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要

In situ hybridization法 によリラッ トの角膜におけ

る manganeOus superOxide dismutase mRNA(Mln…

SOD mRNA)の発現細胞の局在を検討 した.Mn‐SOD
cDNAプ ロープを pOlymerase chain reaction法 によ

り合成 し, ラット脳から抽出した全 RNAに対して slot

blot解 析 を行 い,ラ ットMn‐SOD mRNAと ハ イブ

リッドを形成することを確認 した。
3H…dCTPで標識 し

た Mn‐ SOD cDNAプ ロープを用いて生理的環境下飼

育中の成熟ラット角膜凍結切片 (10 μm)に 対 して in

situ hybridization(42° C,20時間)を行った.そ の結果 ,
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約

角膜上皮基底細胞に Mn‐ SOD mRNAの 発現を認めた。

生理的条件下においても角膜に Mn¨SOD mRNAの 発

現が確認されたことから,角膜上皮は常に活性酸素によ

るス トレス下にあり,それに対する生体防御機構の一部

として Mn‐ SODを産生 していると考えられた。(日 眼会

誌 99:749-754,1995)
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Abstract

We investigated the localization of Mn-SOD Mn-SOD mRNA in the rat corneal epithelial layer.

mRNA in the rat cornea under physiological condi- We suggest that corneal epithelial cells are con-

tions using in situ hybridization. A Mn-SOD cDNA stantly exposed to active oxygen stress even under

probe was synthesized by polymerase chain reaction. physiological conditions and synthesize Mn-SOD to

Slot blot analysis was performed to confirm that the protect themselves from the stress. (J Jpn Ophthal-

cDNA probe hybridizes with rat Mn-SOD mRNA. mol soc 99:749-754, 1995)

Frozen sections of rat cornea were subjected to in
situ hybridization using 3H-labeled Mn-SOD cDNA Key words: Free radical, Superoxide, Mn-SOD'

probe. The results demonstrated the expression of In situ hybridization, Rat cornea

I緒  言

superOxide dismutase(SOD)は 活性酸素の 1つであ

るスーパーオキサイドを不活性化する酵素で生体内に広

く存在し,活性酸素による組織障害から生体を防御する。

近年,老化,糖尿病,虚血性疾患,炎症,癌などいろい

ろな病態の発症 と進行にSODが深 くかかわっているこ

とが明らかになってきた1)2)。 眼科的にも自内障,糖尿病

網膜症をはじめ,多 くの疾患との関連が報告
3)～ 6)さ れて

いる.生体内で活性酸素そのものを捕えることは困難な

ため,活性酸素の不活性化酵素や活性酸素による組織障

害産物である過酸化脂質の検索を中心に研究が進められ

ており,SODの 眼球内局在についても明らかになってい

る。しかし,活性酸素ス トレス下での生体防御機構 とし

てSODが どのように発現されるのかを知るためには,

免疫組織学的検索で SOD蛋 自の局在を示すだけでな

く,蛋白合成の直接の根拠 となるmRNAの発現を捕え

ることが重要な意味を持つと考えられる。今回我々は,

Mn_SODが活性酸素に対する生体防御機構 にどのよう

に関与 しているのかを明 らかにする目的で,in situ
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hybridization(ISH)を 用 い て ラット角 膜 に お け る

Mianganeous‐superoxide dismutase(NIn― SOD)inRNA
発現細胞の局在を検討 した。

II実 験 方 法

1. ラッ トMn‐SOD complimentary DNA(cDNA)

