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要　　約

網膜色素上皮細胞は網膜の最外層に存在するメラニ

ンを多く含む上皮で,多彩な機能を持ち網膜の維持に

必須と言われている。同時にこの細胞は網膜疾患では

さまざまな病態をとる。特に最近注目されているのは

網膜剥離後におこる増殖性硝子体網膜症proliferative

vitreoretinopathy(PVR)での役割である。この病態の

研究から近年さまざまな増殖因子,サイトカイン,細

胞外基質が網膜色素上皮細胞産生物質として同定され

た。今まで確認されたものとしては,線維芽細胞増殖

因子FGF,血小板由来成長因子PDGF,トランスフォー

ミング成長因子TGF-β,腫癌壊死因子TNF-α,イ

ンターロイキン1(IL-1),インターロイキン6(IL-

6),インターロイキン8(IL-8),コロニー刺激因

千(M-CSF),コラーゲンtype I, II, IV, VIとラミ

ニン,フイブロネクチンである。フイブロネクチンに

ついて最近の私たちの研究結果を示した。また近年網

膜色素上皮細胞の移植実験から網膜色素上皮細胞の産

生物質が視細胞のneurotrophic factorとして注目され
つつある。今後網膜色素上皮細胞の研究から産生物質

の種類はさらに増えると思われ,網膜疾患の病態解明,

治療にますます重要になってゆくと考えられる。

I.網膜色素上皮細胞(retinal pigment epithelial cells;

RPE)について

網膜色素上皮細胞は網膜の最外層に存在する一層の

メラニン色素を豊富に持つ六角形の分化した上皮であ

る(図1)日。網膜色素上皮細胞と視細胞の間は発生学

的には脳室にあたり,網膜色素上皮細胞は豊富な繊毛

で視細胞に接している。網膜色素上皮細胞の機能は視

109

図1　ヒト網膜の組織図
文献1)より改変　azure II stain. ×600)

1.神経線維層, 2.神経節細胞層, 3.内網状層,
4.内額粒層, 5.外網状層, 6.外頼粒層, 7.梶
細胞内節, 8.視細胞外節, 9.網膜色素上皮細胞

細胞の維持に必須と言われている。網膜色素上皮細胞

の役割としては列挙すると,

1 )視細胞外節末端の会食を行い視細胞のrenewalに関
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与

2)ビタミンAを貯蔵し,ロドプシンの合成分解過程

に関与

3)視細胞間基質の生成

4)脈絡隈から網膜への物質輸送とその逆方向への代
謝産物の移動

5)外側血液網膜関門(脈絡膜・網膜開門)の形成

6)網膜下腔の水分吸収のポンプ作用

7)神経網膜と色素上皮層との接着力の形成

8)メラニンの存在によって光吸収をよくする

9)網膜の支持

10)脈絡膜循環を制御する

ll)病的反応として遊走、会食、増生、化生、変性、
;iV';

と言われている1.2)。

図2　Macular puckerの眼底写真。黄斑部に増殖膜形成が
おこっている。

図3　増殖性硝子体網膜症(proliferative vitreoretinopathy,
PVR)の眼底写真。網膜各所に増殖膜ができ網膜は剥離
している

Ⅲ.視細胞間基質interphotoreceptor matrix (IPM)

網膜色素上皮細胞の産生物質については3)の視細

胞間基質interphotoreceptor matrixとしてglycos-

amionoglycans (GAGs)について研究されている。この

構成物質としてコンドロイチン硫酸,ヒアルロン酸な

どが挙げられており,種々の網膜変性症ではその構成

が変化していると報告されている蝣>.:>,)a　しかし,これら

は網膜色素上皮細胞で産生されるが,視細胞側からも

産生されている。

皿.網膜色素上皮細胞の関与する網膜疾患

網膜色素上皮細胞の産生物質について研究され始め

たのは.この細胞がIl)の病的な状態をきたすためであ

る。この細胞は正常ではほとんど増殖することなく静

止状態にあるが,ある病的な状態では増殖を開始し,

また化生がおこって線維芽細胞様となり種々の眼内病

変を修飾し,あるいは原因になると言われている。例

えば裂孔原性網膜剥離という神経網膜に裂孔ができ,

網膜下に硝子体液が入り込み網願が剥離してくる病気

がある。最近では手術により約90%以上が治癒するが,

その中に数%は眼内増殖性変化をきたすことがある。

図2の眼底写真に示すが,網膜剥離術後にmacular

puckerといって網膜中心部である黄斑部にこのような

膜形成がおこり,視力低下の原因となる。さらに網膜

各所に膜形成と牽引が起こり,網膜剥離が再発するこ

とがある。この状態は増殖性硝子体網膜症prolifera-

tive vitreoretionpathy, PVR(図3)と呼ばれ,網膜剥

離の治癒を妨げる最も大きな原因と言われている。こ

のような状態を引き起こす成因には1)硝子体の変化,

2)網膜の変化, 3)炎症の機転が考えられているI.fl)。

そして膜の構成成分としては,線維芽細胞,網膜色素

上皮細胞,神経腰細胞,マクロファージが言われてい

る。これらの細胞が相互に作用しあって膜形成がおこ

るわけであるが,網膜から眼内に遊走した網順色素上

皮細胞の化生,異常増殖が主たる原因と言われている.

