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要

Vitamin E succinate(VE succinate)が 培養ウシ脈絡

膜血管内皮細胞の増殖抑制に及ぼす効果を調べた。培養

ウシ脈絡膜血管内皮細胞を vitamin E(VE),も しくは

VE誘 導体 (γ ẗocopherol,VE phosphate,VE succi‐
nate,VE nicotinate,VE acetate,trolox:濃 度 0.1～

100 μ M)を含む培養液で培養 し,脈絡膜血管内皮細胞の

増殖能を,3H¨ thymidine取 り込み法ならびに細胞数計

測法により検討 した。特に,VEと VE succinateについ

ては,増殖期と増殖停止期に分けて,細胞増殖能の検討を

行った.ま た,VE succinateが脈絡膜血管内皮細胞増殖

に及ぼす作用にプロテインキナーゼ C(PKC)が働いて

いるかどうかをみるために,PKC刺激薬 phorbol ester

を加えて VE succinateと 共培養し,細胞増殖を調べた。
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その結果,VE succinateは 10μ M以上の濃度で,著明な
細胞増殖抑制効果を示した。これは,チ ミジン取り込み試

験,細胞数計測の双方でみられた。他の VE誘導体にこ

の作用はみられなかった。細胞増殖抑制効果は,増殖期細

胞でより著明であった。Phorbol esterと共培養するこ

とで,VE succinateの 細胞増殖抑制効果は減弱 した.

VE succinateは脈絡膜血管内皮の増殖を抑制し,こ の

作用にはPKCが関係 している。(日 眼会誌 100:777
-782,1996)
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Abstract
We report the effect of vitamin E succinate (YE cinate was found to significantly inhibit BCEC

succinate) on the proliferation of cultured bovine proliferation at a concentration of 10 pM or greater
choroidal endothelial cells (BCECs). BCECs were both by 3ll-thymidine uptake assay and by cell

incubated with a medium containing vitamin E (VE) counting. This inhibitory efrect was not noted in
or one of the VE derivatives y-tocopherol, YE other VE derivatives. The inhibitory efrect was the
phosphate, VE succinate, VE nicotinate, VE ace- most prominent in the proliferating BCECs and co

tate, or trolox, at a concentration of 10pM. The cultureof PMA.VEsuccinateinhibitstheprolifera-
proliferation of BCECs was assessed by 3H- tion of cultured BCECs and PKC is involved in this
thymidine uptake and cell counting. Especially in action at least in part. (J Jpn Ophthalmol Soc 100 :

YE and VE succinate, the proliferation assay was 777-782, 1996)

performed on BCECs at two different stages, that is,

the proliferating stage and the quiescent stage. The Key words: Choroidal vascular endothelial cells,

effect of protein kinase C (PKC) stimulator phorbol Age-related macular degeneration,
ester (PMA) on the YE succinate-induced inhibition Choroidal neovascularization, Vitamin
of BCEC proliferation was also examined. YE suc- E, Vitamin E succinate, Antioxidant
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I緒  言

加齢性黄斑変性の患者数は年々増加している。特に,欧

米では 50歳以上の失明原因の第 1位であり,加齢性黄斑

変性の治療法の開発は眼科における極めて重要な問題で

ある1)～ 3)。 脈絡膜血管新生は,加齢性黄斑変性の視力予後

不良の主因であり,その原因は明らかではないが,組織学

的検索や実験病理学的検索により,病変部におけるマク

ロファージなどの炎症細胞や網膜色素上皮細胞の反応が

重要であると考えられている4)～ 8)。 それらの中で,血管新

生の中心となるのは脈絡膜血管内皮細胞であり,こ の細

胞の増殖を制御することが網膜下血管新生の抑制につな

がる。血管内皮細胞の性質は,その由来となる組織ごとに

異なることが知られているが9),効 υttθ における血管新

生抑制薬の効果のほとんどは非脈絡膜血管内皮細胞を用

いて調べられている。しかし,網膜下血管新生抑制薬の治

療効果の判定のためには,脈絡膜血管内皮細胞を用いる

方法が理想的である。

Vitamin E(VE)は 抗酸化作用をもつ物質であり,生体

中の VEの量は加齢性黄斑変性の発症に関係があるとさ
れている10)n).VE succinateは VEの誘導体であり,腫
瘍細胞の増殖や,ト ランスフォーミング増殖因子 (TGF―

