脂肪酸へ

変換する酵素であり、SCD-1 欠損マウスでは、マイボーム腺からの脂質分泌に変化が認め

られている。そこで MGD の病態解明を目指し、SCD-1 欠損マウスの表現型解析を実施し

た。SCD-1 欠損マウスではマイボーム腺の萎縮、結膜杯細胞数の増加および MUC5AC 

mRNA の発現亢進を認め、涙腺では涙液量および涙腺重量の増加を認めた。この涙液増加

には、脂質代謝に関わる遺伝子である fatty acid synthase（FASN）、uncoupling protein-1
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（UCP-1）、low density lipoprotein receptor（LDLR）の減少及びトランスポーターである

glucose transporter-4（glut-4）の発現増加が関与していることが示唆された。これら結果か

ら、マイボーム腺の異常に対する代償機構として、涙液量およびムチン産生が増加し、油

層、水層、ムチン層が密接にかかわっていることが明らかとなった。SCD-1 欠損マウスの

解析はヒトの MGD の病態解明、薬剤開発につながる可能性があり、臨床的意義は極めて

高い。 

今後、これら研究結果を利用した薬剤が少しでも早く臨床応用し、ドライアイ患者の治

療選択肢の拡充に貢献したい。  
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略語一覧 

略語 用語 

ARVO association for research in vision and ophthalmology （アメリカ眼科学会） 

ACh Acetylcholine 

BSA bovine serum albumin 

CPA cyclopiazonic acid 

DAB diaminobenzidine tetrahydroxychloride 

DAPI 4′,6-diamidino-2-phenylindole 

Epi Epinephrine 

FASN fatty acid synthase 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

glut-4 glucose transporter-4 

H/E 染色 hematoxylin と eosin 染色 

IL-6 interleukin-6 

IP3 イノシトール 1,4,5-トリスリン酸 

IP3R イノシトール 1,4,5-トリスリン酸受容体 

IP3R1 1 型イノシトール 1,4,5-トリスリン酸受容体 

IP3R2 2 型イノシトール 1,4,5-トリスリン酸受容体 

IP3R3 3 型イノシトール 1,4,5-トリスリン酸受容体 

Itpr2-/- 2 型イノシトール 1,4,5-トリスリン酸受容体欠損 

Itpr2-/-;Itpr3-/- 2 型および 3 型イノシトール 1,4,5-トリスリン酸受容体 2 重欠損 

Itpr3-/- 3 型イノシトール 1,4,5-トリスリン酸受容体欠損 

LDLR low density lipoprotein receptor 

MGD meibomian gland dysfunction 

MUC5AC mucin5AC 

OCT optimal cutting temperature 

PAS periodic acid schiff's 

PVDF polyvinylidene fluoride 

SCD-1 stearoyl-CoA desaturase-1 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate poly-acrylamide gel electrophoresis 

SS-A Sjögren's syndrome-A 

TBST tris-buffered saline with tween 

TFLL tear film lipid layer 

TFOT tear film oriented therapy 

TNF- tumor necrosis factor alpha 



7 / 54 

略語 用語 

t-SNARE target- soluble NSF attachment protein receptor complex 

UCP-1 uncoupling protein-1 

VAMP2 vesicle-associated membrane protein-2 

VDT visual display terminal 

v-SNARE vesicle-soluble NSF attachment protein receptor complex 
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1. IP3R 欠損マウスを用いた涙液分泌メカニズムの解明 

1-1. 序論 

眼表面に存在する涙は油層、水層、ムチン層の 3 層構造からなる。油層はマイボーム腺

から分泌される脂質成分により構成され、涙液の蒸発を防いでいる。ムチン層は結膜の杯

細胞あるいは角膜上皮細胞から分泌され、水の維持に関わっている。水層は涙腺から分泌

される。涙腺から分泌される涙液はタンパク質、電解質、および水を含む涙液の水性因子

からなり、眼表面の濡れ性の維持に重要な役割を果たしている（模式図 1）[1]。 

 

 

 

模式図 1. 目の構造と 3 層からなる涙 

 

 

涙腺からの涙液分泌は、交感神経と副交感神経の 2 種類の神経によって支配されている

[2, 3]。副交感神経から放出されたアセチルコリン（ACh）はムスカリン性アセチルコリン

受容体を介してホスホリパーゼ C を活性化させることにより IP3を産生する。次いで IP3は

涙腺腺房細胞の小胞体に発現する IP3 R を介して細胞内に Ca2+を放出する。細胞内 Ca2+濃

度の上昇が引き金となり、分泌顆粒が細胞膜と融合し、エキソサイトーシスにより涙液が

分泌される（模式図 2） [4]。また、交感神経から放出されたノルエピネフリンは、アド

レナリン受容体およびアドレナリン受容体を介して、涙腺腺房細胞の小胞体から Ca2+放

出を誘導する [5, 6]。涙腺にはアドレナリン受容体（1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2C）お

よびアドレナリン受容体（3）のうち、2C、および3 を除くすべてのアドレ

ナリン受容体の発現が報告されている [7]。 

 

油層

水層

上皮細胞

ムチン層
涙腺

マイボーム腺

杯細胞
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模式図 2. 涙液の分泌メカニズム 

 

哺乳類では、異なる遺伝子に由来する 3 つの IP3R サブタイプが確認されている [8]。

IP3R1 は主に脳組織で発現し、運動および学習システムの制御に重要な役割を果たす [9-

13]。IP3R1 ノックアウトマウスではてんかん様発作や小脳失調を示し、生後 20 日前後で死

亡する [14]。他の 2 つのサブタイプ、IP3R2 および IP3R3 は、外分泌腺を含むさまざまな

組織で発現している [15-17]。これまでに Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの唾液腺および膵臓の腺房細

胞において小胞体から細胞内への Ca2+放出が欠如することにより、同欠損マウスでは重度

の外分泌機能障害が引き起こされることが報告されている [17, 18]。 

これまでに外分泌腺と IP3R の関係は報告されているが、涙腺における各種 IP3R の発現

レベル、さらには涙液分泌に関与する IP3R サブタイプに関する報告はない。本研究にて涙

腺における各種 IP3R の発現および役割を明らかにし、交感神経および副交感神経を介した

涙液分泌促進経路における IP3R の関与を検討した。本研究にて Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスではム

スカリン作動性およびアドレナリン作動性涙液分泌が著しく障害されており、涙腺腺房細

胞における ACh およびエピネフリン刺激による細胞内 Ca2+応答が消失していた。また、

Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは角結膜の異常に伴う角膜上皮障害が認められるなど、ドライアイ様

病態を示すことも明らかにした。さらに、Itpr2-/-;Itpr3-/-涙腺組織に炎症性細胞の浸潤を認

め、事実、炎症性サイトカインである TNF-および IL-6 の産生や、ヒトのシェーグレン症

Acetylcholine R

Acetylcholine, Pilocarpine

SV

SV

SV
SV

IP3R

Ca2+

Ca2+

Ca2+
Ca2+

涙液分泌

Ca2+
Ca2+

小胞体

基底膜側
Phospholipase C

SVSV

Ca2+

Ca2+
Ca2+

Ca2+

IP3

管腔側

SV: secretory vesicle

Ca2+
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候群のマーカーである Sjögren's syndrome-A（SS-A）に対する自己抗体の産生などが上昇

することがわかった。これらの異常はヒトシェーグレン症候群の病態に類似していた。こ

れら結果から、涙腺には 3 種の IP3R サブタイプが発現しており、このうち、ムスカリン作

動性経路およびアドレナリン作動性経路の両方を介した涙液分泌には IP3R2 と IP3R3 が必

須であることが示唆された。さらに、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスは涙腺の Ca2+シグナル伝達の異常

によって引き起こされるシェーグレン症候群に類似した症状を示す新しいドライアイモデ

ルマウスであることが示唆された。 

ドライアイは様々な要因による涙液および角結膜上皮の慢性疾患であり、眼表面の乾燥

により眼不快感や視機能異常を伴う疾患の総称である [19]。最近の報告から国内のドライ

アイ患者数は 2200 万人に上るともいわれている。ドライアイにはシェーグレン症候群に

よる重症ドライアイと、コンタクトレンズの装着および visual display terminal（VDT）作業

時に生じる軽症ドライアイがあり、涙腺での炎症が進行すると重症化する傾向が認めら

れ、時には失明にいたることが知られている。実際に米国ではドライアイ治療剤として免

疫抑制剤であるシクロスポリン点眼液が承認されており、その有効性が報告されている。

しかしながら、我が国の臨床現場では有効な根治療法はなく、人工涙液やヒアルロン酸製

剤点眼液の点眼による涙液の補充もしくは涙点プラグ等による涙液流出の抑制といった対

症療法が主流であり、治療満足度は十分ではない。近年、涙液分泌を促進させる薬剤であ

るジクアホソルナトリウム点眼液が登場したものの、ドライアイを根本から治療するもの

ではない。本研究では涙液分泌メカニズムの一端を明らかにした。得られた情報はドライ

アイの病態解明および治療法開発において重要な基盤情報を提供する。 
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1-2. 材料および方法 

