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培養牛水晶体上皮細胞のフィブリン溶解系における役割

福嶋 正博 *,石橋  達朗ホ,猪俣  孟 *,居石 克夫 **
ネ九州大学医学部眼科学教室,‐九州大学医学部第 1病理学教室

要  約
10L表面でのフィプリン反応ならびに線溶過程に及ぼす水晶体上皮細胞の影響を検討するために,牛水晶体
上皮細胞を培養 し,培養液中に放出されたプラスミノーゲン・アクチベーター (PA)と プラスミノーゲン・ア
クチベーター・インヒビター (PAI)に関する検索を行った。培養牛水晶体上皮細胞はフィプリン溶解系の主
要酵素である組織型 PA(t‐PA)と そのインヒビターである 1型プラスミノーゲン・アクチベーター・ィンヒ
ビター (1型 PAI)を 産生放出していた。培養液中に放出された t‐PAに よるPA活性は 1型 PAIに より抑
制され,培養液全体としての線溶活性は認められなかった.水晶体上皮細胞ではフィプリン溶解を促進する活
性よりもむしろ抑制する活性が優位であると考えられた。 (日 眼会誌 95:543-547,1991)

キーワー ド :培養水晶体上皮細胞,組織型プラスミノーゲン・アクチベーター (t_PA),プラスミノーゲン・
アクチベーター・ インヒビター (PAl)
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I緒  言

眼内レンズ (IOL), とくに後房レンズ (PC―IOL)移

植術後にみられるフイブリン反応は,近年注目されて

いる術後合併症の一つである.フ ィブリンが IOL表

面,水晶体嚢,虹彩後面に形成されると,IOL上での

フィプリン膜形成による視力障害だけでなく,瞳孔変

形や,重症例では瞳孔プロックを引き起こす。その原

因としては,手術による侵襲
1),水晶体上皮細胞

2),10L

の素材
3)な ど様々な因子が考えられている。

フィブリンは,凝固系の諸因子が活性化されること

により形成される。このフィブリンを溶解する機構が

線溶系で,生体内においては凝固系 と線溶系との動的
バランスが保たれている

4)。 このバランスが壊れ凝固

系が優位になると,実際に生体内でフィブリンが形成

される。前房内あるいは眼内レンズ表面におけるフイ

ブリン反応においても同様の機序が考えられ,凝固系

だけでなく局所の線溶系の動態を検索することはフィ

ブリン反応ならびに溶解における IOL移植術後にみ

られる一連の生体反応を理解し解析する上で重要な意

義を有する。

プラスミノーダン・アクチベーター (PA)は線溶系

活性化機構における重要な酵素であ り,組織型 PA

(t‐ PA)と ウロキナーゼ型 PA(u―PA)に大別される。
また,プ ラスミノーダン・アクチベーターの働きを抑

制するプラスミノーダン・アクチベーター・ インヒビ

ター (PAI)の存在が知られている5).

今回われわれは水晶体上皮細胞の IOL表 面での

フィブリン反応ならびに線溶過程に及ぼす影響を細胞

レベルで検討するために,牛水晶体上皮細胞を培養し,

培養液中に放出されたプラスミノーゲン・アクチベー
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ター (PA)と プラス ミノーダン・ アクチベーター・ イ

ンヒビター (PAI)に 関する検索を行ったので報告す

る。

II 実験方法

材料 i van Venrooijら
6)の方法 (explant method)

に準じて,牛水晶体上皮細胞を15%仔牛血清を含むダ

ルベッコ変法イーグル培地 (DMEM)に て培養した。

十分な細胞量を得るために,実験には 4代継代培養し

た細胞を用いた。

方法 :細胞が conluentになった状態で培養液を血

清無添加の培養液に交換し,24時 間後に培養液中に放

出された PAあ るいは PAIを 以下の方法にて検索 し

た.

