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ヒト眼の線維柱帯における蛋自分解酵素抑制因子の分

布 と遺伝子発現について,免疫組織化学染色,れ sJι
“1lybridization,去 ,reverse transcriptiOn_p01yrnerase

Chain reaction(RT‐ PCR)法を用いて検出した。免疫組
織化学染色によって αl_プ ロテイナーゼインヒビター

(PI),α l‐アンチキモ トリプシン(ACT),α 2‐マクログ
ロブリン(MG)の いずれもが線維柱帯に分布し,特にぶ
どう膜網で強く発現 していることが明らかとなった。I“

SJι

“
hybridiZation法 では,軽度であるが線維柱帯の

ビームをとりまく線維柱帯細胞などに陽性と考えられる

感光銀粒子の集積を認めた。ただし,部位特異性,細胞選

択性などは明らかにできなかった。ヒト眼の培養線維柱

帯細胞からtotal RNAを 抽出し,RT‐ PCR法を行った
ところ,PI,ACT,MGに 加えて,ア ンチ トロン ビン
(AT),プ ラスミノーゲンアクチベーターインヒビター
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-1(PAI‐ 1)のメッセンジャーRNA(mRNA)の 発現が検
出された。線維柱帯においても,角膜や毛様体と同様にい

くつかの蛋自分解酵素抑制因子が分布 し,それらはおそ

らく少なくとも一部は線維柱帯に分布する局所の細胞に

よって産生されていることが明らかとなった。線維柱帯

における蛋自分解酵素と,その抑制因子のバランスは房

水流出路の恒常性の維持に重要と考えられ,各種緑内障

眼における役割が注 目される。(日 眼会誌 101:265
-271,1997)
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Abstract
We examined the distribution and expression of identified by RT-PCR using trabecular meshwork

three proteinase inhibitors, a1-proteinase inhibitor culture cells. In this study, we concluded that some
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I緒  言

組織の維持,炎症,傷害,修復などの組織現象の際に,蛋

自分解酵素とその抑制因子の微妙で,かつ動的なバラン

スによる調節は極めて重要な要素
1)～ 3)で
,近年,眼組織に

おいてもその重要性が改めて認識されてきている。その

代表的な例 として,マ トリクスメタロプロテイナーゼ

(matrix meta10prOteinase,MMP)と ,そ のイ ン ヒ ビ

タ_(tissue inhibitor Of metaHOprOteinase,TIMP)に

よる細胞外マトリックスの調節があり,基礎研究の分野

と同様,眼科領域でも注目されている
1)4)～ 7)。 _方

,血清中

の蛋自分解酵素と,そ の抑制因子の存在は古くから知 ら

れており,血液凝固,溶血などの調節だけでなく,局所に

おける組織の調節にも重要な役割を果たしていると考え

られている8)～
10).さ らに,こ れらの分子は決して部位特異

的なものでなく,多 くの細胞で産生されていること,ま

た,い くつかの分子に関しては眼組織にも分布,発現して

いることが明らかにされている
11)～ 15).

