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眼組織におけるproliferating cell nuclear antigen

(PCNA/cyclin)の 定量と細胞増殖能の検討

山口 慶子1),William Ko Stel12)

1)東北大学医学部眼科学教室,2)カ ルガリー大学医学部ライオンズ視覚研究センター

要  約

眼組織における糸田胞分裂,:増殖α)牙呈度を核蛋白σ)一 つ́として,主 目されるprollferating cell nuclear antigen

(PCNA/cyclin)を 指標 と して数値化 した。 ヒ トPCNAの C‐ terminalの 蛋自分画 を対象 とした radio‐

immunoassay(RIA)を 開発 した。[Tyr254]_hPCNA(254～ 261)で 自色家兎を免疫 し抗血清を得,二抗体

法で assayし ,標準曲線 を求めるとICsOが 30～40 f mole/tube,感 度が 0.5～1.Of mole/tubeと いう,微量

のサンプルでも高感度で測定できる信頼性の高い RIA系であることが確認された。この系を用いラット眼組

織 (角 膜,水晶体上皮,網脈絡膜,視神経),皮膚,骨格筋,脳,胸腺,小腸,肝臓の組織におけるPCNA量
を定量 し比較検討 した。水晶体上皮で他組織の約 15倍 ,皮膚で約 5倍の高いPCNA量が検出された.一方 ,

視神経,骨格筋ではきわめて低い PCNA量 を示 した.角 膜は網脈絡膜,視神経より高値 を示 した。水晶体上皮

での高い細胞増殖能が明 らかとなった。 (日 眼会誌 96:954-958,1992)
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IⅡllnunochei「 lical Detection of the iProliferating Clell Nuclear Antigen

(PCNA/cyclin)in Ocular Tissues

Kleiko Ya]maguchil)and Winiam Ko Stel12)
1)Dι

,α″π′π′ο/(カカ滋α′%ο′οgy,3ο″ο々π【′κグυιるグク Sε力οο′グ ″′″απι
2)ニグ。πs,sig″ ′α″ιtt rヵ′び″惚容グ″げ cαなαη Eα

“
秒 。′zι′グ

`ι

・
π′

Abstract
The authors developed radioimmunoassay (RIA) for proliferaing cell nuclear antigen (PCNA/

cyclin), which a protein synthesizes in phase with DNA, as a marker for cell replication. We used it
to detect the amounts of PCNA and estimated rates of cell replication in ocular tissues (cornea, lens
epithelium, retina-plus-choroid and optic nerve) and in non-ocular tissues (skin, skeletal muscle, brain,
thymus, small intestine and liver) in rats. Antisera were raised in rabbits to oligopeptide fragment of
human PCNA (hPCNA) : the C-terminal fragment ITyr"o] -hPCNA (254-261). For RIA the synthetic
peptides were used as standards and radioiodinated ["uI-Tyr'zuo]-hPCNA (254-261) as radioligands.
The ICso was 30-40 f mole/tube with a sensitivity 0.5-1.0 f mole/tube for this assay. Tissue extracts
in 1 M acetic acid were digested with trypsin to release fragment (255-261) from whole PCNA and
were assayed by this method. The highest amounts of immunoreactive PCNA were found in lens
epithelium and skin, while the lowest amounts were found in optic nerve and muscle. The cornea
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showed a higher value than retina-plus-choroid or optic nerve. A high cell replication in the lens

epithelium was revealed. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 : 954-958, 1992)
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I緒  言

