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小分子量螢光剤による角膜内皮細胞間コミュニケーションの観察
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要  約

角膜内皮細胞層における細胞間コミュニケーションを検討するため,小分子量螢光色素剤 Lucifer Yenow

CH(457.3mol wt)を ,ガラスマイクロエレク トロー ドを用いて直接家兎角膜内皮細胞内に注入 し,細胞間の

螢光剤移行動態を観察 した。その結果,摘出直後の角膜では非常に速やかで広範囲な細胞間コミュニケーショ

ンが存在することを認め,正常角膜における内皮細胞同志の機能的結合の強 さが示唆 された。しか し,す でに

機械的傷害を受けていた細胞には螢光の移行が認められず,ま た,摘出後長時間経過 した角膜では,スペキュ

ラーマイクロスコープ像の悪化と膜電位の低下と共に,細胞間螢光剤移行動態は著明に低下 していた.22°Cと

35° Cの温度差では,螢光剤の移行動態に有意な差を認めなかった。細胞間コミュニケーシ ョンをスペキュラー

マイクロスコープ像,細胞膜電位 と合わせて検討 した結果,角膜内皮細胞活性の評価に有用であると考えられ

た。 (日 眼会誌 95:1057-1064,1991)
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Abstract

The metabolic and fuctional connection between corneal endothelial cells is thought to depend on

the transfer of small molecules via gap junctions, as has been reported for other tissues. Cell-to-cell
communication in the corneal endothelium was studied by monitoring the spread of fluorescence

following the direct injection of Lucifer Yellow CH into single endothelial cells of the excised rabbit
cornea. The image of the endothelial cells was observed during the injection and post-injection periods

using specular microscopy and fluorescence microscopy, In the fresh cornea, the dye transferred
readily from the injected endothelial cell to its neighbors. In damaged cells, dye transfer was slower

or did not occur. After 5 hours of incubation in tissue culture medium 199, the specular microscopic

image degraded, lowered cell membrane potential and decreased dye transfer rate were measured.

This study showed that in normal corneal endothelial cells there were efficient cell communication
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cihannels between ineigihboring cells,and as the endotheliul■ beconles less viable,cell c01■ munication

is inhibited。 (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95:1057-1064,1991)

Key words: Cell-to-cell communication, Corneal endothelial cells, Lucifer Yellow CH, Specular
microscope, Cell membrane potential

I緒  言

細胞間コミュニケーシ ョンは,組織の発達や恒常性

の維持,そ して創傷治癒に非常に重要であると考えら

れている1)2).細 胞間 junctionに は,細胞間接着 junc‐

tion,非透過性 junctionそ して,コ ミュニケーション

junctionと あ り,代表的 な コ ミュニケーシ ョンjunC‐

tionは gap junctionと 神 経 細胞 の シ ナ プ スであ

る3)～ 6).広 くほとんどの組織に分布し,角膜内皮細胞に

もその存在が認められている gap junctionは 7)～ 9),細

胞膜に存在する管状の構造物で,相接する細胞の細胞

質 か ら細 胞 質へ の親 水 性 channelを 形 成 して い

る10)H).Gap junctionを 介 した物質の移動 は分子量

依 存 性 で,Loewensteinら 12)13)に よれ ば,分 子 量

1,000～ 2,000が通過可能な分子量の上限と報告 されて

いる。

Gap junctionの透過性及びその調節因子が,眼組織

においても網膜細胞14),脈絡膜 メラニン細胞 15),水 晶

体上皮細胞 16)～ 19)そ して水晶体20)で は,すでに報告が見

られるが,角膜内皮細胞での報告はあまりなされてい

ない。

そ こで今回我々は,小分子量螢光色素剤 Lucifer

YeHow CH21)を ,家兎角膜内皮細胞内に注入 し,その

拡が りか ら角膜内皮における細胞間の コ ミュニケー

ションについて検討 した。また,細胞間 コミュニケー

ションに対するスペキュラーマイクロスコープ像,細

胞膜電位,温度差そして機械的傷害との関連について

も検討を加えた。

II 実験方法

図 1に,実験系の模式図を示す。

1.角膜処理

体重2～ 3kgの 自色家兎 9羽 9眼の角膜を使用 した.

致死量 phenobarbital sodiumの 静脈内投与にて屠殺

後直ちに眼球を摘出,強角膜片を作製 し内皮面を上に

して組織培養液 TC‐ 199を 満た した chamber内 に静

置 した。恒温槽からの水を chamber外壁に沿って循環

させ,顕微鏡下での温度調節を可能にした。実験は全

て角膜中央部にて行 った.

