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器官培養 されたヒト線維柱組織に対するデキサメサゾ

ンの影響をオー トラジオグラフィ,生化学的ならびに免

疫組織化学的に検討 した。11例中 2眼ではデキサメサゾ

ン投与により対照では認められなかった 40,55,66 kD
の 35s_メ チオニンでラベル された細胞タンパク質が出

現 した。同じ例の電子顕微鏡オー トラジオグラフィでは

多数の細胞内空胞 を含有する線維柱細胞が認められ,現
像銀はその細胞内空胞の細線維に局在が認められた。加

えて,同 じ例の抗 αエラスチンによる免疫酵素抗体法で

は 72 kDの バン ドが認められ,対照に比 しデキサメサゾ
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ン投与の方が強い反応が認められた。同 じ例の免疫電子

顕微鏡では,エ ラスチンは多数の細胞内空胞 を含有する

線維柱細胞の細胞表面に局在が認められた。 ヒト線維柱

組織においてデキサメサゾン投与によって出現するタン

パク質/糖 タンパク質そしてエラスチンは,ス テロイド緑

内障の房水流出抵抗について重要な役割を演 じるものと

考えられる。 (日 眼会誌 98:31-37,1994)

キーワー ド :線維柱組織,デキサメサゾン,タ ンパク合

成,35s_メ チオニン,エ ラスチン

デキサメサゾンの培養ヒト線維柱組織のタンパク質合成に及ぼす影響
一オー トラジオグラフィの検討,生化学的ならびに免疫組織化学的検討―
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Abstract
The efrect of dexamethasone (DEX) on organ- showed stronger reactivity than the control. In

cultured human trabecular meshwork (HTM) was immuno-electron micsoscopy of the same cases,
evaluated autoradiographically, biochemically, and elastin was localized on the surface of trabecular
immunohistochemically. The tissues were obtained cells containing numerous intracytoplasmic
from 11 normal postmortem individual eyes, aged vacuoles. In the remaining g individuals, there were
51-84 years. In 2 indiduals, 2-week treatment of no significant difrerences between control and DEX
cultured HTM with DEX (1X10-4M, 1x10-sM, lx treatment. The alterations in the proteins/glyco-
10-uM) induced the expression of 35S-methionine- proteins and elastin produced by DEX observed in
labelled cell proteins of 40,55, and 66 kD which were organ-cultured HTM may play a role in the reduc-
not present in HTM cultures with out DEX treat- tion in aqueous outflow facility observed clinically in
ment. In electron microscopic autoradiography of steroid glaucoma. (J Jpn Ophthalmol Soc g8 :Bl_37,
the same cases, trabecular cells containing numer- 1gg4)
ous intracytoplasmic vacuoles were seen and silver
grains were found on microfibrils in the intracyto- Key words: Trabecular meshwork, Dexametha-
plasmic vacuoles. In addition, in immunoblot analy- sone (DEX), protein synthesis, s5S-

sis of anti'a elastin of the same cases, a 72 kD band methionine, Elastin
representing elastin was seen and DEX treatment
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I緒  言

