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培養ラット網膜色素上皮細胞 (RPE)を 用い,一酸化

窒素 (NO)の産生と一酸化窒素合成酵素 (NOS)につい

て調べた。RPEは生後 7～ 10日 のラッ トから採取され,

10%ウ シ胎児血清を含む DMEM培 養液中で培養 した。

培養液中の NO:濃度はグリース反応を用いて調べた。

NOS活性は反応産物である3Hシ トル リン量で測定 し

た。RPEの mRNA分 画に逆転写酵素を用いたポ リメ

ラーゼチェーン反応 (RT‐ PCR)を用い,遺伝子産物の

解析を行った。RPEはサイ トカインや細菌内毒素によ

る刺激を加えると培養液中にNOの酸化物 NO:が蓄積

され,NOを産生することが判明した。インターフェロン

γ(IFN‐ γ)と ネズミチフス菌内毒素 (LPS)の組み合わ

せ刺激でNOラの産生量は最大となり,こ の産生はデキサ

メタゾンやニト回アルギニンによって阻害された。ラッ
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卜平滑筋誘導型―酸化窒素合成酵素の DNA配列をプラ

イマーと して,IFN‐γとLPSに よる刺 激 を与 えた

RPEの mRNA分画の RT‐ PCRを行うと,相当する大

きさの DNAフ ラグメン トが得られた。刺激 を与えた

RPE粗抽出液は 270 pmo1/min/mgの 一酸化窒素合成

酵素活性を示 した。これらの結果から,培養ラットRPE
は誘導型の一酸化窒素合成酵素によりNOを産生する

ことが判明 した。産生された NOは眼内の炎症過程に何

らかの機能を担っている可能性が考えられた。(日 眼会誌

99:541-545, 1995)
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Abstract
We investigated the production of nitric oxide enzyme required arginine, NADPH, and tetrahy-

(NO) and nitric oxide synthase (NOS) by rat retinal drobiopterin for the reaction. The specific activity
pigment epithelial cells (RPE) in culture. Methods : of the crude RPE extract was approximately 270

RPE was isolated from the eyes of 7-10 day-old pmol/min/mg. Conclusion: Like bovine RPE, rat
rats and cultured in Dulbecco's modified Eagle RPE produced NOS by the immunological stimula-
medium with l0% fetal calf serum. NOi concentra- tion. Induced NOS and the product NO may play
tion in the culture medium was determined with the important roles in inflammation of the eye. (J Jpn
Griess reaction. NOS was assayed by measuring 3H Ophthalmol Soc 99:541-545, 1995)

citrulline as the reaction product. RT-PCR was
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ments showed that stimulated RPE expressed a gene sion
product corresponding to inducible-type NOS. The
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I緒  言