2.螢光色素剤注入

細胞間コミュニケーション観察のため,螢光色素剤

Lucifer Yellow CH(分 子量457.3)の 5%溶液 (20mM
KH2P04に溶解.pH=7.3)を使用 した22).螢

光剤の最

大刺激波長及び最大励起波長は,そ れぞれ430nmと

540nmで あった.螢光剤注入用マイクロエレクトロー

ドは,外径lmmの ガラスピペット(Inner■ lament付 )

を先端の直径0.1～ 0.2μmになるよ うに引き伸ばして

作製 した.螢光剤注入用エレクトロー ドは,Ag‐AgCI

ワイヤー付ホルダーに取付け,マ イクロマニピュレー

ターにて操作した。螢光剤注入用エ レク トロードの電

気抵抗は,180～ 200MΩ であった.細胞内螢光剤注入

のため, コンピューター制御の加圧注入装置を作製 し

使用 した。注入圧は約0.70kg/cm2,注 入時間は 1秒間

の single shot注 入 と,よ り多くの細胞を染めるための

連続注入を行った。

色素注入に際 し,螢光剤注入用エ レク トロードを通

して細胞膜電位を連続的に記録することにより,マ イ

クロピペットが確実に細胞内に刺入 されていること,

そ して色素注入後 も細胞が傷害されなかったかどうか

を確認した。エレク トロードより得 られた電気信号は
,

amplinerに て増幅 し,オ シロスコープで観察しながら

同時にチャー トレコーダーに記録 した。
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図 1 実験系の模式図
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加えて,螢光剤注入用エレクトロー ドでは,電気抵

抗が高 くノイズが大 きいため3mol KClを満たした標

準エ レク トロー ド(電気抵抗=約40MΩ)に よる細胞膜

電位測定を,角膜処理直後及び実験終了前に施行した。

3.細胞内螢光の観察 と解析

実験は全経過を通 じてアイバンク用スペキュラーマ

イクロスコープ観察下で行ったが,鏡面反射光
23)は細

胞内螢光の観察に適正ではないため,細胞内の螢光を

観察する際はスペキュラーマイクロスコープの光源を

消 し,別角度からの螢光刺激波長光照射に切替え,

emission■ lterを通 して観察 した。細胞から細胞への

螢光の拡が りはテレビカメラを通 してビデオテープに

記録 し, さらにコンピューターによるモニター上での

細胞解析システム (B10_Optics社製)を使用して, ト

レースした角膜内皮細胞境界線と螢光像を同時に観察

した。
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4。 実験手順

各々の角膜につき以下の順序で実験を行った。

角膜処理後直ちに室温 (22°C)にて,細胞膜電位測

定を標準エレク トロー ド(抵抗=約40MΩ )を用いて行

い,次に螢光剤注入用エレクトロー ドに交換 して細胞

内へ色素を注入し螢光剤移行動態を記録 した。色素注

入は, 3～ 5個の相接 しない異なる細胞へ行った。引

き続いて,細胞間コミュニケーシ ョンに対する温度差

の影響を見るため,30分間35℃ で incubationした後 ,

再び色素注入を行い,螢光剤移行動態を記録した。そ

の後,蒸発による mediumの組成の変化を軽減させる

目的で加温を中止 し, 5時間後まで室温にて細胞内色

素注入を数回行った.実験を終了する前に,再度標準

エ レクトロー ドに交換 し細胞膜電位を測定した。

図2 コンピューターによる画像修飾.角膜内皮細胞スペキュラーマイクロスコープ

像解析システムを用いて トレースした細胞境界線によって,細胞内螢光の拡がりと

内皮細胞の位置関係が同時に観察可能である。細胞刺入直前の螢光剤注入用エレク

トロード (*)。 (× 320)
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III 結  果

1。 新鮮角膜内皮細胞 に於 ける細胞間コ ミュニケー

シ ョン

図 2に,細胞内色素注入の 1例 を連続写真で示す .

図 2aは,注入前のスペキュラーマイクロスコープ像

にて細胞境界線を トレースした像で,図中の自色楔型

物 (*)は,螢光剤注入用エレクトロー ドを示す。図

2b～ dは ,図 2aで トレースした細胞境界線をモニター

上に残 し,螢光剤の移行動態を観察した所である。時

間経過に伴って拡がる螢光 と細胞の位置関係が確認可

能 となっている。

図 3に, 1秒間の single shot注 入時の,螢光剤注入

用エ レク トロー ドによる細胞膜電位チャー トを示す .

