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胎生ニワ トリ網膜色素上皮細胞を用いて,ウ シ神経網

膜内在性網膜色素上皮細胞増殖因子の精製を試みた。硫

安塩析,ゲルろ過およびイオン交換カラムクロマ トグラ

フィー (DEAE_Sephadex A‐ 25)を 用いて精製を行っ

た。現在,部分精製ではあるが,ウシ神経網膜抽出液は,胎

生ニワ トリ網膜色素上皮細胞に対し,増殖効果と形態変

化作用の二つの効果を有していた。また,ゲルろ過におけ
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約

る精製因子の分子量推定から,現在精製中の因子は過去

に報告されているウシ神経網膜内在性増殖因子以外の物

質であるものと考えられた。(日眼会誌 100:145-149,

1996)
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Abstract
We attempted to purify endogenous growth fac- these purified factors may be novel from the estima-

tors of chick embryonal retinal pigment epithelial tion of their molecular weight by gel filtration. (J

cells from bovine neural retina. Ammonium sulfate Jpn Ophthalmol Soc 100: 145-149, 1996)

precipitation, gel filtration, and anion exchange

column chromatography were used. Though only Key words: Retinal pigment epithelial cells,
partially purification, bovine retinal extract had two Growth factor, Purification, Neural
effects, growth and transformation, on chick em- retina
bryonal pigment epithelial cells. We think that

I緒  言
響についての検討は,各種疾患の病態を知る上で非常に

興味深いことと思われる。今回我々は,胎生ニフ トリ

RPE細胞を指標としてウシ神経網膜内在性増殖因子の

精製を試みた。

増殖硝子体網膜症 (PVR)に おいて,網膜色素上皮

(retinal pigment epithelium,RPE)細 胞はその成因に,

また臨床上,そ の重症度および予後を大きく左右する線

維化 という現象に非常に深 く関与する
1)2)。 しかし,そ の

増殖のメカニズムは未だ不明の点も多い。

また,生体内において RPE細胞 と神経綱膜細胞は近

接 した位置 にあ り,RPE細 胞 は blood― retinal bar―

rier3)～
6)や
視細胞外節貪食能

7)～9)な ど,神経網膜細胞の代

謝およびその保全に重要な役割を果たしていることが知

られている。しかし,反対に神経網膜細胞が RPE細胞に

与える影響については,あ まり知られていない.そ の解剖

学的位置からも,神経網膜細胞が RPE細胞に与える影

II実 験 方 法

1.ニワトリ網膜色素上皮細胞の培養

Keanら 10)の 方法に基づき胎生ニフトリ網膜色素上皮

細胞を採取し,培養した。概略を以下に記述する。胎生 6

日目の受精卵 (stage 26-9)か ら眼球を摘出し,カ ルシウ

ムおよびマグネシウムを含まないダルベッコ変法緩衝塩

類溶液 (DPBS)中で,角膜上で結合織を剥離し,RPE細

胞を露出させた。眼球赤道部で眼球を切開後,前眼部およ

び中間透光体を除去した。その後,視神経乳頭部の組織を
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切除し,RPE細胞 を神経網膜から剥離 した。得 られた
RPE細胞はCTC溶液 (6 units/mlコ ラゲナーゼ,0.1%
トリプシン,2%ニ ワトリ血清および4mM EDTAを
DPBSに溶解した溶液)で 37° Cで約 5分問処理 し,5%
ウシ胎児血清 (FBS)お よび抗生物質 (100 units/mlペ ニ

シ リンおよび 100 μg/mlス トレプ トマイシン)含有

MEM溶 液でその反応を止めた。その後,1,000 rpmで 5
分間遠心し,そ の沈澄を5%FBSお よび抗生物質含有
MEM溶 液で 37°Cで,約 3週間培養した。
2.ウ シ神経網膜抽出液中の増殖因子の精製

300眼のウシ眼球から神経網膜を採取し,約 4倍量の

0.25Mシ ュークロース中でホモジナイズした。その溶液
を 4° Cで 16,000 rpm,30分間遠心し,上清 (ウ シ神経網

膜抽出液)を用いた。

ウシ神経網膜抽出液は硫酸アンモニウムで塩析 (35%,

50%,70%)し ,DPBSで透析した。最 も活性の強かった
硫安塩析 35～50%分画を,Sephadex G-100カ ラムでゲ
ルろ過 した。この際,溶液はDPBSを 用い,流量 は 1.5
m1/minと した。次に,得 られた試料を DEAE―Sephadex

A25カ ラムで 0.05～0.5 M NaCl(0.01M燐 酸塩類溶
液 pH 7.40で溶解)ま で直線的勾配により分画した。

II-1項 で得 られた RPE細胞を con■ uentに 培養 し,
CTC溶液で single cenを 得た。この細胞を 2× 104個 ず
つ 35 mm培養用シャーン(Becton‐ Dickinson Laboware)

