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ヒ 卜培養網膜色素上皮細胞はインターロイキン 6を産生する
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要  約

培養 ヒト網膜色素上皮細胞 (RPE)の インターロイキン 6(IL‐ 6)の産生について,そ の培養上清中の IL‐

6量 をenzyme‐ linked immunosOrbent assayキ ットで測定することにより検討 した。その結果,無刺激でも

培養上清中に IL‐6を 認め, さらにhpopolysaccharide(LPS)あ るいはインターロイキン lα による刺激で

IL‐ 6量 は約 2～ 5倍の有意な上昇を示 した。また,ハ イドロコーチゾンは 10-7M以 上の濃度で,LPSで刺激

した RPEの IL‐6産生を約 1/2に 抑制 した。RPEに よって産生 された IL‐6の分子量を測定するために行っ

た培 養 上 清 のゲル濾 過 お よび western blotting analysisで は,そ の いず れ にお い て も分 子 量 は約

30′ 000～ 35′ 000で あり,こ れまでに報告 されている IL‐6の分子量 と一致 していた。以上の結果から,RPEが
IL‐6を産生することが明 らかとなり,眼球内の免疫および炎症反応に対する IL‐ 6の関与が示唆 された.(日 眼

会誌 97:29-35,1993)
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Abstract
Production of interleukin 6 (IL-6) from cultured human retinal pigment epithelial cells (RPE) was

demonstrated using an enzyme-linked immunosorbent assay. Production of IL-6 occurred without any
stimulation and signiflcantly increased approximately 2-5 times by lipopolysaccharide (LPS) or inter-
leukin la stimulation. Hydrocortisone reduced the production of the LPS-stimulated IL-6 to a half
level. Both gel filtration and western blotting analysis indicated the molecular weight of IL-6 as 30,000
*35,000. IL-6 produced in the RPE may play a role in amplifying ocular immune and inflammatory
responses. (J Jpn Ophthalmol Soc 97 : 29-35, 1993)
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I緒  言

サイ トカインは近年の基礎的研究の進歩や細胞工学

の発達により,そ の炎症反応や免疫応答に果たす役割

が解明されつつある。サイ トカインの一つであるイン

ターロイキン6(IL‐6)は,212残基のア ミノ酸からな

る蛋自で,本来は生体の恒常性の維持に重要な役割を

果たしているが,炎症時には急性期蛋自の誘導あるい
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は T細胞および B細胞の分化・増殖を促すなどの多

彩な生理活性を発揮 して,炎症反応の進行に深 く関与

していることが明らかにされている。細菌あるいはウ

イルスの感染,火傷などの多 くの急性炎症性疾患では

血中に多量の IL‐ 6が検出され,ま た慢性関節 リウマチ

をはじめ とする慢性炎症においても炎症組織からの

IL‐6の産生が確認され,血清中の IL‐ 6濃度は炎症性疾

患の重要な指標であるとされている。

眼組織においても,サ イ トカインが生体防御反応や

炎症反応に関与していることが推察される。著者ら1)2)

