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要  約
イノシ トール燐脂質代謝回転系を活性化する薬剤の眼圧に及ぼす影響について検討 し,さ らに,プロテイン

キナーゼ C(PKC)と イノシ トール 1,4,5‐三燐酸 (IP3)の 各種眼圧下降剤刺激による変動を培養毛様体上皮細
胞で検討 した。白色家兎眼に直接 PKCを活性化させるホルボールミリステー トアセテー ト(PMA)(10μM)
とカルシウムイオノフォアの一つであるA23187(15 μM)の単独点眼ではわずかな眼圧下降を認めた。 しか
し,同濃度の PMAと A23187を続けて点眼すると,著明な眼圧下降 (最大眼圧差 5.OmmHg)が認められ,
この著明な眼圧下降はPKC阻害剤スタウロスポリン (0.5μ M)の前処置により抑制された。毛様体上皮細胞
での PKC活性とIP3量の変動を観察すると,カ ルバコール刺激ではPKC活性の上昇とIP3量 の一過性の上昇
が認められた。イソプロテレノロール,エ ピネフリン,チモロール刺激では,む しろ IP3量の減少が認められ
た。これらの結果から,イ ノシ トール回転系が眼圧調整機構に何らかの関与の可能性が示唆 された。(日 眼会誌

96: 865-871, 1992)
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Abstract
To clarify the role of the inositol phosphate diacylglycerol (IP/DAG) signalling pathway in the

regulation of intraocular pressure (IOP), the efrect of tumor promoter phorbol ester (PMA) and Ca
ionophore (.{23187) on IOP responses was examined in albino rabbits. PMA stimulates protein kinase
C (PKC) directly and A23187 elevates intracellular Ca2+ concentration. In this study, the topical
application of 10 pM PMA or 15 pM L23L87 slightly reduced IOP. However topical application of both
10 pM PMA and 15 pM L23187 significantly reduced IOP. The maximum IOP decrease was 5.0 mmHg.
This decrease was inhibited by pretreatment with 0.5 pM staurosporin, a PKC inhibitor. Quantitative
changes of inositol 1,4,5-trisphosphate (IP.) and PKC activity in cultured ciliary epithelia (CE),
stimulated with several ocular hypotensive agents were also studied. When cultured CE was stimulated
with 50pM carbachol, the PKC activity and IPs content rapidly increased. When CE was stimulated
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眼圧調整機構におけるイノシトール燐脂質代謝回転系の関与

―毛様体上皮細胞を中心として―
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with 50 pM epinephrine, isoproterenol or timolol, PKC activity did not show any change and IP: level

declined. These studies suggest that the IP/DAG signalling pathway somehow mediates agueous

dynamic changes in ciliary epithelia. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 :865-871, 1992)

Key words : Inositol/diacylglcerol signalling pathway, Protein kinase C (PKC), Inositol 1,4,5-

trisphosphate (IP:), Ciliary epithelia, Regulation mechanism of intraocular pressure

I緒  言

生体内の恒常性を維持するための情報は,その多く

が細胞表面に存在する受容体を介して伝達される。受

容体まで到達した情報はcAMP系 やイノシトール燐
脂質 (PI)代謝回転系などの細胞内情報伝達系を介し

て伝達され,細胞の生理機能が調節されると言われて

いる1).

1974年 Neufeldら 2)が初めて,cAMPが 眼圧調整に

関与していることを報告して以来,眼圧調節機構を毛

様体上皮細胞の細胞内情報伝達系と関連づけて解明し

ようとす る試みが,cAMP系 を中心に行われて き
た2)～0. これまでにコレラトキシン3), フォルスコリ

ン4),グ リセオール酸
5)が ,毛様体上皮細胞内の cAMP

濃度を上昇させ cAMP依存性のプロテインキナーゼ

を活性化し,房水産生を抑制し眼圧下降を生じさせる

可能性が示唆されている.

