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培養家兎水晶体上皮細胞に対するカルシウムの影響
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要 約

目 的：水晶体上皮細胞の挙動は，白内障および後発
白内障の発生に関連して注目される．家兎水晶体上皮細
胞の形態および性質に対するカルシウムの影響を解析す
ることを目的とした．
方 法：家兎水晶体囊から水晶体上皮細胞を解離し，

MEM(minimum essential medium)( FBS(fetal
 

bovine serum))で 週間培養( CO， ℃)した．
培養細胞を再び採取し，直径 mmの円筒管を固定し
た直径 mm培養用ディッシュの管内に， × 個の
細胞数を約 時間静着させた．静着後，円筒管を除去
し，カルシウム濃度を ， ， ， mM に調整した

MEM( FBS)に置換した．培養細胞は位相差顕微
鏡を用いて観察後，α-SMA(α-Smooth Muscle Ac-
tin)，BrdU(bromodeoxyuridine)で免疫染色を行い，
形態および増殖能を検討した．また，水晶体上皮細胞を
コラーゲンゲル内で培養し，カルシウムの濃度変化によ

るゲルの収縮率を検討した．
結 果：位相差顕微鏡下の観察で，高カルシウム濃度

培地では線維芽様の形態に変化した細胞が多くみられ
た．BrdU免疫染色では，高カルシウム濃度培地で染色
陽性細胞が増加していて，カルシウム(－)， mM 培地
では減少していた．α-SMA染色では，高カルシウム濃
度培地，カルシウム(－)培地の細胞に陽性細胞が多数み
られた．コラーゲンゲル内培養では，高カルシウム濃度
培地使用によりゲル収縮は著明であった．
結 論：白内障，後発白内障の発生および囊収縮に水

晶体上皮細胞のカルシウムによる変化が関与する可能性
がある．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：白内障，後発白内障，カルシウム，囊収
縮，線維芽細胞
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Abstract

：The action of lens epithelial cells(LE-
Cs)is important for cataract and posterior subcap-
sular cataract after cataract surgery.In this study,
we analyzed the effects of calcium on the character-
istics of LECs.

：The LECs were collected using albino
 

rabbits and incubated in minimum essential medium
［MEM, Introgen Corp. ( fetal bovine serum：

FBS)］( °C, CO)for a week to induce their
 

proliferation. Cell culture dishes( mm)were pre-
pared and mm cylindrical pipes were placed in

 
them.After that,around cultured LECs were

 
placed in the pipes and incubated. After hours

 
incubation, the pipes were removed and various

 
doses of MEM( , , and mM) replaced the

 
calcium. Proliferation and shapes of LECs were

 
observed using a confocal microscope and immuno-
histological analysis［α-smooth muscle actin(α-S-
MA) and bromodeoxyuridine(BrdU)］. The LECs

 
were incubated with collagen gel and different

 
calcium doses( , , and mM)of MEM to calcu-
late the contraction rate.

：It was observed that the LECs changed
 

to fibroblast-like cells at high doses of calcium using
 

a confocal microscope. Histological studies showed
 

that the BrdU positive cells were increased by using
and mM calcium MEM, but the positive cells

 
were decreased by using and mM calcium MEM.
Increase of α-SMA stained cells was recognized

 
when using , and mM calcium MEM. The

 
contraction rate of collagen gel was increased by

 
using the and mM calcium MEM.

：The changes of calcium concentra-
tion might be an important factor for the develop-
ment of cataract, posterior subcapsular opacifica-
tion,and contraction of the lens capsule after cata-
ract surgery.
Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol

 
Soc ： ― , )

Key words：Cataract, Posterior subcapsular opaci-
fication, Calcium, Capsule contraction,
Fibroblast