一酸化窒素(NO)は ,ガス状のフリーラジカルである。

この低分子物質は血管内皮由来の血管拡張因子の本体で

あることが判明して以来,細胞内や細胞間の情報伝達や

細胞毒性にかかわる物質として種々の生理学的,病理学

的機能を有することが判明し興味を集めている。NOは

細胞内で一酸化窒素合成酵素 (nitric oxide synthase,

NOS)に よリアミノ酸アルギニンから合成される。NOS
には細胞質内に常在する構成型酵素 (cOnstitutive NOS,

cNOS)と ,種々の刺激を受けることで合成される誘導型

酵素 (inducible NOS,lNOS)の 2種類が存在する1)2)。

cNOSは内皮細胞,あ る種の神経細胞,副腎などに存在

し,カ ルシウム依存性であり,血管の拡張や神経伝達に

関与する。.iNOSは マクロファージ,平滑筋,内皮細胞

などで細菌内毒素 (LPS)や種々のサイ トカインにより

誘導される1)2)。 iNOSは カルシウム低依存性であり,炎症

や感染に際し,NOを合成して生体防御などの生物学的

機能を担うことが知られている3).眼 内での NOや NOS
の存在や機能について,最近 2,3の報告が行われた。ウ

シ網膜でcNOSが機能していること4),ウ シ網膜色素上

皮 (RPE)で インターフェロンγ(interferon gamma,

IFN―γ)と LPSの刺激によりNOの産生が誘導される

こと5),ま た,我々のグループによリラットのエンドトキ

シン誘導ぶどう膜炎 (EIU)で iNOSが関与することが示

された6)。

今回,我々はラットの RPEを用い,誘導刺激により生

産されるNOを測定するとともに,INOSの 遺伝子発現

について検討し,RPEで NO,NOSの 機能についても考

按 したので報告する。

II実 験 方 法

1.材  料

ラットはLong Evans系 の新生仔 を用いた。コラゲ

ナーゼはWorthington,ヒ アルロニダーゼ,デキサメタ

ゾン(dexamethasone)お よびニ トロアルギニ ン(NC‐

nitro‐ L‐ arginine,NA)は Sigma, トリプシンは Difco,

Salmonella typymurium細 菌内毒素 (lipopolysacchari‐

de,LPS),牛胎児血清,Dulbecco's modined Eagle

medium(DMEM)は Gibco,ヒ トリコンビナントイン

ターロイキンlβ (IL‐ lβ)と ヒトリコンビナントtumor

necrotizing factor α(TNF―α)は Genentech,ラ ットリ

コ ン ビナ ン トIFN― γは Ciba― Geigy, また tetrahy―

drObiOpterine(BH4)|ま E)r Schircks Laboratory(Jona,

スイス)か ら購入した。L[2,33H]ア ルギニン 1塩酸塩

(1,336 GBq/mmol)は NENか ら手に入れた。他のすべ

ての試薬は手に入る最高純度のものを用いた。

2.ラ ットRPEの採取と培養

実験は,すべて「動物の保護及び管理に関する法律」
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に従って施行した。ラットRPEは Mayersonら 7)の方法