細 胞 増 殖 核 抗 原 [proliferating cell nuclear

antigen,(PCNA)]は ,以前 cychnと 呼ばれていた物

質で,細胞の分裂周期を調節する分子量約 36 kDaの

核蛋自であり,正常,異常を間わず増殖する細胞に存

在し,細胞分裂の程度を反映する1)-3).1978年 に,全身

性エ リテマ トーデス (SLE)の 患者血清中に PCNAに

対する抗体が発見されてから,細胞増殖に重要な働き

を持つ核蛋白として注 目された4)。 PCNAの ア ミノ酸

配列がヒト,ラ ットで解明されたが5)6),そ の機能につ

いては未だ不明であった。最近,PCNAは DNA複製

のときに働 くDNA polymerase・δの活性化に不可欠

な補助蛋自であることが解明され7)3),さ らに細胞増殖

の信頼できる指標 として確認された。我 9々)10)は ,組織

中の細胞分裂能を定量化することを目的に PCNAに

対する radiOimmunoassay(RIA)系 の開発を試みてき

た。PCNAの定量については■ow cytometryに よる

報告がわずかにみられるのみでH),RIAを 用いた定量

は我々の知 る限 り未 だ報告 が無い。本法 は微量の

PCNAを 高感度で検出で きるす ぐれた方法であると

思われ,眼組織の定量に応用した.

II 実験材料および方法

1.実験材料

実験動物は 2か月齢で,体重約 150gの 雄あるいは

雌 Wistarラ ットを用いた。ラットは致死量のエーテ

ル吸入麻酔後,直ちに眼球を摘出した。眼球は実体顕

微鏡下で角膜,水晶体,網脈絡膜にそれぞれ分離し,

視神経は眼球付着部から視交叉までを採取 した。また,

水晶体は,後嚢を切開し核を除去した。標本を無染色

で光学顕徴鏡で観察 し,水晶体上皮細胞が前嚢および

皮質側に付着していることを確認後,サ ンプルとして

使用 した。さらに,皮膚 (耳介),骨格筋 (大腿直筋),

脳 (大脳灰白質),胸腺,小腸,肝臓の一部を採取した。

眼組織,視神経は 5匹 10眼を 1検体とし,その他の組

織は 1匹 1検体とし,雌雄それぞれ 3検体ずつ合計 6

検体準備 した。採取 したすべての組織は速やかに電子

天絆によりその重量を測定し,組織 0.lgに対しl ml

の lN酢酸を加え,氷冷下でホモジナイズし可溶性蛋

白を溶出した。各溶液を 3,000回転で 20分間遠心し,

得 られた上清を PCNAを 含む粗抽出液 とした。上清

を 同量ずつ 2つ の Eppendorf tubeに 分注 しSpeed

Vacで遠心,乾燥 した.乾燥 した各組織を 0.02Mの

トリスカルシウム緩衝液で再溶解 し,100℃ で 15分間

煮沸 し,組織中の含有酵素を不活性化 させた。冷却後 ,

各粗抽出液は,一方 を トリプシン (TPCK‐ treated

trypsin,Minipore:Freehold,NJ)で 処理 (20 μg/

mlと なるように トリスカルシウム緩衝液に溶解 し,

37℃ で 24時間インキュベー ト)し た組織サンプル,も

う一方を未処理 (ト リスカルシウム緩衝液のみを加え

37℃ で 24時間インキュベー ト)の コン トロール とし

た。両者を 100℃ の水槽で 15分間煮沸 し, トリプシン

を不活性化した後,使用直前まで-80℃ で凍結保存じ

′こ.

2.蛋自分画

Assayは ヒ トPCNA(hPCNA)の C‐terminalで

トリプシンとカルボキシペプチダーゼ Bの 処理で

whole proteinか ら分解され得る部分を選び,同配列

の蛋 自分画 [Tyr254]_hPCNA(254～ 261):Tyr‐ Ile‐

Glu‐Asp‐ Glu‐ Glu‐ Gly‐ Serを合成し(Bachem,CA),

抗血清の免疫,標準曲線の assayに 使用 した。

3.抗血清の作製

上記の PCNA各分画で,白色家兎 3匹を免疫 した。

各合成蛋白はヘモシアニンとcottugateさ せ,Freund

の完全アジュバン ト (Freund's complete attuvant;

