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要  約

培養家兎角膜実質細胞の増殖に対する L― アスコルビン酸2-リ ン酸 (P‐ Asc)の影響を検討 した。P‐Ascは ,

アルコル ビン酸の誘導体で,ア スコルビン酸に比べ溶液中で安定で,37°Cで一週間後 も約85%が ビタミン C活
性を保持するとされている。培養 10日 ,20日 ,及 び30日 後に培養細胞数を算定 した結果,0.lmMの P‐Ascは ,

培養家兎角膜実質細胞の増殖を促進 した。また,30日 間培養 した細胞の透過型電子顕微鏡による観察では,0.1

mMの P_Ascは 細胞の重層化 を促進 していることが認められた。コラーゲン合成の阻害剤であるアゼチジン

2-カ ルボン酸は,こ の P‐ Ascの増殖促進効果を抑制 し,こ の増殖促進効果に細胞のコラーゲンの合成が関与 し

ていることが示唆 された。P‐ Ascの 培養家兎角膜実質細胞の増殖に対する促進的効果から,角 膜実質の障害に

対する治癒促進効果が示唆 された。 (日 眼会誌 95i39-44,1991)

キーワー ド :L― アスコルビン酸2-リ ン酸,培養家兎角膜実質細胞
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Abstract
We examined the efrect of L-ascorbic acid 2-phosphate (P-Asc) on the proliferation of cultured

rabbit keratocytes. P-Asc is a derivative of L-ascorbic acid and it yields more prolonged effects of
vitamin C in solution than L-ascorbic acid, The proliferation of cultured rabbit keratocytes was
promoted by the presence of P-Asc in culture medium for 10, 20, and 30days.

Transmission electron microscopic observations revealed that the cells were more multilayered in
the presence of P-Asc (0.1mM) for thirty days than those in the absence of P-Asc. Moverover, this
effect of P-Asc was attenuated by azetidine 2-carboxylic acid which is an inhibitor of collagen
synthesis. Hence, it is suggested that the promotive effect of P-Asc on the growth of cultured
keratocytes is related to the synthesis of collagen. Based on our observations, P-Asc may have a
therapeutic effct on corneal stromal damages such as a corneal chemical burn and surgical trauma.
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I緒  言