ステロイド緑内障の病因については,ス テロイド投与

により生じるタンパク質が房水流出抵抗増大の原因とし

て最近注目されている。Weinrebら 1)は線維柱細胞の核

にはステロイ ドの リセプターが存在し,細胞の代謝に影

響を与えていることを報告 し,Partridgeら
2)と P。lan_

skyら 3)4)は 線維柱組織の細胞培養ではデキサメサゾン

(dexamethasone,DEX)を 投与すると,35s_メ チオニン

でラベルされるタンパク質が合成されると報告 してい

る。一方,YШ ら5)は線維柱組織の細胞培養ではDEXを

投与すると,エ ラスチンが産生されることを報告してお

り,DEXは線維柱組織のタンパク質合成に影響を及ぼす

ことが明らかとなっている。

我々の教室では,正常 ヒト線維柱組織を器官培養する

ことに成功 してお り6),DEXを 投与 して器官培養する

と,対照に比して内皮網内の細胞外要素が有意に増加し,

線維柱層板に細胞融合が生じる群,すなわちステロイド

に反応する群が生じ,反応する群の割合が 36%と なるこ

とが判明している7)。 今回,正常屍体摘出眼 13眼の器官

培養を用いて,オ ー トラジオグラフィと抗エラスチン抗

体による酵素抗体法により,DEX投与群と対照群を形態

学的ならびに生化学的に比較検討し,興味ある知見を得

たので報告する。

II材 料 と方 法

1.器 官培養

死後 12～ 36時間経過した51歳女性,55歳男性,55歳

女性,56歳男性,56歳女性,57歳男性,61歳男性,65

歳女性,66歳女性,70歳男性,74歳男性,77歳男性,

84歳女性から摘出された正常眼13例 13眼 を遺族の同

意を得た上で使用した。器官培養の方法は既報6)に従っ

て,実体顕微鏡鏡下で大きさ約 4× 4mmの 線維柱組織

を含む組織片 8個を各々の眼球から切り出し,1%精製

寒天培地上に組織片を線維柱組織に上にして静置し, こ

れに10%fetal boVine Serum(GIBCO,NY,USA)/90%

Eagle's minimum essential medium(GIBCO)/penicil‐

lin G 200 U/mlの液体培地を加えて, 5%C02,湿 度

100%,37°Cで器官培養した。

2. Fluorography

正常屍体摘出眼 13例 13眼を使用 した。その うち 2例

2眼は上,下,耳側,鼻側の部位により差異があるかど

うかについての検討に使用 した。11例 11眼 の各々の眼

球から4個ずつ組織片を切り出し,①対照群1個 と②

DEX投与群3個 (dexamethasone SOdium phOSphate

O)rgadrone ③ sankyo c。 .′
「

。ky。, 1.0× 10-4M, 1.0×

10-5M,1.0× 10-6Mの 3種類)と に分け, 2週間器官培

養後 メチオニンを含まないEagle MEM培 地を用い,

DEX投与群と対照群に35s_メ チオニン1.85 MBq/mlを
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24時 間投与 した後,線維柱組織を切 り出し,重量を

0.8～ 1.O mgと なるよう調整した。次に線維柱組織を均

質化し3), 1%sodium dodecyl sulfate(SDS)/40%urea

混合液で溶解させて-20℃ で冷凍保存したものならびに

培地を電気泳動の試料とした。電気泳動に負荷する試料

に 10%trichloroaCetiC aCidを加えて沈澱させ,liquid

scintillation spectrorneter(:Packard lntstrunnent lnC.,

ILL,USA)を 用いて放射性活性を計測し,lane毎 に等

量となるよう調整した。次に,試料に同量の SDS化試薬

(10%glycero1/5%2‐ mercaptoethano1/2.3%SDS/

0.0625 M tris HCl pH 6.8)を 加え,100℃ 3分で処理

し,遠心分離後上清を実験に使用した。Laemmliら 9)の 方

法に従って電気泳動は 10%SDS polyacrylamide gelを

用い,30 mA/gel, 1時間で施行された。Fluorography

は BOnnerと Laskyら 1°)11)の 方法に従って,得 られた

gelを 30%methano1/10%acetiC aCid混合液で固定し,

scintinater(EN3HANCE ①, Du Pont NEN Reseach

products,MA,USA)で 浸透させた。次に蒸留水で沈

澱させた後乾燥させ,■lm(X‐OmatAR,Eastman Kodak

CO.,NY,USA.)を接触させ-80℃ ,24時間露出し,現

像した。

3.電子顕微鏡オー トラジオグラフィ

2で用いた 11例 11眼を同様に2週間器官培養し, メ

チオニンを含まないEagle MEM培 地を用いて両群に

3H_メ チオニン 185 kBq/mlを 24時間投与し,組織片を

取 り出 し, 2.5%glutaraldehyde/0.l M phosphate

burered salne(PBS,pH 7.2)混合液にて固定した後,

1%OSmium tetrOXide(OS04)/0・ lM PBS混 合液にて

後固定した。組織片は ethanol系列で型の如 く脱水した

後,Queto1 812(Nissin EM Co.,Tokyo)に 包埋した。

透過電子顕微用経線超簿切片(90 nm)は ,Ultratome III

(LKB, sweden)と dialmond knife(Du Pont, Swiss)

で作製し,多孔 mesh(50 slot,EM shizai Co.,TokyO)

にのせ, まず,uranyl acetateと lead Citrateに て染色

し,透過型電子顕微鏡 (HS‐ 9,HitaChi CO。,TOkyO)に

て観察した。次に,切片に乳剤(sakwa NR― H2,Konica,

Co.,Tokyo)を かぶせ,-4℃ で 3週間露出し,塩化金

増感液を用いて phenidon現 像液で現象し同様に染色

後,電子顕徴鏡にて観察した。

4.抗エラスチン抗体によるwestern blotting

2で用いた 11例 11眼を器官培養後得られた両群の線

維柱組織と培地を試料とした。電気泳動に負荷する試料

はspectrOphOtOmeter(Hitachi Co.,Tokyo)を 用いて,

lane毎 に等量となるよう調整した。次に,同様に試料に

SDS化試薬を加え処理し実験に使用した。Western blot―

tingは Towbinら 12)の 方法に従い,SDS‐PAGE後 ,gel

を serni‐dry transfer unit(KabiPharmacia LKB Bio‐

technology,Sweden)に て 0.8mA/cm2で p。 lyvinyl_

idene dinuride(PVDF)膜 (MillipOre Co., MA, USA)
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に転写 した。PVDF膜を 0.lM PBS/3%skim milk ③

