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要旨 

 

【緒言】 ドライアイは、様々な要因によって涙液層の安定性が低下し、眼不快感や視機能異常を

生じる眼表面疾患、と定義される。過去には、ドライアイは涙液量が不足する疾患と考えられていた

が、涙液量低下だけでは説明できない強い自覚症状（乾燥感・異物感・眼痛など）を訴える症例が

存在することがわかってきた。例えば、近年になって複数の新規ドライアイ治療薬が臨床導入され

たが、これらの薬剤によって涙液の量・質、角結膜上皮の親水性が改善された後もなかなか自覚

症状が改善しない症例や、一方で眼表面の所見は改善していないにも関わらず自覚症状のみが

著明に改善する症例などが実臨床上よく経験される。このドライアイ患者における他覚所見と自覚

症状の不一致には、角膜神経の感受性変化が関与している可能性がある。 

 本学位論文では、臨床および基礎的実験からドライアイと角膜神経の関係について検討した結

果をまとめた。 

 

第一章：涙液層破壊時間短縮型ドライアイ患者は角膜痛覚過敏を有する 

【背景と目的】 ドライアイの病型の一つとして、開瞼後に眼表面の涙液層が乾き始めるまでの時間

が短くなる涙液層破壊時間（BUT）短縮型ドライアイがある。この BUT 短縮型ドライアイは、涙液量

の低下はなく、眼表面の他覚所見が少ないにも関わらず自覚症状が非常に強いドライアイの一病

型である。しかし、その病態については未だ十分に解明はなされていない。本検討では、角膜知

覚測定の際に使用される Cochet-Bonnet 角膜知覚計を用いて、BUT 短縮型ドライアイにおける角

膜知覚および痛覚を評価し、自覚症状との相関について検討した。 

【対象と方法】 BUT 短縮型ドライアイ患者 60 例、および健常者 46 例を対象とした。眼表面の他覚

所見（角結膜上皮障害、涙液層破壊時間、涙液量）、質問票によるドライアイの自覚症状および角

膜知覚・痛覚を調べた。さらに、眼表面の他覚所見、角膜知覚・痛覚と自覚症状の相関を検討した。 

【結果と考察】 BUT 短縮型ドライアイ患者では健常者と比較して角膜知覚には変化がなかったが、

角膜痛覚が亢進していた。痛覚過敏を有する BUT 短縮型ドライアイ患者では痛みの自覚症状と

角膜痛覚が強く相関していたことから、その自覚症状の一部は角膜痛覚過敏によって説明が可能

であることが示された。痛覚過敏は神経障害性疼痛に特徴的な兆候であり、本研究結果はBUT短

縮型ドライアイ患者において神経障害性疼痛が生じている可能性を示した。 

【結論】 BUT 短縮型ドライアイの自覚症状発現には角膜痛覚過敏が関連していた。 

 

第二章：コレシストキニン受容体はドライアイの痛覚過敏に対する新規治療標的である  

- レバミピドの作用機序解明から -  

【背景と目的】 ドライアイ患者において、治療薬レバミピドが眼表面の他覚所見の改善に先行して

自覚症状を軽快させることは臨床上しばしば経験されることである。しかし、この自覚症状のみが改

善する詳細なメカニズムは同剤の開発から 30 年以上経過した現在も不明なままである。過去に、

レバミピドはコレシストキニン(CCK)1 受容体(CCK-1R)に作用すると報告されている。CCK 受容体
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には、CCK-1R および CCK-２R が存在し、両者ともに痛みに関与することが以前から知られてい

る。そのため、CCK 経路は疼痛治療における新規創薬標的として注目されているが、ドライアイに

おける病態への関与については十分に解明されていない。本検討では、ドライアイ患者に対する

臨床的検討とドライアイモデルラットおよびラット三叉神経節細胞を用いた基礎的検討によってレ

バミピドの治療効果を評価し、その作用機序について検討した。 

【対象と方法】 レバミピド点眼によって治療された BUT 短縮型ドライアイ患者 21 例を対象とし、治

療前後に眼表面の他覚所見と角膜知覚・痛覚および自覚症状を検討した。 

雌雄 Wistar, Long Evans Tokushima Otsuka , CCK-1R が欠損している Otsuka Long Evans 

Tokushima Fatty（OLETF）ラットを用いた。Fura-2 カルシウムイメージングを用いてラット三叉神経

節細胞におけるカプサイシン(痛み受容体 transient receptor potential cation channel subfamily V 

member 1(TRPV1)作動薬)、CCK、レバミピド、CCK 受容体阻害薬の作用を検討した。また、レバミ

ピドの CCK 受容体に対する結合親和性を検討した。 

さらに、角膜痛覚過敏を誘導するため、眼窩外涙腺摘出ドライアイモデルラットを作成した。角膜

痛覚過敏に対するレバミピドおよび CCK 受容体阻害薬の効果を検討するため、それらを前投与し

たドライアイモデルラットにカプサイシン点眼投与をおこない、ラットが眼を拭う回数（ぬぐい運動数）

を評価した 

【結果と考察】 BUT 短縮型ドライアイ患者においてレバミピドは他覚所見の改善に先行して、角膜

痛覚過敏と自覚症状を改善していた。このことは、レバミピドが BUT 短縮型ドライアイ患者の角膜

痛覚過敏を改善することで自覚症状を軽快することを示唆している。ラット培養三叉神経細胞にお

ける Fura-2 カルシウムイメージングによる検討では、CCK は痛み受容体である TRPV1 を感作し、

レバミピドは CCK による TRPV1 の感作を抑制した。これは、レバミピドが CCK 受容体を阻害して

CCK による TRPV1 の感作を抑制することを示している。 

次に、CCK による TRPV1 の感作は CCK-1R 阻害薬 devazepide では抑制されなかったが、

CCK-2R 阻害薬 L365260 で抑制された。このことから、レバミピドの TRPV1 抑制作用は CCK-2R

を介している可能性が推測されたが、CCK-1R 欠損 OLETF ラット三叉神経細胞においてレバミピ

ドは CCK による応答を抑制しなかった。さらに、結合親和性の検討ではレバミピドは CCK-1R に結

合することが確認された。これらの一見矛盾した結果から導かれる推論は、レバミピドが CCK-1R-

2R ヘテロダイマーに作用して、CCK 経路を抑制している可能性である。過去に、CCK-1R 阻害薬

devazepide は CCK-1R には結合するが、CCK-1R-2R ヘテロダイマーには結合しないことが報告

されている。一方で、CCK-2R 阻害薬 L365260 は CCK-2R のみならず、CCK-1R-2R ヘテロダイ

マーにも結合能を有することが明らかにされている。これらの知見および本研究の結果から、レバミ

ピドは CCK-1R-2R ヘテロダイマーに作用することで、その下流に存在する TRPV1 の感作を抑制

し、ドライアイ患者の角膜痛覚過敏を改善することが推定される。 

最後に、ドライアイモデルラットについて検討をおこなった。眼窩外涙腺摘出ドライアイモデルラ

ットでは、正常眼と比較してカプサイシン点眼によるぬぐい運動数が増加し、角膜痛覚過敏が観察

された。また、レバミピドおよび CCK-2R 阻害薬 L365260 は眼窩外涙腺摘出ドライアイモデルラット
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の角膜痛覚過敏を抑制した。さらに、CCK-1R 欠損 OLETF ラットでは眼窩外涙腺摘出による角膜

痛覚過敏を誘導できなかった。これらの結果は、CCK 受容体がドライアイにおける角膜痛覚過敏

の発現および維持に重要な役割を果たしていることを示していた。 

【結論】 レバミピドは、CCK 経路を介してドライアイ患者の角膜痛覚過敏を抑制することでその自

覚症状を改善していると考えられた。また、CCK およびその受容体はドライアイの角膜痛覚過敏に

対する新規治療標的になる可能性が示された。 

【総括】 従来、ドライアイの治療標的は眼表面の涙液や上皮であったが、本研究は１）ドライアイ患

者の中に角膜痛覚過敏を有する一群が存在すること、２）角膜神経がその新たな治療標的となり得

ること、３）CCK とその受容体がその新規治療標的となり得ること、を示した。ドライアイというバスケ

ットネームで診断されている患者の中には、極めて強い眼不快感に苛まれ、ほとんどの時間を閉瞼

して過ごすなど著しい QOL の低下をきたす症例が存在する。そのようなケースを解決するために

も、今後は角膜神経をターゲットにした治療薬開発が急務であり、本研究の成果を基にさらなる病

態解明と治療薬開発に結び付けたいと考えている。 
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緒言 

ヒトは、外界からの情報の 9 割を視覚から得てい

るとされる。眼球に入射する光が最初に通過する

部位である角膜は外界に常時露出される組織であ

り、涙液によって常に保湿・栄養されることでその

透明性を維持している。涙液は眼球の外上方に存

在する涙腺および結膜上皮で産生され、瞬目によ

って眼表面全体に分布することでその湿潤をおこ

なっている（図 1）。涙液はその 98%が水分である

が、涙腺由来のラクトフェリンやリゾチームなどのタ

ンパクも含まれており、眼表面はその抗菌作用や

抗炎症作用によって外来微生物や炎症から保護さ

れている。また、球結膜の杯細胞からは涙液の親

水性を保持するために糖タンパク質であるムチン

が、結膜下リンパ組織からは IgA が分泌されること

が知られている（図 2）。さらに、眼瞼縁にはマイボ

ーム腺と呼ばれる皮脂腺が存在し、涙液表面に脂

質成分を供給してその蒸発を防ぐ役割を果たして

いる。このように涙液は単なる水分ではなく、様々

な分子を含有した液層とその表面に存在する油層

によって二層構造を形成し、角結膜上皮と接して

いる（図 3）。そして、その涙液は眼瞼縁内側に位

置する涙点から排出（図 1）、もしくは眼表面から蒸

発、あるいは眼球結膜に吸収される。 

涙液は眼表面の恒常性維持を担っているため、

その異常はドライアイと呼ばれる病的状態の形成

につながる。ドライアイは、眼表面の様々な要因に

よって涙液層の安定性が低下し、眼不快感や視機

能異常を生じ、眼表面の障害を伴うことがある疾

患、と定義される(Tsubota et al., 2017)。本邦にお

けるその患者数は約 1600 万人とされ、患者は眼の

乾燥感のみならず、異物感、眼痛、羞明、開瞼困

難、眼精疲労、充血、霧視など実に様々な眼症状

を呈することが知られており、慢性的に持続する眼

不快感によって QOL の低下を来たす本疾患は眼

科診療における主要疾患の一つとなっている。長

図 2 ヒト結膜組織 

眼表面を覆う結膜には、ムチンを産

生、分泌する杯細胞（黒丸）があり、

結膜下リンパ組織からは IgA が産生

される。 

油層 

上皮 

液層 

図 3 涙液の構造 

涙液は脂質である油層が表面に、そ

の下に水分と分泌型ムチンを有する

液層があり、角結膜上皮と接して存

在している。 

角膜 
球結膜 

涙腺 

涙点 

図１ 眼表面の構造 

眼表面は角結膜に被覆され、涙腺か

ら分泌される涙液によって湿潤に保

たれている。赤線は涙液の動態。 

マイボーム腺 
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時間のディスプレイ作業に伴う乾燥感、眼疲労感などは健常者でも経験するが、その眼不快感

