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要

目 的 :紫外線 B波被曝による水晶体の急性光傷害

について,水 晶体上皮細胞傷害 とその修復過程 を明 らか

にすることを目的とした。

方 法 :有色家兎に紫外線 B波 (300 mJ/cm2)を 照射

し,照射後の水晶体上皮細胞の経時変化を水晶体上皮伸

展標本で検討 した。水晶体上皮伸展標本は,Mayer'sヘ
マ トキシリンまたは抗 proHferating ceH nudear anti_

gen antibody(PCNA)抗体を用いた免疫組織化学的手法

で水晶体上皮の増殖期の細胞の分布を検討した。

結 果 :上皮細胞の形態学的変化は,瞳孔領では細胞

の配列は不規則で,Y字縫合の開裂,核 の濃染・小型化,

巨細胞の出現,核の断片化,核消失などがあり,瞳孔領外
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側では上皮細胞が集合 し,リ ング様形成があった。傷害さ

れた上皮細胞の修復過程は,紫外線傷害を受けた部位に

は時間経過とともにPCNA陽性細胞が出現 し,傷害部位

の修復は周辺上皮細胞の増殖と傷害された細胞片の貪食

によることが確認された。

結 論 :紫外線 B波による水晶体上皮細胞の急性光

傷害は,瞳孔領周辺組織の増殖と貪食にょり約1週間で
修復 された。(日 眼会誌 105:102-110,2001)

キーワー ド:紫 外線,水 晶体上皮細胞,光 細胞傷害,抗

PCNA抗体,細胞増殖
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Abstract
Purpose: To clarify the process of acute lens epi- sis of neighboring cells in the pupillary area. A re-

thelial cell photo - damage induced by ultraviolet B pair process was seen in the injured areas within a
(UY-B) exposure and its repair. week after UV - B exposure. PCNA positive cells

Method.s: Pigmented rabbits were exposed to UY-B were seen and it was confirmed that the healing of
(300 mJ/cm'). The time course of lens epithelial cell the photo-injured part was due to epithelial cell pro-
photo-damage was evaluated by light microscopy of liferation.
lens epithelial cell flat mounts. The flat mounted Conclusions : The acute lens epithelial cell photo-
lens epithelial cells were stained with Mayer's hema- damage induced by UV - B exposure was repaired
toxylin or by immunohistochemistry with anti-pro- within a week by cell proliferation. (J Jpn Ophthal-
liferating cell nuclear antigen (PCNA) monoclonal mol Soc 105:102-110,2001)
antibodies.

Results : The lens epithelial cells were irregularly Key words : Ultraviolet, Photo - cell - damage, Anti -

arranged and there were debris and pycnotic nuclei, proliferating cell nuclear antigen anti-
small nuclei, existence of large cells, and phagocJto- body, Lens epithelial cell proliferation

I緒  言

自内障発現の危険因子として太陽紫外線が話題になっ

ている.水晶体の基礎研究領域では実験動物に紫外線を

照射すると白内障が誘発されることはよく知 られてお

り,特 にラット紫外線白内障は確立したモデルとして容
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認されている。しかし,ヒ ト水晶体における紫外線曝露と

