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人眼水晶体上皮細胞によるサイトカインの産生

―インターロイキン1(IL-1),腫瘍壊死因子(TNF),ィ ンター
ロイキン6(IL-6),上皮細胞成長因子(EGF)について一

西  佳代1),西  起史1),大本 安_2)
1)医療法人仁志会西眼科病院,2)大塚製薬株式会社細胞工学研究所

要  約
我々はフィプリン反応を含む偽水晶体眼の術後炎症の原因は,残存水晶体上皮細胞によって産生されるサイ
トカインおよびプロスタグランディンE2と いつたメディエーターが血液房水柵を破綻する結果であるとの仮

説を提唱 した.こ の仮説を証明するため,自 内障術中得られた前嚢に付着した水晶体上皮細胞の組織培養を行
い上清中のインターロイキンーlα (IL‐ lα ),腫瘍壊死因子 (TNF‐ α),イ ンターロイキンー 6(IL‐6),上皮
細胞増殖因子 (EGF)を ELISA法 で定量 した。IL‐ lα は培養 2週の 1サ ンプル, 3週 の 2サ ンプル, 4週 目
の 1サ ンプルで 105細胞当り20.7 pg,12.Opg,13.9 pg,11.l pg検出された。IL‐6は , 1週, 7週 目に 105
細胞当り195 pg,81.6pg検 出された.TNF‐ α,EGFは検出されなかった。培養の間,上皮細胞は増殖 し線
維芽細胞様細胞に変化 した。この結果からin vivoで も IL‐ 1,IL‐ 6は フィプリン反応を含めた白内障術後の炎
症においてメディエーターとして産生されると推察される。 (日 眼会誌 96:715-720,1992)

キーワー ド :人眼水晶体上皮細胞,フ ィプリン反応,線維芽細胞様細胞,サイトカイン,プロスタグランディ
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Abstract
We proposed the hypothesis that pseudophakic inflammation, including the fibrin reaction, may be

caused by cytokines and./or prostaglandins, synthesized by residual lens epithelial cells (LEC). To test
our hypothesis, we measured IL-1a, TNF-a, IL-6 and EGF in the culture media of human LEC,
obtained by capsulotomy during cataract surgery, by ELISA. IL-1a was detected in one of the two
pools of 2-week cultures (20.7 pe/105 cells), in two of the three pools of 3-week cultures (l2.0pg/10s
cells and 13.9 pgl105 cells), and in one pool of 4-week cultures (11.1 pgll0s cells). IL-G was detected in
l-week eulture (195ps/l0ucells) and in 7-week culture (8l.6pg/10scells). TNF-a and EGF were not
detected. During culture, the cells proliferated and underwent flbroblast-like changes on exposure to

別刷請求先 :537 大阪市東成区中道 4-14-26 西眼科病院 西  佳代
(平成 3年 9月 20日 受付,平成 4年 1月 15日改訂受理)
Reprint requests to: Kayo Nishi,ヽ 1.D.  Nishi Eye Hospital.4-14-26 Nakamichi,Higashinari_ku,osaka 537,

Japan

(ReCeiVed Septeinber 20,1991 and aCCepted in reViSed forin January 15,1992)



716 日眼会誌 96巻  6号

the plastic wells. IL-1 and IL-6 may be also produced in vivo by residual LEC contacting with posterior

chamber lens after cataract surgery, and these mediators may play a role in postoperative

inflammation including fitrrin reaction. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96l-715-720' 1992\

Key words: Human lens epithelial cell, Fibrin Reaction, Fibroblast-like cell, Cytokine,