(Yukijirushi NyugyO CO.,Tokyo)/0.1%Tween 20混

合液 (skim milk/PBS―Tween)で浸漬 し,非特異的反応

を除去した。この後 PVDF膜をskim milk/PBS‐ Tween
で 100倍 に希釈した anti‐ human aortic α‐elastin rabbit

serum(Elastin PrOducts CO., MO, USA)で 反応させ

た。PVDF膜を洗浄後,skim milk/PBS‐ Tweenで 10o

倍に希釈した HRP(HOrse radish peroxidase)cOn―

jugated gout anti‐ rabbit lgG Fab′ (:Bio‐ Rad Labora―

tories,CA,USA)で 反応させた。PVDF膜 を洗浄後,

0.025%3,3'‐ diaminobenzidine(DAB)/0.01%H202/

0.05 M Tris‐ HCl burer(pH 7.6)混 合液で発色させ
,

水洗 した。

5。 抗エラスチン抗体による電子顕微鏡酵素抗体法

2で用いた 11例 11眼を両群に分けて 2週間器官培養

した。電子顕徴鏡酵 素抗体法 は Nakaneら 13)の
Pre‐

embedding methodに 従って,4%paraformaldehyde/
0.l M PBS混合液にて固定後,sucrose系 列に浸漬し,

0.C.T.compound(Miles lnc.,IN,USA)にて凍結包

埋 した。この凍結組織からCwostat(1720 Leitz CO.

Germany)にて 6μmの凍結切片を shdeに作製し,10%
nOrmal rabbit serumで 非特異的反応の阻止を行い,次
いで 1%boVine serШ n albumin(BSA)/0.lM PBS混

合液 (BSA/PBS)に て 100倍 に希釈 した anti‐ human
aortic α‐elastin rabbit seruin (Elastin PrOducts CO.)

と反応 させた。続いて BSA/PBSにて 100倍に希釈した

HRP coniugated gOut anti_rabbit lgG Fab′ (Bio― Rad
LaboratOries)と 反応 させた。次に,2.5%glutaralde―

hyde固定を行い,0.025%DAB/0.01%Tris HCl burer

(pH 7.6)/1%dimethylsulfOxide混 合 液,0.025%
DAB/0.01%Tris HCl burer(pH 7.6)/0.005%H202

混合液で順次浸漬し発色 させた。 2%Os04で後固定を

行い ethanol系 列で脱水し,propyleneoxideに浸漬し,

Queto1 812樹脂 (Nissiin EM CO。 )を満たした gelatin

capsuleを slide上 の切片にかぶせ重合し,切片を樹脂ご

とshdeか ら剥離した。 この blockか ら電子顕微鏡用超

薄切片 (90 nrn)を 作製 し,無染色で電子顕微鏡にて観察

した。対照実験としては,一次抗体との反応を省略し,

免疫染色を行った試料を観察した。

III 結  果

まず,35s_メ チオニンを取 り込むタンパク質の合成能

に上,下,耳側,鼻側の部位による差異があるかどうか

については,nuorographyで は2例 ともに差異は認めら

れなかった。

次に対照群とDEX投与群については,■uorogaphy

では線維柱組織および培地で11例 ともに 200 kDか ら

16 kDに至るタンパク質バンドが得られた.11例中 9例
は両群で明らかな差は認められなかったが,61歳男性と

デキサメサゾンの培養ヒト線維柱組織のタンパク質合成に及ぼす影響 。藤沢 33
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図 la 84歳女性の例の線維柱組織の ■uOrography.
DEX投与群(1× 10-6M,l X 10-5M,1× lo-4M,lane
l‐3),対照群 (lane 4).線維柱組織の 40,55,66 Kd
の部分で DEXの 濃度依存性効果が認められ る (矢

印).
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84歳女性の 2例の線維柱組織では,40,55,66 kDの 部

分で対照群に比しDEX投与群で増加が認められ,DEX
の濃度依存性効果が認められた (図 la)。 この 2例での

培地では明らかな差は認められなかった (図 lb)。

電子顕徴鏡オー トラジオグラフィでは両群ともに,現

像銀は線維柱組織の核,細胞質内,な らびに細胞外要素

日眼会誌 98巻  1号

a                                                  b

図 2a,b 84歳女性の例の DEX投与群の電子顕徴鏡写真。

線維柱細胞は活性化しており,種 々の電子密度の内容物質を含んだ細胞内空胞を多数持った細胞が認め られ

る。細胞内空胞には micronbrilが認められる。

図 2c 84歳女性の例の対照群の電子顕徴鏡オー トラ

ジオグラフィ.