一方,線維柱帯
16)17)は前房隅角に局在し,コ ラーゲン線

維,弾性線維様物質,さ らに基質成分などを含むシー ト状

の層状構造によって構成されている。線維柱帯は房水の

流出の調節に働いており,こ の組織の様々な異常,ま た ,

正常機能の維持機構の失調が各種緑内障の際の眼圧上昇

に密接に関与していると推定されている。この組織の層

状構造の表面は,線維柱帯細胞が不規則に覆っており,こ

の細胞が正常眼における房水流出システムの維持に特殊

な役割を果たしていると考えられている。この細胞は貪

食能を持ち,代謝酵素の分泌や細胞外マ トリックスの産

生を行っている。眼圧 という要素を介 して間接的に眼球

の正常環境の維持に働いている線維柱帯にとって,局所

的にも組織の形態,機能の維持は重要な問題である。した

がって,蛋自分解酵素 とその抑制因子による調節は,おそ

らくこの組織においても非常に重要な要素として働いて

いることが推定される。近年,こ の組織におけるMMP

の存在,機能に関する研究
4)が散見されるのに対して,蛋

自分解酵素を含むライソゾーム酵素,そ の抑制因子に関

する研究はSawaguchiら
18)の報告など,ご くわずかであ

る。そこで,本研究では免疫組織化学的方法,さ らに 勉

sグ蒻 hybridization法,reverSe tranSCriptiOn‐ p01ymer‐

ase chain reaction(RT― PCR)法 を用いて,ヒ ト眼の線維

柱帯におけるいくつかの蛋自分解酵素抑制因子の分布 と

遺伝子発現について検討した。

II対 象 と方 法

免疫組織化学および 勿 s′ノz hybridizationに よる実験

には,正常ヒト眼 10例 10眼 (17～92歳)を用いた。眼球

は米国,イ リノイ眼球銀行(Chicago,米 国)か ら提供され

た。いずれの眼球も死後 36時間以内に処理された。角膜 ,

線維柱帯を含む前眼部を切り出し,10%緩衝ホルマリン
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で一昼夜固定し,型のごとくパラフィン包埋した。厚さ 5

μmの切片を作製した。なお,こ の研究は米国シカゴ,イ

リノイ大学眼科において行われた。

1.免疫組織化学

免疫組織化学染色の方法は既報
18)に従った。切片は脱

パ ラ フィン,再 水化,o.01 M PBS(phOsphate burer

saline,pH 7.2)で 洗浄 した後に,3%過酸化水素で 15

分間処理 した。以後,洗浄には0.ol M PBSを 用いた。

10%正常ウサギ血清を 30分間,続いて一次抗体を 90分

間作用させた。一次抗体は,ウ サギ抗ヒトαl―プロテイ

ナーゼインヒビター(PI)抗体,ウサギ抗ヒトαl‐アンチ

キモトリプシン(ACT)抗体,ウサギ抗ヒトα2-マ クログ

ロブリン(MG)抗体 (い ずれもDAKO社,Carpenteria,
米国)を 1:100に希釈して用いた。陰性対照として,正

常ウサギ IgGを用いた。続いて二次抗体としてビオチン

化抗ウサギ IgG抗体 (1:250),さ らに,ア ビジン化ペル

ォキシダーゼ(VECTASTAIN ABC KIT,Vector,Bur―

lingame,米国)を ともに 45分間作用させた。発色にはデ

アミノベンチヂン(DAB,Sigma,St Louis,米国)を用い

た。エタノール系列で脱水,キ シレンに透徹し,プ リマウ

ント(Fisher,Itasca,米 国)で封入し,光学顕微鏡で観察

した。

2. 14 sJι
“
hybridization

各抑制因子のメッセンジャーRNA(mRNA)を検出す

るために,効 sグ滋 hybridiZatiOnを 行った。その方法は既

報
13)15)に 従った。脱パラフィン,再水化,デエチルピロカ

ル ボ ン酸 (DEPC,Sigma)で 処理 した o.ol M PBS

(DEPC―PBS,pH 7.4)で洗浄の後,プロテイナーゼ K(10

mg/ml,緩衝液は0.05Mト リス塩酸/o.ol M EDTA,

BOehringer Mannheim,Indianap01iS,米 国)を 15分 間

作用させた。次に,4%パラフォルムアルデヒド/DEPC―
PBSで 15分 間後固定 を行い,さ らに,3%グ リシン/
DEPC― PBSで洗浄した。アセチル化を0.25%無水酢酸/

100 mM塩酸 トリエタノルアミン(pH 8.0,い ずれも

Sigma)で 10分間行った。切片は 2× SSCで洗浄 し,脱

水,風乾 し,バキュームデシケーター内に入れ,冷室内で

保管した。

プローブにはcDNAク ローンであるphAT 85(PI,

1.4 KB)19),phACT 235(ACT,1.O KB)20),pha2 m l

(MG,2.l KB)21)(い ずれもAmerican type culture col―

lectiOn,Rockville,米 国)を 用い,PIに 対 して は
3H_

dATP(ICN,Irvin,米 国)を ,ACT,MGに 対 しては33P_

dATP(DuPontNEN,Boston,米 国)を ,multiprime
DNA labening system(Amersham,Arlinton Heights,

