
40-(448) 日眼会誌 91 巻 4 号

培 養 家 兎 角 膜 内 皮 細 胞 に お け るF- ア ク チ ン の 分 布 と

cytochalasin B の 影 響( 耶, 表1)
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要  約

家 兎角 膜内 皮培 養 細胞 を 用い て, 内皮 細胞 内F- ア クチ ン の分 布 をnitrobenzoxadiazole-phallacidin 染 色

に より観 察し た. 培 養7 日目 に移植 片 を除去 し, さらに培養 を続 けconfluent な細胞層 を形 成 した段 階で, 中

央部 を機械 的 に取り除 き損 傷治 癒過程 にあ る細 胞 と同様 に観 察し た. また培 養液中 にcytochalasin B を加え

て, その細 胞の形 態, 遊走 な どに及 ぼ す影 響お よ びF- ア クチ ンの分 布 に対 する影 響 を見 た.F- ア クチ ン は,

confluent な状 態 の内皮 細胞 では, 細胞 膜 に沿っ た分布 を示 し, 損傷 治癒 過程 の細胞 で は, 細胞 質内 に線維 状

に分布 し てい た. cytochalasin B を培養 液 中に加 え ると, 損傷 治癒 過程 にお け る細胞 のの びが阻 止 される とと

も に, 細胞の形 態 に変化 が見 ら れ,F, ア クチ ンの分 布 は顆粒状 の分 布 となっ た. 以上 より, cytochalasin B に

よりF- アク チ ンの合成 が阻 害 され損 傷治癒 過程 が遅延 し たと考 え ら れ,F- アク チンが, 角膜 内皮 細胞 の損傷 治

癒過程 に重 要 な役 割 を果 たす と思わ れる.( 日眼 91 : 448 ―455, 1987)
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Abstract

The distribution of actin in cultured rabbit corneal endothelial cells was studied by means of

nitrobenzo χadiazole-phallacidin.  Confluent cell layers were grown on cover-slips and the cells of the

central area were removed to make a wound. Cytochalasin B was applied to the medium at concentra-

tions of 0, 1,5 and 10 μg/ml and the effects on the actin distribution and the wound healing processes

were examined. In the cytochalasin B free medium, the confluent cells showed the distribution of actin

filaments mainly along the cell membrane and migrating cells covering the wound displayed stress

fibers in the cytoplasm. The addition of cytochalasin B to the medium resulted in inhibition of cell

migration,  alteration of cell shape and reduction in the number of stress fibers. This study indicates

that actin filaments are necessary for the wound healing of cultured corneal endothelial cells. (Acta

Soc Ophthalmol Jpn 91 : 448-455, 1987)
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I 緒  言

細胞 収縮 性蛋 白質で あ る アクチ ンが, 角膜 を構 成す

る各細 胞に も存 在す るこ とは, H ロ ミ オシ ソを 用い

た 電 子顕 微鏡 的 観察 に よ りJ), また 抗 ア クチン 抗体 を

用 い た蛍 光 抗体 法2)3)や 酵 素 抗 体 法4}5)に よ り報 告 され

て いる.

角膜上 皮細 胞 の損傷 治癒 過程 と アクチ ン との関 係に

つ いて は, のびてい る上 皮 細胞 の先端 に, ア クチソ フ4

ラメソ トが密 に集 合し てい る との報告 があ るl). また,

角 膜 の 器 官 培 養 下 で, ア ク チ ン の 重 合 を 阻 害 す る

cytochalasin B ( 以 下cytB) やcytochalasin D ( 以 下

cytD)6)̃lo)を培 養液 中 に投 与 す る と, 角 膜上 皮細 胞 の

損 傷治 癒過程 が遅延 す るこ とか ら, ア クチソ フ ィラj

ソ トが, 上皮 細胞 の損傷 治癒 過程 に重 要で あ ると考 え

ら れてい る1184).

