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眼軸伸展を認めた強膜における細胞外マ トリックス分

解酵素 (MMP)である gelatinase(Ge),caseinase(Ca)

と抗分解酵素であるtissue inhibitor of metanopro‐

teinase‐ 1(TIMP‐ 1)の発現の変化について検討した。

若年白色家兎の片眼に 250Uの α‐chymotrypsinを 注

入 し,眼軸長の延長を認めた実験眼と対照の他眼の赤道

部強膜を器官培養 した後,培養液中の Ge,Ca活性 を

zymographyで ,TIMP‐ 1濃度をEIA法で測定 した。す

べての培養液中で87,61,57kDa Geが 認められ,87
kDaGeは実験眼で 1.1～ 2.9倍上昇していた。また 87,

82,52,50 kDa Caも 実験眼で 1.8～6.6倍強 くなり,一
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部のバンドは実験眼でのみ特異的に検出された。これに

対し,TIMP… 1は実験眼で 0.98倍 ～1.41倍 とその上昇

の程度は軽度であり,MMPと TIMPのバランスはより

組織分解の方向に傾いていることがわかった。以上から,

強膜伸展を伴う種々の眼疾患の病因に,こ れら酵素系の

発現の異常が関与している可能性が示唆された。(日 眼会

誌 99:23-28,1995)
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Abstract
We studied the gelatinolytic activity, caseinolytic gelatinolytic activity at molecular weights of 87, 61,

activity and the level of tissue inhibitor of metal- and 57kDa. Gelatinolytic activity of 87 kDa in-
Ioproteinase-l (TIMP-l) in the sclera from experi- creased 1.1 to 2.9 times compared with control scler-

mentally induced axially elongated eyes. The animal a. All of the caseinolytic activity (87, 82, 52, and

models were made by the injection of 2501J a- 50kDa) was also elevated 1.8 to 6.6 times in samples

chymotrypsin into the posterior chamber of young from experimental eyes. TIMP-I levels were mildly
albino rabbits. Animals were killed with overdoses increased (up to 1.41 times) in the experimental eyes.

of intravenous pentobarbital and eyes \ryere enu- These data suggest that degradation processes

cleated gently. Sclera from the equatorial area was might be accelerated in the sclera from experimen-

then subjected to organ culture. The enzyme activ- tally induced elongated eyes. (J Jpn Ophthalmol Soc

ity in the media was investigated by zymography 99 : 23-28, 1995)

using gelatin- or casein-containing gels together
with an image analyzer system. TIMP-1 levels in Key words: Axial elongation, Sclera, Gelatinase,

each mediun were measured by enzyme immunoas- Caseinase, Tissue inhibitor of metal-
say (EIA). All samples showed three major bands of loproteinase-l (TIMP-l)
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I緒  言