米国)に よるランダムプライム法によってラベルした。プ

ローブ (い ずれも2× 106cpm/ml)を ハイブリダイゼー

ション溶液とともに,各 30 ulずつ切片にのせ,滅菌した

シリコンコートカバーグラスをかぶせた。ハイブリダイ

ゼーションは 45° Cで,16時間行った。
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抽出には TRI REAGENT(Ⅳ lolecular Research Cen―

ter,Cincinnati,米国)を用いた。RT―PCRに はGeneAmp
RNA PCR kit(Prrkin Elmer,Norwark,米 国)を 用い

た.mRNAか ら相捕的 DNA(cDNA)へ の逆転写のプラ
イマーとして,キ ットに含 まれているランダムヘキソ

マーを用いた。それぞれの分子に対する PCRの ための
プ ラ イ マーは 01ig0 4.0(National BiOsciences,

Plymouth,米 国)を用いてシークエンスを決定 し,DNA
synthesizer(Pharmacia)で 作製した。この実験で検出し

た蛋自分解抑制因子は PI,ACT,MG,さ らにアンチ トロ

ンビ ン III(AT),プ ラス ミノーゲ ンア クチベーター

ー1(PAI)の 5つ であ る。RT‐PCRの 反応 は,Program‐
med Thermal Controller(MJ Research,米 国)を用いて

行った。逆転写 は 37°C-60分,95°C-10分 ,15°C-5分
で行った。また,PCRは 95°C-2分 を 1サ イ クル ,
95°C-45秒 ,60°C-45秒 ,72° C-2分 を 30サ イ ク ル,
72℃-10分 を 1サ イクルで行い,10° Cで保管 した。増幅
された DNAは 1%ア ガロースゲルで電気泳動 し,紫外
線下で確認した。また,それぞれの DNAを 制限酵素で切

洗浄は 0.5× SSC/1mM EDTA(室 温),DNA洗 浄液
(50%フ ォルママイド,0.15M塩化ナトリウム,0.5mM
EDTA,5mMト リス塩酸pH 7.4,室 温),0.5× SSC(55
°
C),0.2× SSC(55° C),0.2× SSC(室温)の順で行った。切

片 は Slヌ クレアーゼ (960U/ml,Sigma)で 処理 し,
0.05%ト リトンX-100/0.5× SSC(室温)で洗浄し,エ タ

ノール系列で脱水,風乾 し,バキュームデシケーター内に

入れ,再度,冷室内で保管した。

組織オートラジオグラフィーのために50%Kodak
NTB-2乳 剤 (IBI,New Haven,米 国)を コートし,冷暗
室内で保管した.PIの 実験では45日 後に,ACT,MGの
実験では21日後に現像を行った。最後にヘマトキシリン

(Sigma)で対比染色をし,プ リマウントで封入し,光学顕

微鏡の明視野下,暗視野下,さ らに位相差顕微鏡下で観察

した。

3. RT‐PCR
別なドナー 3眼の線維柱帯細胞を既報に従って型のご

とく細胞培養した
22).第二継代の細胞をコンフルエント

の状態 (約 1× 106個 )で total RNAを 抽出した。RNAの

図 l αl‐プロテイナーゼインヒビター(PI)(A),α l‐アンチキモ トリプシン(ACT)(B),α 2‐マクログロブ
リン(MG)(C)に 対する免疫組織化学染色.Dに陰性対照を示す.いずれもパーは 100 μm.
A:PIに 対する免疫染色は線維柱帯では,ぶ どう膜網で最も強 く認められた(矢印)。 角強膜網,内皮網,
シュレム管内,外壁での染色はわずかであった。BI ACTは わずかだが染色が認められ,PIと 同様にぶど
う膜網で最も明らかであった (矢印)。 C:MGに対する染色は,線維柱帯全体にびまん性に認められたが,
やはりぶどう膜網で最も強かった (矢印).D:正常ウサギIgGを作用させた陰性対照では有意な染色は認
められなかった。

いずれもSIシュレム管,AC:前房
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断し,予想された核酸配列が増幅されたことを確認した.