に比して圧倒的に強いドライアイ症状に悩まされている患者を実臨床ではしばしば経験する。一

例として、非常に強い眼痛を有する患者は開瞼を維持することができずに日中の大半を閉瞼して

過ごし、点眼を手放せず外出もままならないこともある。また、冒頭に述べたようにヒトは外界から

の情報のほとんどを視覚から得ているため、そのような症例では日常生活や知的活動が脅かされ、

QOL の低下は計り知れない。さらに、ドライアイによる生活上の困難は眼不快感や視機能異常と

いった眼症状のみにとどまらず、不眠症やうつ病などの精神疾患、あるいは身体の慢性疼痛の

合併も引き起こすと報告されている。また、ドライアイによる影響は身体・精神のみならず社会的

な影響も無視できない。オフィスワーカーにおけるドライアイは 1 人当たりの年間生産性を約 48

万円低下させると試算されており(Uchino et al., 2014)、罹患率の高さから国全体の労働生産性

にも影響を与えることが指摘されている(図 4)。 

このように身体、精神、社会にまで影響を与える

ドライアイだが、従来、このドライアイは単に涙液量

が不足するだけの疾患と捉えられてきた。しかし、

涙液量の低下だけでは説明できない強い乾燥感・

異物感・眼痛などを訴える症例が存在することから

(Toda et al., 1995)、涙液の量のみならず、分泌型

ムチン減少にともなう質の低下、角結膜上皮の膜

型ムチン発現減少による親水性の低下、さらには

マイボーム腺の機能障害から生じる油層の異常に

よる涙液の蒸発亢進などが関与すると考えられる

ようになった。また、眼表面の上皮障害などを背景

に二次的な炎症が生じることもその病態を悪化要

因となっていることも明らかとなってきた。 

近年、本邦では新規のドライアイ治療薬が開発され、ジクアホソルナトリウムやレバミピドの点眼

製剤が臨床で使用されている。両者は眼表面における涙液の量、分泌型・膜型ムチンの両者の

増加から涙液の質および角結膜上皮の親水性を向上させる薬理作用を有するため(Shigeyasu et 

al., 2015; Urashima et al., 2004)、患者の自覚症状を改善することが期待されていた薬剤である。

しかしながら、これらの薬剤を投与することによって涙液の量・質、角結膜上皮の親水性が改善さ

れた後も自覚症状が改善しない症例、その一方でまだ眼表面の所見が改善していないにも関わ

らず自覚症状が改善する症例が存在し、眼表面の他覚所見と自覚症状が必ずしも一致しないと

いうことが臨床上しばしば経験される(Yokoi et al., 2015)。そして、この他覚所見と自覚症状の不

一致には、角膜神経の感受性の変化が関与している可能性があり、ドライアイ患者において角膜

神経の形態的な異常も指摘されている。(Rosenthal and Borsook, 2016)  

本学位論文では、申請者が大学院在学中に臨床および基礎的実験からドライアイと角膜神経

の関係について検討した結果をまとめる。  

図４ ドライアイがおよぼす影響 

ドライアイは、身体・精神・社会に様々な

影響をおよぼす。 

身体 

視機能異常 

眼不快感 

精神 

不眠症 

うつ病 

社会 

労働生産性低下 

QOL 低下 

ドライアイ 
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略語表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

BIM I, bisindolylmaleimide I 

BK, bradykinin 

BUT, break up time of tear film 

Cap, capsaicin 

CCK, cholecystokinin 

CCK-8S, cholecystokinin sulfated octapeptide 

DEQS, dry eye-related quality of life score 

ELG, extraorbital lacrimal gland 

FG, fluorogold 

FISH, fluorescence in situ hybridization 

GPCR, G protein coupled receptor 

KCl, potassium chloride 

OLETF, otsuka long evans tokushima fatty 

LETO, long evans tokushima otsuka 

PBS, phosphate buffered saline 

sBUT, short break up time of tear film 

SPK, superficial punctate keratitis 

TRPV1, transient receptor potential cation channel subfamily V member 1  

Vi/Vc, trigeminal interpolaris/caudalis transition region 
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第 1 章 

涙液層破壊時間短縮型ドライアイ患者は角膜痛覚過敏を有する 

 

緒言 

ドライアイの病型には涙液減少型と蒸発亢進型

がある(Tsubota et al., 2017)。涙液減少型のドライア

イは、涙腺の機能低下、結膜杯細胞の障害などか

ら涙液量やムチンが減少し、角結膜上皮も障害さ

れる。一方、蒸発亢進型のドライアイは必ずしも涙

液量の低下を伴わず、角結膜上皮障害も軽度だ

が、マイボーム腺機能障害による蒸発亢進や角結

膜上皮の膜型ムチン低下による眼表面の親水性低

下などが原因と考えられている。涙液減少型の代

表としてはシェーグレン症候群にともなうドライアイ

が（図 5）、蒸発亢進型の代表としては開瞼後に眼

表面の涙液層が乾き始めるまでの時間が短くなる

涙液層破壊時間（break up time, BUT）短縮型ドラ

イアイがある（図 6）。BUT が短いということは、眼表

面の涙液が乾きやすいことを意味しており、角結膜

上皮あるいは涙液自体の親水性低下、油層異常

による蒸発亢進などが原因として想定されている。

この BUT 短縮型ドライアイでは涙液量の低下はな

く、また上皮障害などの眼表面の他覚所見が少な

いにも関わらず、自覚症状が非常に強いドライアイ

の一病型として報告されている(Toda et al., 1995)。

眼表面における他覚所見は、上皮にまで障害が及

ぶ涙液減少型ドライアイの方が強いにも関わらず、

自覚症状は BUT 短縮型ドライアイに代表される蒸

発亢進型でも同等かむしろ強いことさえある。この

ように、ドライアイにおいては以前から眼表面の他覚所見と自覚症状に乖離が認められることが

広く知られていた(Yokoi et al., 2015)。しかし、その原因については未だ十分に解明されていな

い。 

以前からドライアイ患者の角膜知覚が変化することは知られており、ドライアイにおける他覚所

見と自覚症状の乖離については、角膜神経の感受性変化がその一因として注目されている。角

膜知覚の測定には、角膜表面に柔らかいナイロンフィラメントを接触させて被検者がそれを知覚

できたかどうかを調べる Cochet-Bonnet 角膜知覚計が用いられる（図 7）(Cochet and Bonnet, 

図 6 BUT 短縮型ドライアイ 

BUT 短縮型ドライアイ患者は眼表面

の他覚所見は少ないが、強い自覚

症状を訴える。 

図 5 涙液減少型ドライアイ 

涙液減少型ドライアイ患者の涙液量

は減少しており、眼表面にはフルオ

レセインで緑色に染色される上皮障

害がみられる。 
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1961)。ナイロンフィラメントが長ければ接触時の刺

激は弱く、短ければ刺激が強いので、このナイロン

フィラメントの長さを変えることで、角膜接触時の刺

激強度を変化させて半定量的に角膜知覚を検査

することができる。前述の涙液減少型ドライアイでは

角膜知覚が減少するが(Xu et al., 1996)、蒸発亢進

型ドライアイでは必ずしも角膜知覚が減少していな

いことが知られている(Labbe et al., 2013)。 

 三叉神経第一枝である眼神経は角膜知覚・痛覚

を司るが、その障害によって生じる疾患としては神

経麻痺性角膜症があり(図 8)(Rodger, 1953)、脳梗

塞や糖尿病などの全身疾患を背景にして三叉神経

全体に障害が生じるものや、眼局所のヘルペスウィ

ルス感染による角膜神経の障害などを原因とするも

のなどが知られている。神経麻痺性角膜症では眼

神経が障害されるため、角膜知覚が低下し、眼表

面には重篤な角結膜上皮障害を生じるものの眼

痛・異物感などの自覚症状はほとんど生じない。つ

まり、神経麻痺性角膜症でも眼表面の他覚所見と

自覚症状は、ただし BUT 短縮型ドライアイの場合と

は逆の形であるが、乖離が生じる。このように、角膜

神 経 の 変 化 は 眼 表 面 疾 患 の 病 因 と な る た め

(Cavalcanti et al., 2017; Hamrah et al., 2017; 

Kheirkhah et al., 2015)、BUT 短縮型ドライアイにお

ける自覚症状と他覚所見の乖離にも三叉神経の異

常が関わることが想定される。しかし、BUT 短縮型ド

ライアイの角膜痛覚についての検討はほとんどなさ

れ て い な い (Kaido et al., 2016; Spierer et al., 

2016)。 

 本章では、BUT 短縮型ドライアイにおいて Cochet-Bonnet 角膜知覚計を用いて角膜痛覚を検

討し、自覚症状との相関について検討した結果を記述する。 

図 7 Cochet-Bonnet 角膜知覚計 

先端のナイロンフィラメントの長さを

変えて角膜に接触させることで角膜

知覚を測定する機器である。 

図 8 神経麻痺性角膜症 

上段：神経麻痺性角膜症患者の前

眼部写真、下段：フルオレセイン染

色後の前眼部写真。脳梗塞後の神

経麻痺性角膜症患者においては重

篤な角膜潰瘍（緑色の部分）が生じ

るが、眼痛などの自覚症状の訴えは

無い。 
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方法 

1. 対象 

2012 年 9 月から 2017 年 3 月にかけて、北海道大学病院および北海道医療大学病院に定期

的に外来通院していた BUT 短縮型ドライアイ患者（男性 18 例、女性 42 例 計 60 例、年齢 22-

93 歳、平均年齢 63.8±15.8 歳）および健常者（男性 11 例、女性 35 例 計 46 例、年齢 22-94

歳、平均年齢 61.1±17.7 歳）を対象とした（表１）。対象は全て日本人であった。本研究は、北海

道大学病院および北海道医療大学病院における倫理審査委員会にて承認を受け(IRB #014-

0146 および#2012-007)、ヘルシンキ宣言にしたがって書面による十分な説明と同意を得た後に

施行した。 

 

 

BUT 短縮型ドライアイの診断基準は、既報(van 

Bijsterveld, 1969; Yokoi et al., 2015) に準じて「ド

ライアイ症状を有し、BUT が 5 秒以下、涙液量に

ついてはシルマー試験 I 法（図 9）で 5mm 以上、

角結膜上皮障害については van Bijsterveld 

system（図 10）を用いて点状表層角膜症(SPK)を

9 点満点で評価し、3 点以下のもの」とした。 

健常者はドライアイ症状を有していない者とし

た。BUT 短縮型ドライアイ患者の除外基準は、１）

ドライアイ治療薬点眼を除く何らかの点眼薬を使

用している者、２）コンタクトレンズ装用者、３）過去

に屈折矯正手術・緑内障手術・網膜硝子体手術

を施行された者、４）12 か月以内に白内障手術を

施行された者、とした。 

 

2. 質問票による自覚症状評価 

ドライアイ症状として、異物感・眼精疲労・乾燥感・眼痛・開瞼困難・早朝眼不快感・霧視の 7 項

目について自己記入式の質問票を用いて、その頻度を 5 段階で評価した（図 11）。この質問票

は、ドライアイの自覚症状評価において国内で最もよく用いられている Dry Eye-related Quality 

対象 sBUT 健常者 p 値 

男女比(男:女) 18:42 11:35 
 

年齢(歳) 63.8±15.8 61.1±17.7 0.43 

図 10 角結膜上皮障害評価 

耳側結膜・角膜・鼻側結膜の上皮

障害を各 0-3 点で評価した。 

0-3 0-3 0-3 

表 1 対象者の男女比および年齢 

図 9 シルマー試験紙 

涙液量測定に使用する試験紙。 
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of life Score(DEQS)を外来でも簡便に施行できるように簡略化したものである(Sakane et al., 2013)。

頻度については、0:症状が全くない、1:ほとんどない、2:時々ある、3:頻繁にある、4:常にある、と

評価を行い、7 項目の点数の合計を自覚症状合計点として解析に用いた。 

 

 

3. 眼表面の他覚的評価 

涙液および角結膜上皮をフルオレセインで染色し、SPK、BUT を計測した。耳側および鼻側の

結膜と角膜をそれぞれ 3 点ずつ、計 9 点で角結膜上皮障害を評価した（図 8）。涙液層の安定性

は、開瞼後に角膜上の涙液層が破綻するまでの時間、すなわち BUT を用いて評価した。全ての

対象者に対して、SPK と BUT を測定した 10 分後に、角膜知覚および痛覚を測定した。さらに、

10 分後にシルマー試験 I 法を施行し涙液量を測定した。これらを BUT 短縮型ドライアイ全例で

施行した。健常者では SPK を 46 例全例で測定し、BUT とシルマー試験 I 法については 46 例中

24 例で測定をおこなった。 

 

