
平成 5年 1月 10日

眼由来線維芽細胞に対する抗癌剤と抗炎症剤の評価

―Dynamic micrOscOpe image prOcessing scannerに よる検討―
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要  約

緑内障濾過手術において線維芽細胞の増殖 を抑制できるか否かはその効果を左右すると考えられ,代謝措抗

剤 (5‐■uorouradl)ゃ抗炎症剤などが臨床の場で用いられている。これらの薬物を薬理作用の面からヒト眼由

来線維芽細胞を取 り扱った報告はない。コンピュータにて制御 された顕微鏡システムであるdynamic micro‐

SCOpe image prOCeSSing scannerを 開発使用 し,colchicineと 5‐■uorouracilを 3T3細胞, ヒト強膜およ
び結膜下由来線維芽細胞に投与 し,そ れらの細胞運動速度や形態変化 (面積,円形度,収縮)を計測 した.

Colchicineは 5‐ ■uOrOuracnに 比較 して細胞増殖や運動性をより抑制 し,形態的にもより効果的であった。こ

のように本画像解析装置は各種の薬理作用や効果を検討できる有用なシステムである。 (日 眼会誌 97:3
-10,1993)
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Controlling ocular fibroblast proliferart"fTf[nificantly improve the effectiveness of glau-
coma flltration surgery. Drugs for the inhibition of flbroblast growth are currently in clinical use.
However, systemic studies of drugs with different mechanisms of action have not been performed on
human ocular fibroblasts. We have developed a method to evaluate the efrect of chemotherapeutic
agents on flbroblast proliferation, motility, and dynamic morphology. This involves the use of an
automated microscope system designed for quantitative measurement of movement and morphology
of live cells in tissue culture. This technique was tested on an established tissue culture fibroblast (STB
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cells) and then applied to secondary culture of human scleral and subconjunctival fibroblasts.

5-fluorouracil and colchicine were tested for their efrect on fibroblast behaviour. Our data indicated

that colchicine was more effective than 5-fluorouracil in inhibiting fibroblast proliferation and

movement, and in changing morphology. Using this system, fundamental biological efrects of various

pharmacological manipulations could be studied in uitro prior to in uiuo applications. (J Jpn Oph'

thalmol Soc 97 : 3-10, 1993)
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I緒  言