1.PAの種類の決定
Levinら 7)の 方法 に従い,フ ィブ リンオートグ ラ

フィーを行った.採取 した培養液60μ lの 10%SDS‐ ポ

リアクリルア ミドグル電気泳動を行い,泳動後のポ リ

アクリルアミドグルを 2%TritonX 100に て洗浄し,

0.1%フ ィブリンおよび7μg/mlの プラスミノーダン

を含む 1%ア ガロースグルの上にのせ37℃ でインキュ

ベートした.フ ィブリンはヒトフイブリノーダン (ミ

ドリ十字)お よび精製牛 トロンビン (持田製薬)を用

いて作製 した。プラスミノーゲンは リジンーセフア

ロースアフィニティーカラム(Pharmacia Fine Chein‐

icals)を 用いてヒト血清より精製した
8).18時間イン

キュベート後, フィブリンアガロースグルの溶解部位

を観察して PAの分子量を決定 した。また,PAの種類

の免疫学的に決定するために5μ g/mlの家兎抗ヒトt―

PA IgGあ るいは500μ g/mlの 家兎抗 ヒトu‐PA IgG

をフィブリンアガロースグルに加え, フィブリン溶解

PAの種類の決定

Fibrln AutOgraphy

/-10% polyacrYlamide gel

-0.1o% 
fibrin agarose gel

不   本
|  |
PA存在部

図 1 フィブリンオートグラフィーの方法.0.1%フ ィブリンと7μ g/mlの ヒトプラス
ミノーダンを含む 1%ア ガロースグルを作製し,そ の上に,採取培養液60μ lを 10%

SDS‐ポリアクリルアミドグル電気泳動し,TritonX100に て洗浄してできたグルを

のせ,37°Cで 18時間インキュベートした。泳動されたPAの存在部位に一致してフイ

ブリンアガロースグルが溶解された。
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図 2 :採取培養液のフィブリンオートグラフィー

左レーン :分子量72,000,125,000の 部位でフィブリン

アガロースグルの溶解がみられる.右 レーン :5μ g/ml
の家兎抗ヒトt‐PA IgGを加えた時のフィプリンオー
トグラフィー.PA活性が抗体により抑制されフィブ
リン溶解が消失している.

の変化を観察した (図 1).家兎抗 ヒトt― PA IgGお よ
び家兎抗 ヒトu‐ PA IgGは本教室で作製した抗体を用
いた9).

2.培養液中の t‐PA濃度
培養液中の t‐PA濃度は,Bergusdorfら 10)の 方法に
準じて本教室で作製した ELISA9)に て測定した。測定

限界は0.05ng/mlで あった.

3.PAIの確認
採取培養液中の PAIの 存在はヤギ抗 と 卜PAI‐ 1
1gG(Blopo01社 )を用いたウエスタンイムノブロッチ

ングH)を行って検索した。採取した培養液を24%ト リ

クロール酢酸にて濃縮し,10%ポ リアクリドアミド電
気泳動後,泳動蛋白をニトロセルロース膜に転写し,
上記抗体を用いた抗原抗体反応によりPAIの 存在を
確認した.ヒ ト線維肉腫細胞 HT‐ 1080の 培養上清より

精製した 1型 PAI(PAI‐ 1)12)100ngを アプライしコン

トロールとした。

4.フ ィプリプレート法

プラスミノーダンを含むフィブリンプレートの上に

採取培養液30μ lを置き,37℃で18時間インキュベー ト

124,000-―>

48,000→

培養         精製
_117青            PAl-1

図3 ウエスタンイムノプロッチングによる採取培養
液中の PAIの存在.採取培養液を24%ト リクロール
酢酸にて濃縮してできたサンプルをヤギ抗抗ヒト
PAI‐ l lgGを用いたウエスタンイムノプロッチング
にて検索した。

左レーン !濃縮サンプルをアプライした時,分子量
124,000,48,000の部に PAI‐ 1に特異的なバンドが認
められた。分離グル上端のバンドは濃縮に伴う非特
異的な凝集によるバンドと考えられる。右レーン :

ヒト線維肉腫細胞 HT‐ 1080の培養上清から精製し
たヒトPAI‐ 1(100ng)を アプライした。分子量
48,000の部に特異なバンドが認められる.