緒 言

白内障および後発白内障の発生に水晶体上皮細胞の挙

動が強く関連している．上皮細胞の生理活性を阻害する

要因の1つとして，過剰なカルシウムが水晶体蛋白質の

分解や凝集を生じ，水晶体の混濁が生じることが報告

されている．ヒト白内障では水晶体内のカルシウム濃度

が上昇し ，特に皮質白内障では，初期白内障から成熟

白内障までに約16倍ものカルシウムの濃度上昇が報告

されている．亜セレン酸ラット白内障実験モデルにお

いても，水晶体混濁以前に細胞内カルシウムが上昇し，

タンパク質分解酵素を活性化し蛋白質の分解と凝集を生

じ，白内障が生じることが知られている ．我々は，ヒ

ト水晶体でもカルシウム濃度の上昇から水晶体蛋白質変

化が生じることを報告 した．また培養ヒト水晶体細胞

ではカルシウム濃度が高濃度および低濃度であってもカ

ルシウムが上皮細胞の増殖性異常や形態学的変化を来す

こと も分かってきていて，水晶体上皮細胞の重層化と

前囊下白内障の関与も報告 されている．今回，濃度の

異なるカルシウムが水晶体上皮細胞の細胞形態，増殖能

そして細胞収縮などへの影響を検討するために，増殖性

が高い家兎水晶体上皮細胞を培養し解析した．

実 験 方 法

1．家兎水晶体の上皮細胞の培養およびカルシウム濃

度調整(図1)

8週齢の白色家兎眼球を摘出し，角膜および虹彩を分

離し水晶体囊を摘出した．採取した水晶体囊を剥離しト

リプシンEDTA溶液(Invitrogen Corp)を用いて37℃

で10分間処理し，水晶体上皮細胞を解離後minimum
 

essential medium(MEM)12％仔牛胎児血(FBS)(JRH
 

Biosciences)含有培地で1週間培養(5％CO，37℃)し

た．直径35mm培養用ディッシュの管内に直径7mm

の円筒管を固定し，コンフルエントになった水晶体上皮

細胞をトリプシン処理によって剥離して細胞数を1×

10個に調整して，円筒管内に細胞を播種し，約2時間

培養して静着させた．カルシウムの影響を観察するため

にカルシウムの入っていないMEM(12％ FBS)を用意

した．塩化カルシウム(和光)を加えることでカルシウム

濃度の異なる(カルシウム(－)，2，10，20mM)MEM

を作製した．カルシウム(－)MEM は，FBSのみに含

まれるカルシウム(約0.2mM)として使用した．水晶体

上皮細胞が静着後7mmの円筒管を除去し，異なった

カルシウム濃度のMEM に置換した．水晶体上皮細胞は

培養後4日と7日に位相差顕微鏡(IX70, OLYMPUS)

を使用して，観察比較し各細胞をカウントした．全ての

実験には4つのディッシュを使用し，統計的検討は，

Fisher’s Protected Least Significant Difference(PL-

SD)の多重比較検定を行った．

2．組織免疫学解析

水晶体上皮細胞の増殖能の変化を解析するために，培

養後4日と7日に上皮細胞を10％ホルマリンで固定し，

細胞増殖期S期の指標としてDNA複製のための前駆

体であるチミジンのアナログであるBrdU(5-bromo-2’