ICN Blomedicals,CA)を 加えたものを背部皮下,大

腿部筋肉中に数か所注射した.3週間毎,Freundの不

完全アジュバン ト (Freund's incomplete adjuvant;

ICN BiOmedicals,CA)を 加えたもので数回 boo飢 し,

3か月後に耳静脈から採血した。それぞれの血清につ

き抗体価 を測定 し,最 も高値 の もの を抗 PCNA
(254～ 261)血 清として用いた。

4.蛋自分画の標識

各合成蛋白 [Tyr254]_PCNA(254～ 261)は高速液体

ク ロマ トグ ラ フィ [High Performance Liquid
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Cttom愛oraphy(HPLC)]で 分離したピークを1251で

標識 し,再度 HPLCで精製 したものを tracerと して

用いた。Assayには常に標識後 4週間以内の tracerを

使用 した。

5。 Assay法

Assayは 二抗体法を用 いて行った。Assay bu“ er

(0.02 M phosphate,pH 7.4,0.01%BSA,0.9%

NaCl,0.02%NaN3)で希釈 した。 [Tyr254]_PCNA

(254～ 261),組織サンプルをそれぞれ,抗血清,tracer

で全量 0.3 mlと し, 4℃ で 24時間インキュベー トし

た。3.5%ポ リエチレング リコールを含む assay burer

(pH 7.4)で 溶 解 した IgG‐Sorb ③ (heat‐ kined,

formalin_treated staphylococcus aureus;  
′
rhe

Enzyme Center lnc,Boston,MA)を 第 2抗体 とし

て l ml添 加し,4℃ で 1時間インキュベー トした。遠

心 し上清を吸引,捨て,沈澱の放射線量をガンマーカ

ウンターで測定した。測定値は BO/B%で表 した.各

組織 サ ンプルは BO/B%が 80～ 20%の範囲になるよ

うに希釈 し,標 準曲線の直線近似部分で PCNA量
(f mole/mg)を 算出した。アッセイはすべて同日に同

一条件下で,tripHcateで 行った。Tissue sampleは ,

トリプシン処理したもの,未処理 (コ ン トロール)の

もの,それぞれ抗血清,tracerで全量 0.3 mlと し,同

様の方法で沈澱の放射線量をガンマーカウンターで測

定 した。各組織の PCNA含有量を平均値士標準誤差

で示 し,統計学的処理を行 った。
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III 結  果

標準曲線を求めると,IC50が 30～ 40 f mole/tube,感

度が p.5～ 1.Of mole/tubeと い う微量のサンプルで

も高感度で測定で きる信頼性の高い RIA系 であるこ

とが確認された。この RIA系を用いて得 られた各組織

の PCNA量 を雌雄別に平均値±標準誤差で表 した

(表 1)。 すべての組織で雌雄間に有意差は認められな

かった。雌雄間で差がなかったので, まとめて個体数

6と し,平均値 (f mole/tube)±標準誤差で表 した(図

1).水 晶体上皮で他組織の約 15倍,皮膚で約 5倍の

高い PCNA量 が検出された。一方,視神経,骨格筋で

は きわ め て低 い PCNA量 を示 した。統 計処理 は

Kruskal‐Wanis's tedで C‐terminalに 対する値 (H=

表 l C‐ terminalに対するラジオイムノアッセイで

得られた各組織のPCNA量

雄 雌

水晶体上皮

皮膚

胸腺

小腸

角膜

網膜十脈絡膜

脳

肝臓

視神経

骨格筋

606.9± 44.1

173.6:士i19.8

85.1± 3.3

57.9± 5.6

43.6± 3.8

34.2± 1.3

25.8:± 3.0

24.8+2.8

29.8± 1.0

4.3± 0.2

595.5± 44.8

198.8± 27.7

84.5± 6.7

64.2:士i3.7

38.7± 6.0

33.0± 2.6

33.3:士:2.5

30.7± 2.8

24.9:士:2.6

4.1± 0.2

平均値 (f mole/tube)士 標準誤差,n=3

PCNA量(f mOle/tube)

角膜 水晶体 網膜 視神経 皮膚 骨格筋 脳  胸腺 小腸 肝臓
上皮

脈絡膜

図 1 各組織のPCNA量 .

