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社会の高齢化に伴い,そ の頻度が増 した加齢黄斑変性

と,現在治療法のない網膜色素変性は視力障害の重篤な

ことと患者数の多さから網膜における代表的な疾患であ

る。近年,移植によってこれらの難治性疾患の視機能回復

をはかることが考えられるようになった。我々は視細胞

維持のために欠 くことのできない網膜色素上皮細胞

(RPE)を移植するための基礎研究を行った。

1)RPEは合成する cytokineお よびその受容体の多

様性が特徴的である.関 連する cytokineに は多 くのも

のが知 られ,そ れ ぞれが autocrine,juxtacrine,para‐

crine的に眼内組織を構成する細胞に作用 し,そ の多彩

な機能を発現 している(cytokine network)こ とを文献

的に考察した.さ らに,ヒ ト網膜色素変性と発症のメカニ

ズムは異なるものの,生後 1～ 2か月で視細胞が変性消

失する Royal CoHage of Surgeon's(RCS)ラ ットを用

い RPE移植によってその進行が阻止されること,同 様

の効果が塩基性線維芽細胞成長因子 (bFGF)の投与でも

起 きることから,視細胞保持のため RPE移植またはこ

の cytokineの利用もあり得ることを示 した。

2)臨床応用を考え,移植に使用する色素細胞をどこか

ら得ることができるかを考察 した。新鮮または培養に必

要な患者自身の RPE(自 己 i autograft)を 得ることを

試みたが成功しなかった。そこで,何 らかの理由で妊娠中

絶 した胎生 21週 以 前 の胎 児 か らRPE(同 種 :a1lo‐

graft)を分離した.こ の RPEは分離直後の新鮮なもの,
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それを様々な期間培養 したもの,その培養細胞を 2か月

まで同様に凍結保存 し,再度融解 したものなどを移植実

験に利用 した。また,自 己組織 (autofraft)を 利用するた

め,採取可能な自己の虹彩色素細胞 (IPE)の利用が考え

られることを実験的に示 した。培養および凍結保存によ

る RPE,IPEの 性質の変化は,色素細胞の標識酵素であ

る tyrosinase,ty■ osinase related proteil■  Iと:II

(TRP‐ Iと II)の発現を分子生物学的な手法を用いて調

べた。長期間凍結保存 しても細胞活性は低下せず,ま た,

色素細胞に特徴的な性質も保持されていた。これらの結

果は,将来 HLAの適合性 も含め,症例によって適 した

RPEま たは IPEを随時利用可能な“色素上皮細胞バン

ク"と も呼ぶべき施設設置の可能性を示している。

3)同種 または異種 RPE移植による免疫反応の有無

は,臨床応用を考える上で大切である.過去に報告された

通 り,我々の動物実験では同種はもとより,異種 (xeno‐

graft)で あるヒトの RPE,IPEを移植 してもはっきり

した炎症反応はみられない。さらに,モ デル動物の RCS
ラットでは異種である培養 ヒトRPE移植により,視細

胞の変性が阻止されるとともに本来視細胞の変性過程で

出現する mttor histocompatibility(MHC)class II陽

性細胞の出現も抑制されることが明らかになった。しか

し,異種であるヒ トRPEを conagen sheetに 培養 し,

ウサギ前房に長期間移植 した場合には網膜電図 (ERG)

が減弱 し,網膜下腔には大食細胞の遊走も観察された。移
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植していない僚眼にも影響が現れており,全身的な何ら

かの免疫反応が起きていることを示していた。これは臨

床応用を考える上で今後慎重に検討する必要がある。

4)網膜変性症モデル動物の RCSラ ットでは,同 種,

異種 RPE,IPEを移植 した結果視細胞変性を阻止する

ことが出来 た。さらに,細 胞増殖因子として働 くcyto‐

kineが このモデル動物の視細胞変性を阻上できるとい

う実験結果に基づき遺伝子操作を加え,bFGFcDNAを
導入した同種 IPEを作成,移植 を試み,視細胞変性阻止

効果を確かめた。これと遺伝子の運び屋である vector

のみのもの,本来の IPEと 比較 し,差があるか どうかは

まだ明らかでないが,視細胞死を有効に阻止することが

できれば,こ のような遺伝子技術を用いて特定の性質に
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変換 させた色素細胞移植という方法も,安全で将来役立