はこれまでに,培養 した ヒト角膜上皮細胞からは IL‐ 1

α,β および IL‐ 6が,角膜実質細胞からは IL‐ 6が産生

され, しかもその産生様式は上皮細胞では恒常的,実

質細胞では誘導的であることを報告した。

一方,1967年に網膜色素上皮細胞 (RPE)が視細胞

外節を貪食 。消化する3)4)こ とが明らかにされて以来 ,

RPEの 貪食能については主 として組織学的観点から

研究が進められてきた。1970年代には,RPEの 貪食能

は病的状態で克進 し,変性 。壊死に陥った細胞をマク

ロファージと共 同で除去す る5)-7)こ とが明 らか とな

り,免疫学的にも注 目されるようになった.ま た,実

験的 自己免疫性ぶ どう膜炎の発症機序に RPEが関与

する8)9)こ とも報告 され,眼内の炎症性病変 とRPEの

関連が論じられてきた。

そこで今回,ヒ ト培養 RPEに よる,サ イ トカイろ

特に IL‐ 6の産生の有無,産生刺激物質による産生量の

変化,産生に対するハイ ドロコーチゾン (HCS)の 影

響,産生量の経時的変化および IL‐ 6の 分子量について

検討 し,さ らに眼球内の炎症への IL‐ 6の 関与について

考察 した。

II 実験方法

1.RPEの培養および培養上清の採取

1)RPEの培養

角膜移植に使用した後の正常 ヒト摘出眼球 (73歳 ,

79歳 , 2か月,67歳 )を赤道部にて半割 し,硝子体お

よび感覚網膜を除去 した眼杯に,0.125%ト リプシンを

注ぎ,37℃ で 30分間静置した。次に,ブル ッフ膜を傷

つけないように cell scraperで 眼底全体の RPEを 剥

離 してこれをピペ ットで採取し,同一個体の 2眼から

の RPEに下記の培養液を 10 ml加 えて 1,200 rpm,15

分遠心 した。培養液 としては TC‐ 199培地 (ニ ッスイ)

に L‐ グルタミン酸 (10 mg/ml),ペ ニシ リンG(100U/

ml),ス トレプ トマイシン (100 μg/ml)お よびウシ胎

日眼会誌 97巻  1号

児血清 (FCS)(GIBCO)(10%)を 添加 したものを使

用 した。遠心分離によって得 られた RPEを上記の培

養液 20 mlで再度遠心して洗浄し, この洗浄を 3回繰

り返した。この細胞沈査に 24 mlの 培養液を加えて細

胞浮遊液を作 り, これを 24穴の培養皿 (Nunc,直 径

15 mm)に 各穴 l mlずつ播いて培養を開始した。培養

液の交換は 3, 4日 ごとに行った。

培養した RPEが collnuentな 状態 となった時点 (約

1週後)で各穴の培養液を除去 した後,0.125%ト リブ

シンを l mlず つ加えて 37℃ で 30分 間静置 して培養

皿からRPEを剥離した。この RPEを上記 と同じ培養

液で同様に 3回洗浄 した後,細胞数を 106/mlに調整

し,数 日間培養 した。なお,培養はすべて triplicate

(n=3)で行い, 1穴から 1検体を採取 した。

2)LipOp01ysaccharide(LPS)刺 激後の RPEの培

養上清の採取

1.1)の方法で培養 した RPE(73歳)が conluentに

なった時点で,サ イ トカインの産生を誘導する目的で ,

グラム陰性細菌の細胞壁成分で あ るLPS(E θοノグ

0111:B4,Difco)を ,各穴内での濃度が 1,10あ る

いは 100 μg/mlに なるように加えた(各 3穴).対照に

は LPSの 代 わ りに LPSの 溶媒 で あ る Ca++お よび

Mg++フ リーのグルベッコの リン酸緩衝食塩水 (以 下

PBS(― )と 表示する)を用いた。48時間後に培養液

を採取 し,3,000 rpm,15分 遠心分離後,その上清を採

取 して検体 とした。

2.サ イ トカインの測定法

得られた検体について IL‐ lα ,-lβ ,‐ 2,‐4,-6お よ

び腫瘍壊死因子 (TNFα)の 6種のサイ トカイン量を

測 ,走:し ,こ . :潰」定:夕こ|ま enzyme― linked irnmunosorbent

assay(ELISA)を応用し′こ演」定キ ット (IL‐ lα , -lβ

は大塚アッセイ研究所,他は genzyme)を使用した。

本測定法は各サイ トカインに対するモノクローナル抗

体を用いたサン ドイッチ法で,特異性,感度ともに高

いとされている。以下測定マニュアルにしたがって検

体の吸光度を求め, この吸光度から各穴におけるサイ

トカイン量を算出した。なお,検体 として用いた LPS

刺激後の RPE培養上清に対す る陰性対照 としては

10%FCSを加えた TC‐ 199培地を用いた。

3.IL… lα 刺激によるRPEの IL・ 6産生量の測定

IL‐ lα 刺激によるRPEか らの IL‐6産生量の変化

をみるために,前項の 1.1)の 方法で培養した RPE

(79歳)に IL‐ lα を各穴の濃度が,1,10あ るいは 100

pg/mlになるように加えた(各 3穴).48時 間培養した
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した検体および標準分子量マーカー (Low Molecular