自内障発症,ま たは自内障混濁進行促進などの関連は未

知の部分が多く残されている。

紫外線の水晶体傷害の研究には生体,器官培養,培養上

皮細胞レベルなど幾つかのアプローチがある。最近の生

体眼の研究では,Michaelら
1)が

紫外線照射を受けた 24

時間後のラット水晶体上皮細胞にはアポ トーシスが観察

されることを報告している。自内障とアポ トーシスの関

係について,Liら
2)は

白内障手術中に得 られた水晶体前

嚢片 には 4.4～ 41.8%の terminal deoxynucleotidyl tra―

nsirase(TdT)― mediated dUTP nick― end labeling(TU―

NEL)陽性細胞が検出されたのに対 し,正 常対照群では

僅かであったことを報告した.さ らに,自 内障患者では酸

化傷害や紫外線に対する防御機構が低下していることが

発症への引き金となっていると推定する者 もいる。これ

に対 し,自 内障手術眼患者の水晶体前嚢片および Eye

Bank eyeを 試料とし,TUNEL陽性細胞の検出率を検討

した Harocoposら 3)の
報告では,TUNEL陽性所見はそ

のほとんどが自内障手術中,ま たは手術直後に生 じた

necrotic cell deathに よって生じた結果であり,ア ポトー

シスまたは他の機序による細胞死による水晶体上皮細胞

の消失は加齢白内障の主要因子ではないと反論している。

これまでの報告から,epithehal cell deathが 生体眼で

生じていることは間違いないが,こ の後に続 く変化につ

いては明確な見解は未だない.本研究は急性実験ではあ

るが,家兎生体眼での水晶体上皮細胞の損傷,それに続く

細胞修復について追跡したものである。

II実 験 方 法

実験動物の取 り扱いは,金沢医科大学動物実験指針お

よび the ARVO Staternent br the Use of Anilnals in

Ophthalmic and Vision Researchに 従った。

1.水晶体上皮綱胞傷害の時間的経過

日本在来有色家兎42匹 (1群 4～6匹/一 時点)を 供試

動物とした。家兎の両眼を塩酸ピロカルピン(2%サ ンピ

ロ0)で瞳孔径3mm以下に縮瞳した状態で,左 眼を遮蔽

し,右眼に人工光源〔スタンド型ブラックライト,OR-114

-20A,オ リオン社製にUVラ ンプ(FL 20 S― E-30,東 芝

ライテック)を 装着〕により紫外線を曝露した〔紫外線総

量 300 mJ/cm2(強 度0.04 mW/cm2,2時 間照射),照射距

離 40 cm〕 .紫 外線曝露後3,12,24時 間,2,3,5,7,8,9,10

日の 10時点で致死量のペントバルビタール(ネ ンブター

ルe注射液)を静脈内投与 して家兎を屠殺 し,そ の眼球か

ら水晶体を摘出した。摘出水晶体は酢酸エタノール混液

(1:3)で 1週間固定後,水 晶体後極部から録子で水晶体

嚢を花弁状に剥離し,ス ライドグラス上に伸展し,水晶体

上皮細胞の伸展標本を作製 した。上皮伸展標本はマイ

ヤーズ・ヘマ トキシリンで染色後,光学顕微鏡下 (光顕

下)に観察した。
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2. 抗 proliferating cell nuclear antigen(以 下 ,I)()‐