近年,種々の細胞についてコラーダンやフィブロネ

クチンに代表 されるグリコプロテイン, さらにプロテ

オグ リカンなどの細胞外マ トリックスの成分の,細胞

の分化,増殖に対する影響が in vitroで 調べられてい

る。 とくにコラーダンの種々の培養細胞の増殖に対す

る影響に関 して,多 くの報告がな されている1)-7)。

Liottaら は,コ ラーダ ン 分 泌 を 抑 制 す る cis‐

hydroxyprolineを月 いて in vitro‐で`connective tis‐

sue cenの 増殖にコラーダン分泌が必要であることを

明らかにした°)。 角膜実質細胞はコラーダン産生能を

有し,創傷部や培養状態では活発にコラーダンを産生

し,ま た,正常状態においても自ら産生したコラーグ

ン線維の中に存在 している。従 って, コラーダン線維

の三重鎖構造の構成に関与するプロリン水酸化酵素及

び リジン酸化酵素の補酵素であるビタ ミンCが培養

角膜実質細胞のコラーダン合成,分泌に影響を及ぼす

ことで,細胞の増殖にも影響を及ぼすことが予想 され

る。アスコルビン酸は,培養液中,37℃ では,24時間

で約90%が ,酸化され薬理作用を失い,一定の活性を

培養液中で保つためには,頻回に培養液に添加する必

要があるのに対し,L― アスコルビン酸2-リ ン酸は,培

養液中,37℃ で 1週間後 も約85%が酸化されずにビタ

ミンC活性を保持すると報告 されている9)～ H)。 我 々

は,L―アスコルビン酸 2リ ン酸の培養家兎角膜実質細

胞の増殖に対する影響を検討 した。さらに, コラーグ

ン合成の阻害剤であるアゼチジン2-カ ルボン酸 (以下

AzCと 略す.)存在下での P‐Ascの培養家兎角膜実質

細胞の増殖に対する影響についても検討を加えた。

II 材料 と方法

体重約2.5kgの 自色家兎の角膜を用いた。ベン トバ

ルビタールの過量静脈内投与で屠殺し,角膜中央部の

直径6mmの部分を採取 した。メスを用いて,採取 され

た角膜片の上皮および内皮を充分取 り除いた。残 った

角膜実質を約lmm角 に細切 した。0.5%コ ラグナーゼ

(Yakult)lmlを 2時間作用 させ,実質細胞を遊離 させ

た。10%牛胎児血清 (三菱化学)を くわえたイーグル

MEM(ニ ッスイ)で遊離 させた実質細胞の初代培養を

行った。イーグル MEMは ,カ ナマイシン,60mg/′ を

含有したものを使用し,さ らにペニシリンG(明治製

菓)100U/ml, アンホテリシン B(GIBCO)250μ g/′

を加えた。二代継代の後,実験 に使用した。0.25%ト

リプシンで細胞を遊離させ,10%牛胎児血清加イーグ

ル MEMに て ピペッテイングし細胞浮遊液を作成 し

た。細胞密度は2.2× 104/mlで ぁつた。

以下,すべての実験において,培養液は, 3ないし

4日 に 1度交換 した.

1.角膜実質細胞の増殖に対する P・ Ascの影響 .

作成 した細胞浮遊液を12穴 プ ラスチックシャーレ

(Corning社)に 1穴あたりlmlずつ分散した。そこに

最終濃度0.lmMの P‐Asc(和光純薬)を添加した。 コ

ントロールには,同量の P‐Ascを含まない培養液を加

えた。 5%C0237℃ の下で培養 した。培養液は, 3な

いし4日 に一度交換した。培養開始後,10日 ,20日 ,

及び30日 後に細胞を0.25%ト リプシンでシャーレから

遊離させ,各穴ごとの総細胞数を血球計算を用いて算

定した.6穴 の値の平均値を 1穴あた りの平均細胞数

とした。

2.AzC存在下での P‐ Ascの 細胞増殖に対す る影

響.

12穴 プラスチックシャーレに実験 1と 同様に細胞浮

遊液を分散 し,P‐ Asc(0.lmM),AzC(Sigma chemi‐

cal)(1.OmMま たは0.5mM)を 添加した培養液及び

AZC(1.OmM)を 添加した培養液で30日 培養した後 ,

実験 1同様に 1穴 あたりの平均細胞数を算定した。実

験には,それぞれ 6穴使用 し, 6穴の値の平均値を 1

穴あた りの平均細胞数とした。

3.透過型電子顕微鏡による観察 .

12穴プラスチックシャーレ内に置かれたメンブラン

フィルター (0.45μ m culture plate inscrt,MillipOre

社)に上記の細胞浮液0.4mlを 分散 した。その上に最終

濃度0.lmMの P‐Ascを添加 した.コ ントロールには

同量の P‐Ascを含まない培養液をいれた.コ ン トロー

ルでは,P‐ Ascを含まない培養液を同部に入れた。C02

インキュベーター内で, 5%C0237℃ の下で30日 間培

養した。培養液は 3ないし 4日 に一度交換した。30日

間培養 した後,メ ンブランフィルターごと細胞を 2%
グルタールアルデヒドで固定 した後, 1%オ ス ミウム
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表 1 0.lmM P― Asc添加,又は非添加で培養した家兎角膜実質細胞の

一穴あたりの平均細胞数.SD:標 準偏差 .

medium cell nunlber/well(± SD)

30 days

control

01mM P―Asc

酸で後固定 した.ア セ トン系列による脱水の後,メ ン

ブランごとEpon812に包埋し,超薄切片作成後,電子

染色を行い,透過型電子顕微鏡で観察した。

III 結  果

1.角膜実質細胞の増殖に対する P・Ascの影響 (表

1)

1.OmMの P―Ascを添加した培養液で培養 された家

兎角膜実質細胞の 1穴あた りの平均細胞数は,10日 後 ,

20日 後,30日 後 とも P―Ascを含まない培養液で培養さ

れた細胞 より多かった。結果はそれぞれ統計学的に

5%の危険率で有意であった。培養期間中,倒立顕微

鏡による観察で細胞毒性を示す所見は認められなかっ

た.