1-2-1. 使用動物 

Itpr2-/-マウス、Itpr3-/-マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスは二木ら（理化学研究所 脳科学総

合研究センター 発生神経生物研究チーム）によって作製された。各種 IP3R 遺伝子欠損マ

ウスは従来の繁殖方法に従って系統を維持し、SPF環境下で飼育した [17]。実験には 4-40

週齢のマウスを使用した。動物を用いた実験については理化学研究所および慶應義塾大学

医学部の動物実験委員会より承認が得られており、動物の飼育および取扱いは ARVO の声

明および各施設の動物実験ガイドライン諸規定に従った。動物福祉に配慮しつつ、科学的

に適正な実験を行った。なお、安楽死の方法として頸椎脱臼を実施した。 

 

1-2-2. イムノブロッティング 

涙腺を lysis buffer（0.32 M sucrose、5 mM Tris-HCl (pH 7.4)、1 mM ethylene diamine tetra-

acetic acid、0.1 M phenyl methyl sulfonyl fluoride、10 mM leupeptin、10 mM pepstatin A、 1 

mM 2-mercaptoethanol）中でホモジナイズした。ホモジネートを 4℃で 5 分間 1,000 × g で

遠心分離し、涙腺抽出液を得た。試料 50 μg を sample buffer（125 mM Tris-HCl, pH 6.8、

20% glycerol、4.0% SDS、10% 2-mercaptoethanol、0.1% bromophenol blue）に溶解し、5% 

SDS‐PAGE により分離後、PVDF膜に転写した。5.0% skim milk および 0.05% Tween-20 含

有リン酸緩衝液（PBST）中で 1 時間ブロッキングした。イムノブロッティングの一次抗体

には抗マウス IP3R1 モノクローナル抗体（1:1,000; KM1112; BD Transduction）、抗マウス

IP3R2 モノクローナル抗体（1:1,000; KM1083; BD Transduction）、抗マウス IP3R3 モノクロ

ーナル抗体（1:1,000; KM1082; BD Transduction）、抗マウス Pan-IP3R モノクローナル抗体

（1:1,000）[20]もしくは抗マウスアクチンモノクローナル抗体（1:4,000; AC-15; Sigma)を

用い、室温で 2 時間反応した。PBST で PVDF 膜を洗浄後、二次抗体（HRP 標識ヤギ抗マ

ウス抗体、GE Healthcare）を加え、室温で 1 時間反応した。PBST で PVDF 膜を洗浄後、

ECL plus detection kit（GE Healthcare）を用いて抗原を検出した。シグナル強度は画像解析

ソフト Image J（National Institutes of Health）を用いて定量化し、アクチンの発現レベルで

補正した。 

 

1-2-3. 涙液分泌量の測定 

36 mg/kg ketamine（第一三共）と 16 mg/kg xylazine（Bayer）をマウスの腹腔内に注射す

ることにより麻酔した。麻酔 1 分後に 3 mg/kg pilocarpine（参天）または 1 mg/kg のエピネ

フリンを腹腔内に注射することにより涙液分泌を誘導した。涙液量は 0.5 μL micro-capillary

（Drummond）を用いて 5 分ごとの涙液を採取し、15 分間に分泌される涙液量を計算し

た。涙液量を測定後、マウスから涙腺を摘出し、涙腺重量の測定、涙腺重量あたりの涙液

分泌量を算出した。 
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1-2-4. 病理組織学的検査および電子顕微鏡検査 

摘出した涙腺と結膜を OCT compound（サクラファインテックジャパン）に包埋し、病

理組織学的検査に用いた。涙腺または結膜の凍結切片を厚さ 5 μm で作製し、スライドガ

ラスに張り付けた。試料を 10%ホルマリン中性緩衝液（和光純薬）で固定し、涙腺は

H/E、結膜は PAS で染色した。電子顕微鏡による観察のため、涙腺を 2.5%グルタルアルデ

ヒド含有 0.1 M リン酸緩衝液で一晩固定し、1.0%オスミン酸含有 0.1 M カコジル酸緩衝液

（pH 7.4）にて後固定した。試料をエタノールで脱水し、エポキシ樹脂に包埋した。80 nm

に超薄切した切片を酢酸ウラニルとクエン酸鉛で二重染色し、透過型電子顕微鏡（1200 

EXII; JEOL）で観察した。 

 

1-2-5. 角膜フルオレセイン染色 

36 mg/kg ketamine と 16 mg/kg xylazine をマウスの腹腔内に注射することにより麻酔し

た。麻酔後に 0.05% フルオレセイン溶液（東京歯科大）を 2 L 点眼し、角膜を染色し

た。染色眼を 500 L の PBS にて 3 回洗浄後、蛍光実体顕微鏡（M165MC、LEICA）にて

撮影した。撮影した写真を用い、角膜を 3 つの領域（中央、上、下）に分け、各領域の角

膜上皮障害の程度を 0-3 のスコアリングを実施し、各領域のスコアを合計した。（スコア

0：角膜損傷なし、スコア 1：軽度の角膜障害、スコア 2：中程度の角膜障害、スコア 3：

重度の角膜障害）。 

 

1-2-6. 免疫組織化学的解析 

摘出した涙腺を OCT compound に包埋後、凍結切片を厚さ 5 μm で作製し、スライドガ

ラスに張り付け、免疫組織学的検査に用いた。スライドガラスに張り付けた凍結切片を

10%ホルマリン中性緩衝液で固定し、1% 正常ヤギ血清含有 1.0% skim milk 溶液中で 1 時

間ブロッキングした。PBST で洗浄後、一次抗体には抗マウス IP3R3 抗体（1:250; BD 

Transduction）、抗マウス CD45 抗体（1:100; e-Bioscience）、抗マウス F4/80 抗体（1:100; e-

Bioscience）、抗マウス CD19 抗体（1:100; e-Bioscience）、抗マウス CD8 抗体（1:100; e-

Bioscience）または抗マウス CD4 抗体（1:100; e-Bioscience）を用い、室温で 2 時間反応し

た。PBST にて洗浄後、二次抗体には Alexa Fluor 488 標識あるいは HRP 標識ウサギ抗マウ

ス抗体（DAKO）を加え、室温で 1 時間反応した。Alexa Fluor 488 標識抗体で反応した場

合は DAPI（Dojindo）で核染色をした。HRP 標識抗体で反応した場合は PBST で洗浄後、

DAB で可視化し、hematoxylin で核染色した。 

 

1-2-7. 涙腺の腺房細胞面積の測定 

涙腺の腺房細胞面積を定量的に解析するため、涙腺の H/E 染色切片を用い、涙腺腺房細

胞面積を鴨居らの方法により測定した [21]。 
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1-2-8. 涙腺細胞内 Ca2+濃度の測定 

60 mg/kg nembutal（大日本住友製薬）をマウス腹腔内に注射よることにより麻酔後、マウ

スを頸椎脱臼にて安楽殺した。涙腺を摘出し、4℃の balanced salt saline；BSS（115 mM 

NaCl、5.4 mM KCl、2 mM Ca2+、1 mM Mg2+、20 mM Hepes、10 mM glucose pH7.4）に浸

し、2 mg/mL collagenase type 2（Worthington）含有 5% BSA 溶液中で 37℃、10 分間反応し

た。涙腺細胞を数回ピペッティングすることにより、均一に懸濁した。4℃で 3 分間 100 × 

g で遠心分離し、BSS で涙腺細胞を洗浄した。涙腺細胞を 5 μM fura-2 AM（Dojindo）含有

BSS にて 45 分間室温でインキュベートした。BSS による洗浄を 2 回実施し、500 uL の

BSS に再懸濁し、4℃で保存した。2 次元計測機能で Ca2+の変化を明らかにするため、fura-

2 処置した涙腺細胞懸濁液を Cell‐Tak（BD Biosciences）でコートしたカバーガラスチャン

バーに 75 uL 滴下し、カバーガラスチャンバー上に涙腺細胞を接着させた。カバーガラス

チャンバーを倒立蛍光顕微鏡（IX70、Olympus）にセットし、室温で 2 mL/min の速度で

BSS を潅流した。潅流液を BSS から 0.3 M アセチルコリン溶液に交換し、10 秒間の刺激

後、BSS に戻した。同様に 1 M および 3 M アセチルコリン溶液についても実施した。

fura‐2 の励起は 340 nm と 380 nm により 5 秒毎に行った。得られた蛍光（510～550 nm; 

F340/F380）を対物レンズ（UPlanApo 20x/340、Olympus）および増感カメラを用いて画像

化し、F340/F380 の擬似カラー画像を得た。ARGUS50/CA ソフトウェア（Hamamatsu 

Photonics）を用いて保存した [22]。なお、同視野で観察できる別々の細胞に ROI（region 

of interests）を 5 か所設定し、5 か所の平均を各マウスの測定値とした、さらに同様の測定

を 3 回実施し、各種マウスの平均値とした。 

 