線維芽細胞の増殖を抑制することは緑内障術後疲痕

形成や増殖性網膜症の進行の予防において重要であ

る。 とくに緑内障術後の濾過疲痕形成においては,線

維芽細胞の増殖と肉芽組織の形成を如何に抑えられる

かが手術成績を左右すると言われている1)～ 5).Fluoro‐

uracil(5‐ FU ⑪)な どの抗癌剤や colchicineな どの抗

炎症剤が グ%υ,レ0の 実験
6)～ 13)にて線維芽細胞の増殖を

抑制することに基づき,臨床においてもこれらの薬剤 ,

とくに 5-FUが用いられている14)～21)。 しかし薬物の安

定 した効果が得 られないばか りか,5‐FUでは周囲の

組織,特に角膜上皮に対する重篤な副作用も報告され

ている22)～ 25)。 これ らの薬剤の グπυグ′御 での 3T3線維

芽細胞株 と眼由来の線維芽細胞に対する効果を従来の

パーセン ト細胞増殖抑制 に加え,著者 らが開発 した

dynarnic microscope image processing scanner

(DMIPS)を 使用し26)～ 29),細胞の運動および形態的変

化をパラメターとして抗癌剤 と抗炎症剤 とを比較検討

した。

II 実験材料および方法

1.細胞と培養

マウス胎児の線維芽細胞 (NIH 3T3細 胞)は
′
I｀racy Yang博 士

=(Lawrence Berkeley Labo., Ber‐
keley,CA)か ら贈 られたもので,10%胎 児牛血清と

抗生物質を含む DulbeccO's mOdined Eagle's medium

を用い, 5%炭酸ガス培養装置にて維持した。そして

0.2%ト リプシンにて 5× 105の 細胞を 10 cm径プラス

チック培養皿 (Falcon#3003,Oxnard,CA)に播種

し,connuentと なった 3日 毎に継代 した。また ヒト結

膜下および強膜由来の線維芽細胞はブリティッシュコ

ロンビア眼球銀行からの提供眼球より得 られたもので

あった.そ の条件は 30歳男性で,心筋梗塞で死亡 し,

死後 1.5時間で摘出され,死後 6時間後に組織培養に

供 された。そして結膜下組織と強膜を細切 し,直径 6

cmの培養皿 (Falcon#3002)に 静置 し 3T3細胞と同

様の培養液を注いだ。 3～ 5日 すると組織片より線維

芽細胞が増殖 し, 1週間後 0,2%ト リプシンで単層培

養に移し実験には 2～ 4代 目のものを使用 した。

2.細胞増殖

最終細胞密度が 3T3細胞では 1× 105/2.O mlに ,

眼由来線維芽細胞では 5× 104/2.O mlと なるように培

養皿 (Falcon#3002)に 播種し,24時間培養した。そ

して 1.9 mlの 前述の培養液に colchiCine(Eli Liny

〈1)anada lnc" 「I｀ OrOntO, ont.;0.001, 0.01, 0.05,

0.075, o.1, 1.o, lo, loo μg/ml)お よ び 5‐FU

(1:Ioffman‐ LaROche Ltd., Etobicoke,(Dnt.:0.01,

0.05,0.075,0.1, 1.0,10,100 μg/ml)の 0.l mlを

添加した培養液にし,そ の後に 3T3細胞は0,12,24,

36時間後に,眼由来細胞は 0, 1, 2, 3, 4, 5日

後に細胞数をコールターカウンター (Coulter Elec‐

trOnic lnc.Hialeah,Fla)で それぞれ 3回計測した.

3. 1)ynantic microscope llnage iprocessing scan‐

ner(DMIPS)

画像解析装置 (DMIPS)は 多目的に自動制御された

顕微鏡システムで詳細は既報26)～ 29)の とお りで,位相差

顕微鏡,光センサー部, コンピュータ制御可能な顕微

鏡の X‐ Yス テージとホス トコンピュータ部から成っ

ている。このシステムでは組織培養下で生きた細胞を

染色せずに観察でき,細胞の位置 と形状をコンピュー

タに記憶でき,経時的にステージを自動的に動かし機

械が自分でその細胞を再発見し,新たな位置を計測す

るので細胞の動 き (speed)を 計算で きる27)。 また細胞

面積 (area),細胞の光沢すなわち収縮 (brightness)

や細胞円形度 (circularity)な ど形態的特徴がコン

ピュータ計測可能である29).

次に今回用いた実験の概要を述べ る.

5× 103/6.9 ml個 の 3T3細胞,ヒ ト結膜下および強

膜由来線維芽細胞を 12穴 ブレー ト (Corning#25815)



の 9穴 に 20時 間前に播種 した。DMIPSの ステージ上

にフラスコを少なくとも30分前に静置 した.そ の後 1

穴あた り30個 ,計 270個の細胞を選択 し,それらの位

置 と形態的特徴をコンピュータに記憶 させ,20分毎に

計測を繰 り返 した。最初の 8ス キャンすなわち 160分

後にcolchicineと 5‐FUを 0.l ml添 加 し,最終濃度が

Colchicineは各々0.01,0.1,1.0,10 μg/mlに ,5‐ FU
は 0.1,1.0,10,100 μg/mlになるように希釈した。

また対照 として培養液 0.l mlを加えた。この添加に要

した時間は約 3分間であった。3T3細胞の 1日 ,眼由

来線維芽細胞の 2日 間の計測実験 はすべて 37℃ でお

こなった.

III 結  果

1.細胞増殖

3T3細胞 とヒト結膜下および強膜線維芽細胞の細

胞増殖曲線は図 1の とお り3T3細胞の倍増時間は

20時間で,結膜下および強膜線維芽細胞のそれ らは

各 2々7,33時間であった。

図 2aは細胞増殖に対する種々の濃度 colchicine効

果を示 してい る.3T3細胞の 50%細胞数減少濃度

(ID50)は 0・ 023 μg/mlと 強膜および結膜下線維芽細

胞のそれらは 0.009,0.007 μg/mlであった (表 1).

0.lμ g/mlと いう濃度はこれらすべての細胞増殖をほ

とんど完全に阻止できる濃度であった。5‐FUの効果

を図2bに示す。3T3細 胞の ID50は 1・ 5μg/mlと 強

膜および結膜下線維芽細胞のそれらは 0.44,0.25 μg/

線維芽細胞に対する薬剤の評価・ 高橋他
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図 2 3T3細 胞 ,ヒ ト強膜および結膜下線維芽細胞 に

対する薬物の効果 (生存率%).
a i colchicine, bi5■ uorouracil(5‐ FU). バー :平

均値±標準誤差 (n=3).3T3細胞は24時間後に
,

眼由来線維芽細胞は5日 後に検討した。

mlに比 して高濃度であった.5‐ FUは 3T3細胞 に対

してC01chicineと 異なり非常に高濃度 (100 μg/ml)で

あっても完全には細胞増殖を阻止できなかった.

