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培養したウシ,ブ タの増殖中,飽和状態の線維柱帯細胞

に対 して周期的伸展力を加え,伸展力に対する線維柱帯

細胞の増殖の変化,形態の変化,およびプロスタグランジ

ン E2(PGE2),プ ロスタグランジン F2α (PGF2α )の分泌

の変化を検討 した。その結果,周期的伸展力はウシ,ブ タ

の線維柱帯細胞の増殖には影響を与えなかった.形態的

には周期的伸展力により細胞が紡錘形に変化 した。増殖

中の線維柱帯細胞の PGE2の分泌は伸展力により減少 し

たが,PGF2α の分泌は有意に増加 した。一方,飽和状態の

細胞における PGE2,PGF2α の分泌については,周期的
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約

伸展力を加えた群と対照群との間に有意な差は認められ

なかった。これらのことから,ウ シ,ブタの線維柱帯細胞

は増殖中に伸展力に反応 して PGF2α を合成することが

わかった。線維柱帯細胞は眼圧を感知 して PGF2α を合

成,房水中に分泌し,毛様体筋を弛緩させることによって

眼圧 を調節 している可能性が示唆 された。(日 眼会誌

100:680-686,1996)
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ンジン,眼圧
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Abstract
Cultured bovine and porcine trabecular cells were trabecular cells in the confluent stage was not

exposed to cyclic mechanical stretching, and their different significantly from that in the controls.
growth rates, morphological changes, and produc- These findings indicate that trabecular cells might
tion of prostaglandin E, (PGEr) and prostaglandin produce PGFp in the aqueous humor in response to
Fro (PGFr") were examined. Cyclic mechanical changes in the intraocular pressure and have a role
stretching did not affect growth rates of the trabec- in regulating the intraocular pressure through
ular cells, but the cells became spindle-shaped in relaxation of the ciliary muscle. (J Jpn Ophthalmol
contrast to the stellate shape in the controls. The Soc 100:680-686, 1996)

production of PGE, by trabecular cells in the loga-
rithmic growth phase decreased in response to Key words: Trabecular cell, Cyclic mechanical
cyclic mechanical stretching, but the production of stretching, Prostaglandins, Intra-
PGFr" increased significantly compared with the ocular pressure

controls. The production of PGE, and PGFro by the

I緒  言

最近,プロスタグランジンE2(PGE2),プ ロスタグラン

ジン F2α (PGF2α )は ,眼圧降下剤 として注目されている。

その眼圧下 降 の作 用機序 として,ネ コ,サ ル,ヒ トに

PGF2α を点眼 した時,房水流出抵抗および房水流量が変

化することな く眼圧が下降する という報告
1)～ 3)ゃ

,プ ロ

スタグランジンの眼圧下降作用がピロカルピンにより打

ち消されたという報告
4)～6)な どから,ぶ どう膜強膜流出

を促進することによると考えられている。

一方,実験的にはPGE2お よびPGF2α は培養 したヒト

線維柱帯細胞によって合成され分泌されていることがわ

かっている7)8)。 また,サ ル,ネ コ,ヒ トの毛様体筋 にはプ

ロスタグランジン受容体が存在することが証明されてお
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り9)～ H),こ れらのことは生体内での眼圧の調節がプロス

