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要

ウサギ水晶体上皮細胞の長期培養過程における性質の

変化について,ク リスタリン生成能および水晶体様小体

形成能に注目して調べた。培養細胞の増殖は,第 24代 ま

で指数関数的に増殖 したが,そ の後 60日 ほど増殖を停止

し,再度指数関数的に増殖を開始 した。形態的には,増
殖を一次停止 していた時期を除 き,敷石状で特別な変化

を認めなかった。抗 α‐クリスタリンモノクローナル抗体

を用いた免疫螢光検査では,初代,20代細胞には細胞質

全体に特異螢光が認められたが,第 24代細胞では細胞質

の特異螢光が消失 した細胞が出現 してお り,35代細胞や

70代細胞では核周囲のみに特異螢光は限局 していた。水

晶体様小体の形成 も初代細胞,20代細胞では認められた
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が,24代細胞,35代細胞,70代細胞では認められなかっ

た。げつし類の培養細胞は長期培養過程で増殖停止期を

むかえ, この間に形質転換が生 じるとされているが,今
回の研究からウサギ水晶体上皮細胞では,α ‐クリスタリ

ン生成や水晶体様小体形成能 といった水晶体上皮 として

の性質 も, この増殖停止期に変化することがわかった。
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Abstract
Changes in the characteristics of rabbit lens all of the cells in the B5th and 70th generations

epithelial cells during long-term cultivation were showed fluorescence only around the nuclei and
examined. From the begining of cultivation to the none in the cytoplasm. The primary cells and the
24th generation, the cells grew exponentially, and cells in the 20th generation were capable of forming
then the growth stopped. This growth-arrested lentoid bodies, but the cells after the 24th generation
period lasted for 60 days, and then they grew were not. These results indicate that some of the
exponentially again. The cells had a cobblestone-like characteristics of the rabbit lens epithelial cells are
appearance through the whole cultivation period lost during the growth-arrested period. (J Jpn
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I緒  言