4. 角膜知覚・痛覚測定 

角膜知覚は、細隙灯顕微鏡観察下で Cochet-Bonnet 角膜知覚計(Luneau Ophthalmologie, 

Chartres, France)を用いて測定した(Cochet and Bonnet, 1961)。直径 0.12mm、長さ 60 ㎜のナイ

ロンモノフィラメントを使用した。まず、角膜知覚については従来通りの方法でナイロンモノフィラメ

ントを被検者の角膜中央に垂直にゆっくりと接触させた後に、モノフィラメント長を 60mm から 10

㎜ずつ短くしていくことで徐々に接触時の刺激を増強させ、被験者がフィラメントの接触を知覚し

図 11 自覚症状質問票 

上記の質問票を自己記入してもらい、自覚症状を調査した。 
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た最も長い時点を角膜知覚とした。 

一方、角膜痛覚については、角膜知覚の測定後に痛みを感じなければさらにフィラメントを 10

㎜ずつ短くし、痛みを感じた場合は 5 ㎜長くして再度測定を行い、痛みを感じた最も長いフィラメ

ント長を角膜痛覚と定義した。また、健常者における角膜痛覚の 95 パーセンタイルである 40 ㎜

以上を角膜痛覚過敏の状態であると定義した。 

 

5. 統計解析 

結果は平均値±標準偏差で示した。各群内で Shapiro-Wilk の正規性検定をおこなった。各群

間の比較には正規性が仮定できる場合には、Independent t test を用い、正規性の仮定が棄却さ

れる場合には Mann-Whitney test にて解析をおこなった。角膜知覚・痛覚の解析には Mann-

Whitney test を用いた。角膜知覚・痛覚とドライアイ症状および他覚所見との相関解析には

Spearman の順位相関係数を用いた。p 値が 0.05 未満を呈した場合に統計学的に有意差がある

と評価した。 
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結果 

１. 被験者の他覚所見および自覚症状 

BUT 短縮型ドライアイ患者の他覚所見の平均値は、BUT が 3.1±1.9 秒、SPK が 0.8±1.1、シ

ルマー試験 I 法が 11.1±8.9 mm であった（表 2）。SPK とシルマー試験 I 法については、日本、

ヨーロッパ、アメリカのドライアイ診断ガイドラインで正常範囲内だった(Baudouin et al., 2014; 

Tsubota et al., 2017; Wolffsohn et al., 2017)。また、患者群では健常群と比較して BUT は有意に

短縮していたが、SPK とシルマー試験 I 法については有意差がなかった（表 2）。BUT 短縮型ドラ

イアイ患者の自覚症状は表 3 に示す結果であった。 

 

 

２. 角膜知覚・痛覚 

BUT 短縮型ドライアイ患者の角膜知覚および痛覚の定量をおこなった。BUT 短縮型ドライアイ

における角膜知覚は(52.0±15.5mm, n=60)、健常者における角膜知覚(52.9±14.9mm, n=46, 

p=0.60)と有意差は認められなかった。一方で、角膜痛覚については、BUT 短縮型ドライアイにお

いて(26.3±23.1mm, n=60)、健常者(6.9±16.4mm, n=46, p<0.01, 図 12)と比較して有意に鋭敏

であった。このことは、BUT 短縮型ドライアイでは健常者と比較して角膜知覚は同程度だが、角

他覚所見 sBUT 健常者 p 値 

SPK score 0.8±1.1 0.5±1.0 0.12 

BUT (s) 3.1±1.9 6.3±2.5 0.01 > 

Schirmer (mm) 11.1±8.9 13.0±7.8 0.49 

表 2 ｓBUT の他覚所見 

自覚症状 平均値±SD 

異物感 1.8±1.3 

疲れ 2.5±1.3 

乾き 2.4±1.3 

痛み 1.9±1.3 

開けづらさ 1.1±1.2 

早朝不快感 1.1±1.3 

見えづらさ 1.7±1.4 

合計 12.5±5.8 

 
表 3 ｓBUT の自覚症状 
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膜痛覚は亢進していることを意味していた。 

 

３. 角膜痛覚とドライアイの自覚症状 

BUT 短縮型ドライアイ患者における病態に角膜痛覚が関与しているかを調べるために、BUT

短縮型ドライアイ患者の自覚症状と角膜痛覚に相関があるかどうかを検討した。痛みの自覚症状

と角膜痛覚には弱い正の相関が認められた(R=0.24、p<0.05、表 2 および図 13)。しかし、痛みの

自覚症状と角膜痛覚以外の他覚所見（SPK、BUT、シルマー試験 I 法、角膜知覚）の間には有意

な相関は認められなかった。また、痛み以外の自覚症状 6 項目と角膜痛覚の間にも有意な相関

はなかった（表 4）。さらに、自覚症状合計点と他覚所見の間にも有意な相関はなかった（表 5）。 

  健常者における角膜痛覚の平均値は、6.9±16.4mm であった。その値を用いて、健常者の角

膜痛覚の 95 パーセンタイル値以上の角膜痛覚を有する BUT 短縮型ドライアイ患者を角膜痛覚

過敏群と定義した。この基準では BUT 短縮型ドライアイ患者 60 人中 22 人が角膜痛覚過敏群に

属し、この群では痛みの自覚症状と角膜痛覚が強い正の相関を示した(R=0.79, p<0.01, n=22, 

図 14)。さらに、角膜痛覚過敏群では、自覚症状合計点と角膜痛覚の値にも有意な相関が認めら

れた(R=0.52, p<0.05, n=22, 図 15)。 

 

図 12 角膜知覚および痛覚 

角膜知覚には健常者(Healthy subjects)と BUT 短縮型ドライアイ(sBUT DE)で変化はな

かったが、角膜痛覚は健常者に比較して BUT 短縮型ドライアイでは亢進していた。 **, 

p<0.01, N.S.：有意差なし。 
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自覚症状 

  異物感 疲れ 乾き 痛み 開けづらさ 早朝不快感 見えづらさ 合計 

知覚 0.07  -0.08  0.17  0.01  -0.08  -0.01  0.14  0.05  

痛覚 0.07  0.02  0.07  0.24*  0.08  0.20  0.19  0.15  

 

  他覚所見 

  SPK BUT Schirmer 

知覚 0.13  0.00  -0.08  

痛覚 0.09  -0.10  0.16  

 

 

 

 

 

 

図 13 角膜痛覚と痛みの自覚症状 

角膜痛覚と痛みの自覚症状には弱い正の相関が認められた。 

表 4 他覚所見および自覚症状と角膜知覚・痛覚(全体 n=60) 

痛みの自覚症状と角膜痛覚のみに弱い正の相関が認められた。 *, p<0.05。 
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自覚症状 

  異物感 疲れ 乾き 痛み 開けづらさ 早朝不快感 見えづらさ 合計 

知覚 -0.15  -0.14  0.08  -0.24  -0.10  -0.13  -0.39  -0.30  

痛覚 0.23  0.29  0.39  0.79*  0.17  0.37  0.39  0.52*  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  他覚所見 

  SPK BUT Schirmer 

知覚 0.32  -0.12  0.11  

痛覚 0.08  0.30  0.20  

表 5 他覚所見および自覚症状と角膜知覚・痛覚(角膜痛覚過敏 n=24) 

痛みおよび自覚症状の合計点と角膜痛覚のみに有意な正の相関が認められた。 

**, p<0.01。 
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図 14 角膜痛覚過敏を有する BUT 短縮型ドライアイ患者における角膜痛覚と痛みの

自覚症状 

角膜痛覚過敏を有する症例では、角膜痛覚と痛みの自覚症状に有意な正の相関が認

められた。 

図 15 角膜痛覚過敏を有する BUT 短縮型ドライアイ患者における角膜痛覚と 

自覚症状 

角膜痛覚過敏を有する症例では、角膜痛覚と自覚症状の合計点に有意な正の相関

が認められた。 
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考察 

 本検討において、BUT 短縮型ドライアイ患者は健常者と比較して角膜知覚はほぼ変わりないに

も関わらず、角膜痛覚については有意に亢進していることが示された。また、BUT 短縮型ドライア

イ患者の角膜痛覚と痛みの自覚症状には弱い正の相関が認められた。さらに、角膜痛覚過敏を

有する BUT 短縮型ドライアイ患者に限定すると、角膜痛覚と痛みの自覚症状は強く相関してい

た。これらの結果は、BUT 短縮型ドライアイ患者における角膜痛覚の亢進を示していると考えら

れる。痛覚過敏は、通常の痛み刺激に対しても強く痛みを感じてしまうことと定義されるが

(Moalem and Tracey, 2006)、角膜痛覚過敏が BUT 短縮型ドライアイ患者の自覚症状と関連して

いることが本研究から示された。 

本検討で対象とした BUT 短縮型ドライアイ患者は、上皮障害や涙液量においては健常者と比

較して有意な変化は認められず、眼表面の他覚所見は軽微であったと言えるが、自覚症状として

は様々なドライアイ症状を有していた。このように軽微な他覚所見からは説明困難な強い自覚症

状を呈しているという状態は、その支配領域の神経に何らかの感受性変化が生じていることを意

味する。整形外科領域における代表的な慢性疼痛である慢性腰痛でも、近年これに類似した現

象が注目されている。腰椎 MRI などの他覚的な画像検査からは明らかな異常が検出されないに

も関わらず、慢性的に持続する腰痛を訴える患者が 8 割を超えるとも指摘されており、その多くに

支配領域神経の感受性変化が関わるとされている。この腰痛に関する知見は、BUT 短縮型ドライ

アイ患者においてもその支配神経である角膜神経の感受性変化が生じている可能性を推測させ

るものである。 

知覚神経のその支配領域における感受性変化を評価する方法として、実臨床では機械的刺

激の閾値を測定するのが一般的である。Cochet-Bonnet 角膜知覚計は 1960 年代に Cochet と

Bonnet が開発して以来、角膜知覚を臨床的に評価できる方法として広く用いられてきた(Cochet 

and Bonnet, 1961)。この角膜知覚計を用いた検討によって、涙液減少型ドライアイ患者では角膜

知覚が低下することは以前から報告がある(Xu et al., 1996)。したがって、我々は BUT 短縮型ドラ

イアイ患者では角膜知覚が亢進し、角膜が鋭敏になることで他覚所見からは説明困難な強いドラ

イアイ症状を呈していると仮説をたてた。そこで、まず BUT 短縮型ドライアイ患者の角膜知覚を

Cochet-Bonnet 角膜知覚計を用いて測定してみたが、非常に強い自覚症状を呈する症例であっ

ても、健常者と比較して角膜知覚の亢進は検出できなかった。本結果からは、Cochet-Bonnet 角

膜知覚計は最大長が 60mm であり、さらに微弱な刺激を与えることのできる機器がなければ BUT

短縮型ドライアイ患者における知覚亢進を検出できない可能性が考えられた。実際に、蒸発亢進

型ドライアイでは必ずしも角膜知覚は低下しないことも報告されているため(Rahman et al., 2015)、

妥当な推論であると考えている。しかし、角膜知覚測定時にナイロンフィラメントで触知する際に、

健常者では触知したことを申請者に伝えてくれるのみであったが、BUT 短縮型ドライアイ患者で

は触知したことを伝える前に痛みを感じて閉瞼し、申請者に痛みを伝える者が多かった。そこで、

申請者は角膜知覚の測定に加えて、被験者が痛みを感じているかを調べるため角膜痛覚を定

義し、評価の一項目に加えることにした。 
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角膜痛覚も含めた検討結果は、BUT 短縮型ドライアイ患者では健常者と比較して角膜知覚は