タグランジンによっても行われている可能性 を示唆す

る。

線維柱帯細胞は生体内で房水流出路である線維柱帯に

存在し,そ のぶどう膜網,角強膜網では細胞外成分で構成

される芯の表面を覆ってお り,傍 Schlemm管 組織では

2～ 4層の線維柱帯細胞が細胞外成分に包埋 されてい

る12)。 こうした線維柱帯の構造から考えると,眼圧上昇時

には線維柱帯細胞に機械的伸展力が加わっていることが

予想される。今回の実験では,眼圧上昇時のモデルとして

線維柱帯細胞に周期的伸展力を加えるとどのような変化

が起きるかを調べることによって,線維柱帯細胞が伸展

力を感知しているかどうかを検討 した。

II実 験 方 法

1.線維柱帯細胞の培養方法

Tripathiら 13),Borisuthら 14)の 方法を参考に以下のよ

うに線維柱帯細胞を培養した。屠殺したウシ,ブタから摘

出後氷冷保存 した牛眼,豚眼を 12時間以内に使用 した。

それぞれの眼球の脂肪組織,外眼筋,テ ノン嚢を除去後,

0.2%ポ ビドンヨードに 10分,70%ア ルコールに 30秒

浸 し,ダ ルベッコの リン酸緩衝生理食塩水 (Dulbecco's

phosphate buffered saline,PBS)で 洗浄した後,眼球の

鋸状縁で前眼部 と後眼部に分けた。前眼部組織片から,角

膜,水晶体,虹彩を除去後,実体顕微鏡下で線維柱帯を含

む組織片を切 り出した後,か みそり刃で櫛形に 8等分し,

余剰の部分を除去した。これらの組織片を15%ウ シ胎児

血清,ア ンピシ リン(100 μg/ml),ス トレプ トマイシン

(100 μg/ml)を 含むダルベッコ変法イーグル培地 (Dul‐

becco's Modined Eagle's Medium,DMEM)中 に置き,

37°C,1気 圧,5%C02,湿 度 100%の インキュベーター

内で培養した。培地は3日 毎に交換した。培養開始約 2週

間後に線維柱帯細胞が増殖してきた。それぞれの線維柱

帯細胞を 2～ 5代培養し,周期的仲展力に対する反応に

差がないことを確認し,実験に用いた。

2.周期的伸展力の加え方

培養したウシ,ブ タの線維柱帯細胞が飽和状態になっ

た後,0.25%ト リプシンおよび 0.02%エ チレンジアミ

ン四酢酸(EDTA)を含むDMEMに より細胞をばらばら

に し,直 径 6cmの 培養皿 (Nunc,Roskilde,Denmark)

にウシ線維柱帯細胞を 10× 105cells/wellの密度で,ブ タ

線維柱帯細胞 を 2.5× 105cells/weHの 密度で播種 し,24

時間静的条件下で培養し,細胞が培養皿の底面にしっか

り定着して正常な発育状態になった後,周期的伸展力を

3日 間連続して加え,細胞増殖中における影響を調べた。

同様に播種し,72時間後培養皿の細胞が飽和状態になっ

た後,一度培養液を交換し,周期的伸展力を3日 間連続で

加えることにより,飽和状態における影響を調べた。

周期的伸展力は,図 1の ような装置を用い,下からピス

6cm培養皿

不 ンェヽ

ふ た

ピス トン

図 1 周期的伸展力を加える装置 (a,b)お よびその模

式図 (c)。

al装置全景.直径 6cmの培養皿 3枚に周期的伸展

力 を加 える.b:制御箱.c:培養皿底面で ピス ト

ンを上下することにより培養皿 を伸展 し,細胞 に伸

展力を加える。

トンがゆっくりと上下することにより,培養皿底面の中

心部が最大 4,500 μm/m(4,500 μ strain)ひ ずむような

伸展力を 30秒周期で加えた(図 2)。 本装置は,1983年 岡

山大学歯学部歯科矯正学講座の中後忠男教授によって開

発され,岡 山大学工学部工作センターで作製された。実験
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図 2 動ひずみ測定器によって測定 した培養皿のひずみ.