1-2-9. Real time RT-PCR 

マウス涙腺から TRIzol（Invitrogen）を用いて total RNA を抽出した。Superscript VILO 

Master Mix（Invitrogen）を用いて total RNA から cDNA を作製した。Fast Advanced Master 

Mix（applied biosystems）にプライマーを混合し StepOne-Plus Real Time PCR system

（applied biosystems）にて real time RT-PCR を行った。プライマーは TNF-、IL-6 および

GAPDH [TaqMan Gene Expression Assay（TNF-a: Mm00443258-m1, IL-6: Mm00446190-m1 お

よび GAPDH: Mm99999915-g1）]を用いた。RNA の発現レベルは GAPDH mRNA 発現レベ

ルで補正し、ΔΔCT 方法で解析した。 

 

1-2-10. 免疫グロブリンおよび自己抗体の ELISA 

マウス血清中のマウス免疫グロブリンおよび自己抗体の量を ELISA にて定量した。SS-

A 抗原に対する自己抗体の検出のために、マウス血清を 1:100 に希釈し、マウス抗 SS-A 

IgG ELISA キット（Alpha Diagnostics）を用いて SS-A の量を測定した。 
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1-2-11. 統計解析 

データはすべて平均値±標準誤差で表した。統計学的有意性は対応のない Student の t 検

定または Mann-Whitney の U 検定により算出した。 多群間の比較については Tukeyの多重

比較検定を実施した。p 値が 5%未満の場合を統計学的に有意とみなした。 
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1-3. 結果 

1-3-1. 涙腺における IP3R の発現および細胞内局在 

涙腺における IP3R サブタイプの発現量をそれぞれの抗体を用いてイムノブロッティング

法にて検討した。野生型マウスの涙腺では 3 種類の IP3R が何れも分子量 250 kDa のバンド

として検出され、すべての IP3R が発現していることを明らかにした（図 1A）。なお、

Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺では IP3R2 および IP3R3 の発現は認められなかったが、IP3R1 につ

いては、野生型と同程度の発現が認められた。次にすべての IP3R を認識する抗 Pan-IP3R

抗体を用いて検出したところ、野生型マウスの涙腺ではバンドが検出されたが、Itpr2-

/-;Itpr3-/-マウス涙腺ではバンドが検出されなかったことから、涙腺では IP3R のうち IP3R2

と IP3R3 が主に発現していることが明らかとなった（図 1A）。さらに Itpr2-/-マウス涙腺抽

出液あるいは Itpr3-/-マウス涙腺抽出液を用いて抗 Pan -IP3R 抗体で IP3R の発現を検討した

ところ、Itpr2-/-マウス涙腺抽出液からはバンドを検出したが、Itpr3-/-マウスからは検出され

なかった（図 1B）。以上の結果から、涙腺に全ての IP3R が発現していること、また、3 つ

の IP3R サブタイプのうち IP3R3 が最も高発現していることが明らかとなった。また、抗

IP3R3 抗体を用いた免疫組織化学的解析により、IP3R3 の局在を検討した結果、IP3R3 は涙

腺腺房細胞のアピカル側の細胞膜付近に局在することが明らかとなった（図 1C）。一方、

Itpr3-/-マウス涙腺では IP3R3 を検出できないことを確認した（図 1C）。 

 
 

 



16 / 54 

図 1. 涙腺における IP3R の発現および細胞内局在 

（A, B）野生型マウス、Itpr2-/-マウス、Itpr3-/-マウスおよび tpr2-/-;Itpr3-/-マウスから摘出した涙腺を用

い、各種抗 IP3R 抗体によるイムノブロット解析を行った。電気泳動の全体像は 6.補助資料の項、資料 1

および資料 2.に示した。（C）野生型マウス涙腺および Itpr3-/-マウス涙腺における IP3R3 の発現を免疫組織

化学染色にて検討した。IP3R3（緑色）、DAPI（青色）、明視野像および重ね合わせ像をそれぞれ示した。

Scale bar、30 μm。 

 

1-3-2.ムスカリン作動性およびアドレナリン作動性涙液分泌における IP3R の関与 

涙腺における IP3R の役割を解析するために、各種 IP3R 欠損マウスにムスカリン受容体

作動薬であるピロカルピンを腹腔内投与し、副交感神経経路を介した涙液分泌量をそれぞ

れ測定した（図 2A）。Itpr2-/-マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは、野生型マウスと比較し

て涙液量が有意に減少した。しかしながら、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは、体重および涙腺重量

が野生型マウスよりも少なかったため（図 2B, 2C）、涙腺重量に対する涙液量をそれぞれ

算出し、涙腺あたりの分泌機能を各マウス間で比較した（図 2D）。その結果、Itpr2-/-マウ

スの涙腺重量あたりの涙液分泌量は野生型マウスと同等であったのに対し、Itpr3-/-マウス

の涙液分泌量は野生型マウスよりも有意に増加した。また、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは、ピロ

カルピンによる涙液分泌はほとんど生じなかった（図 2D）。さらにピロカルピン刺激によ

る涙液分泌の経時的変化を検討した。野生型マウス、Itpr2-/-マウスおよび Itpr3-/-マウスでは

時間依存的に涙腺重量当たりの涙液分泌量が増加したが、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは涙液分泌

が全く認められなかった（図 2E）。次に、交感神経経路を介した涙液分泌における IP3R の

関与を検討した。アドレナリン作動性薬であるエピネフリンをマウスに腹腔内投与したと

ころ、図 2Fに示すように、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙液分泌量は野生型マウスと比較して激

減した。図 1 の結果から、涙腺には 3 種の IP3R が発現するが、主たる機能的な IP3R は

IP3R2 と IP3R3 であり、ムスカリン作動性経路およびアドレナリン作動性経路の両方を介

した涙液分泌に必須であることが示唆された。 
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図 2. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスにおけるムスカリン作動性経路およびアドレナリン作動性経路を介した重度の

涙液分泌障害 

（A）6 週齢時の野生型マウス（n = 12）、Itpr2-/-マウス（n=6）、Itpr3-/-マウス（n=6）および Itpr2-/-;Itpr3-/-マ

ウス（n=10）のピロカルピン刺激による涙液分泌量を測定した。（B）6 週齢における野生型マウス、Itpr2-

/-マウス、Itpr3-/-マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの体重を測定した。（C）6 週齢時の野生型マウス、Itpr2-/-

マウス、Itpr3-/-マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺重量を測定した。（D）ピロカルピン刺激による各

涙腺の重量あたりの涙液分泌量を示した。（E）野生型マウス（◆）、Itpr2-/-マウス（▲）、Itpr3-/-マウス

（✖）、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス（■）におけるピロカルピン投与後の 5 分毎の涙液分泌量の経時的変化を測定

した。（F）エピネフリン刺激による野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺重量あたりの涙液分泌

量を測定した。すべてのデータは平均値±標準誤差（SEM）で示す。（A）～（D）は Tukey の多重比較検

定を、（Ｅ）は Mann-Whitney の U 検定をそれぞれ行った。*p<0.05; ** p<0.01。 
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1-3-3. 涙腺腺房細胞における ACh およびエピネフリン誘発 Ca2+応答 

涙腺細胞からの涙液分泌は小胞体からの Ca2+放出が引き金となって起こる。そこで、小

胞体からの Ca2+放出における IP3R の役割を明らかにするため、各 IP3R 欠損マウスから単

離した涙腺細胞において ACh およびエピネフリン誘発性 Ca2+応答反応を検討した。野生型

マウス涙腺腺房細胞を ACh により刺激すると、濃度依存的に Ca2+応答が生じた（図 3A、

3B）。Itpr2-/-マウスの涙腺腺房細胞における ACh 誘発性 Ca2+応答のピーク振幅は野生型マ

ウスの細胞の Ca2+応答のものと同程度であった（図 3A、3B）。Itpr3-/-マウスでは、Ca2+応

答のピーク振幅は減少したものの、反応の持続時間は野生型の反応と比較して長く、ACh

（3 M）によって生じた反応では有意に Ca2+応答が持続する傾向が認められた（3 M 

ACh 誘発、野生型マウス；62.3±5.3 秒、Itpr3-/-マウス；129.4±7.3 秒、p = 0.03）。一方、

Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺腺房細胞では ACh 誘発性 Ca2+応答は発生しなかった（図 3A、

3B）。野生型マウス涙腺腺房細胞をエピネフリンにより刺激すると Ca2+応答が認められた

が、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺腺房細胞では、エピネフリン誘発性 Ca2+応答は認められなかっ

た（図 3C、3D）。さらに、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺腺房細胞のエピネフリン誘発 Ca2+応答

の減少が小胞体 Ca2+の枯渇による可能性を排除するため、Ca2+ポンプ阻害剤である

cyclopiazonic acid（CPA）を細胞に処置した。図 3C に示すように、CPA は小胞体からの

Ca2+漏出を誘発したため、エピネフリン誘発 Ca2+応答の減少は小胞体 Ca2+の枯渇によるも

のではないことが示唆された。以上の結果からムスカリン作動性経路およびアドレナリン

作動性経路における IP3R2 と IP3R3 は Ca2+応答シグナルに必須であることが示唆された。 
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図 3. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺腺房細胞における ACh およびエピネフリン誘発 Ca2+応答 

