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要

目 的 :細胞外基質の水晶体上皮細胞の増殖に及ぼす

影響を検討すること.

材料と方法 :5%ウ シ胎児血清を添加 した培養液に分

散 したブタ水晶体上皮細胞 を,I型 コラーゲン,IV型 コ

ラーゲン,フ ァイブロネクチン,ラ ミニンでコー トした,

またはコー トしていない (対照)24穴 プレー ト上に播種

した。24時間後,96時 間後の細胞数を計測 し,両 者の細

胞数の比を求め細胞増殖を評価 した。

結 果 :細胞数の比は,対照では約 2.3倍 と細胞数が

増加 していた。この比は,細胞外基質でコー トした場合に
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約

は,I型コラーゲンで 4.0倍 ,IV型 コラーゲンで 3.5倍 ,

ファイブロネクチ ンで 3.0倍 で,対 照 に比 し有意に多

く,増殖が促進 された.一 方,ラ ミニンでは約 2.5倍で,

対照 と差がなかった。

結 論 :水晶体上皮細胞の増殖に対 し,細胞外基質が

影響 を与えることが推定 された。(日 眼会誌 103:432-
435,1999)

キーワード:水 晶体上皮細胞,細胞外基質,ラ ミニン,コ

ラーゲン,フ ァイブロネクチン
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I緒  言

自内障術後に残存した水晶体上皮細胞が遊走・増殖・

分化 し後発白内障を形成する 1)。 この細胞の遊走・増殖

。分化には,従来から様々な液性因子が関与 しているこ

とが知られ 2)～

",術後の家兎房水中には,水 晶体上皮細胞

の増殖を促進する因子が含 まれていることなどが報告
5)

されている。

一方,細胞外基質も,細胞接着,遊走,増殖,分化など細

胞の活性に影響を及ぼすことが報告
6)ヽ 11)さ れている。最

近,人眼,動物眼の自内障術後組織の免疫組織化学的検討

が詳細に行われるようになり,自 内障術後の後発白内障

の形成過程では,I,III,IV型 コラーゲン,ラ ミニン,フ ア

イブロネクチンといった細胞外基質の新たな産生や存在
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部位の変化などが報告
:2)13)さ れた。これら細胞外基質の