に播 き,5%FBSお よび抗生物質含有 MEM溶 液で 2
日間培養後,引 き続いてそれぞれの濃度のウシ神経網膜

抽出液,1%FBSお よび抗生物質含有 MEM溶 液で 6
日間培養した。各実験で,各 4個の培養用シャーンを用い

た。その細胞数を算定し,各々の段階のウシ神経網膜抽出

液の RPE細胞に対する増殖効果を検討した。ウシ神経
網膜抽出液の濃度は,ゲルろ過後は約 0.1%,DEAE Se‐

phadex A 25カ ラム後は約 1%に なるように各分画を

糸田
胞
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用いた。

各段階における精製過程を調べるために,Lowry法 H)

で各々の段階の総蛋白質量を測定し,10%ポ リアクリル

アミドゲルを用いて SDS― PAGEに より精製度の評価を
行った。各段階の試料 を SDS‐ PAGEで ,各 レーンに約
15 μgずつ用いた。

図 2 ウシ神経網膜抽出液による胎生ニワ トリRPE
細胞の形態変化 .

a:connuentの 状態に培養した初代培養の胎生ニワ

トリRPE細胞.細胞同士は密着し,RPE細胞に特徴
的な六角形の細胞形態を示した。b:低濃度 (1%)
ウシ神経網膜抽出液を含む培養液にて培養した胎生

ニフトリRPE細胞.細胞は類上皮様の形態をとり,
形態変化は認められなかった。c:高濃度 (10%)ウ シ

神経網膜抽出液を含む培養液で培養した胎生ニワト

リRPE細胞。RPE細胞はその形態が変化し,紡錘形
となった。バーは 50 μm

5

ウシ神経網膜抽出液濃度 (%)

10

図 1 ウシ神経網膜抽出液の胎生ニワ トリ網膜色素上
皮 (RPE)細胞に対する増殖効果 .
濃度依存性に増殖効果が認められた。1%ウ シ神経
網膜抽出液で増殖効果は飽和した。平均値±標準誤

差
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分画に増殖活性が認められた。今回,我々はこの中で分子

量約 25～65 kDの分画を収集した。

次に,上記で収集した分画をDEAE―Sephadex A-25

カラムで分画した。約 0.3～0.5 M NaClで得られた分画

に増殖活性が認められたので,こ れらの分画を収集した

(図 5).

表 1に 各段階における蛋白質量を,ま た,図 6に は

SDS‐PAGEに よる精製度を示した。蛋白質量は,DEAE―
Sephadex A‐ 25カ ラムクロマ トグラフィー後では,精製

開始時の約 570分の 1と なっている。また,SDS‐ PAGE
で,DEAE‐ Sephadex A-25カ ラムクロマトグラフィー後

でも約 20種類近いバンドが認められる。

IV 考  按

今回,我々はPVRの治療および予防のため,その原因
および重症度を決定する大きな因子であるRPE細胞増
殖のメカニズムを探る目的として,胎生ニフトリRPE

細胞を用い,ウ シ神経網膜内在性 RPE細胞増殖因子の
精製を試みた。

ウシ神経網膜中に存在する増殖因子の研究は,1978年

にウシ水晶体細胞に対してウシ網膜抽出液が増殖促進お

よび形態変化作用を持つことが報告
12)さ れたことに始

まった。その後,同グループ
13)14)お よび Glazerら 15),Bar_

ritaultら 16)に より,ウ シ神経網膜抽出液中に含まれる増

殖因子精製の報告がなされたが,それらは構造が決定さ

れると塩基性線維芽細胞増殖因子 (basic mroblast

growth factor,bFGF)お よび酸性線維芽細胞増殖因子

(acidic nbroblast growth factor,aFGF)と 同一物質で

あることが証明された17)。 その後もCampochiaroら 18)に

より,こ れら以外の増殖因子がウシ神経網膜中に存在し,

これはヒトRPE細胞に対し増殖促進および形態変化作
用を有することが報告された。しかし,こ の因子は未精製

であり,そ の分子量などの推定から未知の増殖因子であ

２
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図 3 硫安塩析後分画の胎生ニワトリRPE細胞に対
する増殖効果.

平均値士標準誤差

III 結  果

1.ウ シ網膜抽出液のニワトリRPE細胞に対する影
響

対照 に比 し,ウ シ網膜抽出液 は,0.1%の 濃度で約

320%,1%で約 500%,10%で約 540%と 濃度依存性に
ニフ トリRPE細胞に対 し増殖効果を有 していた (図
1)。 初代培養 (図 2a)後の継代培養で,高濃度(10%)の

ウシ網膜抽出液を含んだ培養液によリニフトリRPE細

胞は形態変化を起こし,細胞は紡錘形 となった(図 2c)。

この形態変化は増殖の面では十分な効果の得られる1%
の濃度では殆ど認められなかった (図 2b).