近年,動物愛護の見地から動物個体を犠牲にして行 う

実験は極力これを避け,で きる限り培養細胞で代用する

ことが望ましいとされてきている。自内障を始め水晶体

の研究を行 うに際しても,同様のことが望まれており,

さまざまな動物種で水晶体上皮細胞の培養が試みられて

いる1)～ 5)。 なかでも,不死化細胞(無限に増殖することが

可能な細胞)は長期培養が可能で,大量に細胞を得るこ

とができる点から研究材料 としては理想的 とされてお

り,水晶体上皮細胞の不死化株細胞樹立の試みも古 くか

ら報告されている。Courtoisら 6)は ゥシ水晶体上皮細胞

を培養し続けると形質転換が自然に認められ不死化する

と報告し,Russellら 7)は正常マウスとナカノマウスの水

晶体上皮細胞の不死化に成功している。ウサギ水晶体上

皮細胞の不死化株細胞も以前著者ら8)が樹立している。

しかしながら, これらの不死化細胞がその後の水晶体の

研究に利用された例は少ない.他施設で樹立された不死

化細胞がなかなか用いられない理由は,長期培養された

細胞は本来の水晶体上皮細胞の性質を維持している細胞

が少なく°),各 々の研究に適切であるか否かの判断が困

難であることによると思われる。したがって,水晶体の

研究に培養細胞を用いるに際して,培養水晶体上皮細胞

の特徴であるクリスタリンの生成能や水晶体様小体の形

成能の変化などを把握 しておくことが重要である。本研

究では,長期培養の過程でウサギ水晶体上皮細胞の α―ク

リスタリン生成能の変化および水晶体様小体の形成能の

変化を検討した。

II実 験 方 法

1.ウ サギ水晶体上皮細胞の培養

ペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタールの 過剰

量投与によって屠殺 したシロウサギから眼球を摘出し,

無菌的に水晶体のみを取 り出した。水晶体の赤道部に割

面を入れ水晶体上皮細胞を前嚢ごと剥離し,細切した後

培養皿 (3002 Falcon)に 静置し,37℃ 5%C02の条件下

で培養 した。培養液 には 15%牛胎児血清 (Whitaker

MA bioproducts社)を含む Eagle's minimum essential

medium(EMEM)(日 本水産社)を用いた。水晶体上皮

細胞はconnue試 (培養容器底全体に増殖した状態)にな

ると0.05%EDTA(阪 大微研)処理で浮遊させ,倍数の

培養皿に分散し継代を続けた。分散 1回 につき一継代増

加したものとみなした。また,分散直後から位相差顕微

鏡で観察を行い,conauentに なるまでの日数を一世代通

過 日数とし,初代細胞,2代,3代,10代 ,20代,24代 ,

25代,35代,70代の各継代細胞の一世代通過日数を計測

した。
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2.抗ウサギα‐クリスタリンモノクローナル抗体の作

成

Mostafapourら 1°)の 方法に準じて得たウサギ水晶体

蛋白を Sephcryl S‐ 300(Pharmacia社)を用いてグル濾

過クロマ トグラフィーを行い,分子量の高い方からα,

βおよびγの各クリスタリン分画を得た。α‐クリスタリ

ン 100 μgを BALB/cマ ウス (オ リエンタル酵母社)の

腹腔内に Freund's complete ajuvant(ナ カライテスク

社)と ともに注射して免疫し,さ らに 2週間後同量のα‐

クリスタリンのみで再度免疫した。二度目の免疫から3

日後にマウスの牌臓を摘出し,得られた牌細胞 108個を

2× 107個のマウス骨髄腫細胞(SP 2/OAg 14)(大 阪大学

微生物病研究所感染病理部からの供与)と ポリエチレン

グリコール 4000(ナ カライテスク社)で融合させた。融

合細胞を 15%FCSを含む Dulbecco's modined eagle

medium(DMEM)に 100分の 1量の HATサ プリメン

ト(× 100)(10 mMヒ ポキサンチンナトリウム,40μM
アミノプテリン,1.6mMチ ミジン)(Gibco‐ BRL社 )を

添加した培養液に浮遊させた(5× 105 SP 2 cen/ml)。 200

μlの細胞浮遊液を 96穴マイクロプレート(Nunc社 )の

各穴に移し約 2週間培養した。得られた融合細胞の抗ク

リスタリン抗体産生を確かめるために,α,β,γ の各ク

リスタ リンとの反応性 を enzymelinked‐ immunosor―

bent‐ assays(ELISA)法でスクリーニングし, α‐クリス

タリンとのみ反応する抗 α―クリスタリン特異抗体を産

生する融合細胞を得た。融合細胞を 2回限界希釈法でク

ローニングし細胞株を樹立した。この細胞の培養上清を

用いて,western blotting法 により認識するα―クリスタ

リンのポリペプチ ドを同定した。

3.間接螢光抗体法

一次抗体の抗ウサギ α‐クリスタリンモノクローナル

抗体は,前述の融合細胞の培養上清を用いた。二次抗体

の■uorescein‐ isothioCyanate(FITC)標識抗マウスIgG

抗体 (Organ Technika‐ Cappel社 )は, 1%の アルブミ

ン (Sigma社 )を含む生理的燐酸緩衝液 (PBS)で 100

倍に希釈したものを用いた。初代細胞,20代継代細胞,

24代継代細胞,35代継代細胞,70代継代細胞をスライド

ガラス上で培養し,培養開始 7日 後にPBSで洗浄し,冷

エタノールで固定した。これらを抗 α―クリスタリンモノ

クローナル抗体と37℃ の条件下で 1時間反応させた。対

照の抗体としては,同モノクローナル抗体を α‐クリスタ

リンで吸収したものを用いた。再度 PBSで洗浄後,二次

抗体と37℃ の条件下で 1時間反応させ,PBSで洗浄後

螢光顕微鏡で観察した。同時に以前我々が樹立したウサ

ギ水晶体上皮株細胞 (TOTL‐ 86)8)を用いて同様の実験を

行った。
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大型の細胞が多 く見 られた。初代培養細胞や 20代細胞に

