
平成 8年 7月 10日

培養ニワ トリ胚網膜色素上皮細胞のプロスタグランジン D2の合成 と代謝

正,山川 良治,山城あけみ,長瀧 重智

琉球大学医学部眼科学教室

城 間

要

培養ニワ トリ胚網膜色素上皮におけるプロスタグラン

ジン(prostaglandin,PG)D2の 産生 と代謝を検討 した。

産生については,培養ニワ トリ胚網膜色素上皮細胞を 1‐

14Cア ラキ ドン酸でラベル し,培養液中のプロスタグラ

ンジ ン合成 を薄層 ク ロマ トグラフィー(thin layer

chromatography,TLC)で検出し,産生量をラジオイム

ノアッセイ(radioimmunoassay,RIA)で 測定 した.代謝

については,プ ロスタグランジンの代謝酵素である 15位

プロスタグランジン脱水素酵素活性を分光光度計で測定

した。TLCで培養液中に PGD2が検出されたが,イ ン ド

メタシン(10-5M)を 培養液に添加すると検出されなかっ

た。RIAで は PGD2が定常状態で 198± 50 pg/6× 105/2

hours検 出されたが,こ の値は PGE2,PGF2α よりも高

約

かった。また,ホモジナイズ した培養ニワ トリ胚網膜色素

上皮細 胞 の 10,000g上 清 に nicotinamide adenine

伍nucleotide phosphate(NADP)依 存性 15位プロスタ

グランジン脱水素酵素活性が示された。以上の結果から,

培養ニワ トリ胚網膜色素上皮細胞はPGD2を産生 し,代

謝 していると考えられた。(日 眼会誌 100:501-506,

1996)

キーワー ド 培養ニワ トリ胚網膜色素上皮細胞,プ ロス

タグ ラ ンジ ンD2,薄 層 ク ロマ トグ ラ

フィー,ラ ジオイムノアッセイ,15位プロ

スタグランジン脱水素酵素
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Abstract
The production and metabolism of prostaglandin PGE, and PGFrr. The nicotinamide adenine dinu-

(PG) D, in cultured chick retinal pigment epithelial cleotide phosphate (NADP)-linked 15-hydroxypros-
(RPE) cells were studied. The production of PGD, taglandin dehydrogenase activity was deteced in the
was evaluated using thin layer chromatography 10,000 g supernatant of the RPE cells. These results
(TLC) after labeling the RPE cells with l-'oCara- demonstratedthatculturedchickRPEcellsproduce
chidonic acid (AA) and radioimmunoassay (RIA). and metabolize PGDz. (J Jpn Ophthalmol Soc 100:
The metabolism was evaluated by measuring the 501-506, 1996)

activity of 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase.
The conversion of AA to PGD, was detected by TLC, Key words : Cultured chick retinal pigment epi-
and this conversion was inhibited with indometh- thelial cells, Prostaglandin Dr, Thin
acin (10-5M). In a steady state, 198+50pg/6x10u layerchromatography,Radioimmuno-
cells/2 hours of PGD, was detected by RIA. The assay, lS-hydroxyprostaglandin dehy-
amount of PGD, was greater than that of both drogenase

I緒  言

プロスタグランジン(prostaglandin,PG)は 局所のホ

メオスタシスの維持に関わるオータコイ ドの一つで,眼

におけるプロスタグランジンの役割 については角

膜1)～ 3),水 晶体4),毛
様体5),網膜6)～ 15)な ど,多 くの組織で研

別刷請求先 :903-01 沖縄県中頭郡西原町上原 207 琉球大学医学部眼科学教室 城間  正

(平成 7年 10月 11日 受付,平成 8年 2月 22日 改訂受理 )

Reprint requests tO i  
′
radashi ShirOma,14.I).   I)epartnlent Of ophthaln1010gy,Faculty Ofゝ 〔edicine,University of the

Ryukyus.207 11Jehara,Nishihara‐ cho,Nakaganli― gun,(Ξ)kinawa_ken 903-01,Japan

(Received(I)ctOber ll, 1995 and accepted in revised fornl February 22, 1996)