増幅されるべきcDNAのサイズと,制限酵素によって切
断されるサイズは以下のようである。αl―プロテアーゼ

インヒビターは275 bpで Hinc IIに よって 109/148 bp,

αl―アンチキモ トリプシンは735 bpで Ban Iに よって

348/387 bp,α 2-マ クログロブリンは619 bpで Hinc II

によって 90/185 bp,プ ラスミノーゲンアクチベーター

インヒビター 1は 256 bpで Hinc IIに よって 109/148

bp,ア ンチ トロン ビンIHは 503 bpで Sac Iに よって

379/124 bpで ある。

III 結  果

1.免疫組織化学染色 (図 1)

ヒト眼の線維柱帯は,組織学的に前房側から大きく①

ぶどう膜網,② 角強膜網,③ 内皮網,④ シュレム管 (内

壁,外壁)に分類される16)17)。 また,ぶ どう膜網,角強膜網

は類似した構造を持っており,結合組織性のビームとそ

の周囲を取り巻く線維柱帯細胞とに分類される。

日眼会誌 101巻  3号

免疫組織化学染色によって,PI,ACT,MGに 対する染

色がヒト線維柱帯のいずれの例にも認められた。ただし,

いずれの分子も最も前房側であるぶどう膜網で強く認め

られ,内 皮網,Schlemm(シ ュレム)管周囲では軽度で

あった。PIで は(図 lA)ぶ どう膜網で最 も染色が著 し

く,角強膜網も強く染色された。内皮網,シ ュレム管内壁 ,

外壁では染色は弱かった。しかし,それより外側の強膜は

再び強 く染色された。ACTでは(図 lB)ぶ どう膜網,角
強膜網で明らかな染色が認められるが,そ の他の部位で

はわずかであった。一方,MGで は(図 lC)や はりぶどう

膜網が強 く染色されたが,角強膜網,内皮網,シ ュレム管

内,外壁はほぼ同じ程度で染色された。正常ウサギ IgG

を反応させた陰性対照の切片では,いずれの部位にも有

意の染色は認められなかった (図 lD)。

2. Iん 説ι
“
lhybridlization(図 2)

Iπ s″励 hybridization法 によって,PI(図 2A),ACT,

MG(図 2C)の特異的 mRNAを検出した。PI(図 2A)の
mRNAの 検 出には3Hを 用いたオー トラジオ グラ

図2 α l‐プロテイナーゼインヒビター(PI)(A),α l‐アンチキモ トリプシン(ACT)(B),α 2‐マクログロプ
リン(MG)(C)に対するれ sJtt hybridizationの 結果を示す。Dは PIに対する実験の陰性対照の像を示
している。いずれも暗視野光学顕微鏡下での写真を示している。バーはいずれも 100 μm
A:PIのメッセンジャーRNA(mRNA)の 存在部位を示す感光銀粒子は線維柱帯にびまん性に認められ
た。シュレム管の内壁,外壁にも同様に集積が認められた。毛様体,特に毛様体筋部では著しい集積が認めら

れる。B:ACTに ついても線維柱帯全体に有意な感光銀粒子の集積が認められる(矢印)。 C:MGは 毛様
体に比較するとごくわずかであるが,陽性と考えられる銀粒子の集積が認められる(矢印).D:陰性対照で
は軽度のバックグラウンドを認めるが,陽性所見としてとらえるべき細胞への集積像は,いずれの部位にも

認められなかった。

いずれもS:シ ュレム管,AC:前房
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フィーを行った。線維柱帯にはmRNAの存在部位を示
す感光銀粒子がシュレム管の内壁,外壁を含め,びまん性

に認められた。後方に連続する毛様体にも著しい集積が

認められた。線維柱帯における部位による発現の差は明

らかではなかった。一方,ACT,MGの mRNAの 検出に
は33Pを 用いた。ACT(図 2B)の mRNAは ,線維柱帯に
おそらく陽性と考えられる集積として認められたが,ご

く軽度であった。PIと 同様に,線維柱帯における部位に

よる発現の差は明らかではなかった。一方,MG(図 2C)

のmRNAの発現も,同様に線維柱帯におそらく陽性 と
考えられる集積として認められたが,や はりごく軽度で

あった。いずれの実験の陰性対照 (図 2D)に おいても軽

度のバックグラウンドを認めたが,感光銀粒子の集積 と

しては認められなかった。

3.RT‐ PCR(図 3)