保たれるが、角膜痛覚は亢進しているというものであった。角膜痛覚を検討に加えることによって、

健常者と BUT 短縮型ドライアイ患者の角膜神経の感受性には差異があることが示され、当初の

仮説を支持する結果が得られた。しかし、角膜痛覚と自覚症状の相関を検討したところ、痛みの

自覚症状と弱い相関が得られるのみであり、自覚症状を説明する因子としては角膜痛覚の値だ

けでは不十分であると考えられた。眼表面には機械的刺激のみならず、涙液の蒸発のため気化

熱が奪われることによる温度低下や涙液浸透圧上昇などの刺激があり、これらは乾燥感として知

覚されることが既に知られている。そのため、自覚症状を説明するには機械的刺激に対する感受

性変化のみならず、その他の侵害刺激による感受性変化の検討も必要だと考えられた。 

次に、機械的刺激に対する感受性が亢進している BUT 短縮型ドライアイでは、角膜痛覚の亢

進がその自覚症状を説明できる可能性があると考え、痛覚過敏を有する BUT 短縮型ドライアイ

に限定して角膜痛覚と自覚症状の相関を検討した。痛覚過敏とは、痛み刺激に対して通常よりも

強く感じてしまうような神経学的異常であると定義される(Moalem and Tracey, 2006)。検討結果は、

角膜痛覚が 40 ㎜以上の痛覚過敏を有する BUT 短縮型ドライアイ患者では角膜痛覚の値と痛み

の自覚症状に相関が認められるというものであった。これらの結果は、BUT 短縮型ドライアイ患者

の自覚症状の一部は、機械的刺激に対する角膜痛覚過敏によって説明が可能であることを示し

ている。また、痛覚過敏は神経障害性疼痛の特徴的な兆候の一つである。神経障害性疼痛とは、

体性感覚系の障害や疾病によって生じる痛みのことであるが(Moalem and Tracey, 2006)、ドライ

アイ患者においては角膜に神経障害性疼痛を生じている可能性が推測されており(Belmonte et 

al., 2015; Borsook and Rosenthal, 2011; Galor et al., 2015)、我々の結果も BUT 短縮型ドライア

イ患者において神経障害性疼痛が生じていることを示唆するものと考えられた。 

前述の慢性腰痛においては、支配領域の神経の感受性変化、すなわち神経障害性疼痛を契

機として腰痛が慢性化していくことが想定されている。一般的には、ドライアイは眼の慢性疼痛と

いう認識はなされていないが、器質的原因が回復した後も疼痛が 3 か月以上持続する場合は慢

性疼痛と定義されるため、疼痛という視点からはドライアイも眼の慢性疼痛、すなわち慢性眼痛と

して捉えることができる。ドライアイ患者においても腰痛などと同様に、角膜における神経障害性

疼痛が慢性化に寄与している可能性が考えられる。 

本研究を解釈する上で留意点が４つ挙げられる。まず初めに、本検討における BUT 短縮型ド

ライアイ患者では BUT の低下はみられるが、涙液中ムチン濃度など BUT の低下につながる涙液

組成を評価することができなかった。次に、本検討では機械的痛覚過敏のみを測定しており、温

度感受性もしくは化学性痛覚過敏がドライアイ症状の発現に関与しているかは不明である。3 点

目として、BUT 短縮型ドライアイ患者の一部には角膜神経障害性疼痛が生じていると考えられる

が、角膜神経の形態学的な異常を本検討では評価できなかった。最後に、Cochet-Bonnet 角膜

知覚計は 5mm 以下の痛覚閾値もしくは 60mm 以上の知覚閾値を定量することができず、過小評

価もしくは過大評価となっている可能性がある。最後の点については、角膜知覚および痛覚をよ

り正確に定量できる装置が必要であり、今後の詳細な検討が望まれる。 
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以上、我々は Cochet-Bonnet 角膜知覚計を用いて角膜痛覚を測定することで、ドライアイ症状

の重症度と角膜痛覚過敏が相関することを示した。近年、ドライアイ患者の神経学的異常を診

断・治療しようという検討が行われており(Dieckmann et al., 2017; Galor et al., 2018)、ドライアイ患

者に対して鎮痛を目的にした治療法が注目を集めている(Benitez-Del-Castillo et al., 2016)。本

検討で得られた知見は、ドライアイ患者に対する鎮痛治療の臨床的な根拠の一つと考える。 

 

結論 

１． BUT 短縮型ドライアイでは健常者と比較して角膜知覚には変化がなかった。 

２． BUT 短縮型ドライアイでは健常者と比較して角膜痛覚が亢進していた。 

３． 痛覚過敏を有する BUT 短縮型ドライアイでは痛みの自覚症状と角膜痛覚が強く相関してい

た。 

４． 本検討から、BUT 短縮型ドライアイの自覚症状発現には角膜痛覚過敏が関連していることが

示唆された。 

 

以上の検討結果を、我々は学術誌 Ocular Surface に報告した(Tagawa et al., 2018)。 
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第 2 章 

コレシストキニン受容体はドライアイの痛覚過敏に対する新規治療標的である  

- レバミピドの作用機序解明から - 

 

緒言 

  ドライアイは様々なリスク因子がある疾患であり、涙液の量・質の低下による涙液層の不安定

性、角結膜上皮の親水性の低下、マイボーム腺機能障害、さらにはそれらが眼表面における涙

液浸透圧の上昇、炎症などを引き起こし悪循環を生じることがその主要な発症機序と考えられて

きた(Craig et al., 2017)。しかし、近年になって角膜神経の神経障害性疼痛が様々なドライアイ症

状の発現に強く関与することが示され、注目を集めている(Rosenthal and Borsook, 2016)。第 1 章

では、BUT 短縮型ドライアイ患者における角膜痛覚過敏が説明困難な自覚症状と他覚所見の乖

離の原因であり、角膜に神経障害性疼痛が生じている可能性を指摘したが、第２章ではその詳

細な機序についての検討をおこなった。 

ドライアイに対する治療は従来水分の補充で十

分であると考えられていたが、痛覚過敏の合併が疑

われるような強い自覚症状を有する症例では既存

治療に抵抗を示すことから、新規治療薬の登場が

期待されていた。近年、胃炎・胃潰瘍の治療薬であ

るレバミピドの適応が拡大され、日本においてドライ

アイ治療薬として用いられるようになった。実際にド

ライアイ患者にレバミピド点眼を開始すると、眼表面

の他覚所見の改善に先行して自覚症状が改善す

ることをしばしば経験する。このドライアイに対する

レバミピドの治療効果は炎症抑制や杯細胞数増加

によるムチン産生などで説明されているが(Rios et 

al., 2008; Takeji et al., 2012; Urashima et al., 

2012)、この自覚症状のみが改善する詳細なメカニ

ズムは同剤の開発から 30 年以上経過した現在も不

明なままである。 

過去の報告からは、レバミピドが膵臓の腺房細胞

においてコレシストキニン(CCK)１受容体の部分作

動薬として作用し、細胞内Ca振動およびアミラーゼ

分泌を引き起こすと報告されている(図 16)(Moon et 

al., 2000; Moon et al., 2004)。CCK は生体内に広く

分布する消化管ホルモンあるいは神経ペプチドで

あり(Van Dijk et al., 1984)、その受容体は G タンパ

図 16 CCK およびレバミピドと CCK

受容体 

A:CCK は、CCK-1R, -2R 両者に結

合能を有する。B:レバミピドは CCK-

1R に結合するとの既報がある。 
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ク質共役型受容体（GPCR）である CCK１受容体(CCK-1R)および 2 受容体(CCK-2R)である。

CCK-1R は摂食、消化、体温調節などに、CCK-2R は行動や不安衝動などに関与することが知

られている(Crawley and Corwin, 1994)。CCK-１R と２R はそれぞれ異なる機能を有していると考

えられているが、どちらの受容体も痛みに関与することが示されている。さらに、CCK 受容体に対

する競合的拮抗薬が麻薬耐性の神経障害性疼痛を抑制することが以前から知られており、CCK

とその受容体が慢性疼痛に対する新規治療標的になる可能性が指摘されている(Hanlon et al., 

2011; Kim et al., 2015)。ブラジキニンやセロトニンのような痛みを増強する発痛物質の受容体の

多くは GPCR である。これらの GPCR は代表的な痛みレセプターである transient receptor 

potential cation channel subfamily V member 1(TRPV1)を感作することが知られており(Bhave et 

al., 2003)、GPCR である CCK 受容体も TRPV1 経路に関与している可能性がある。しかし、CCK

が痛みに関与するという既報はあるが、TRPV1 の関与、そして CCK の痛みへの関与については

十分に解明がなされていない。 

本章では、ドライアイ患者と同モデル動物を用いてレバミピドの治療効果を評価し、ラット三叉

神経節細胞を用いてその詳細な機序について検討した結果を記述する。 
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方法 

１. 対象 

北海道医療大学病院眼科に外来通院していた BUT 短縮型ドライアイ患者（男性 7 例、女性

14 例 計 21 例、年齢 36-87 歳、平均年齢 62.5±14.8 歳）を対象とした。対象は全て日本人で

あった。本研究は、北海道医療大学病院における倫理審査委員会にて承認を受け(自主臨床研

究番号 #2012-007)、ヘルシンキ宣言にしたがって書面による十分な説明と同意を得た後におこ

なわれた。 

他覚所見は軽微ではあるが、強い自覚症状を有するBUT短縮型ドライアイ症例を対象とした。

選定基準は、レバミピドを除く他のドライアイ治療薬（人口涙液、ヒアルロン酸ナトリウム、ステロイド

など）では症状の改善が不十分で、ドライアイ症状を有し、BUT が 5 秒以下、涙液量については

シルマー試験 I 法（図 9）で 5mm 以上、角結膜上皮障害については van Bijsterveld system(van 

Bijsterveld, 1969)を用いて 9 点満点で評価を行い（図 10）、3 点以下のものを障害ありとした。症

状が強い眼を統計解析に用いたが、左右の眼が同程度の症状を有している場合は角膜痛覚が

より鋭敏な方を用いた。明らかな眼瞼痙攣、眼精疲労、半年以内に眼科手術の既往がある症例

は除外した。 

 

２. 治療 

患者は 1-2 週間レバミピド点眼によって治療された（1 日 4 回、2%レバミピド点眼、大塚製薬株

式会社、東京、日本）。全ての患者が一般的なドライアイ治療を受けており、効果が不十分な症

例であった。 

 

３. 自覚症状 

ドライアイ症状として、異物感・眼精疲労・乾燥感・眼痛・開瞼困難・早朝眼不快感・霧視の 7 項

目について、自己記入式の質問票（図 11）を用いてその頻度を 5 段階で評価した。頻度につい

ては、0-4 点(0:症状が全くない、1:ほとんどない、2:時々ある、3:頻繁にある、4:常にある)で評価

し、レバミピド点眼投与前後で比較した。 

 

４. 他覚所見 

眼表面の他覚所見の指標として、SPK、BUT、シルマー試験 I 法を用いた。涙液および角結膜

上皮をフルオレセインで染色し、SPK、BUT を計測した。耳側および鼻側の結膜と角膜をそれぞ

れ 3 点ずつ、計 9 点で角結膜上皮障害を評価した（図 10）。涙液層の安定性は、BUT を用いて

評価した。全ての対象者において SPK と BUT を測定した 10 分後に、角膜知覚および痛覚を測

定した。さらに、10 分後にシルマー試験 I 法を施行し涙液量を測定した。これらをレバミピド点眼

投与前後に比較検討した。 
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５. 角膜知覚・痛覚測定 

角膜知覚および角膜痛覚については、第１章で述べた手法（10-11 頁）を用いてレバミピド点

眼投与前後で測定した。 

 