エレク トロー ドの細胞内刺入に伴った急速な電位下降

の後,約 -40mVの細胞内電位が続き,螢光剤注入スパ

イク (矢 印)後も直ちに元の安定した細胞内電位に復

していることから,細胞が傷害されなかった事を示 し

ている。また,エ レク トロー ド抜去に伴 う細胞外電位

への復帰 も速やかであった。

図 4に, 1秒間のsingle shot例 の連続写真を示す。

細胞外の medium中 に放出された螢光剤は,局所に留

まることなく2秒後には拡散,消褪した (図 4a～ d).

P,D.(mV)

0
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それに対し細胞内注入例 (図 4e～ k)では,螢光剤は先

ず注入された細胞内に局在傾向を示 し,漸次周辺の細

胞に移行していった。細胞から細胞への螢光剤の移行

は速やかで,かつ全方向に均一であった。隣接細胞内

には,注入開始0.4秒後から量輪状に螢光を認めはじ

め,徐 々にその濃度を増 した。さらに遠位の細胞への

螢 光 の移行 も速 や かで,注入開始 か ら10～ 15秒 で

10～ 16個 の細胞が造影 された。注入された螢光剤の濃

度は,そ の拡が りに伴 って減少し,注入開始から約60

秒で観察不能となった.図 4aに示す とお り,螢光剤注

入終了後のスペキュラーマイクロスコープ観察上,螢

光剤注入操作による細胞の傷害は認められなかった。

図 5に連続注入例 (35秒,0.45～ 0.50pl)の連続写真

を示す。 3分前にマイクロピペットによって機械的傷

害を与えた細胞から, 3細胞径離れた細胞に螢光剤連

続注入を行った(図 5a).螢光の拡が りは全方向に均一

でかつ速やかで,10秒以内に 3細胞径 まで達し2分以

内に全視野に及んだ (図 5a～ e)。 しかし,すでに傷害

を受けていた細胞には螢光の移行が認め られず (図 5

e,f:黒矢印),さ らに過剰の螢光剤注入によって傷害

された細胞に,螢光剤注入用エレク トロー ド抜去後約

60秒間,螢光剤の停滞が認められた(図 5e,f:中抜き

矢印).被傷害細胞はスペキュラーマイクロスコープ観

察上,周辺の正常細胞に比べて輝度に違いを生じてい

た (図 5f).

2.細胞間コミュニケーションに対する温度差の影

響

螢光剤移行動態を細胞全体に螢光を認めたものを移

行の判断基準として測定 した。螢光が螢光剤注入細胞

か ら遠位に広がるに従い移行の判断が困難 となった

が,図 6に示す如 く同一条件で螢光剤注入を行った所 ,

22℃ と35°Cの 両温度間で螢光剤移行動態に有意な差を

認 め なかった.隣接 細 胞 へ の螢 光 剤 移 行時間 は

0.4～ 1.5秒 で,60秒 で半径 5～ 6細胞径内の細胞が造

影 された.

3.角 膜内皮細胞活性低下例に於ける細胞間コミュ

ニケーション

摘出後 5時間以上経過 した角膜を, スペキュラーマ

イクロスコープによる内皮細胞観察 と細胞膜電位測定

によって,同一角膜の摘出直後の状態 と比較した (図

7).5.5時 間経過後角膜内皮のスペキュラーマイクロ

スコープ像は,新鮮角膜に比して著明に悪化し,dark

spotの 散在を認めた (図 7b).細 胞膜電位は,同一角

膜内では細胞間の差異をほとんど認めなかったが,摘
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図3 螢光剤注入に伴った細胞膜電位の変化.1秒間
の single shot注 入 (矢印).P.D.;膜 電位
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スコープ像にて螢光剤注入細胞に異常を認めない (矢印).(× 170)

出後の経過時間に応 じて変化を示し,新鮮角膜では一

35～ -75mV(-57± 6mV,mean± SD,n=9),5.5時

間経過後では-5～ -10mV(-7± lmV,mean± SD,

n=9)であった。スペキュラーマイクロスコープ像の

変化 と細胞膜電位の変化に,相関がみられた。図 8に

示す如 く,細胞間の螢光剤移行もこの摘出後の時間経

過に伴って変化し,摘出直後の角膜では,注入された

螢光剤は,すみやかに移行,消退 したにもかかわ らず ,

2.5時間後では 3細胞径まで螢光が拡がるのに18秒 と

遅延 してお り(新鮮角膜では平均10秒),加えて,螢光

剤移行 の各方向への均一性が失われていた (図 8a

～c).さ らに 5時間経過後では,螢光剤の移行は著明

に低下 し,注入された細胞に20分以上の停滞を示 した

(図 8d～ f).