2.細胞運動 と細胞形態

1)対照群

3T3細胞の平均細胞面積は 310± 42 μm2(平均値士

標準偏差),平均細胞収縮 。光沢は 22.3± 3.7,平均細

胞円形度は 3.41± 0.55,平均細胞速度は 0.71± 0.16

μm/minで あった (表 2)。 強膜線維芽細胞では各々

564± 49 μm2,10.2± 0.8,5.50± 0.65,0.39± 0.16 μm/
min(表 3)で,結膜下線維芽細胞では585± 47μ m2,

11.3± 0.9,5.25± 0.77,0.31± 0.10 μm/minであった

(表 4).
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図 1 3T3細 胞,ヒ ト増強および結膜下線維芽細胞の

増殖曲線 .

バー :平均値 ±標準誤差(n=3).5× 104個 の眼由来

線維芽細胞 と 1× 105個の 3T3細胞 を播種後,24時

間毎に細胞数を計測 した.



表 1 3T3細 胞,ヒ ト強膜および結膜下線維芽細

胞の増殖 に対するcolchicineと 5‐■uorouracil

(5‐FU)の 効果

ID50(μ g/ml)

細   胞
Colchicine 5‐FU

3T3細胞

強膜線維芽細胞

結膜下線維芽細胞

ID5。 は対照群の細胞増殖を50%に抑制する濃度である

2)Colchicine投―与・例

3T3細胞に 0.lμ g/mlの colchicine投 与した例 と

対象例の平均細胞面積,平均細胞収縮 。光沢,平均細

胞円形度 と平均細胞速度 を示 す (図 3a～ d)。 Col‐
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chicineを投与すると,細胞面積は減少し,細胞円形度

と光沢は増加 し,細胞の円形化を示 した.ま た細胞速

度は著明に減少 した (図 3d,表 2)。 このような変化

は高濃度では瞬時に起こり,低濃度では細胞分裂が不

完全 となった。表 2に示す ごとく0.lμ g/ml以 上の

c01chicineで はこれらの細胞形態や速度への効果は統

計的有意差を認めた(p<0.001).表 3の ように強膜線

維芽細胞では平均細胞面積と円形度において有意に減

少し,細胞光沢は有意に増強した(p<0.001)。 しかし,

結膜下線維芽細胞ではこれらの結果 とは逆の傾向を示

した(表 4)。 また,細胞速度に関しては眼由来線維芽

細胞には有意差は認められなかった。

3)5‐■uorouracil投与例

結膜下線維芽細胞の周囲長を除き,10 μg/ml以下の

0.023

0.009

0.007

1.50

0.44

0.25

表 2 3T3細胞の形態と運動に対する colchicineと 5‐ ■uorouracil(5‐FU)の効果

薬 物
濃 度

(μ g/ml)
平均細胞面積  平均細胞   平均細胞  平均細胞速度

(μ m2)  光沢・収縮1   円形度2  (μm/min)細胞数

対 照

Colchicine

5‐FU

310:±142

297:±:60

214」
=72・

221± 70拿

237± 77ネ

300:士 :51

292」
=50

320:士:55

217:±:61ホ

22.3:± :3.7

29.1± 6.9・

42.7:士 :12.4・

34.6+5_6ホ

36.9± 9.6Ⅲ

23.0± 4.8

22.9± 4.6

23.7:± :5.3

24.4:士 :4 5

3.41± 0.55

2.56± 0.65*

1.72± 0.81拿

1 48± 0.45ネ

1.68± 0.70拿

3.56± 0.66

3.20± 0.69

3.30± 0.61

2.72± 0.54拿

0.711士10

0.64:± :0

0.48:士 :0

0.43:± :0

0.71± 0

0.66± 0

0.64:± :0

0.68士:0

0.57:± :0

0.01
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1.0
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0.1
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実験は 20分毎に 26時間行なわれ,8ス キャン (160分)後に薬物は投与され,形態と運動につい

