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豚毛様体上皮細胞における5-,12-リ ポキシナーゼの局在

坂 本 信 一

大阪警察病院眼科

要  約

豚毛様体無色素上皮細胞 と色素上皮細胞をプロテアーゼを使わずに分離 し,1‐ 〔
14C〕 アラキ ドン酸と反応 さ

せ,各々の リポキシゲナーゼ活性 を測定 した.高速液体クロマ トグラフィーで測定できた代謝産物は,5‐ ヒド

ロキシエイコサテ トラエン酸 (5‐ HETE),12‐ HETE,5,12‐ diHETEで あった。無色素上皮細胞の 5‐ リポキシ

ゲナーゼ と 12‐ リポキシゲナーゼ活性 は色素上皮細胞 よりそれぞれ 5倍,2.5倍高かった.5‐ ⅡETE,12‐

HETE,5,12‐ diHETE産生は,50μ Mノ ルジヒドログアイアレチン酸で阻害された。無色素上皮細胞が,房
水産生調節や眼内炎症に何 らかの役割 をしていることが推察された。 (日 眼会誌 96:309-312,1992)

キーワー ド :毛様体上皮細胞, リポキシゲナーゼ,5‐ 又は 12‐ ヒドロキシエイコサテ トラエン酸 ,

5,12‐ ジヒドロキシエイコサテ トラエン酸,ノ ルジヒドログアイアレチン酸
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Abstract
Nonpigmented epithelial cells (NPE) and pigmented epithelial cells (PE) were separated from

porcine ciliary processes without protease treatment. The relative capabilities of NPE and PE to
synthesize 5-hydroxyeicosatetraenoic acid (5-HETE), l2-HETE, 5,1z-diHETE from 1- (laCJ ara-
chidonic acid were determined by high pressure liquid chromatography. The capability of NPE to
synthesize S-lipoxygenase and l2-lipoxygenase products was, respectively, 5-fold and 2,5-fold higher
than that of PE. The formation of 5-HETE, l2-HETE and 5,l2-diHETE was inhibited almost
completely by 50 pM nordihydroguaiaretic acid. It was suggested that NPE played a role in the
regulation of aqueous humor formation and intraocular inflammation. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96:
309-312, 1992)

Key words: Ciliary epithelial cells, Lipoxygenase, 5- or 12-hydroxyeicosatetraenoic acid,
5, 12-dihydroxyeicosatetraenoic acid, Nordihydroguaiaretic acid

I緒  言

アラキ ドン酸 の代謝産物 として ロイコ トリエン

(LT)はアレルギー喘息,即時型アレルギー,炎症な

どに深い関わ りがあることが知 られている。 リポキシ

ゲナーゼはアラキ ドン酸に酸素分子を取 り込んでベル

オキシ酸を生成 し, さらにベルオキシ酸は還元,脱水

などの反応によって,生理活性をもつ ロイコトリエン
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などに合成される.こ のようにして生合成されたオキ

シエイコサノイ ドはさまざまな生物学的活性をもち ,

LTB4は 家兎眼において白血球遊走能1)2)を ,LTC4と

LTD4は 猫眼では縮瞳を生 じさす ことが知 われて い

る2)3).眼 では虹彩,毛様体を含めた前眼部で リポキシ

ゲナーゼ活性が高いことが知 られているが4)-6),そ の

局在等については知られていなかった。

今回,著者は,豚毛様体の無色素上皮細胞 と色素上

皮細胞をプロテアーゼを使わずに分離する方法7)を 用

いて,お のおのの リポキシゲナーゼ活性を測定 したの

で報告する.

II 実験方法

1.無色素上皮細胞,色素上皮細胞の採取

1ア ッセイに 10個の豚眼を用いた.既報7)の ように

豚眼を赤道部で半割し,前半部を 0.02%EDTA液中

に 3分間インキュベートし,摂子にて無色素上皮細胞

を剥離 した。色素上皮細胞はピペ ットで吸引し採取 し

た。無色素上皮細胞はシー ト状 (図 lA)で ,色素上皮

細胞は単独または塊状 (図 lB)で得 られた.無色素上

図1 豚毛様体上皮細胞の光顕写真(× 5.5)。 A.色素

上皮細胞から機械的に剥離された無色素上皮細胞。

少量の硝子体を含む。B.ピ ペットで吸引された色

素上皮細胞.