角 膜内皮 細 胞につ いて は, 筆者 らが, flat prepara-

tion を 用い て, 抗 ア クチ ン抗 体 に よる 酵素 抗 体法5)お

よび にF. ア クチン に特 異的 に結 合 す るphallacidin に

蛍光 標識し た7-nitrobenz-2-oxa-l,  3-diazole  (NBD)-

phallacidin を使 っ て15),損 傷治 癒過程 にお い て, 内皮

細胞内 にお け るア クチ ンの 分布が 変化 する こ とを 明 ら

かにし, 内 皮細 胞 の損傷 治癒 過程 にも, アクチ ンが重

要な 役割を 持つ こ とを 推 論し た. この推 論を 裏付 け る

目的で, 今回, 培養角 膜内 皮細 胞内F- ア クチンの 分布

をNBD-phallacidin を 用い て検 討す る と共 に, アク チ

ンの重 合阻 害 剤 であ るcytB を 培養 液中 に投与 し, ア

クチン の細胞 内 分布の変 化 と, そ の 損傷 治癒過 程に 与

え る影 響を検 討し たので 報 告す る.

II 方  法

白色 家兎( 体重2.0̃2.5kg) を 過 量の ネソ ブタ ール

に て屠殺 し, 眼 球摘 出し た. 実 体顕 微鏡下 で, 角膜 片

か らデ スノ膜 ご と内皮 細 胞を剥 離し,2̃4mm 四方 に

細切 した. 直径35mm の培 養皿 に,24 ×24mm のカ バ ー

グラ スを 置 き, そ の上 に 細切し た移 植片 を12̃14 個 ず

つ置 き, 培養し た. 培 養液 は, 10% 牛 胎児血 清(GIBCO,

Chagrin Falls, OH,  USA),  10μg/ml Gentamicin ( エ

セ ッ クス 日本) を 含 むDulbecco's modified Eagle

medium  (DME)  (GIBCO) を 用い,37 ℃5  %C02 の条

件下 で培 養し た.

7 日 後, 移 植 片 を 除 去 し, さ ら に 培 養 を 続 け

confluent な角膜 内皮細 胞 のsheet を作 った. 実 体顕 微

鏡下 で, 直 径lmm の 内皮 細 胞を ピ ン セ ットに て 剥離
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し, 機械 的 に損 傷を 作 り, 一 部 に はcytB を 加 えた.

cytochalasinB  (SIGMA,  St. Louis, MO,  USA) は,

dimethylsulfoxide  (DMSO)  (SIGMA) にてlmg/ml

に溶 解し, さら に, 蒸留 水で 希釈し, 100μg/ml とし た.

これ を, 培養 液中 へ, 1,5,10 μg/ml の各濃 度 にな るよ

う混 合し た.24 時間培 養後, 半 数は 固定し, 残 り半 数

はcytB の 作用の 可逆 性を観 察す るた めに. cytB を 含

まな いDME の みの培養 液 に戻 し, さ らに24 時 間培 養

し た. 対 照とし て, DME のみ, お よびDMSO 1% を

含 む 液でそ れぞ れ24時 間,48 時 間培 養し たも のを用 い

た.

そ れぞ れ, 固 定前 に, 位 相差 顕微鏡 にて 観察 し, 写

真 撮 影を 行った.

固 定時 期:1. 移 植片 か ら細 胞 がの び てい る ところ

(培養 開始後3 日). 2. confluent な細 胞のsheet( 移植

片 除 去後7 日).

3. 損傷作 製後24 時間.

4. 損傷作 製後48 時間.

固 定 法: 培 養 液 を 捨 て, 培 養 皿 ご とphosphate

buffered saline (PBS,  0.01M pH 7.2) に て洗 浄後,

10% 中 性緩衝 ホ ルマ リンに て30 分間固 定し, PBS にて

洗 浄した. カバ ーグ ラスを取 り出 し-20 ℃ のabsolute

acetone に5 分 間通し, 空 気乾 燥し た.