変化が術後の後発白内障の形成に関与していると思われ

るが,水 晶体上皮細胞の細胞接着や遊走については,れ

υιιЮ においてラミニンやコラーゲンなどの細胞外基質

が影響を与えることが報告
8)14)さ れている。しか しなが

ら,そ の増殖に与える影響について検討した報告
7)0)は

少

なく,我 々は細胞外基質が水晶体上皮細胞の増殖に及ぼ

す影響について検討したので報告する。

II実 験 方 法

1.ブ タ眼水晶体上皮細胞

屠殺場から新鮮なブタ眼を入手し,水晶体を摘出した。

前嚢側 を下 に して60 mm培 養皿(Falcon社)上 に静置

し,後嚢側から水晶体嚢を展開し,水晶体皮質・核を除去

して培養 した。培養液には 5%ウ シ胎児血清 [hal bo―

vine serum(FBS),Bloserum,Victoria社 ],0.15%sodi―

um bicarbonate solution(Life Technologiesネ 土),50 units/

ml penicillin(LIb Technologiesネ 土)と 50 μg/ml strepto―

mycin(Life Technolojes社 )を 添加したF-12 neutrient

mixture(LiR Technologies社 )を用いた.5%C02,95%air

37℃ の条件下で培養した。

水晶体上皮細胞は継代培養を重ねると本来の性質を失

い,通常はあまり産生しないI型 コラーゲンを産生する

細胞へ変化する15)。 また,イ ンテグリンの発現は培養基質

の影響を受け
l。 ),本来の水晶体上皮細胞の性質を調べる

には,で きるだけ継代せず,ま た,本来の基底膜上での培

養を行うことが大切であると思われる。そこで本研究で

は,こ の点を考慮 し,展 開した水晶体嚢上を細胞がほぼ

覆った時点 で trypsin― EDTA(Life Technologies社 )で

細胞を分散 し実験に用いた。

2.綱胞接着の評価法

細部接着は細胞外基質の影響を受けるため,同 じ密度

の細胞分散液で細胞を播種 しても,ウ エルに接着 した細

胞数は一定にならない可能性が考えられる.細 胞増殖は

ウエル中の細胞密度により影響を受ける可能性が考えら

れるので,播種後 24時 間の細胞数をほぼ一定に保つた

め,ま ず,今回の培養条件下での細胞接着に対する細胞外

基質の影響を検討した。

5%FBSを 添加 したF-12に 分散した 1ウ エル当た り

1,700個 の水晶体上皮細胞を各種細胞外基質でコー トし

たBecton Dikinson社 製の 24穴プレート上に播種 し,24

時 間培 養 した。そ の 後,trypsin― EDTA(Ltt Technol―

ogies社 )で 細 胞 を 分 散 し Coulter Counter(Coulter

Electronics社 製)を 用いて細胞数を計測 し比較 した。

コー トされている細胞外基質はファイブロネクチン,ラ

ミニン,I型 コラーゲン,IV型 コラーゲンで,コ ー トして

いない 24穴マイクロプレー トを対照とした。

3.網胞増殖の評価法

上記の細胞接着の評価法 と同様に,水晶体上皮細胞を

433

24穴 プレー ト上に播種 した。対照のものには上記の細胞

接着の時と同様に,5%FBSを添加した F-12に分散した

1ウ エル当たり1,700個 の細胞を播種 し,残 りの細胞外

基質をコー トしたウエルには培養 24時 間後の細胞数が

ほぼ等 しくなるように,前述の細胞接着の結果を基に細

胞数を調整した.培 養 24時間後,96時間後に細胞数を計

測 した。しかしなが ら,24時 間後の細胞数が完全に一致

するわけではないので,さ らに,正確を期すため増殖の比

較には 24時 間後の細胞数に対する96時間後の細胞数の

比を算出したものを用いて比較した。

4.統計学的解析

データは平均値±標準偏差で表示 した.デ ータの解析

には一元分散分析法を用い,さ らに,群間の比較には多重

比較の方法として Scheffesの S検定 (Scheres test)を 用

いた。危険率 5%未満を有意とした。

III実 験 結 果

1.細胞接着に対する細胞外基質の影響

24時間後の細胞数は,対 照に比 し,ラ ミニ ンで約 1.2

倍,IV型 コラーゲンで約 1.3倍 ,フ ァイブロネクチ ンで

約 1。 1倍 ,I型 コラーゲ ンで約 1倍 で,ラ ミニ ンとIV型

コラーゲンでのみ対照のコー トしていないウエルに対 し

有意な差があった(図 1)。 この結果を基に,ラ ミニンで1/

1.2倍,IV型 コラーゲンで1/1.3倍 ,フ ァイブロネクチ

ンで1/1.1倍 に細胞分散液を希釈したものを細胞増殖の

実験に用いた。

2.細胞増殖に対する細胞外基質の影響

細胞接着に対する影響を考慮し,上記のように播種す

る細胞数を調整した結果,24時間後の細胞数はほぼ一定
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F  L  CI C iV
細胞外基質

図 1 水晶体上皮細胞の細胞接着に対する細胞外基質の

影響 .

細胞外基質は細胞接着に影響を与え(p=0.0041,1元

分散分析法),各群間の比較 (Sche[esの S検定)では対

照に対 し,ラ ミニ ン(p=0.003)と IV型 コラーゲン(p

=0.0015)で コー トした場合には細胞接着が促進 され

ていた。デー タは 4穴 の平均値±標準偏差 で示す .

con:対照,F:フ ァイブロネクチン,L:ラ ミニン,CI:

I型 コラーゲン,CIV:IV型 コラーゲン
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con F L CI CIV
細胞外基質

図 2 水晶体上皮細胞の細胞増殖に対する細胞外基質の

影響 .