（A）野生型マウス、Itpr2-/-マウス、Itpr3-/-マウス、および Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスから摘出した涙腺を用

い、涙腺腺房細胞のアセチルコリン（ACh）の濃度依存的な Ca2+応答を測定した。ROI-1-4 は同視野の

別々の涙腺腺房細胞における Ca2+応答を示した。（B）涙腺腺房細胞を 0.3、1.0、3.0 μM ACh で連続的に

刺激し、Ca2+応答のピーク振幅を定量化した。（C）5、10 μM エピネフリン（Epi）刺激に反応した Ca2+応

答を測定した。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺腺房細胞を 10 μM CPA で処置し、小胞体内の Ca2+貯蔵を測定し

た。（D）5 μM エピネフリンによる Ca2+ピーク振幅を定量化した。すべてのデータは平均値±標準誤差で

示した。（B）は Tukey の多重比較検定を、（D）は、Mann-Whitney の U 検定をそれぞれ行った。*p<0.05; 

** p<0.01。 
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1-3-4. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスにおけるドライアイ様病態 

涙液分泌が著しく障害されていた Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの眼表面を観察し、野生型マウス

と比較した。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの眼表面は野生型マウスに認められない多くの分泌物が観

察された（図 4A）。野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの結膜を病理組織学的に検討

したところ、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの結膜上に大量のムチンが観察され、ドライアイ患者によ

くみられる杯細胞の減少が認められた（図 4B）。また、3 週齢の野生型マウスと Itpr2-

/-;Itpr3-/-マウスの眼表面では角膜フルオレセインスコアに有意差が認められなかったが、6

週齢の Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは角膜の異常を示す角膜フルオレセイン染色スコアの増加を

示し、角膜上皮のバリア機能の破綻が明らかとなった（図 4C、4D）。従って、角膜上皮障

害は開眼直後の角膜表面の発達異常によるものではないと考えられる。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス

では涙液量が不十分で多くの分泌物が眼表面に蓄積し、まばたきの回数が増加していた

（図 4E）。 

 

図 4. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスにおける眼表面のドライアイ病態 

（A）野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス眼表面を撮影した。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの眼表面に分泌物

が認められた（白矢印）。Scale bar: 1 mm.（B）野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの結膜切片を PAS

で染色した。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス結膜には多数のムチン複合体（黒矢印）が認められた。Scale bar: 50 μm。

（C, D）野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス眼表面の角膜フルオレセイン染色を行い、角膜フルオレ

セイン染色スコアを算出した。Scale bar: 1 mm。（E）野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの 1 時間あ

たりのまばたき回数を測定した。すべてのデータは平均値±標準誤差で示した。Student の t 検定、*p<0.05; 

** p<0.01。 
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1-3-5. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスにおける涙腺の萎縮 

野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺の組織学的解析を行った。8 週齢の野生型マ

ウスと Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺を比較したところ、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺において、顕

著なリンパ球浸潤を伴う涙腺腺房の萎縮を認めた（図 5A）。さらに電子顕微鏡による観察

においても、野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス間で腺房細胞の違いを認めた。野生

型マウスの涙腺腺房細胞の分泌顆粒は腺房のアピカル側に位置し、よく発達した小胞体構

造が観察された（図 5B）。しかし、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺腺房細胞では細胞質内で小胞

体が観察できないほど分泌顆粒が細胞質内に蓄積していた（図 5B）。さらに、野生型マウ

スおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの腺房細胞の面積を比較したところ、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙

腺腺房細胞は野生型マウス涙腺腺房細胞よりも約 40%小さく、萎縮していることが示唆さ

れた（図 5C）。 

 

図 5. 涙腺の組織学的解析および電子顕微鏡による観察 

（A）野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺組織切片を Hematoxilin/Eosin（H/E）で染色し、光学

顕微鏡で観察した。白い矢印は炎症性細胞の浸潤を示した。Scale bar: 50 μm。（B）野生型マウスおよび

Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺を電子顕微鏡で撮影した。Scale bar:上図:5 μm、下図:2 μm。N;核、lu;内腔、ER;

小胞体、SG;分泌顆粒。（C）野生型マウス（n = 54）および Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス（n = 59）涙腺腺房細胞の

HE 染色画像を用いて涙腺腺房細胞面積を測定し、相対的面積を算出した。数値は平均値±標準誤差を示し

た。Student の t 検定、*** p<0.001。 

SG
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1-3-6. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺における炎症の亢進 

野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺への炎症性細胞の浸潤をさらに検討するた

め、いくつかのリンパ球マーカー（炎症性単核細胞; CD45、マクロファージ; F4/80、T 細

胞; CD4 および CD8、B 細胞; CD19）を用いて炎症性細胞の浸潤を検出した。10 週齢の

Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺において、CD45 陽性の炎症性単核細胞が涙腺に浸潤していること

を見出した（図 6A、左図、白矢頭）。これらの CD45 陽性細胞は涙腺腺房細胞周囲の間質

腔に位置していた。10 週齢のマウス涙腺ではマクロファージと活性化 T 細胞の浸潤が主要

な炎症細胞であったが（図 6A）、野生型マウスの涙腺では、欠損マウスで観察されたよう

な炎症細胞の浸潤は認められなかった。さらに、40 週齢の Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺では浸

潤細胞の集団がその後変化し、マクロファージと活性化 T 細胞が減少し、B 細胞が多く検

出された（図 6A、右図、黒矢印）。40 週齢の野生型マウスの涙腺には、10 週齢の Itpr2-

/-;Itpr3-/-マウスと同程度の炎症性細胞の浸潤が認められ、同欠損マウスの組織変化と類似

していた。また、炎症性サイトカインのレベルを評価することにより涙腺の炎症状態を検

討した。real time RT-PCR 法にて炎症性サイトカインである TNF- や IL-6 の mRNA レベ

ルを測定すると、野生型マウス涙腺と比較して Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺で有意に増加し

ていることが明らかとなった（図 6B および C）。 
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図 6. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス涙腺における炎症の亢進 

（A）野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺組織切片を用いて CD45、F4/80、CD19、CD8 および

CD4 を免疫組織化学的に染色した（白矢頭；炎症性単核細胞、黒矢印；B 細胞）。（B）6 週齢の野生型マ

ウス（n=8）および Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス（n=8）、10 週齢の野生型マウス（n=16）および Itpr2-/-;Itpr3-/-マウ

ス（n=10）涙腺より total RNA を抽出し、real time RT-PCR 法により TNF- mRNA 発現量を定量した。

（C）図 6B と同様に IL-6 mRNA 発現量を定量した。データはすべて平均値±標準誤差で示した。Mann-

Whitney の U 検定、*** p<0.001、*p<0.05。 
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1-3-7. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス血中 IgG および IgA の量および自己抗体の増加 

Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺腺房細胞周辺には、リンパ球の浸潤が認められ、特に病変組織

には顕著な活性化 CD4 陽性 T 細胞の集積が認められた。その後浸潤細胞の集団が B 細胞

の集団に変化するなどシェーグレン症候群病態の変化に類似していた [23, 24]。そこで自

己免疫反応の有無を明らかにするため、自己抗体の発現を検討した。 

野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの血清中の IgG および IgA の量およびシェーグ

レン症候群患者で最も一般的に検出される自己抗体の 1 つである抗 SS-A 抗体の濃度を調

べた。IgG なかでも IgG1 および IgG2a は野生型マウスより Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスにおいて有

意に高く（図 7A）、SS-A に対する自己抗体の濃度は、炎症性細胞の浸潤が観察された 10

週齢以上のマウスで、野生型マウスと比較して、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスで有意に高いことがわ

かった（図 7B）。 

 

図 7. Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスにおける IgG および IgA の量および SS-A 抗原に対する自己抗体の上昇 

（A）8 週齢の野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスから血清試料を採取した。IgG, IgA, IgG1, IgG2a, 

IgG3 の血清中濃度を ELISA で測定した。（B）野生型マウス（6 週齢、n = 10; 10～35 週齢、n = 11）およ

び Itpr2-/-;Itpr3-/-マウス（6 週齢、n = 8; 10～35 週齢、n = 7）の SS-A 抗原に対する自己抗体の血清中濃度を

ELISA で測定した。データはすべて平均値±標準誤差で示した。Student の t 検定、**p<0.01。 
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1-4. 考察 

本研究では、涙液分泌における IP3R サブタイプの役割を明らかにするために IP3R2 およ

び IP3R3 サブタイプ欠損マウスを用いて解析を行った。その結果、ムスカリンおよびアド

レナリン作動性涙液分泌において、IP3R2 および IP3R3 の両サブタイプが重要な役割を果

たしていることが明らかとなった。また、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは涙液の分泌低下、まばた

きの増加、角膜表面および結膜に重度の障害が認められ、ドライアイ様病態を示した。40

週齢の Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは、涙腺の萎縮とリンパ球浸潤による炎症が認められるとと