培養線維柱帯細胞から抽出した total RNARTを 用い

て PCRを 行い,PI,ACT,MG,AT,PAIの cDNAを 増
幅するためにデザインしたそれぞれのプライマーペアに

よって,予想されたサイズのDNAが得られた。また,こ
れらの増幅産物は制限酵素によって予想されたサイズに

切断され,それぞれ特異的なDNAが増幅されたことが
明らかとなった。なお,逆転写を行わずにPCR反応のみ
を行った場合には,全 く反応産物が得られないか,も しく

はより大きなサイズの (おそらくgenomic DNAか ら増

幅された)反応産物が得られた。

IV考  按

今回の研究で得られた結果によって,免疫組織化学的
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にPI,ACT,MGが分布すること,グπ sグ′%hybridization
によって,お そらく線維柱帯細胞などがこれら分子の

mRNAを発現していることを示した。さらに,RT―PCR
によって,培養線維柱帯細胞が PI,ACT,MG,さ らには
AT,PAI‐ 1の mRNAを発現していることが明らか と
なった。

蛋自分解酵素抑制因子の多くは血中成分 として存在

し,こ れまでは血栓形成,溶血など,主 に血液中の調節機

構に関連する物質としてしばしば研究されてきた8).特

に,serin proteinaseと いわれる一連の蛋自分解酵素に

対する抑制因子は serin proteinase inhibitor=serpinと

総称され9),そ れぞれの分子は互いに類似した構造をも

ち,一つのスーパーファミリーを構成していることが明

らかとなった19)20)23)。 serin proteinaseの 例 として,カ テ

プシンD,G,ト リプシン,ト ロンビン,プ ラスミン,カ リ

クレイン,組織,ま た,ウ ロキナーゼプラスミノーゲンア

クチベーターなどがあげられ,ま た,serpinと しては PI,

ACTを はじめ,α 2-ア ンチプラスミン,ア ンチトロンビ
ン,プラスミノーゲンアクチベーターインヒビターなど

がその代表例としてあげられる。本研究で取り上げた PI

は8)9)19),主 に肝臓の parenchyma cenで 産生され,血清

総蛋自の 3%を 占める代表的な血清蛋自分解酵素抑制
因子である.分子量は約 50 kDaで,シ ングルペプチド鎖

で構成されている。血清中濃度は 2.5± 0.4 mg/mlで ,エ

ラスターゼとコラゲナーゼに対する特異的抑制因子とし

て働き,他にトリプシン,キモトリプシン,ト ロンビンな

どの活性 も抑制する。ACTは 8)20),同 様に肝臓で産生さ
れる血清蛋自分解酵素抑制因子で,分子量は約 68 kDa

線維柱帯の蛋自分解酵素抑制因子・福地他

A 1234567

B 1 2 3 4 s

653-
517-
298-
154-

394→
298-
234-
154-

図 3 ReVerSe transcription‐ polymerase chain reaction(RT‐ PCR)法による,5種の蛋自分解酵素抑制
因子の mRNAの 検出.PCR産物を2%アガロースゲル上で,TBE緩衝液で電気泳動を行った。
A:1:DNA分 子量マーカー,2:α 2‐マクログロブリン(MG,619 bp),3:MGの Hinc IIに よる切断 (90/
185 bp),4:α l‐アンチキモ トリプシン(ACT,735 bp),5:ACTの Ban Iに よる切断 (348/387),6:プ ラス
ミノーゲンアクチベーターインヒビター 1(PAI,256 bp),7:PAIの Hinc IIに よる切断 (109/148 bp).
B:1:DNA分 子量マーカー,2:α l‐プロテアーゼインヒビター (PI,275 bp),3:PIの Hinc IIに よる切
断 (109/148 bp),4:ア ンチ トロンビンIII(AT,503 bp),5:ATの Sac Iに よる切断 (379/124 bp)。
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で,シ ングルペプチド鎖で構成されている。血清中濃度は