てT検定に統計処理をおこなった。1:光 センサーグレーレベルより計測した.2:細胞周囲長2/

4π 面積より算出し,細胞の形態がどれだけ円より隔たっているかを示し,1.0は丸く,値が大き

くなるにつれ細長い形態となる. 3:多 くの細胞が丸くなり,培養皿より遊離したため,見掛け

上細胞速度は速 くなった。平均値士標準偏差,ネ p<0.001,精 p<0.01

表3 ヒト強膜線維芽細胞の形態 と運動に対するcolchicineと 5‐■■orouracil

(5‐FU)の効果

薬 物
濃 度

(μ g/ml)
細的狩 平均細胞面積 平均細 胞  平均細胞  平均細胞速度
‖ヽ」月嘔黙   (μ m2)  光沢 。収縮  円 形 度  (μ m/min)

対 照

Colchicine

564± 49

522± 64ネ
拿

498± 59ネ

503:±:55・

493± 53拿

567± 46

573:±:42

585± 38

354:±:63*

10.2:士 :0.8

12.2± 1_4・

12.6± 1.2ネ

14.5:士 :1.3+

15.7± 2.3・

10.0」=0.7
9.8± 1.3

10.4」 =0.8
9.9士:1.7

5.50± 0.65

4.49± 0.79・

4.47± 1.02ネ

3.90± 0.71ネ

3.98± 0.88ネ

5.45± 0.43

5.55± 0.39

5.41± 0.28

5.76± 0.73

0.39± 0.16

0.41± 0.18

0.44:士:0.18

0.37± 0.17

0.41:± 0.24

0.34:士 :0.13

0.32± 0.11

0.39:士 :0.10

0.38± 0.18

0.01

0.1

1.0
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1.0
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平均値士標準偏差,ネp<0.ool,絆 p<o.05
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5‐FUは形態変化や細胞速度には影響を及ぼさなかっ

た。しかし,100 μg/mlの 5‐FUは 3T3細胞 と強膜線

維芽細胞では細胞面積を減少させた(p<0.001).結膜

下線維芽細胞では光沢が増 し円形化 した (p<0.05).

また,3T3細 胞 と結膜下線維芽細胞では高濃度 に

5‐FUを 投与 した時 に細胞速度が有意 に減 弱 した

(各 々p<0.01,p<0.05)。 そして,loo μg/mlの 5‐FU
を 5日 間暴露することにより細胞融解が生じた (表 2

～ 4).

線維芽細胞に対する薬剤の評価 。高橋他
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図3 3T3細胞の形態および運動に対するcolchicineの効果 .

CdChiCine(0.lμ g/ml)を 投与後 (矢 印),以下のパラメーターを計測した.a:平
均細胞面積 (μm2),b:平均細胞光沢 。収縮 :光センサーのグレーレベルより計測
した.C:平均細胞円形度(細胞周囲長2/4π 面積):こ れは細胞の形態がどれだけ円
より隔たっているかを示し,1.0は丸く,値が大きくなるにつれ細長い形態となる。
d:平均細胞速度 (μ m/min)
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IV 考  按

緑内障術後濾過疲痕過程においては如何に炎症を抑

え,線維芽細胞の遊走 と増殖を阻止しコラーグンなど

の細胞外マ トリックスの合成,肉芽組織の形成を防ぐ

ことが重要である。このために臨床では,ス テロイ ド
,

イン ドメタシンや 5-FU, サイ トシンアラビニノシ ド

や ブ レオマイシンな ど抗癌剤が投与 され る。特 に

5‐FUは広 く使用されてお り,内外の多 くの報告では

良好な結果を得たとされている14)～20。 しかし 5‐FUは
他の眼組織障害22)-24),と くに角膜上皮障害や結膜創じ
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表4 ヒト結膜下線維芽細胞の形態と運動に対する colchicineと 5‐ ■uorouracil

(5‐ FU)の効果

薬 物
濃 度

(μ g/ml) 細胞数
平均細胞面積  平 均 細 胞  平均細胞  平均細胞速度

(μm2)  光沢・収縮  円 形 度   (μ m/min)

対 照

Colchicine

5‐ FU

0.01

0.1

1.0

10

0.1

1.0

10

100

”

”

