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ウシ水晶体上皮細胞化生とコラーダングルの役割について

一前嚢下 白内障の発生 と進行について一 (図 6)
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要  約

ウシ水晶体上皮細胞をコラーゲンゲルの内層で培養すると,細胞は間葉系様細胞の構造 と性質 を有するよう

になる。このことを調べる目的で,I型,II型,I型 とIII型,I型 とIV型 コラーゲンをゲル化 して,そ の内

層でウシ水晶体上皮細胞を培養 した。このような方法で培養 を行なうと,水晶体上皮細胞は直ちに形を線状に

変化させた。形状 を変化 した細胞を電子顕微鏡で観察すると,偽足を持ち,細胞質には粗面小胞体やゴルジ装

置が豊富で,繊毛 も認められた。すなわち形態学的には,細胞は水晶体上皮細胞の特徴よりも間葉系細胞に類

似 した構造を示 した。 またウシ硝子体 (II型 コラーゲ ン)内 で 2週間ウシ水晶体上皮細胞を培養 した場合には,

変性 した細胞の部分 に硝子体コラーゲン線維 とは異なる大 き25～35nmの コラーゲン線維が出現 した.さ らに

この組織 を免疫学的に検索すると,I型コラーゲンに対する反応が検出された.し たがって, ウシ水晶体上皮

細胞はコラーゲンゲル内で培養すると,急速に間葉系様細胞に構造,性質を変化させたものと判断 した。これ

らのことから,前嚢下白内障の発生 と進行様式について考察を加えた。 (日 眼 92:2110-2119,1988)

キーワー ド:ウ シ水晶体上皮細胞,化生,間葉系様細胞, コラーゲンゲル,前嚢下白内障

Abstract
We investigated whether bovine lens epithelial cells cultured within collagen gels express the

structure and nature of mesenchyme-like cells in vitro. Type I, type II, type I and type III, type I and
type IY collagen gels respectively were used as the extracellular matrices of lens cells. The lens
epithelia, suspended within the collagen gels, become immediately linear shaped. The elongated cells
had pseudopodia and cilium, the cytoplasm was rich in rough endoplasmic reticulum and Golgi apparati
structure differed from that of the structure of the original bovine lens epithilium. Morphologically,
the lens cells cultured within collagen gels closely resembled mesenchyme-like cells. When the lens
cells were cultured in a bovine vitreous collagen gel for 2 weeks, 25-35nm in diameter collagen fitrers
that difrered from bovine vitreous collagen fibers (type II collagen) appeared in a degenerative cell
zone. Immunochemically, type I collagen was detected in the tissue. It seemed clear that the bovine
lens cells cultured within the collagen gels rapidly transformed to mesenchyme-like cells. Based on
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these results lre discussed to the appearance and the developntent of anterior subcapsular cataract.

(Acta Soc Ophthal■ lol Jpn 92:2110-2119,1988)

Key words : bovine lens epithelial cells, metaplasia, mesenchyme-like cell, collagen gel, anterior
subcapsular cataract

I緒  言

前嚢下自内障は前極部水晶体嚢直下に板状の混濁を

形成する。 この混濁部分を病理組織学的に検索す る

と1)～ 3),紡錘形をした線維芽細胞様細胞 とコラーダン

線維が観察される。これは水晶体上皮細胞が線維芽細

胞に化生して,水晶体嚢を構成するIV型 コラーダン4)5)

