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要

正常カニクイザル 3匹 3眼の視神経乳頭 における

matrix metanoproteinase活 1■のうち,gelatinase活 性

とcaseinase活 性を測定する目的で,視神経乳頭を 20時

間器官培養 した後の培養液について,gelatinま たは

caseinを 基質とした zymographyを 行い検討 した。 3

眼全例に 94 kDaと 62 kDaの gelatinase活 性が検出さ

れ,ま た, 1眼には 58 kDaの gelatinaseが わずかに検
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約

出された.いずれの視神経乳頭からも明らかな casei¨

nase活性は検出 されなかつた。 (日 眼会誌 99:582

-585,1995)
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nase,Zylllography,Gelatinaes,Caseinase
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Abstract
Gelationolytic and caseinolytic activity of matrix one eye gelatinolytic activity of the 58 kDa band was

metalloproteinase in normal cynomolugus monkey also demonstrated. Caseinase activity was not
optic nerve heads was investigated. Optic nerve detected in any of the three optic nerve heads. (J
heads of three eyes were incubated in the media for Jpn Ophthalmol Soc 99 : 582-585, 1995)

20 hours. Each media was applied to the gelatin or
casein containing gels, and zymography was perfor- Key words: Monkey optic nerye head, Matrix
med. Major bands of 94 kDa and 62 kDa gelatinase metalloproteinase, Zymography, Gelati-
activities were demonstrated in all three eyes. In nase, Caseinase

I緒  言

緑内障における視神経障害の発症あるいは進展に視神

経乳頭,特に乳頭飾状板部の変化が重要な役割を果たし

ているということについては,今 まで多 くの報告
1)～ 3)が

なされている。 しかし,それらの報告は免疫組織化学的

手法を用い,主 として細胞外マ トリックスの変化を捕え

たものがほとんどであった。緑内障眼における視神経乳

頭部細胞外マ トリックスの変化やそれに伴う節状板構造

の変化は,視神経乳頭を構成する細胞の代謝の変化を反

映しているものであり,緑内障における視神経障害への

視神経乳頭の関与について検討するためには,さ らに細

胞レベルでの動的な変化を考慮する必要があると思われ

る。

細胞外マ トリックスの動態は,そ の合成と分解のバラ

ンスの上で成り立っており,近年 Hernandezら 4)は ,in
situ hybridization法 を用いて視神経乳頭部における I

型,IV型膠原線維の mRNAレベルについて検討し,細胞

外マ トリックスの合成系についての報告を行っている。

また,我々も視神経乳頭の器官培養を用いて,そ の蛋白

合成能の変化を生化学的に分析する試みを行い報告5)し

てきている。一方,分解系についてはこれまでにいくつ

かの分解酵素の存在が組織化学的に証明され報告6)さ れ

てきたが,そ の活性などに関しては未だ明らかにはなっ

ていない。そこで今回,我々は細胞外マ トリックス分解

酵素であるmatrix metanoproteinaseの うち,gelatin‐

aseな らびにcaseinase活性について,IE常カニクイザ

ル視神経乳頭でのその存在の有無と生化学的特性につい

て検討を行ったので報告する。
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II実 験 方 法

1.対象組織 とgelatinase,caseinaseの抽出

対象には,体重 3.5～5.O kgの 正常成熟カニクイザル

3匹 3眼 (Ml～M3)を用いた。過剰の塩酸ケタミン(ケ

タラール①)の筋注 とペントバル ビタールナ トリウム (ネ

ンブタール①)の静注により安楽的に屠殺後,眼球 を速や

かに摘出し,実体顕微鏡下で周囲組織を切除し視神経乳

頭部を切 り出した。切 り出した視神経乳頭は 30～50 mg

であった。 これ らの視神経乳頭 はそれぞれ半切 し,そ の

全量を無血清ダルベッコ変法イーグル培地 (Nissul)500

μl中 で 37°C,5%C02の 条件下で器官培養を行った。培

養液は必要量に分注し,zymography施行時まで -20°C
で保存した。

2.Zymographyを 用いた gelatinase,caseinase活

性の測定

Zymographyは 既報
7)に

準 じた。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

るグル中の 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で 50 mM Tris‐ HCl(pH
7.6),10 mM CaC12を 含む溶液中で gelatinaseは 20時

間,caseinaseは 48時 間酵素 反 応 を行 い,coomassie

briniant blueを 用いて染色 して酵素活性のバ ン ドを検

出した。また,一部のグルはmetaHoproteinase inhibitor

として 10 mⅣI EDTA, 101■Ⅳ[EGTA, 10 mA/11, 10‐

phenan‐ throHneを 加えて酵素反応 を行い,こ れ らのキ

レー ト剤によって酵素のバンドが消失することを確認 し

た。

III 結  果

眼圧は塩酸 ケタ ミン (ケ タラール①)麻酔下で Alcon

Applanation Pneumatonograph ①を用いて 2回以上測

定 し,い ずれ も20～28 mmHgで,平均眼圧は 24 mmHg
であった。また,眼底はTopcon社製立体眼底カメラで

観察したが, 3眼 とも視神経乳頭 には異常を認めなかっ

た。

図 1に gelatinを 基質にした zymographyを示 した。

Ml～ M3の 全 例 に 分 子 量 94 kDaと 62 kDaの
gelatinase活 性が認められ,ま た,M3に はこの他に 58

kDaのバンドも認められた。酵素反応時にキレー ト剤を

添加した場合にはすべてのバン ドが消失してお り,以上

から,こ れらのバンドが金属イオンによって活性化 され

る metanoproteinaseの作用によるものであることが明

らかにさオし́た (図 2).