Weight CaHbration Kit,Pharmacia)を ポ リアク リ

ルア ミドグル(FUNA SDS― PAGE, フナロシ)を用い
,

原点を同じくして 25 mAで 1時間電気泳動 した.次 い

で泳動 した検体および分子量マーカーを転写装置 (モ

デル 88, フナ ロシ)を 用 いて ニ トロセル ロース膜

(A045A224,東 洋濾紙)に 30V, 1時間の条件で転

写した後,分子量マーカーのレーンのみを切 り離 して

クマシーブルーで染色した。検体のレーンはプロック

エース①(大 日本製薬)を マウン トしてブロッキングし

た後, 1次抗体であるポリクローナル家兎抗 ヒトIL‐6

抗体 (genzyme)を 結合させた。 このニ トロセル ロー

ス膜を 5%Tween 20を 含む PBS(― )で 3回洗浄後 ,

2次抗体 としてビオチン化ヤギ抗家兎抗体を 1次抗体

に結合させた。再び洗浄して, アビジン化ペルオキシ

ダーゼを 2次抗体に結合させ,十分に洗浄した後,3,3●

ジアミノベンジジンで発色させた.RPEの 培養上清中

の IL‐ 6に対する陽性対照にはヒトリコンビナン トIL‐

6,陰性対照には 10%FCSを加 えた TC■99培地を用

い,上記 と同じ方法で発色させた。 さらに 2眼から採

取 した RPEを同様に培養 し,得 られた検体を上記の

方法で泳動 した。なお,電気泳動は同一検体につき 2

度ずつ行った。

8.統計処理

結果の有意差を求めるために,得 られたデータ間の

t検定を行った。

III 結  果

1.培養細胞の状態

培養 した RPEは光顕で観察 した結果,ほぼ六角形

を保っていて脱色素や化生は認められなかった。

2.培養 した RPEの 各種サイ トカイン産生お よび

LPS刺激による IL‐6産生の変化

培養した RPEを LPSで刺激したとき,培養上清中

にその産生が明らかに認められたのは IL‐ 6の みであ

り,IL‐ lα ,‐ lβ ,‐2,‐ 4お よび TNFα はいずれの濃

度の LPS刺激でもすべて測定限界以下であった (各

n=3).

IL‐ 6は,図 1に示 したように,LPSを添加 しない対

照でもその産生が認められた (2.88± 0.48 ng/ml)が ,

LPS(1,lo,loo μg/ml)の添加によって量依存性に

増強された (そ れぞれの平均値±標準偏差は 5.93±

0.74,7.05± 1.49,10.8± 0.85 ng/ml,p=0.047,

0.033, 0.006)(n=3).

