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要  約

安定型ビタミン Cである L‐ アスコル ビン酸2‐ リン酸 (以下 P‐ Asc)に よる培養家兎角膜実質細胞の細胞内

I型 コラーゲンの分布の変化を酵素抗体法で,I型コラーゲンの産生分泌量の変化を酵素免疫測定法で検討 し

た。10時間の0.lmM P‐Asc処理で細胞質の抗 I型コラーゲン抗体に対する顆粒状に染色 される反応陽性物質
は消失 した。 また,培養液中の I型コラーゲン量は,0.lmM P‐ Asc添加により増加 した。0.lmM P‐Asc処
理 は,培養家兎角膜実質細胞の I型 コラーゲンペプチ ドの合成,分泌を促進 したと考えられ,P‐Ascの 角膜実

質の傷害に対する治療効果が示唆 された。 (日 眼会誌 95:835-840,1991)
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I緒  言

既報 1)～3)に おいて,我 々は,安定型 ビタミン Cである

L_ア スコル ビン酸2‐ リン酸
4)5)(以下 P‐Ascと 略す.)

が,培養家兎角膜実質細胞の増殖を促進 し, コラーゲ

ン産生がこの増殖促進のメカニズムに関与 している可

能性があることを報告した。 コラーダンは, ブレプロ

コラーダンとして粗面小胞体で合成され, プロコラー

グンを経て細胞外に分泌され, さらにプロセシングを

受けコラーゲンとなる。プレプロコラーゲンが, プロ

コラーダンになるためには,プ ロリン残基,お よびリ

ジン残基の水酸化が必要で, ビタミンCは,こ の水酸

化の補酵素でコラーゲンの合成,分泌を促進する6)～ 8).

また, コラーダンペプチ ドの mRNAを 増加 させると

いう報告 もある。)10)。 従って,ビ タミンC活性を有する

P‐ Ascが I型 コラーダンの合成,分泌を促進 し,ま た,

細胞内のコラーダンおよびその前駆体の分布に影響を

及ぼす ことが予想される。今回は,P‐ Ascの 培養家兎

角膜実質細胞の I型 コラーダンの代謝に対す る影響を

I型 コラーゲンに対す るモ ノクローナル抗体 を用い

て,免疫組織化学的手法に よる観察および competi‐

tive enzynle_linked imnlunosorbent assay (conlpeti‐

tive ELISA)に よる定量により検討した。

II 材料 と方法

1.材料

L‐ アスコルビン酸2‐ リン酸 (P‐Asc)は ,和光純薬よ

り購入した。イーグル MEMは 日水製薬から,牛胎児

血清は三菱化学から購入 した。β‐アミノプロピオニト

リルは,東京化成工業から購入した。ベルオキシダー

ゼ標識家兎抗マウス免疫ブロブリン抗体は Dako社か

ら,ベルオキシダーゼ標識ヤギ抗体マウス IgG抗体(F

(ab′ )2)フ ラグメントは Cappel社 から購入 した。35

mmプ ラスチックシャーレおよび ELISA用 96穴 ポリ

スチレンプレー トは Becton Dickinson and Company

製を,12穴プレートは Corning Glas Works製 を使用

した。 プロックエースは大 日本製薬社製であった。 ヒ

ト胎盤の I型 コラーゲン (pepsin digestion法 により

精製)は本学第一病理学教室から供与を受けた。

2.家兎 I型コラーゲンの精製

家兎皮膚を0.5N酢酸中でホモゲナイズ しペプシン

消化の後,上清に最終濃度2Mの塩化ナ トリウムを加

え,コ ラーダンを析出させた.こ れを0.5N酢酸に溶解

させ0.5N酢酸,0.7M塩化ナ トリウムで透析 し I,Ⅱ I
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型 コラーゲンを析出させた。0.5M塩化ナ トリウム
,

0.05Mト リス塩酸 burer(pH 7.4)に溶解 させ,1.7

M塩化ナ トリウム,0.05M Tris塩酸 burerで透析し

ⅡI型 コラーゲンを析出,除去しI型 コラーゲンを得た。

純度は ドデシル酸 ソーダポリアクリルアマイ ドグル電

気泳動 (SDS‐PAGE)で確認した.