Prostaglandin Ez

I緒  言

ヒト水晶体組織は,無血管組織で,房水中にあって

周囲の血管組織と隔絶されているという特殊性から原

発性の炎症はない。しかし上皮細胞の基底膜である水

晶体嚢が外傷や手術的侵襲で破壊されると炎症の原因

となり場となる。即ち,従来より知られている水晶体

過敏性眼内炎や近年注目を浴びている弱毒菌性眼内炎

といった水晶体起因性葡萄膜炎である。 これには水晶
体組織の免疫源性 (lmmunOgeniCity)が関与している

と考えられ,主 として水晶体蛋自質の起炎性,免疫反

応性について研究されてきた.一方,我々は眼内レン

ズ(10L)挿 入術後のフイブリン反応において,その臨

床諸観察より残存水晶体上皮細胞が重要な役割を果た

しているととらえ,「フィブリン反応を含む偽水晶体眼

の術後炎症の原因は,残存水晶体上皮細胞がIOLと接

して増殖 。線維性化生中に,interleukin‐ 1(IL‐ 1),

interleukin‐ 6(IL‐ 6),transforrning growth factor‐ β

(TGF‐β), tumor necrosis factor(TNF), といった

炎症の初期に作用するサイトカインおよびプロスタグ

ランディンE2(PGE2)を産生し, これらメディエー

ターが血液房水棚を破綻する結果である
1)～6).」 と提唱

してきた。我 7々)3)は人眼水晶体上皮細胞培養で,上皮

細胞が培養器のプラスチックと密接して増殖し線維芽

細胞様細胞に変化する間にPGE2,IL‐ lα を産生する

ことを既に報告した。今回は人眼水晶体上皮細胞から

の IL‐ lα (培養 24時間,48時間後を追加)TNF―α,

IL‐6,EGF,の産生の有無を組織培養を用いて調べた。

II方  法

1.検体の採取と組織培養

自内障術中得られた直径約 6mmの ほぼ円形の前豪
に付着 した水晶体上皮細胞をそのまま検体 とし,

Eagle'sMEM(10%仔 牛血清,ペ ニシリンG100u/ml,

硫酸ストレプ トマイシン 100 μg/mlを 含む)0.3～ 0.4

mlの入った 48穴 multidishに 入れ,37°C,湿度 100%,

5%C02循環のインキュベーター中で培養した。培養

液は 24時間後,48時間後には半量交換し,1週間後か

らは週 1回全量交換した。水晶体上皮細胞の増殖・形

態変化の状態は倒立位相差顕微鏡で経時的に観察 し

た.

2.サ ンプルの採取

1)IL‐ lα 測定用 :

各所定期間培養後に 12検体分の上清を採取して 1

つの試験管に集め 1サ ンプルとした。培養 24時間(1

サンプル),48時間(1サ ンプル), 1週 (2サ ンプル),

2週 (2サ ンプル),3週 (3サ ンプル),4週 (1サ

ンプル), 5週 (1サンプル), 6週 目 (1サ ンプル)

の計 12サ ンプル (表 1)を 集めた。 これらのサンプル

について下記の方法で IL・ lα の定量を行い生存細胞

数を算出した。

2)TNF―α測定用 :

表 1 人眼水品体上皮細胞による IL‐ lα の産生

(IL‐ lα :pg/105 cens,細 胞数 :1× 105)

24時間目 48時間目  1週 目  2週 目  3週 目  4週 目  5週 目  6週 目

細胞数

IL‐ lα

細胞数

IL‐ lα

細胞数

IL‐ lα

4.48

ND
1.95

ND
0.65

ND
O.80

ND

0.79

ND
O.86

20.7

0.83

12.0

1.16

ND
l.03

13.9

1.05

11.1

0.91

ND
0.85

ND

(各期の検体は異なる) (検出限界値<10 pg/ml,濃縮倍率 10倍 )(ND:検 出されず)
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同-70検体分の上清を採取 し集め 1サ ンプルとし
た。培養 24時間,48時間, 1週 , 2週, 3週, 4週 ,

5週, 6週 まで連続して経時的に各 1サ ンプル計 8サ
ンプル (表 5)を集めた。これらのサンプルについて
1)と 同様,定量を行い細胞数を算出した。
各サンプルは採取後,ただちに-20℃ ～-70℃ で凍
結し,測定まで保存した。
3.IL‐ lα ,TNF‐α,IL‐6,EGFの 定量
1)IL-lα , TNF― α, IL‐ 6の気三」量

凍結した上清を室温で解凍し,Centricon‐ lo(W.R.