とは異なる新 しいコラーグン線維 を産生するように

なった所見であると推論されてきた。

最近,Greenberg6)は 鳥類胚の水晶体上皮細胞を I型

コラーダングル内に埋没して培養すると,極めて速や

かに上皮細胞が間葉系様細胞に変化 したと報告した。

このことから,ウ シ水晶体上皮細胞の培養に extracel―

lular matrixと してコラーゲングルを用いると,細胞

は化生して,その構造や機能を急激に変化させるので

はないかと考えられた。そこでグル化 したコラーダン

を用いて, ウシ水晶体上皮細胞のコラーグングル内培

養を試み,上皮細胞の間葉系様細胞への化生とそれに

関係するコラーダングルの役割について調べた.さ ら

に前嚢下白内障の発生および進行のメカニズムについ

ても若干の考察を加えたので報告する。

II 実験方法

ウシ水晶体上皮細胞の培養 :屠殺 したウシから直ち

に眼球を摘出した後, ウシ水晶体から上皮細胞の付着

した前嚢を取 り出して,こ れを細切 した。0.2%コ ラグ

ナーゼで処理をした後,上皮細胞は 8%ウ シ胎児血清

を含むイーグル MEM液 で 5～ 7日 間初代培養を行

なった。さらに トリプシンーEDTAで解離して植え継

ぎ,培養 2代 目から5代 目の細胞を実験に用いた。上

皮細胞は I型, II型 , I型 とIH型, I型 とIV型そして

濃度を0.6mg/mlか ら2.4mg/mlに 変化したコラーゲ

ングル*の上面,内層,直下で培養を行ない,そ の形態

的変化を位相差顕微鏡で経時的に観察した。
*I型 コラーダンはラット尾の腱およびウサギのア

キレス腱から酢酸抽出後,グル化して用いた7).II型 コ

ラーダンはウシ石:旨子体を用いた.こ の時混入している

細胞や液体成分の影響を除くために,硝子体を 1時間

紫外線照射 した後,10倍量のイーグル MEM液 で洗浄

を 3回行った。また I型 とⅡI型 コラーダンか らなる

vitrogen ③はコラーダン社,IV型 コラーグンは新田ゼ

ラチン社より,1静 入してこれをグル化 して使用した。

培養細胞の組織学的検査 :組織は 2%グ ルタールア

ルデヒド (0.lM燐酸緩衝液,pH 7.4)な いしは 2%
グルタールアルデヒドー 1%タ ンニン1酸

3)(0.lMカ ゴ

ジレイ ト緩衝液,pH 7.4)にて室温で 2時間固定 した。

その後 1%四酸化オス ミウムで 6時間後固定を行な

い,ユ タノール系列で脱水してエポンPoly/Bed 812に

包埋した。超薄切片作製後, ウランー鉛の二重染色な

いしは10%リ ンタングステン酸の染色9)を行ない電子

顕微鏡で観察 した。

I型 コラーゲンの免疫学的検出10):II型 コラーダン

からなるウシ硝子体グルを用いて培養したウシ水晶体

上皮細胞に, I型 コラーダンの存在をイムノブロット

法を用いて検出した。先ず培養上皮細胞を0.5N酢酸

中でホモジナイズした後に,遠心を行なって上清を採

取した。上清をメンブランフィルターにブロッティン

グした後,IV型 コラーダンで吸収 したウサギ抗 ウシ I

型コラーゲン抗体 (ア ドバンス社)を用いてアビジン・

ビオチン・ ベルオキシダーゼ複合体法 (VECTOR社
ABCキ ット, フナコシ薬品株式会社販売)で クロロナ

フトール発色を行なった。

III 結  果

位相差顕微鏡所見 :コ ラーダンを用いない培養の場

合には, ウシ水晶体上皮細胞は培養皿に接着,伸展 し

て円形や紡錘形の細胞 として観察 された (図 lA,B).

しかし I型 およびHI型 コラーダンからなるvitrogen

Oを0.6mg/mlの 割合にグル化して,そのグルの上面 ,

内層および直下でウシ水晶体上皮細胞を培養すると,

上皮細胞は培養 1日 目から急速に線状に変化した (図

lC,D,E)。 しかしvitrogen ①を2.4mg/mlの割合に

グル化してその上面で培養 した場合は,vitrogen ①

O.6mg/mlの場合と比較すると細胞の形態変化は少な

かった(図 lF)。 また細胞をウシ硝子体の直下で培養し

た場合にも,細胞は急速に形状を変化させた。培養 1
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図1 コラーダングルを用いない培養の場合, ウシ水晶体上皮細胞は円形や紡錐形の

細胞として観察された (Aは培養皿の細胞がconnuentな状態,Bは粗な状態).

Vitrogen ③を0.6mg/mlの 割合にグル化して,細胞をそのグルの上(C),内 層(D),

下 (E)で培養すると,線状の細胞が観察された。しかしグルの割合が2.4mg/mlの
場合 (F)は細胞の形態変化は少なかった。全て培養 1日 目.× 100.
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日目 (図 2A)では形態変化を示した細胞は少なかった

が, 4日 目 (図 2B)になると多くの細胞は硝子体に侵

入して線状になった.2週間目 (図 2C)では培養皿の

硝子体は著しく収縮 して白濁 し,硝子体内の細胞観察

は困難になった。一方,IV型 コラーゲンは単独ではゲ

ル化できず, I型 コラーダンを混入してグル化させて

実験に用いた.培養上皮細胞は他のコラーダングルを

使用した場合 と同様な形態変化を示 した。

光学顕微鏡 お よび電子顕微鏡 :宙trogen ①を0.6

mg/mlの 割合にグル化 して,そ のグルの内層でウシ水

晶体上皮細胞を11日 間培養した後に作製 した トルイジ

ン青染色の光学顕微鏡標本 (図 3A)にみられるよう

に,細胞は著 しく線状化し,仲長 していた.こ れを電

子顕微鏡で観察す ると,細胞が偽足 (図 3B)を伸ばす

所見や細胞内外に細線維 (図 3C)が認められた.ウ シ

硝子体の直下で 4日 間細胞を培養 して電子顕微鏡で観
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察すると(図 4A,B),細胞質にはゴルジ装置,粗面小