は,水晶体様小体が認められたが,24代,35代,70代細

胞には認められなかった。

2. Western blotting,去

本実験で得 られたモノクローナル抗体を用いた ウサギ

のク リスタ リンに対するwestern blotting法 の結果を

図 2に示す。モノクローナル抗体は α‐クリスタリンの分

子量 20 kDの ポ リペプチ ドとの教反応 し,β―,γ―ク リス

タリンとの交叉反応は見られなかった。

3.間接螢光抗体法

第 20代 の培養水晶体上皮細胞には,初代培養細胞 とは

クゞ同様の α―ク リスタリンに対す る特異螢光が細胞質全

体に認められた。第 24代培養細胞では,特異螢光が細胞

III 結  果

1.細胞の増殖および形態

培養細胞の初代から2代までに要した期間は35日 で

あった。 2代細胞以後 23代細胞までは分散後 connuent

になるまでの期間 (1世代通過時間)は一定で,約 5日

であった。24代細胞では 60日 要し,25代細胞では 10日

要した.その後は,急に増殖速度が早まり,以後現在(約

100代)ま での 1世代通過時間は約 3.5日 ではぼ均一で

あった(表 1)。 初代,20代,24代,35代,70代細胞お

よび TOTL‐ 86細胞の位相差顕徴鏡写真を図 1に示す。

24代細胞を除いて,すべて TOTL‐86細胞と同様に均一

な敷石状の形態を示した。しかし,24代細胞は不規則な

図 1 ウサギ培養水晶体上皮細胞の位相差顕微鏡写真.

A:初代細胞,B:第 20代細胞,C:第 24代細胞,D:第 35代細胞,E:第 70代細胞,F:TOTL‐ 86細胞 .

矢印は水晶体様小体を示す.バ ーは 10 μm
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表 1 培養水晶体上皮細胞の一世代通過日数の変化

細胞世代  n 一世代通過日数(日 士標準偏差)

初代

2代

3代

10代

20代

24代

25代

35代

70代

n'.t / z" tvfr

94kD―→

67kD→

43kD―→

30kD―→

14kD→

A  B  C  D  E   F

図 2 Western blotting法 による抗ウサギ α‐ク リス

タリンモノクローナル抗体の分析 .

左端の数字はタンパクの分子量.lane A:ウ サギ α‐

クリスタリンの SDS電気泳動。lane B:モ ノクロー

ナル抗体 を用いた α‐ク リスタ リンに対す る wes‐

tern b10tting.lane C:β ‐クリスタリンの SDS電気

泳動。lane D:モ ノクローナル抗体を用いた β‐クリ

スタリンに対するwedern b10tting.lane E:γ ‐ク

リスタリンの SDS電気泳動.lane F iモ ノクローナ

ル抗体を用いた γ‐ク リスタ リンに対する western

blotting.

質には存在せず,核周囲にのみ見 られる細胞が出現 して

きた。第 35代細胞や第 70代細胞では,細胞質に特異螢

光が見られる細胞は消失してお り,すべての細胞の核周

囲にのみ特異螢光は見られた.こ れは,TOTL-86細 胞の

特徴に極めて類似 していた(図 3)。 α‐クリスタ リンで予

め吸収したモノクローナル抗体を一次抗体 として用いた

とき,すべての実験で細胞に特異螢光は認められなかっ

た。

IV考  按

水晶体上皮細胞の初代培養細胞の特徴的な性質は,水

晶体の構造タンパクであるクリスタリン生成能 と水晶体

日眼会誌 98巻  6号

上皮細胞から分化して水晶体線維細胞群と考えられてい

る水晶体様小体の形成である7)。 水晶体上皮細胞の培養

の過程で, これらの性質が消失することはよく経験する

ことである。クリスタリン生成能に関しては,Venrooij

ら1)は子牛水晶体上皮細胞は数週間の培養でクリスタリ

ン生成能が停止したと報告している。また,水晶体様小

体の消失は,Weisteinら H)が報告した自然形質転換で得

られたウシ水晶体上皮細胞の株化細胞や SV40ウ イルス

で形質転換させたウシ水晶体上皮細胞で観察している.