つものと思われる。さらに,臨床応用を念頭においてウサ

ギ,サル眼球で硝子体手術後に網膜裂孔を作成 し,培養

RPEや IPEの移植 を行った。特に明らかな免疫反応は

みられなかったし,術後 6か月を経ても増殖性硝子体網

膜症などの変化 は示 さなかった。(日 眼会誌 100:982

-1006,1996)
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Abstract
Age-related macular degeneration is one of the tried to otrtain enough RPE cells for culture in uitro

most serious diseases in elderly people because of its from patients with large or giant retinal tears, but
disasterous visual outcome and its prevalence. Even were unsuccessful. Cells were easily obtained from
if the submacular and choroidal neovascular mem- fetus eyes, and could be cultured and transplanted as

branes could be surgically excised, seyere damage or fresh, primary, or multiple passage cells. We also

evacuation of retinal pigment epithelium is innevita- tried cryopreservation of these cells for up to 3

ble in the operated area. Pigmentary dystrophy is months. Enzymatic expression of tyrosinase,
also a devastating hereditary eye disease with severe tyrosinase related protein I and II and some other
visual disturbance. Up to now, there have been no enzymes was examined by proliferating chain reac-

effective treatments for either of them. We conduct- tion to detect possible transformation during the
ed basic experiments on retinal pigment epithelium procedure. The cell characteristics were well preserv-
(RPE) culture, transplantation of the cells to the ed. In the future, if these RPE cells could be safely
subretinal space of animals, especially, the Royal kept and available in deep-frozen condition, we

College of Surgeon's (RCS) rat, a model of heredi- could use them clinically at the appropriate time and

tary retinal degeneration, and observed their effects in appropriate numbers for patients as an "RPE
in preventing photoreceptor cell death. bank" just like an "eye bank" for corneal transplan-

1) We reviewed recent reports of RPE function in tation.
relation to cytokine production and autocrinef para- 3) [mmunological reaction is very important if we

crine function of these ligands. Some cytokines with consider this technique for clinical application. Up

strong mitogenic effects as nerve trophic/growth to now, in experimental animals, no immunological
factors were able to rescue photoreceptor cell death reaction has been reported even for xenograft
in dystrophic, ischemic, and light-damaged retinas human RPE in rats, in funduscope and histological
in the rats. We transplanted allograft pigmented examination, because the intraocular space is an

RPE from Long Evans rats or xenograft, human immunologically priviliged site. But transplantation
and bovine RPE into the subretinal space of RCS of human RPE cells with a collagen sheet into the
rats, and could observe the retardation of the anterior chamber in rabbits caused a difinite reac-
photoreceptor cell death. tion detected by suppression of the electroretino-

2) As a source of human transplantable RPE in gram and macrophage infiltration into the su-

clinical practice, we could use patients' own RPE bretinal space, not only in the operated eye but also

cells as autografts or those from aborted human in the contralateral non-operated eye. These results
fetus eyes as allografts. At present, we cannot use suggest that we must be cautious in clinical use of
RPE cells from different species as xenografts. We heterogenous RPE transplantation. The expression
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of MHC class II cells was observed in the course of
photoreceptor cell degeneration in the RCS rats but
it was suppressed if they were rescued by the trans-
plantation of human cultured RPE in these animals.

4) For clinical application of this technique, auto-
grafts are naturally much better than the xeno
grafts or allografts. We tried to use iris pigment
epithelium (IPE) for transplantation because it
consists of pigmented cells of neural origin and
enough could be obtained with ease by peripheral
iridectomy. We also tried transfection of a vector
(pCNX2) or vector-inserted cDNA of rat bFGF into
the rat IPE and transplanted into the subretinal
space of RCS rats. These transfected cells expressed

strong mRNA of bFGF. The photoreceptors were
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well preserved and immunological reaction could not
be detected by funduscopical or histological exami-
nation. If we could use the IPE of the patients
themselves for transplantation, either wild or
modifled with molecular techniques, it would be

much safer and easier. (J Jpn Ophthalmol Soc 100 :

982-1006, 1996)