502 日眼会誌 100巻  7号

smple (1 ml)

residue

L soH(l ml)
l  mix(lo min)

∞llmfpplyOnminiC()lumn eond ElutSめ
lN HCl(l ml)

octadccylsilyl silica powder

mlX(5 min)
C・■g・

(3000 rpm x 5min)

( )

80mノml

40%aqu∞ us cthanol

WaSh the∞lumn With S011(l ml)

SoL2(5 ml)

(5 ml) D2
twicc

卜evaporate with N2 gas

RIA

precipitate
petroteum ether (1.3 ml)

mix (2 min)
c.f.g. (3000 rym x 5min)

twice

supernatent (2 ml)

cvaporatc with N2 gaS

究されている。網膜色素上皮細胞におけるプロスタグラ

ンジンに関しては,Yamakawaら 8)が培養ニフトリ胚網

膜色素上皮細胞 にグルタチオン依存性の極めて高い

PGD2合成酵素活性が存在することを報告 している。し

か し,こ の PGD2合 成酵素 によるア ラキ ドン酸か ら

PGD2への変換については,彼 らは確認できなかった と

述べている。PGD2は神経細胞の調節因子 として睡眠16)ゃ

体温調節
17)に

関与 し,ま た細胞の増殖
18)や 分化

19)に も関

与 している特異なプロスタグランジンであるが,網膜組

織内で PGD2が果たしている役割についてはほとんどわ

かっていない。そこで,PGD2の 網膜での役割を検討する

第一歩 として,本研究では培養ニフトリ胚網膜色素上皮

細胞におけるPGD2の産生 と代謝を研究した。

II実 験 方 法

1.実 験 材 料

Eagle's minimum essential medium(MEM),ウ シ胎

児血清 (fetal bovine serum,FBS)は GIBCO社 (New
York,USA),抗 生 斉」(penicinin,streptomycin)は BIO

社 6ValkersviHe,USA),octadecylsilyl silica(ODS),

epiderrnal growth factor(EGF),A23187,nicotinainide

adenine dinucleotide(NAD),nicotinanlide  adenine

dinucleotide phosphate(NADP)は 不日光純薬,イ ン ドメ

タシンは Sigma社 (St.Louis,USA),[1_14C]ア ラキ ドン

sol. I
sol. 2

sol. 3

sol. 4

90:0.5

80:0.5

50:0.5

20: 0.5

acetic acid= 10

acetic acid=20
acetic acid:50
acetic acid=80

酸,Hyperllnl betarnax,Prostaglandin D2[3H]assay

systel■ ,Prostaglandin PGD2[3H]assay systemは

Amershamたt,Prostaglandin E2[1251]RIA kitは NEN
社 (Boston,USA),薄 層クロマ トグラフィー(thin layer

chromatography,TLC)プ レー トはMERCK社 (Darm―

stadt,Germany),シ リカミニカラム(BOND ELUT SiO)

はAnalitichem lnternational社 (HOrbOr,USA), 35

mm培養皿はCorning社 (New YOrk,USA)製 のものを

使用した。蛋自定量には Bio―Rad社 (Hercules,USA)の

キットを用いた。PGD2,PGE2,PGF2α ,PGB2は 小野薬品

から供与された。他の試薬は市販の和光純薬の特級指定

のものを使用した。

2.網膜色素上皮細胞の培養

胎生 7日 のニフトリ胚から摘出した眼球を使用 した。

林
20)の方法を用いて実体顕微鏡下に網膜色素上皮を脈絡

膜から剥離 し,10%FBSと 抗生剤を含むMEMの 入っ

た 35 mm培養皿に入れ,37° C,湿度 100%,5%C02の条

件で培養した。実験にはすべて初代培養を用いた。

3.薄層クロマ トグラフィー(thin layer chromato‐

graphy,TLC)に よるプロスタグランジンの検出

培養 3週間でconnuent(6× 105/35 mm dish)に なった

網膜色素上皮細胞 を 1%FBSを含むMEMで 24時間

培養した。その後,4 μCiの [1」
4C]ア ラキドン酸で細胞を

24時間ラベルし,上清を取 り除いてから1%FBSを含
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図 la,b.