2.ウシ網膜抽出液中の増殖因子の精製

硫酸アンモニウムを用いた塩析で,35～ 50%お よび

50～70%分画に増殖活性が認められた (図 3)。

今回は,35～ 50%塩析分画を Sephadex G-100カ ラム

を用いてさらに分画を試みた。図 4の ごとく,い くつかの
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図 4 Sephadex G… 100カ ラムクロマ トグラフィー各分画の増殖効果 .
Poolの部分の分画を DEAE‐ Sephadex A-25カ ラムクロマトグラフィーに用いた。FGF:酸性および塩基性
線維芽細胞増殖因子の分子量.Vo:排除容量 (void volume).Vt:総 容量 (total volume)。・ :細胞数 (%)
O:蛋白質量
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図 5 DEAE‐ Sephadex A‐ 25カ ラムクロマ トグラ
フィー各分画の増殖効果 .

poolの部分 (約 0_3～ 0.5 M NaClに相当)の分画を

収 集 した。・ :細 胞 数(%)▲ :NaCI濃 度 (M)
〇 :蛋 白質量(280 nm)

表 1 各精製段階における蛋白質量

精 製 段 階 蛋自質量

ウシ神経網膜抽出液 (300眼 )

硫安塩析 50%分画
Sephadex G-100
カラムクロマ トグラフィー

DEAE― Sepahdex A‐ 25
カラムクロマ トグラフィー

日眼会誌 100巻  2号

入手が比較的容易であり,ま た,短時間に大量の細胞を得

ることができる。さらに,胎生 6日 目の受精卵を用いると

線維芽細胞の混入が少なく,均一なRPE細胞を容易に

採取することができる.ま た,通常の培養条件下で活発に

増殖することから,今回のような各種因子の精製や,効

υあθにおけるRPE細胞の性質を調べるためには非常に

有用なシステムと考えられる。

我々の結果でも,ウ シ水晶体上皮細胞
12)や ヒトRPE

細胞18)と 同様に,ウ シ神経網膜抽出液は胎生ニフトリ

RPE細胞に対しても,増殖促進および形態変化作用を有
していた。この増殖と形態変化という二つの効果は,今回

の実験では異なった濃度のウシ神経網膜抽出液によって

惹起された。すなわち,増殖面ではほぼ飽和濃度と考えら

れる 1%ウ シ神経網膜抽出液では形態変化は認められ
ず,形態変化を起こすためには10%の濃度のウシ神経網

膜抽出液が必要であった。

今回の実験において,Sephadex G■ 00カ ラムクロマ

トグラフィー後の分画で,分子量約 25～65 kDの分画を

用いた。これは図 4に示したように,酸性および塩基性線

維芽細胞増殖因子(aFGF,bFGF)は 分子量約 19 kDで

あり,既に報告されているこれらの因子を今回の精製か

ら除 くために,こ の分子量約 25～65 kDの 分画を用い

た。このことから,現在精製中の物質は,過去に精製され

た aFGFお よびbFGF以外の因子である可能性が高い

と考えられる。この物質の性質を確認 し,ま た,こ れが

aFGFお よびbFGF以外の因子であるかを検討するた

めには,ま ず,ヘパリンカラムを用いてヘパリンに対する

親和性を調べることが,今後必要であると考えられる。ま

た,現在精製中の因子は,ウ シ神経網膜抽出液から得られ

たものであり,こ の因子のウシRPE細胞に対する影響

の評価も必要と思われる。

現在精製中の因子は,ニ フトリRPE細胞に対し,各精

製段階で最も強い増殖効果を持つ分画を精製したもので

ある。今後,さ らなる精製のためには,中性条件下で分離
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る可能性が大きい。このようにウシ神経網膜中には未知

の増殖因子がなお存在することが期待されている。

上記のように,過去にaFGFお よびbFGFがウシ神経

網膜から精製されている。そこで,我々はそれらの報告と

は異なった種類の培養細胞を対象とすることにより,新

規の増殖因子の発見を試みた。我々は,各種のRPE細胞
の中で安定した入手が可能であり,かつ増殖力の旺盛な

細胞である胎生ニフトリRPE細胞を用いて実験を行っ

た。ニフトリRPE細胞は古くから,各種実験系に広 く用
いられている。胎生期のニフトリRPE細胞は有精卵の

SDS― PAGE
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可能な逆相高速液体 クロマ トグラフィーなどを用いる必

要があると考 えられる.

この ような RPE細胞 にお け る細 胞増殖 の研 究 は ,
PVRの予防および治療 において非常 に重要であ り,ま
た,神経網膜細胞 と RPE細胞の相互作用の検討 は各種

増殖性疾患にとどまらず,延 いては網膜硝子体疾患全般

においてその病態解明に大 きく寄与すると考えられる。
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