プロープの合成

ラットMn‐ SOD cDNAプ ローブは,既知のヒトMn‐

SOD DNA塩 基酉己列 を鋳型 として polymerase chain

reaction(PCR)法 により合成した7)8).ま
ず,既知のラッ

トおよびヒ トの Mn‐SOD DNA塩基西己列の相同性を調

べた ところ,ヒ トMn‐ SODの 5′末端 か ら 154～ 733番

目,ラ ッ トMn‐SODの 5′ 末 端 か ら 183～ 649番 日 の

DNA領 域が 92%の相同性を有 していた (表 1)。 この約

570 bpの領域を PCR法で合成 した。

Sense prinlerと し て 5′
‐TAGGTGAACAACCTGA―

ACGTC‐ 3′,antiSense prinlerと して 5′
―ACATTCTCC‐

CAGTTGATTACA-3′ をDNAシ ンセサイザー (Applied

Biosystem,391 DNA Synthezizer PCR‐ MATE)で合

成 し使用 した。PCR条件 は始 めに 95°Cで 10分 間 de‐

natureさ せ,そ の後 denature温度 95°Cで 3分問,反応

温度 54°Cで 5分問,仲展温度 74°C5分間のサイクルを

30回 反復 した。PCR産生物を精製 し,ア ガロースゲル電

気泳動法で単一バン ドとして検出されることを確認 し

た。さらに制限酵素切断を行い,生成物の確認を行った。

設計 した cDNAは GCATCの 塩基配列 をただ一か所だ

け有 している (表 1,矢印 )。 この部位で PCR生成物を制
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限酵素切 断す る と,250 bpと 317 bpの 塩基長 を持 つ

DNA鎖 に切断されることが予想される。GCATCを 認

識し切断する制限酵素 5ル NI(Biolabs,New England)

123b1r

約250bp

約320bp

表 l Rat Mn‐ SOD cDNA塩基配列

約570bp

SfaNl切断   IMnい SOD DNA
cDNA  ladder

図 l Polymerase ch」n reaction(PCR)i産物の)解析.

1.5%ア ガ ロースゲル 上 で 123bp DNA ladder

(Life technologies,Inc)嵯 J」 ),PCR産物 (中夕|」 ),

制限酵素切断後のPCR産物を電気泳動した。PCR
産物はDNA ladderと の比較から,約 570 bpの塩基

長を持つ単一のバンドとして検出された。制限酵素

切断後の PCR産物は計画どうり約 250 bpと 約 320

bpの 2本に分かれたバンドとして検出された.
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pBR322 probe     Mn―SOD cDNA prObe

pBR     mRNA    pBR     mRNA

図 2 Slot blot解 析。

ラット脳抽 出全 RNAに 対 して manganeous super―

oxide dismutase(Mn‐ SOD)complementary DNA
(cDNA)プ ローブを用いたフィルターハイブルダイ

ゼーションを施行 したニ トロセルロース膜には,吸着

させた全 RNA量 に対応した色素濃度の陽性バンドが

検出された (最右例).陽性対照であるpBR 322に 対

するpBR 322プ ローブでのハイブ リダイゼーション

(右から4列 目)では陽性バンドが確認された。陰性対

象である pBR 322に 対する Mn‐SOD cDNAプローブ

でのハイブ リダイゼーション (左 か ら 3列 目)と ラッ

ト脳全 RNAに対するpBR 322プ ローブでのハ イブ

リダイゼーション (左から2列 日)と では陽性バ ン ド

は検出されなかった。

た.乾燥凍結保存 しておいた切 片 を PBSで洗浄後 ,

proteinase‐ K処理 (0.5μ g/ml,5 nlin)を 行った.4%
PFA/PBSで後固定後水洗し,70%,95%エ タノールで

脱水 した。次に,プレハイブリダイゼーションを行った。

プ レハ イブ リダイゼーション溶 液 の組成 は,10 mM
Tris‐ IICl(pH 7.4),0.6 M NaCl, lnlM EDTA(pH

7.4),50%deionized fornlamide,1× Denhard's,yeast‐ t

RNA(0.5 mg/ml),salmon‐ sperm‐DNA(0.25 mg/ml)