NA)抗体による水晶体上皮細胞増殖部位の観察

日本在来有色家兎36匹 (1群 4匹/一時点)を供試動物

とし,前項 1と 同一条件下で,左眼を遮蔽し,右眼に同量

の紫外線を照射 した.照射直後,3,12,24時間後,2,3,4,

5,7日 後の9時点で前記に準じて家兎を屠殺し,水晶体

を摘出した。水晶体上皮細胞の伸展標本作製は前項と同

様である。固定試料はメタノールで溶解した3%過酸化

水素で内因性ペルオキシダーゼ活性を阻上し,リ ン酸緩

衝液で洗浄後,ト リプシン処理(l mg/ml,30分 間室温消

化)を行った。以降の試料の染色はヒス トファインSAB‐

PO(M)キ ット(ニ テ レイ)を 用ヽ avidin― biotin complex

(ABC)法 により免疫組織染色を行 った。一次抗体 には抗

PCNA抗体 (NC-012,Novocastra Lab.UK,mouse mon―

oclonal antibody)を ,発色基質には3,3-diaminobenzidne

tetrahydrochloride(DAB)基 質キ ッ ト(ニ チレイ)を 用い

た。陰性対照は,一 次抗体の代わりに
=常

マウス血清

(Mouse lgG l a,DAKO)を 用いた。

3.水晶体上皮細胞のアポ トーシスの検出

前項 1,2と 同様に有色家兎(1群 2匹/1時点)に 紫外線

を照射 し,紫外線照射後,12,24,48時 間で前記 と同様に

家兎を処理し,水晶体を摘出した。なお,紫外線非照射の

家兎を対照とした.摘 出水晶体は,直ちにリン酸緩衝液で

溶解 した parttormaldehydeで数 日間固定後,水 晶体の

光軸方向に沿って半切 した。半切 した水晶体の一部は

Tecnovが で包埋 し,2μmに薄切 し,ヘ キスト33258(Hoe―

chst)で染色し,蛍光顕微鏡(Leica DMRE)で 写真撮影し

た。

半切 した水晶体のもう半分は,① 水晶体中央部,② 水

晶体中間部,③ 水晶体赤道部の 3部位で2mm厚 の組織

ブロックを作製後,1%フ ェリシアンカリウムを含む 1%

オスミウム酸で後固定を行い,エ ポキシ包埋後ウラン染

色を行い透過型電子顕微鏡(CM 12,Philips)で 観察 した。

また,lμmに薄切 した試料は トルイジンブルーで染色

し,光学顕微鏡で観察した。

III 結  果

1.水晶体上皮細胞傷害の時間的経過

紫外線照射直後は光顕下には水晶体上皮細胞の異常は

なかったが,照射後 3時間では瞳孔領外縁に相当すると

思われる部位の一部に小型の上皮細胞核の集合が観察さ

れ始めた.紫外線照射後 12～24時 間では,瞳孔領に相当

する部位には小型の核を持つ上皮細胞の集合によリリン

グ状に観察される部位 (図 lA矢 じり)があった,リ ング

状上皮集合部位の内側では上皮細胞の配列は不規則で,

上皮細胞核の濃染化,核の小型化,正常上皮細胞の 2,3個

分程度の大きさの巨細胞の出現,核濃縮に伴う細胞核の

断片化,核消失などの異常所見があ り(図 lB),円形また

は楕円形のこの部位が紫外線照射時の瞳孔領に相当する
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と思われた。リング状上皮集合部位の外縁には,上皮細胞

密度が疎な帯状部位 (正常上皮細胞 10個分程度の帯状領

日眼会誌 105巻  2号

B

(× 100)

(× 50)

F

(× 100)

域)が観察された(図 lA,B*).紫 外線照射後 48時 間で

は,瞳孔領中央部の上皮傷害部位を囲む形で小型の核の

A

C

5mm

5mm

5mm

(× 1)

i" tl l5Otrrm

150pm

150μ ln

D

E

(× 1)

H

200pm (× 25)

5mm           (× 1)

図 1 水晶体上皮細胞伸展標本 .

A,B:紫外線照射24時間後,C,D:紫外線照射 2日 後,E,F:紫外線照射 3日 後,G,H:紫外線照射 5日 後.

括弧内の数字はフィルム面上の倍率を示す。↑:分裂期の細胞,▲ :リ ング状に上皮細胞が集合した部位.

☆ :正常部位より上皮細胞密度が高い部位.*:正常部位より細胞密度が疎な部位.
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リング状の集合部位 (図 lC,D矢 じり)が観察され,そ の

外縁には正常部位に比べて比較的細胞密度が高 く,分裂

期の細胞が多数観察される帯状部位があり(図 lD☆ ),

さらに,そ の外側には細胞密度が疎な帯状部位が観察さ

水品体光上皮傷害と修復・山田他 105

図 2 A:紫外線照射 24時間後の抗 ProHf―

erating celi nuclear antigen(PCNA)染 色

所見 .

光傷害 を受けた瞳孔領 (含 )に は破壊 され

た細胞の断片,細 胞の脱落部位が観察 (▲

周辺)さ れる。瞳孔領外縁 (写真下側)で は

PCNA陽性細胞 (褐色の核)が観察される。

B:紫外線照射終了 2日 後の抗 PCNA染
色所見 .

上皮細胞が集合 し,リ ング状に観察される

部位お よび光傷害を受けた瞳孔領 (←)に

もPCNA陽性細胞 (褐色細胞核)が観察 さ

れる。

C:紫外線照射終了 3日 後の抗 PCNA染
色所見 .

矢印は瞳孔領の方向を示す.←に近い部位

PCNA強陽性の細胞が観察される.く はリ

ング状に上皮細胞が集合 した部位を示す。

数字はフィルム面上の倍率を示す .