胞体や ミトコン ドリアなどの細胞内小器官が豊富にみ

られ,ま た繊毛なども認められた。同様の条件で 2週

間細胞を培養すると, ウシ硝子体は著しい収縮を呈し

た (図 2C).その光学顕微鏡標本 (図 5A)ではウシ硝

子体上面に移動 してきた上皮細胞の形態的変化は少な

かったが,硝子体中に侵入した上皮細胞は変性,壊死

を呈していた。 これを電子顕微鏡で観察すると,硝子

体のコラーゲン線維は変性した上皮細胞の周囲に著し

く集積していた (図 5B)。 また変性,壊死に陥った細

胞の部分には,硝子体のコラーダン線維よりやや太い

コラーゲン線維 (25～ 35nm)が 出現 した。このコラー

ゲン線維を高倍率にして観察すると,周期性の縞模様

が観察された (図 5C,D).

イムノブロット法 :ウ シ硝子体 とともに 2週間細胞

培養した場合 と, コラーゲングルを用いなかった通常

ウシ水晶体上皮細胞化生とコラーダングルの役割 。矢島他

図2 ウシ硝子体直下で培養しても,細胞は線状化した.培養時間が長い程細胞の形

態変化は著しかった (1日 目 (A), 4日 目 (B)).2週間を (C)経 ると,硝子体は

収縮,自濁して細胞の観察ができなくなった.A,Bは ×100。 Cは ×7.
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培養の場合のウシ水晶体上皮細胞の酢酸抽出物の遠心

後に得られた蛋白質を用いて, I型 コラーダンの検出

を行なった。前者では蛋自量が10μ gで クロロナフ トー

日眼会誌 92巻 12号

ル発色が生 じ,後者では不変であった。この方法では

I型 コラーダン量が0.6ngま で反応が確認された (図

6).
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IV考  按

Greenberg6)は 鳥類胚の水晶体上皮細胞を I型 コ

ラーゲングル内に埋没して培養すると,極めて速やか

に間葉系様細胞に変化したと報告 した。これについて
,

先ず I型 とIH型 コラーダンか らなるvitrogen ⑧を ゲ

ル化して, このコラーダンをウシ水晶体上皮細胞に対

してどのような条件の extracenular matrixと して用

いると,細胞の形態的変化が著 しいのかを調べた (図

2～ 4).ウ シ水晶体上皮細胞は,コ ラーダングルの上

面,内層,直下のいずれの位置で培養しても,著 しく

線状化して伸長した.し かし細胞をグル内に埋没 した

場合に,特に形状の変化が顕著であった。またコラー

ダングルの濃度の差は細胞の形態変化の速度に影響す

ることが確認 された。施行した実験では vitrogen ①を

0.6mg/mlの 割合でゲル化 して,そのグルの内層でウ

シ水晶体上皮細胞を培養した場合に,細胞の形態変化

は最も著しかった,同様に I型 , II型 , I型 とⅣ型 コ

ラーゲングルを用いてウシ水晶体上皮細胞を培養して
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も,形態変化が生じた。

コラーダングル内で培養したウシ水晶体上皮細胞を

組織学的に検索すると,細胞は偽足 pseudopodiumを

持ち,活発な運動を行っていることが示唆された.細

胞内は粗面小胞体やゴルジ装置などの細胞内小器官が

豊富で,繊毛 も確認された。一般に,水晶体上皮細胞

の細胞内小器官としては,粗面小胞体やゴルジ装置よ

りもミトコン ドリアが多 く観察 されるⅢ).し かしコ

ラーダンの合成能を持つ結合組織の固有細胞である線

維芽細胞は,形態学的には粗面小胞体とゴルジ装置の

良好な発育を特徴とする紡錘形の細胞で,時に繊毛な

ども観察されることが知られている12)。 したがってコ

ラーダン内で培養したウシ水晶体上皮細胞は形態学的

にはむしろ線維芽細胞に類似 していた。 ウシ硝子体コ

ラーダングル内でウシ水晶体上皮細胞を 2週間培養し

た場合,上皮細胞が変性,壊死に陥った部分に,比較

的周期性横紋の明瞭な硝子体 コラーダンとは異なるコ

ラーゲン線維を認めた。ウシ硝子体コラーダン線維は

太 さ12～ 14nmで"),観察 された コラーダン線維 は

ウシ水晶体上皮細胞化生とコラーゲングルの役割 。矢島他

図 3 Vitrogen Oの 内層で細胞を11日 間培養後の トルイジン青染色の光学顕微鏡標

本 (A).細胞は線状化し,周 囲には破壊して点状と化した細胞を認める。電子顕徴

鏡で観察すると,細胞は偽足 (矢印)を のばし (B, *は壊死した細胞),高倍率で

は細胞 (*)周囲に細線維 (矢 印)が認められた (C).Aは ×240.Bの barは lμ m,

Cヤま0.2μ rn.