3.抗 I型 コラーゲ ン抗体の作成

ヒト胎盤からpepsin digestion法 で精製 した I型 コ

ラーダン100μgを初回はフロインド完全アジュバン ド

と,2回 目からは0.5M塩化ナ トリウム,0.05Mト リ

ス塩酸 burerに 溶解 したまま単独で 2な いし4週間

ごと,合計 6回 BALB/cマ ウスの腹腔内に投与した.

最終免疫 3日 後にポ リエチレングリコール法で牌細胞

とマウスmyeloma cen line(p3‐ X63‐ Ag8‐ UI)を融合

させ HAT培地に移 し,ハ イブリドーマを得,ELISA,

螢光抗体法を用いて抗体産成株を選別 した。1lmiting

dilution法でクローニングし,抗体産成株を得た。これ

を pristan処 理 した BALB/cマ ウス腹腔内に移植 し

10日 後に腹水を採取 し,硫安分画,DEAE‐ Sephacelイ

オン交換カラムロマ トグラフィーにより抗体を精製し

た。抗体は IgGであった.抗体のヒトおよび家兎 I型

コラーダンに対す る特異性は competitive ELISAお

よび immunoblottに より確認した。 (作成 した抗体を

以下,抗 I型 コラーダン抗体と呼ぶ。)

4.免疫組織化学的観察

1)細胞培養

家兎角膜実質細胞の採取,初代培養の方法,使用培

養液は前報に記 した 1)～ 3)。 二代継代の後,0.25%ト リプ

シンで遊離させ細胞浮遊液 (細胞密度は1.2× 104個 )を

作成 した。35mmプ ラスチックシャーレにカバーグラ

ス を 入 れ,上 述 の 細 胞 浮 遊 液lmlを い れ た .

subcon■uentに なった ところで一部はカルシウムホル

マ リン (7か ら12%の メタノールを添加された市販ホ

ルマ リンを10%に 希釈 し100mlに つ き0.9g塩化カル

シウムを加えたもの)で 12時間固定すると同時に,他

のシャーレには最終濃度0.lmMの P‐Ascを添加しコ

ン トロールには同量 の培養液を加 えた。37℃ ,湿 度

100%,二酸化炭素 5%の下で10時間インキュベー トし

た後,カ ルシウムホルマリンで12時 間固定した。固定

された細胞は カバーグラスごと0.01Mi phosphate

burered saline(PBS)で 3回洗浄 した後,酵素抗体

法による染色を行 った。

2)酵素抗体法

カバーグラス上の細胞を,過酸化水素加メタノール
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(5%過酸化水素 :メ タノール=1:100)に 30分浸し,

内因性ペルオキシダーゼを除去 した後,FBSで 洗浄

し,作成したマウスモノクローナル抗 I型 コラーグン

抗体 (IgG)を PBSで適当な倍率 (200倍 )に稀釈し,

細胞 と4℃ の下,12時 間反応させた。PBS洗浄後,PBS
で100倍 に稀釈したベルオキシダーゼ結合家兎抗マウ

ス免疫 グロブリン抗体 を 4℃ で12時間反応 させた。

PBS洗浄後,3,3-ジ ア ミノベンジン (DAB)加 0.05M

トリス塩酸緩衝液 (0.05Mト リス塩酸緩衝液50mlに

対 し,DAB。 4HC l10mgを 溶解 し使用直前に 5%過

酸化水素水50μ lを くわえたもの。)で 30分発色させた。

0.5%メ チルグリーンで核対比染色を行 った。エタノー

ル脱水,キ シロールを経て,バ ルサム封入 し,光学顕

微 鏡 で 観 察 した.な お,コ ン ト ロール と して

subconnentの 細胞を 1次抗体のかわ りに正常マウス

IgGを使用した免疫染色を行った。

5。  competitive enzylne_linked imnlunosorbent

assay(competitive ELISA)