GRACE,CO.Beverly,USA)を用いて 4℃ , 3,000
γpm, 4～ 5時間遠心し分子量 10,000以下の蛋白を
ろ過し上清を濃縮した。その後,濃縮液に PBS(phOs‐
phate burered sahne)を 加え濃縮倍率を均一化した

上で,ELISA法― リコンビナン トヒトIL‐ lα を免疫
抗原として作製 した特異性の高いマウスのモノクロ

21検体分の上清を採取し集め 1サ ンプルとした。培

養 24時間,48時間, 1週, 2週, 3週, 4週, 5週 ,

6週, 7週まで各 1サ ンプル計 9サ ンプル (表 2)を
集めた.こ れと並んで,同-45検体分の上清をまとめ
て 1サ ンプルとした.培養 24時間,48時間,1週。 2
週, 3週, 4週 , 5週, 6週, 7週, 8週 目まで連続
して経時的に各 1サ ンプル計 10サ ンプル (表 3)を集
めた。これらのサンプルについて 1)と 同様,定量と
細胞数を算出した。

3)IL‐6測定用 :

21検体分の上清を採取し集め 1サ ンプルとした。培

養 24時間,48時間, 1週, 2週, 3週, 4週, 5週 ,
6週, 7週 目まで各 1サ ンプル計 9サ ンプル (表 4)

を集めた。これらのサンプルについて, 1)と 同様 ,
定量と細胞数を算出した.

4)EGF(epidermal grOwth factOr)測 定用 :

表 2 人眼水晶体上皮細胞によるTNF‐αの産生

(TNF‐α i pg/105 cells,細胞数 :1× 105)

24時間目 48時間目  1週 目  2週 目  3週 目  4週 目  5週 目  6週 目  7週 目
細胞数

TNF‐ α

8.40

ND
3.40

ND
2.78

ND
3.82

ND
3.91

ND
4.19

ND
4.08

ND
3.34

ND
2.72

ND

(各期の検体は異なる) (検出限界値<20 pg/ml。 濃縮倍率 3.4倍 )(ND:検出されず)

表 3 人眼水晶体上皮細胞によるTNF―αの産生
(TNF‐α:pg/105 cens,細胞数 :1× 10S)

24時間目 48時間目  1週 目  2週 目  3週 目  4週 目  5週 目  6週 目  7週 目  8週 日
細胞数

TNF‐α ND ND ND    ND    ND ND ND    ND    ND
3.13

ND

(同-45検体の経時的変化) (検出限界値<20 pg/ml・ 濃縮倍率5倍)(ND:検 出されず)

表 4 人眼水晶体上皮細胞による IL‐6の産生

(IL‐ 6:pg/105 cells,細 胞数 :1× 105)

24時間目 48時間目  1週 目  2週 目  3週 目  4週 目  5週 目  6週 目  7週 目
細胞数

IL‐6

8.40

ND
3.40

ND
2.78

195

3.82

ND
3.91

ND
4.19

ND
4.08

ND
3.34

ND
2.72

81.6

(各期の検体は異なる) (検出限界値<100 pg/ml・ 濃縮倍率3.4倍 )(ND:検出されず)

表 5 人眼水晶体上皮細胞によるEGFの産生

(EGF:pg/10S cens,細 胞数 :1× 105)

24時間目 48時間目 1週 目  2週 日  3週 目  4週 目  5週 目  6週 目
細胞数

EGF ND    ND    ND    ND ND    ND    ND
5.02

ND

(同-70検体の経時的変化)  (検 出限界値<10 pg/ml・ 濃縮倍率 1倍)(ND:検 出されず)
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ナール抗体を用いており他のサイ トカインと交叉反応