近年,家兎毛様体中に PI代謝回転系に関与するカ

ルシウム依存性のタンパク燐酸化酵素の存在が示 さ

れ6)7),こ の酵素が毛様体上皮細胞の細胞骨格の一部を

構成しているビメンチンを燐酸化することが明らかに

されている7)。 また, プロテインキナーゼ C(PKC)を

活性化するホルボールエステルの硝子体注入で著明な

眼圧下降の生じることが示され
8),PI代謝回転系の眼

圧調整における役割が注目されている。

今回,毛様体上皮細胞における PI代謝回転系の眼

圧調節機構に及ぼす役割を検討するため,PI代謝回転

系に影響を与える種々の薬剤の眼圧動態に及ぼす影響

を検討し, さらに,培養した毛様体上皮細胞を各種眼

圧下降剤で刺激した時の PKC活性とイノシトール 1,

4,5‐三燐酸 (IP3)量 の測定を行ったので報告する.

II 方  法

1.点眼実験

1)使用薬剤 :ホ ルボール ミリステートアセテー ト

(PMA),4α ‐ホルボールディデカネート(4α‐PDD),

カルシウムイオノフォアA23187及 びスタロスポ リ

ンを燐酸緩衝液 (pH 6.5)に溶解して使用した。PMA
と 4α ‐PDDは 100%ジ メ チ ル ス ル フォキ シ ド
(DMSO)に溶解して使用したため,最終濃度は 0.5%

DMSO溶液 となった。
2)使用動物 1体重 2.5 kg前後の健常白色家兎の雄

8匹を 1組 として 5組,合計 40匹を使用した。各点眼

実験はその間隔を最低 4週間あけて行った.

3)点眼方法 :一眼に薬剤 50 μl点眼し,反対眼に薬

剤溶解液 50 ulを点眼して対照とした。複数の薬剤を

組み合わせて点眼する場合には,30分間の間隔をあけ

て点眼した。

4)測定方法 :眼圧測定には 0.4%塩酸オキシブプ

ロカイン点眼液で点眼麻酔後,Alcon Applanation

Pneumatonograph Oを 使用し,暗室にて,同一検者が

同じ時間帯に測定した。尚,点眼実施者と眼圧測定者

は別の人物とし,眼圧測定者には薬剤点眼側が判らな

いようにした。

2.生物学的検討

1)培養細胞 :Mishimaら 9)の 方法に従い,家鶏胚

11日 の毛様体突起部から分離 した無色素上皮 と色素

上 皮 細 胞 を 牛 胎 児血 清 を 10%含 む Dulbecco's

modined Eagle's medium(DMEM)で 2～ 3週間初

代培養し, コンフルエントの状態のものを使用した。

2)使用薬剤 :PMA,4α ‐PDD, カルバコール, イ
ソプロテ レノール,エ ピ不 フ リン,チ モ ロール を

DMEMに 溶解して使用した。
3)PKC活性の測定 :(1)サ ンプル抽出 :培養細胞
浮遊液(107cen/ml)に各薬剤を添加して, 0, 5,15,

30,60分間,37℃ でインキュベートした後,反応液を

交換し 4°Cに急冷し反応を停止した。この細胞浮遊液

を 0.2容量の 0.25Mス クロール溶液 (25 mMト リス

塩酸緩衝液 pH 7.0,2m MEGTA,0.001%ロ イペプ

チン,50 mMメ ルカプトエタノールを含む)と ともに

ホモジネー ト後,100,000× gで 60分間の超遠心操作

を行った.こ の上澄みを緩衝液 A(20 mMト リス塩酸

pH 7.0, 0.5コnヽ4 EGTA, 0.5111ヽ 4 EDTA, 101nヽ 4メ

ルカプトエタノール)にて平衡化 した DEAEセ ルロー
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スカラムに吸着させた。次に, 同溶液中の塩化ナ トリ

ウム濃度を 0.2Mに した溶液 l mlで溶出し, これを
細胞質画分とした。一方,超遠心で得られた沈澱物は

1%TritonX‐ 100で 30分間撹拌し可溶化させたのち,

再び 100,000× gで 60分間の超遠心操作を行った。得

られた上澄みを先の手技と同様にセルロースカラムで

イオン交換して,膜画分とした。

(2)ア ッセイ方法 :PKC活性の測定は,Amersham
のアッセイキットを用いて行った。その原理は PKC
により特異的に燐酸化される合成蛋白 (上皮細胞増殖

因子の受容体の一部分で, 8個 のアミノ酸残基から成

る)を基質として使用し,〔32P〕 ATP,Ca2+,Mg2+,

PMA,フ ォスファデルセリンの存在下でサンプル中に

含まれるPKCにより燐酸化された蛋白を結合用紙に
吸着させ,その 〔32P〕 の放射能活性を計測し,サ ンプ
ル中の PKC活性を定量するものである10).