β)分泌に影響を与えることが知られているので12)13),脈

絡膜血管内皮細胞の増殖抑制効果を調べることの意義は

大きい。

II実 験 方 法

培養ウシ脈絡膜血管内皮細胞は,既報の方法を用いて

採取 した
14)15)。 10%ウ シ胎仔血清(FCS,Grand lsiand,

NY)を含む培養液 M199(Gibco)を 用いて培養し,継代
数 5～ 7の ものを用いた。実験に用いた薬物は以下のと

お りで あ る。VE(Eastman Kodak,New York,NY),

γ―tocopherol(Sigma,St Louis,MO),VE succinate

(Acros,Ceel,Belgium),VE nicOtinate(Sigma),VE

phasphate(Sigma),VE acetate(Sigma),tr010x(Al―

drich,Milw,WI)で ある。また,抗酸化薬を同じ実験に用

いた。ブトフК,容
′
性の雰E4勿 ,VE,γ ^tocopherol,VE succinate,

VE nicotinate,VE phasphate,VE acetateは 95%エ タ
ノールに溶解 し,エ タノールの最終濃度が培養液の

0.2%になるようにした。また対照群には,実験群と同様
にエタノールの最終濃度を0.2%に した。エタノール濃

度が 0.5%以下であれば,細胞増殖に影響がないことを

確認している16)。

1.細胞増殖試験

細胞増殖は,細胞数計測法と3H_thymidine取 り込み法

を用いた.細胞数計測法では,5,000個 の脈絡膜血管内皮

細胞 を 24穴 細胞培養 プ レー HCOStar,Cambridge,

MA)に入れ,M199培養液(10%FCSを 含む)で培養し
た。VEも しくはVE誘導体 (10μ M)を上記培養液に加
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えて培養した。ここで使用したVE誘導体 (10μ M)は ,水
溶性 VEであるtrolox,VE succinateと その類似物質で
あるVE nicotinateと VE phosphateで ある。培養開始

から,3日 目,5日 目に細胞数をヘモサイトメーターを用
いて計測した。なお,培養液は3日 目に同じものと交換し

た。
3H_thymidine取 り込み法は,5,000個の脈絡膜血管内

皮細胞を24穴細胞培養プレートに入れ,M199培養液
(10%FCS)で培養した。それぞれの培養液に0.1～ 100

μMの VE,あ るいは VE succinateを 入れた。各培養穴
に 3H_thymidine(0.5 mCi/weH,Amersham,Arlington

Hcights,IL)を 入れて 12時間培養 し,3Hthymidineの

活性を既報の方法で測定した16)。 _般に,成長因子などが
培養細胞の増殖に与える影響は,細胞密度により異なる

ので,脈絡膜血管内皮細胞 25,000個を培養皿に入れて最

低 48時間培養して,細胞がコンフルエント状態になった

のを確認して,同様の方法で 3H_thymidineの取 り込み

を測 定 した。抗 酸 化薬 butylated hydroxytorulene

(BHT,Sigma)を 同量加えたものについても同様の実験

を行った.

2. Phorbol esterの景夕響

プロテインキナーゼ C(PKC)の 代表的な刺激薬であ

る phorbol ester(phorbol 12‐ rnyristate 13 acetate,

(PMA)Sigma:50 nM)を 培養液 M199(0.1%FCS含 )
に入れて 30分間培養後,培養液で PMAを洗い流した。
0.5 mCi/weHの 3H_thymidineを 加 えて24時 間 培 養

後,3H_thymidineを計測した。対照として phorbol ester

の一種である4″phorbol 12,13-didecanoate(Sigma)を

用いた。PKCを PMAで活性化 した場合のVE succi_
nateの細胞に与える影響を調べるため,PMAと VE
succinateの同時刺激を行った。まず,PMA(10 nM)を 含

む培養液 M199(0.1%FCS含)で 30分間培養後,phos―
phate burered saline(PBS)で 3回洗浄後,10μ M VE
succinateを 含む培養液 M199(0.1%FCSお よび 0.5
mCi/weHの 3H_thymidineを 含 む)で 12時 間培 養後,
3Hthymidineを

測定した。

3.細胞障害試験
10 μMの薬物を加えた培養液で,脈絡膜血管内皮細胞
を 24時間培養した後,薬物が培養脈絡膜血管内皮細胞に

及ぼす細胞障害性を色素排出試験で調べた17)。

4.統計学的解析

すべての実験は最低 3回以上行い,student's ttestで

検定した。有意水準は 0.05以下を用いた。

III 結  果

1.細胞数計測法

薬物を含んだ培養液で脈絡膜血管内皮細胞を培養後 3

日目になると,VE succinate群 では細胞数が増加 しな

かったのに比べ,他の薬物群ならびに対照群では細胞数
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ホ:対照群に比べて統計学的有意差が認められた(p<0.01)

VE:Vitamin E

が増加していたが,統計学的有意差はなかった。5日 目に

は,VE succinate群 は対照群に比べ有意に細胞数が少な

かった (p<0.01)。 VE群の細胞数は,対照群よりも少な
い傾向にあったが,統計学的有意差はなかった。他のVE
誘導体 と,対照群の間には差はみられなかった(図 1,表