に準 じて初代培養 を行った。生後 7～10日 の Long

Evans新 生児ラットから眼球を摘出しpH 7.0の balan‐

ced salt solution(BSS)中 ,0.05%コ ラゲナーゼ,

0.005%ヒ アルロニダーゼ 37°C,60分問処理,続いてpH

8.0の BSS中で 0.1%ト リプシンで 37°C,60分間消化

した。前眼部,硝子体,脈絡膜を除去後,RPEを網膜か

らシー ト状に剥離し,BSSで洗浄後,さ らに 0.1%ト リ

プシンで 37°C,2.5分間消化し細胞を単離した。採取し

た細胞は 5× 104個/mlの濃度で培養皿にまき,10%ウ
シ胎児血清を含むDMEM中 で 5%C02を含む培養器内

で 37°Cで約 10～14日 間サブコンフルエント状態になる

まで培養した。

3.RPEの刺激とN05の測定

NO産生量はその安定酸化物の亜硝酸イオン(NO])と

して測定した8)。 96穴培養皿で培養したラットRPEに ,

ラットIFN_γ ヒトIL-lβ ,ヒ トTNF‐ α,LPSを いくつ

かの組み合わせで培養液中に混入することで刺激した。

また,ニ トロアルギニン,デキサメタゾンの N02産生阻

害効果 を調 べた。培 養液 中の NO]は グ リース反応

(Griess reaction, 1%sulfanilamide, 0.1%naphtyl‐

ethlenediamine水 溶液 (1:1)を試料 と同量加え,室

温で 10分反応させ,540 nmの 吸光度を分光光度計で測

定)9)で刺激後 168時間まで経時的に定量を行った。定量

は培養液に希釈した亜硝酸ナ トリウム(NaN02)を スタ

ンダー ドとした。

4.ポ リメラーゼチェーン反応 (PCR)に よる研究

サブコンフルエントに達した 60 mm培養皿 3枚分の

RPE(約 107細胞)を IFN‐γ(100U/ml),LPS(10 μg/

ml)で 6時間刺激した。全 RNAの調製はグアニジンチ

オシアネー ト液を用いた方法10)で行った。細胞を4Mグ
アニジンチオシアネー ト (25 mMシュウ酸緩衝液 pH

7.5,0.5%ザルコシル,0.lMメ ルカプトエタノールを

含む)処理,次いで酸性フェノール処理,エタノールに

よる沈殿で全 RNAを抽出した (収量約 30 μg)。 メッセ

ンジャーRNA(mRNA)は 全 RNAを 材料にオ リゴdT

ビーズ (01igodex,TAKARA)を 用いて精製 し (収量約

200 ng),こ の抽出したmRNAを鋳型にして逆転写酵素

で相補鎖 DNA(cDNA)を合成したH)。 無刺激の RPEを

対照とし,PCRは cDNA 20ngを 鋳型としてマニュアル

どおりに行った。サーマルサイクラー (Cetus社)を用い

た。プライマーとしては,ラ ット血管平滑筋の iNOSの

cDNA塩基配列12)を もとに以下の二組を合成 した。

プライマーlF CCGTTCGATGTCCGAAGCAA
プライマーlR AGGAAGTAGGTGAGGGCTTG

(2058-2506  449:ち皇:芝書)

プライマー2F CTGCAGCACTTGGATCAATA
プライマー2R CTGGCTCTTGAGCTGGAAGA

(2840-3371  532:ち畠i:書彗‐)
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図 1 コンフルエン ト状態の培養ラッ ト網膜色素上皮

細胞 (× 100)。
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図2 培養ラット網膜色素上皮細胞によるNO,の産
生の刺激条件.

種々のサイ トカインと細菌内毒素 (LPS)を 単独な

いしは組み合わせて培養細胞を刺激し,グ リース反

応で測定した 50時間後の NOうの産生量を示す。イ

ンターフェロンγ (IFN‐γ,100U/ml),tumOr ne‐
crotizing factor α (TNFα,150U/ml),LPS(10
μg/ml),イ ンターロイキンlβ (IL‐ lβ,100U/rnl),

デキサメタゾン (lμ :M),NC‐ nitro‐ L‐ arginine(NA,

lmM)お よびその組み合わせで刺激した。対照は無

刺激を示す。

黒四角 :対照,黒丸 :イ ンターフェロン,黒三角 :

リポ多糖類,罰印 :イ ンターフェロン十リポ多糖類

N02産生の経時的変化を示す。N02濃度は 160時間以上

まで蓄積が認められ,30μ M以上まで増加 した。

3.PCRの実験

IFN‐ γとLPSに より刺激 した RPEか ら抽 出 した

mRNAを ,鋳型 として行った PCRの産物をアガロース

電気泳動 した (図 4)。 ラット平滑筋 iNOSの cDNA塩
基配列をもとにしたプライマー1と 2でそれぞれ予想さ

れる499塩基対,532塩基対の分子量に一致 したDNA
のシングルバンドが確認された。また,無刺激の対照で

はバンドが確認されなかった。

増幅反応の条件は,熱変性 94° C/1分問,アニーリング

67°C/2分間,DNAの合成 72° C/2分間として 40サ イク

ルの増幅を行った。PCR産物は 1%ア ガロースグル電

気泳動で分析した。

5。 NOS活性の測定

60 mm培養皿でサブコンフルエン ト状態まで培養し

た RPEを IFN‐ γ(100U/ml)と LPS(10 μg/ml)で 8時
間刺激 し,10 mM,Hepes burer(pH 7.2)に懸濁,超
音波粉砕 (3秒間,Microson,Heat System)後 に遠沈