皮細胞の他細胞の混入または色素上皮細胞への他細胞

の混入は,各 々2%以下であった。

2. リポキシゲナーゼ活性の測定

図 2は ア ラキ ドン酸カスケー ドの うち 5‐ ,ま たは

12‐ リポキシゲナーゼ経路を示す。アラキ ドン酸は,5-

C00H

日眼会誌 96巻  3号

OH
12-HPETE

〉
わ

１

・

″

　

＼

ヽ

　

／６

12-リ ポキシゲナーゼ

OH
5,12-diHETE

/==ヽ/==ヽ/へ、/C00H
ヽタヘ=ハ´νヽ

ヽ

ヽ
ア ラキ ドン酸

|

5-HPETE

5-オ キシゲナーゼ

´H

/==ヽ′
~~ヽ

ノヘ、/C00H
ヽ´‐ハ´ヾ

.00H
ノ・・ ″ヽ

~~ヽハvCOOH

…
5-HETE

」
▼

LTA合成酵 素

C00H

LTC合成酵素

OH

OH

図 2 5-お よび 12‐ リポキシゲナーゼ経路

LTC4 ----> LTDr -----> LTE4 -------t LTF4
Ｂ
４

一

日

一

5-リ ポキシゲナーゼ

12-リ ポキシゲナーゼ

5-リ ポキシゲナーゼ

LTA水解酵素

OH

●

■

′ 、

5mm

ヽ

″
一

．　
　
　
―

―
，
　
　
．
摯
　
・一

Ｂ

・

・

　

・

●

●

■

■

撃・

^ん
νC。。H

ヽ´ vへ=^′∨



平成 4年 3月 10日

リポキシグナーゼにより5‐ ヒドロベルオキシエイコ

サテ トラエン酸 (5‐HPETE)を経て,さ らに安定な 5‐

ヒドロキシエイコサテ トラエン酸 (5‐HETE)や LTA4
を生じる。さらに LTA4は水解酵素によりLTB4に代

謝される。 12-リ ポキシゲナーゼではアラキ ドン酸は

12‐HETEに代謝される。又,5‐HPETE,12-HPETE
はそれぞれ 12‐ リポキシゲナーゼ,5-リ ポキシグナーゼ

に よ り 1部 5,12‐diHETEを 生 じる. 5‐ HETE, 12‐

HETE,5,12‐diHETEを測定 して 5‐,及び 12‐ リポキシ

グナーゼ活性 とすることとした。まず,得られた各々

の細胞を トリス緩衝液でホモジェネー トし試料 とし

た。5‐ リポキシグナーゼは活性発現に Caイ オンが必

要なため 2 mMCaC12を 加えた。

この試料に 1‐ 〔“C〕 アラキ ドン酸 2.O μlを加 え,

37℃ で 30分間インキュベー トした。10%酢酸で反応を

停止後,反応産物を酢酸エチルで抽出,吸引乾燥 し 60

μlの メタノールを加え,逆相 カラム(ALTEX Ultras‐

phere ODS c01umn;5μ , 4.6mm× 15 cm)に かけ,

高速液体 クロマ トグラフ (HPLC:Beckman l10 B
solvent delivery systenl, 163 variable 、vavelength