れた (図 lC).紫外線照射後 3日 では,楕 円形のリング状

部位はその面積が小さくなり,縦長の本の葉様の形状 に

変化 していた(図 lE)。 また,紫外線照射終了2日 後に観

察されたリング状変化の外縁部で正常部位に比べて比較
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的細胞密度が高い部位 (図 lE)は面積が拡大 し,紫外線

照射時の瞳孔の形状を伺わせる形状を呈していた。紫外

線照射 3日 後では,分裂期の細胞は傷害された瞳孔領内

部でも観察されるようになった(図 lF矢印).紫外線照

射 5日 後では,瞳孔領周辺には小型上皮細胞核の集合に

よるリングは消失し(図 lG),水晶体 Y字縫合部に相当

する部位の周辺に小型の細胞核の集合が観察された(図

lH矢 じり).照射終了 7日 後には,紫外線による上皮の

異常部位は前 Y字縫合部に相当する部位に僅かに観察

されるのみとなり,瞳孔領は再生上皮細胞でほぼ満たさ

れていた。

2.抗 PCNA抗体による水晶体上皮細胞増殖部位

紫外線非照射の対照眼 (左眼)はすべての試料採取時点

ともほぼ同様の所見で,増殖帯領域およびその前極側周

辺にPCNA陽性細胞が一部観察されたが,そ の他の部位

はすべて陰性所見であった。紫外線照射眼 (右眼)の 直後

および照射終了 3時間後までは対照眼と同様の所見で

あった。紫外線照射後 12時 間では,瞳孔領の上皮細胞核

がリング状に集合した部位の外縁の細胞および瞳孔領内

の細胞の一部にPCNA陽性細胞が観察された.紫外線照

射後 24時間では,PCNA陽 性細胞が観察された部位は

リング状の核の集合部分 (図 2A矢 じり)の 外側が主体

で,細胞密度が疎な部分の約半数の細胞にPCNA陽性が

観察された (図 2A)。 紫外線照射終了 48時間後では,リ

ング状変化部位 (図 2B矢 じり)の 内側で もまば らに

PCNA陽性細胞が観察された(図 2B)。 紫外線照射後 3

日では,瞳孔領の 2倍程度の範囲でPCNA陽性細胞が観

察され,瞳孔領の傷害部位に近い部位ほどPCNA染色陽

日11員 会誌 105巻  2号

性の程度が強かった(図 2C)。 紫外線照射終了 7日 日で

は,瞳孔領およびその周辺にPCNA陽性細胞はなかった。

3.水晶体上皮細胞のアポ トーシスの検出

紫外線照射終了 12時間後のヘキス ト染色所見は,水晶

体中央部では一部に染色陽性部位が観察されたが,中 間

部,赤道部には全 く染色陽性部位はなかった.紫外線照射

24時間後では,水晶体中央部には数多 くのヘキス ト染色

陽性細胞 (図 3A)が観察されたが,中 間部,赤道部に染色

陽性細胞はなかった。紫外線照射後 48時 間では,ヘ キス

ト染色陽性細胞数は 24時間後と比べて明らかに減少 し

ていた(図 3B).紫外線照射後 48時 間の瞳孔領中央部で

の特徴的な所見は,細胞核の欠損と細胞形質伸展である。

画像は示さないが,ト ルイジンブルー染色切片の所見で

も,残存 した細胞は隣接する細胞欠損部位を覆うように

著 しく細胞形質が伸展 していた。紫外線照射後 12時間

(図 4A)に 隣接する細胞内にアポ トーシス小体が観察さ

れた。紫外線照射後 24時間にはアポ トーシスを示す所見

は,さ らに顕著となった (図 4B)。 紫外線照射終了 48時

間後では,ア ポ トーシス小体はあまり観察されなくなっ

た。紫外線照射後 12時 間の電子顕微鏡 (電顕)像に細胞死

の初期像が観察された (図 5A～C).紫外線非照射眼の水

晶体上皮細胞核にはヘテロクロマチンがランダムに分布

しているのに対して,紫外線照射 12時間後の水晶体上皮

細胞核では核の中央部は均一で,ヘ テロクロマチ ンは核

膜周辺に分布 していた (図 5B).ヘテロクロマチンが完

全に凝集した典型的なアポトーシスの所見を示す水晶体

上皮細胞核が幾つか観察された(図 5C)。 透過型電顕に

よる微細構造の変化は水品体瞳孔領中央部のみで観察さ

図 3 ヘキス ト33258染色後の蛍光顕微鏡所見 (瞳孔領中央部 ).