ア ク チ ン の 観 察:NBD-phallacidin  (Molecular

probes,  INC., Junction City, OR,  USA)  1.67×10一7M

を37 ℃で30 分 間反応 させ, PBS にて 洗浄後, グ リセ リ

ンで 無蛍 光 スラ イドダ ラス上 にマ ウン トし, Nikon 蛍

光顕 微鏡 で観察, 写 真撮 影を 行っ た.

Ill 結  果

1. 移 植片 から のびて いる細 胞は, 胞体 か ら, 偽足 の

よ うな突 起を 出して おり, 胞体 内お よ び突 起内 に, 線

維状 の蛍 光が 観察 された( 図1A).

2. confluent な細胞 は, ほぼ正 六角形 の形 をし, 細 胞

膜 に沿っ て強い 蛍光 が観察 さ れた. 強い蛍 光の 間に は,

線維 状の 蛍光が 多数 見ら れた. 細胞質 内 に も, わず か

な がら, 線状の 蛍光 が観察 さ れた( 図IB).

3. 損傷 治癒過 程 におい て,損 傷縁 から のび始 めた細

胞は, 移植 片か らの びつっ あ る細胞 と同様 に, 偽足 様

突起を 出し, 細 胞内全 体に 線維 状蛍 光が 見ら れた( 図

1C).

4. 損傷作 製後24 時 間( 表1).

1) DME の みの対 照群 では, 損傷縁 の全 周か ら, そ

れぞ れ1,2 個ずつ の細 胞が の び出して い た( 図2A).
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図I N  BD-phallacidin反応後の蛍 光顕微鏡写真( ×245). W: 損傷部.A: 移植 片

からのびつっあ る細胞を示す.細胞質内に線維状蛍光が観察される.B:confluent な

細胞では, 細胞膜に沿った強い蛍光とともに, 細胞質内にも, わずかな蛍光が観察

される. 強い蛍光と蛍光の間には, 細かい線維状蛍光が見られる.C: 損傷作製後12

時間の損傷部をのびっ つあ る細胞( 矢印) を示す. 細胞質内に線維状蛍光が観察さ

れる.

表1 損傷作製後24時間ならびに48時間 における各培養液での細胞の状態および

蛍光所見の比較

損傷作製後24時問 損傷作製後48時間

DME のみ

DMSO 1 %

cytB I μg/ml

cytB 5 μg/ml

cytB 10 μg/ml

損傷縁 から1,2 層の細胞

細胞質 内の線維状蛍光

同 11

損傷縁 から1,2 個の細胞

形 は扁平で突 起も短卜

細胞質 内に線組状の蛍光

損傷縁 からの細胞のの びは 兒ら れない

罔 上

損傷縁 から4 から6 屑 の細胞

細胞質 内に線維状の蛍光

同 卜.

*損傷縁 から2,  3JW の細胞

形 も正.常

細胞質 内に線維湫

*損傷縁 から1,2 倡に 細胞

細胞 質内に線紺皿 の蛍光

引司 上

* cytB I, 5,  10μg/ml で一各々24時 間培養後, DME の.みの培養液に戻し, さらに24時間経過した もの

これ らの細胞 は, 多 数の突 起を 出し, こ の突 起内, 胞

体内 とも に, 線 維状 の蛍光 が観 察さ れた( 図3A).

2)DMS0 1% を 加えた 培養 液中で は,1) と同 様

であ った( 図2B).