近視眼,実験近視眼,な らびに先天緑内障眼において

眼球の拡大や眼軸長の延長が起こることはよく知られて

いる1)2)。 この眼軸仲展に伴って強膜に種々の変化が生じ

ていることは既に報告されているが3),そ の伸展の機構

については未だ不明の点が多い。強膜はコラーゲンを中

心 とした豊富な細胞外マ トリックスによって,その形態

および強度が保たれている組織であり, この細胞外マ ト

リックスの変化と眼軸伸展は深く関わっている可能性が

ある。そこで今回我々は,若年家兎を用いて眼軸伸展を

生じさせ,その強膜中の細胞外マ トリックス分解系酵素

で あ るmatrixmetaHoproteinase(MMP)の うち,

gelatinase,caseinaseと 抗分解系酵素であるtissue in―

hibitor of metaHoproteinase-1(TIMP-1)に ついて正常

眼との比較検討を行ったので報告する。

II実 験 方 法

1.眼軸伸展家兎眼の作成とgelatinase,caseinase,

TIMP‐ 1の抽出

実験には生後 2か月,体重 1.6～ 1.7 kgの 若年白色家

兎 5匹 を用いた。まず,右眼に表面麻酔を行った後,角
膜輪部から前房に向けて 27G注射針を挿入し,前房水を

約 0.3 ml吸引した。その後,こ の注射針を虹彩根部から

後房に向け,α‐chymotrypsin 250単 位を含む生理食塩水

0.5 mlを 注入し,吸引と注入を数回繰 り返した後,全量

を後房内へ注入して終了した。左眼は無処置で対照眼と

した。経過中の眼圧はAlcon Applanation PneumatOnO―

graph ③を用いて測定を行った。α‐chymotrypsin注 入 1

か月後にAモードエコーで眼軸長を測定し,左右差が認

められなかった 2匹 を除 く3匹 を過剰のペントバルビ

タールナ トリウム (ネ ンブタール③)を用いて屠殺し,そ
の両眼球を摘出後,赤道部の強膜片 5× 10 mmに 対して

無血清ダルベッコ変法イーグル培地 l ml中 で 20時間器

官培養を行った。この培養液は分注 し,酵素測定時まで

-20° Cで保存した。 また,器官培養後の強膜は,十分に

水分を取 り除いた後,そ の湿重量を測定した。

2.Zymographyを 用いた gelatinase,caseinase活

性の測定

Zymographyは 既報に準じた4)。 Gelatinま たはcasein

O.15%を 含 んだ 8.75%SDS― polyacrylamide gelを 用

い,20 μlの培養液をsample burer(1%SDS,10 mM
Tris― HClpH 6.8, 10%glycerol)と ともに 80V, 4° C
で 12時間電気泳動を行った。次に,酵素の活性化を妨げ

るゲル中の SDSを置換するため2.5%Triton― X中でゲ

ルを 1時間振盪した後,37°Cに て 50 mM Tris‐ HCl(pH
7.6),10 mM CaC12を 含む溶液中で gelatinaseは 18時

間,caseinaseは 48時間酵素反応を行い,酵素の存在す

る部位における基質分解の程度をもって酵素活性 とし
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た。反応後のゲルはcoomassie briniant blueを 用いて染

色 し,MILLIPORE社製 Bio lmageの [バ ン ド濃度の

ピーク×バンドの幅]で算出された integrated optical

density(IOD)値 を酵素活性 とみなし,そ の値 を組織 10

mg当た りに換算 した後,同一家兎の左右眼で比較検討

した。 また,一部のグルは metaHoproteinase inhibitor

として 101■Mの EDTA,EGTA,1,10‐ phenanthroline

を加えて反応を行い,酵素のバンドが消失することを確

認 した。

3.酵素免疫測定 (EIA)法を用いた TIMP‐ 1濃度の測

定

培 養 液 中 の TIMP-1濃 度 は,human TIMP‐ 1

(hTIMP-1)測 定用試薬 (第一化学薬品社製)を用いた

one―step sandwich EIA法 により測定した。 まず,各々

の培養希釈液 を peroxidase標識 hTIMP‐1モ ノクロー

ナル抗体, 1%BSA,0.1%Tween 20,10 mM sodium
phosphate burer(pH 7.0)と 混合 し,抗 hTIMP_1モ

ノクローナル抗体結合マイクロウェルに添加 して反応を

行った。その後,マ イクロウェルを 0_1%Tween 20,0.15

ⅣI NaCl, 0.411■ 1崚 sodiunl phosphate burer(pH 7.0)

で3回洗浄し,0.5 mg/mlo―phenylenediamine,0_02%

H202を 含む発色液を加えて反応させた。2 NH2SOIを 加

o -chymotrypsin 屠 殺
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図 1 眼圧経過。

眼軸伸展が認められた家兎 Rl,R2,R3の 眼圧経過

を示 した .

黒丸 :実験眼 (α ―chymotrypsin処置眼),自丸 :対照

眼 (α ―chymotrypsin未処置眼)
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えて反応を停止 させた後,BIO‐ RAD社製 microplate‐

readerの波長 492 nmで各々の吸光度を測定し,得 られ

た TIMP-1の濃度をgelatinase,caseinase同 様に組織

10 mg当 たりに換算した後,その値を同一家兎の左右眼

で比較検討した。

III 結  果

図 1に は眼軸伸展の認められた 3匹 (Rl～R3)の 眼

圧経過を示 した。α‐chymotrypsin注 入 1か月後,眼軸伸

展が認められた Rl,R2,R3の 眼軸長は,それぞれ実

験眼で 20.7,18.2,21.Omm(平均 20.Omm),対照眼

で 16.1,16.0,16.6mm(平均 16.2mm),角膜径は Rl,

R2,R3の 実験眼で 17.0,14.0,15.5mm(平均 15.5

mm),対照眼で 12.0,12.0,12.5mm(平 均 12.2mm)