30秒周期で 4,500 μm/mひずむような力を加えた。

群 と対照群の培養皿内の培養液は,実験開始時に 10 ml

とした。

3.細胞の形態的変化と増殖の観察方法

細胞の形態的変化は,増殖中の細胞 と飽和状態の細胞

にそれぞれ周期的伸展力を加えて,24時間毎に位相差顕

微鏡により実験群と対照群の培養皿の中心部 と周辺部を

観察した。

細胞の増殖は,24時間,48時間,72時間後 に細胞数を

測定した。まず,培養皿内の培養液を吸引し,PBSで細胞

を三度洗浄 し,0.25%ト リプシンおよび 0.02%EDTA
を含むDMEMを 2 ml加え,培養皿内の細胞が 1個ずつ

円形になるように培養皿底面から剥した。その細胞をト

リパンブルーで染色し,染色されなかった生細胞数を血

球計算盤で測定した。

4.PGE2,PGF2α の定量

24時間,48時 間,72時 間後 に PGE2,PGF2α の定量の

ため培養液 をそれぞれ l mlず つ採取 し,培 養液中の

PGE2,PGF2α の定量をCAYMAN CHEMICAL社製の

Prostaglandin E2 Enzyrne IInmunoassay:Kit,お よび

Prostaglandin F2α  Enzyme lmmunoassay Kitを 用いて

enzyme immunoassayに より行った。

具体的には,ウ サギ IgGに 対するマウスのモノクロー

ナル抗体でコーティングされた 96穴マルチプレー トに,

ペルオキシダーゼ標識 PGE2あ るいはPGF2α ,ウ サギ抗

PGE2血清 あるいは抗 PGF2α 血清 と,標 準品 としての

PGE2あ るいは PGF2α ,あ るいは未知のサンプルを加え,

室温で 18時 間保った後,プ レー トを5回洗浄 し,余剰の

試薬を除去した。そして EHman's reagentで 約 1時間反

応し,414 nmでの吸光度を測定した。検量線に基づいて,

サンプル中の PGE2,PGF2α の濃度を決定 し,培養液を

採取 したことにより起 こる液の減少量について補正し

た。それぞれの測定値は,平均値に対する検定法である対

応のない t検定と,中央値に対する検定法であるマン・ホ

イットニーU検定により検定した。

III 結  果

1.線維柱帯細胞の増殖 と形態的変化

ウシ,ブタの線維柱帯細胞の増殖曲線を図 3に示す。ウ

シ,ブ タの線維柱帯細胞は,培養皿に播種後 24～ 48時間

ブ タ

0 目  2日 目  3 目

にかけて急激に増加 し,72時間目にはほぼ飽和状態に達

した。周期的伸展力を加えた群 と対照群 との増殖に有意

な差は認められなかった。

次に,増殖中細胞の形態的変化を図 4に示す。増殖中の

線維柱帯細胞に周期的仲展力を加えた群において最もひ

ずむ培養皿の中央部分では,72時間後には細胞の形態が

星形から紡錘形に変化する傾向がみられた(図 4b,e).

一方,周期的伸展力を加えてもあまりひずまない培養皿

の周辺部の細胞や対照群では,細胞の形態に特に変化は

みられなかった (図 4a,d,c,f)。 飽和状態の細胞に周期的

伸展力を加えても,特 にその形態に変化はみられなかっ

た。

2.PGE2お よび PGF2α の分泌

増殖中のウシ,ブタの線維柱帯細胞によるPGF2α お

よび PGE2の細胞 1個当たりの分泌量を図 5,6に示す。

増殖中のウシ線維柱帯細胞に周期的伸展力を加えた群で

は,対照群に比べて PGF2α の分泌が有意に増加 した (マ

ン・ホイットニーU検定,対応のない t検定,p<0.05)。 こ

れに対 して,PGE2の 分泌は周期的伸展力を加えた群で

分泌が有意に減少した (マ ン・ホイットニーU検定,対応

のないt検定,p<0.05)。 増殖中のブタ線維柱帯細胞にお

いても,周期的伸展力によりPGF2α の分泌は有意に増

加していたが (マ ン・ ホイットニーU検定,対応のない t

検定,p<0.05),PGE2の 分泌には有意な変化はみられな

かった。

ウシ,ブタの飽和状態の細胞に周期的伸展力を加えた

結果では,増殖中の細胞 と同様な傾向はみられるものの,

その差は統計的に有意ではなかった(表 1).

IV 考  按

1.加圧装置について

今回周期的仲展力を加えた装置は,一般的に培養に用

いる6cm培養皿の底面を最大 0.45%ひ ずませる力を
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図 3 線維柱帯細胞の増殖曲線 .

周期的伸展力を加えた群 と対照群 との間に有意な差は

認められなかった.

ウシ :● 周期的伸展力を加えた群,0対照群

ブタ :・ 周期的伸展力を加えた群,□ 対照群
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図 4 周期的伸展力付加後 72時間の増殖中線維柱帯細胞の形態的変化 .

ウシ,ブタともに,周期的伸展力により最もひずむ培養皿の中央部分では,細胞が星形から紡錘形に変化 した。
ひずみの少ない培養皿の周辺部分では,対照群 との差はみられなかった。バーは 100 μmを示す.で きるだけ
細胞の粗な部分を撮影した。

a:ウ シ対照,b:ウ シ伸展 (培養皿中央),c:ウ シ伸展 (培養皿周辺),d:ブタ対照,e:ブ タ伸展 (培養皿
中央),f:ブタ伸展 (培養皿周辺 )

表 1 周期的伸展力を加えたときのウシ,ブタの PGF2α ,PGE2の分泌量
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〔増殖中〕
PGF2α