もに、ヒトシェーグレン症候群患者と同様、血清中に SS-A に対する自己抗体の産生が認

められた [23,24]。これらの結果は、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスがシェーグレン症候群様表現型を

有する新規ドライアイモデルマウスとして利用できる可能性を示唆している。 

涙液分泌は交感神経と副交感神経により支配されており、ムスカリン受容体およびアド

レナリン受容体を介して涙液分泌が促進される。しかしながら、その分泌メカニズムにつ

いては不明な点も多い。本研究では、涙液分泌およびその引き金となる涙腺細胞の Ca2+応

答における IP3R の役割について検討を行った。Itpr2-/;Itpr3-/-マウスでは顕著なリンパ球浸

潤を伴う涙腺腺房組織の萎縮が認められ、同欠損マウスにピロカルピンを処置しても涙液

分泌はほとんど生じなかった。一方、IP3R2 か IP3R3 の遺伝子のどちらかを欠いたマウス

の涙腺では形態学的異常は認められず、ピロカルピンを処置すると十分な量の涙液分泌が

生じた。Itpr3-/-マウスでは、涙腺あたりの涙液分泌量がむしろ亢進していることから、

IP3R2 が機能的に補っている可能性が考えられた。これらの結果は、副交感刺激における

涙腺からの涙液分泌において IP3R2 および IP3R3 の両方が関与していることを示してい

る。また、IP3R2 あるいは IP3R3 が欠損すると残存したサブタイプが代償的に働いて涙液

分泌機能を補うことも示唆された。各 IP3R サブタイプは IP3と異なった結合親和性を示す

ことが報告されており、IP3は特に IP3R2 との結合が強いことが知られている [20]。涙腺に

おける IP3R2 の発現量は IP3R3 の発現量より少ないが、IP3との親和性が高いため、反応の

持続時間が長くなることが予想される。実際に、Itpr3-/-マウスでは Ca2+応答の持続時間が

野生型と比べて長くなる傾向が認められた。それ故、IP3R2 のみでも涙液分泌に必要な

Ca2+応答を引き起こすことができるのかもしれない。一方、IP3R3 は IP3との親和性が

IP3R2 と比較して低いが、受容体の発現量が多いため、十分な Ca2+応答を引き起こすこと

ができると考えられる。 

交感神経から放出されたノルエピネフリンは涙腺腺房細胞の Ca2+放出を誘発することが

よく知られている [25]。この反応は主に1 受容体を介していることが知られており、一

部、受容体の関与も示唆されている [5, 6]。しかし、副交感神経刺激による反応とは対照

的に、アドレナリン受容体刺激によって誘発される Ca2+放出において中心的な役割を担

う Ca2+チャネルは涙腺腺房細胞では明確には同定されていない。これまでのいくつかの研

究では、ノルピネフリンによる涙腺の Ca2+放出にリアノジン受容体が関与していることが

示唆されている [5]。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺腺房細胞では、エピネフリンにより誘発さ
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れる Ca2+応答および涙液分泌がほぼ消失したことから、涙腺のアドレナリン作動性経路に

おいて、IP3R を介した Ca2+放出が不可欠であることが明らかとなった。 

Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは、ドライアイ患者特有の臨床所見である涙液の減少、まばたき数

の増加、角膜上皮の障害に加え、角結膜へのムチンなどの分泌物の蓄積、杯細胞の減少が

認められた。さらに、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの涙腺ではリンパ球の浸潤、腺房細胞の萎縮と分

泌顆粒の異常蓄積が認められた。眼表面の乾燥ストレスが涙腺への炎症性細胞の浸潤を引

き起こすことが知られている [26]。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは涙液分泌が著しく障害され、

まばたきの回数が増加していた。これらに伴って、角膜には大きな摩擦が生じ、角膜障害

が引き起こされたものと考えられる。涙腺細胞の長期にわたる機能不全によって引き起こ

される角結膜障害は、抗原提示細胞の活性化を引き起こし [27]、涙腺周辺で共有される内

因性エピトープに対する免疫寛容が破綻する可能性が示唆されており [28]、同欠損マウス

における涙腺の炎症発現に関与している可能性がある。また、IP3R を介した Ca2+シグナリ

ングの阻害が炎症を誘発している可能性も除外できず、涙腺におけるリンパ球の浸潤メカ

ニズムを明確に理解するためには、更なる研究が必要である。 

Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスでは眼表面を取り巻く涙腺ユニットに涙液分泌障害など異常な表現型

が認められた。また、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの週齢が経過するに従って涙腺での炎症細胞集団

が T 細胞集団から B 細胞集団の浸潤へと変化した。B 細胞の増加に伴って野生型マウスと

比べて血清中の IgG および IgA および抗 SS-A 抗体量が高値を示した。先行研究 [17]で明

らかにした Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの唾液減少とともに、涙腺へのリンパ球浸潤、角膜上皮障

害、SS-A に対する自己抗体の産生など、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスの多彩な症状が、American-

European Consensus Group が提唱するシェーグレン症候群の診断基準を満たしている 

[29]。それ故、IP3R がヒトのシェーグレン症候群の病態に関与している可能性が考えられ

る。実際にシェーグレン症候群患者の血清中では、IP3R に対する自己抗体が増加している

という報告がなされている [30]。これまでにマウスシェーグレン症候群モデルとして Non 

Obese Diabetes マウスが報告されている [31]。シェーグレン症候群では涙液分泌応答と炎

症との関連が疑われているが、この点を明らかにするうえで、Non Obese Diabetes マウスモ

デルでは糖尿病を発症する等の様々な問題点が指摘されている。それ故、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウ

スは、このような問題点を克服したシェーグレン症候群病態を示す初めてのドライアイモ

デルマウスとして活用できると考えられる。今後、同マウスをモデル動物として用いた研

究により、シェーグレン症候群の病態進行メカニズムの解析や新たな治療法の開発が進む

ことが期待される。 

本研究では、IP3R2 と IP3R3 が涙腺からの涙液分泌と関連した眼の恒常性維持において

中心的な役割を果たすことを実証した。ムスカリンおよびアドレナリン作動性涙液分泌の

引き金となる涙腺腺房細胞における Ca2+放出には、IP3R2 と IP3R3 の両方が必須であるこ

とを示した。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスは涙腺の Ca2+シグナル伝達の異常によって引き起こされる

シェーグレン症候群に類似した症状を示す新しいドライアイモデルマウスであることが示
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唆された。今後、同マウスを用いた研究により、涙腺の炎症によって生じるドライアイに

対する治療薬の開発が進み、ドライアイ患者の治療選択肢の拡充に貢献したい。 
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2. SCD-1 欠損によるマイボーム腺の異常がもたらす涙液量とムチン

の代償的増加機構 

2-1. 序論 

マイボーム腺は脂質を分泌し、涙液 3 層構造のうち油層の供給源として重要である。マ

イボーム腺分泌物は､コレステロールとワックスエステル、トリアシルグリセロール､遊離

コレステロール､遊離脂肪酸､リン脂質を含む極性脂質あるいは非極性脂質の複雑な混合物

であり、涙液の蒸発を防止することにより、涙液の層構造として安定に保つ役割を果たし

ている [32]。 

マイボーム腺機能不全（MGD）はマイボーム腺の慢性またはびまん性の異常であり、マ

イボーム腺導管の閉塞にともなうマイボーム腺分泌物の質的および量的変化が生じる疾患

である [33-36]。さらに、これら閉塞にともなう腺分泌物の変化は涙液機能の変化、眼の

不快感、眼表面における重度の炎症、または上皮障害を引き起こす [37]。これら病態は炎

症あるいは常在菌の関与をともなう場合とともなわない場合があり、軽症例から重症例ま

で重症度が広範囲にわたる多様な臨床プロファイルを呈する。MGD の発症原因，病態に

は不明な点が多く残されており、現時点では MGD に対する有効な治療法はほとんどな

い。さらに、MGD の病態が解明されない理由の一つとして，ヒトの臨床所見を外挿する

有用な動物モデルが存在しないことが考えられた。これまでにマイボーム腺に異常をきた

す動物モデルとして stearoyl-Coenzyme A desaturase（SCD）-1 欠損マウスが報告されている

が、眼における涙液の安定性についての解析はほとんどされていない [38]。 

 

 

模式図 3. stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 の作用 
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近年、ライフスタイルの欧米化が進行し、過食や運動不足による高血圧、高脂血症およ