である。この溶液を 5分間沸騰浴後,急冷処理 した後 ,

直ちに各切片に載せ,42℃ で 2時間プレハイブリダイズ

させた。次に,ハ イブリダイゼーションを行った。ツヽイ

ブ リダイゼーション溶液の組成 は,10 mM Tris‐ HCl

(pH 7.4),0.6卜I NaCl,lmM EDTA(pH 7.4),40%

deionized forrnarnide, 1× I)enhard's, yeast‐t  IRNA

(0.25 mg/ml),SS― DNA(0.125 mg/ml),10%dextran

sulfateに 3H標
識 cDNAプ ローブ (0.l ng/μ l)を 含 む

ものとした.こ の溶液を 5分間沸騰浴後,急冷処理 した

後,直ちに各切片に 100 μlずつを載せ,湿箱中で 42° C,

20時間ハイブリダイズさせた。

ハイブリダイゼーション後,0.5× SSC,0.2× SSCで

室温洗浄 5分 × 2回 ,SI nuclease処理後,0.5× SSCで

を用いて制限酵素切断 (37° C,60分 )を行い,ア ガロース

ゲル電気泳動 を行った。 1司 時 にDNA ladder(123 bp

DNA ladder,GIBCO BRL)を 泳動した (図 1)。

2。  Slot blot角旱ホ斤

合成した Mn‐SOD cDNAプ ローブが実際にラットが

生体中で合成 しているRNAと ,ハイブリッドを形成す

ることを確認するための予備実験 として slot blot解 析

を行った。まず,Chomczynskiら 9)の 方法に準 じてラッ

ト脳から全 RNAを抽出した。全 RNAの 2イ音希釈系列

をイ乍成し,20 μg,10 μg,5μg,2.5μ gの
`金

RNAを 2

枚のニ トロセルロース膜に吸着させ,80° Cで 2時間乾燥

させ固定した (図 2,右から 1列目と3列 目)。 一本鎖化

したリエアー化 pBR 322の 2倍希釈系列を同様の処置

で 2枚のニ トロセルロース膜に固定した (図 2,右から

2列 目と4列 目).プ ローブとして合成 したラットMn―

SOD cDNAを ランダムプライムDNA標識法でジヨキ

シゲニン標識 したものと,ジ ゴキシゲニン標識 リニアー

化 pBR 322と を用いた。全 RNAと pBR 322を それぞ

れ吸着させた 2枚のニ トロセルロース膜 (図 2,右から

1枚目と2枚目)に対して,Mn‐SOD cDNAプローブを

用いて フィル ターハイブ リダイゼーションを行った

(42° C,15時間)。 同様に,全 RNAと pBR 322を それぞ

れ吸着させた 2枚のニ トロセルロース膜 (図 2,右から

3枚目と4枚 目)に対しては,pBR 322プ ローブを用い

てフィルターハイブリダイゼーションを行った。ニ トロ

セルロース膜を洗浄後,ジ ヨキシゲニン‐cDNA―mRNA
hybridの 免疫学的検出を行った。以上のハイブ リダイ

ゼーションおよび免疫学的検出操作に使用した溶液の組

成および条件はキット内容に準じて行った (Genius TM

Nonradioactive DNA Labeling and Detection iKit,

Boeringer}√ annheinl Biochelnicals).