24時間後の細胞数に対する 96時 間後の細胞数の比を

用いて,細胞増殖を評価 した。細胞外基質は細胞増殖に

影響を与え(p<0.0001,一 元分散分析法),各群間の比

較 (Schefesの S検定)で は対照に対 し,フ ァイブロネ

クチ ン(p=0.0051),I型 コラーゲン(p<0.0001)と IV

型コラーゲン(p<0.0001)で コー トした場合には細胞

増殖が促進されていた.デー タは 4穴の平均値±標準

偏差で示す。

で,各群間に有意な差はなかった(Scheresの S検定で各

群とも対照に対しp>0。 225,デ ータは図示せず)。

24時 間後の細胞数に対す る 96時 間後の細胞数の比

は,対照では約 2.3倍で,72時 間の培養中に細胞が増殖

していた.こ の細胞数の比は,フ ァイブロネクチンでコー

トしたものでは約 3倍 ,I型 コラーゲンでコー トしたも

のでは約 4.0倍 ,IV型コラーゲンでコー トしたものでは

約 3.5倍 ,ラ ミニンでは約 2.5倍 と対照と比 し増加 して

いたが,前三者にのみ有意な差があった(図 2).

IV考  按

本研究では,ブ タ眼水晶体上皮細胞の増殖に対する細

胞外基質の影響を jれ υιιЮ で検討 し,コ ー トしていない

ウエル上での培養に比 し,I,IV型 コラーゲン,フ アイブ

ロネクチンのコー トにより細胞増殖は促進され,一方,ラ

ミニンのコー トでは,増殖は軽度に促進されるものの有

意な差はなかった。今回検討 した 4種類の細胞外基質は,

いずれも水晶体上皮細胞の基底膜である水晶体嚢にある

成分であるが8)印 7),こ のうち IV型 コラーゲンとラミニ

ンが主要構成成分であ り
8)11,17),_方

,I型 コラーゲン
,

ファイブロネクチンは,主 に自内障術後に多 く存在する

ものである12)13)。
従来から水晶体嚢は水晶体上皮細胞の

接着 。進展・増殖に促進的に働 くことが報告
8)9,さ れて

いるが,今回の検討からは,そ の主要構成成分であるIV

型コラーゲンとラミニンのうち,特 に前者が増殖に対 し

促進的に働 くことがわかった。三宅ら9)は
水晶体嚢のレ

ンズ側および IV型 コラーゲンのコー ト上では,マ ウス

水晶体上皮細胞の細胞接着・増殖が旺盛であ り,培養 30
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日目には,水晶体嚢のレンズ側の方がさらに増殖が盛ん

であることを位相差顕微鏡で定性的に観察し報告してい

る。今回の研究では,IV型 コラーゲンとラミニンの相互

作用については検討 していないが,水晶体嚢で,IV型 コ

ラーゲン単独よりも増殖が盛んであることは,両者によ

り相加効果が生じているのかも知れない。ただし,一般に

ラミニンは上皮細胞の増殖を促進するが 18),網
膜色素上

皮細胞の培養では,基底膜構成要素から成るMatrigel上

では,そ の増殖が抑制されることが報告
6)さ れており,細

胞によっては増殖を抑制している可能性がある。

一方,自 内障術後に増加すると思われるI型 コラーゲ

ンとファイプロネクチンは,両者とも増殖を促進 してい

た。I型 コラーゲンについては,三宅ら9)が
前述の検討で,

I型 コラーゲンのシー ト上では,IV型 コラーゲンのコー

トや水晶体嚢に比べ最も水晶体上皮細胞の接着・増殖が

悪かったものとして報告している。今回の検討と結果が

異なった原因として,三宅らの用いたI型 コラーゲンが

コー トでなくシー トであったことや,ま た,三宅らの研究

では培養開始時の細胞数をそろえていなかったため,培

養初期の細胞密度が異なり細胞増殖に影響を与えてし

まったことなどが考えられる。一方,フ ァイブロネクチン

は血清中にも存在する物質
19)で

,一般に細胞増殖よりも

細胞接着・進展を促進する働きがよく知 られている19).

