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要

目 的 :我 々は前報で,副腎皮質ステロイド剤 (ス テロ

イド剤)で あるリン酸ベタメタゾンナ トリウム(ベタメタ

ゾン)が ,培養ブタ網膜色素上皮細胞 (RPE)の増殖 を抑

制することを報告 した。今回は,ベタメタゾンが RPEの
貪食機能に対 して,ど のように影響するかを検討した。

方 法 :継代培養 2代 目のブタRPEを実験に使用 し

た.各 種濃度 (10,50,100,500,1,000 nM)で ベタメタゾ

ンを培地に添加 しRPEに 作用させ,24時 間後および 3

日後にRPEのラテックス粒子貪食能を測定 した。また,

ベタメタゾン添加後の RPEの ライソゾーム(add phOs_
phatase,β ―glucuro五 dase)活性を酵素組織化学的に染

色し,酵素活性を比較 した。

結 果 :ベタメタゾンを 24時間作用させると,50 nM
以上の濃度で RPEのラテックス粒子の貪食が抑制され
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約

た(pく0.05).3日 では,10 nMの 低濃度でもラテックス

粒子の貪食が抑制 された(pく 0.001)。 また,高 濃度 (500

nM)のベタメタゾンの添加で,add phosphatase,β―glu_

curonidaseと もに染色性が低下した。

結 論 :ス テロイ ド剤は,培養 RPEの貪食機能およ

びライツゾーム酵素活性を抑制した.細胞の増殖や抑制

には作用しない低濃度のベタメタゾンで,RPEの ラテッ

クス粒子の貪食が抑制され,RPEが影響を受けるステロ

イド剤の濃度はその機能別に異なることがわかつた。(日

眼会誌 104:86-90,2000)
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Abstract
Purpose : The effects of a corticosteoid on the cultured RPE cells, but ingestion of latex micro-

phagocytosis and lysosomal activity of cultured por- spheres by the cells was inhibited after 3 days.
cine retinal pigment epithelium (RPE) cetls were in- Lysosomal activity (acid phosphatase, p-glucuroni-
vestigated. dase) of RPE cells was inhibited by a high concentra-

Methods : After exposing cultured RPE cells to tion (500 nM) of betametasone.
various concentrations (10, 50, 100, 500, 1,000 nM) of Conclusion : These results suggest that cortico-
betamethasone sodium phosphate (betamethasone), steroid inhibits the phagocytosis and lysosomal ac-
the cells were incubated with latex microspheres for tivity of cultured RPE cells. (J Jpn Ophthalmol Soc
6 hours. 104:86-90, 2000)

Results : The number of latex microspheres
phagocytized by the cultured RPE cells was inhibited Key words : Retinal pigment epithelial cell (RPE),
by 50 nM betamethasone within 24 hours. Ten-nM Corticosteroid, Latex microspheres,
betamethasone did not inhibit the proliferation of Phagocytosis, Lysosomal activity

I緒  言

網膜色素上皮細胞(RPE)に は,物質輸送,血液―網膜関

門,視細胞外節の貪食・消化,ム コ多糖の産生,光の吸収

などの多くの種類の機能がある1)2)が
,特 に,脱 落した視

細胞外節を貪食消化することにより視細胞および網膜の
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機能を維持 しており,RPEに 発生 した障害は様々な疾患

の誘因となる。培養 RPEの 貪食作用に及ぼす種々の薬剤

の影響については,既 に多 くの報告
1,3)ヽ 6)が

ある。我々は

副腎皮質ステロイド剤 (ス テロイド剤)が ,培養ブタRPE

の増殖を抑制することを前報
7)で

報告した。今回は,RPE

の貪食機能への影響を検討するために,リ ン酸ベタメタ

ゾンナ トリウム(ベ タメタゾン)を 培養 RPEに投与して,

ラテックス粒子の貪食およびライソゾーム酵素活性につ

いて実験を行った。

II 実験材料および方法

1.ベタメタゾン投与方法および RPE採取方法

ベタメタゾンは原末を少量の蒸溜水で溶解 した後,そ

れぞれ培地内で■0,50,100,500,1,000 nMの 濃度にな

るように培地を調製した。培地は 16.7%ウ シ胎児血清 ,

penicillin loo lu/ml,streptOmycin loo μg/mlを 加えた

Dulbecco変 法 Eagle's minimal essential medium(DM―

EM)培地を使用した.