4)IP3の定量 :(1)サ ンプル抽出 :培養細胞浮遊液

(5× 106cel1/ml)に 各種薬剤を添加して, 0, 5,15,
30,60秒 間,37℃ でインキュベー トした後,0.2容量
の氷冷 20%過塩素酸を混合し,氷上に 20分間放置し
た。2,000× gで 15分間の遠心操作で得られた上澄み

を 10Nの KOHで pH 7.5に調整した.過塩素酸カリ
ウムは 2,000× g,15分間の遠心操作で沈澱除去した .

(2)ア ッセイ方法 :IP3の 定量は Amershamの IP3

アッセイキットを用いて行った。その原理は牛副腎皮

質 ミクロソーム画分から抽出した IP3に特異的に結合

する蛋白を用い,〔
3H〕 IP3と サンプル中に含まれる IP3

を競合的に結合させ,蛋 白に結合 した 〔3H〕 IP3の 放射

能活性を計測することによリサンプル中の IP3量を定

量するものであるn'.

なお,得 られた結果は平均値±標準誤差で表 した。
測定値は Student's T testで 統計的解析を行い,p<
0.01以下を有意とした。

III 結  果
1.点眼実験

5μ Mの PMA,5,Mの A23187,10,Mの 4α‐

PDD,及び 0.5μ Mの スタロスポ リンの単独点眼では
ほとんど眼圧は変動しなかった。10μ Mの PMAと 15
μMの A23187の単独点眼では,その左右眼の最大眼
圧差は,PMAで は 1.56± 0.34 mmHg,A23187で は
1.64± 0.56 mmHgと ,わずかながら有意の眼圧下降
が認められた (図 1).10μMの PMA点眼 30分後に
15μMの A23187を点眼したところ,A23187点眼後

¬守T目 ¬̈
―
 「
~F¬‐~~〒‐~~¨ r¨ツーーな ヤ

0 1  2 3 4 5 6    8   10   16   24
時 間 (時 )

図 l PMA,4α‐PDD,A23187,ス タウロスポリン単
独点眼の家兎眼圧に及ぼす影響.

各値は処置眼と対照眼の眼圧の差の平均値と標準誤

差 (N=8)を 示した。
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図 2 PMA,4α‐PDD,A23187,ス タウロスポリン組
合せ点眼の家兎眼圧に及ぼす影響.

各値は処置眼と対照眼の眼圧の差の平均値と標準誤

差 (N=8)を 示した。

30分から 1時間での一過性に眼圧上昇した後,16時間

にわたる有意の眼圧下降が認められ,左右眼の最大眼

圧差は点眼後 3時 間の時点で 5.0± 0.56 mmHgで
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あった。この有意の眼圧下降は,0.5μ :Mス タロスポリ

ンの 50 μlを 前もって点眼することにより抑制 され

た.10μ Mの 4α ―PDD点 眼 30分 後 に 15μ Mの
A23187を 点眼したところ,A23187点 眼後 3時間の

時点で 1.87± 0.44 mmHgと わずかに有意の眼圧下降

が認められた (図 2).

2.生化学的検討

1)PKC活性 :培養毛様体上皮細胞の PKC活 性
は,定常状態ではその約 25%が膜画分に存在し,約

75%が細胞質画分に存在した。200 nMの PMA刺激
後,細胞質画分の PKC活性は急激に減少し,60分後も

減少したままであった。一方,膜画分の PKC活性は

PMA刺激後急激に増加し,30分後にピークに達した
後,減少に転じ,60分後には元のレベルに戻った (図

3).各 50μ :Mの エピネフリン,イ ソプロテレノール ,

チモロール,及 び 200 nMの 4α‐PDDに よる刺激 30

分後に培養毛様体上皮細胞の PKC活性を測定す る
と,細胞質画分と膜画分のPKC活性は,対照と比べほ

o    10         30               60

時 間 (分 )