であった。

MW
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図 2,表 1に はgelatinを 用いた zymographyの結果

とその解析値を示 した。すべての治療液中で 87 kDa,61

kDa,57 kDaの gelatinase活性が認め られた。 この う

ち,61 kDa,57 kDaの gelatinaseは 実験眼 と対照眼で有

意 な差 が 認 め られ な かったが,87 kDaの バ ン ドは

Rl～R3の実験眼で 2.9倍,1.5倍 ,1.1倍 と上昇してい

た。また,こ れらの他に IODの測定できなかった弱いバ

ンドとして,78 kDaの gelatinase活性が Rl～R3の実

験眼,対照眼でほぼ左右差なく検出され,R2,R3の 実

験眼 とRl,R2の 対照眼では,さ らに 73 kDaの gela―

tinaseも わずかながら認められた.こ の他 Rl,R2の実

験眼でのみ 50 kDaの gelatinase活性を認 めることがで

きた。

図 3,表 2に は caseinを 用いた zymographyの結果

とその解析値を示した。R3の対照眼を除 くすべての培

眼軸伸展に伴う強膜のMMPな らびにTIMPの変化・須田他
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図 2 強膜器官培養液中の gelatinase活性 .

各強膜片は l mlの 無血清培地中で 20時間器官培養し,う ち 20 μlの培養液に対 して gelatinを含むゲルを用

いて zymographyを 施行 した。電気泳動後の酵素反応は 18時間行った.白 く抜けているバンドが酵素活性を

認めた部位を示す。

MW:分 子量 (Da)Rl,R2,R3:眼 圧上昇が認められた家兎 αCT(十 ):実験眼 αCT(一 ):対照

眼

表 l Gelatinase(D integrated optical density(IOI))値

Rl R2 R3
MW

αCT(+)  αCT(― )  αCT(+)  αCT(― )  αCT(十 )  αCT(― )

87 kI)a

78 kDa

73 kDa

61 kDa

57 kDa

50 kI)a

0.911 0.309

×

×

0.792

0.153

0.591

×

×

0.701

0.096

×

0.386

×

×

0.692

0.066

0.425

×

×

0.747

0.066

0.375

× ×

0.805

0.141

×

すべての値は強膜組織 10 mg当 りの IODで表したMW:分子量

αCT(十 ):実験眼 αCT(一 ):対照眼

× :グ ル中にバンドは認められたが弱くてIOD値が求められなかったもの

一 :グル中にその分子量の酵素活性が認められなかったもの

0.811

0.096

膠曇曰電

L羹醒醸額鮮

1難
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図 3 強膜器官培養液中の caseinase活性 .

各強膜片は l mlの無血清培地中で 20時間器官培養し,う ち 20 μlの培養液に対 して caseinを 含むゲルを用

いて zymographyを 施行した。電気泳動後の酵素反応は 48時間行った.白 く抜けているバンドが酵素活性を

認めた部位を示す。

MW:分 子量 (Da)Rl,R2,R3:眼 圧上昇が認められた家兎 αCT(+):実験眼 αCT(― ):対照

眼

表 2 Caseinaseの IOD値

Rl R2 R3
MW

αCT(+) αCT(一 ) αCT(+) αCT(― ) αCT(十 ) αCT(― )