細胞はブタの眼球から分離培養した RPEを使用した。

RPEの採取方法は前報
7)で

報告した.初代培養後 10日 ～

2週間後に継代培養を行い,得 られた継代第 2代の RPE

を使ってラテックス粒子貪食能およびライソゾーム酵素

活性に関しての実験を行った。

2.ラ テックス粒子貪食能の測定

継代培養 6日 目に,培地を先述 した各濃度のベタメタ

ゾンを添加したものと交換 し,24時間および3日 間培養

を行った。Hanks緩 衝液でディッシュを2回洗浄後,ラ

テックス粒子 (直径約 lμm)を 1.0× 108個/mlの 濃度で

加えたベタメタゾンを含まないDMEM培地で,37.0℃

で 6時間培養した。0.lMリ ン酸緩衝液で洗浄し,2%グ

ルタールアルデヒドで固定,エ タノール系列で1)ι水した

後,エポン樹脂で包埋した。ラテックス粒子の算定は三嶋

ら8)と
同様の方法を用いた。すなわち,エ ポン樹脂包埋

後,デ ィッシュ中心部で厚 さ 2.Oμmの連続切片を垂直

に作製してそれぞれ約 1,000個の細胞が貪食したラテッ

クス粒子数を光学顕微鏡下で計測し,1細 胞断面当たり

の貪食ラテックス粒子数を算定してラテックス粒子の貪

食活性とした。図 1に ラテックス粒子を貪食した RPE断

面の光学顕微鏡像を示す.統計処理は,対照と各濃度のベ

タメタゾン添加群との比較には Wilcoxonの 順位和検定

を行い,有意差のあるものについて,その有意水準を示し

た.いずれもp<0.05を有意とした。

3.ラ イソゾーム染色

継代培養後 6日 日に培地を 100,500 nMの

'り

艶度のベタ

メタゾンを添加したものと交換 し,3日 目にライソゾー

ム酵素である acid phosphatase,β ―glucuronidaseを 染色

して,その酵素活性を比較した。

Acid phosphataseの 染色は,細胞をホルマリン・アセ

トン緩衝 液で,4℃ で 30秒 間固定 し naphthol AS― BI
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phOsphateを N― N'ジ メチルホルムアルデヒ ドで溶解し

た基質液 と0.lM酢 酸緩衝液,hexazotized pararosani

lin液 を混合 した反応液で,37℃ で60分問反応させた。β
―

glucurOnidaseも 同様に,ホ ルマ リン・アセ トン緩衝液

で,20℃ で10秒間固定した後,naphthol AS― BI β―D glu―

curOnideを 炭酸水素ナ トリウムと0.2M酢 酸緩衝液に

溶解 した基質液 とfast red ITR,蒸 留水を混合 した反応

液で,37℃ で 3時間反応させた。

III 結  果

1.RPEの貪食能

RPEの 貪食したラテツクス粒子数を図 2,3に示す。

24時間ベタメタゾンを作用させたものは,50 nMで ラ

テックス粒子の貪食を有意(p<0.05)に 抑制 し,100 nM

以 Lの濃度ではさらに強く抑制した(p<0.001).

ベタメタゾンを3日 間作用させると,24時間ではほと

んど抑制されなかった 10 nMの低濃度での貪食活性 も

強く抑制された(p<0.001).

2.RPEのライソゾーム酵素活性

Acid phosphatase染 色を行うと,対照では細胞質と特

に核周囲に強い染色性がみられた。ベタメタゾン100 nM

を添加したものでは僅かに染色性が弱くなっている程度

であったが,500 nMで は反応が減弱していた (図 4).

β
―glucuronidase染色では,対照は反応が細胞質全体に

みられた。ベタメタゾン100 nMを 添加 したものは対照

とほぼ同様の反応を呈していたが,500 nMの ベタメタゾ

ンを添加したRPEの反応は弱 く,減弱していた(図 5).