現像銀は線維柱組織の核,細胞質内ならびに細胞外

要素内に認められる。

図 2d!e 84歳 女性の例の DEX投与群の電子顕徴鏡

オー トラジオグラフィ.

線維柱細胞には多数の細胞内空胞が認められ,現像

銀 はその細胞内空胞内の micrdbrilに 認められる

(矢印).

d

内に散在していた (図 2c)が,前記の 2例でDEX投与

群で,対照群とは異な り線維柱組織内に多数の細胞質内

空胞を有する細胞が多数存在し(図 2a～b),そ の空胞内

の micronbrilが 存在する部位に現像銀が認められた (図

2d～ e)。

抗エラスチソ抗体によるwedern blottingで は,11例
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図3 84歳女性の抗エラスチン抗体による westeren

blotting.

線維柱組織対照群 (lane l),線維柱組織 DEX投与

群 (1× 10-4M, 1× 10-5M, 1× 10-6M,lane 2‐ 4),

培地対照群 (lane 5),培 地 DEX投与群 (1× 10-4M,

1× 10-5M,1× 10-6M,lane 6‐ 8).線維柱組織の 72

kDの部分で対照群に比しDEX投与群で増加が認

められ,DEXの 濃度依存性効果が認められる。培地

ではバン ドは得 られなかった。
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Tripathiら 14)は 器官培養 された ヒ ト線維柱組織に