６. 試薬 

カプサイシン、ブラジキニン(BK)、CCK(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)、Devazepide (CCK-1R 

antagonist, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA)、L365260 (CCK-2R antagonist, Tocris 

Bioscience, Bristol, UK)は購入した。レバミピドは大塚製薬（Tokyo, Japan）より供与を受けた。 

H89 (PKA inhibitor, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) と Bisindolylmaleimide I (BIM I, PKC 

inhibitor, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)は細胞内シグナル伝達を阻害するために用いられた。 

 

７. 動物 

本実験におけるラットの扱いは「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」に準拠し

ておこなった。また、Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO)で定められた

ガイドラインに基づいて実施した。実験プロトコルは北海道大学動物実験倫理委員会で承認され

(研究番号 #15-0093)、動物実験に伴う苦痛を最小限にして使用する動物の数をできるだけ減ら

すように最善の努力を図った。雌雄 Wistar ラット（clea Japan, Tokyo, Japan）を用いて、in vitro 実

験では 2-4 週齢、動物実験では 4-6 週齢のラットを用いた。CCK-1R が遺伝的に欠損している

Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF, 生後 4-6 週齢) ラット雌および OLETF のコント

ロールとして Long Evans Tokushima Otsuka(LETO, 生後 4-6 週齢)ラットの雌を用いた（Sankyo 

Labo, Tokyo, Japan）。 

 

８. 細胞培養 

二酸化炭素吸入による安楽死後にラットから三

叉神経節(TG)を摘出し(図 17)、Hank’s balanced 

salt solution に コ ラ ゲ ナ ー ゼ (1mg/ml, 

Worthington, Lakewood, USA), DNase (0.1g/ml, 

Roche, Indianapolis, USA) お よ び  trypsin 

(1mg/ml, Worthington, USA) を溶解し、処理し

た。三叉神経細胞はピペッティング操作で分離後

に 10％ウシ胎児血清およびペニシリン(100U/ml, 

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA)、ス

ト レ プ ト マ イ シ ン (100µg/ml, Thermo Fisher 

Scientific, Inc., Waltham, USA)添加 Dulbecco‘s 

Modified Eagle Medium を用いて 37℃、5％CO2, 

95%空気下で培養した。 

図 17 ラット三叉神経節(TG) 

断頭後に開頭し、頭蓋底にあるラット

三叉神経節（赤丸）を摘出した。 
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９. Ca イメージング 

分離されたラット三叉神経細胞を、poly-D-lysine (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)コーティング

されたカバーグラス上で 24 時間以上培養した。三叉神経細胞は界面活性剤である 0.002% 

cremophor EL (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) および Ca２＋ indicator である 10µM fura-2 

acetoxymethyl ester (Dojindo, Kumamoto, Japan)を添加された潅流液(137mM NaCl, 5.4mM KCl, 

10mM HEPES, 10mM D-glucose, 2.5mM CaCl₂, 1.2mM MgCl₂, NaOH で pH 7.4 に滴定)で 37℃、

30 分間静置した後に実験をおこなった。Fura-2 の蛍光強度は、蛍光強度イメージングシステム

(ORCA-ER, Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan)を搭載した倒立顕微鏡(Diaphot 300, Nikon, 

Tokyo, Japan)を用いて測定した（図 18）。2 秒ごとに 61.1msec 間の 340nm、380nm の紫外光で

前述の潅流液下にある三叉神経細胞に対して照射をおこない、340nm と 380nm の紫外光照射

による蛍光シグナル強度を 500nM で検出した。 

 

 

１０. 結合親和性測定 

ヒト CCK-1R リコンビナントタンパク質(PerkinElmer, Inc., Waltham, USA)を 50 mM Tris-HCl 緩

衝液(pH 7.4)に、ヒトCCK-2Rリコンビナントタンパク質(Merck Millipore, Burlington, USA)を50mM 

HEPES-NaOH 緩衝液(pH 7.4)にそれぞれ懸濁させ、 [125I]BH-CCK-8S および各種濃度のレバミ

ピドまたは CCK-８S を混合した溶液 250µl を作成し、25℃で 60 分間反応させた後に GF/C ガラ

ス線維濾紙を用いて吸引下で急速濾過を行うことによって反応を終了させた。緩衝液で 3 回洗

浄をおこなった後、濾紙の放射能活性をガンマカウンターで測定した。CCK-8S を過剰量(10µM)

加えたサンプルを測定することで非特異的な結合量を計算で求めた。レバミピドおよび CCK-8S

を添加していないときに観察される [125I]BH-CCK-8S の結合量を 100％として、レバミピドおよび

図 18 Fura-2 カルシウムイメージング 

(左)Fura-2 カルシウムイメージングに用いた機器。 

(右)顕微鏡下の潅流用チャンバーの中心にラット三叉神経細胞を培養したカバー

グラスを固定し、潅流下に実験を施行した。 
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CCK-8S が各濃度のときの結合率を算出した。以上の実験を独立して 2 回おこなって平均値を

算出し、CCK-1R および 2R に対するレバミピドと CCK-8S の結合親和性を回帰モデルを用いた

用量反応曲線から導いた(Sankaran et al., 1980)。  

 

１１.  蛍光 in situ hybridization 法 

CCK-1R(nucleotides 348–1658bp; GenBank accession number, NM_009827)および２R (206–

1243bp; NM_007627)のマウス cDNA フラグメントをコードする pBluescript II プラスミドベクターを

用いてジゴキシゲニン(DIG)およびフルオレセインラベルされた cRNA プローブを作成した。組織

切片は以前の報告にしたがってハイブリダイズさせた後に十分洗浄をおこなった(Yamasaki et al., 

2010)。DIG もしくはフルオレセインを免疫組織化学的手法によって検出するために、DIG 

blocking solution (1% blocking reagent [Roche Diagnostics, Basel, Switzerland]を含む TNT buffer

および 4% ヒツジ正常血清) に 30 分間、0.5% TSA blocking reagent (PerkinElmer) を溶解した

TNT buffer に 30 分間、さらに peroxidase-conjugated anti-DIG (Roche Diagnostics; 1:1000)もし

くは anti-fluorescein antibody (Roche Diagnostics; 1:1000)に 1 時間浸漬させた。二重染色をおこ

なうため、最初に FITC-TSA plus amplification kit (PerkinElmer, Waltham, MA)を用いて

peroxidase-conjugated anti-fluorescein antibody を発色させ、残存するペルオキシダーゼを 1%過

酸化水素水、30 分間で不活性化した後に、Cy3-TSA plus amplification kit (PerkinElmer)を用い

て peroxidase-conjugated anti-DIG antibody を発色させた。レーザー共焦点顕微鏡を用いて蛍

光画像を撮像し、mRNA の発現を評価した。 

 

１２.  抗体 

抗体は、北大医学部解剖学講座 解剖発生学教室で作成されたラット TRPV1 の C 末端 20 ア

ミノ酸残基に対するポリクローナル抗体を使用した。以下の分子に対する一次抗体を使用した：

phosphor-c-Fos (Cell Signaling Technology, Danvers, USA)、fluorogold (北大医学部解剖学講

座 解剖発生学教室より供与)。 

 

１３.  免疫組織化学 

ラットをペントバルビタール(200mg/kg)腹腔内投与により安楽死させ、生理食塩水および 4%ホ

ルムアルデヒド含有 0.1M リン酸緩衝液(PB; pH 7.4)による経心腔的潅流後に、さらに眼球、三叉

神経節、脳（延髄）を室温で 6 時間、4%ホルムアルデヒド含有 0.1M リン酸緩衝液(PB; pH 7.4)を

用いて後固定し、クライオスタットで30µm厚の凍結切片を作成するため30％スクロース含有0.1M 

PB に浸漬した。0.3% Triton X-100 含有リン酸緩衝液(PBS, pH 7.2)で 1 時間処理した後、内因

性ペルオキシダーゼ活性を阻害するために 0.3% H2O2/methanol に浸漬した。10%正常ロバ血清

で 20 分間ブロッキングし、一次抗体（1000 倍希釈）を一晩、Alexa 488、Cy3 もしくは Alexa 647

で標識された二次抗体(200 倍希, Invitrogen; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)で 2 時

間反応させた。レーザー共焦点顕微鏡を用いて蛍光画像を撮像し、発現を評価した。 
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１４.  角膜知覚神経の逆行性標識 

ラットに対してペントバルビタール(50mg/kg)腹腔

内注射による麻酔を行い、角膜上皮擦過後に逆行

性トレーサーである 2%フルオロゴールド (FG) 

(Fluorochrome Inc., USA)を溶解した生理食塩水を

ガラスピペット(G-1.2; Narishige)を用いてラット角膜

に点眼した。10 分間静置後に生理食塩水点眼で

洗浄し、FG が十分に洗浄されているかを紫外光で

確認した。5 日後、前項 13 で解説した方法で三叉

神経節の凍結切片を作成し、紫外線で励起される

FG 標識された角膜神経由来の三叉神経を同定し

た(図 19)。FISH と免疫組織化学による二重あるい

は三重染色の際には FG の免疫組織化学による検

出前に FISH が行われるが、FISH により FG の蛍光

が消失するため本検討ではFG トレーサーはウサギ

抗 FG 抗体(1000 倍希釈)および Cy3-labeled anti-

rabbit secondary antibody を用いて免疫組織化学

によって検出した。 

 

１５.  涙腺摘出および点眼処置 

雌の個体がドライアイ症状に対して鋭敏であると

報告されているため(Nakamachi et al., 2016)、雌の

LETO および OLETF ラットを用いた。ラットに対し

てペントバルビタール(50 mg/kg)腹腔内注射による

麻酔をおこない、右耳介下方を 15mm 横方向に切

開し、眼窩外涙腺（ELG）を摘出した(図 20)。角膜

上皮障害および涙液分泌を涙腺摘出前および 10

日 後 に 評 価 し た 。 レ バ ミ ピ ド 点 眼 (2%, Otsuka 

Pharmaceutical Co, Tokyo, Japan)30µl、あるいは生

理食塩水点眼 30µl を 1 日 2 回、10 日間毎日右眼

（ELG 摘出側）に点眼した。 

 

１６.  角膜上皮障害の評価 

角膜のフルオレセイン染色は、0.5%フルオレセインナトリウム溶液 2µl の点眼後にコバルトブル

ー光を用いて細隙灯顕微鏡で評価した。フルオレセインが過剰な場合は涙液三角の端から吸収

図１9 フルオロゴールドで逆行性標

識された三叉神経細胞 

ラット三叉神経節において、紫外線

励起によってフルオロゴールドで逆

行性標識された、角膜へ投射するラ

ット三叉神経細胞（赤矢頭）が観察

された。 

図 20 ラット眼窩外涙腺の摘出手法 

麻酔下のラットの右耳介下方を切開

し、眼窩外涙腺（黒点線）を摘出し

た。 
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して適切な量に調整した。角膜上皮障害は、角膜

を上方、中央、下方の 3 部位に分割し、それぞれ

0-3 点で評価した。フルオレセイン染色スコアは３

つの部位のスコアの合計点 0-9 点満点で評価した

(Ohguchi et al., 2013) (図 21)。 

 

１７.  綿糸法 

フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 含 有 の 綿 糸 (Zone-Quick; 

Menicon Co. Ltd, Nagoya, Japan)を用いた綿糸法

によって涙液分泌能を測定した。涙液分泌に影響

する自律神経系の反射を抑制するためにペントバ

ルビタール(50mg/kg)腹腔内注射により麻酔を施

行し、下眼瞼に綿糸先端を 30 秒間留置、涙液吸

収によって変色した長さを mm 単位で測定すること

によって涙液基礎分泌能を評価した（図 22）。 

 