は示さない.以下同様.― (Human interleukin‐ lα

ELISA kit,Human interleukin‐ 6 ELISA kit,TNF‐ α

ELISA kit,大 塚製薬)で測定 した。コントロールと

して,Eagle'sMEM(10%仔 牛血清,ペ ニシリンG100

u/ml,硫 酸ス トレプトマイシン 100 μg/ml含む)を同

倍率に濃縮して測定した。

2)EGFの 定量

解凍 した上清液を濃縮せず,そ のままELISA法

(EGF測定 kit,大塚製薬)で測定した.コ ントロール

として,Eagle'sMEM(10%仔 牛血清,ベ ニシ リンG

100u/ml,硫酸ストレプトマイシン 100μ /ml含む)を

測定した。

4.細胞カウント

上清採取後各 well中 の生存細胞数をカウントした。

方法は,well中に PBSを 加え 3回洗浄した後 0.25%

トリプシン+0.02%EDTA・ 2 Naを 0.4 ml加 え,イ ン

キュベーター中で 10分間放置 した。その後,ピ ペ ット

で吸引操作を行って,細胞を wen底及び前嚢からはが

し,細 胞浮遊液 0.4 mlを 0.05%ク リスタルバ ィォ

レット0.l mlの 入った小試験管に移し,計 0.5 mlの

溶液とした。この溶液を用いて,Fuchs‐ Rosenthal血 球

計算盤で算出した。

III 結  果

1.人眼水晶体上皮細胞の培養

人眼水晶体上皮細胞は 1週 目で直径約 6mmの 前嚢
下全体に,増殖 。線維芽細胞様の変化を示した。 2週

目では前嚢縁より遠心性に増殖 し, 4～ 5週 目には直

径約 11.3mmの 底はほぼ connuentな 状態になった .

5～ 6週 目には増殖・線維芽細胞様変化は著明でな

かった。

2.IL‐ lα の定量 (表 1)

24時間後,48時間後のサンプルでは検出されなかっ

た。2週 目の 1サ ンプルで 20.7 pg/105細胞,3週 目の

2サ ンプルで各 1々2.O pg/105細 胞,13.9 pg/105細胞 ,

4週 目の 1サ ンプルで 11.l pg/105細胞と計 4サ ンプ

ルで検出された。

3.TNF‐ αの定量 (表 2,表 3)

19サ ンプル全てで検出されなかった。

4.IL‐ 6の定量 (表 4)

1週 目のサンプルで 195 pg/105細胞, 7週 目のサン

プルで 81.6 pg/105細胞検出された。
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5。 EGFの定量 (表 5)
8サ ンプル全てで検出されなかった。

IV考  按

IL-1,TNF‐ α,IL・6は TGF―βなどと共に炎症の初

期に大きく関与するサイトカイン
。)で炎症局所や全身

に働くメディエーターの中で各種の浸潤細胞から産生

されて, リンパ球やマクロフアージを含む炎症細胞の

細胞間相互作用を促す因子といわれている。

今回,我々の組織培養法によって,IL‐ lα は 12サ ン

プル中 4サ ンプルで有意に検出された。IL‐ 1は生体内

で 10-9～ 10-15M/Lで 作用するといわれ
10),検 出が非

常に困難 とされている。当初, 1検体の上清を採取 し

濃縮せずそのままで測定したが全 く検出できなかっ

た。そこで 12検体分の上清を集め,更にセントリコン

ー10で濃縮した後測定したところ検出できた.それら

は,培養 2週,3週 ,4週のサンプルで,早期の 24時

間,48時間 目のサンプルでは検出されなかった。IL-1

は何らかの刺激や病的な状態があってはじめて産生さ

れるといわれている
n)。 我々の検体では,検体採取直後

より上皮細胞は手術時の外傷そして培養器の底に接す

ると言った刺激を受けているわけであるが,炎症初期

に産出されるといわれているものの早期には検出出来

なかった.おそらく刺激を受けた直後よりIL‐ 1は産生

されていると考えられるが非常に微量でありELISA

の感度以下なのであろうと考えられる。又,IL‐ 1は細

胞が刺激を うけたのち細胞の膜成分から酵素の働きで

産生されるともいわれ
11),培養液中には全量出現せず

細胞内に存在しているという可能性も考えられる。一

方,IL‐ 1は IL‐1を誘導し
12)増幅作用によって増殖中に

産生されるといわれている。in vitroで細胞は 1週か

ら4週で増殖する。この間に個々の細胞の産生能が高

まり分解 される量と産生蓄積される量の差により, 2

週から4週 目の 4サ ンプルで検出できたのであろうと

考えられる.個体差も当然考えられるだろう。IL‐1の

検出には多 くの要因が関与している事が考えられ,今

回の結果から産生と時間の関係は明らかにはできな

かったが,少なくとも水晶体上皮細胞は IL‐ 1を産生し

うることが判明した.