プロスタグランジン(PG)抽 出の概要, b:PGE2,PGD2,PGF2α の抽出方法 .
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図2 オー トラジオグラフィーによる薄層クロマ トグ

ラフィープレー トの解析.

レーンA:対照,レーンB:epidermal growth fac‐

tor(EGF)lo ng/ml添加,レ ーンC:A23187 5 μg/
ml添加,レーンD:イ ンドメタシン(10-5M)添 加,

AA:アラキドン酸

test)で行った。

5。 15位プロスタグランジン脱水素酵素活性の測定

Coduentに なった網膜色素上皮細胞 をphosphate

bu“er saHneで 洗浄後,0.5 mM dithiothreit01を 含む 10

mMリ ン酸緩衝液 (pH 7.0)を加えて細胞を破壊 し,さ ら

に,ホ モジナイズしてから遠心 (10,000g,20分 間)し ,上

清を採取した。上清を各々200,400,600,お よび 800 μlを

入 れ た セ ル に NADま た は NADPを 2mM,0.5M
Glycin burer(pH 9.5)を 400 μlカロえ,液 量 が 2,000 μl

になるように水を加えた。この溶液を 2つのセルに入れ,

24°Cで定常状態になった時に一つのセルには対照 として

エタノール 20 μl,他のセルにはエタノールに溶解 した

20 mMの各種プロスタグランジンを 20 μl入れ,24° Cで

反応させた。15位プロスタグランジン脱水素酵素の活性

はTokumotoら 22)の 方法により,島 津 UV 3000分 光光

度計 を用い,PGD2に ついて は 415 nm,PGB2,PGF2α ,

PGE2に ついては NAD,NADPの 吸光度である 340 nm

を用いてスキャンした。モル吸光係数をPGD2は 45,600

むMEM(対 照群),お よび EGF(10 ng/ml),あ るい は

A23187(5μ g/ml)を 加えた培養液で 2時間培養した。ま

た,イ ンドメタシンの作用を検討するために,1%FBS
を含む MEMに インドメタシン(10-5M)を 添加 した条

件下で細胞をラベルし,そ の後 2時間培養した。各々の培

養液 2 mlを HCl(lN)で pH 3.0に酸性化 し,酢酸エチ

ル6 mlと 混合した後,分取 した酢酸エチル相 をN2ガ ス

で蒸発させ,残留物を酢酸エチル 50 μlに 溶解 した。この

溶液 をTLCプ レー トに塗布 し,ク ロロホルム :メ タ

ノール :水 :酢 酸(容積比 100:10:1:0.8)の 混合溶

媒を入れた展開層内で 50分間展開した。対照 として酢酸

エチル 50 μlに 溶解 した非標識 PGD2,PGE2,PGF2α を

同時に展開 し,ヨ ウ素蒸気で着色 した。その後,TLCプ
レー トを Hyperllm betamaxに 1週間感光させ,A10ka

社の JTC-600ラ ジオ クロマ ナイザー(radiochroman‐

yzer)を 用いて放射活性を測定 した。

4.ラ ジオイムノアッセイ(radioimmunOassay,RIA)