１８.  点眼試験 

LETOもしくは OLETF ラットの眼表面に、TRPV1

アゴニストであるカプサイシン(10-4 M)を点眼し、痛

みに対する過敏性を評価するために、カプサイシ

ン点眼後 1 分間で前肢および後肢で目を拭った回数を計測した。カプサイシン点眼の 10 および

20 分前に、2%レバミピド点眼、CCK-2R antagonist である L-365260 (10-4 M)点眼、生理食塩水

点眼のいずれかを前投与した。 

 

１９.  リン酸化 c-Fos 陽性細胞の測定 

閂周囲 2mm 以内にある三叉神経脊髄路核中間/尾側亜核を同定し、ソフトウェア MetaMorph 

(Molecular Devices)により、リン酸化 c-Fos 陽性細胞の数を定量した。 

 

２０.  統計解析 

結果は平均値±標準誤差で示した。また各群間の比較検討は Student’s t-test を用いて解

析し、p 値が 0.05 を下回った場合に統計学的に有意差ありとした。 

  

図 22 綿糸法による涙液量測定 

綿糸を用いてラット眼の涙液量を測

定した。上方：眼窩外涙腺摘出後 

下方：正常眼。Bar=1cm 

 

0－3 

0－3 

0－3 

図 21 角膜上皮障害スコア 

角膜の上方・中央・下方の上皮障

害を 0-3 点で評価した。 
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結果 

1. レバミピド点眼は角膜痛覚と自覚症状を改善する 

BUT 短縮型ドライアイ患者にレバミピド点眼薬を使用した際に他覚所見に先行して自覚症状

が改善する機序を検討するために、BUT 短縮型ドライアイ患者 21 例の他覚所見、自覚症状と角

膜知覚・痛覚をレバミピド点眼前後に評価した。レバミピド点眼は、眼表面の他覚所見である SPK、

BUT、シルマー値については改善しなかったが（図 23）、眼の疲れ、乾燥、痛み、開瞼困難の自

覚症状を有意に改善した(n=21, *p<0.05 ** p<0.01, 図 24)。また、レバミピド点眼は角膜知覚を改

善しなかったが、角膜痛覚を改善した（n=21, ** p<0.01, 図 24）。 

 

図 23 レバミピド投与前後の前眼部写真および他覚所見 

A,B:レバミピド投与前後の前眼部写真、C:角結膜上皮障害、D:涙

液層破壊時間 、E:涙液量レバミピド投与前後の前眼部写真、他

覚所見には有意な改善は認められなかった。 N.S.：有意差なし。 
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図 24 レバミピド投与前後の自覚症状および角膜知覚・痛覚 

F-I: レバミピド投与前後の自覚症状（F: 疲れ G:乾き H：痛み 

I:開けづらさ）、J-K: レバミピド投与前後の J:角膜痛覚および K:

角膜知覚。レバミピド投与前後の自覚症状の平均値は、疲れ、乾

き、痛み、開けづらさで有意な改善が認められた。また、角膜痛覚

は有意に改善していたが、角膜知覚には変化が認められなかっ

た。 *, p<0.05, **, p<0.01。N.S.：有意差なし。 
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2. レバミピドは三叉神経細胞においてコレシストキニンの反応を抑制する 

レバミピド点眼が角膜の痛みを緩和するという前項の結果（図 24）は、同化合物が角膜知覚神

経にその作用点を有することを示唆していた。過去に、レバミピドは膵液分泌における CCK 経

路に作用することが報告されている(Moon et al., 2000)。CCK は 8 個のアミノ酸から構成される神

経ペプチドであり、三叉神経節細胞に発現する痛覚増強作用を有する分子として知られている

(Broberger et al., 2001; Idanpaan-Heikkila et al., 1997)。また、その受容体は7回膜貫通型GPCR

であり、三叉神経節細胞における発現が確認されている。本研究では、CCK が三叉神経に作用

するかどうかを検証するため、ラット培養三叉神経細胞を CCK で刺激した。CCK（1-100nM）は三

叉神経細胞に対して濃度依存的に細胞内カルシウム濃度の上昇を引き起こした(n=50, *p<0.05, 

図 25)。本検討では、CCK による細胞内カルシウム濃度上昇は潅流液からカルシウムを除去して

も 80%以上の細胞において抑制されなかったことから、同反応は細胞内カルシウムストア由来の

カルシウム動員と考えられた。 

次に、CCK に対するレバミピドの関与を調べるためにラット三叉神経細胞に CCK とレバミピド

を同時に投与したところ、CCK(100nM)による細胞内カルシウム濃度上昇はレバミピド(300µM)に

よって有意に抑制された（図 26）。さらに、レバミピド(3-300µM)は濃度依存的に CCK(100nM)によ

る細胞内カルシウム濃度上昇を抑制した（n=41-43, *p<0.05, **p<0.01, 図 26）。 
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図 25 三叉神経細胞および三叉神経細胞における CCK に対する応答 

A: 三叉神経細胞の顕微鏡像 Bar=20µm、B,C: CCK 投与(1-100nM)に対する三叉神経

細胞内 Ca2+濃度上昇の B:典型例 C:平均値のグラフ(n=50)。三叉神経細胞において、

CCK 投与に対して濃度依存的に、細胞内カルシウム濃度上昇がみとめられた。 *, p< 

0.05。 
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さらに、レバミピドの特異性を検討するために三叉神経細胞におけるブラジキニン(BK)誘導性

細胞内カルシウム濃度上昇をレバミピドが抑制できるかどうかを検討した。BK は最も強い内因性

痛覚増強物質であり(Tang et al., 2004)、ラット三叉神経細胞の細胞内カルシウム濃度上昇を引き

起こすことが知られているが(Kawaguchi et al., 2015)、レバミピドは BK による細胞内カルシウム濃

度上昇を抑制しなかった(n=40, 図 27)。さらに、レバミピドは 40ｍM KCｌによる細胞内カルシウム

濃度上昇も抑制しなかった。これらの結果は、レバミピドが三叉神経細胞において CCK の反応

を特異的に抑制することを示していた。 

 

 

図 26 三叉神経細胞における CCK 応答に対するレバミピドの効果 

A:1 回目 CCK(100nM)、2 回目 CCK(100nM)+レバミピド (300µM)、         

3 回目 CCK(100nM)を投与した際の細胞内 Ca2+濃度上昇の代表例、     

B:初回 CCK 投与に対する細胞内 Ca2+濃度上昇の割合(n=41)、C:レバミ

ピドの CCK 応答に対する抑制率(n=41-43)。三叉神経細胞において、

CCK 投与で生じる応答はレバミピドを同時に投与することで拮抗的に抑

制された。レバミピドは濃度依存的に CCK に対する応答に拮抗した。*, 

p<0.05, **, p<0.01 
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3. レバミピドはラット三叉神経細胞において CCK による TRPV1 の感作を抑制する 

レバミピド点眼がドライアイ患者の痛覚過敏を緩和するという臨床的検討結果（図 24）から、申

請者は痛みレセプターTRPV1 に着目した。レバミピドは CCK の反応を抑制するため、CCK と

TRPV1 の関係を調べる目的で TRPV1 アゴニストであるカプサイシンを三叉神経に 2 回繰り返し

投与した後に、2 回目のカプサイシン投与前に CCK を投与して 1 回目と 2 回目のカプサイシン

による反応に違いが生じるかを調べた。結果として、カプサイシンの 1 回目の投与と比べて、2 回

目のカプサイシンに対する細胞内カルシウム濃度上昇は CCK によって有意に増強されていた

（n=83, *p<0.05, 図 28）。一方、レバミピド(1mM)の存在下では、CCK のカプサイシンによる反応

への増強作用は観察されなかった。また、レバミピド単独ではカプサイシンに対する応答には影

響を与えなかった。これらのデータから、CCK は TRPV1 の活性を増強させ、レバミピドはその増

 

図 27 三叉神経細胞における BK 応答に対するレバミピドの効果 

A:1 回目 BK(100nM)、2 回目 BK(100nM)+レバミピド(300µM)、3 回目

BK(100nM)を投与した際の細胞内Ca2+濃度上昇の典型例、B:初回BK 投

与に対する細胞内 Ca2+濃度上昇の割合(n=40)。三叉神経細胞におい

て、BK に対する応答をレバミピドは全く抑制しなかった。  *,p<0.05, 

**,p<0.01 
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強作用を抑制することが示された。 

次に、CCK が TRPV1 を感作するメカニズムを明らかにするため、PKC 阻害薬である BIM 

I(1µM)を投与したところ、CCK のカプサイシンによる反応への増強作用は消失した（n=41, 図 29）。

これらのデータは、TRPV1 は PKC 経路を介して CCK によって感作され、その感作はレバミピド

によって阻害されることを示していた。 
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図 28 三叉神経細胞におけるカプサイシン応答に対する CCK および

レバミピドの効果 

A-D:1 回 目 カ プ サ イ シ ン (100nM) 投 与 後 、 B ： CCK(100nM) 

C:CCK(100nM)+レバミピド(300µM) D:レバミピド(300µM)をそれぞれ 8

分間継続投与し、2 回目カプサイシン(100nM)を投与した際の細胞内

Ca2+濃度上昇の代表例。三叉神経細胞において、カプサイシンに対す

る応答を CCK は増強するが、レバミピドはそれを抑制した。また、レバ

ミピド単独ではカプサイシン応答に影響を与えなかった。 
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4. ラット三叉神経細胞には CCK-1R, -2R, TRPV1 が発現している 

 CCK 受容体と TRPV1 の発現を確認するため、ラット三叉神経に対して FISH および免疫組織

化学をおこなった。CCK-1R および-2R の mRNA は TRPV1 陽性三叉神経細胞に発現していた

（図 30）。  

図 29 三叉神経細胞における CCK のカプサイシン応答増強に対

する PKC 阻害薬の効果 

A:1 回目カプサイシン(100nM)投与後、CCK(100nM)+BIM I(1µM) 

を 8 分間継続投与し、2 回目カプサイシン(100nM)を投与した際の

細胞内 Ca2+濃度上昇の代表例。三叉神経細胞において、CCKに

よるカプサイシン応答増強効果を PKC 阻害薬 BIM I が抑制した。

B: カプサイシンの初回に対する 2 回目の細胞内 Ca²⁺ 濃度上昇

の割合(n=41-102)。CCK はカプサイシン応答を増強し、レバミピド

もしくは PKC 阻害薬 BIM I によってその増強効果が抑制された。

*, p<0.05。 
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角膜に投射する三叉神経を同定するために、逆行性トレーサーである FG をラット角膜から投

与し、FG 標識された三叉神経細胞に CCK-1R および-2R、TRPV1 が発現することを確認した(図

31)。これらの結果は、角膜へ投射する TRPV1 陽性三叉神経細胞には CCK-1R および-2R が発

現していることを示していた。 

  

図 30 三叉神経細胞における CCK 受容体、TRPV1 の発現 

A:CCK-1R(ISH,赤)、B:CCK-2R(ISH,緑)、C:TRPV1（免疫染色、青）、

D：Merge 像。三叉神経細胞において、CCK-1R, -2R mRNA が TRPV1

陽性細胞に共発現していることが確認された。 
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5. CCK-2R 阻害薬はラット三叉神経において CCK による細胞内カルシウム濃度上昇および