0.2 mg/mlで ,そ の主なターゲットはカテプシンGと 考

えられている。PIに 比較 して,よ り急性期に発現する抑

制因子 と考えられている.一方,MGは 10)21)同様に主要な

血清成分だが,構造から,ま た,そ の抑制の非特異性から

serpinと は異なる特殊 な抑制因子 と考 えられている。

MGは 分子量 725 kDaの 巨大分子で,4つのサブユニッ
トによって構成 されている。MGは serin proteinase,
cystein proteinase,aspartic prOteinase,Inetallo‐

proteinaseの いずれのクラスの蛋自分解酵素をも非特

異的に抑制すると考えられている。さらに,こ の分子,他

の蛋自分解抑制因子の機能を補助する働 きもすると考え

られる点でも特殊な分子 と考えられている。これらの抑

制因子は一般に酵素に直接結合し,そ の活性を抑制する。

そして分解酵素とその抑制因子のバランスは,少な くと

も正常状態における組織のターンオーバー,リ モデリン

グという現象に重要で,組織の恒常性の維持という機能

を果たしていると考えられている
3).

これまでにも眼組織における蛋自分解酵素抑制因子に

関す る研 究がい くつか認 め られ る
7)11)～ 15).Twining

らH)～ 15)は 角膜における抑制因子の分布,発現についての

PI,ACT,MGを始め,α 2‐アンチプラスミンなどが分布
していること,角膜の各細胞がこれら分子を局所で産生

していることを示 した。また,涙液中,前房水中に PIお

よび MGな どが検出されることが報告7)さ れている.
我々は

24)本
論文と同様に免疫組織化学 とグ″sztt hybridi‐

zation法 を用いて,ヒ ト眼の毛様体 に PI,ACT,MGが

分布 。発現 している ことを示 した。病的な状態では,

Sawaguchiら 25)26)は 円錐角膜患者の角膜 において PI,

MGが 低下 していること,Fukuchiら 27)は その PIの 低
下は主に上皮における mRNAの 発現の低下による可能
性が高いことを示した。

本研究において,ヒ ト眼の線維柱帯においてもい くつ

かの蛋自分解抑制因子が分布,発現していることを示 し

た。線維柱帯はぶどう膜網,角強膜網,内皮網,シ ュレム管

の,大 きく4つ の性格の異なった要素によって構成され

る.免疫組織化学的にはいずれの分子についても最前房

側,つ まり,ぶ どう膜網が強 く染色された。Jη stt hybrid―

izationで は,いずれの分子に関しても陽性 と考えられる

細胞が認められたものの,感光銀粒子の集積は著明では

なく,ま た,4つ の異なった部位のいずれで優先的に産生

されているかについては明らかにできなかった.そ の理

由として,お そらくこれらの分子に関する遺伝子発現が

相対的に低いことが推定され,今後さらに検討が必要 と

考えられる。

Andoら 7)は血清中において,PIは総蛋自の約 3%に
対して,前房水中で 14.9± 4.9%と 著 しく高濃度である

ことを示した.ま た,MGについても前房水中では,そ の

濃度は血清中の約 1/1,000で はあるが,MGの ような高
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分子量蛋自の濾過率から考えるとやはり高濃度であると

述べている。したがって,これらの分子は,単純濾過によ

る滲出だけでなく,おそらく毛様体,線維柱帯を含む局所

においても,こ れらの分子は産生されているのだろうと

推定しており,今回の結果はそれを支持している。

ところで,効 sz・′%hybridizationを行った目的は,線維

柱帯細胞による各抑制因子の mRNAの発現を示すこと
であった。ところが今回の結果では,おそらく陽性と考え

られる集積は認めたものの,それらは概して弱 く明瞭で

はなかった。そのため,近年 mRNAの検出の目的で盛ん
に用いられているRT―PCRを同時に行った。その結果,
培養線維柱帯細胞はPI,ACT,MGに加えて,AT,PAI-1
のmRNAを も産生していることが明らかとなった。fπ
υttθ で培養された細胞は,し ばしばその性状を変化させ