A:紫外線照射 24時間後,B:紫外線照射後 2日

↓:は断片化した核,c:水晶体嚢
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れ,水晶体中間部または赤道部ではこれらの変化は全 く

観察されなかった。

IV 考  按

白内障発現に関与する幾つかの危険因子の中で太陽紫

外線,特に UV― Bの位置付けが国際的にも高まってきて

いる4)。 これを支持する疫学的研究
5)ヽ 7)が内外で精力的

に行われてはいるが,さ らなる実験的検証も必要である.

実験的には動物眼に多量の紫外線を照射することで ,

水晶体に混濁が発現することはHOckwinら 8)に より証

明されているが,細胞レベルで被曝した水晶体上皮細胞

がどのような形態学的変化をとるかの検討
。)は 少ない.
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水晶体上皮細胞の増殖の場は,増殖帯というのがこれ

までの認識である。紫外線傷害は急性毒性的な実験結果

ではあるが,紫外線曝露により上皮のみならず,水晶体線

維細胞にも波及するがことが報告
8)10'さ れている.一 方 ,

ヒトの加齢自内障に紫外線が関与 しているとするなら,

日常の紫外線曝露により何らかの上皮傷害,ま たはその

痕跡がある筈であるが,ヒ ト白内障手術眼の上皮を観察

する限り,ア ポ トーシス,形状の異常などが若干観察され

るものの大きな変化はない.本研究は,動物眼に紫外線を

単回照射することによる光傷害の時間経過を細胞レベル

で検討することを目的としたものである。

本実験でリング状に密集する小型の核をもつ上皮細胞

水品体光上皮傷害と修復・山田他

図4 透過型電子顕微鏡所見(瞳孔領中央部).

A:紫外線照射後 12時間,B:紫外線照射後 24時 間

*:ア ポトーシス小体,ci水晶体嚢,f:水 晶体線維,n:正常上皮核
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群 (図 1)は ,紫外線曝露時に虹彩で覆われていることに

より,直接的な紫外線曝露傷害をまぬがれた上皮細胞が

増殖することにより,傷害部位が修復される一時期での

所見 と考えられた。リング状変化部位の外縁には多数の

分裂期の細胞が観察 (図 lD矢印)さ れたことも,こ れを

裏付ける所見としたい。

水晶体上皮細胞の増殖に関しては幾つかの検討があ

るn)ヽ 14).照
林ら1り は幼若ラット正常水晶体の上皮増殖部

位は上皮細胞層に均一にあったが,老齢ラットではこの

日眼会誌 105巻  2号

図 5 透過型電子顕微鏡所見 (瞳孔領中央部).

A:紫外線非照射群の正常水晶体上皮細胞核,B,C:紫外線照射後 12時 間の異常水晶体上皮細胞核,*:凝
集,断片化した成分

傾向が弱 く,赤道部のみが増殖の場となったと報告 して

いる。紫外線で直接的に破壊された上皮の修復について

の検討は著者らの知る限 りない。ヒト水晶体上皮の増殖

に関するこれまでの理解は,赤道部に限って観察される

現象であり,UgaB),肖 ら14)が
穿孔性外傷により破壊され

た上皮が修復されたのを顕微鏡下に観察しているが,破

嚢を伴わない上皮全面での再生能については報告してい

ない.

紫外線被曝により瞳孔領に観察された上皮傷害は,紫
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外線照射後 7日 の標本にはほとんどなかった.こ の所見

が再生された細胞によるものかを明らかにするために,

抗 PCNA抗体による免疫組織学的検討を加えた.

PCNAは正常,異常を問わず増殖する細胞に存在し,

細胞分裂の程度を反映すると報告
15)さ れている。今回の

検討では,上皮欠損部分を再度充たした細胞は新たに増

殖したものであることを抗 PCNA抗体でも証明できた.