。このように異常増殖がおこり膜形成がどのように

起こって行くかのメカニズムを調べる際に問題となっ

てきたのが,網膜色素上皮細胞の産生物質とその役割

である。

Ⅳ.網膜色素上皮細胞の増殖因子,サイトカイン産生

いままでに報告されているのはa)細胞増殖因子, b)

サイトカイン, C)細胞外基質extracellular matirxがあ

る。増殖因子とサイトカインについては分子生物学的

手法を用いて近年精力的に仕事がなされた。同定され

たものとして,線維芽細胞増殖因子FGF-日,血小板
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衷1網膜色素上皮細胞で産生される増殖因子,サイトカ
イン一覧表

mRNA protein in situ　文献番号

FGF O O

PDGF O　　　　　　　　　　　　12) 13)

TGF- /9　　　o　　　　　　　　　　　　14) 15)

TNF- α　　　0　　　　　　　　　　　　16)

IL-1　　　　0　　　　0　　　　　　　17)

IL-6　　　　O O O　　18) 19)20)

IL-8　　　　0　　　　0　　　　　　　　21)

M-CSF O O　　　　　　　　22)

OMessengerRNAが確認されたもの,蛋白が同定されたも
のin situで証明されたものを示す。空欄は不明である
ことを示す。

由来増殖因子PDGF':　トランスフォーミング因子

TGF-p'　腫癌壊死因子TNF-ォlG',インターロイ

キン1(IL-1)in,インターロイキン6(IL-6)1

19)2(1)インターロイキン(IL-8)2'コロニー刺激

因子(M-CSFrである。遺伝子レベルでのみ確認

されたり,蛋白として同定されたり,組織学的に証明

されたりしているのでそれらを表に文献とともにまと

める(表1)。これらの局所で産生される物質は網膜色

素上皮細胞の増殖,他の細胞の遊走や増殖に関与して

おり,眼内で複雑なネットワークを作っていると考え

られる。今後さらに発見される増殖因子やサイトカイ

ンの項削ま増えると思われる。

V.細胞外基質extracellular matrix

細胞外基質については蛍光抗体法によりコラーゲン

typeI, H, IV, VI,ラミニン,フイプロネクチンが

あげられている23-25)。フイブロネクチンは単体分子量

が約23万の糖蛋白で,血祭中には2量体として,細胞

には多量体として存在し,細胞外基質extracellular

matrixの構成要素,接着,遊走,分化に関与している

と言われている。フイブロネクチンについては増殖性

硝子体網膜症の手術中に採取した硝子体液中に高い瀕

度で存在し,強力な網膜色素上皮細胞の遊走因子とし

て報告されている2り。私たちも眼内増殖膜中のフイブ

ロネクチンの存在を調べて増殖膜形成での役割につい

て検討してみた。

硝子体手術によって得られた15例の増殖膜(macular

pucker5例,増殖性硝子体網膜症10例)を0.1%グル

タールアルデヒド及び3%パラホルムアルデヒドを含

illl

図4　増殖膜のI G S S法による染色(×340),細胞と細
胞外基質が層状に配列し,細胞外基質の層にフイブロネ
クチン陽性所見がある。

図5　増殖膜の金コロイドを用いた免疫電子顕微鏡写真
(×4200 ,細胞外のコラーゲン様物質の層にフイプロネ
クチンを示す金コロイド像が見られる。

むMg十十　Ca-十-free Dulbeccoリン酸緩衝液(pH7.2)

(PBS)を用いて室温で1時間固定した。PBSで洗浄し,

0℃の50%エタノールにて30分間脱水した後　-35℃

でエタノール系列の脱水を行いLowicryl K4M

(Polaron Equipment Ltd. England)に包埋し,紫外線

照射(320nm)で垂合した。このブロックを薄切し,

IGSS(Immun0-gold silver staining)法と金コロイドを

用いた免疫電子顕微鏡法でフイブロネクチンの存在を

調べた。増殖性硝子体網膜症の膜組織でのフイブロネ

クチンの分布を図4, 5に示す。図4はIGSS法によ

るものであるが,細胞と細胞外基質が層状に配列し,

細胞外基質の層にフイブロネクチン陽性所見が見られ

た。図5は電子顕微鏡像であるが,細胞外のコラーゲ

ン様物質の層にフイブロネクチンを示す金コロイドが
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図6　ヒト血祭フイプロネクチンと牛胎児血清由来フイブ