deoxyuridine,ZYMED)を取り込ませ，抗BrdU(5-bro-

mo-2’deoxyuridine, ZYMED)の免疫染色を行った．そ

の後，培養用ディッシュ全細胞数におけるBrdU陽性

細胞数を調べて増殖細胞数を測定した．また4，7日後

の抗α平滑筋繊維アクチンα-SMA(α-Smooth Muscle
 

Actin,Progen)の免疫染色を行い，水晶体上皮細胞の線

維芽細胞様の細胞への変化を観察した．組織免疫解析に

は酵素抗体法のavidin-biotinylated peroxidase com-

plex(ABC法)を用いた．HISTOFINE SAB-PO(MU-

LTI)kit(NICHIREI)を使用した．

3．コラーゲンゲルによる水晶体上皮細胞収縮能解析

水晶体上皮細胞の収縮に対する影響を観察するため

に，直径35mm培養用ディッシュに2mlの 0.1％ペプ

シン処理Ⅰ型コラーゲン溶液Collagen I-PC(高研)を含

有した2mM カルシウム添加MEM 溶液を，1×10個

の水晶体上皮細胞とともにゲル化させて単層培養した ．

カルシウム濃度の相違によるコラーゲンゲルの収縮能を

観察するために，3時間後カルシウム(－)，2，10，20

mM に調整したMEM(12％ FBS)を1mlずつ添加し

た．24時間培養静置後，ゲルを培養液に浮遊した状態

にして24時間毎に培地を交換しながら，さらに4日間

培養した ．その後，ゲルの長径および短径を測定して

面積を求め，35mm培養ディッシュとの面積比により

各群で収縮率を算出した．収縮率の計算方法は，培養前

のゲルの径は35mmであり，培養後のゲルの長径をa，

短径をbとすると，［(a×b)/(35)］×100(％)として計

算した．

4．白色家兎による超音波白内障手術後の前房内カル

シウム測定

手術および術後炎症と前房内カルシウム濃度変化を比

較するために，2.0kgの日本白色家兎5羽に，超音波

白内障吸引術を施行後1日，7日，14日目の前房水を毛

様体扁平部付近より採取し，カルシウム測定キット(カ

ルシウムCテストワコー，和光純薬)を用いてカルシウ

ム定量を行い，術後のカルシウム変化を検討した．統計

的検討として多重比較検定Fisher’s PLSDを行った．

結 果

1．位相差顕微鏡による観察

培養後4日目(図2)および培養後7日目(図3)の位相

差顕微鏡による観察結果を示す．生理的濃度である2

mM カルシウム添加群では，六角形を保ちつつ伸展し

た細胞が中央部で観察できた．生理的低濃度でありなが

ら，ごく少数の線維芽細胞様細胞も出現していた．周辺
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部では僅かに形態が変化した細胞がみられた．MEM に

カルシウムを含有させていないカルシウム(－)培地で培

養した細胞では個々の上皮細胞は膨化し，細胞の伸展は

遅延していた．周縁部では細胞伸展が疎であった．高濃

度のカルシウム(10mM および20mM)を添加した群で

は，細胞は大小不整な形で周辺部まで伸展し，周辺部で

は線維芽様細胞が多数出現し増加しつづけていた．20

mM カルシウムを添加した細胞では，培養7日目の周

辺部で小円形の変性傾向をもった細胞がみられた．

2．組織免疫学的解析

培養水晶体上皮細胞の増殖能を比較するため経時的に

全細胞数変化とBrdU染色細胞の観察をすることによ

り，増殖能の比較を行った．培養全細胞数の推移を図4

に示す．培養後4日目までは，各群に大きな差はなかっ

たが，培養7日目になるとカルシウム濃度2mM 群で

は細胞数が7.3×10±16個まで増加し，カルシウム

(－)濃度群では培養7日目では4.0×10±19と半数の

細胞数であった．高濃度カルシウムである10mM 群お

よび20mM 群では，7日目で10mM が10.4×10±

16，20mM が9.8×10±16個で同日のカルシウム(－)

培地に比較して明らかに増加していた(p＜0.001，Fi-

sher’s PLSD)．BrdU染色陽性細胞の推移(図5)を観察

すると生理的濃度であるカルシウム2mM 群で軽度の

増加を示し，培養7日目で183.3±3.1個なのに対し，

カルシウム(－)濃度群では培養7日目で陽性細胞が減少

し，55.8±0.5個であった．高カルシウム濃度群では，

経時的に陽性細胞が増加し，培養7日目では10mM で

174.5±8.0個，20mM で280.3±4.4個であった．Br-

dU陽性部位は，伸展している周縁部の核が主に染まっ

ていた．

図6にα-SMAによる免疫学的染色結果を示す．位

相差顕微鏡で変化のみられた中央部の細胞は，各群弱い

染色を認めた．周辺部では，カルシウム濃度が高くなる

と陽性細胞が多数認められた．また，カルシウム(－)濃

度群，高濃度の20mM 群では，小円形の細胞が散在し

ている中にα-SMA抗体強陽性細胞が多数みられた．

3．コラーゲンゲルを用いた異常細胞による組織収縮

の検討(図7，8)