後に,培養上清を採取 して検体 とし,上記の方法で IL‐

6量を測定 した。対照にはIL-lα の代わ りに同量の

PBS(― )を用いた。

4.RPEの IL… 6産生に及ぼす HCSの影響

RPEの IL‐6産生に対するステロイ ド剤の影響を検

討する目的で,1。 1)の 方法で培養 した RPE(2か月

児)を,LPSが各穴内で lμ g/mlの 濃度になるように

添加した群 と添加 しない群とに分け,同 時にそれぞれ

の群に HCSを各穴内で 10-8,10-7あ るいは 10-6Mの

濃度になるように添加した(各 3穴).LPS非添加群に

は LPSに代えて同量の PBS(― )を用いた。48時間

培養した後,その培養液を 3,000 rpm,15分 遠心分離

し,そ の上清を検体 として検体中の IL‐6量を測定 し

た。

5.RPEの培養上清中の IL‐ 6量の経時的変化

RPEに よる IL-6産生の経時的な変化をみるため,

前項 4.の RPEに,LPSを 各穴内の濃度が lμ g/ml

になるように添加 した群とLPSに代えて PBS(― )を

添加した群 とに分け,添加直前の,あ るいは添加後 1,

2,6,12,24,48お よび 72時間培養 した上清をそれ

ぞれの群から採取 し (各時間ごとに 3穴ずつ),3,000

rpm,15分遠心分離 し,そ の上清を検体 として検体中

の IL‐ 6を測定 した。

6.高速液体クロマ トグラフィー (fast protein liq_

uid chromatography:FPLC)に よるゲル濾過

上記の 1.1)の 方法で RPEを培養 (67歳 )し,LPS
を各穴に lμg/mlの濃度で添加 して IL‐ 6の 産生を誘

導 した RPEの 培 養 上 清 200 μlを FPLCシ ステ ム

(Pharmacia)の Superose 12カ ラム (HR 10/30)に

注入し,PBS(― )(pH 7.4)を 30m1/hの 流量で流

してグル濾過を行った。開始 10分後から培養上清を

0.5 mlず つ画分 し,各画分から 100 μlずつ採取 して

IL‐6量を測定 した。また,分子量を決定するためにウ

シ血清アルブ ミン (分子量 68,000)と キモ トリプシ

ノーゲン (分子量 25,000)と を標準マーカーとして用

いた.さ らに 73歳の 2眼からRPEを採取 して培養

し,得 られた検体を上記と同様にグル濾過 した。なお,

グル濾過は同一検体につき2度ずつ行った.

7. Western blotting analysis

上記の 4.で得 た LPS lμg/mlの 添加で IL‐ 6の 産

生を誘導 した RPEの 培養上清を検体 として IL‐ 6の

western blottingを 行った。検体 45 μlに 2%ドデシル

硫酸ナトリウム (SDS)45 μlを 加えて 90℃ で 3分間加

熱することによって検体を SDS化 した。この SDS化
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図 l LPS刺激によるRPEの IL‐6産生.

RPEか らの IL‐ 6産生量は LPS濃度に依存して増加

した。LPS■ ipOp01ysaccharide,RPE:網 膜色素上皮

細胞,IL:イ ンターロイキン,平均値±標準偏差(n=
3)

10     1001対 照
  lL-1∝ (pg′ mi)

図2 1L‐ lα 刺激によるRPEの IL‐ 6産生.

RPEか らの IL‐ 6産生量は IL‐ lα 濃度が 10あ るいは

100 pg/mlで有意に増加した。平均値士標準偏差(n=

3)

3.IL‐ lα 刺激による IL・ 6産生の変化

培養した RPEを IL‐ lα (1,10,100 pg/ml)で 刺激

した培養上清中の IL‐ 6量は,PBS(― )を加えた対照

(3.41± 0.33 ng/ml)に 比較して増加した (そ れぞれの

濃度で 4.39± 0.57,6.44± 0.76,5.45± 0.50 ng/ml,

p=0.199,0.038,0.011)(n=3)(図 2).

4.RPEの IL・ 6産生に及ぼす ⅡCSの影響

LPSと HCSを加えて培養 した RPEの培養上清中

の IL‐ 6量を図 3(下段)に示 した.HCSを 加えた場合

の IL‐ 6産生は,LPSのみの対照に比べ,HCSが 10-8

Mでは抑制 されなかったが,10-7ぉ ょび 10-6Mの濃度

では有意に抑制された(LPS lμ g/mlの みでは 5.96±

0.62, LPSと HCS 10-8, 10-7, 10-OMで はそれぞれ

6.79± 0.73, 3.06± 0.51, 2.98± 0.47 ng/ml, p=

(―〕

¬
~   ‐¬一

雨 × ぶ慈ヽ

~「

NNN

LPS
(十 )

文寸照      10-3      10-7     1o~●

+HCS(mo:′ l)

図 3 RPEの IL‐ 6産生に対 する ⅡCSの影響 .

上段 :RPEの IL‐ 6産生量は HCSを 添加 してもPBS
(― )の みの対照 と差はなかった.下段 :LPS刺 激によ

るRPEの IL‐ 6産 生量 は HCSを 10-7M以 上 の濃 度

で添加した場合にLPSの みの対照に比べて有意に抑

制された。HCSiハ イドロコーチゾン,平均値±標準

偏差 (n=3)

0.278, 0.025, 0.041)(n=3). しかし,LPS夕こよる産

生刺激を与 えず PBS(― )と HCSを加えた場合 (図

3上段)には,PBS(― )の みの対照に比べ,HCSの
いずれの濃度においてもRPEからの IL‐6産生は抑制

されなかった (n=3)。

5.RPEの IL・6産生の経時的変化

RPEの 培養上清中に LPSを 添加 して培養を継続

し,経時的に培養上清中の IL‐ 6量を測定した結果を図

4に示 した。IL‐6は LPSを添加 した 2時間後 より増

加し始め,48時間後にピークに達 した (添加直前 と 1

時間後は測定限界以下, 2, 6,12,24,48お よび 72

時間後 の値 はそれぞ れ 0.39± 0.12,3.51± 0.45,

8.12± 1.66,15.7± 4.52,23.6± 2.52,23.3± 1.60 ng/

ml)(n=3)。 また PBS(― )を添加した場合にも,立

ち上が りはやや遅いものの, ピークに達するまでの時

間はほぼ同 じであった (2時間以降の値はそれぞれ

0.36」=0.14,  0.34±
0.20,  1.921± :0.74, 5.55」

=1.14,

7.66± 1.62, 8.18± 0.49 ng/ml)(n=3).