hydrocortisoneを 投与すると,ほ とんどの細胞は核と核

小体が腫脹し,い くつかの細胞では細胞質内に多数の空

胞を有していたと報告している。我々の器官培養法でも

正常 ヒト線維性組織を培地にDEXを 加えて器官培養す

ると,対照に比 して内皮網内の細胞外要素が有意に増加

し,線維柱層板に細胞融合が生じ,線維柱細胞の活性化

と種々の電子密度の内容物質を含んだ多教の空胞の出現

が認められる群,すなわちステロイ ドに反応する群と反

応 しない群とに分かれることが明らかになっている。教

室での研究結果7)では反応する群の割合が 36%と なり,

この割合は報告15)さ れた臨床例のステロイド反応群の割

合 とよく一致している。Johnsonら 16)は眼圧を測定しな

がらヒト全眼の線維柱組織を器官培養する方法を用い

て,DEXを投与すると,chondroitin sulfate,derinatan‐

sulfateの 合成が低下し,そ の代わ りに35s_メ チニオンで

ラベルされるタンパク質が合成されると報告している。

Partridgeら 2)は
線維柱組織の細胞培養を用いて 10-7M

の DEXを 16時間投与すると,35s_メ チオニンでラベル

される35,65,70 kDの 細胞タンパク質と90,100 kDの

タンパク質が細胞外に分泌されることを示した。Polans‐

kyら 3)4)は
線維柱組織の細胞培養を用いて 3× 10~9～ 10-6

Mの DEXを 3時間から3週間投与すると,35s_メ チオ

ニンでラベルされる 54～ 56 kD(55 kD)な らびに 64～ 68

kD(66 kD)の タンパク質が誘発あるいは産生増加する

ことを示した.ま た,そ のタンパク質はDEXの投与時間

や投与量に比例し増加することを示し,66 kDの タンパ

ク質は 55 kDの タンパク質にシアル酸や硫酸残基が付

加 したものであるとしている3)。 本研究においても,器官

培養された線維柱組織は35s_メ チオニンでラベルされる

タンパク質を合成 しており,■uorogaphyで は 200 kD

から 16 kDに至るタンパク質バン ドが線維柱組織 と培

地で得られることが明らかとなり,ま た,DEX投与によ

り線維柱組織で 40,55,66 kDの 部分で対照群に比し増

加する症例が 11例中 2例認められている。また,そ の 2

例では DEXの濃度依存性効果が認められたことから,

DEX投与により35s_メ チオニンでラベルされるタンパ

ク質が誘発あるいは過剰に合成される例が存在すること

が明らかになった。

また,同 じ例の DEX投与群の電子顕微鏡オートラジ

オグラフィでは現像眼が線維柱細胞の空胞内ならびに細

胞外要素に局在することが確認されたことから,器官培

養された線維柱組織は,DEX投与によリメチオニンを取

り込むタンパク質の合成を新しく誘発,あ るいは既に合

成しているタンパク質を過剰に産生しており,細胞質内

空胞に一次的に貯留させていることが考えられた。一方,

Yunら 5)は線維柱組織の細胞培養では DEXを投与して,
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図 4 84歳女性の例の抗エラスチン抗体による電子

顕徴鏡酵素抗体法。

線維柱組織内には多数の細胞内空胞を含む線維柱細

胞が多数認め られ,その細胞内および細胞表面にエ

ラスチンの局在が認められた (矢 印).

とも線維柱組織で 72 kDの部分でバンドが得られたが,

培地ではバン ドは得 られなかった。対照群とDEX投与

群の比較では,11例中 9例は両群で明らかな差は認めら

れなかったが,前記の 2例の線維柱組織では 72 kDの部

分で対照群に比しDEX投与群で増加が認められ,DEX
の濃度依存性効果が認められた (図 3).

抗エラスチン抗体による電子顕微鏡酵素抗体法では前

記の 2例では線維柱組織内に多数の細胞質内空胞を有す

る細胞が多数存在 し,その細胞内および細胞表面に対照

群には認められなかったエラスチンの局在が認められた

(図 4)。
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抗エラスチン抗体による免疫螢光抗体法を施行すると,

3日 間のDEX投与で線維柱細胞内にエラスチンでラベ

ルされた物質が認められ, 1～ 2週間の投与で線維柱細

胞表面にエラスチンでラベルされた物質の点状付着が認

められたとしている。本研究では,DEX投与により線維

柱組織のwestern blottingで は 11例中前記の 2例の線

維柱組織では 72 kDの 部分で対照群に比しDEX投与群

で増加が認められ,かつ,DEXの濃度依存性効果が認め

られたことから,DEX投与によリエラスチンが誘発ある

いは過剰に合成される例が存在することが明らかになっ

た。また,同 じ例のDEX投与群の抗エラスチン抗体によ

る電子顕微鏡酵素抗体法では前記の2例で線維柱組織内

に多数の細胞質内空胞を有する細胞が多数存在し,その

細胞内および細胞表面にエラスチンの局在が認められた

ことから,器官培養された線維柱組織は,DEX投与によ

リエラスチンの合成が誘発 されることが明 らかとなっ

た。また,DEX投与で線維柱細胞内に多数の細胞質内空

胞が出現する例のみが35s_メ チオニンでラベルされるタ

ンパク質 とエラスチンを誘発あるいは過剰に合成するこ

とが考えられ,器官培養のステロイド反応群は臨床例の

ステロイ ド反応群である可能性が示唆された。エラスチ

ンにはメチオニンが含まれていないことから,DEX投与

により増加するタンパク質にはエラスチンとエラスチン

以外のタンパク質とが考えられる。これらのことから,

ステロイ ド緑内障の眼圧上昇機序は次のように推測され

る。ステロイ ドは線維柱細胞の核のリセプターに働きタ

ンパク質の合成分泌を行い,細胞内でエラスチンの構成

要素である トロポエラスチン (72 kD)な らびに細線維

(40,55,66 kD)を 合成 し,細胞外へ分泌する。 トロポ

エラスチンは細胞外で細線維束内で架橋が起こり,エ ラ

スチンとなって弾力線維を形成し,ば らばらに走行する

細線維に沿っても架橋が起 こリエラスチンを形成する。

この細線維はシアル酸を有する糖タンパク質から構成さ

れていると考えられる。 このように,細胞外に増加した

エラスチンおよび細線維様無定型物質が房水流出抵抗増

大の原因となり,眼圧上昇を引き起こす と考えられる。

最近行われた器官培養を用いた研究17)で は DEXを投与

すると42%に限圧の上昇が起こり,ス テロイ ドに反応し

た人眼の線維柱組織では層板の肥厚,細胞融合,細胞の

活性化,細胞外要素の増加が認められてお り,本研究の

ステロイ ド反応群の電子顕微鏡所見とよく一致してい

る。以上から,我々の器官培養法は眼圧は測定できない

ものの,DEX投与によって増加するタンパク質の影響を

検討するにはきわめて有用な実験モデルということが出

来る。
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