カルシウム濃度の異なるMEM を添加後，水晶体上

皮細胞とともに4日間培養したコラーゲンゲルの結果を

水晶体上皮細胞とカルシウム・向井他

図 1 実験方法．

実験方法の概略を示す．家兎水晶体より採取した水晶体上皮細胞をインキュベーターで培養することにより

増殖させた．増殖細胞をトリプシン処理によりディッシュから剥離し，35mmディッシュ中央に7mmの

円筒管を静置し，上方から一定数の細胞を播種した．細胞が静着したところで円筒管を除去し，異なる濃度

のカルシウムを添加したminimum essential medium(MEM)を加えて培養させ，増殖した細胞の状態を観

察し免疫染色することで細胞の状態を解析した．同時に採取した細胞を混入したコラーゲンゲルを作製し，

同様に異なるカルシウム濃度のMEM と培養することで，細胞の増殖によるコラーゲンゲルの収縮状態を

比較検討した．BrdU：bromodeoxyuridine,α-SMA：α-Smooth Muscle Actin
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図 2 カルシウム濃度の異なる培養液を加えた水晶体上皮細胞(培養 日目)．

下がリーディングエッジである周辺部，上がコンフルエントになった中央部を示す．生理的濃度の2mM

カルシウム培地では整然とした細胞が観察されるが，カルシウムを含有していない培地では水晶体上皮細胞

が膨化していた．高濃度のカルシウム添加培地では細胞形状が大小不正になり，周辺部では多数の線維芽細

胞が出現していた．

図 3 カルシウム濃度の異なる培養液を加えた水晶体上皮細胞(培養 日目)．

培養7日目になると，4日目に比べてさらに変化が顕著になった．生理的濃度のカルシウム添加培地に比

べ，カルシウム(－)，高濃度カルシウム培地では不正な細胞が多数出現しているのが観察できた．
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Ca(－) 1.3±0.0032 4.0±0.0016 4.0±0.0019

Ca 2mM 1.3±0.0025 4.6±0.0083 7.3±0.0016

Ca 10mM 1.3±0.0019 3.4±0.0030 9.8±0.0016

Ca 20mM 1.3±0.0034 3.5±0.0041 10.4±0.0016

細胞数(×10)

※ p＜0.001，Fisher’s PLSD

図 4 全細胞数の推移．

ディッシュ内の細胞数をカウントすると培養4日までは大きな差が無いが，7日目では2mM カルシウム濃

度培地に比べ，10mM，20mM の高濃度カルシウム培地では細胞数が統計的に有意に増加していた(p＜

0.001，Fisher’s PLSD)．カルシウム(－)培地では細胞数の増加が停止していた．Fisher’s PLSD：Fisher’s
 

Protected Least Significant Difference

 

Ca(－) 103.3±1.3 101.3±4.2 55.8±0.5

Ca 2mM 159.5±1.0 161.5±5.8 183.3±3.1

Ca 10mM 165.3±5.0 152.5±6.7 174.5±8.0

Ca 20mM 167.5±8.2 230.3±6.7 280.3±4.4

※，※※p＜0.001，Fisher’s PLSD

図 5 家兎水晶体上皮細胞 BrdU陽性細胞の推移．

細胞増殖能を示すBrdU染色細胞をカウントすると，細胞数の増加した20mM，10mM の高濃度カルシウ

ム培地で，陽性細胞が軽度の増加である2mM カルシウム濃度培地に比べ統計的に有意に増加していて，

水晶体上皮細胞の増殖能が亢進している様子が分かった(p＜0.001，Fisher’s PLSD)．カルシウム(－)培地

では陽性細胞が培養1日目で他の3群と比べて少なく，7日目で減少した．
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図 6 カルシウム濃度変化によるα-平滑筋アクチンの発現．