3.ISH

実験には 12時間明 (昼光ランプ下)/12時間暗で飼育

された体重 200gの 雄ラット(Wistar系 )を 5匹使用し

た。実験動物をペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブ

タール①)の腹腔内注射で麻酔後開胸 し,約 200 mlの

4%パ ラフォルムアルデ ヒ ド/リ ン酸緩衝液 (PFA/

PBS)で上行大動脈から潅流固定を行った。潅流固定後,

直ちに両眼球を摘出し30分間同液で浸漬固定後,角膜を

分離し,さ らに 2時間浸漬固定した。次いで PBS,5%
ショ糖溶液で組織を洗った後,30%シ ョ糖溶液に 4°Cで

12時間浸漬 し,OCTコ ンパウンドに凍結包埋 した。凍結

切片の作製をクライオスタットを用いて行った。切片の

厚さは,10 μmと し,poly― L-lysine被 膜処理 したスライ

ドガラスに載せ,伸展板上で 30分乾燥した後,-80° Cで

保存した。Mn―SOD cDNAを ランダムプライム DNA標
識法を用いて 3H_dCTPで

標識 した (Random Primer
DNA Labeling Kit,Takara Blomedicals)。 3H標

識

cDNAプローブの放射活性は約 4.0× 107cpm/μ lでぁっ

|.■■||| ‐
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55°C5分 ×2回ずつ洗浄した。その後,70%,95%ア ル

コールで脱水 し,乾燥させた。次いで,既報
1° )に準 じて

オートラジオ グラフィーを行った。切片 を暗箱 中で

4°C, 3週 間露出した後現像 し,ヘマ トキシリン・エオ

ジン染色で対比染色した後鏡検 した.対照反応 として

cDNAプローブを加えずに同様の過程を処理 したもの

と,組織切片を RNase処理 した後,同様の過程を行った

ものについて検討した。以上に使用した各溶液には,混

入 RNaseの活性を抑える目的で,RNase阻害剤である

diethylpyrocarbonate(DEPC,Sigma,St.Louis)を

0.02%濃度で加えた。

III 結  果

1.PCR産物の確認

精製後の PCR産物はアガロースゲル上に単一バ ンド

として存在 した。同時に泳動 した DNA ladderと の比較

によりPCR産物は約 570 bpの 長さを持つことが確認さ

れた。制限酵素 (5カNI)切断 された精製後の PCR産物

は DNA ladderと の上ヒ較か ら計画 どうりの塩基長 (250

bp,317 bp)を 持つバンドに切断 されていることが確認

された (図 1)。 このことから,我々の合成 した cDNAは

予定 した DNA領 域 (表 1)が増幅 された ものであると

考えられた。

2。  Slot blot解 析

ラット脳全 RNAに対 してジヨキシゲニ ン標識 Mn‐

SOD cDNAプ ローブを用いたフィルターハイブ リダイ

ゼーションを施行 したニ トロセルロース膜には,吸着さ

せた全 RNA量 に対応した色素濃度の陽性バン ドが検出

された (図 2,最右列 )。 陽性対照であるpBR 322に対す
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る pBR 322プ ローブでのハイブ リダイゼーション (図

2,右から4列目)では陽性バンドが確認された。陰性

対 象である pBR 322に 対する Mn―SOD cDNAプ ロー

ブでのハイブリダイゼーション (図 2,左 か ら 3列 目)

と,ラ ット脳全 RNAに 対する pBR 322プ ローブでのハ

イブ リダイゼーション (図 2,左から 2列 目)で は陽性バ

ン ドは検出されなかった。以上の結果か ら,合成 した

Mn―SOD cDNAは 実際にラットが生体中で合成す る

RNAと ハイブリッドを形成すること,お よびラット脳

か ら抽出した全 RNA中 に合成 Mn―SOD cDNAプ ロー

ブとハイブリッドを形成するRNAが あることが確認 さ

れた。

3. ISII

ラット角膜凍結切 片 に対 して ISHに よ りMn‐SOD
mRNAの 検出を試みた結果,オ ー トラジオグラフィー

で 可 視 化 され た 3H標
識 Mn‐SOD cDNAプ ローブ

ーmRNAハ イブリッドの存在が示 された。明視野オー

トラジオグラフィーにおいて,角膜上皮細胞に銀粒子の

集積 を認めた (図 3)。 角膜上皮細胞のうち,基底細胞層

か ら翼細胞層にかけて一様に高密度の銀粒子の集積が認

められた。角膜実質細胞には銀粒子の集積は明らかでは

なかった。対照切片では銀粒子が一様 に疎 らに存在する

のみで陽性所見は認められなかった (図 4)。 このことか

ら,角膜上皮に Mn‐SOD mRNAが発現 していることが

明 らかになった.角膜中央部 と角膜周辺部 との部位によ

る発現の差は認められなかった。 5匹の実験動物の個体

差による発現の違いは認められなかった.