(平均値士標準偏差×10-2pg/cell)
PGE2

(平均値±標準偏差×10-2pg/cen)

0 24 48 72(時間) 0 24 48 72(時間)

ウシ線維柱帯細胞 (n=8)

3.6:±:0.6*   4.0[士 [0.4*

2.8:± 0.6    3.1± 0.8

周期的伸展力を
加えた群

対照群

0_8=LO.1

1.1± 0.3

4.5± 0.4**

3.1± 0_8

1.5± 0.1

1.6± 0.1

(n=4)

1.9± 0.1  10_2± 0.3***17.1± 0.2ホ
ネホ

2.1± 0.1  12.3± 0.2  18.9± 0.1

ブタ線維柱帯細胞

周期的伸展力を
加えた群

対照群

9_3=LO.7

9.2」 =1.0

(n=8)

17.3± 4.7  18.7± 1.9*

16.2± 6.3  15.2± 3_0

21.3■11.5ホ
*キ

15.0± 3.5

(n=4)

26_2± 5.8  22.3± 0.1

21.2± 1.0  22.5± 0.1

9.9± 0.5

0.9± 0.1

31.1=Lll.3

32.4:士 :0.1

〔飽和状態〕
PGF2α

(平均値±標準偏差×10-2pg/cen)
PGE2

(平均値±標準偏差×10-2pg/ceH)

0 24 48 72(時 間) 0 24 48 72(時間)

ウシ線維柱帯細胞

周期的伸展力を
加えた群

対照群

(n=8)

3.3± 2.2   3.1」二1.6

2.3± 1.2    2.4± 0_5

0.1± 0.1

0_1=LO.1

3.4± 2_5

4.1± 3.3

3.1± 0.1

3.3± 0.3

(n=4)

6.5± 0.5*** 2.6± 0_1***

40± 0.2   3.3± 0.1

1.8」
=0.1***

3.7± 0.2

ブタ線維柱帯細胞

周期的伸展力を
加えた群

対照群

(n=8)

8.9± 0.7   7.6± 0.7

9.1± 1_1    6.3± 1.7

0.4±10.1

0.3± 0.1

8.0± 1.1

6.8± 3_2

1.5± 0.3

1.5± 0.3

(n=4)

3.0± 0.2   3.8± 0.9

2.4± 0.5   3.7± 0.2

3.9± 0.1

4.4± 0.5

PGF2α :プロスタグランジンF2α  PGE2:プロスタグランジンE2 対応のない t検定 :p<0.05*,p<0.005… ,p<0.0005*林
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b

図 5 増殖中のウシ線維柱帯細胞 1個当たりが分泌する

PGF2α (a),PGE2(b)の実験開始時からの増加量。

各棒グラフは各時点での測定値から伸展力を加え始

めた時点 (0時)に おける測定量を減 じた値 を示す。

周期的伸展力を加えた群では,PGF2α の分泌は有意

に増加 した。一方,PGE2の 分泌は周期的伸展力を加

えた群で有意に減少した。

対 応 の な い t検 定 :pく 0.05*,p<0.005‐ ,p<
0.0005特 *.T字 は標準偏差を示す。

PGF2α :プ ロスタグランジン F2α , PGE2:プ ロス

タグランジン E2.

■ :周期的伸展力を加えた群 躊 :対照群

加えることができる。この程度のひずみは生理的に起 こ

り得る範囲内15)で あるので,培養細胞によって得た結果

を生体内の状況に適応できると考えられる。

2.線維柱帯細胞の増殖と形態的変化について

周期的伸展力を加えた場合の線維柱帯細胞の細胞数

は,播種後から飽和状態に達するまで対照群 とほぼ同様

に増加した。このことから,実験に用いた周期的伸展力は

細胞の増殖を抑制することなく,細胞の生理的状態を乱

さない範囲の外的刺激 といえる。今回周期的伸展力を加

えたのは3日 間だけであったが,長期にわたる仲展力の

影響については,今後さらに調べる必要がある。周期的伸

展力をもう少し長い時間加えると,細胞の増殖に影響を

及ぼす可能性もある。

形態的には最も周期的伸展力の影響を受ける培養皿中

心部の線維柱帯細胞は,星形から紡錘形に変化する傾向

1日 目 2日 目 3日 目

a

1日 目 2日 目

b

3日 目

図 6 増殖中のプタ続維柱帯細胞 1個当たりが分泌する

PGF2α (a),PGE2(b)の 実験開始時からの増加量 .