4日間培養した各群を抗α-SMA抗体で免疫染色した．高濃度カルシウム培地およびカルシウム(－)培地を

使用すると周辺部の免疫染色陽性細胞が増加していた．2mM 培地に対して20mM で約6倍，10mM で約

4倍，カルシウム(－)培地で約2倍増加し，線維芽細胞が増加していることが分かった．

図 7 水晶体上皮細胞添加コラーゲンゲルへのカルシウムの影響．

水晶体細胞の囊収縮に対する影響を検討するために，コラーゲンゲルに水晶体上皮細胞を加え，異なる濃度

のカルシウム添加培地で培養した．高濃度カルシウム培地ではゲルの収縮が高度であった．
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示す(図7)．生理的濃度の2mM カルシウム群およびカ

ルシウム(－)群ではゲルの収縮はほとんどみられなかっ

た．カルシウム濃度が高くなるとコラーゲンゲルは収縮

した．また，カルシウム濃度の上昇によってゲル収縮が

著しい傾向にあった．結果を明示化するためにゲルの収

縮率を計算(図8)するとカルシウム0mM 群および2

mM 群においてゲルの収縮は認められなかった．一方

で，カルシウム10mM 群では37％，20mM 群では46

％コラーゲンゲルが収縮していた．

4．白色家兎による超音波白内障手術後の前房内カル

シウム測定

超音波吸引手術後14日までの前房内のカルシウム変

化を示す(図9)．術前では平均1.99±0.03molである

のに対し，術後1日で2.74±0.48，7日目で2.69±0.14

と術後早期で統計学的に有意に前房内カルシウムの上昇

が生じていた(p＜0.03，Fisher’s PLSD)．

考 按

白内障には様々なタイプ(前囊下白内障，皮質白内障，

核白内障，後発白内障など)があり，様々な原因が関与

している．中でも，水晶体カルシウム濃度の異常は様々

な水晶体の変化を生じる ．通常，細胞外のカルシウ

ム濃度が増加すると，細胞内にカルシウムが取り込まれ

中間系フィラメント蛋白質がリン酸化され重合し，細胞

の形態が変化する ．また，水晶体内でカルシウムによ

りタンパク質分解酵素が活性化されると，クリスタリン

や細胞骨格蛋白質などの蛋白質分解を生じ，蛋白質間の

均衡が乱れて，不溶性蛋白質が増加することで蛋白質が

凝集し白内障を生じること が知られている．他方，

前囊下白内障や後発白内障といった一部の白内障の発生

に水晶体上皮細胞の異常増殖が関与していることが報

告 されている．他分野では細胞内カルシウムの増

加が細胞の増殖能を亢進させることが報告 されている

が，水晶体上皮細胞については，カルシウムと細胞増殖

能を検討した報告はない．今回我々は水晶体上皮細胞の

形態や増殖能に対するカルシウムの影響に着目した．実

験にあたり，水晶体内の正常カルシウム濃度が0.5mM

から3mM と報告 されていることから2mM を生理

図 8 カルシウム濃度変化によるコラーゲンゲル収縮率．

図7の結果を収縮したゲルの面積を測定することでコラーゲンゲルの収縮率を算出した．カルシウム(－)培

地，2mM カルシウム培地ではゲルの収縮がほとんど無いが，高濃度カルシウム培地を使用すると顕著に収

縮していた．

図 9 白色家兎による超音波白内障手術後の前房内カル

シウム測定．

手術後の前房内カルシウム変化をみるために，超音波

吸引手術後14日までの前房内のカルシウム濃度を測

定した．術前に比べて術後1日，7日目で平均約1

mM のカルシウムが統計的に有意に上昇していた

(p＜0.03，Fisher’s PLSD)．
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的カルシウム濃度とした．また，皮質白内障では20mM