今回の細胞接着の結果では,フ ァイブロネクチンに接着

促進効果はなかったが,01iveroら
8)は

無血清倍地を用い

て検討し,IV型 コラーゲンとラミニンに加え,フ ァイブ

ロネクチンにも細胞接着促進効果があることを報告して

いる。このことは,今回の細胞接着の結果は,血清中に存

在するファイブロネクチンによリコー トしたファイブロ

ネクチンの効果がマスクされてしまった可能性を示唆す

る。今回の増殖の結果についても同様に,血清中のファイ

ブロネクチンが影響を与えている可能性も考えられる.

白内障術後に残存 した水晶体上皮細胞が遊走・増殖・

分化 し後発白内障を形成するが,こ の過程は一様ではな

い 1)1卿 ).I型 コラーゲンとファイブロネクチンが主に存

在するようになる部位は,前嚢切開縁を中心 として一部

の水晶体上皮細胞が筋線維芽細胞様細胞に変化し白濁し

た線維性混濁を形成する部位である12)13).家
兎自内障術

後の水晶体上皮細胞は,術後早期には水晶体嚢の至る所

で増殖するものの,術 後 1～ 2か 月日には,水 晶体嚢内は

本来増殖部位であった赤道部に限局する。一方,前嚢切開

縁を中心とした線維性混濁部では,術 後 6か月の時点で

も細胞が増殖する20).長
く増殖活性が存在する部位に今

回増殖促進作用があったI型 コラーゲンとファイブロネ

クチンが存在することは,こ れらの細胞外基質がれ υιυο

においても増殖に促進的な作用を及ぼしているのかも知

れない。

細胞は細胞外基質と接着する際に,イ ンテグリンを中

心 としたリセプターを介して結合する.そ れぞれの基質

（
×
）
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には特有のインテグリンが存在 している21).Nishiら 14)は

人眼から白内障手術の際に取 り出した前嚢片にはβlイ

ンテグリンなどが存在し,こ れを2週間にわたって培養

したものにも同様に存在が確認されることや,イ ンテグ

リンの抗体 とともに基底膜の主要構成要素である IV型

コラーゲンやラミニンでコー トしたウエル上で培養する

と,水晶体上皮細胞の増殖が抑制されることを報告 して

いる.一方,Grushkin― Lernerら 10)は
角膜上皮細胞をファ

イプロネクチンまたはラミニン上で培養すると,発現す

るインテグリンの種類が異なり,イ ンテグリンの発現は

培養基質の影響を受けることを報告している。今回の研

究でもコー トしていないプラスチック上やI型 コラーゲ

ン,フ ァイブロネクチンのコー ト上での培養では,水晶体

上皮細胞のインテグリンの発現が変化している可能性が

考えられる。これらインテグリンの発現の変化など,細胞

の性質の変化が増殖動態に影響を与えている可能性 も考

えられる。

今回の検討により水晶体上皮細胞の増殖に細胞外基質

が影響を与えることがわかったが,自 内障術後の細胞外

基質の役割を明らかにするためには,さ らにインテグリ

ンの発現の変化や水晶体上皮細胞の分化への影響などを

検討することが必要である.

稿を終えるに当たり,御校閲を賜りました慶應義塾大学医

学部眼科学教室小日芳久教授に深謝いたします .

本研究の一部は,文部省科学研究費 (奨励 A09771469)の 補

助によって行った。
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