TNF―αは,全サンプルで検出されなかった。 この

TNF‐αの ELISA法 の検 出限界値は 20 pg/ml以 下

で,感度はかなり良好である上,経時的に提取したサ

ンプルでは (表 3), 1サ ンプル中には 45検体分もの

上清を集め濃縮した上で測定 したが検出されなかっ



た。IL‐ lα などと比して産生量が超微量な為検出でき

なかったのか,あ るいは全く産生されていないのか明
確ではない。一般的に TNFは炎症の場で IL‐ 1と 大き
な関連13)を もつとされ IL‐ 1と さまざまな系において

相乗効果を発揮し,IL‐1の産生を誘導した り逆に IL‐ 1

は TNFの産生を誘導するといわれているが「上皮細
胞からの産生の報告はない10)」 と言われている。従っ

て,水晶体上皮細胞からは産生されていない可能性が

高い。

IL‐6は, 1週 日, 7週 目の 2サ ンプルで 195 pg/105

細胞,81.6 pg/105細 胞検出され,24時間後,48時間後
のサンプルでは検出されなかった.1週 目に検出され,
さらに後期の 7週 目にだけ検出された意義は IL‐ 1の

場合と同様に細胞の属性によるものか,個体差を反映
したものか不明である。IL-614)は ,当初 B細胞の抗体
産生細胞へ最終分化 を誘導す る B細 胞刺激因子
(BSF‐ 2)と して発見されたが最近では免疫系以外にい

ろいろな炎症反応の場に検出され炎症の重要なメディ

エーターと考えられてきている。多くの場合,IL‐ 6の

産生 の誘導には,IL-1,TNFや インターフェロン
(IFN)β をはじめとする種々のサイ トカインとか,
Hpopolysaccarides(LPS)等 のマイトーダンによる刺

激が必要であるといわれている15)16).又前述の IL‐ 1,

TNF活性の一部は IL‐6を介する事が示唆されてもい
る。

EGFは 8サ ンプル全てで検出されなかった。EGF
は上皮細胞の増殖因子として古くから知られ,分子量
6,000の ペプチ ド17)で , ラット眼組織では涙腺導管細

胞で特異的に認められ水晶体組織では認められていな

ぃ18)。 人の房水中では検出されている19)。 水晶体上皮細

胞が産生しているかどうかを知るために,70検体分の

上清を集め測定した。ELISAの 感度は 10 pg/mlで か

なり良好であるが,分子量は 6,000な のでセントリコ
ンー10を使用してもろ液中に出てしまう可能性があ

りそのままの上清で測定した結果検出できなかった。

一般にサイトカインは局所で産生され autocrine(産

生細胞に作用)又は paracrine(産生細胞の周囲に作
用)す るので局所では高濃度であるが上清中では薄
まっている可能性が高いと考えられる。濃縮が可能で

あれば検出できたかもしれないが,今回の結果からは,

水晶体上皮細胞からの EGFの産生の有無については
不明である。

今回の結果より人眼水晶体上皮細胞は,in vitroで

IL‐ lα の産生と共に IL‐6を産生しうる事が明らかに
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なった.TNFは 恐 らく水晶体上皮細胞か らは産生 さ
れていないと考 えられる。PGE2が産生 されることは

既に報告 した7)。 IL‐ 1と PGE2の 関連 ,IL‐ 1か らPGE2
の誘 導 について は,い くつかの報 告 が な されてい
る20)～ 22)。 現在我 々は IL‐ 1と PGE2の相互関連につい

て更に検討中で,その結果は別稿で報告する。
本研究に使用 した組織培養は上皮細胞を分散せず前

嚢 に付着 したまま培養 した。 これは自内障手術後のプ

ラスチ ック製の眼内 レンズを保持 した上皮細胞付着の

水 晶体嚢が無血管 の前房水中に懸 下 された状態 と

analogous(相 似的)である。我々は,in vivoで 水晶
体上皮細胞は術後炎症を引起こす ことを レーザーフレ

アセルメーターを使 って明らかにした
23)。 これらは in

vitroで検 出された メディエーターが in vivOで も白

内障術後産出される事を示唆 している。つまり水晶体

上皮細胞から産生 されるこれら炎症に関与するサイ ト

カインが,血液房水棚を破綻 させ る PGE2の産生を誘
導 し自内障術後炎症に関与 していると考えられる。

本論文の要旨は 1990年 11月 第 56回 日本中部眼科学会

で発表した。
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