び糖尿病などのいわゆるメタボリックシンドロームが増加していることが問題となってい

る。メタボリックシンドローム患者で MGD の発症率が高いという報告がある。また、生

活習慣病による代謝異常がドライアイと密接に関係していることも示唆されている [39-

41]。従って、MGD の病態において脂質代謝変化が重要な役割を果たしている可能性があ

る。SCD-1 は飽和脂肪酸であるステアリン酸（18:0）およびパルミチン酸（16:0）に二重

結合を導入し、それぞれオレイン酸（18:1）とパルミトレイン酸（16:1）を産生する酵素

である（模式図 3）[42-44]。SCD-1 は血液中の脂質であるトリグリセリド、遊離脂肪酸、

コレステロールおよび遊離コレステロールの生成に変化をもたらし、糖尿病、アテローム

性動脈硬化症、脂質異常症誘発乾燥皮膚（ドライスキン）およびマイボーム腺の萎縮など

多くの病態に関わっていることが報告されている [38, 45-49]。SCD-1 欠損マウスでは LDL

の分泌低下やコレステロールエステルとトリグリセリドの合成が低下し、肥満や糖尿病に

抵抗性を示す [50]。また、2 型糖尿病患者では涙液の量またはその質の低下が報告されて

おり [51]、動物レベルでも自然発症糖尿病モデルマウス（db/db マウス、レプチン受容体

変異マウス）の涙液分泌量が低下していることが報告されている [52]。これら糖尿病マウ

スでは SCD-1 の発現量が増加し、fatty acid synthase（FASN）、uncoupling protein-1（UCP-

1）などの脂肪酸合成やエネルギー代謝に関わる遺伝子が増加している。さらに SCD-1 欠

損マウスではコレステロールの合成に関わる low density lipoprotein receptor（LDLR）の減

少が報告されており、涙液機能に SCD-1 が関与している可能性が考えられた [53-55]。そ

こで、本研究では、SCD-1 欠損マウスにおいて脂質代謝に関わる遺伝子の減少が涙腺機能

に影響を及ぼすかを検討した。 

本研究にて SCD-1 欠損マウスではマイボーム腺の萎縮、結膜杯細胞数の増加および

MUC5AC mRNA の発現亢進を認め、涙腺では涙液分泌量および涙腺重量の増加を認め

た。また、脂質代謝に関わる遺伝子である FASN、UCP-1 および LDLR が減少し、トラン

スポーターである glut-4 の発現増加が認められた。これらの変化は涙液量およびムチン産

生の増加をもたらし、マイボーム腺の異常に対する代償機構としての役割を担っていると

考えられる。また、涙液の安定性は、油層、水層、ムチン層が協調して維持されているこ

とも明らかとなった。これらマイボーム腺から油の分泌が不足している MGD 患者では涙

液量が増加しているなど、SCD-1 欠損マウスと多くの部分で類似した病態が認められたこ

とから、SCD-1 欠損マウスの解析はヒトの MGD の病態解明、薬剤開発につながる可能性

があり、臨床的意義は極めて高い。 
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2-2. 材料および方法 

2-2-1. 使用動物 

野生型マウス（C57BL/6J）は日本クレアから購入し、遺伝的背景に C57BL/6J を有する

SCD‐1 欠損マウス（B6.129‐Scd1tm1Ntam/J;000201）をジャクソン研究所（Maine 州、

USA）から購入した [38]。涙液量の経時的変化は 5～35 週齢のマウスを使用し、その他の

試験は 10 週齢のマウスを使用した。実験動物を用いた実験については慶應義塾大学医学

部動物実験委員会より承認され、動物の飼育および取扱いは ARVO の声明および慶應義塾

大学動物実験ガイドラインの諸規定に従った。動物福祉に配慮しつつ、科学的に適正な実

験を行った。なお、安楽死の方法として頸椎脱臼を実施した。 

 

2-2-2. 涙液量の測定 

フェノールレッド含有綿糸（Zone-Quick, 昭和薬品化工）を用いて、綿糸試験により涙

液分泌量を測定した。麻酔を行わずにマウスを拘束し、下眼瞼外側部に綿糸を 30 秒間置

いた。左右の眼の両方について実施し、湿潤断片の長さを測定した。 

 

2-2-3. 病理組織学的検査 

摘出した涙腺、結膜、マイボーム腺を OCT compound（サクラファインテックジャパ

ン）に包埋し、病理学的検査に用いた。包埋した涙腺または結膜の凍結切片を厚さ 5 μm

で作製し、スライドガラスに張り付けた。スライドガラスに張り付けた凍結切片を 10%ホ

ルマリン中性緩衝液（和光純薬）で固定し、涙腺およびマイボーム腺は H/E、結膜は PAS

で染色した。 

 

2-2-4. 結膜の杯細胞数の測定 

野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの結膜杯細胞数の定量には PAS 染色切片を用い

た。以前に報告された手法を用いて 445 μm×352 μm フレーム内に存在する杯細胞数を測定

した [56]。各群の杯細胞密度（杯細胞数/μm2）として平均化した。 

 

2-2-5. 免疫組織化学的解析 

野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスから摘出した涙腺を用いて SCD-1 の発現を免疫

組織化学的に検出した。摘出した涙腺を OCT compound に包埋し、氷上で凍結した。スラ

イドガラスに張り付けた凍結切片を 10%ホルマリン中性緩衝液で固定し、PBS で 10 分間

洗浄後、0.5% Triton X-100 溶液中で 10 分間浸し、透過処理を行った。試料を 10% BSA 溶

液中で 1 時間ブロッキングし、0.05% Tween-20 を含む TBS で 10 分間洗浄後、SCD-1 に対

するマウスモノクローナル一次抗体（1:1,000; Cell Signaling Technology）を用い 4℃で一晩

反応した。TBST で洗浄後、切片を Alexa Fluor 555 標識ウサギ抗マウス抗体（DAKO）を

二次抗体として加え、室温で 1 時間反応した。TBST で洗浄後、DAP（Dojindo）で核染色
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をした。蛍光顕微鏡（BZ‐H1M; Keyence）で試料の蛍光シグナルを観察した。 

 

2-2-6. イムノブロッティング 

涙腺を Pro-Prep 溶液（iNtRON Biotechnology）中で、ホモジナイザー（T-25; IKA）を用

いてホモジナイズした。ホモジナイズした涙腺のタンパク質濃度は、BCA キット（Thermo 

Fisher Scientific）を用いて測定した。1-2-2 項に記した方法に従って SDS-PAGE および

PVDF膜への転写を行った。PVDF膜は Can Get Signal PVDF（東洋紡）にて 2 時間ブロッ

キングした。イムノブロッティングの一次抗体にはウサギ抗マウス SCD-1 抗体（1:1000、

Cell Signaling Technology）、ウサギ抗マウス glut-4 抗体（1:1000、Cell Signaling 

Technology）、抗マウス -アクチン抗体（1:1,000、Sigma）を用い、4℃で一晩反応を行っ

た。TBST で PVDF膜を洗浄後、二次抗体として HRP 標識ヤギ抗ウサギ抗体（GE 

Healthcare）あるいは HRP 標識ヤギ抗マウス抗体（GE Healthcare）を加え、室温で 1 時間

反応した。TBST で PVDF 膜洗浄後、ECL prime detection kit（GE Healthcare）を用いて検出

した。シグナル強度は画像解析ソフト Image J（National Institutes of Health）を用いて定量

化し、アクチンの発現レベルで補正した。 

 

2-2-7. Real time RT-PCR 

マウス涙腺または結膜から TRIzol（Invitrogen）を用いて total RNA を抽出した。

RevertraAce Master Mix（TOYOBO）を用いて total RNA から cDNA を作製した。cDNA の

解析は 1-2-9 項に記した方法に従って real time RT-PCR を行った。プライマーは

MUC5AC、FASN、LDLR、UCP-1 および -アクチン [TaqMan Gene Expression Assay 

（MUC5AC: Mm01276718-m1, FASN: Mm00662319_m1, LDLR: Mm01177349-m1, UCP-1: 

Mm01244861-m1 and beta-actin: Mm00607939-s1）]を用いた。RNA の発現レベルは-アクチ

ン mRNA レベルで補正し、ΔΔCT 方法で解析した。 

 

2-2-8. 統計解析 

1-2-11 項に記した方法に従って統計解析を実施した。 

 

  



32 / 54 

2-3. 結果 

2-3-1. 涙腺における SCD-1 の発現 

涙腺における SCD-1 の発現を免疫組織化学的染色とイムノブロッティングにより検討し

た。免疫組織化学的染色の結果から、SCD-1 は野生型マウスの涙腺腺房細胞の細胞質に存

在したが、導管細胞には検出されなかった（図 8A）。また、野生型マウスの腺房細胞で

は、イムノブロッティングにより分子量 37 kDa のバンドとして SCD-1 が検出された（図

8B）。一方、SCD-1 欠損マウスの涙腺では何れの方法においても SCD-1 の発現は認められ

なかった。 

 

 

 

 

図 8. 涙腺における SCD-1 の発現 

（A） 野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの涙腺における SCD-1 の免疫組織化学的染色を実施した。

DAPI （青）、SCD-1（緑）、および結合画像（*;導管細胞、Scale bar: 100 μm）を示した。（B）野生型マウ

スおよび SCD-1 欠損マウス由来の涙腺抽出液を電気泳動後、イムノブロッティングを行い、抗マウス

SCD-1 抗体を用いて SCD-1 を検出した。電気泳動の全体像は 6.補助資料の項、資料 3 に示した。 
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2-3-2. SCD-1 欠損マウスにおける涙液量の増加 