図3 培養家鶏胚毛様体上皮細胞の PMA(200 nM)
刺激によるPKC活性の経時的変化 .
各値はduplicateで 行った 3回実験の平均値士標準

誤差を示した。
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よる刺激でも,IP3量 の減少傾向がみられたが,有意差

は認められなかった.その後 IP3量は次第に回復し,60

秒後には対照レベルに戻った。一方, カルバコールに

よる刺激では,IP3量は有意に増大し5～ 15秒後で約

2倍 となり,ピ ータに達したのち急速に減少し,30～ 60

秒で元のレベルに戻った。図 6に ,各種薬剤の刺激濃

度を変化させたときの IP3量の変動を示した.イ ソプ

ロテレノールとチモロールによる刺激では,5μM以
下では IP3量 に変動はなかったが,50μ M以上では
IP3量の有意な減少が認められた。一方,カ ルバコール
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図4 培養家鶏胚毛様体上皮細胞の各種眼圧下降剤 (50μM)と ホルボールエステル
(200 nM)刺激によるPKC活性の変化.
各値はduphcateで行った3回実験の平均値±標準誤差を示した。

とんど変化しなかった。一方,50μ Mの カルバコール
と200 nMの PMAに よる刺激においては膜画分の
PKC活性の有意の上昇と細胞質画分の PKC活性の

有意の低下が認められた(図 4)。 なお,各種眼圧下降

剤 5μ Mの刺激では PKC活性に変化はなかった。
2)IP3の定量 :図 5に培養毛様体上皮細胞を各種眼

圧下降剤 50μMで刺激にした時の IP3量の経時的変
化を示した。イソプロテレノール, チモロールによる

刺激では,5～ 15秒後に細胞内の IP3量 は,対照に比べ

25～ 35%の 有意の減少が認められた。エピネフリンに
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図 5 培養家鶏胚毛様体上皮細胞の各種眼圧下降剤
(50μM)刺激による IP3量 の経時的変化 .
各値はduplicateで 行った 3回実験の平均値±標準

誤差を示した。

による刺激では 50μM以上で IP3量 は有意に増加 し
た.

IV 考  按

今回,PKCを直接活性化させるとPMAと ,細胞内
の Ca2+濃度を上昇 させ るカルシウムイオノフォア

A23187と の家兎眼への点眼実験を行った。それぞれ

の単独点眼ではわずかな眼圧下降があり,両者の組み

合わせ点眼では著明な眼圧下降が認められた.さ らに,

この著明な眼圧下降は,PKCの 阻害剤であるスタウロ

スポリンの前処置により抑制された。また,PMAの異
性体で PKC活性化作用のない 4α‐PDDの点眼では,
A23187と の組み合わせ点眼でも著明な眼圧下降は生

じなかった。これらの薬剤の眼内移行については不明

であるが,それぞれの組織移行性はよく徴量で作用し

うるため,点眼投与でも十分に眼内に移行しうるもの

と思われる.こ れらのことから,PMAと A23187の 組
合せ点眼により生じた眼圧下降は PKCの活性化と細
胞内への Ca2■動員により生じたものと考えられ,眼圧

調節機構に,PI代謝回転系の関与の可能性を強く示唆

しているもの と思われ る。血 小板では,PMAや

5× 10-7  5× 10-6  5× 10‐ 510-4

薬剤濃度 (M)

図 6 培養家鶏胚毛様体上皮細胞の各種眼圧下降剤の
刺激濃度変化による IP3量の変動 .

各値はduplicateで 行った 3回実験の平均値士標準
誤差を示した。測定は薬剤刺激 15秒後に行った.