87 kDa

82 kDa

52 kDa

50 kDa 0.014

0.059

0.032

0.011

0.041

0.()51

0.011

0.()13

0.()53

0.009

0.014

0.008

0.006

×

×

×

０

すべての値は強膜組織 10 mg当 りの IODで表した MW:分 子量

αCT(十 ):実験眼 αCT(― ):対照眼

X:ゲ ル中にバンドは認められたが弱 くて IOD値が求められなかったもの

一 :ゲル中にその分子量の酵素活性が認められなかったもの

養液中で幅の広い 87 kDa,82 kDaの バンドが認められ

たが,そ の活性は実験眼で強 く,87 kDaの caseinaseは

Rlの実験眼が対照眼に比べて 6.6倍 に,ま た,R2の実

験眼で は 6.3倍 にと強い上昇 を示 していた。82 kDa

caseinaseは Rlの実験眼で 2.3倍,R2の実験眼で 1.8

倍 に活性が上昇 していた。また,52 kDa,50 kDaの

caseinaseは Rlの対照眼で 50 kDaの バ ンドがわずか

に認められた他は,実験眼でのみ有意に検出された。全

体 として caseinaseは実験眼で有意に認められていた。

表 3に は各培養液中の TIMP‐ 1濃度を示した。Rl,

R2で は実験眼により強 く認められたが,そ の程度は

1.41倍,1.16倍 とgelatinasc,caseinaseの 変化に比べ

軽度であった。R3で はほとんど左右差が認められな

かった。

表 3 Tissue inhibitor of metaHoproteinase-1濃 度

(ng/ml)

Rl

R2

R3

すべての値 は強膜組織 10 mg当 りの培

養液中の濃度 (ng/ml)で表した

αCT(十 ):実験眼 αCT(― ):対照眼

IV 考  按

眼軸長を延長させる要因にはいくつかのものがある

が,眼内外の圧較差もその一つに挙げられる5)。 現在のと

ころ,実験的緑内障眼の作成には隅角部へのアルゴン

αCT(+)
αCT(― )

αCT(+)
αCT(― )

αCT(+)
αCT(― )

7.39

5.26

8.68

7.51

4.38

4.45
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レーザー凝固6),水 晶体破嚢7),α _chymotrypsinの 眼内ヘ

の注入8)な どの方法が試みられているが,幼若家兎を用

いた山名 らは7),眼圧上昇に伴って眼軸長が平均 17.7%

伸び,その強膜は赤道部で顕著に非薄化したと報告して

いる。また,牛眼における早川1)の
報告においても眼軸長

と緑内障発症時期との相関関係が示されており,個体が

幼若であるほど圧較差は眼軸長に強 く影響を及ぼしてい

るようである。一方,近年実験近視眼のモデルとして瞼

裂縫合眼2),透光性プラスチック眼帯による形態覚遮断

眼3)9)な どが用いられているが,や はり幼若個体では明ら

かな眼軸長の延長が認められている。以上のことを踏ま

え,今回の実験では種々の刺激によつて眼軸長に変化を

来しやすい若年の家兎を対象とし,ま た,山名らの報告

から,眼圧上昇を基礎 とした眼軸伸展の際には最も変化

が著明であると思われる赤道部強膜を用いて検討を行っ

た。

強膜は, I型膠原線維を中心に10)VIII型膠原線維,コ

ンドロイチン硫酸,デルマタン硫酸などの細胞外マ ト

リックスにより構成されているが,nanOphthalmOS,壊

死性強膜炎などではプロテオグリカンの量的,質的な異

常が報告されており11)12),そ の疾患の発症や病態と細胞

外マ トリックスの変化 との間には深い関係があると考え

られている。また,Radaら 9)は ヒヨコを用いた近視眼の

実験で,強膜中の総 DNA量は不変でも軟骨プロテオグ

リカンであるaggrecanの core proteinが有意に増加し

ていたと報告し,こ の細胞外マトリックスの増加と眼球

の拡大 との関連性について述べている。 これら細胞外マ

トリックスの再構築には,細胞外マ トリックス分解系酵

素である MMPと 抗分解系酵素であるTIMPが常に関

わってお り,強膜が関与 している種々の疾患における細

胞外マ トリックスの動態 を考える上で,MMPお よび

TIMPの 変化を調べることは非常に重要であると思わ

れる。

MMPは 酵素群の総称であり,各々の酵素が特異的な

複数の細胞外マトリックスを基質としている。その命名

法については未だ多 くの混乱があり,interstitial col‐

lagenase, type IV collagenase, gelatinase, proteo―

glycanaseな ど,主たる基質に基づ く名称 を用いる報

告
13),MMP‐ 1,2,3… という名称を用いる報告“

)な ど,

一種類の酵素に複数の名称が与えられているのが現状で

ある。今回我々が基質 として用いた gelatinは ,主 として

MMP‐ 2(72‐ kD gelatinase,gelatinase A),MMP―

9(92-kD gelatinase,gelatinaSe B)に より分解を受け

る。分子量から考えて 87 kDa,78 kDaの gelatinaSe活

性は MMP‐9に 由来し,61 kDa,57 kDaの 活性はMMP‐

2に 由来すると思われる。MMP‐ 2は正常な角膜,隅角線

維柱帯,強膜,網膜色素上皮などの組織ならびに培養細

胞でその発現が認められており15)～ 18),Fini17),Matsuba―

raら 19)は 角膜に存在する MMP‐ 2は静止状態の組織に
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おいて監視の役割を果たしているのではないかと考察し