による PGD2の測定

Con■uent(6× 105/35 mm dish)に なった網膜色素上皮

細胞 を 1%FBSを 含む MEMで 48時 間培 養 し,そ の

後,培養液 を捨て 1%FBSを 含むMEMで 2時間培養

し,培養液中のプロスタグランジンをRIAで測定した。

また,1%FBSを 含むMEMに インドメタシン(10-5

M)を添加 した培養液で,同様 に培養と測定を行い,イ ン

ドメタシンの作用を検討 した。培養液中のプロスタグラ

ンジンは川野ら21)の 方法で抽出した。すなわち,各々の培

養液 (l ml)を HCl(lN)で pH 2～3に 酸性化 してから

octadecylsilyl slca(ODS)の 40%エ タノール懸濁液

(ODS担 体濃度 は80 mg/ml)l mlと 振盪撹拌 し,ODS
担体にプロスタグランジンを吸着させた.プロスタグラ

ンジンを吸着 したODS担体 を15%エ タノールー0.05

N塩酸溶液 l mlで 2回 ,石油エーテル 1.3 mlで 1回撹

拌遠心 し,除蛋白と脱脂を行った。酢酸エチル l mlに よ

るODS担体からのプロスタグランジン溶出を 2回繰 り

返した後,N2ガ スで溶媒を蒸発させた(図 la).残留物に

アセ トニ トリル :ク ロロホルム :酢酸の混合溶液 (容積

比 10:90:0.5)l mlを 加え振盪撹拌し,溶液をシリカミ

ニカラム (Bond Elut Si O)に 添加してプロスタグランジ

ンを吸着 させた。その後,ア セ トニ トリル :ク ロロホル

ム :酢酸の混合比が 20:80:0.5の 溶媒で PGD2,50:

50:0.5の 溶媒でPGE2,80:20:0.5の 溶媒 で PGF2α

をそれぞれ溶出した(図 lb)。 溶媒をN2ガ スで蒸発さ

せ,残留物にラジオイムノアッセイキット添付のアッセ

イバッファー 500 μlを 加 え振盪撹拌 し,PGD2は PrOS‐

taglandin D2[3H]aSSay SySterll,PGF2α は PrOStaglan~

din F2α [311]assay systein,PGE2は PrOStaglandin E2

[1251]RIA kitを 用いて定量 した。使用した RIA kitの

sensitivityは PGI)2と P()F2α が 3へ′200 pg,PGE2は

0.3～25 pgで あった。結果 の検定 は t―検定 (student t―
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図3 ラジオクロマナイザーによる薄層クロマ トグラ

フィープレー トの放射活性の測定。

レーンA:対 照,レ ーンB:EGF 10ng/ml添 加,

レーンC:A23187 5μ g/ml添加,レ ーンD:イ ン

ドメタシン(10-5M)添加,AA:アラキドン酸

卜1_lcm‐ 1,PGB2は 9,200ゝ /1‐ lcm-1,PGE2と PGF2α は

6,220M‐ lcm-1と して,酵素活性 を計算 した22).蛋 自定

量は Bradford23)の 方法でウシガンマグロブリンをスタ

ンダードとして Blo―Rad社 のキットを用いて測定 した。

結果の検定は t―検定 (student t‐ test)で行った。

III 結  果

1.TLCに よるプロスタグランジンの検出

TLCプ レー トを Hypernlm betamaxに 感光 させる

と,対 照,EGF(lo ng/ml)お よび A23187(5μ g/ml)を 添

加した培養液では非標識 PGD2と 同位置に明らかなバン

ドを認めた。インドメタシン(10-5M)を 添加 した培養液

でもバンドを認めたが,対照よりも薄かった (図 2)。

ラジオクロマナイザーを用いて TLCプレー トの放射

活性を測定すると,対照,EGF(lo ng/ml)お よび A23187

(5μ g/ml)を添加 した培養液では非標識 PGD2と 同位置

に放射活性を検出したが,イ ンドメタシン添加では検出

しなかった (図 3)。 各レーンでの PGD2の位置の放射活

性 は,対 照 で 2■ 4%(2,166 cpm),EGF添 加 で 3.56%

(3,498 cpm),A23187添 加で 2.55%(4,899 cpm)で あっ

た。PGE2の 放射活性は対照お よびA23187添加で検出

されず,EGF添 加 で 0.2%(196 cpm)で あった。PGF2α

は対照および EGF添加で検出されず,A23187添 加で

0.55%(1,056 cpm)で あった。

日眼会誌 100巻  7号

表 1 定常状態における網膜色素上皮細胞のプロスタ

グランジン(PG)産生

[平均値±標準偏差 (pg) ]

3

PGF2α    PGE2     PGD2

「インドメタシン
ラトツ尽カロ]
「インドメタシン
で10-5M)添加]