detector)に て分析した。この時,試料は 2つ に分け,

1つ は 5‐HETEと 12‐ HETE用 で,流速 1.2m1/分 ,

50%ア セ トニ トリルで溶出し,240 nmで検出した。も

う1つ は,5,12‐diHETE用で,流速 1.2m1/分,26%ア
セ トニ トリルで溶出し,280 nmで検出した。でてきた

HETE化合物をフラクションコレクター (1試験管/

24秒)で集め,各々の試験管の放射能をシンチ レー

ションカウンターで測定 した。生成されるHETEが
少ないためにあらかじめ試料には,内部標準物質 とし

て 1.2 ninolの 5‐ HETE, 1.5 nmolの 12‐ HETEま た

は 5 nmolの 5,12‐diHETEを 加 えてクロマ トグ ラム

上の吸光度のピークを増強し,位置を同定 しやす くし

た.生成 した HETE量は放射性アラキ ドン酸の比活

性から計算 した。又,ホ モジェネー トにリポキシゲナー

ゼの阻害剤である 50μ Mノ ルジ ヒドログアイア レチ
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ン酸(NDGA)を加えて,HETE産 生抑制 も測定 した。

無色素上皮細胞の試料は少量の硝子体を含むので,

蛋自量当た りで リポキシグナーゼ活性を表す と色素上

皮細胞の試料に比べ過小評価されてしまう。そこで,

比活性は 104個 細胞当た りで表すこととした。実際に

は,全蛋白量当た りで活性を表 し,そ の後に 104個細胞

当た りに換算した。細胞数測定は,採取 した無色素上

皮細胞を 0.25%ト リプシンで処理し,血球計算器で細

胞数を数えた.蛋 白量測定は,Smithら 3)の方法によっ

た。

III 結  果

今回の リポキシゲナーゼ代謝産物で測定できたのは

5‐ リポキシゲナーゼと 12‐ リポキシゲナーゼの代謝産

物である 5‐ HETE,12‐ HETEと 5,12‐ diHETEで あっ

た.

図 3に,HPLCの クロマ トグラムを示す。50%ア セ
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図 3 高速液体クロマ トグラフィーによる 5‐HETE,
12‐HETE,5,12‐ diHETEの 分離.実線は吸光度を,

破線は 104個 当た りの CPMを示す.5‐HETE,12‐
HETEは,50%ア セ トニ トリルで溶 出 し,5,12‐

diHETEは,26%ア セ トニトリルで溶出した。26%
アセ トニ トリルの溶出曲線の 45分以前は示 されて

いない。

表 豚毛様体上皮細胞による 5-HETE,12-HETE,5,12-diHETEの 合成

5-HETE 12-IIETE

cpm/104cells pm。1/1o4cells  cpm/104   pmo1/104

5,12-diH71/104

cpm/104   r

NPE
十NDGA

PE
+NDGA

809± 266

19

162:±:64

18

301± 97
07

60± 24
06

1053± 392

12

419± 125

18

392± 14

0.4

157± 4.4

06

189:士:34

9

68± 17

8

71± 1.7

04

26± 0.6

()3

(pmo1/104cells)(n=6)
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トニ トリル存在下で 12‐HETEの保持時間は 30分 ,

5‐HETEは 36分であった.5,12‐diHETEは 26%ア セ

トニ トリル存在下で 50分で溶出した.表に無色素上皮

細胞 と色素 上皮 細 胞 104個 当た りの 5‐HETE,12‐

HETE,5,12-diHETEの 産生を示す。5‐ リポキシゲ

ナーゼ,12‐ リポキシゲナーゼは,無色素上皮細胞で色

素上皮細胞よりそれぞれ 5倍,2.5倍高値であった。無

色素上皮細胞,色 素上皮細胞 で NDGAに よ り 5‐

HETE,12‐ HETE産生はほぼ完全に抑制 された。ホモ

ジェネー トヘのイン ドメタシン添加は HETE産生に

影響を与えなかった .