A23187の単独添加ではセロトニンの分泌反応はわず
かだが,両者を同時に添加すると著明なセロトニンの

分泌反応が起こる。この作用には,ジ アシルグリセロー

ル (DG)と Ca2+動 員 とが共同的に働いていることが知

られている12)。 今回の実験で,著明な眼圧下降は PMA
とA23187の 組合せ点眼のみに生じたことから,PKC
の活性とIP3に よる Ca2+動員の両方が,PI代謝回転系

による眼圧下降作用の発現にも必要ではないかと考え

られる。

次に,眼圧調節に大きく関与していると思われる毛

様体上皮細胞における PI代謝回転系の動態について

検討してみた.イ ノシ トールの分解産物であるDGに
より活性化される PKCは ,不活性の状態では一般に
細胞質内に存在し,PKCが活性化すると細胞膜に移行
すると考えられてる13)。 _度細胞膜に移行した PKC
は,さ らに代謝され,酵素活性の低下が認められる13).

これらの現象は, 自血球を初めとして種々の細胞や組

織で,PKCに関して一般に認められ14)15),PKCの 細胞

*

*Pく 001
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質画分から膜画分への トランスローケーションと,膜

画分におけるダウンレギュレーションとして知られて

いる13)。 今回,培養した毛様体上皮細胞を使用し,PMA
の刺激で,細胞質画分の PKC活性の低下と膜画分の

PKC活性の一過性上昇,その後の膜画分の PKC活性
の低下が認められた.こ れは,毛様体上皮細胞での

PKCの トランスローケーションとダウンレギュレー

ションが,他の細胞や組織での報告と同様に認められ

たことを示したものと思われる.こ のことから,毛様

体上皮細胞には PKCが確かに存在しており,PI代謝

回転系は毛様体上皮細胞でも他の細胞や組織と同様の

メカニズムで機能しているのではないかと考えられ

た。

今回,カ ルバコールによる刺激で,IP3量 の一過性上

昇とPKC活性の上昇が認められ, コリン作動薬が毛

様体上皮細胞の PI代謝回転系を活性化することが明

らかとなった.毛様体上皮細胞では,すでにムスカリ

ン受容体の存在が報告されている
10.ム スカリン受容

体は PI代 謝回転系 と共役 していることが明らかと

なっている17).カ ルバコールはこのムスカリン受容体

を介 して毛様体上皮細胞の PI代謝回転系を活性化し

たものと考えられた。

一方,エ ピ不フリンとプロテレノールによる刺激や ,

チモロールによる刺激では PKC活性の上昇も IP2量

の増加も認められず, これらの薬剤では PI代 謝回転

系は活性化されなかった.イ ソプロテレノール 50 μIM

以上の刺激では,PKC活性に変動は認められなかった

が,IP3の一過性減少が認められた。多くの細胞や組織

で cAMP系 とPI代謝回転系が,あ る場合には共同的
に, またある場合には拮抗的に作用し合 うことが知ら

れており12)18),cAMP系刺激で PI代謝回転系が抑制

されることが示されることも報告されている
18)19).毛

様体上皮細胞でもこの様なcAMP系 による PI代謝
回転系の抑制機構が存在しているのかも知れない。

今回はまた,β‐遮断剤のチモロールが 50μM以上の

濃度で IP3量の一過性減少が認められた。近年,cAMP
系を抑制するβ‐遮断剤のチモロールが,虹彩において

IP3の 産生を抑制するとの報告
19)や
,β‐遮断剤のプロプ

ラノロールがフォスフォヒパーゼ Dを抑制し,DG産
生を抑制するとの報告

20)が ある.チ モロールをはじめ

とするβ‐遮断剤の毛様体上皮での房水産生抑制機序

は今もって不明の点が多い.β‐遮断剤のこのような PI

代謝回転系の抑制作用が房水産生抑制機序に関係して

いるのかもしれない。

日眼会誌 96巻  7号

今回の結果から,現在眼圧下降剤 として広 く使用さ

れているエビネフリンやチモロールが、毛様体上皮細

胞の PI代謝回転系を直接活性化する可能性は大きく

ないように思われた。 しかし,今回の点眼実験の結果

から明らかなように,PI代謝回転系が,眼圧調節機構

に関与 している可能性は大 きいと思われ る.今後 PI

代謝回転系の眼圧調整における役割は大いに注 目され

よう。

本研究は文部省科学研究費一般研究 C02672788の支援

を受けた.記 して謝意を表する.稿を終えるに当たり,調枝

寛治教授の御校閲に深謝します.ま た, ご指導頂いた三嶋

弘助教授, ご助言いただいた薬効解析科学教室岡村直樹助
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