72+:11

68± 4

9.5:±:1

8.7± 3

198:± 50*

104± 6

*:p<0.05
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表 2 培養ニワトリ胚網膜色素上皮細胞における15位

プロスタグランジン脱水素酵索活性

酵素活性 [平均値±標準偏差 pmo1/mg/min]
基  質

PGD2    PGB2    PGE2   PGF2α

補

酵

素

NAD
(n二 3)

13_1± 4.7123.3± 31.913.6± 6.925.9± 4.1

NADP
(n=5)

30_3± 6.2 392.5三 L28.7 25.6± 14.8 49.5±:7.9

NAD : nicotinamide adenine dinucleotide

NADP : nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

2.RIAに よるプロスタグランジンの検出

培養液中に含まれる各種プロスタグランジンをRIA

により定量したところ,PGD2は 198± 50 pgと 最も多 く,

PGE2が 9・ 5± l pg,PGF2α は 72± 1l pgで あった。イ ン

ドメタシン(10-5M)添加群でのPGD2は 104± 6 pgで ,

非添加群 との間に有意差 (p<0.05)が あったが (表 1).

PGE2は 8.7± 3 pg,PGF2α は68± 4 pgで ,非添加群 との

間に有意差はなかった。

3.15位プロスタグランジン脱水素酵素活性

PGD2,PGB2,PGE2,PGF2α のいずれにおいても補酵

素 として NADよ りNADPを加えた方が活性が高かっ

た (p<0.01)。 NADPを補酵素としPGB2を基質 とした

条件で,最 も高い活性が得られた(表 2)。

IV 考  按

Yamakawaら 8)は ホモジナイズした培養ニフトリ胚

網膜色素上皮細胞を用いて,ア ラキドン酸からプロスタ

グランジンヘの変換を検討したが,TLCで プロスタグラ

ンジンに相当するバンドを検出できなかった。我々は,そ

の理由をホモジナイズによリシクロオキシゲナーゼが失

活したためと考えた。そこで,今回の実験では細胞が生き

ている状態での合成活性を検討するため,細胞を放射性

アラキドン酸でラベル し,培養液中のプロスタグランジ

ン合成 をTLCで検 出 し,産 生量 をRIAで 測定 した。

TLCで PGD2に相当するバンドが検出され,さ らに,こ

のバンドはインドメタシン処置によって抑制されること

が明 らかにされた。しかし,PGD2の 放射活性は培養液中

に放出された活性の 2.14%に すぎず,ホ スホ リパーゼ

A2刺激物質であるA23187や ,シ クロオキシゲナーゼの
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合成を誘導し,プ ロスタグランジン合成を高める24)と さ