6. FPLCに よるゲル濾過

RPEの 培養上清をグル濾過 して画分したそれぞれ

の画分中の IL‐ 6量を測定した代表例を図5に示した.
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LPS(+)

LPS(― )

0.1

12 14 16 18 20 22 24
0

画分番号

図 5 RPE培 養上清のゲル濾過.

IL-6は 17,18の 画分で高値を示 し, これらのIL-6の

分子量は分子量マーカーから30,000～ 35,000と 想定

された。

分子量  マーカー RPE  rlL‐6  FCS
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図4 RPEに よる IL‐ 6産生の経時的変化.

RPEの IL‐ 6量は,LPS,PBS(― )の いずれを添加し

た場合にも,添加 2時間後から増加し始め,48時間後

にピークに達した。平均値±標準偏差 (n=3)

16～ 20の 画分に IL‐6を認め,そ の値はそれぞれ 1.63,

13.6,24.5,9.50,4.1l ng/mlであ り,17お よび 18の

画分で高値を示 した。分子量マーカーから求めたこれ

らの画分の IL-6の 分子量は 30,000お よび 35,000で

あ り,こ のことからRPEの培養上清中におけるIL-6

分子量はおよそ 30,000～ 35,000と 想定 された。

7.Western blotting anawsis

RPEの 培養上清中の IL‐6は分子量約 30,000の 位

置に染色されたバン ドを形成した.従 って,RPEの産

生 した IL‐ 6の 分子量はおよそ 30,000であることが明

らかとなった。なお,陽性対照 として用いたとトリコ

ンビナン トIL‐ 6は分子量約 20,000の 位置にバン ドを

形成 し,陰性対照の 10%FCS加 TC‐ 199培地ではバン

ドを認めなかった (代表例を図 6に示す ).

IV考  按

今回,培養 ヒトRPEの サイ トカイン産生について

検討 したが,調べたサイ トカイン IL‐ lα ,‐ lβ ,‐2,‐ 4,

94000 -― )
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図 6 RPE培 養上清のwestern blotting.

PREか らの IL‐ 6は分子量約 30,000の 位置にバン ド

を形成した。rIL‐ 6:ヒ トリコンビナントIL‐ 6

-6お よび TNFα の うち培養上清中に明らかな産生が

みられたのは IL-6の みであった.RPEか らの IL-6産

生については,Planckら 1。)が マウスの cell lineを用い

て RPE培養上清中の IL‐ 6が IL‐ lα の刺激で増加す
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ることを報告 しているのみであるが,今回 ELISAを