3) cytB 1μg/ml では, 損傷縁からのびる細胞が観

察されたが, 数は少なくまばらであり, その細胞の突

起は, 短く扁平であった(図2C). しかし, のびている

細胞の蛍光は, 線維状であった(図3C). 損傷周囲の細
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図2 損 仇 作 製 後24 時 旧] の 位.相 差 顕 微 鏡 写 真( ×10( 坎W: 損 傷 部,A:DME の. み の

培 養 液. 損 傷 縁 全 周 か ら 細 胞 が の び 川 し, そ れ. ぞ れ の 細 胞 は 細 い 突 起 を 多 数 出 し て

い る.B 汀)MSO 1 % 颱 損 傷 縁 か ら, 細 胞 が の び 出 し て お り, そ れ ら の 細 胞 は 細

長 い 突 かI恍 ・多 数 出 し て い る.C:cy 出¦ μ 只L./‘1111 1‘f々 . 損 傷 縁 か ら, わ ず か に 糾 砲 が の

び 出 し て い る か い矢¦ す, 先 端 廿 平?II卜C ヽ, 突 起 輻 ま と ん ど な い. 損 傷 周 囲 の 細 胞 も,

DME の ノJ) 場 旨 白 土 し て. や や 疎 で あ る.D : cytB 5 μg/ml 液. 損 傷 縁 か ら の 細 胞

の 遊 走 はl,J ら れ な い.1 川 勧 川 州 の 細 胞 は, 間 隙 が 広 が り, 形 も 不 整 と な っ た.E:cytB

10 μg
……'
‘・ml 11,f女. ・j'illlfl・54こ・jll力 ・ヽ` .-μ7.)糸111.11包の 遊 川 は 見 ら れ ず, 損 傷 周 囲 の 細 胞 は, バ テ バ ラ で,

糾li闥Mjl 原 扣 厶 く, 細 胞 質 内 に 空 胞 が に ら わ. る.

胞は, 位相差顕微鏡で観察すると, ド・と比較して,

疎な感じであったが(図2C). 蛍光は細胞膜に涓って,

対照と,I戈ぼ同様に貝られた いヌ13C).

4) cytB 5μg/ml では, 損傷縁からの細抱の遊走は

服卜( 州)

見られなかった. 損傷周囲の細胞も, 問隙が広がり,

形も不尽となった(図2  D). その蛍光は, 固まったよ

うな顆粒状で, 細胞膜に沿った蛍光は, 強くなく, 細

胞質内の線維状蛍光も不明瞭であった( 図3D).
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図3 損傷作製後24時間のNBD-phal 】acidinによる蛍光顕微鏡写真(×245). W: 損

傷部.A: DME のみの培養液. のび出し た細胞に 線維状蛍光 が観察される.B:

DMSO 1% 液. のび出してい る細胞には線維状蛍光が見られる.C:cyt  B 1μg/ml

液. ごく一部ののび出してい る細胞には( 矢 印), 線維状の蛍 光が観察さ れる.D:

cytB 5μg/ml 液. 損傷周囲の細胞には, 細胞膜に沿った蛍光は 見られず, 集族した

ような顆粒状の蛍光が観察される.E: cyt B 10 μg/ml 液. 損傷周囲の細胞は, バ

ラバラで, 顆粒状の蛍光が見られる.

5) cytB 10μg/ml では, 損傷縁からの細胞の遊出は

見られず, 損傷周囲の細胞は, パラパラで, 細胞間隙

も広く, 細胞質内に空胞か見られた(図2E). 蛍光も顆

粒状に集積していた( 図3E).

5. 損傷作製後48時間( 表1).

1) DME の み の培 養 液で は, 損 傷 部 を の び る 細 胞

は, 損傷 縁か ら, 各 々4 か ら6 層 に達し, 先 端の 細胞

は24 時間 後 と同様 に細 い突 起を 多 数 出し てい た( 図4

A). そ して, こ れら は, 線維 状 の蛍 光を 示し た(図5A).