1)測定用サンプルの作成

培養家兎角膜実質細胞を12穴 プレー トに 1穴あたり

2.2× 104個 分散し, 3日 後,connuentの 状態で一方に

は0.lmM P‐Ascを 含む培養液を,他 方 には コン ト

ロールの培養液をそれぞれ2ml入れ, 6日 間培養した

後,培養液を採取 した。培養液には,産成 されたコラー

ダンを細胞周囲に沈着 させず培養液中に溶解させてお

く目的で リジルオキシダーゼ阻害剤であるβ‐ア ミノ

プロピオニトリルを50μg/ml添加しておいた。培養終

了時に培養上清を採取するとともに,細胞を0.25%ト

リプシンで分散させ,各穴あたりの平均細胞数を血球

計算板で求めた。

2)一次抗体至適濃度の決定

96穴 ポ リスチレンプレー トに0.02%ア ジ化ナ トリウ

ム加 carbonate buffer(pH 9.6)で lμ g/100μ lに調整

した家兎 I型 コラーダンを各穴に100μ lずつ分散し,

4℃ ,24時 間 固相 化 した。0.05%Tween20加 PBS

(PBS‐ T)洗浄後,プ ロックエースで各穴を室温で 1時

間処理 し,蛋白質の非特異的吸着を防いだ後に,作成

した抗 I型 コラーダン抗体を PBS‐ Tで 400倍 ,1,600

倍,6,400倍 ,25,600倍 ,102,400倍に希釈 し, 4°C,

24時間反応させた.各濃度に 6穴ずつ使用 した。PBS‐

T洗浄後,PBS‐Tで 2,000倍 に希釈 したペルオキシ

ダーゼ標識山羊抗マウス IgG抗体 (F(ab′)2 Frag‐

ment)を 4°C,24時間反応 させた.PBS‐ Tで充分に各

穴 を 洗 浄 した 後,基 質 液 (2,2′‐azino― di〔 3‐ethyl‐
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benzthiaoline sulfate(6)〕 (ABTS)を 0.3g/′ の濃度

で glycine/citric acid burerに 溶解 し,使用直前に過

酸化水素0.01%を添加したもの。)を各穴に100μ lずつ

入れ,10分間発色 させ,415nm吸 光度をマイクロプ

レー トタイター (MPR A‐ 4,東洋曹達工業)で測定 し

た.各抗原濃度で 6穴のうち最大値および最小値を除

いた 4穴 の平均値でグラフを描 き,relative absorban‐

ceが50%の 時の希釈度を求めた (Fi3 1).

3)標準曲線の作成

96穴 ポリスチレンプレートに一次抗体至適濃度決定

時 と同様に家兎 I型 コラーダンの固相化, ブロッキン

グを行い,標準曲線作成用の抗原 (家兎 I型 コラーグ

ン)希釈系列 (0.lM phOsphate burered sahne, PBS

で希釈.最 終濃度 lμ g/100μ lか ら 2倍希釈で0.0039

μg/100μ lま で設定。)と抗 I型 コラーゲン抗体 (上述

の方法で決定 した濃度 i3,200倍 に PBS‐ Tで希釈)を

4°C,24時間反応 させたものを各穴に100μ lずつ分注

した。各濃度に 6穴ずつ使用した.PBS‐ Tで充分洗浄

した後,二次抗体の反応,ABTS発色,吸光度測定を

同様に行い,最大値,最小値を除いた 4穴の平均値で

標準曲線を作成 した .

4)測定

96穴ポリスチレンプレートに I型 コラーダンの固相

化, プロッキングをおこなった後,各穴に培養に使用

したものと同じ培養液,P‐Asc添加培養での培養上清 ,

およびコントロールの培養上清 と抗 I型 コラーダン抗

体 (標準曲線作成時 と同倍希釈)を 4°C,24時間反応

させたものを各穴 100μ lずつ分注 し,反応 させた。

PBS‐ T洗浄後,2次抗体,ABTSに よる発色,吸光度

測定を同様に行い,標準曲線か ら培養液中の I型 コ

ラーダン量を求め,培養終了時の細胞数で除し細胞あ

た りの I型 コラーゲン産生分泌量 とした。

培養角膜実質細胞とL― アスコルビン酸 2-リ ン酸 (3)。 雑賀他
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competitive ELISA.
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III 結  果

1.免疫組織化学的観察 (Fig.2,3)

抗 I型 コラーゲン抗体を用いた酵素抗体法では,実

験前の細胞 (Fig.2)お よび P‐Ascを添加 していない

培養液で培養された大部分の細胞(Fig.3A)(細 胞100

個あた り平均97個.)に おいて,核周囲に小胞体やゴル

ジ装置 と考えられる顆粒状の DAB陽性反応を認め,

細胞膜 に も軽度のびまん性の DAB陽性反応 を認め

た。0.lmM P‐ Asc添加群の細胞 (Fig.3B)で は,上

述の核周囲の顆粒状 DAB陽性反応は,少数の細胞に

おいて認められた (細胞100個 あたり平均 4個).細胞

膜は, びまん性に弱い DAB陽性反応を認めたが,P‐

Asc非添加群との間に差異は検出できなかった。なお,

コン トロールの免疫染色では細胞にDAB反応を認め

なかった .