2.AzC存 在下での P‐Ascの細胞増殖 に対 する影

響 (表 2)

P―Ascの細胞増殖促進効果は,AzCで抑制 された .

しかも,そ の抑制効果は AzCの 濃度が0.5mMよ りも

1.OmMの方が強かった。AzC l.OmMの みを含む培養

液での培養細胞数は,P‐ Asc O.lmM及び AzC l.OmM

を添加した場合と差がみとめられなかった。培養期間

中,倒立顕微鏡による観察で,細胞毒性を示す所見は

認められなかった。

3.透過型電子顕微鏡による観察 (図 1)

0.lmM P‐Ascを添加 した培養液で30日 間培養 した

家兎角膜実質細胞は, 9層 ないし10層 に重層化 して配

列しているのが観察された。P‐Asc非添加の培養液で

表 2 1.OmM AzC,1.OmM AzCと 0■mM P― Asc,

又は,0.5mM AzCと 0■mM P― Ascを含む培養

液で30日 培養したときの一穴あた りの平均細胞

数.SD:標準偏差.

medium celi number/well(土 SD)
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3.7× 105(± 3.4× 101)

4.8× 105(± 3.8× 101)

培養された細胞は 5層 ないし6層に重層化 していた。

細胞内の微細構造は,P‐Asc添加群 と非添加群の間で

差異は認められなかった。P‐Asc添加群の細胞の粗面

小胞体は,コ ン トロール群の細胞のものに比べ,内容

物が少なかった .

IV 考  按

近年,細胞外マ トリックスの主成分であるコラーグ

ンの種々の細胞の分化,増殖に対する影響に関して,

多 くの報告がされている1)～8).ビ タミンCは,プ ロリル

ハイ ドロキシラーゼ, リジルハイ ドロキシラーゼの補

酵素であることから,細胞内でプロトコラーゲンのプ

ロリン, リジンの水酸化を促進し,二重鎖構造をとる

プロコラーゲン線維の合成および細胞外へ分泌を促進

す る事が種々の細胞で報告 されている0～15).又 ,コ

ラーダンペプチ ドの mRNA量 をアスコル ビン酸が増

加 させるという事 も報告 されている16)17)。
従って,in

vitroで ビタミンCが細胞外のコラーダン量を増加さ

せ, さらに細胞の増殖にも影響を及ぼす事が予想され

る。Hataら は,ア スコル ビン酸が,ヒ ト皮膚由来の培

養線維芽細胞の非 コラーダンタンパク質の合成を促進

せずに, コラーダンの合成を促進し,同時に細胞増殖

も促進することを報告 した18).さ らに,彼 らは,今回,

我々が使用した L― アスコル ビン酸2-リ ン酸について

も検討 し,ア スコル ビン酸 と同様に培養 ヒト皮膚線維

芽細胞のコラーダン合成及び細胞増殖をすること, コ

ラーダン合成阻害剤であるアゼチジンー2-カ ルボン酸

がこの細胞増殖促進効果およびコラーダン合成を抑制

することを報告 したn)。

角膜実質細胞は,線維芽細胞 と同様にコラーゲン産

生能を有 し,角膜の創傷部や培養状態で活発にコラー

ダンを産成する。従って, ビタミンCが in vitrOで培

養角膜実質細胞の増殖に何等かの影響を及ぼす事が予

想される.前回,我々は,0.lmMの P―Asc存在下で30

日後に培養家兎角膜実質細胞の増殖が促進 されること

を報告 した19).さ らに,こ の時,位相差顕微鏡での観察

1.OmM AzC

10mM AzC+0_lmM P― Asc

O.5mM AzC+0.lmM P― Asc

2.3× 105(± 3.3× 104)

2.8× 105(± 5.5× 104)

4.2× 105(± 4.0× 104)

10 days 20 days

1.5× 105(± 2.1× 104)

2.4× 105(± 4.0× 104)

3.0× 105(± 2.0× 104)