ている。角膜中の MMP‐ 2は ,ま た創傷部の組織修復開

始時期に呼応して active formで 強 く認められており,

創傷部における変性コラーゲンの分解 と,その部への新

しいマ トリックスの沈着という過程に関わっていると推

測されている。今回の実験では実験眼 と対照眼の間で

MMP-2分画に明らかな差は認められておらず,こ れは

強膜の伸展がコラーゲンの断裂,変性や強膜組織の化学

的変性に対する二次的な変化として生じてきたものでは

ないことを示しているといえる。一方,MMP‐ 9は正常組

織や通常の培養細胞では強い発現が認められない場合が

多 く15)16),眼組織では限 られた部位や 12‐ 0-tetradeca―

nOylphorbol 13_acetate(TPA)で刺激されたナ音:養細胞

などでのみその発現が認められている4)16)。 我々の結果で

も対照眼における87 kDa gelatinaseの 発現は実験眼に

比べて明らかに弱 く,強膜の remodelingに 伴ってこの

活性が上昇していることがうかがえた。このMMP-9は

角膜創傷部においては,上皮基底膜の再合成を調節して

いると考えられているが17)19),免疫組織学的にlamina

cribrosaを 除 く強膜中にはIV型膠原線維は認められて

おらず10),強膜におけるこの酸素活性の上昇は,IV型膠原

線維の remodeling以 外 に関わっているもの と思われ

る。

Caseinを用いて行った zymographyで は主に:MMP―

3(stromelySin)の 活性を検出することができるが,

caseinの一部は他の MMPに よっても分解され得る。今

回検出されたcaseinaseの うち,52 kDa,50 kDaの バン

ドはMMP‐ 3由来 と思われるが,87 kDa,82 kDaに 認め

られた広いバンドは,48時間という長時間の酵素反応に

よって gelatinaseに より分解を受けた部分である可能

性がある。MMP‐3は ,ラ ミニン,フ ィブロネクチン,IV

型膠原線維などの他プロテオグリカンを基質 としてお

り20),proteoglycanaseの 別名もある。また,MMP-3の
active formは 50 kDaであることから,実験眼で強 く認

められた 52 kDa,50 kDaの caseinase活 性は,強膜にお

けるプロテオグリカンの代謝に影響を及ぼしていると推

測される。前述のように,強膜の種々の疾患や実験近視

眼の強膜においてプロテオグリカンの変化が報告されて

おり, このcaseinaSe活性の変化 と眼軸伸展の機序 との

関連性については,さ らに検討を加えていく必要がある

と思われる。なお,今回の実験では,眼圧上昇の程度,

眼軸伸展の程度 と,gelatinaseな らびにcaseinase活 性

の変化の大きさとの間に強い相関関係を認めることはで

きなかったが,MMPは その作用機序から眼軸伸展の初

期に最も活性が高 くなっている可能性があり,こ の伸展

時期 との関連性については実験対象数を増やして検討を

加えていく予定である。

今まで述べてきた MMPは ,そ の合成量と阻害の程度

によって活性がコントロールされており,こ のMMP阻
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害酵素 は総称 して TIMPと 呼 ばれている。MMP-3,
ルlMP_9は TIM,P-1に よって, λ4M:P-2は T11頭 P-2に

よってその活性が阻害されるが,TIMPに よる阻害機構

については未だ解明されていない点 も残っている。今回

測定 を行った TIMP-1濃度は実験眼で上昇 している傾

向を認めたが,そ の変化の程度は MMPに 比べて弱 く,

MMPと TIMPの バ ランスは全体 として細胞外 マ ト

リックス分解系に傾いていることがわかった。

我々は,今回生化学的手法を用いて眼軸長延長時の強

膜 における細胞外マ トリックスの動態について検討 を

行ったが,現在,同様の実験眼に免疫組織学的な方法を

用いた検討 も試みてお り,こ れによって病態 との関連性

がさらに解明できると考えている。
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