れるEGFを添加 しても,活性の上昇は軽微であった。ウ

シ角膜ではEGFを添加しない状態でもアラキドン酸か

らPGE2へ の変換が 13.7%と 高ぃ3)。 また,amnion cell

ではEGFを添カロするとPGD2の 放射活性は2倍から 5

倍増加する24)。 これらの組織に比べると,網膜色素上皮細

胞のシクロオキシゲナーゼ活性は低 く,PGD2の 合成能

もきわめて低かった。また,PGE2や PGF2α に当たるバ

ンドはわずかに認められるものの,放射活性はさらに低

く,PGE2や PGF2α 合成についてはっきりした結果は得

られなかった。ラジオイムノアッセイによる定量で は

PGD2が最 も高い値 を示 し,PGF2α,PGE2と 低い値 を示

した.PGF2α が PGE2に 比べて高 い値 を示 したの は,

PGF2α が PGD225)お よび PGE226)の 代謝過程において生

合成されることによる影響があるのかも知れない。いず

れにしても,今回の結果は培養ニフトリ胚網膜色素上皮

では定常状態で PGD2が最も多量に合成されていること

を示している。

網膜におけるプロスタグランジン合成についてはウ

シ6),ラ ット7),ヒ ト11),ネ コ12)な どでの報告があるが,感覚

網膜での測定が多 く,合成活性は全アラキドン酸の数%
とされている。網膜色素上皮細胞におけるプロスタグラ

ンジン合成については,Ilanら
13)が α_melanocyte stim_

ulating hormone刺 激 により網膜色素上皮細胞 での

PGE2と prOStaCyCHnの 合成が増加すると述べている。

また,Kishiら
15)は 我々と同様に培養ニフトリ胚網膜色

素上皮細胞で合成されるPGE2を 測定し,24時間培養後

では PGE2濃 度が 1,700± 215 pg/2X105/mlと 高値 を示

し,さ らにインターロイキンーlβ ,イ ンターフェロンーβ,

腫瘍壊死因子 αによりPGE2の 合成が 4～ 5倍 に増加

したと述べている。彼 らはPGD2や PGF2α を同時に測定

していないので,PGD2や PGF2α については今回の結果

と比較できない。

今回,我々は培養 ニ フ トリ胚網膜色素上皮細胞 が

PGD2,PGE2,PGF2α の中で PGD2を最 も多 く産生す る

ことを示したが,こ の結果はラットを用いた Gohら 27)の

報告,す なわちラットの角膜・前部ぶどう膜ではPGF2α

に比べて PGE2の 合成が高く,強膜・脈絡膜・網膜色素上

皮では逆にPGF2α の合成が高いが,PGD2の合成能は眼

球のいずれの部位においても圧倒的に高いという報告に

一致 していた。PGE2に ついての我々と岸 らの結果 との

相違 は,測 定方法,培養液中の FBS濃度 (岸 らは 10%

FBSを培養液に添加 している),お よび培養時間の違い

に起因すると思われる。

Gohら 27)は 眼球組織に存在するPGD2合成酵素は,グ

ルタチオンの要求性,SH剤の要求性,お よび基質の親和

性から脳型の合成酵素に一致するとした。また,彼 らは眼

球組織での 15位 プロスタグランジン脱水素酵素活性 を

測定し,こ の酵素が肺に存在するNAD依存性の type I

ではな く,PGB2を最 もよい基質 とする NADP依 存性の

type IIで ,網膜・硝子体で最 も活性が高いことを報告し

ている。我々もニフ トリ胚網膜色素上皮における脱水素

酵素活性 を測定 したが,活性 はNADPを 補酵素 とし

PGB2を 基質にした時が最 も高かった。したがって,網膜

色素上皮細胞の 15位プロスタグランジン脱水素酵素は

type IIの NADP依存性脱水素酵素 と考えられる。

網膜 にはプロスタグランジン受容体があ り28),ま た網

膜での PGD2産生が光刺激で増加する13)こ とが報告され

ているが,プ ロスタグランジンが網膜や網膜色素上皮で

果たしている役割についてはほとんどわかっていない。

Cavanaroら 9)は PGEl,PGE2,PGD2が暗順応状態での

錐体 と網膜色素上皮細胞 の retinomotor movementを

誘導 し,内因性プロスタグランジンの産生 を抑制すると

retinomotor movementも 打I制 されるとし,Liversidge

ら14)は
網膜色素上皮細胞が PGE2を合成 して リンパ球の

働きを modulateす ることで血液網膜柵の役割 を果たし

ていると述べている。また,Kishiら
15)は プロスタグラン

ジンが網膜色素上皮細胞の増殖抑制因子である可能性を

報告 している。

今回の実験で網膜色素上皮細胞が PGD2を合成 し,か

つ代謝 していることが明 らか となったが,PGD2は 非酵

素的に ∠12_PGJ2に
変換 され,細胞の核内に取 り込 まれて

細胞増殖 を抑制 した り
18)29),細

胞 の分化 を制御 してい

る19)30)。 したがって,合成 された PGD2が網膜色素上皮細

胞の増殖や分化,さ らには感覚網膜や脈絡膜の増殖や分

化にも関与 していることが考えられ,今後 は分子生物学

的な手法
31)を

導入 して網膜色素上皮細胞での PGD2の 役

割をさらに明らかにしたい。
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