TRPV1 感作を抑制する 

レバミピドの作用は CCK 受容体どちらのサブタイプに由来しているのかを同定するために、

CCK-1R もしくは-2R の阻害薬および CCK-1R を遺伝的に欠損している OLETF ラットを用いて

実験をおこなった。OLETF ラットから採取した三叉神経節細胞では、CCK-1R 阻害薬である

devazepide(1µM) を投与しても CCK による細胞内カルシウム濃度上昇は変化しなかった（n=32, 

図 32）。一方、CCK-2R 阻害薬である L365260(10µM)の投与は CCK による細胞内カルシウム濃

度上昇を抑制した（n=32, **p<0.01, 図 32）。 

次に、CCK による TRPV1 感作作用に対する CCK 受容体阻害薬の影響を調べたところ、CCK

のカプサイシン反応に対する増強作用は L365260(10µM)で有意に抑制されたものの、

devazepide(1µM)では影響されなかった(n=38-43, 図 33)。これらの結果は、CCK による細胞内カ

ルシウム濃度上昇と TRPV1 の感作には CCK-2R が関与していることを示唆していた。 

図 31 角膜へ投射する三叉神経細胞におけ CCK 受容体、TRPV1 の発

現 

F:FG(免疫染色,赤)、G:CCK-1R(ISH,緑)、H:TRPV1（免疫染色、青）、I：

Merge 像。J:FG(免疫染色,緑)、K:CCK-2R(ISH,赤)、L:TRPV1（免疫染

色、青）、M：Merge 像。抗 FG 抗体陽性の三叉神経細胞は角膜へ投射

する三叉神経細胞であり、CCK-1R もしくは -2R の mRNA が TRPV1

陽性細胞に共発現していることが確認された。 
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図 32 CCK 応答に対する CCK 受容体阻害薬の作用 

A,B: A:1 回目 CCK(100nM)、2 回目 CCK(100nM)+CCK-1R 阻害薬

devazepide(1µM)を, B:1 回目 CCK(100nM)、2 回目 CCK(100nM)+CCK-

2R 阻害薬 L365260(10µM)を投与した際の細胞内 Ca2+濃度上昇の代表

例。C: CCK の初回に対する 2 回目の細胞内 Ca²⁺ 濃度上昇の割合

(n=32)。CCK による細胞内カルシウム濃度上昇を CCK-1R 阻害薬

devazepide は抑制しなかったが、CCK-２R 阻害薬 L365260 は抑制し

た。**, p<0.01。 
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図 33 CCK のカプサイシン応答増強効果に対する CCK 受容体阻害

薬の作用 

A,B:1 回目カプサイシン(100nM)投与後、A：CCK(100nM)+CCK-1R 阻

害 薬 devazepide(1µM) 、 B:CCK(100nM)+CCK-2R 阻 害 薬

L365260(10µM)を 8 分間継続投与し、2 回目カプサイシン(100nM)を投

与した際の細胞内 Ca2+濃度上昇の代表例。C: カプサイシンの初回に

対する 2 回目の細胞内 Ca²⁺ 濃度上昇の割合(n=38-43)。CCK による

カプサイシン応答増強効果を、CCK-1R 阻害薬は抑制しなかったが、

2R 阻害薬は抑制した。*, p<0.05, **, p<0.01, N.S.：有意差なし。 
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CCK-1R 欠損 OLETF ラットの三叉神経細胞においては、低濃度の CCK(10nM)でも CCK-2R

を介していると推測される十分な細胞内カルシウム濃度上昇が認められた。ところが、OLETF 由

来の三叉神経細胞では、CCK による細胞内カルシウム濃度上昇はレバミピド(30µM)によって抑

制されなかった（n=25, 図 34）。 

OLETF ラットの三叉神経細胞においてカプサイシンに対する反応を CCK が増強するかを検

討したが、CCK およびカプサイシンの両者に感受性のある細胞の数は全体の 3%未満であり、野

生型に比べて非常に少なくなっていたため、本研究ではその評価ができなかった。 

 

 

 

図 34 CCK-1R 欠損 OLETF ラット三叉神経細胞における CCK 応答

に対するレバミピドの効果 

A:1 回目 CCK(100nM)、2 回目 CCK(100nM)+レバミピド(300µm)を投与

した際の細胞内 Ca2+濃度上昇の代表例。B: CCK の初回に対する 2 回

目の細胞内 Ca²⁺ 濃度上昇の割合(n=25)。CCK-1R 欠損ラット三叉神

経細胞においては、CCK に対する応答をレバミピドは抑制しなかっ

た。N.S.：有意差なし。 
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6. レバミピドは CCK-1R に結合する 

CCK-2R 阻害薬は野生型ラットの CCK の細胞内カルシウム濃度上昇を十分に抑制したが、レ

バミピドは CCK-1R 欠損 OLETF ラットの三叉神経細胞の CCK-2R 由来の細胞内カルシウム濃

度上昇を抑制しなかった。さらに詳細な検討をおこなうために、まずレバミピドがヒト由来 CCK-1R

および-2R に結合するのかをアイソトープ標識されたリガンド[125I]BH-CCK-8S を用いて評価した。

CCK-1R に対する IC50 は CCK-8S は 1.63nM, レバミピドは 47.0µM だった。CCK-2R に対する

IC50 は CCK-8S は 0.56nM だったが、レバミピドは 1mM までの濃度では少なくとも CCK-2R には

結合しないという結果だった(図 35)。これらの結果は、レバミピドは CCK-2R ではなく、CCK-1R

に結合することを示していた。 

図 35 レバミピドの CCK 受容体に対する結合親和性測定 

A,B: A:CCK-1R, B:CCK-2R に対するレバミピドの CCK に対する

結合阻害率。レバミピドは CCK-2R には結合しなかったが、CCK-

1R に結合した。 
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7. レバミピドもしくは L365260 点眼はラットにおいてカプサイシン点眼による角膜痛覚過敏を抑

制する 

眼窩外涙腺摘出によってドライアイを誘発したラットモデルでは、涙液量が低下して角膜上皮

障害と角膜痛覚過敏を生じた（n=6-27, *p<0.05, 図 36, 37）。誘導されたカプサイシン点眼に対

する痛覚過敏は、レバミピドもしくは L365260 点眼の前投与によって抑制された。一方、CCK-1R

欠損 OLETF ラットでは眼窩外涙腺摘出によって涙液量減少と角膜上皮障害は LETO ラットと同

程度まで引き起こすことができたものの、カプサイシン点眼に対する痛覚過敏を誘導することはで

きなかった(n=6-27, 図 36, 37)。 

図 36 眼窩外涙腺摘出ラットの角結膜上皮障害および涙液量 

A:角膜上皮障害スコア B：綿糸法による涙液量測定(n=6-27)。眼

窩外涙腺摘出ラットでは、角結膜上皮障害および涙液量減少を

生じ、レバミピド投与でそれらは改善しなかった。OLETF ラットでも

眼窩外涙腺摘出により角結膜上皮障害および涙液減少が生じ

た。 *, p<0.05。 
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８、 レバミピド点眼は慢性眼痛を緩和する 

角膜痛覚を支配する三叉神経の投射先である三叉神経脊髄路核中間-尾側亜核（Vi/Vc）の

活性化を調べた。眼窩外涙腺摘出によって三叉神経脊髄路核中間-尾側亜核が活性化されるこ

とについては既報があるため(Katagiri et al., 2015)、同領域におけるリン酸化 c-Fos 陽性細胞数

を神経活動のマーカーとして評価した。 

眼窩外涙腺摘出ラットの延髄における三叉神経脊髄路核中間-尾側亜核にリン酸化 c-Fos の

発現が認められたが、対側（眼窩外涙腺を摘出していない側）ではほとんど発現していなかった

(図 36)。さらに、1 日 2 回、10 日間のレバミピド点眼投与によって、角膜上皮障害や涙液量に改

善は認められなかったが、三叉神経脊髄路核中間-尾側亜核におけるリン酸化 c-Fos の発現は

有意に抑制されており、鎮痛効果が示された。(n=9, *p<0.05, 図 38) 

 

図 37 眼窩外涙腺摘出ラットへのカプサイシン点眼投与時の     

眼を拭う回数 

カプサイシン点眼(100µM)投与後 1 分間のラットが眼を拭った回数

(n=11-17)。2%レバミピドもしくは CCK-2R 阻害薬 L365260(100µM)はカ

プサイシン点眼の 20 分前、10 分前に前投与した。眼窩外涙腺摘出ラ

ットでは、カプサイシン点眼投与に対して眼を拭う回数が増加してい

た。レバミピドあるいは CCK-2R 阻害薬 L365260 の前投与は、眼窩外

涙腺摘出していないラットでは眼を拭う回数に影響を与えなかったが、

眼窩外涙腺摘出ラットでは眼を拭う回数の増加を抑制していた。

OLETF ラットでは眼窩外涙腺摘出をおこなっても、眼を拭う回数の増

加が生じなかった。 



46 

 

  

図 38 眼窩外涙腺摘出ラットにおけるレバミピドの Vi/Vc におけるリ

ン酸化 c-Fos 発現の抑制作用 

A-B:眼窩外涙腺摘出ラットの三叉神経脊髄路核中間-尾側亜核に

おけるリン酸化 c-Fos の免疫染色 A:生理食塩水、B:2%レバミピド 1

日 2 回、10 日間点眼後。C：三叉神経脊髄路核中間-尾側亜核にお

けるリン酸化 c-Fos 陽性細胞数(n=9)。眼窩外涙腺摘出ラットでは三

叉神経脊髄路核中間-尾側亜核におけるリン酸化 c-Fos の発現が

認められるが、レバミピド点眼投与によってリン酸化 c-Fos の発現が

抑制された。 
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考察 

本研究は、１）レバミピドはドライアイ患者の他覚所見の改善に先行してその自覚症状を改善

すること、２）レバミピドはドライアイ動物モデルにおける角膜痛覚過敏を改善し、その作用機序は

角膜神経に発現する CCK 受容体を介した痛み受容体 TRPV1 の感作抑制であること、の 2 点を

初めて明らかにした。 

実臨床では、レバミピドで治療されたドライアイ患者が非常に早期に自覚症状が改善するとい

うことをしばしば経験する。レバミピド点眼薬が認可されて間もない頃、申請者は眼表面異物感に

数年来悩まされているという BUT 短縮型ドライアイ患者にレバミピド点眼薬を処方した。3 日後、

その患者は長年苦しんだ眼表面の異物感が消失したと喜んで来院されたが、眼表面の他覚的

所見は全く変化していないということを経験し、この現象に強い興味を抱いた。当初、レバミピドの

ドライアイに対する治療効果は、その抗炎症効果、結膜杯細胞におけるムチン産生増加作用な

どによると考えられていたが(Takeji et al., 2012; Urashima et al., 2012)、これらの作用発現には 2

週間以上を要するため、その前に症状が早期に改善するメカニズムは十分には説明されていな

かった。第 1 章で述べた検討結果から、BUT 短縮型ドライアイ患者では角膜痛覚過敏が存在す

るという知見を得ていたため、実臨床での経験とあわせて、レバミピドの早期自覚症状改善効果

は角膜痛覚過敏の改善に起因しているという仮説をたて検討をおこなった。その結果、他覚所見

にはまだ改善が認められないレバミピド点眼開始 2 週間後という段階で、ドライアイ患者の自覚症

状と角膜痛覚過敏が有意に改善するという知見を得た。痛覚過敏は痛み刺激に対する感受性が

亢進する状態であるため痛み受容体である TRPV1 の感作が一因であると考えられる。事実、ドラ

イアイ患者に対する TRPV1 阻害薬 SYL1001 の治験(II 相)は既に施行されており、同阻害薬の点

眼は眼表面の他覚所見を改善せずにドライアイの自覚症状のみを改善するという結果が報告さ

れた(Benitez-Del-Castillo et al., 2016)。この結果は、本検討結果を支持する結果であると考えら

れる。一方、消化器疾患に対してレバミピドを服用しているドライアイ患者の自覚症状は改善しな

いため、レバミピドは末梢である角膜に直接作用することでその作用を発揮していると考えられる。

これらのことから、レバミピド点眼はドライアイ患者の角膜痛覚過敏を改善することで、他覚所見の

改善に先行して自覚症状を改善するという着想に至った。 

次に、レバミピドが角膜痛覚過敏を改善する機序に関する検討をおこなった。まず、レバミピド

はラット膵臓において CCK 受容体に作用すると報告されているため(Moon et al., 2000; Moon et 

al., 2004)、CCK に着目して実験をおこなった。CCK 阻害が神経障害性疼痛を改善することは既

に報告されていたため、レバミピドは CCK 受容体を阻害することで角膜痛覚過敏を改善している

という仮説をたて検討をおこなった。その結果、CCK は培養ラット三叉神経細胞において細胞内

カルシウム濃度上昇および痛み受容体 TRPV1 の感作を生じることが明らかとなった。CCK 受容

体は主に Gp/11 と共役する GPCR であり(Piiper et al., 1997)、今回観察された CCK による細胞内

カルシウム濃度上昇は PLC/IP3 経路を介した細胞内カルシウムストアから放出された Ca２＋による

と考えられる。一方で、CCK による TRPV1 の感作が PKC 阻害薬によって阻害されたことから、

PKC 経路を介した反応と推定される。膵臓や舌味覚細胞においても、CCK-1R はその下流で
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PKC を活性化することが報告されており(Herness et al., 2002; Wang et al., 1996)、さらに TRPV1