Key words: Transplantation of retinal pigment
epithelium, Intraocular immune reac-
tion, Iris pigment epithelium, Cul-
tured cell, Cryopreservation, Neuro-
trophic factor, Nerve growth factor,
Cytokine, Gene transfection, Basic

fibroblast growth factor

I緒  言

様々な生体組織の移植技術が進むにつれて,角 膜移植

術の長い伝統を持つ眼科領域においてもその可能性が話

題になるのは当然のことである。日本眼科学会創立 100

周年の記念すべき宿題報告 として,視覚系における“移

植"が取 り上げられたことは,次の 100年に向かって何を

すべきかを考える時,実 に意義深いものと考える。

眼球内が移植の場として利用されてからすでに 100年

以上の歴史がある。それはこの空間が観察しやすいのみ

でなく,移植 された個体から免疫的な攻撃を受けないた

め移植片の生着がよいことがわかってきたためであっ

た。さらに,網膜の移植が眼球内に試みられるようになっ

たこと,Royal College Of SurgeOn's(RCS)ラ ット網膜

下に異種網膜色素上皮(RPE)を 移植することにより視

細胞 (PR)の変性が阻止できた という驚 くべき結果の報

告をみてからRPE移植が現実味を帯びてきたように思

ぅ1)～ 3)。 我々は過去数年にわたって視覚系のうち,PRお
よびRPEに焦点を当て,そ の培養 と物 υ′′つ における

分化,RPEに よる外節貪食能などについて報告
4)し

,さ ら

に,“移植"の 可能性についても考えてきた5)。 視覚研究に

おけるこの分野は,そ の言葉の持つ魅力ある“響 き"に も

かかわらず,研究者および研究機関が限られており,研究

結果が蓄積されてきたのは最近数年である。しかし,情報

網の発達,科学技術の進歩が急激なため驚 くべきことに,

すでにPRま たはRPE移植の臨床応用が一部の国で行

われ,マ スコミにその情報が流されている。しか し,そ の

内容は実験的な意味合いが強 く,結果も不十分で,そ の是

非については議論の余地がある。

我々は宿題報告者として指名されてから2年間,特に

RPEの移植に限っていろいろな面から,そ して当然のこ

とながら,最終的には臨床応用を目指して研究 を進めて

きた。そこで,RPEの 機能異常が病態の主役を演 じてい

ると考えられる疾患を,そ の “移植"に よって治療 しよう

と考えた場合,現在 どんなことが問題 になっているか,そ

れ を確立するためにはどんな問題があるかについて,以

下の項に従って述べてみたい。

1.最近明らかになった RPEの機能 .

2.ど んな疾患が RPE移植の対象 となるか。

3.移植に使 うRPEは どこから得るか。

4.RPE移植で免疫反応は起きるか .

5.動物の RPE移植実験でわかったこと。

6.将来への展望―治療 目的にあった RPEの 作成 と

移植法 .

今回の実験はすべての操作が日本眼科学会倫理規定に

基づき,かつ,東北大学倫理委員会の承認のもとに行われ

た。

II 最近明 らかにされた RPEの機能

我々の生体において細胞相互の働きは独立したもので

はなく,生理活性物質 (bioactive substance)ま たは cyto―

kineと 呼ばれる比較的分子量の小さな蛋自質を介して

その細胞自身,ま た,比較的近接した細胞の働きと密接に

関係 していることが明 らかにされつつある。この働 きに

は cytokine自 身 (ligand)と ともに細胞表面の膜に存在

する受容体 (receptor)が 深 く関与していることもわかっ

た。RPEが神経外胚葉から分化した上皮細胞であり,良

く知 られた柵機構,貪食能などの働きの他に表 1に示す

様々なcytokineを 分 泌 し,RPE自 身 (autocrine),そ れ

に接する周囲の細胞 GuXtacrine),経血液循環ほどでは

ないが,少 し離れた所にある細胞 (paracrine)に 対し大き

な働きをしている神経分泌細胞と表現 しても良いことが

近年急速に明らかにされ,幾 つかの眼内病変が RPEの

働 きを中心とした分子のレベルで説明されるようになり

つつある6)。 以下に現在 まで報告された cytokineに つい

て略記する。なお,表中の十は蛋自質として存在が証明さ

れたもの,一 はまだ報告がないことを示す。
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1,IGF-2)が 知られている。いずれもヒ トRPEで合成 さ