紫外線を被曝した瞳孔領には核濃縮に伴う細胞核の断

片化,核消失などの異常所見が観察された (図 3,5).紫 外

線により傷害を受けた上皮細胞が壊死,あ るいはアポ

トーシスを起こすことは報告
16)さ れているが,壊死やア

ポトーシスにより破壊された細胞断片が水晶体内部でど

のように処理されるかの疑間が残っている。

破壊細胞片がどのように処理されるのかの詳細は,本

検討では十分に明らかにすることはできなかったが,隣

接する細胞内にアポ トーシス小体が観察されたことよ

り,紫外線傷害によリアポ トーシスによって死亡 した細

胞は隣接する細胞により貪食されたことが推察される

(図 4).三 國ら
17)は 1988年 に,ヒ トの水晶体上皮には貪

食能があることを報告 している。また,Michaelら
1)は

同

様の所見を観察し,水晶体上皮細胞による貪食であると

結論付けている。紫外線照射後 24～ 72時間経過後に瞳孔

領で観察された細胞断片は,紫外線照射後 7日 の標本で

は観察されない。傷害された上皮細胞を生体下に経時的

に観察しているのではないので,想像の域を出ないが,三

國ら17),Michaelら 1)のいう上皮細胞の貪食により処理さ

れたものと考える。すなわち,瞳孔領内の上皮細胞は紫外

線照射時に直接的な傷害 を受け,ア ポ トーシスなど(図

3,こ の状況での細胞死のすべてがアポ トーシスによるも

のかは不明)に より細胞死に陥る.細胞死により生じた細

胞断片は,隣接する死亡を免れた細胞(瞳孔領外縁の細

胞)が貪食を行うことにより細胞間にスペースができる。

瞳孔領外縁の細胞 (紫外線照射後 3日 のPCNAの結果か

ら,瞳孔径の 2倍程度の範囲までの細胞,図 2C)は 増殖

期に入 り,紫外線で傷害を受け,貪食によりできたスペー

スを埋めるために瞳孔領に集合しリング状を呈する(図

lA,C)。 活発に増殖した細胞は,隣接する死細胞の断片

を貪食 (図 4)し ながら,瞳孔領中心部へと進行する(図 1

E)。

このように,瞳孔領外縁から中心に向かって貪食・分

裂を繰 り返 しながら,最終段階では傷害の修復は水晶体

Y字縫合部に相当する部位に到達し,こ の部位が完全に

修復されるまでの期間が約 1週間であると推察できる.

著者らは培養細胞レベルで紫外線による細胞死 と,隣接

細胞による細胞断片の貪食の所見を動画でとらえている

(別報).

本検討から得られた形態的所見は,混濁の発現に直接

つながるものではない.

肖ら“
)は針での外傷による上皮傷害後の修復の様式に水
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晶体の部位による相違があることを報告している。すな

わち,水晶体瞳孔領では再生上皮細胞で修復された傷害

部位は,時間経過の後も変化を示さないが,赤道部に近い

部位に傷害を与えたものは,細胞修復の後に再生された

細胞が赤道部で線維細胞に分化せずに,後極部に移動す

るのを観察している。

Michaelら 1)は
散瞳 した Sprague―Dawley(SD)ラ ッ ト

に5 kJ/m2紫外線を照射後 24時間では増殖帯後方 (post―

gerininative differentiation― elongation regionと  言己 載)

の上皮細胞にもアポ トーシスが発生したと報告し,ア ル

ビノの虹彩が多少とも紫外線を透過したことによると考

察している。今回の実験では有色動物を用い,紫外線は縮

瞳下に紫外線を3 KJ/m2照射 している.こ の理由は先の

小島ら18)の
検討で,屋外環境ではその天候にかかわらず,

瞳孔径は2mm前後である結果に基づいている。ラット

と家兎,ア ルビノと有色,散瞳と縮瞳,紫外線照射量など

の実験条件に差はあるが,著者らの結果では上皮傷害が

観察されたのは瞳孔領に限局し,赤道部周辺には明らか

な傷害を確認していない。これらの差が前述のどの要素

に起因するかは,今後の研究を待たなければならない。
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