一方,caseinを基質 とした場合 には,今回の反応条件 ,

反応時間ではグル上に明らかなバ ンドを検出することは
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図 1 視神経乳頭器培養液中の gelatinase活性

各視神経乳頭は,500 μlの無血清培地中で 20時間器

定培養し,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 20時間行った。自く抜けているバン

ドが酵素活性を認めた部位を示す.

MW:分 子量 (Da),Ml,M2,M3:各 々のサル眼

視神経乳頭
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図 2 キレー ト剤添加時の gelatinase活性 .

キレー ト剤を使って図 1と 同様の反応を行ったもの.

図 1で認められたバンドはすべて消失 しており,図 1

で認められたバンドが酵素反応によるものであること

が確認 された.

MⅥr:分子量 (Da),Ml,M2,M3:各 々のサル眼視
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図 3 視神経乳頭器官培養液中の caseinase活性 .

図 1同様 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時間行ったが,明 らかなバンドは認められな

かった。

MW:分 子量 (Da),Ml,M2,M3:各 々のサル眼

視神経乳頭

できなかった (図 3)。

IV考  按

視神経乳頭飾状板は,膠原線維を中心 とする種々の細

胞マ トリックスと節状板細胞,グ リア細胞,な らびに血

管を構成する内皮細胞,壁細胞など多くの細胞要素から

構成されている8)～ 11)。 また,こ の乳頭飾状板部位は視神経

軸索が眼内から眼外へ通過する部位にあたり,視神経軸

索の形態,機能の維持に重要な役割を果たしていること

が推定される。近年,緑内障眼,実験サル緑内障眼にお

いて, この乳頭飾状板の形態変化のみならず,そ の細胞

外マ トリックスの分子レベルでの変化が相次いで報告さ

れ,緑内障における視神経障害との関係において注目を

集めている1)2)15)。

細胞外マ トリックスの組織における代謝は,その合成

と分解のバランスによって保たれてお り,細胞外マ ト

リックス分解酵素は総称 してmatrix metaHoproteinase

(MMP)と 呼ばれている。MMPは まず活性を持たない

pro―enzyme formと して分泌され,種々の物質の作用を

受けて active formに 変化 した後,そ の基質に働 くこと

が知られている。これらの酵素は各々一種類から複数の

細胞外マ トリックスに作用し,そ の remodeningを 調節

している。これまで眼科領域においては,角膜7),隅角線

維柱帯
16),前房水17),強膜18),網膜19),網膜色素上皮20)な

ど多 くの組織においてその活性が認められることが報告
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されてきたが,乳頭飾状板部におけるその存在の有無に

ついては明らかにされていなかった .

今回,我々が酵素反応の基質 として用いた gelatinは
,

MMPの うち主 として MMP‐2(72 kDa gelatinase)と

MMP-9(92 kDa gelatinase)に より分解される。 この

zyrllography‐ C言忍め られ た 94 kDaと 62 kDaの gel‐

atinaseは ,分子量 とその基質か ら考 えて MMP-9と

MMP-2であると思われる。今回の 3眼では,全例におい

て 62 kDaの gelatinase活 性 の 方 が 94 kDaの
gelatinase活 性 よりも強いという結果が得 られたが, こ

の傾向はFiniら 7)が
報告 した正常角膜 における gelatin―

ase活性のパターンと類似 してお り,ま た,正常隅角線維

柱帯
16)や培養網膜色素上皮細胞

20)に おいても,定常状態

においてはMMP-2が主として分泌されることから,正

常乳頭節状板部 において も他の組織 と同様 の機序で

remodellingの バランスがとられていることが推測 され

た。また,今回実験 を行った 3眼中 1眼では,わ ずかで

はあるが 58 kDaの gelatinase活 性が認められ,分子量

か らは この gelatinaseが 4ヽL4P-2の active forin‐Cあ

る可能性も考えられることから,さ らに対象数を増や し

てその活性について検討を加えていきたい と考 えてい

る。

MMPは ,そ の抗分解酵素であるtissue inhibitor of

metanOproteinase(TIMP)と バランスをとりなが ら細

胞外マ トリックスの分解に携わっていることが知 られて

お り,組織の創傷治癒過程
21)や ある種の疾患モデル 18)22)

でこれらのバランスが大きく変化することも報告される

ようになってきた。今後,視神経乳頭部位の細胞外マ ト

リックスの代謝 を考慮する際,以上の点,すなわち視神

経乳頭を構成する細胞群の細胞外マ トリックス合成能 ,

MMP活 性ならびに TIMP活性についての検討 を行い,

その動態を明 らかにしていくことが必要になって くると

考えられる。我々も実験緑内障眼について, これ らを総

合的に検討 し,緑内障における視神経障害 との関連性に

ついて究明してい く予定である。

本実験を行うにあたっては,新潟大学遺伝子実験施設の設

備,機器を使用させていただきました。桑野良三助教授ならび

にスタッフの皆様に深謝いたします。
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