各棒グラフは各時点での測定量から伸展力を加え始

めた時点 (0時)に おける測定量を減 じた値 を示す。

周期的伸展力を加 えた群では,PGF2α の分泌は有意

に増加 した.一方,PGE2の分泌は両群 に有意な差は

なかった。

対 応 の な い t検 定 :p<0.05+,p<0.005料 ,p<
0.0005*‐ .T字 は標準偏差を示す.

PGF2α :プ ロスタグランジン F2α,PGE2:プ ロス

タグランジン E2・

■ :周期的伸展力を加えた群 圏 :対照群

がみられた。この変化は,細胞自体がただ単に伸展された

ためとも考えられる。しかし,培養した血管内皮細胞に水

流をふきつけた場合にも同様に細胞が細長 くなったとい

う報告
16)も あるので,こ の形態の変化は細胞が伸展力に

反応して起 きたものである可能性も否定できない。ヒト

線維柱帯組織にPGF2α を加えて器官培養 しても,そ の

構成細胞の構造には影響を与えなかったという報告
17)に

基づ くと,こ の形態変化は上昇した PGF2α のためでは

ないと思われる.今回の実験でみられた伸展力に反応し

た線維柱帯細胞の形態変化を条件は異なるが生体内に置

き換えて考えてみると,房水流出路で最 も抵抗が大きい

傍 Schlemm管組織
18)の抵抗を眼圧上昇時に減少させる

ために,線維柱帯細胞が細胞間隙を広げるような変化を

起こしている可能性も否定できない。

a
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3.PGE2お よびPGF2α の分泌について

PGE2お よび PGF2α は,培養 したヒト線維柱帯細胞に

よって合成 され分泌されていることがわかっている7)8).

今回の結果から,ウ シおよびブタ線維柱帯細胞 も同様に

PGE2お よび PGF2α を分泌することが明らかになった。

周期的伸展力を加えると,ウ シ線維柱帯細胞ではPGF2α

の分泌が増加 し,PGE2の分泌が減少した。ブタ線維柱帯

細胞でも同様に PGF2α の分泌が増加した。

一般的には,細胞膜がいろいろな刺激を受けると,細胞

膜のカルシウムイオンチャンネルが開くことにより細胞

内ヘカルシウムイオンが流入する。細胞内のカルシウム

イオン濃度が上昇すると,細胞内のフォスフォリパーゼ

A2が活性化され,ア ラキドン酸を遊離させることにより

プロスタグランジンが生合成 されることがわかってい

る19)。 一方,血管内皮細胞や角膜内皮細胞などでは,伸展

力受容体や伸展力応答性イオンチャンネルの存在が確認

されている20)。
今回の実験で周期的伸展力を加 えると

PGF2α の分泌が増加したことから,線維柱帯細胞にも同

様な伸展力応答性イオンチャンネルが存在 し,伸展力を

感知し,カ ルシウムイオンを介してアラキドン酸代謝経

路が活性化された可能性がある。一方,周期的伸展力によ

りPGE2の 分泌が逆に減少 したことは,ア ラキ ドン酸代

謝経路では PGE2か らPGF,α が合成される経路 も存在

する19)た めと考えられる。つまり,PGE2か らもPGF2α が

合成され,PGE2が 消費された可能性がある。また,飽和

状態の線維柱帯細胞より増殖中の細胞でこうした変化が

顕著であったことは,増殖中の細胞の方が伸展力に対す

る反応が敏感であったためと推測される。

4.プロスタグランジンの生理的役割

以上述べてきたように,線維柱帯細胞に周期的伸展力

を加えると,形態の変化,PGF2α の分泌の増加,PGE2の

分泌の減少を生じた。これらの変化は,角膜内皮細胞や血

管内皮細胞で同定されているような伸展力を感知する受

容体20)が
線維柱帯細胞にも存在している可能性 を示唆し

ている。そして,生体内でも眼圧上昇時に線維柱帯細胞が

伸展されると,細胞がそれを感知 してPGF2α を分泌す

る可能性 も否定できない.分泌されたPGF2α は毛様体

筋に存在す る受容体9)～ 11)に
結合 し,毛様体筋 を弛緩 さ

せ21),ぶ どう膜強膜流出を調節するという生理的役割を

担っていると考えられる。
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