る。したがって,培養細胞 における発現がただちに物

υ′υθの状態での蛋白産生を意味してはいないが,少なく

とも線維柱帯細胞がこれらの分子を産生する能力をもつ

ことを示している。また,RT―PCRの実験に AT,PAI‐ 1

を追加したのは,線維柱帯細胞によるserpinの発現には

選択性があるのか,も しくは非選択的なものなのかを検

討することにあった。少なくとも,今回の結果をみる限

り,5種のいずれの分子の mRNAを も発現しているこ
とから,選択性は認められなかった。Twiningら 口)～

15)は

角膜におけるPI,ACT,MGの発現を検討している。こ

れらによると,PIは主に上皮細胞で,MGは主に実質細
胞で産生されるという優位に産生する細胞があるもの

の,上皮,実質,内皮の各細胞は,いずれの分子をも産生し

ている可能性を示している。おそらく線維柱帯細胞も同

様で,RT― PCRで検出され得る微量な発現レベルで検討
した場合,いずれの分子の mRNAも 検出され,したがっ
て,様々な細胞がserpinの いずれの分子の産生能をも非

特異的にもっている可能性が推定される。今回は RT―

PCRに よる単純な検出を目的としたが,いわゆるcom―
petitive PCRに よって,相対的にmRNAを 量的に検討
することも可能であり,今後,検討の予定である。

線維柱帯における蛋自分解酵素とその抑制因子のバラ

ンスは,少なくともおそらく房水流出路という,眼内でも

重要かつ特殊な機能を果たしているこの部位の,恒常性

の維持に重要であると考えられる。また,前房内の炎症や

出血の際には,血液中と類似した機能を果たすと考えら

れ,したがって,これらの病態に密接に関係していること

が強く示唆される。また,局所の恒常性の維持という観点

から考え,こ れら分子のバランスが直接的もしくは間接

的にさまざまな病態,特に各種緑内障と関連している可

能性がある。この点は非常に興味ある問題であり,今後さ

らに検討の必要がある。

ご指導いただきました米国シカゴ,イ リノイ大学眼科の

Beatrice Yue,教 授に深謝いたします.



平成 9年 3月 10日 線維柱帯の蛋自分解酵素抑制因子・福地他 271

文  献
1)V7oessner JF: Matrix rnetalloproteinases and

their inhibitor in connective tissue rernodeling.

FASEB J 5:2145-2154,1991.

2)Chen‐恥rT: 141enlbrane proteinases:Roles in tis―

sue rernodeling and tun■ our invasion. Curr(二 )pin

(1)ell :Bio1 4: 802-809, 1992.

3)早川太郎 :細胞外マ トリックスの分解 と調節.藤本
大三郎 (編):細胞外マ トリックスのバイオサイエ ン

スとバイオテクノロジー.ア イピーシー,東京,192
-219, 1991.

4)Alexander JP, Samples JR, van Bruskirk Dl,

AcOtt TIS.:  Expression of rnetalloproteinase and

inhibitor by hurnan trabeculr rnesh、 vork. Invest

(])phtha1lnol Vis Sci 32:172-180,1991.

5)Fini lIE, Girard 】嘔T: Expression of col―
lagenolytic/gelatinolytic  n■etalloproteinase  by

nOrrnal cOrnea. Invest(:)phthalrnol Vis Sci 31:

1779-1788, 1990.

6)Eimi K,Sawaguchi S,Yue BYJT,Hara Ⅱ,Fuku‐
chi '11, Iwata lK:  Increased levels of inatrix

rnetal10proteinase in tl■e optic nerve head of

rnonkey eyes、 =itlll laser― induced glaucoma.Invest

Ophthalmol Vis Sci 34(ARVO Suppl):1283,1993.

7)AndO Ⅱ,Twining SS,Yue BYJT,Zhou X,Fini
lI:E,Kaiya T,et al: 4ヽヽ4Ps and prOteinase in‐

hibitors in the hurnan aqueous hulΥlor.Invest

Ophthalrnol Vis Sci 34:3541-3548,1993.

8)Travis J, Salveson GS: Human plasma
prOteillase irlllibitor.Annu Rev iBiochen1 52:655-

709, 1982.

9)Carrell R,Travis J:  αl‐ antitrypsin and the ser―

pins: Variation and countervariation. 
′

「
IBS 10:

20-24, 1985.

10)Borth W: α2-macroglobulin, amultifunctional
binding protein with targeting characteristics.

FASEB J 6:3345-3353,1992.