-i,,1,… ■
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25～ 35nmの大 さを持っていた。電子顕微鏡的に,こ の

コラーゲン線維がどの型のコラーダン線維に属してい

るかを同定することはできないが,周期性横紋の存在

はコラーダン線維であることを証明 している“
)。 さら

にイムノプロット法により,硝子体 コラーゲンを用い

た培養上皮細胞の酢酸抽出物の中に, I型 コラーダン

に対する反応が確認できたことから, ウシ水晶体上皮

細胞は,ラ ーグングル内で培養を行な うと,間葉系の

細胞に類する構造,性質を有するようになったと考え

られた。

Font3)は幾つかの異った時期の前嚢下自内障を形態

学的に観察することで,前嚢下白内障の発生と進行様

式について仮説を述べた.それによると,前嚢下白内

日眼会誌 92巻  12号

障の初期には前嚢直下の上皮細胞が増殖する時期 (増

殖期)があ り,病期がさらに進行す るとこの上皮細胞

が変性を生 じて,そ こに紡錘形の細胞が出現してくる

とした(変性期 )。 さらにこの部分を電子顕微鏡で観察

すると,60～ 70nmの周期性横紋を持つ コラーダン線

維が認められた と報告した.ま たラットに放射線を照

射して,突然変異の発生から前嚢下白内障が生じた場

合でも,初期には上皮細胞の増殖があ り,続 く細胞の

変性が認められている15).こ のような前嚢下の上皮細

胞増殖は,前嚢下白内障の初期の形態学的所見と考え

られる。一方,ウ シ水晶体上皮細胞を connuentな 状態

で培養すると,直 ちに細胞の内外 に細線維が形成 さ

れ16), さらにこれを長期に培養すると,IV型の他に I

図4 ウシ硝子体直下で 4日 間細胞を培養して電子顕微鏡で観察すると,細胞質には

ゴルジ装置 (G),粗面小胞体 (E)な どが多数みられ,繊毛 (Aの矢印,Bはその拡

大)も 認められた。Aの barは lμm,Bは 0.2μ m.
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イムノプロット法

重量(6ng)   (0。 6ng)

I型コラーゲン

ウシ水晶体上皮細胞

硝子体内埋没  通常培養皿蛋白量(l‖)卜g) 

′́;;り
′8μ g)

//° 、
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型,Ш型 コラーダンが産生された と報告されている17).

つまり増殖 した上皮細胞は,細胞外に種々のコラーゲ

ン線維を産生する。そして我々の行った実験では, ウ

シ水晶体上皮細胞をコラーゲングル内に埋没して培養

すると,急速に形を線状に変化 させた。 しかもウシ硝

子体コラーダンを細胞の extracenular matrixと して

用いた培養では,わずか 2週間で,変性,壊死に陥っ

た細胞の部分に,硝子体コラーダンとは異なるコラー

ダン線維の出現があり,さ らにはイムノブロット法で

I型 コラーグンに対する反応を検出した.

前嚢下自内障の前極部の混濁部分に出現してくる紡

図 6 イムノブロット法 iウ シ硝子体内 (II型 コラー

ダン)で ウシ水晶体上皮細胞を 2週間培養すると,

その組織から I型 コラーゲンに対する反応が検出さ

れた。

図5 図 2Cの光学顕微鏡標本 (A).硝子体上面の細胞 (*)は形態変化は少ないが,

内層の細胞 (星 印)は変性,崩壊していた。この星印の部分を電子顕微鏡で観察す

ると(タ ンニン酸を用いた固定),硝子体のコラーダン線維は細胞周囲に集合し(B),

変性した部分をリンタングステン酸染色で観察しても (C),硝子体コラーグン線維

より太い多数のコラーダン線維(D)が みられた。このコラーダン線維には周期性横

紋が認められた。Aは ×150.Bの barは 2μm,Cは 0.5μ m,Dは 0.lμ m.
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錘形の細胞 とコラーダン線維は前嚢下白内障の極めて

特徴的な所見であ り,そ の由来 と白内障の進行に関係

するその役割については以下の よ うに推論 した。すな

わち先ずなん らかの原因で前嚢下の水晶体上皮細胞が

増殖 して重層す るような状態が起 こると,上皮細胞間

にコラーダン線維が産生 され る よ うになる。 この コ

ラーダン線維が上皮細胞の extracenular matrixと し

て存在す ると,細胞は形を線状に変え, さらに加速的

に種々の コラーダン線維を形成す るようにな り,生 じ

た細胞の変性,壊死 と種 々の コラーゲン線維の存在は
,

臨床で経験す る前嚢下自内障の固い板状の混濁 として

前極部前嚢直下に出現するもの と考 えられた。
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