後, フィブリンプレートの溶解の有無を観察して,培
養液全体としての PA活性の有無を検索した。 コント
ロールとして0.5U/mlの ヒトu‐ PA(持 田製薬)30μ l
によるフィブリンプレートの溶解を観察した。

III 結  果

1.PAの種類
培養液のフィブリンオー トグラフィーでは分子量

培養

上清
抗 t―PA

‖111
;=tl′

写撃||‐

111,11111111111111:
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PA活性
(一 )

Fibrin plate法

図4 フィブリンプレート法. プラスミノーダンを含
むフィブリンプレートの上に培養液30μ lを おき

37℃ で18時間インキュベートした。培養液全体とし

てはPA活性は存在せずフィブリンプレートの溶解
は見られない (左 2個 )。 コントロールとしての0.5

U/mlの ウロキナーゼはPA活性を有しフィブリン
プレートを溶解した (右 2個 ).

72.000と 125,000の 部位でフィブリンアガロースグル

の溶解が認められた。家兎抗 ヒトt‐PA IgGを グルに

加えると,PA活性が抑制され溶解部位は消失した。し

たがって,こ れらの部位の PAは ともに t‐PA関連抗

原で,72,000の ものは未結合の t―PA,125,000の もの

は,次の PAIの ウエスタンイムノプロッチングの結果

と併せて t‐PAと PAIと の複合体 と考えられた (図

2).継代数の少ない 2代 目,3代 目の細胞でも同様の

結果が得られた .

2.培養液中の t‐PA濃度

採取培養液 中 の t‐PA濃 度 は,0.41± 0.05ng/祠

(n=5)で あった。

3.PAIの存在
ヤギ抗 ヒトPAI-l lgGを 用いたウエスタンイムノ

プロッチングの結果,分子量48,000と 124,000の部に反

応バンドが認められた。48,000の バン ドは精製 1型

PAIと 分子量が同じであることか ら未結合の 1型

PAI,124,000の バンドはフイブリンオートグラフイー

の結果よりt‐PAに結合した 1型 PAIと 考えられた

(図 3).

4.フ ィプリンプレー ト法

採取培養液をプラスミノーダンを含むフィブリンプ

レートの上においてインキュベー トしてもフィプリン

の溶解はみられず,培養液全体としての PA活性は認

められなかった (図 4)。 一方, コン トロールの0.5U/

mlの u‐PAで は明かなフィプリンの溶解が認められ

た.

IV考  按

今回われわれは水晶体上皮細胞の線溶活性を培養牛

水晶体上皮細胞を用いて検索した。実験結果を要約す

ると,培養牛水晶体上皮細胞は t―PAと その作用を抑

制する1型 PAIを産生放出していた。フィブリンオー

トグラフイーおよびELISAに よる t‐PA濃度の測定

結果から,線溶活性を有する t‐PAが培養液中に放出

されている事は明かであったが, フィブリンプレート

法では培養液全体としての線溶活性は認められなかっ

た。これは放出された t―PAの線溶活性がそのインヒ

ビターである 1型 PAIに より抑制された事を示して

いる。水晶体上皮細胞では線溶系に関していえばフィ

ブリン溶解を促進する活性よりもむしろ抑制する活性

が優位であると考えられる。

われわれはこれまでに,水晶体上皮細胞と同様に前

房水に接している角膜内皮細胞が t‐PAを主体とした

PAと 1型 PAIを 産生放出していることを報告 し

た9)。 そして,PAが PAIに くらべ優位に分泌され,プ
ラスミノーダンをプラスミンヘと転化しフィブリン溶

解を行うことを明かにした
9)。 角膜内皮細胞では,フ イ

ブリンが形成される様な病的状態において産生される

トロンビンによって,そ の線溶活性が促進される
9)。 し

たがって,IOL移植術後においても,角膜内皮細胞に

機能障害がないことが過剰のフイプリン反応を防ぐた

めに大切な事と考えられる.これに対し,水晶体上皮

細胞は線溶促進活性よりはむしろ線溶抑制活性を有し

ている事が今回の実験で示された。10L移植術後の

フィプリン形成と水晶体上皮細胞との関係が示唆され

ている2)が,10L移植術後に水晶体上皮細胞が残存す

ると過剰のフィプリン反応を引き起こす一因子になる

と考えられる。
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