2) DMSO 1% を 加 えた 培 養液 では, DME の みの
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図4 損傷作製後48時間の位相差顕微鏡写真( ×100). w: 損傷部.A:DME のみの

培養液. 損傷縁から4 から6 層の細胞がのび出し, 先端の細胞は, 細長い突起を多

数出してい る. cytB I μg/ml  (B), 5μg/ml  (C), 10μg/ml  CD) で各々24時間培養

後, cytB を 入れないDME のみの培養液で24時間培養したものを示す.B: 損傷縁

から縱胞ののびが見られ, 先端に細長い突起を出しているのが観察される. 損傷周

囲の細胞は, 正常と同様に密な配列となっている.C: 損傷縁から, わずかの細胞の

遊出が見られる( 矢 印). 周囲の細胞も密となり, 細胞同志も接着している.D: 損

傷縁から, ごくわずかの細胞ののびが見られ(矢印), 周囲の細胞も, かなり密になっ

てきている.

場合と同様であった.

3) cytB 1μg/ml 液で24時間培養後, cytB を含まな

いDME のみの培養液にてさらに24時間培養すると,

損傷縁から活発な細胞の遊走が見られ, これらの細胞

は, 細長い突起を持ち(図4B), 線維状の蛍光を示した

(図5B). 損傷周辺部の細胞は, ほぼ正常の形をし, 細

胞膜に洽った蛍光を示した.

4) cytB 5μg/ml 液で24時間, さらにDME のみの

培養液で24時間培養したものは,損傷縁の全体で計3,

4 個の細胞の遊走が見られ, 周囲の細胞の間隔も縮ま

り, 密になってきた( 図4C). 損傷部をのびる細胞は,

線維状の蛍光を示し, 損傷周囲の細胞の顆粒状の蛍光

は消え, 細胞膜に洽った強い蛍光となった( 図5C).

5) cytB 10μg/ml で24時間, さらにDME のみの培

45 一(453)

養液 で24 時間培 養し た ものは, やや形 は元 に戻 った 拡

損傷 縁 からは,1,2 個の 細胞 が, のび出し てい る程 度

であ り, こ れらは多 く の突 起を 持 たず扁平 な形 であ っ

た が(図4D), 細 胞質 内 の蛍 光 は線維 状で あっ た. 周 囲

の細胞 は, 密 にな って きたが, 間隙 も残 ってい た. 蛍

光は, 顆 粒 状では なく なり, 細胞 膜に洽 った 線維状 と

なった( 図5D).

IV 考  按

家 兎角 膜 内 皮 細 胞 に お け る ア ク チ ン の 分 布 はin

vivo で は,N BD-phallacidin を 用 い る と, 細 胞 膜 に

洽 った 強い蛍光 が観 察さ れてい る15).

今回 の培養家 兎角膜 内皮 細胞で は, 細胞膜 に沿 った

強い 蛍光 と ともに細 胞質内 に線維 状 の蛍光 が観察 さ れ
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昭和62年4 月10日  培養家兎角膜内皮細胞におけるF- アクチンの分布とcytB の影響・藤野他

い て も, 細 胞 の 膨 化 や 空 胞 か 見 ら れ て お り, 細 胞 内 の

骨 格 と し て のF- ア ク チ ン の 崩 壊 に よ る と 考 え ら れ る.

さ ら に, cytB を 含 む 培 養 液 に て24 時 間 培 養 し, そ の 後

cytB を 入 れ な いDME の み の 培 養 液 に 戻 す と, 少 し ず

っ な が ら 細 胞 は の び 出 し, 損 傷 周 囲 の 細 胞 も形 力石E 常

に 戻 り, 細 胞 と 細 胞 と の 接 触 が 密 に な り,F, ア ク チ ン

の 分 布 も 正 常 に 戻 っ た.

以 上 の よ う に, cytB の 投 与 に よ り,F- ア ク チ ンへ の

重 合 が 阻 害 さ れ, 損 傷 治 癒 過 程 に お け る 細 胞 の の び が

m 止 さ れ, 損 傷 治 癒 が 遅 延 し た こ と よ り, 角 膜 内 皮 細

胞 の 損 傷 治 癒 過 程 に は,F- ア ク チ ン が 重 要 で あ る と 考

え ら れ る.

稿を 終え る に際 し, 御指 導 い た だい た 三 島 済 一 教 授に 深

謝 致し ます.
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