1)。

2.3H¨thymidine取 り込み法

5,000個 の脈絡膜血管内皮細胞を培養皿に播いた実験

では,VE,BHTと もに 3H_thymidineの取り込みを促進
した。VE群 と対照群の間には統計学的有意差があった
(p<0.05,図 2)。 一方,VE succinate群 以外のVE誘導
体群は,対照群との間に統計学的有意差はなかったが,

VE succinateは著明に 3H_thymidineの取り込みを抑制

した。特に,抗酸化作用がないVE誘導体 γ―tocopherol
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V E acetate
V E phosphate
V E nicotinate
V E succinate
y-tocopherol *

対 照

0        1  _        2         3
3H_Thyrnidine uptake   xl。

。。cprn

図 2 Vitamin E(VE)誘 導体が培養ウシ脈絡膜血管
内皮細胞の

3H_thymidine取 り込みに与える影響 .
VE,対照と比べて,脈絡膜血管内皮細胞の 3H_thy_

midine取 り込みを刺激したが,他の VE誘導体は作
用 は示 さない (**:p<0.05)。 また,VE succinate

は,明 らかに
3H_thymidine取 り込みを抑制 してい

る(Ⅲ :p<0.01).BHT:Butylated hydroxylorulene

群と対照群との差はみられなかった。

5,000個の細胞を播いた実験では,10μ M以上の濃度
の VE succinateは 細胞の 3H_thymidineの取 り込みを

有意に抑制した(p<0.01,図 3A).25,000個 の細胞を播

いた実験では,100 μMの最高濃度でも対照群とVE suc―
cinate群の間には統計学的有意差はなかった(図 3B).

3. Phorbol esterの景多響

PMAで 30分間刺激すると,脈絡膜血管内皮細胞の
3Hthymidine取 り込みは軽度減少した。しかし,こ れは

統計学的に有意な差ではなかった。4α‐phorbol 12,13‐

didecanoate群 と対照群の間には,統計学的有意差はな

かった。PMAで刺激 した後,VE succinateを 含む培養
液で培養すると,上記実験でみられた VE succinateの
3H_thymidine取 り込み抑制効果は減少して,対照群 と差

力さなくなった。VE succinate群 とVE succinate+PiMA

群の間には,統計学的有意差があった(p<0.05)(図 4)。

Vitamin E succinateと 脈絡膜血管内皮・坂本他

A                             B
図 1 培養ウシ脈絡膜血管内皮細胞の位相差顕微鏡写真 .

A:通常の脈絡膜血管内皮細胞.B:Vitamin E(VE)succinate(10 μM)を 含む培養液で 72時間培養した
後の血管内皮細胞.細胞の形態はやや扁平化しているが,明 らかな壊死細胞などは認めない。バーは 50 μm

表 1 細胞数計測の結果 VE
BHT
Trolox3日 目実験群

細胞数 (個 /wen)

平 均     標準偏差

＊

＊

対照群

VE succinate群

VE群
VE nicotinate群

VE phOsphate群

Trolox群

5日 目実験群

2,200

平均  
数(個/well)

標準偏差

8,800

4,100

9,900

8,700

6,900

7,600

「
―
―
Ｉ
Ｊ

対照群

VE succinate群

VE群
VE nicotinate群

VE phosphate群

Trolox群

24,400

3,800

26,500

22,200

22,500

23,500

2,100

500*

3,300

4,100

2,700

2,500

|=
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100
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PMA
αPD

0   0.1        1        10       100                0   0.1        1        10

濃度 (μ M)                   濃度 (μ M)

A                              B
図 3 VE succinateが 培養ウシ脈絡膜血管内皮細胞の 3H_thymidine取 り込みに与える影響 .

A:5,000個 の細胞を用いた場合.B:25,000個 の細胞を用いた場合.対照群の平均 1,200 cpmを 100%と し
ている(n=4).増殖状態にある細胞 (A)の 3H_thymidine取 り込みは VE succinateに より抑制される(p<

0.01)が ,増殖停止状態(B)の細胞の
3H_thymidine取 り込みは VE succinateに より抑制されない。

● :対照,□ :VE succinate,○ :VE

表 2 細胞障害試験の結果

薬  物 生細胞率

VE

7-tocopherol
VE succinate

VE nicotinate
VE phasphate

VE acetate

Trolox

∨ES
VES+α PD
∨ES+PMA

*

対照

0         1           2          3
っ             X1000 com‐
H― thynlldine uptake

図 4 Phorbol esterが培養ウシ脈絡膜血管内皮細胞
の 3H_thymidine取 り込みに与える影響 .
PMA(10 nM)を 含む培養液で 30分間培養すると,
脈絡膜血管内皮細胞の