以上にカルシウム濃度が上昇していること から，20

mM までの高カルシウム濃度を設定して上皮細胞の変

化を観察した．他方，低カルシウム状態でも白内障発生

の報告 があることからカルシウムを除いたMEM を

作製し，低カルシウム濃度についても検討した．

今回の検討により，生理的なカルシウム濃度で生じる

水晶体上皮細胞の増殖に比べて，カルシウム濃度が増加

することにより，水晶体上皮細胞の増殖が亢進すること

が明らかになった．田辺らは，ヒト表皮の培養細胞にお

いてカルシウム濃度を急激に上昇させると，細胞増殖が

亢進することを報告 している．水晶体上皮細胞におい

ても，カルシウム濃度の変化は，上皮細胞の分化誘導に

関係すると考えられる．また，過去の報告 では後発白

内障やアトピーの前囊下白内障などの水晶体上皮細胞増

殖時に線維芽細胞様細胞への形質転換が生じ，その変化

のマーカーとしてα-SMAが関与することが述べられ

ている．今回の実験において，高カルシウム濃度培地に

より上皮細胞の形状も線維芽細胞様に変化し，抗α-S-

MA抗体染色陽性細胞が増加していたことから，高濃

度のカルシウム添加により，前囊下白内障でみられる水

晶体上皮細胞の重層化や後発白内障にみられる水晶体上

皮細胞の筋線維芽様細胞への形質転換などと類似した細

胞増殖変化を生じていたことが考えられる．他方，カル

シウムの無い状態では逆に細胞増殖能が低下し，生理的

濃度群と比べると細胞の形状が膨化し，不均一化してい

た．増殖能の低下と反して，抗α-SMA抗体染色陽性

細胞は増加していて，細胞増殖は低下し細胞の形態異常

が生じたものと思われる．カルシウム低下については，

プロテインキナーゼCなどの代謝障害を生じ，蛋白質

のリン酸化と合成能低下から，細胞増殖異常を生じるこ

とが報告 されている．

白内障術後合併症には後発白内障のほかに囊収縮も知

られていて，ぶどう膜炎症例や網膜色素変性症などの白

内障術後に発症しやすい．今回の検討で，コラーゲンゲ

ルに細胞を播種し，濃度の異なるカルシウムを添加し

て，コラーゲンゲルの収縮測定実験を行ったところ，10

mM，20mM の高濃度カルシウムを添加することによ

り，ゲルの収縮が亢進していた．高カルシウム状態で

は，増殖細胞がα-SMAへの形質転換を生じた結果，

増加した筋線維芽細胞が細胞収縮を生じる ことが知ら

れている．今回のコラーゲンゲルも高濃度のカルシウム

が異常細胞増殖と水晶体上皮細胞の形質転換を生じた結

果，発生した筋線維芽細胞がゲルの収縮を来したと考え

られる．白内障術後の前囊収縮に前房水中のカルシウム

濃度異常が関係している可能性がある．

カルシウム濃度変化が白内障に関与することは考えら

れるが，実際には白内障症例や白内障手術前後の前房水

中のカルシウム濃度を測定した報告はない．家兎を用い

超音波吸引術後の前房水カルシウム濃度を測定したとこ

ろ，術後1日から7日目まで前房内のカルシウム濃度は

統計学的有意に増加していた．白内障手術により血液房

水柵が破綻することや，虹彩・毛様体への侵襲が，前房

水中のカルシウム濃度を増加させることが考えられる

．今回の検討ではカルシウム濃度の増加は軽度であっ

たが，皮質白内障では高濃度に増加 していたことや，

ぶどう膜炎など炎症を生じやすい状態では検討していな

いので，今後研究面，臨床面での前房水中のカルシウム

濃度変化の検討が必要になってくると思われる．

今回の検討により，白内障・後発白内障の発生および

白内障術後囊収縮にカルシウム濃度異常に伴う，水晶体

上皮細胞増殖能亢進，細胞形態変化が関連していること

が分かった．研究解析を進めることで，白内障や白内障

術後合併症の抑制効果が期待できると思われた．
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