はブラジキニン、ヒスタミン、セロトニンのような痛覚増強作用のある物質によって PKC 経路を介し

て感作されることが知られている(Mandadi et al., 2011)。これらの既報は、CCK が PKC を介して

TRPV1 を感作しているという本検討結果を支持するものと考えられた。一方、レバミピドについて

は CCK による細胞内カルシウム濃度上昇および TRPV1 の感作の双方を抑制した。レバミピドは

ブラジキニンあるいは KCｌによる細胞内カルシウム濃度上昇には影響しないことから、CCK 受容

体に特異的に作用していると考えられる。これらの事実は、レバミピドが CCK 受容体を阻害し、

CCK による細胞内カルシウム濃度上昇と TRPV1 の感作を抑制することを示していた。 

また、本検討ではラット三叉神経細胞における CCK による細胞内カルシウム濃度上昇と

TRPV1 感作作用が、CCK-1R もしくは CCK-2R のどちらに由来した作用であるかを調べた。既

報においてレバミピドは CCK-1R に作用すると報告されていたため、まず「TRPV 感作は CCK-

1R に由来した作用であり、レバミピドは CCK-1R に結合することでその感作を抑制している」と仮

説をたてて、CCK 受容体の阻害薬による検討をおこなった。しかしその結果は、ラット三叉神経

細胞における CCK 刺激による細胞内カルシウム濃度上昇と TRPV1 感作作用は、CCK-2R 阻害

薬 L365260 によって抑制されるが、CCK-1R 阻害薬 devazepide では抑制されないというものであ

った。本結果とレバミピドの CCK 経路に対する抑制効果を併せ考えると、レバミピドは CCK-1R

ではなく、CCK-2R に対する抑制効果を有すると推測される。一方、結合親和性を測定した検討

ではレバミピドは CCK-2R ではなく、CCK-1R に結合するという結果となった。このように、カルシ

ウムイメージングによる生理学的な検討はレバミピドの CCK-2R に対する抑制効果を、結合親和

性を測定する生化学的な検討はレバミピドの CCK-1R への結合能を示しており、二つの結果は

当初の「TRPV 感作は CCK-1R に由来した作用であり、レバミピドは CCK-1R に結合することで

その感作を抑制している」という仮説を否定するものであった。そこで、レバミピドは CCK-1R に結

合して作用することで、CCK-2R 由来の細胞内カルシウム濃度上昇および TRPV1 感作を抑制す

ると仮説をたて直した。その仮説を検証するため CCK-1R 欠損 OLETF ラットの三叉神経細胞を

用いて、レバミピドの CCK に対する作用を検討した。結果は、CCK-1R 欠損 OLETF ラットの三

叉神経細胞においてレバミピドは CCK による細胞内カルシウム濃度上昇を抑制しなかった。この

ことは CCK-1R 非存在下ではレバミピドは CCK-2R を抑制できないことを意味しており、これらの

結果から導かれる推論は、「レバミピドは CCK-1R-2R ヘテロダイマーに作用して、CCK 経路を抑

制している可能性」であった。過去に GPCR は生理的な条件下でヘテロダイマーを形成すること

が知られており(Jordan and Devi, 1999; White et al., 1998)、CCK 受容体もヘテロダイマーを形成

するという知見が報告されている(Zhou et al., 2014)。また、CCK-1R 阻害薬 devazepide は CCK-

1R には結合するが、CCK-1R-2R ヘテロダイマーには結合できない一方で(Cheng et al., 2003)、

CCK-2R 阻害薬 L365260 は CCK-2R のみならず、CCK-1R-2R ヘテロダイマーにも結合能を有

することが既に示されている(Cheng et al., 2003)。レバミピドと同様に、CCK-2R 阻害薬 L365260

は CCK による細胞内カルシウム濃度上昇も TRPV1 感作もほぼ完全に抑制した。これらの知見

および本検討の結果は、CCK は CCK-2R のみを介してではなく、CCK-1R-2R ヘテロダイマー
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を介して細胞内カルシウム濃度上昇を引き起こし、レバミピドは CCK-1R-2R ヘテロダイマーを阻

害している可能性を示している。以上の検討結果から申請者が推測したレバミピド、CCK-1R、-

2R およびヘテロダイマーに対する結合様式仮説を図 39 に示す。 

図 39 CCK 受容体とそのリガンドの結合（仮説） 

A-D:A:CCK, B:CCK-1R 阻害薬 devazepide, C:CCK-2R 阻害薬

L365260, D:レバミピド と CCK-1R, -2R および-1R-2R ヘテロダイ

マーに対する結合様式の推測図。 
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また、これらの結果から推測されたレバミピドの角膜痛覚過敏改善機序仮説を図 40 に示す。し

かし、これらの解釈については CCK-1R-2R ヘテロダイマーにレバミピドが結合することを示すデ

ータが必要であり、今後さらに検討をおこなう予定である。 

図 40 レバミピドによる CCK 受容体を介した TRPV1 抑制機構（仮説） 

A-C:A:角膜神経末端において CCK-1R-2R ヘテロダイマーと TRPV1

が発現、B:CCK が結合して PKC シグナルが活性化されることで

TRPV1 が感作される。C:レバミピドは CCK に対して拮抗的に作用し

て、TRPV1 感作を抑制すると推測される。 
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最後に、上記 in vitro の検討で得られた TRPV1 感作を CCK 受容体が上流で制御するという

機構は、眼窩外涙腺摘出ラットに誘導された角膜痛覚過敏をレバミピドもしくは CCK-2R 阻害薬

L365260 の前投与で正常化できたことから、生体内でも機能していることが推測される。また、

CCK-1R 欠損 OLETF ラットにおいては眼窩外涙腺摘出による角膜痛覚過敏が誘導できなかっ

たことから、CCK-1R が痛覚過敏の誘導に必須であることが示唆されるが、ドライアイにおいて痛

覚過敏が生じる詳細な機序は未だに不明であり動物モデルを用いた更なる検討を行う必要があ

る。 

一般的に、炎症の持続や神経障害性疼痛は痛覚過敏を引き起こすことが知られている。ドライ

アイにおける痛覚過敏にも眼表面の炎症や角膜神経障害性疼痛の関与があると指摘されている

(Belmonte et al., 2015)。CCK受容体阻害薬は神経障害性疼痛による痛覚過敏を抑制するため、

CCK は神経障害性疼痛による痛覚過敏の発現に関与すると考えられてきたが(Coudore-Civiale 

et al., 2000; Hanlon et al., 2011; Idanpaan-Heikkila et al., 1997; Kim et al., 2015; Zhou et al., 

1993)、近年では炎症の持続による痛覚過敏発現にも CCK 受容体が重要な役割を果たすことが

指摘されている(Yin et al., 2016)。ドライアイの自覚症状が神経障害や炎症による痛覚過敏を原

因としているならば、眼表面の内因性 CCK はドライアイで生じる痛覚過敏の一因である可能性が

ある。抗炎症作用や結膜杯細胞数増加はドライアイの他覚所見に対するレバミピドの長期効果と

して報告されているが(Urashima et al., 2012)、そのメカニズムも未だに明らかにされていない。

CCK-1R は炎症細胞にも発現していると報告されており(El-Kassas et al., 2016; Jia et al., 2014)、

レバミピドの抗炎症効果にも関係している可能性がある。これらの事実は、CCK が炎症と痛覚過

敏の両者に関与することでドライアイの病因に重要な役割を果たしていることを疑わせるものだが、

現時点で眼表面における CCK の生理的役割は未だ十分に解明されておらず、今後の研究が期

待される。 

以上、申請者が大学院在学中に臨床および基礎的実験からドライアイと角膜神経の関係につ

いて検討した結果をまとめた。ドライアイにおいて鎮痛をターゲットに開発された治療薬は、現在

のところ存在しない。本研究はレバミピドが鎮痛によってドライアイの自覚症状を軽減するタイプ

の薬剤であることを明らかとし、レバミピドによる鎮痛を標的とした治療を従来の涙液や上皮、炎

症を標的にしたドライアイ治療に加えることで、自覚症状と他覚所見の両面からドライアイを加療

することが可能となることを示すものである。近年、ドライアイ患者の角膜末梢神経の感受性変化

が自覚症状発現に重要であることが指摘されており(Belmonte et al., 2015; Dieckmann et al., 

2017)、ドライアイによる慢性的な眼痛を改善するには鎮痛薬投与という戦略が効果的であると考

える。本研究は、CCK もしくはその受容体がドライアイに対する新たな鎮痛治療の標的であること

を明らかとした。本研究の成果が、CCK 経路を標的としたドライアイ治療における新規創薬に寄

与することを強く望む。 
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結論  

１． BUT 短縮型ドライアイにおいてレバミピドは角膜痛覚を抑制し、自覚症状を改善した。 

２． ラット培養三叉神経細胞においてレバミピドは CCK による細胞内カルシウム濃度上昇を抑制

した。 

３． CCK は TRPV1 を感作し、レバミピドは CCK による TRPV1 の感作を抑制した。 

４． CCK-2R 阻害薬 L365260 は CCK による細胞内カルシウム濃度上昇および TRPV1 の感作

を抑制した。 

５． CCK-1R 欠損 OLETF ラット三叉神経細胞において、レバミピドは CCK による細胞内カルシ

ウム濃度上昇を抑制しなかった。 

６． 結合親和性を検討した結果、レバミピドは CCK-1R に結合することが確認された。 

７． レバミピドおよび L365260 は眼窩外涙腺摘出ドライアイモデルラットの角膜痛覚過敏を抑制

した。 

８． CCK-1R 欠損 OLETF ラットでは眼窩外涙腺摘出による角膜痛覚過敏を誘導できなかった。 

９． レバミピドは、角膜神経に由来する三叉神経脊髄路核中間-尾側亜核の c-Fos 発現を抑制

した。 
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総括 

第 1 章 

BUT 短縮型ドライアイの他覚所見からは説明困難な強い自覚症状の発現には、角膜痛覚過

敏が関与していることが示唆された。 

 

第 2 章 

レバミピドは CCK 経路を介してドライアイの角膜痛覚過敏を抑制することで自覚症状を改善し

ていると考えられた。CCK もしくはその受容体はドライアイの角膜痛覚過敏に対する治療ターゲ

ットになる可能性がある。 

 

従来、ドライアイの治療ターゲットは眼表面の涙液や上皮であったが、ドライアイの中に角膜痛

覚過敏がある一群が存在することを示せたことで、角膜神経が新たなターゲットとなりうること、さら

に CCK 経路がその分子標的になる可能性を示すことができた。ドライアイというバスケットネーム

で診断されている患者の中には、極めて強い眼不快感に苛まれ、ほとんどの時間を閉瞼して過

ごすなど著しい QOL の低下をきたす症例が存在する。そのようなケースを解決するためにも、今

後は神経をターゲットにした治療薬開発が急務であり、本研究を基に更なる病態解明と治療薬開

発に結び付けたいと考えている。 
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