11)Twining SS,Everse SJ,VrilsOn PM,Yue BYJT,

Chan SK:  Locarization and quantincation of

αl‐ ptOteinase il■ hibitor irl the hurnan cornea.(1)urr

Eye Res 8: 389-395, 1989.

12)Twining SS,Zhou X,Wilson I)lⅧ : Identincation

of proteinase inhibitors in the cornea:  αl‐

antichynlotrypsin,  α2-antiplasinin, and  α2‐

rnacroglobulin. Invest Ophthallnol Vis Sci 32

(ARVO Suppl):1071,1991.
13)Twining SS,Fukuchi T,Yue BYJT,Wilson PPl,
BOsikOvic G: Corneal synthesis of αl‐ proteinase

inhibitor(α l― antitrypsin).InVeSt Ophthalln01 ViS

Sci 35: 458-462, 1994.

14)Twining SS,Fukuchi T,Yue BYJT,Ⅵ rilson PII,

Zhou X:  αl‐ antichyrnotrypsin is present in and

synthesized by the cornea.(I)urr Eye Res 13:433-

439, 1994.

15) Twining SS, Fukuchi T, Yue BYJT, Wilson PM,
Zhou X, Loushin G: a2-macroglobulin is pres-

ent in and synthesized by the cornea. Invest

Ophthalmol Vis Sci 35: 3226-3233, 1994.

16) Bill A: The drainage of aqueous humor. Invest

Ophthalmol Vis Sci 14 : 1-3, 1975.

17) Fine BS, Yanoff M : The uveal tract. In: Ocular
histology : Harper & Row, New York, 195-247,
7979.

18) Sawaguchi S, Yue BYJT, Kawa JE, Chang IL,
Twining SS, Meberg B: Lysosomal enzyme and

inhibitor levels in the human trabecular mesh-

work. Invest Ophthalmol Vis Sci 35:. 251 261,

1994.

19) Long GL, Candra T, Woo SLC, Davie EW,
Kurachi K: Complete sequence of cDNA for
human a1-antitrypsin and the Gene for the S

variant. Biochemistry 23: 4828 4837, 1984.

20) Candra T, Stackhouse R, Kidd YJ, Robson KJH,
Woo SLC : Sequence homology between a1-

antichymotrypsin, a1-antitrypsin, antithrombin
III. Biochemistry 22: 5055 5061, 1983.

27) Kan CC, Solomon E, Belt KT, Chain AC, Hiorns
L: Nucleotide sequence of cDNA encording
human a2-macroglobulin and assignment of the
chromosomal locus. Proc Natl Acad Sci USA 82 :

2282-2286,7985.
22) Kurosawa A, Elner YM, Yue BYJT, Elvert JL,

Tso MOM : Cultured trabecular-meshwork
cells: Immunohistochemical and lectin-binding
characteristics. Exp Eye Res 45 :239-251,1987.

23) ju Bao J, Sifer RN, Ledley KYJ, Woo SLC:
Molecular evoluation of serpins: Homologous

structure of the human a1-antichymotrypsin and

a1-antitrypsin genss. Biochemistry 26: 7755-
7759, t987.

24) Fukuchi T, Yue BYJT, Zhou L, Sawaguchi S,

Abe H: Expression of proteinase inhibitors in

the human ciliary body. Invest Ophthalmol Vis Sci

37(ARVO Suppl) : S82s, 1996.

25) Sawaguchi S, Twining SS, Yue BYJT, Wilson
PM, Sugar J, Chan SK: Alpha-1 proteinase

inhibitor levels in keratoconus. Exp Eye Res 50 :

549 s54, 1990.

26) Sawaguchi S, Twining SS, Yue BYJT, Chang
SHL, Zllon X, Loushin G, et al : a2-
macroglobulin leve1s in normal human and ker-

atoconus corneas. Invest Ophthalmol Vis Sci 35:
4008 4014, L994.

27) Fukuchi T, Zhoru L, Twining SS, Yue BYJT,
Sugar J: Expression of cathepsin G and a1-
proteinase inhibitor in keratoconus corneas.

Invest Ophthalmol Vis Sci 35(ARVO Suppl) : 1458,

1994.