3H_thymidine取 り込みは抑

制されるが,αPDに はそのような作用はない.PMA
を含む培養液で 30分間培養後,VE succinateで培

養するとVE succinateに よる 3H_thymidine取 り

込み抑制作用は減弱される(*:p<0.05).VESi VE
succinate,F)]И :ハL:phorbol 12-rnyristate 13 acetate,

αI)D:4α‐phorbol 12,13‐ didecanoate

4.細胞障害試験

10μ Mの VEな らびにVE誘導体を含む培養液で 24
時間培養した後でも,生細胞率はすべて 90%以上であ

り,こ れらの薬物は明らかな細胞障害性を示さなかった

(表 2)。

IV考  按

本実験では,培養ウシ脈絡膜血管内皮細胞を用いて

VE succinateの 増殖抑制効果を調べた。VEは ,培養ヒ

ト鱗帯静脈血管内皮細胞の増殖を刺激することが報告
18)

されている。この作用は,主にVEの抗酸化作用によるこ
とが推察されている。本実験では,抗酸化薬 BHTが VE

生細胞率は,5回の実験の平均である

と同様に,脈絡膜血管内皮細胞の
3H_thymidine取 り込

み刺激作用を持ち,抗酸化作用をもたないVEであるγ―

tocopherolに その作用がなかったことから,VEの様々

な作用のうち,特に抗酸化作用が細胞増殖を刺激したと

考えられる.対称的に,VE succinateは 培養脈絡膜血管

内皮細胞の増殖を抑制し,3H_thymidine取 り込みも抑制

した。この作用は,10μ Mか ら明らかになり,100 μMで
は対照の 20%ほ どになった。10μ :Mの VE succinateが

他の VEや VE誘導体 と同様に,明 らかな細胞障害性を
示さなかったことか ら,こ のVE succinateの 細胞増殖

抑制作用は非特異的な細胞障害作用ではない。さらに,こ

の 3Hthymidine取 り込み抑制作用は,コ ンフルエン ト

状態になるような細胞には働かなかったことから,VE
succinateは増殖期の脈絡膜血管内皮細胞に特異的に働

く可能性がある。しかし,コ ンフルエント状態では細胞が

増殖 しないため,通常 どおりの
3H_thymidine取 り込み

が得られないために,こ のような結果が得られた可能性

がある。

PKCは ,細胞内の刺激伝達に関わる重要な蛋白質であ
る。PMAは最も良 く知 られたPKC刺激薬であり,多 く

]

％

％

％

％

％

％

％

8
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のPKCサ ブタイプを活性化する。今回の実験で,PMA
が脈絡膜血管内皮細胞の増殖を軽度抑制したことから,

少なくともPKCの活性化は,脈絡膜血管内皮細胞増殖
には抑制的に働 くようである。ここで,VE succinateの

細胞増殖抑制作用が PMAの前処置で軽減されたこと
は,VE succinateの 細胞増殖抑制作用に,少なくとも細

胞内PKCの活性化が関係あることを示唆する。しかし,
PMAは 強力なPKCの活性化作用があるためにVE
succinateに よるPKCの活性化,不活化のどちらもマス
クした可能性があり,VE succinateの 作用は細胞内

PKCに どのように(活性化あるいは不活化)働いたかは

確かではない。近年,PMAは PKC以外の酵素にも作用
することが報告

19)20)さ れており,PKC以外の因子の関与
も考慮する必要がある。

VE succinateは ,培養腫瘍細胞や網膜色素上皮細胞の

増殖を抑制することが報告
12)13)さ れている。特に,腫瘍細

胞のTGF―βの分泌を刺激するとされている。TGF―β

は,培養血管内皮細胞の増殖を抑制することが知られて

おり21)22),今回の実験では VE succinateが脈絡膜血管内

皮細胞からの TGF‐βの分泌を刺激して,そ の結果とし

て,細胞増殖を抑制した可能性がある。

実際上の脈絡膜血管新生においては,脈絡膜血管内皮

のみならず,網膜色素上皮細胞などの周辺の細胞 との相

互作用が重要である6)7)14).網 膜色素上皮細胞はTGF―β

をそれ自身で産生し23),そ の作用にはPKCが 関与して
いることが証明されており

24)25),VE succinateの 物υ多
・
υθ

の状態での働きはさらに複雑であろう。また,TGF―βは

'2υ

グυθの系では血管新生を刺激するので,血管新生抑制

薬として使用可能かどうかについての物 υわθの実験は

必要である26)。 しかし,効 υ″′知 で脈絡膜血管内皮細胞の

増殖抑制に働いたことは,VE succinateの脈絡膜血管新

生治療薬としての大きな可能性を示唆する。

本研究の一部は,持田記念医学薬学振興財団の研究助成に

より行われた。
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