野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの眼表面を観察した結果、野生型マウスと比較

して SCD-1 欠損マウスではより多くの涙液で満たされていた（図 9A）。そこで、野生型お

よび SCD-1 欠損マウスの涙液量を、綿糸法を用いて評価したところ、SCD-1 欠損マウス

では野生型マウスと比較して有意な涙液量の分泌亢進が認められた（図 9B）。なお、涙液

量の増加は、実験を行った 5～35 週齢のすべての週齢、および、雌雄どちらの SCD-1 欠損

マウスでも同様に認められた（図 9B および 9C）。さらに、SCD-1 欠損マウスは、まばた

きの回数が増加した（図 9D）。これら結果から脂質合成の障害による油層の欠損により眼

表面に何らかの変化が生じたことが予想された。 

 

 

 

図 9. SCD-1 欠損マウスにおける涙液量の増加 

（A）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの眼表面の画像を撮影した。（B, C）5 週齢から 35 週齢の野

生型マウス （n = 8） および SCD-1 欠損マウス（n = 8）において、週齢変化に伴う涙液量の変化を測定

した。 雄:B、雌: C.（D）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの 1 時間あたりのまばたきの回数を測

定した。すべての実験は平均値±標準誤差で示した。Student の t 検定、** p< 0.01、*p< 0.05。 
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2-3-3. SCD-1 欠損マウスのマイボーム腺の病態 

野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスのマイボーム腺の組織学的解析を行った。野生

型マウスと SCD-1 欠損マウスのマイボーム腺の H/E 染色像を比較したところ、SCD-1 欠損

マウスのマイボーム腺において、顕著な萎縮を認めた（図 10）。 

 

 

 

図 10. SCD-1 欠損マウスのマイボーム腺の病態 

（A）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスのマイボーム腺の組織切片を H/E で染色し、光学顕微鏡下で

観察した。Scale bar: 100 μm. 
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2-3-4. SCD-1 欠損マウス結膜における杯細胞の増加 

野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの結膜切片を PAS 染色し（図 11A）、結膜の杯細

胞数を計測した。その結果、SCD-1 欠損マウスの結膜における杯細胞数は野生型マウスの

杯細胞数と比較して有意な増加が認められた （図 11B）。さらに、結膜杯細胞の産生する

主要なムチンである MUC5AC の mRNA 発現レベルを real-time RT-PCR を用いて測定し

た。その結果、SCD-1 欠損マウスの結膜において、MUC5AC mRNA の発現量が野生型マ

ウスの結膜における発現量と比較して有意に高いことが示され、杯細胞数が増加した結果

と一致した（図 11C）。 

 

図 11. SCD-1 欠損マウスの結膜における杯細胞の増加 

（A）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの結膜の組織切片を PAS で染色し、光学顕微鏡で観察した。

Scale bar: 100 μm.（B）野生型マウス（n = 8）および SCD-1 欠損マウス（n = 10）の結膜杯細胞数を測定し

た。（C）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウス結膜における MUC5AC の mRNA レベルを real time PCR

解析した。すべてのデータは平均値±標準誤差で示した。Student の t 検定、** p< 0.01。 
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2-3-5. SCD-1 欠損マウスにおける涙腺重量の増加 

SCD-1 欠損マウスにおける涙腺の病理組織学的変化を検討した。野生型マウスおよび

SCD-1 欠損マウスにおける涙腺切片の H/E 染色では、顕著な形態学的な変化は認められな

かった（図 12A）。しかし、SCD-1 欠損マウスの涙腺重量は野生型マウスと比較して有意

に増加した （図 12B）。この涙腺重量の増加は、SCD-1 欠損マウスで観察された涙液分泌

の亢進と一致している（図 9A-C）。 

 

図 12. SCD-1 欠損マウスにおける涙腺重量の増加 

（A）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの涙腺の組織切片を H/E で染色し、光学顕微鏡下で観察し

た。（B）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの平均涙腺重量を測定した。 
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2-3-6. SCD-1 欠損マウス涙腺における脂肪代謝関連因子の変化 

SCD-1 欠損マウスにおける涙液量増加のメカニズムを解明するため、涙腺における脂肪

代謝関連因子の関与を検討した。野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスの涙腺におい

て、グルコースからパルミチン酸（16:0）を合成する脂肪酸合成酵素である FASN、脂質

代謝にともなうエネルギー産生の中心的役割を果たす LDLR および UCP-1 の発現レベルを

real-time RT-PCR によって検討した。これら遺伝子の発現は、何れも野生型マウスと比較し

て SCD-1 欠損マウスにおいて有意に減少していた（図 13A）。さらに、イムノブロッティ

ング解析を用いて、涙腺における glut-4 の発現が野生型マウスよりも SCD-1 欠損マウスで

有意に高いことが明らかとなった（図 13B および 13C）。この増加は、涙腺からの涙液分

泌の増加に伴うグルコース消費の増加を反映している可能性が考えられた。 

 

 

図 13. SCD-1 欠損マウス涙腺における脂肪代謝関連遺伝子の変化 

（A）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウス涙腺より total RNA を抽出し、real time RT-PCR 法により、

FASN、LDLR および UCP-1 mRNA 発現量を定量した。（B）野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウス涙腺

抽出液を電気泳動し、抗 glut-4 抗体および抗-アクチン抗体によるイムノブロット解析を行った。電気泳

動の全体像は 6.補助資料の項、資料 4 に示した。（C）アクチンの発現レベルに対する glut-4 の相対的な

発現レベルを算出した。すべてのデータは平均値±標準誤差で示している。Student の t 検定、** p< 0.01; 

*p< 0.05. 
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2-4. 考察 

マイボーム腺から分泌される脂質は涙液の蒸発を防止することで眼表面の安定性を維持

している。本研究では、SCD-1 欠損マウスにおける涙腺ならびに結膜組織を解析すること

により、油層の減少による [38] 涙液層ならびにムチン層におよぼす影響を検討した。 

これまでに SCD-1 欠損マウスでは、マイボーム腺のワックスエステルが不足しているな

ど、脂質の分泌に変化が認められていることが報告されている [38]。本結果では SCD-1 欠

損マウスでは、マイボーム腺の異常に対する代償機構として涙腺重量の増加、涙液分泌の

亢進ならびに結膜杯細胞数の増加によるムチンの発現亢進が認められた。また、涙腺にお

ける FASN および UCP-1 など脂質代謝にかかわる遺伝子の減少と glut-4 の発現増加も認め

られたことから、脂質代謝の変化が眼表面の恒常性維持に影響を与えている可能性が示唆

された。 

以前の肥満または糖尿病マウスを用いた研究において、過剰な脂質レベルが涙液量を減

少させることが示唆されている [51, 57]。SCD-1 欠損マウスは肥満に抵抗性であり、脂肪

の蓄積をほとんど示さないことが報告されている [58, 59]。本研究において、SCD-1 は涙

腺の腺房細胞の細胞質に存在し、SCD-1 欠損マウスは涙腺重量の増加、涙液分泌の亢進な

らびに結膜杯細胞数の有意な増加を示した。これらの結果は、脂質代謝レベルの低下 [38]

が涙液量を代償的に増加させる、もしくは涙液抑制因子の発現を低下させる可能性を示唆

している [60]。実際にヒトでは涙液産生とメタボリックシンドロームとの間に何らかの関

連があることが報告されている [61]。 

SCD-1 の欠損は、涙腺における脂質代謝遺伝子の発現を減少させたのに対し、グルコー

ストランスポーターである glut-4 の発現については増加させた。この glut-4 の増加は、涙

腺からの涙液分泌の増加および結膜杯細胞からのムチン産生増加に伴うグルコース消費の

増加を反映している可能性が考えられた。また、glut-4 は、v-SNARE、VAMP-2、t-SNARE

および syntaxin-4 などと共に、分泌小胞の構成タンパク質であることから [62, 63]、glut-4

の発現増加によりエンドサイトーシスが亢進し、細胞内に取り込まれた glut-4 が細胞膜に

リサイクリングされる時に分泌小胞の形成が亢進している可能性も考えられる。涙腺の分

泌小胞にはアミノ酸やグルコースなどの栄養素、ラクリチンや EGFなどの成長因子、IgA

やラクトフェリンなど抗菌・抗ウイルス因子など様々な因子が含まれている。ラクリチン

や EGF は管腔側に放出されると、自身のエキソサイトーシスを自己促進的に調節すること

も知られている [64-66]。それ故、増加した分泌小胞から効率的に涙液が分泌されると予

想される。このように脂質代謝関連遺伝子の発現変化が glut-4 の発現を増加させることに

より、涙液分泌が亢進したと考えられる [67]。  

涙液分泌は、角膜、結膜、涙腺、マイボーム腺および神経（交感神経、副交感神経およ

び感覚神経）および脳からなる涙腺機能ユニットによって調節されており、この機能単位

は視機能の維持に重要な役割を果たしている [68-70]。眼表面の涙液層は油層、水層、ム

チン層の 3 層から構成されており、涙腺分泌の低下など涙液層のわずかな変化はドライア
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イにつながる [71]。SCD-1 欠損マウスでは、油層分泌を担うマイボーム腺が萎縮していた