IV考  按

RPEは視細胞の機能維持に重要な役割を果たしてい

る 1)～ 3)。 RPEは生体内では脱落 した視細胞外節を貪食消

化することにより視細胞外節の更新に役割を果たしてお

り,RPEの 機能異常は視細胞,さ らに網膜の障害を来す .

RPEの貪食能は培養細胞にも維持されてお り
0)～ 15),種 々

の薬剤によって可逆的にも不可逆的にも影響を受けるこ

とがわかっている03)～ い。

我々は前報
¬で,培養 RPEの増殖をベタメタゾンが抑

制することを報告した。RPEの増殖はベタメタゾン100

nM以上で濃度依存性に抑制され,ま た,10 nMの低濃度

では細胞の増殖促進や抑制のいずれの作用もなかった.

今回,貪食への影響をみたところ,10や 50 nMの 低濃度

のベタメタゾン作用をさせるとラテックス粒子の貪食を

抑制し,RPEの 機能によって影響を受けるベタメタゾン

の濃度に違いがあることがわかった。

貪食の過程には,貪食されるものの認識,接 着,取 り込

み,消化の段階がある。今回の実験では,ラ テックス粒子

の貪食活性を調べることによって取 り込みまでの過程

を,ま た,消化の際に中心的な役割を果たすライソゾーム

酵素の染色性の程度をみることにより,消化についてベ
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タメタゾンの影響を調べた.今回,ラ イソゾームの指標と

して acid phosphataseと β―glucuronidaseを 使用 した.

Acid phosphataseや β
―glucurOnidaseは ,眼組織内では

網膜色素上皮・毛様体・虹彩などの組織に酵素活性が高

く,他 臓器 の acid phosphataseや β
―glucuronidaseの 染

色性 と相違がない16)r).ま た,acid phOsphataseゃ β
―glu_

curonidaseに はライソゾーム系由来のものと非ライソ

ゾーム系由来のものがあるとされている1詢 が,活性の主

体はライソゾームに存在してお り,acid phosphataseや

β
―glucuronidase染 色でみられた反応はライソゾームに

ほぼ一致すると考えてもよいのではないかと考えた。

ステロイド剤は強い抗炎症作用を持ち,そ の作用点の

一つがライソゾーム膜の安定化によるものである1"が
,

一方,ラ イソゾーム膜の安定化により貪食した異物の消

化処理に影響を及ぼす.し か し,今回の実験か らライソ

ゾーム酵素の産生抑制が異物の消化処理に影響 している

可能性もあると考えられる。本実験は培養 RPEを用いた

Jれ υjιЮ の実験であり,ま た,異 物貪食過程での RPEの
ライソゾーム活性を定量したわけではないので断定はで

図 1 ラテックス粒子を貪食 した培養網膜色素上皮綱胞

断面の光学顕微鏡像 .

A:対照,B:リ ン酸ベタメタゾンナ トリウム (ベ タメ

タゾン)100nM,Ciベ タメタゾン500nM.バ ーは 10 μm
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培地に添加したベタメタゾン濃度 (nM)

図 2 ベタメタゾン添加培地で 24時 間培養 した網膜色

素上皮細胞のラテ ックス粒子貪食能 .

ベ タメタゾン 50 nM以 上の濃度ではラテ ツクス粒子

の貪食を有意に抑制 した。バーは標準誤差
* : 1)く〔0.05,**:pく (0.001

(個 /細 胞 )

ラ 網

テ 膜

ッ 色

対照  10  50  100  500  1000
培地に添加したベタメタゾン濃度 (nM)

図 3 ベタメタゾン添加培地で 3日 間培養 した網膜色素

上皮細胞のラテ ックス粒子貪食能 .

ベ タメタゾン 10 nM以上でラテ ックス粒子の貪食を

強 く抑制 した。バーは標準誤差
** : pく(0.001

きないが,ス テロイ ド剤により異物の貪食消化 という

RPEの一連の機能に障害を来す可能性が示された。

ステロイド剤投与により,培養 RPEの ラテックス粒子

貪食能およびライソゾーム活性が抑制された。RPEの細

胞増殖や増殖抑制に影響を及ぼさない程度の低濃度のス

テロイ ド剤でもラテックス粒子の貪食を抑制 し,RPEの

機能の種類によってステロイド剤の影響を受ける濃度が

異なることがわかった。
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