IV 考  按

前部ぶどう膜で 5‐ HETE,12‐ HETE,5,12‐ diHETE
が産生されることは報告 されている4)-6).今回,我 々

は,毛様体無色素,色素上皮細胞に注 目し各々の リポ

キシゲーゼ活性を測定 した.無色素上皮細胞による

5-HETE,12-HETE,5,12‐diHETEの 産生は色素上皮

細胞より数倍高値であ り,5‐及び 12‐ リポキシグナーゼ

活性は無色素上皮細胞が色素上皮細胞 より高いことが

示された。無色素上皮細胞,色素上皮細胞双方で 12‐

HETEが最も多 くつ くられているが,こ れは,家兎虹

彩,結膜
4)5)や 人眼虹彩9)に おいて産生 される主たる リ

ポキシゲナーゼ代謝産物は 12‐HETEであることと一

致 している.リ ポキシグナーゼ代謝産物の生理的役割

については現在 よく知 られておられず,毛様体におけ

るリポキシゲナーゼの局在理由についても明らかでな

い。ある種の抗緑内障剤は毛様体からのプロスタグラ

ンジン放出による降圧作用をもつ とされていることか

ら10)・ ),無色素上皮細胞におけるエイコサイノドが房

水産生の調節に関係していることが考えられる。

又,無色素上皮細胞は 5‐ リポキシゲナーゼ活性が高

く,LTB4に 次 ぐ強い白血球遊走能を持つ 5‐HETE合
成能をもつこと12),リ ポキシゲナーゼ阻害剤は,水 晶体

蛋自起因性ぶどう膜炎を軽減することから13),眼
内炎

症において無色素上皮細胞がある種の役割をしている

ことが考えられる。

本論文の要旨は第 95回 日本眼科学会総会で講演した。

文  献

1)Bhattacherjjec P,Eakins KE: Lipoxygenase

Products,  Mediation of  lnnamrnatory

Responses and lnhibition of′rheir iForrnation.

The Leukotrienes.New「 YOrk,Academic Press,

日眼会誌 96巻  3号

Inc, 195-214, 1984.

2) Stjernschantz J, Sherk T, Borgeat P, et al:
Intraocular effects of lipoxygenase pathway
products in arachidonic acid metabolism. Acta
Ophthalmol 62 : 104-111, 1983.

3) Stjernschantz J, Sherk T, Sears M: Ocular
responses to leukotriene Co and Do in the cat.

Prostaglandins 27 : 5-15, 1984.

4) Williams R, Bhattacherjee P, Eaking K:
Biosynthesis of lipoxygenase products by ocu-

lar tissues. Exp Eye Res 36: 397-402, 1983.

5) Kulkarni P, Srinivasan BD : Synthesis of
slow reacting substance-like activity in rabbit
conjuctiva and anteroir uvea. Invest Ophthal-

mol Vis Sci 24 : 1079-1085, 1983.

6) Kulkarni P, Rodriguez AV, Srinivasan BD:
Human anteroir uvea synthesizes lipoxygenase

products from arachidonic acid. Invest Ophthal-

mol Vis Sci 25: 227-223, 1984.

7) Sakamoto S, Shichi H : Distribution and

induction of alkoxyresorufin O-dealkylases and
gamma-glutamyl transpeptidase in porcine

ciliary epithelium. J Ocular Pharmacol 6: 211

-217, 7990.

8) Smith PK, Krohn RI, Hermanson RI, et al:
Measurement of protein using bicinchoninic
acid. Anal Biochem 150 : 76-85, 1985.

9) Kulkarni P : Eicosanoids in ocular
inflammation, in Bazan NG (ed) : Lipid Media-

tors in Eye Inflammation, New Trends in Lipids
Mediators Reserch, S Karger, Basel, 5 :12-28,
1990.

10) lVaitzman MB, Woods WD, Cheek WY:
Efects of prostaglandins and norepinephrine on

ocular pressure and pupil size in rabbits follow-
ing bilateral cervical ganglionectomy. Invest
Ophthalmol Vis Sci 18: 52-60, 1979.

11) Bhattacherijee P, Hammond BR: Effect of
indomethacin on the ocular hypertensive action
of adrenaline in the rabbit. Exp Eye Res 24 : 307

-3L3, t977.

12) Palmer RMJ, Stepney GA, Eakine KE:
Chemokinetic activity of arachidonic acid
lipoxygenase products on leukocytes of
different species. Prostaglandins 20: 411-418,
1980.

13) Chang MS, Chiou GCY: Prevention of lens

protein-induced ocular inflammation with
cyclooxygenase and lipoxygenase inhibitors. J

Ocular Pharmacol 5 : 353-360, 1989.