のに対し、涙液分泌および結膜杯細胞からのムチン産生が増加していた。これらの結果

は、眼表面の 3 層のうち、いずれかの層に異常をきたせば、この異常を補うように他の層

が変化するという可能性を示唆している。この考えは最近のドライアイ学会においても眼

表面上の各層を標的とする層別治療（TFOT）として提唱されている [72-74]。SCD-1 欠損

マウスでは、マイボーム腺の萎縮に伴う油層の異常を補うため、ムチンの発現亢進と涙液

量の増加が涙液層の機能を正常化するのに貢献していることが示唆された。 

涙液脂質層（TFLL）における飽和脂肪酸は温度による TFLL の流動性に変化を与える。

飽和脂肪酸は不飽和脂肪酸より融点が高いため、涙液層における飽和脂肪酸の存在比が高

くなると、眼表面における TFLL の均一な広がりが抑制されることが推察される [75-77]。

SCD-1 欠損マウスにおいて増加が認められた MUC5AC は粘液性ポリマーとして TFLL の

伸展剤として作用する可能性が示唆されている [78]。したがって、MUC5AC の増加は、

不飽和脂肪酸の消失による涙液の伸展障害を部分的に補うことが予想される。ヒトでは、

新生児の涙液には、成人と比較して脂質と MUC5AC が過剰に存在し、涙液の高い安定性

に寄与していることが報告されている [79]。さらに、MUC5AC の増加は、涙液の粘度を

増大させ、涙液層破壊時間（瞬目後涙液が安定な時間）を伸ばすことが知られている 

[80]。また、MUC5AC は粘液層の構造機能も高め、その力学的安定性を高めることができ

る [81, 82]。涙液量の増大も MUC5AC と同様に、TFLL の伸展を促進することがよく知ら

れている [77, 83]。このように、MUC5AC および涙液量の増加は、不飽和脂肪酸の低下に

よる TFLL の潜在的な伸展障害を補うことを可能にしていると考えられる。 

MGD 患者の中には、涙液成分および涙液量が正常値を示すにもかかわらず、涙液の不

安定性のため、自覚症状としてドライアイ様症状を訴えることがしばしばある [84]。

MGD 患者では、SCD-1 欠損マウスと同様に、涙液量が増加していることが報告されてい

る [74]。それ故、MGD 患者でも、SCD-1 欠損マウスと同様に、油の分泌不足を代償する

ために、涙液量および結膜杯細胞が増加していると考えられる。マウスでは脂質分泌器官

としてマイボーム腺だけではなく、ハーダー腺も存在し、ヒトとマウスでは解剖学的な違

いがある。しかしながら、これまで述べてきたように、SCD-1 欠損マウスはヒト MGD 様

の病態変化を示すことから[38]、SCD-1 欠損マウスはヒト MGD の病態モデルとして活用

できる可能性がある。 

結論として、SCD-1 欠損マウスではマイボーム腺の萎縮による油の不足により、涙液層

の安定性が低下していることが示唆された。また、同欠損マウスでは、結膜杯細胞数の増

加および MUC5AC mRNA の発現亢進、涙腺における涙液分泌量および涙腺重量の増加が

認められた。このような変化は油不足による涙液層の不安定性を代償する役割を果たして

いることが示唆された。これらの結果は、油層、水層、ムチン層が協調して涙液層の安定

性を維持していることも示唆している。さらに、脂質代謝遺伝子の減少が涙腺機能の亢進

に関与していることが考えられた。マイボーム腺から油の分泌が不足している MGD 患者



40 / 54 

では涙液量が増加しているなど、SCD-1 欠損マウスの病態と多くの類似した点が認められ

たことから、SCD-1 欠損マウスはヒト MGD の病態モデルとして活用できる可能性があ

る。SCD-1 欠損マウスの更なる病態解析はヒト MGD の病態解明、薬剤開発につながる可

能性があることから、その臨床的意義は極めて高いと考えられる（模式図 4）。 

   

 

 

 

模式図 4. マイボーム腺の異常に対する涙腺および結膜の代償機構のイメージ図 

野生型マウスの涙液層は、涙液の安定性を維持する 3 層（油層、水層、ムチン層）からなる。SCD-1 欠

損マウスはマイボーム腺機能不全のため、油層が減少し、蒸発により水層が薄くなる。SCD-1 欠損マウス

は油層が不足する代償機構として涙腺重量の増大、涙液量の増加およびムチン分泌が増加していた。

SCD-1 欠損マウスにおける増加した涙液を提供する涙腺では FASN、LDLR および UCP-1 などの脂質代謝

遺伝子の発現が低下していた。 
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3. 総括 

ドライアイは様々な要因による涙腺および角結膜上皮の慢性疾患であり、眼の不快感や

視機能異常を伴う疾患である。シェーグレン症候群によるドライアイは難治性であり、炎症

状態がその重症度に関係すると言われている。その他にも様々な要因によってドライアイ

を発症するが、涙腺の炎症とドライアイ発症の分子メカニズムに関して詳細に検討してい

る報告は殆どない。また、実際の臨床現場においても根治療法はなく、人工涙液の補充、涙

点プラグ等の対症療法が主流となっているが、その治療効果は不十分である。涙液分泌の詳

細な分子メカニズムを解明することは涙液の産生を促進させる新規治療法または薬剤開発

に結び付く可能性がある。そこで、本研究ではドライアイ治療薬の選択肢を増やすべく、第

1 章では IP3R 欠損マウスを用いた涙液の分泌メカニズムを検討し、第 2 章では SCD-1 の欠

損によるマイボーム腺の異常がもたらす涙液量とムチンの代償的増加機構について検討し

た。今回明らかにした結果は以下の通りである。 

第 1 章では、IP3R がムスカリン作動性経路およびアドレナリン作動性経路の両シグナル

伝達経路を介した涙液分泌に必須であることを明らかにした。さらに Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスで

は角膜上皮障害や結膜における杯細胞の減少が認められ、ドライアイ様病態を示した。さら

に涙腺では分泌顆粒の異常蓄積、リンパ球の浸潤が認められ、炎症性サイトカインの産生が

亢進していた。Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスではヒトシェーグレン症候群患者で臨床的に観察される

血清中の SS-A に対する自己抗体の産生が認められたことから、Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスは、シ

ェーグレン症候群に類似した新しいドライアイモデルマウスとして活用できる可能性が考

えられた。 

第 2 章では、SCD-1 欠損にともなうマイボーム腺の異常が、結膜および涙腺へ及ぼす影

響を明らかにした。SCD-1 の欠損は、マイボーム腺の萎縮、油の分泌不足による涙液層の

異常を引き起こした。SCD-1 欠損マウスの結膜では結膜杯細胞数の増加および MUC5AC 

mRNA の発現亢進を認め、涙腺では涙液量および涙腺重量の増加が認められた。この涙液

量の増加メカニズムの１つとして、涙腺における脂質代謝に関わる遺伝子の減少が関与し

ていることを明らかにした。これら涙液量およびムチン産生の増加は、マイボーム腺からの

油の分泌不足に対する代償機構としての役割を担っていることが示唆された。さらに、涙液

層の安定には油層、水層、ムチン層が密接に関わっていることを明らかにした。 

本研究において得られた結果は、涙液の分泌メカニズムの解明に加え、涙腺の炎症やMGD

に伴って生じるドライアイの病態解明ならびに治療法の開発に貢献するものである。今後、

これら研究結果を利用した薬剤が少しでも早く臨床応用され、ドライアイ患者の治療の選

択肢の拡充に貢献していきたい。 
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6. 補助資料 
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資料 1. イムノブロッティング解析で使用した電気泳動像 

野生型マウスおよび Itpr2-/-;Itpr3-/-マウスから摘出した涙腺を用い、（A）抗 IP3R1 抗体によるイムノブロ

ッティング解析を行った。（B）抗 IP3R2 抗体によるイムノブロッティング解析を行った。（C）抗 IP3R3 抗

体によるイムノブロッティング解析を行った。（D）抗 Pan-IP3R 抗体によるイムノブロッティング解析を行

った。（E）抗-アクチン抗体によるイムノブロッティング解析を行った。 
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資料 2. イムノブロッティング解析で使用した電気泳動像 

野生型マウス Itpr2-/-マウスおよび Itpr3-/-マウスから摘出した涙腺を用い、（A）抗 Pan-IP3R 抗体によるイ

ムノブロッティング解析を行った。（B）抗-アクチン抗体によるイムノブロッティング解析を行った。 
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資料 3. イムノブロッティング解析で使用した電気泳動像 

野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスから摘出した涙腺を用い、（A）抗 SCD-1 抗体によるイムノブロ

ッティング解析を行った。 
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資料 4. イムノブロッティング解析で使用した電気泳動像 

野生型マウスおよび SCD-1 欠損マウスから摘出した涙腺を用い、（A）抗 glut-4 抗体によるイムノブロッ

ティング解析を行った。（B）抗-アクチン抗体によるイムノブロッティング解析を行った。 
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