(12,000g,30分 間,4°C)し,上清を粗酵素液 とした。

NOS活性は Bredtと Synderの 方法により酵素反応に

よるアルギニンのシ トル リンヘの変換で測定した13)。

アッセイの組成は,Hepes buffer(pH 7.2)40 mM,
NADPH O.81mヽ4,EGTA O.8:mλ4,CaC12 1lmM:,DTT

O.8 rnA4, Calinodulin 8 μg, BI―140・ 08 rnA/1, L―バ リじ/

0.8mM,Lアルギニン (3H O.l μCi)32μ M,粗酵素液

0.1～ 0.5 mg蛋白,全量 50 μlである。25°C,10～40分間

反応させ,300 μlの 4mM EDTA,40 mM Hepesで 反

応を停止し,反応液をDowes 50× 4の小カラムに通過さ

せ,回収される。Hシ トルリンの放射能を液体シンチレー

ションカウンターで測定した。蛋自質は Lowryら 14)の
方

法で測定した。

III 結  果

1.ラ ットRPEの培養

5× 104個/mlに まいた細胞が培養皿上でコンフルエ

ント状態になるまでには 10～14日 を要した。位相差顕微

鏡による観察では採取時培養液中で浮遊 していた細胞が

培養皿上に固着するのに約 4～ 5日 を要し,その際に双

核の細胞がいくつかみられていたが,時間の経過 ととも

にその数が増加し,コ ンフルエント状態ではほとんどの

RPEは双核で,核周囲の細胞質に色素顆粒を有する均一

な単層の細胞 となることが確認された。図 1に培養 14日

目の RPEの顕微鏡写真を示す。

2.RPEによるNOの産生

ウシRPEの報告5)の NO産生を刺激する物質 と濃度

を参考にして,方法に示したサイ トカイン類 とLPSを

培養液に加えた。この刺激条件下で刺激 50時間後に培養

液中に出現した NO:濃度を図 2に示す。無刺激の対照で

は時間経過に伴った N02産生は殆ど認められず,ま た,

LPS, IFN‐γ, TNF― α, IL-lβ (そ 才しぞれ′1,000U, 150

U,100U/ml)に よる単独刺激でもN02産生は殆ど認め

られなかった。IFN―γとLPS,IFN― γとTNF″ を組み

合わせた刺激では,培養液中にNO'産生(12～ 16μM/50

時間)を 示した。IFN―γとLPSの組み合わせ刺激による

NOラ産生はL‐ アルギニンの誘導体であるNAに より約

50%,ス テロイドホルモンの一つであるデキサメタゾン

により約 60%抑制された。図 3は IFN―γとLPSの単独

刺激,お よび両者の組み合わせで刺激 を行った場合の
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図3 培養ラット網膜色素上皮細胞によるNO'産生
の経時的変化.

無刺激の対照 (control),IFN‐ γ (100U/ml),LPS

(10 μg/ml)お よび IFN‐ γ(100U/ml)十 LPS(10

μg/ml)に よる刺激を行い,165時間まで培養液中の

NC濃度を測定した.

図 4 ポ リメラーゼチェーン反応 (PCR)産物のアガ

ロース・ゲルを用いた電気泳動。

プライマー 1お よびプライマー 2を 用いた PCRの

結果,449塩基対,532塩基対の位置にシングルバン

ドが検出された。それぞれの右側 は分子量マーカー

(上から2,000, 1,500, 1,000, 700, 500,400,300,

200塩基対数)を泳動 したもの.

4.NOS酵素活性

刺激した RPEの粗抽出液は,ア ッセイ条件下 3Hアル

ギニンのシトルリンヘの変換を触媒 した。反応は20分間

程度直線的な活性を示した(図 5).粗酵素液の比活性は

270 pmo1/min/mg蛋 自 で あった。 アッセ イ 系 か ら

NADPHを 除いたものは殆 ど活性を示さず,無刺激の

RPEの抽出液にもNOS活性が検出できなかった。

IV考  按

Mayersonら 7),Edwards15)は
,ラ ットRPEは グπυグυθ,

効 υttθ とも生後 2週間までに双核細胞 となる特徴を有

日眼会誌 99巻  5号
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図 5 -酸化窒素合成酵素 (NOS)活性測定 .