2. ELISA(Fig.4,Table l)

Fig.4に標準曲線を示す。それぞれの培養液の500

nmに お け るrelative absorbanCeは P―Asc添 加 群

55.6%,非添加群75.0%,使用前の培養液92.6%で ,

培養終了時の平均細胞数は P‐ Asc添加群2.1× 104個 ,

非添加群 1.9× 104個 であった。細胞あた りの I型 コ

ラーダン産生分泌量は表に示すごとくに計算され,0.1

mM P― Asc添加群の産生量は,コ ントロール群の約 4

倍であった。

Fig. 2 Immunostaining of type I collagen in rab-

bit keratocytes cultured in Eagle's MEM sup-

plemented with l0'% fetal calf serum. Many type

I collagen immunoreactive granules are observed

in the cytoplasm. ( x 1000)
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Fig. 3 Immunostaining of type I collagen in cul-

tured rabbit keratocytes incubated in the pres-

ence (B) and in the absence (A) of 0.lmM P-Asc

for ten hours. Many DAB-positive granules are

observed in the cytoplasm of the cells incubated

in the absence of P-Asc. Only a few DAB-positive

granules are observed in the cytoplasm of the

cells incubated with 0.lmM p_6s6. (x1000)

TyP€ I collagen (1rs/ml)

Fig. 4 Standard for estimation of type I collagen

in culture medium.
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Culture medium

P―Asc&β―APN
β―APN

B-APN : p-aminopropionitril

IV考  按

本研究では,P―Ascの培養家兎角膜実質細胞の I型

コラーダンの産生分泌に対する影響を免疫組織化学的

手法および免疫アッセイにより検討した。その結果 ,

抗コラーダン抗体を用いた酵素抗体法による観察で

は,P―Asc添加により, ゴルジ装置や小胞体 と考えら

れる核周囲の顆粒状の DAB陽性反応が著明に減少 し

た。これは,前報2)3)の透過電顕による観察での P‐Asc

存在下に培養 された粗面小胞体はコントロールのそれ

に比べ,その内容が少ない状態になっていた とい う結

果に一致す るものであると考えられる.

アスコル ビン酸の培養液への添加による細胞内のプ

ロコラーダンの消失は,培養ニフトリ胎児線維芽細胞

でも認め られている。消失 した細胞内コラーグンは

trunoverの 充進 と相侯って細胞外に分泌 された可能

性が高い。すなわち,P‐Asc添加群で細胞内に DAB反
応がほとんど認められないのは,合成後,ただちに分

泌されるため と考えられ る。培養細胞の産成 した コ

ラーダンの定量法には,〔3H〕 _pr。lineを 用いた方法に

よる定量やア ミノ酸分析による方法,モ ノクローナル

抗体を用いた免疫測定法12)13)な どが考えられるが,前
2者では, コラーゲンのタイプ別の定量が困難 という

欠点があ り,今回はその欠点を補 う目的で ELISAに
よる定量を試みた.そ の結果,0.lmM P‐ Asc添加によ

り, 6日 間の細胞あたりの I型 コラーダペプチ ド産生

分泌量が約 4倍に増加していることが証明された.角
膜細胞外マ トリックスの主要成分は I型 コラーダンで

あるが,角膜実質細胞は,創傷部や培養状態では,他
の型のコラーダンの産成もみ られ,Cintronら 14)15)は

,

comeal scarあ るいは創傷治癒過程にある角膜に I,

IH,V型 コラーゲンが認められたと報告している。我々

も培養家兎角膜実質細胞のШ型 コラーダンの存在を免

疫組織化学的に確認している16)。 ょって,前報
1)～ 3)で報

告 した P‐Ascに よる細胞増殖促進へのコラーダン合

成の関与の可能性に関しても, どのタイプのコラーグ

ンが関与 しているかは不明である.ま た,細胞増殖の
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促進 とコラーダンの産成増加がそれぞれ,独立 した現

象である可能性も否定できない. このように, コラー

グンの分泌と細胞増殖,P‐Ascおよびビタミン Cの関

係については,不明な点が多 く,今後の検討が必要で

あろう。また, コラーゲン産生分泌量の増加から,ア
スコル ビン酸 と同様17)～ 19)に

P‐Ascの角膜実質の障害

に対する治療効果も示唆され,今後検討に値する問題

であろう。
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