図 3 Mn‐SOD cDNAプロープを用いた in situ hybridization(ISⅡ )施行眼 (ヘマ トキシリン対比染色 )。

角膜上皮層を中心に点状の銀粒子の集積が認められた。角膜実質層にはほとんど銀粒子の集積 は認められ

なかった.バーは 20 μm
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IV 考  按

好気性生物は呼吸や代謝に分子状酸素を有効に利用し

ているが,好気的環境下でこの生命活動を営む限り必然

的に活性酸素が生じる。このため,好気性生物は常に活

性酸素による組織障害の危険にさらされていると考えら

れる。無秩序に生じた活性酸素による組織障害を防ぐた

めに,生体は活性酸素に対する強力な防御機構を備えて

いる。抗酸化剤であるビタミンEや アスコルビン酸,抗

酸化酵素であるSOD,グルタチオンペルオキシダーゼ

(GSHPx),カ タラーゼなどはその代表である.活性酸素

に対する防御機構 と発生する活性酸素のバランスが崩

れ,活性酸素が過剰になると生体の重要な構成成分であ

る脂質が中心的に過酸化され,そ の生理作用が失われる。

また,一部では核酸や蛋白質にも変性が起こる。活性酸

素の中でもスーパーオキサイ ドは金属イオンの存在下

で,ハーバーフイス反応により強い組織障害能力を持つ

ヒドロキシラジカルを生じることから,生体内でまず第

一に消去しなければならない活性酸素と考えられる。こ

のスーパーオキサイ ドの不活性化反応を触媒する酵素が

SODで あり,生体防御機構の中でその働 きは重要であ

る。 SODに はCu, Zn―SOD, Mn―SOD, extracellular

SODの 3種アイソザイムが存在する。Cu,Zn―SODと

Mn―SODは細胞内局在が異なり,同 じ反応を触媒するも

のの,恐 らく何らかの役割分担があるものと考えられる。

例えば,Cu,Zn‐SODは脳幹,肝臓,腎臓,副腎,精巣

に多 く,蛋白量もMn―SODの 5～10倍量存在すること

から,生体の生命活動に伴い常に発生するスーパーオキ

サイドの不活性化に中心的な役割を果たしていると考え

られているH)。 一方,Mn‐SODは ミトコンドリアに局在
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し,TNF,IL-1を はじめ様々なサイ トカインにより