4.1× 105(± 5.2x104)
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m

B

図 1 30日間,0.lmMの P・ Ascを添加したイーグルMEMで培養した家兎角膜実質

細胞(A),お よび,P‐ A∝ を含まないイーグルMEMで 30日 間培養した家兎角膜実

質細胞 (B)の 透過型電子顕微鏡写真.P‐ Ascを添加した培養液では9な いし10層 の

細胞が観察される。P‐Ascを含まない培養液では5な いし6層 の細胞が観察される。

また,P‐Asc存在下で培養された細胞の粗面小胞体は,非存在下のものに比べ,そ

の内容が少ない.N:核,ER(矢頭):粗面小胞体,M:ミ トコンドリア,L:Lipid

deposit.
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で細胞は connuentになった後 もゆっくりと増殖を続

け,一部に細胞の重層化を示唆する所見が得 られた。

今回は,10日 ,20日 ,30日 で同様に細胞数の算定を行

い,増殖曲線の作成を試みた。さらに,30日 間,P‐Asc

の存在下で培養された細胞およびコン トロールの細胞

を透過型電子顕微鏡で観察 し,細胞の重層化が促進さ

れている事を示 した。AzCは,コ ラーゲン合成を阻害

する薬剤であるが,P‐Ascの細胞増殖促進効果が AzC
で抑制 されたことから, コラーゲン量の定量は行って

いないが, この増殖促進効果に細胞のコラーダン線維

の合成が関与 している可能性が示唆された。 ビタミン

Cは,_L述のように細胞のプロコラーダンの分泌を促

進する.従 って,今回の透過電顕による観察で,P‐ Asc

添加培養液で培養された細胞の粗面小胞体が, コント

ロールの細胞のものに比べ,その内容が少なかったの

は,P‐Ascに よってコラーダンの分泌が促進 されたこ

とによる可能性がある。

一般に, コラーゲングル内で細胞を培養 した場合,

細胞は staticに な り,そ の増殖は抑制 されるのに対

し,何故,ビ タミンC活性を有する P‐Ascが培養角膜

実質細胞の増殖を促進 し, しかも, コラーダン合成を

抑制することでその作用が無 くなるのかは,不明であ

る。仮説 として, コラーダングル内では,すべての細

胞が コラーゲンマ トリックスに取 り囲まれ staticな

状態であるのに対し,本実験では,P‐ Ascに よリコラー

ダンの合成,分泌が P‐Ascを 含まない培養液中での培

養に比べ促進 し,細胞外に沈着 したコラーゲン量も増

加し, これを足場 (scarold)に して細胞の重層化が促

進するのではないかと考えられる。しかも,重層化し

た細胞はコラーゲンマ トリックスに取 り囲まれ static

になっているとしても,最上層の細胞は,上方 (培養

液側)は,細胞外マ トリックスに取 り囲まれていない

ので staticで なく,重層化する以前 と同じ分裂能を有

しているために,重層化が進行するのではなかろうか

と言 う事が考えられる.

P■sterら は,家兎眼に作成 した実験的アルカリ外傷

に対し,10%ア スコルビン酸の点眼を行ったところ,

角膜 潰 瘍 の 発 生 が有 意 に抑 制 され た と報 告 し

た20)-22)。
彼 らは,ア スコルビン酸がプロリン,リ ジン

の水酸化の補酵素であることから, コラーゲン線維の

合成が促進 されることが原因であると考察 している。

今回,我 々が in vitroで 示 した細胞増殖の促進が,彼
らの実験で in vivoに おいても同じように起 こってい

たかどうかは現時点では不明である。P―Ascは ,溶液
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に した時の安定性が, アスコル ビン酸に比べ良好で ,

1週間後 も約85%が ビタ ミンC活性を有す る とされ

るので,ア ルカ リ外傷 などに対 し,臨末応用する際に

も便利であると考 えられる。ビタ ミン C,コ ラーゲンと

角膜実質細胞の関係には不明な点が多 く,今後 も,P‐

Ascの 培養角膜実質細胞 の増殖促進効果 の原 因の追

及,並びに,種 々の角膜実質障害に対す る P―Ascの 臨

床応用を 目的 として研究を進めて行 く予定である.
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