しかし, これら水晶体上皮細胞としての性質の変化が,

培養のどの時期に生じたかを明確にした報告は我々の知

る限 りない。今回我々が培養したウサギ水晶体上皮細胞

でも,培養初期には α―クリスタリンに対する特異螢光は

細胞質全体で認められたが,継代を重ねると核周囲にの

み限定されて認められるように変化した。この理由は
,

α―ク リスタリンの生成が核周囲に限定 され るように

なったためか,α‐クリスタリンと親和性のあるタンパク

が核表面に発現しα―ク リスタリンが引き寄せ られた結

果によると考えられるが,α‐クリスタリンの産生が停止

し,核周囲にα‐クリスタリンと交叉性のある異なるタン

パクが発現された可能性も否定できない。また, もう一

つの分化の目安である水晶体様小体も継代培養により形

成されなくなってお り,本実験で培養したウサギ水晶体

上皮細胞も継代培養 とともにその性質が大きく変化して

いることが認められた。

げっし類の培養細胞は培養を継代する過程で増殖が一

次停止し,そ の後,指数関数的に増殖が再開し不死化す

る12)13)こ とが知られており,そ の増殖が停止している間

に形質転換が起こると考えられている。本実験で我々が

培養したウサギ水晶体上皮細胞も以前樹立した株細胞で

あるTOTL‐86細胞 と同様にこの経過をたどっており,

その意味で今回も不死化に成功したものと思われる。こ

の細胞のクリスタリン生成能の変化は,正に増殖停止期

に一致して認められ,水晶体様小体の形成能の消失も同

時期に認められた.したがって, ウサギ水晶体上皮細胞

は形質転換に伴い本来の性質も変化することを示唆する

ものである。いい換えれば, クリスタリン生成や水晶体

様小体形成などの,水晶体上皮細胞として特異性に関わ

る研究を培養細胞を用いて行うときは,形質転換する以

前の細胞を用いる必要があることを示唆する。本研究か

ら類推するならば,培養 20代以前の細胞を用いることが

妥当と思われる.今回の我々の結果からも,水晶体上皮

細胞の培養細胞を研究材料として用いるとき,培養細胞

の継代時期を明確に把握する必要があることが再認識さ

れた。

本論文の要旨は,第 96回 日本眼科学会総会(1992年 ,横浜)

で発表した。

34.0

5.0

5.0

4.7」
=0.5

4.7± 0.5

60

10

3.5± 0.5

3.5± 0.5

20k[)一→
 |1薔購麟鸞.キ ||・ |‐

響
諄
一一一一・ 醸 謄



平成 6年 6月 10日

文  献

1)Venrooijヽ「J,Groeneveld AA,Bloeinendal H:
(こ〕ultured calf lens epitheliurn.I.NIethOds Of culti‐

vation and characteristics of the cultures. :Exp

Eye Res 18:517-526,1974.

2)Reddan JR,Friedman TB, Mostafapour lⅦ K,

Bondy RL, Surerland SII, lMicGee SJ, et al:

DOnOr age innuences the gro、 アth of rabbit lens

epithelial cells ′π υ夕
・
′%ο . Vision Res 21: 11-23,

1981.

3)FitzGerald PG,Goodenough DA: Rat lens cul‐

ture:ゝ41P expressiOn alld dOnlains Of intercellular

549

coupling. Invest Ophthalmol Vis Sci 27: 755-777,
1986.

4) Cammarata PR, Smith JY'. Colocalization of
laminin and fibronectin in bovine lens epithelial
cells in uitro. In Vitro Cell Develop Biol 23: 611

-620, 1987.

5) Reddy YN, Lin LR, Arita T, Zigler JS, Huang
QL: Crystallins and their synthesis in human
lens epithelial cells in tissue culture. Exp Eye Res
47 : 465-478, 1988.

6) Courtois Y, Simonneau L, Tassin J, Laurent
MY, Malaise E : Spontaneous transformation of

水晶体上皮培養細胞の分化能の変化・笹部他

図 3 抗ウサギ α‐ク リスタリンモノクローナル抗体を用いた,水晶体上皮細胞に対する免疫螢光写真.

A:初代細胞,B:第 20代細胞,C:第 24代細胞,D:第 35代細胞,E:第 70代細胞,F:TOTL‐ 86細胞 .
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