ａ

ａ

％

ａ

“

％

Ю

585」=47
638± 57*

630:±:81ネ
ネ拿

659+85ネ

699+95*

618± 76

618± 83

619± 97

623± 84

11 3± 0.9

9.1± 1.9“

9.7± 1.4ホ

10.1± 1.5林

9.1± 1.6ホ

10.8± 1.5

11.5± 2.1

10.8± 1.3

12.6:± :1.8ネ
*

5.25± 0

432± 0

3.69± 0

422± 0

3.98± 0

4.29± 0

4.08± 0

3.98± 0

4.63:±10

77    0

81*   0

54拿    0

84彙    0

66*   0

74・    0

23ホ    0

52*   0

91'・
ホ 0

31± 0

30± 0

34± 0

36± 0

27± 0

29二L0

37:L0

30=L0

25± 0

10

10

13

13

09

09

19

07

08**ホ

平均値士標準偏差,*p<o.ool,“ p<o.01,ネ おp<0.05

開させ るとの報告がな され,Weinrebら 18)は Heuer

ら14)よ り総投与量を減少させることによりこれらの合

併症を軽減させた.Kondoら 30)は手術部の 180°対側の

結膜下に 5‐FUを 5 mg注射 した場合,手術部位では 5

時間後に 2μ g/mlと な り,5 mgと い う濃度が必要で

あると報告 した.著者 らの結果で も 5‐FUの ID50が

0.25～ 1.5μg/mlで,Kondoら の報告 とはぼ同様で

あった。したがって手術部に直接投与するならば,ID50

の 100倍 程度のものすなわち 0.025～ 0.15 mg/mlで

十分と考えられ,隣接眼組織の障害も少ないと思われ

る.今後はこのようなもっと安全な低濃度の薬剤を持

続的に投与できるポリマーなどの方法を考えるべきで

ある31)32)。 したがって,現段階では難治性緑内障,特 に

頻回手術例や無水晶体緑内障に限って注意深く使用す

べきである25).

従来報告された投与量の根拠のひとつに組織培養さ

れた線維芽細胞の増殖抑制効果の判定として細胞数を

計測する実験結果があるが,今回著者らはこれ以外に

DMIPSで行える細胞運動や形態的変化をバラメー

ターとする薬剤効果の評価を試みた.た とえば,図 4

は c01chicine o.lμ g/mlと 5-FU 10μ g/mlを投与し

た時の位相差顕微鏡写真で,対照群に比 して col‐

chicineで は細胞数も減少しており,細胞も収縮してい

ることが明らかで,5‐FUで は形態はさ程変化しない

が細胞数は減少している。 この事実をDMIPSを 用い

図4 3T3細胞の形態に対する薬物の影響.

ai対照,b i colchicine:0.lμ g/mlを 投与後で細胞

分裂は中断し,細胞は丸くなった。c:5‐ nuorouracil

(5‐ FU):10 μg/mlを 投与しても細胞の形態には変化

はなかった.(位相差顕微鏡×185).
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平成 5年 1月 10日 線維芽細胞に対する薬剤の評価 。高橋他

ると図 3に示す とお り細胞運動や形態的変化を量的に

とらえることがで きる。抗チュブ リン剤で もある col‐

chicineは細胞分裂時の紡錘体や細胞骨格 に作用す る

と言われてお り33),DMIPSを用いることによ りこれ

らの作用機序に基づ く薬物効果 として細胞増殖抑制以

外に細胞の運動や細胞の収縮することが明らかになっ

た。 しかし,眼由来細胞では異なった結果を呈 した .

すなわち強膜線維芽細胞は 3T3細 胞 と同様の反応を

示 したが,結膜下線維芽細胞は 3T3細 胞 と異な り,細

胞面積は増大 し,光沢 も減弱 した.そ して眼由来のこ

れ らの細胞の細胞速度には影響をおよばさなかった .

これは 3T3細 胞 の急激な細胞増殖や遊走時でみ られ

る微細なマイクロフィラメン トの形成 と異な り,眼由

来線維芽細胞は太 いス トレスファイバー網を作るから

かもしれない34)。 しか し従来の結膜下線維芽細胞に関

する実験では Colchicineは 細胞速度を減 じた (ID50=

0.004 μg/ml)と 報告 されている12)。
今後,動物や細胞

の種類などで細胞運動や形態変化が異 なるのか, さら

に検討 しなければな らない。

稿を終わるに臨み,終始懇切なるご指導を賜った秋谷

忍教授に深謝致します。

なお,本論文の要旨は第 8回国際眼研究会議(サ ンフラン

シスコ,1988年)お よび第 93回 日本眼科学会総会 (京都 ,

1989年)に て発表 した。
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