IV 考  按

角膜内皮細胞層における細胞間コミュニケーション

についての報告は少ないが,他組織での報告同様 gap

junctionを 介した細胞間コミュニケーションが,組織

の正常な代謝や機能の維持に非常に重要であると考え

られる1)2)。

今回我々は,角膜内皮細胞層における細胞間コミュ

ニケーションを検討す るため,螢光色素剤 Lucttr

Yenow CHを ,ガ ラスマイクロエレク トロー ドを用い

て直接家兎角膜内皮細胞内に注入し,細胞間の螢光剤

移行動態を観察した。その結果,新鮮角膜に於いて,

注入された螢光剤は 1個の細胞から隣接する細胞へと

次々と移行し速やかに全視野の細胞に広がった。 この

ことから,多数の角膜内皮細胞がコミュニケーション
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図 6 螢光剤移行と温度.22℃ と35℃ では螢光剤移行

速度に有意な差を認めない (p<0.01).

junctionに よって連絡していることが明らかとなっ

た。 これは,他組織細胞での螢光剤移行動態の報告と

はぼ同様の結果であった19)22)24)。 また,22℃ と35℃ で螢

光剤移行動態に差を認めなかったことは,エ ネルギー

を要しない受動輸送の可能性を示してお り,こ れも

gap junctionを 介した細胞間コミュニケーションと合

sec

致する結果であった。しかし,摘出後 5時間以上経過

し細胞膜電位の著 しい低下とスペキュラーマイクロス

コープ像で dark spotの 散在を認めた角膜では螢光剤

移行動態も低下 しており,ま た機械的傷害を受けてい

た細胞においても螢光剤の移行低下が認められた.そ

れゆえ,細胞の機能的あるいは機械的傷害によりgap

junctionの 閉塞がひきおこされるものと考えられた。

螢光剤移行動態の均等性については,Larsonら
22)が

血管内皮細胞で認めた如 く,新鮮で健康な角膜内皮細

胞間では全方向に均等な螢光剤移行が認められた。 し

かし,摘出後数時間経過した角膜では,螢光剤移行動

態の均等性が失われてきた。また,機械的傷害を受け

た細胞において,受傷後直ちに周辺細胞から隔絶が認

められたことは,周辺の健康な細胞の保護に役立って

いると考えられ ると共に,引 き続 いておこる migra‐

tion等 の創傷治癒機転 との関連 性 も想像 させ られ

るn)。 細胞間 コミュニケーション channelの 開閉機構

の詳細は解明されていないが,Ca2+,H+や電位の関与

が報告されている11)。

今回我々は,角膜内皮細胞が,おそ らくは gap junc‐

tionを 介して,互いに連絡しあっていること,そ して,
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ec

図5 連続注入例の連続写真.広範な細胞に漸次ほぼ均等に螢光剤移行が認められる(a～ e).傷害

細胞に一致して螢光剤の欠損を認める(黒矢印).過剰注入により細胞像は変化し,螢光剤の貯留

を認めた (中抜き矢印).(× 200)
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2.5hr

5hr

この細胞間コミユニケーションは細胞の傷害によって

抑制 されることを示 した.さ らに,螢光剤移行動態に

よって評価 した細胞間 コミュニケーションと,細胞の

能動輸送の結果である膜電位ならびにスペキュラーマ

イクロスコープ像でみた形態との関連性を示 した。今

後螢光強度の定量化を進めさらに検討を加えていきた

い.

Fresh

Cellular Communication in the Corneal Endothelium .EJlllfr,

5.5hr

|‐ 6 sec‐
|卜‐二+―`‐

図7 新鮮角膜と摘出後5.5時間のスペキュラーマイクロスコープ像と細胞膜電位,経過時間に伴っ
て,内皮像ではdark spotの散在,膜電位は低下を示した。(× 140) P.D;膜電位

図8 摘出後2.5時間及び 5時間経過後角膜での螢光剤移行の連続写真.2.5時 間後では螢光剤移行
の不均一性と速度の低下を認める(a～c).5時間後では注入細胞からの螢光剤移行が観察されな
い (d～ f)。 (× 200)
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