酵素反応は約 20分直線的に進行し,粗酵素液の比活性

は約 270 pmo1/min/mg蛋 自であった。

すると報告している。図 1の ように,我々の初代培養

ラットRPEは双核で色素顆粒を含んだ均一な単層の細

胞 としてみられ,他細胞の混入のない純粋 な RPEで

あったと考えられる。Mayersonら 7)は ラットRPEの倍

加時間は3.5日 を要し,他の細胞の倍加時間が 1日 か 2

日以内であるのと比べると倍の時間を必要とし,継代培

養では色素顆粒の減少,細胞の平坦化などの形態的変化

が現れるのみならず,細胞増加率も減少するとしている。

ラットRPEの 初代培養 した ものを継代培養 を試みた

が,発育が不良であり,形態的にも色素顆粒の消失など

初代培養と異なる像が観察された.したがって,実験に

はすべて初代培養細胞を用いた。

近年,マ クロファージ以外の多 くの組織や細胞でも

NOの誘導的産生が報告されている。例えば,ラ ットグリ

ア細胞はLPSに よる刺激で16),ラ ット腎メセンギウム細

胞は IL‐ lβ あるいは TNF‐αで17), ヒト肝細胞は IL‐1

β,TNF―α,IFN_γ および LPSの複合刺激で18)NOの 産

生,お よび NOSの誘導が報告された。また,RPEで は,

ウ :シ RPE(IFN― γ+LPS)5), ヒ トRPE(IFN‐ γ+IL-1

β)19)で NOの誘導的産生が報告された。我々は,ラ ット

RPEで IFN‐γとLPSの組み合わせによりNO産生が

誘導されることを見出し,こ の点ではウシRPEに類似

した性質を示すことがわかった。

NOの産生が NAと デキサメタゾンにより阻害され

るという結果は,RPEで もNOは アルギニン経路を通

じて iNOSに より合成されることを示している。実際に

iNOSが細胞内で合成されていることを示すため,PCR
の実験およびNOS酵素活性の測定を行った。 2種類の

プライマーを用いた PCRの結果は,それぞれ予想され

る単一の DNAフ ラグメントを得た。このことは,ラ ット

平滑筋細胞 iNOSと 同一ないしは非常に近似 した酵素

が RPEに おいても誘導されることを示している。ラッ

トRPEの超音波破砕上清はNADPH依 存性にアルギ

ニンのシトルリンヘの変換を触媒し,比活性 270 pmo1/
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min/mg蛋 白を得た。これは,ラ ットRPEで も他の細胞

の iNOSと 同レベルの酵素活性が誘導されることを示

していた。

最近,我々のグループによリラットのエンドトキシン

誘発眼内炎(EIU)に iNOSが 関与すること,し か も,

NOS阻害剤 NAに より炎症そのものの程度がおさえら

れたことが示された6)。 このことは,NOが眼内炎のよう

な特殊な炎症にも重要な役割を持つことを示唆 してい

る。これらのこと,ま た他の細胞での NOの役割,さ ら

にRPEの特殊な機能をふまえて RPEの iNOSと 産生

するNOの機能の可能性を以下のように考察した。マク

ロファージなどにみられるように,侵入した病原体の刺

激により直接,あ るいは免疫・炎症反応によりRPEか ら

NOが産生され,こ れが病原体を攻撃する機能がある可

能性がある。これは IFN―γの抗ウイルス作用とも合致す

る。さらに,産生された NOは炎症のカスケード因子の

一つとして他の細胞への情報伝達機能に関連している可

能性がある。また,オ ー トクラインあるいはヘテロクラ

インに細胞増殖を調節する,細胞毒 として働いている可

能性があり,いわゆるアポトーシスとも関係する。RPE
の特殊な作用として貪食作用に関与する可能性が考えら

れる。しかし,こ れらの検証には誘導や阻害剤などの グπ

υ′′知,効 υグυθの詳細な実験を必要とするのはいうまで

もない。眼内の病変を考える場合,NOは既に無視できな

い因子 となっていると考えられる。
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