mRNAが誘導されることが報告12)13)さ れ,活性酸素に対

する細胞防御反応の点で重要であると考えられている。

ExtraceHular SODの病態的意義についてはほとんど不

明である。活性酸素は一般に反応性が高く,種類によっ

ては半減期そのものが非常に短いこと,強力な防御機構

によりすぐに不活性化されることなどの理由から,生体

内で活性酸素そのものを測定することが困難であり,い

くつかの手法が試みられているが,特異性に乏しく測定

法が確立しているとはいいがたい14)。 このため,活性酸素

による生体障害の研究には活性酸素による組織障害産物

の中心である過酸化脂質の局在,定量やあるいはSOD

を始めとする活性酸素不活性化酵素の活性測定,免疫組

織化学による局在,ELISAに よる蛋自定量などが行われ

てきた。その結果,SODは老化,糖尿病,虚血性疾患,

炎症,癌などいろいろな病態に深 くかかわっていること

が明らかになってきており1)2),眼
科的にも自内障,糖尿

病網膜症をはじめ多 くの疾患との関連が報告
3)～6)さ れて

いる。活性酸素存在下での SODの組織内局在は興味深

いところであり,今回使用した実験動物であるラットに

ついてもヒトと同様に3種類のアイソザイムが存在する

こと15),そ の眼球内局在については免疫組織化学的に

ラット角膜上皮,虹彩,水晶体,網膜に存在することが

示されている16)。 しかし,ELISAに よる免疫学的な定量

と活性測定法を比較する方法によりSODは病的状態で

活性が低下し,そ の状態で蓄積される可能性が示唆され,

この活性の落ちた SODの増加が老化や糖尿病による合

併症などにかかわっている可能性が示されている2)。 こ

のため,病的状態での生体反応を考えるうえではSOD
の定量や局在の検討のみでは不十分であり,SODの 合成

Mn‐SOD mRNAの 局在 。松尾他

図 4 RNase処理後切片に対する ISH施行眼 (ヘマ トキシリン対比染色)

角膜上皮,角膜実質に銀粒子の集積は認められなかった。バーは 20 μm
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そのものを捕えることが必要 と考えられる。今回我々は,

Mn‐SOD cDNAプ ローブを用 い て ISHを 行 い,Mn‐

SOD mRNAの発現の検索を試みた結果,生理的環境下

飼育中のラット角膜 において Mn―SOD mRNAの 発現

を確認 した。一般に,蛋 自は生体内で DNA→ mRNA→
スプライシング→蛋白合成 という過程を経て合成,蓄積

されるため,組織内で mRNAを 検出することは蛋自合

成の初期段階を捕えることになり,そ の検出部位で,そ
の時点での蛋自合成を意味する。一方,免疫組織化学に

よる蛋自の検出は,蛋 自合成の最終生成物を捕えてお り,

そこに蛋自が存在する事実を示 している。現在までに角

膜 を含め眼球組織内で Mn―SOD mRNAの 発現が捕 え

られたとする報告はみられないが,免疫組織化学的には

ラット角膜上皮に SODが存在することが報告されてい

ることから,Mn‐ SODは角膜上皮で合成され,そ の場に

蓄積されると考えられる。角膜は薄い涙液層を介 して直

接外気と接 しているため,酸素ス トレスや光ス トレスに

よる影響を受けやすい環境にある。地表に降 り注 ぐ太陽

光線には種々の波長の光が含 まれるが,波長が 295 nm

以下の遠紫外線および近紫外線の一部はほとんどが角膜

で吸収される.遠紫外線は水中で水和電子を介してスー

パーオキサイ ドを発生 させ,ま た,近紫外線によリフォ

トダイナミック作用を介してスーパーオキサイド,一重

項酸素が発生 し得る17)た め,光ス トレスの影響は大 きい

と考 えられ る.一方,Mn― SODは ス トレスに対 して

mRNAが 誘導される一種のス トレス蛋白としての性格

を有 している。今回の実験結果は,角膜は日常的にスー

パーオキサイ ドによる組織障害の危険にさらされている

こと,角膜のスーパーオキサイ ドに対する防御反応の過

程に Mn‐SODが関与 していること,お よび角膜上皮は日

常的に Mn‐SODの合成を行っていることを示す もの と

考えられる。ラット角膜上皮にはスーパーオキサイ ドに

対する生体防御機構が存在 し,そ の一部 として Mn―SOD
の合成が生理的条件下でも行われていることが証明され

た。オゾン層の破壊が進行すれば,太陽自然光中の紫外

線が急激に増えると予想される。現在,活性酸素の発生

による角膜組織障害についての報告はみられないが,今
後,活性酸素防御機構の破綻により生 じる疾患について

の研究が重要であると考えられる。活性酸素に対する生

体防御機構 を総合的に把握 してい くためには Mn‐SOD
だけでな く,他の重要な活性酸素不活性化酵素である

Cu,Zn‐SOD,GSHPx,カ タラーゼな どについて も,

mRNAの 発現について明らかにしてい くことが必要で

あると考えられた。ISH法 は各種のス トレスに対する直

接の反応 として,蛋 自合成を捕えられる点で活性酸素に

対する生体防御機構 を解明して行 くうえで有用な手法で

あると考えられた .
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