平均値 (f mde/tube)± 標準誤差,n=6.
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55.840,Df=9,p<0.001)を得たので,Mann‐Whitney

U‐testを 行った。PCNAの C‐terminalに 対するアッ

セイでは水晶体上皮十皮質で他のすべての組織より統

計学的に有意な高値が認められた (p<0.05).次 に高

値を示したのは角膜で,水晶体上皮+皮質を除く他の

すべての組織より統計学的に有意な高値が認められた

(p<0.05)。 角膜は網脈絡膜,視神経 より高値を示 し

た。骨格筋は最 も低値を示した。

IV 考  按

今回開発 した PCNAに対する RIA系 9)1°)は 微量で

も正確に定量でき,組織における細胞増殖の程度,細
胞の renewalの 速度を信頼 しうる数値 として比較で

きる点で有用 と思われた。PCNAは DNA合成開始直

前の late G l期 に急速に核内に認め られるようにな

り,DNA合 成が開始された S期に最大に増加するこ

とが報告されている1)2)。 さらに PCNAは DNA複製

の過程で働 くDNA p01ymerase‐δの補蛋自であるこ

とが報告されてお り7)8),DNA複 製に不可欠な物質で

あることがわかっていることから,PCNA量 が高いこ

とは,細胞周期が速いものと考えた.

細胞増殖能を調べ る方法 としては,古 くか ら3H_

thymidineを 投与 して実験動物を屠殺 し,組織内摂取

量をオー トラジオグラフィーで測定する方法が用いら

れてきた。しかし,3Hthymidineが 細胞内に取 り込ま

れる際に環境,条件などの外因性の影響を受けやすい

こと,ま た,人体組織の検索には使用できない等の欠

点から,PCNAの方が細胞増殖能を表わす内因性マー

カーとして優れていると思われた。

水晶体上皮細胞は一層からなり,終生増殖を続け,

老化した上皮細胞はしだいに空胞化し水晶体核の中心

に向って圧縮,蓄積 され ることは よ く知 られてい

る12)13).今 回の実験 で,水 晶体上 皮十皮質 で高 い

PCNA量 が検出され,水晶体上皮の細胞周期が速いこ

とが明らかとなった。 このことから,水晶体全体の水

分や蛋自,電解質の調節,代謝に深 くかかわる水晶体

上皮細胞が,かな り速い細胞周期でその透明性の保持

に関係しているものと考えられた.ま た,角膜でも網

脈絡膜,視神経より高い PCNA量 が検出され,細胞周

期が網脈絡膜,視神経 より速いことが確認された。今

回の実験では角膜実質を除いていないが,角膜の再生

が主に角膜上皮細胞の basal cellで行われていること

を考えると,角膜上皮細胞はさらに高い PCNAを 含

む ものと推察 された。また,皮膚の各部位における

mitotic index(細 胞数 1,000に対す る分裂細胞数)の

報告
14)に より,採取部位による細胞増殖能にはぼ差は

ない ものと判断 し,今回の実験では,採取が容易で ,

ホモジナイズし易い耳介皮膚を用いた。上皮,真皮の

分離が困難であったため分離 しなか ったが,皮膚上皮

で は よ り高 い PCNAを 含む可能 性 があ ると思わ れ

た。

PCNAが DNA複 製の調節や,複製過程での修復機

能に密接に関係 していると推察 され るが7)8),詳
細な生

物学的機能,特性についてはまだ不明のままである。

しか し,PCNAは 細胞増殖能を表わす優れた指標 とし

て,将来,老化や癌化の分野の研究や,生検 した腫瘍

の補助的診断な どに応用 され うると考 えられる。

御校閲をいただきました玉井 信教授に深謝致します .
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