用いても同様の結果であった。また,無刺激の RPEか

らも IL‐ 6の産生が認められ, さらに LPSに よる濃度

依存性の IL‐6産生の増強もみ られた。RPEか らの IL‐

6産生様式を,著者ら1)2)お よび坂本 らn)が 以前に報告

した角膜の上皮および実質細胞のそれと比較すると,

RPEは これ らの約 10倍の IL-6を産生し,し かも上皮

細胞での恒常的産生と実質細胞での誘導的産生 (緒言

参照)と を合わせ持つ性格であった。無刺激の状態で

もIL-6が検出されたことについては実験操作に不可

避な FCS中 のエンドトキシンの混入による影響 も考

えられるが,同様の操作で行 った角膜実質細胞からは

無刺激では IL‐6が検出されなかった2)こ とを考慮す る

と,RPEか らは IL‐6が通常は恒常的に産生され,生体

防御反応の一翼を担っていることが考えられる.な お,

恒常的産生 と誘導的産生を司る細胞が同一であるか否

かは今後 さらに,遺伝子レベルでの検討が必要である。

生体内にはサイトカインの産生を調節する様々な制

御機構が内蔵 されているが,炎症などの病的状態では

このような制御機構が乱れ, しかも, この乱れが乱れ

を呼ぶポジティブ。フィー ドバ ック機能が作動して,

いわゆるvicious cycleが 形成 されることが知 られて

いる.RPEか らの IL‐6産生が LPSに よる刺激で濃度

依存性に増加 したことは,眼球内でも一旦,炎症が起

こって恒常性が乱されると IL-6の産生が高まり,こ れ

が炎症反応の悪循環の一因にな り得ることを示す もの

である。また,一般に IL‐ lα は IL‐ 6の産生を誘導する

ことが知 られているが,RPEにおいても同様の結果で

あり,眼球内のサイトカイン 。ネットワークの存在が

示唆された。

糖質コルチコイドがサイ トカインの産生を抑制する

ことはすでに知 られているが,培養 RPEについての

今回の実験結果では, ヒト血中での HCSの 生理的濃

度である 10-8Mで は LPSに よって誘導 された RPE
からの IL‐6産生には影響せず,IL-6の 産生の抑制には

10-7M以上の濃度を必要 とした。この結果は,今後の

眼球内炎症性病変に対するステロイ ド剤の消炎治療を

確立する上で一つの目安になるものと思われる。また

LPSに よる刺激を与えずに,PBS(― )と HCSを RPE

培養上清に加えた場合には HCSが 10-6Mの 高濃度

でもIL-6産 生を抑制する効果は認められなかったこ

とから,恒常的に産生された IL‐6と LPSに よって誘

導された IL‐6と ではその産生の機序に違いがあると

も考えられた。
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RPEに よる IL‐ 6産生は LPS添加 2時間後か ら上

昇 し始め,48時間後にピークに達 し,ま た PBS(― )

を加えた場合にも同様の経過であった。細胞には単球

や線維芽細胞などのように IL‐6産生におけるmRNA
の発現が産生刺激の 4, 5時間後に最大になるものと

T細胞や B細胞などのように 48時間でピークに達す

るものとがあ り,細胞の種類によって IL‐ 6産生におけ

るmRNAの 転写の経過が異なることが これ までに

判っている。今回の結果から,RPEは後者の細胞群に

属すると推測された。

RPEが産生 した IL‐ 6の 分子量は,培養上清のグル

濾過および wedem blottingの いずれの結果において

も約 30,000～ 35,000で あ り,角膜実質細胞から産生さ

れる IL‐6の分子量n)と 同じ結果であった。一方,ヒ ト

リコンビナン トIL‐ 6の 分子量は 21,000で あることが

これまでに明らかにされている.一般に,細胞内で IL‐

6に糖鎖やシアル酸などが加わるとその分子量が変化

することが知 られてお り,RPEか らの IL‐ 6も これら

の物質によって修飾され,リ コンビナン トIL‐ 6よ りも

その分子量が大きくなったものと思われる.

近年,ぶ どう膜炎患者やラットの実験的ぶどう膜炎

の前房水中の IL‐ 6濃度が上昇 しているとの報告 12)13)

があ り,IL‐ 6が眼球内の炎症反応に関わっていること

は確かである.今回 RPEか らも IL‐ 6の産生が認めら

れ,前部ぶどう膜炎のみならず後部ぶどう膜炎におい

ても IL‐6病変の発症あるいは修飾に関わっているこ

とが推測 された。また, これまでの著者 らの研究およ

び今回の結果で,角膜の上皮・実質細胞および RPEす
べてにおいて IL‐ 6の 産生を認めたことになり,こ の炎

症性サイ トカインは,未だ不明な点が多い眼球内のサ

イ トカイン・ ネットワークにおいて重要な位置を占め

るものであると考えられる。現在,イ ンターフェロン
,

IL-2, ロイコ トリエンあるいは腫瘍壊死因子などのサ

イ トカインは,一部の悪性腫瘍や慢性肝炎などの治療

に臨床応用が試みられている。これらのサイ トカイン

の作用および調節機構を解明することが眼球内の免疫

応答や炎症性疾患に対する新たな治療法の確立に繋が

るものと思われた。

本論文の要旨は第95回 日本眼科学会総会 (1991年 5月

18日 ,京都)で発表した。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜りました本学細

菌学教室吉田昌男教授,眼科学教室田澤 豊教授に深謝致

します。
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