ロ　ネク　チ　ンのEnzyme-linked immunosorbent assay
ELISA法での標準曲線。 ●:ヒト血祭フイプロネク

チン, ○:牛胎児血清由来フイブロネクチン。ヒト血祭
フイブロネクチンにのみ標準曲線が得られている。

見られた。すべての試料から陽性所見が得られ,フイ

ブロネクチンは種々の眼内増殖組織中に存在し,細胞

と細胞外基質の接着部分に多く観察された。フイブロ

ネクチンは眼内増殖組織を形成する細胞と基質との接

着に関与していると考えられた。

Ⅵ.ヒト培養網膜色素上皮細胞のフイブロネクチン

産生

培養ヒト網膜色素上皮細胞でのフイブロネクチンの

産生を検討してみた。培養では牛胎児血清中にフイブ

ロネクチンが存在するので,それと交叉しないと卜血

祭フイブロネクチンにのみ反応するモノクローナル抗

体(Hybritech, San Diego, U.S.A.)を用いた　Enzyme-

linked immunosorbent assayを用いて検定したところ,

図6のようにと卜血祭ブイプロネクチンの標準曲線が

得られ,牛胎児血清から精製したフイプロネクチンに

は反応しなかった。この牛胎児血清を用いてと卜網膜

色素上皮細胞を培養し, confluentになった状態で24時

間のcondition mediumをとって測定したところ,

medium中に500ng/cell産生していることがわかった。

間接蛍光抗体法を用いたところ図7のような典型的な

縮み臼状パターンが得られた。また,網膜色素上皮細

胞が血柴中のフイブロネクチンをとりこむ可能性があ

るので　251-ヒト血祭フイブロネクチンと網膜色素

上皮細胞の反応をみた　aI-ヒト血費フイプロネク

チンは細胞外基質に非特異的に結合するが,結合の割

合は抽出された細胞外基質への結合と変わらないこと

から,網膜色素上皮細胞の細胞外成分に取り込まれな

いことが判明した(図8)。網膜色素上皮細胞はフイブ

ロネクチン産生の場となっていることが確認でき

図7　ヒト培養網膜色素上皮細胞の間接蛍光抗体法による
フイブロネクチン染色像(×210 。典型的な編み目状像
が見られる。

た。叢近TGF-βが網膜色素上皮細胞でのフイブロ

ネ9.チン　typeI, IVコラーゲンのdegradationを抑制

していると報告されている21)。また細胞外基質につい

ては,硝子体中の成分がその産生を制御しており,特

にtypeIコラーゲンを増加させるとの報告がある2H)。

細胞外基質については産生の詳しい情報とともに,各

種増殖因子,サイトカインとの関係について今後検討

していく課題であると思われる。

Ⅶ.その他

その他に産生物質として　PGD.洪', LTC<　などの

エイコサノイドが挙げられているが、その役割につい

ては不明である'Z…l)0

Ⅶ】.今後の研究の展望

近年網膜変性疾患の治療として,網膜色素上皮細胞

の移植実験が行われるようになった。その実験から網

膜色素上皮細胞の産生物質が視細胞のneurotrophic

factorとして働いているのではないかと注目されてい

る・-u.x¥-。増殖性硝子体網膜症に関する研究だけでなく,

この方面の研究からも今後網膜色素上皮細胞産生物質

は重要なものと考えられる。

Ⅸ.まとめ

最近までに同定された網膜色素上皮細胞産生物質に

ついて述べるとともに,そのひとつであるフイブロネ

クチンについてのデータを示した。今後網膜色素上皮

細胞産生物質の項目はさらに増加するものと考えられ
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図8 '-'-I-ヒト血柴フイブロネクチンと培養ヒト網膜色
素上皮細胞の反応。 Confluentのと卜培養網膜色素上皮
細胞を-r'I　ヒト血墳フイブロネクチン(400,000cpm)
と血清を含まない培養液中で反応させた。反応させた後
の○ :細胞のTriton-solub】e分画, ● : Triton-insoluble
分画(細胞外基質にあたる),書:細胞を前もってTriton
処理して得た細胞外基質(抽出された細胞外基質)と1251
1ヒト血賛フイブロネクチンを同様に反応させて細胞外
基質に非特異的に結合するフイプロネクチンを調べた分
画。生細胞の細胞外基質への結合と抽出された細胞外基
質への結合が同じ割合であることから結合は非特異的で
あるとわかるo生細胞の細胞外基質にI-ヒト血襲フイ
ブロネクチンが取り込まれていないことが確認されるo

る。網膜色素上皮細胞産生物質に関する研究は,網膜

疾患の病態解明,治療にますます貢献すると思われる。
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