れており,受容体も確認されている。この peptideは他の

cytokineと 異なり,循環血液中に多量に含 まれ,RPEに

対し強力な分裂,増殖促進作用を持ち,イ ンスリン同様に

代謝促進作用を持つ。IGF‐ 1は視細胞間物質にも含まれ,

PR,RPE間で autocrine― paracrine的 に働いていること

が確認されている28)～ 30)。

6. Interleukin(IL):IL… 1,2,6,8

RPEが炎症細胞,線維芽細胞,astrocyte,Muller cen

などが産生するIL群の cytokine,特 に IL-lβ ,TNF― α

の刺激に反応し,IL-6,8を 合成,分泌することはぶどう

膜炎の病態解明と関連 して研究されている。IL‐ 8は別名

をneutrophil chemotactic factorと 呼ばれるよう0こ 好

中球や リンパ球遊走を引き起こすし31),IL‐ 6は 自血球系

の細胞 と同じように B― リンパ球,T‐ リンパ球の活性化 と

深 くかかわっている他 |こ ,astrocyteを刺激 して神経成

長因子を分泌させるため,神経網膜の成長,維持,修復に

重要である32)～ 35).IL‐ 6は硝子体手術を必要とする糖尿病

網膜症や増殖性網膜症の硝子体に多 く含まれている36).

7.Tumor necrosis factor abha(TNF‐ α)

非常 に強い増殖促進作用を持つ。特 |こ ,endothelial

grOwth factOr(EGF)に 比べ細胞数が比較的少ないとき

に強い作用を発揮するという37),ま た,こ の cytokineは

IL‐ lβ で刺激されると発現するようになることが報告
38)

されている。

8. Vascular endothelial growth factor(VEGF)

眼内の血管新生に深 くかかわっていることが明らかに

なった VEGFが RPEか らも合成分 泌 され,さ らに,

bFGFと 相乗的(synergistic)に 働 くため,よ り強力な血

管新生活性 を示すことが明らかになった39)40)。 このよう

に血管内皮細胞だけでな く,RPEか ら産生されている

VEGFは 眼内血管新生の主役を演じ,臨床的にも今後大

きな問題になるだろう41)42)。

以上の報告は,cytokineに 関して 物 υわθ,グη υttθ の

RPEを使って調べた結果である。このように多様な機能

を持つ RPEは ,正常状態ではPR,Muller細 胞 と視細胞

間物質(interphotoreceptor matrix,IPM)を 介して相対

し,極性をもって Bruch膜 に接着している。視細胞を正

常に維持するためには IPMも 重要で,RPEと 視細胞に

よって分泌 され,両方の細胞形態,極性,分化,遺伝子発

現,代謝活性などに影響を与え,生存そして細胞死に大き

く関与 していることが報告
43)さ れている。これら多 くの

因子が状況に応じて変化 し,こ こに述べた cytokineに

よって修飾され,そ れぞれの細胞膜に存在する受容体を

介して細胞内に情報を伝え,細胞骨格蛋白を介して核に

それが伝達される。我々の様々な器官が cytokineに よっ

て影響 し合っている関係 |ま “cytokine network"と 表現

されている“
)が,眼内空間の RPEに限ってみても,例 え

ばbFGFは強力な分裂促進作用を持つが,RPE自 身に

網膜色素上皮移植・玉井
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b-trGF: basic fibroblast glorvth factor, EGF: epidennal
grou.th factor, -I-GF a : transforming grorvth factor-a,
TGF-B : transforming grou,th factor B. PEDF: pigment

epitheliunr-derived factor. PDGF: platelet-derived growth
factor, \'Ii(iF: vascular endothelial growth factor. TNF-
a : tumor-necrosis factor-a, IGF-i : insulin-like growth
fzLctor-l. IL'l. 2. 6. 8: interler"rkin-1, 2, 6, 8

1. Pigiment epitheliunl‐ derived factor(PEDF)

ヒ ト胎児 RPEか ら分離 された もの7)で,Y-79細 胞 の

分化,す なわち花冠状の形態,neuron specttc enoraseの

発現を促す という8).DNAお よびア ミノ酸配列か ら ser―

ine protease inhibitor(serpin)supergene familyで ある

ことが明らかにされ′た9)。

2. Platelet‐ derived growth factor(PDGF)

PDGF‐ A chain(PDGF‐A),PDGF― B chain(PDGF―

B),PDGF receptor alpha and PDGF receptor beta力 ヽ

知 られてお り,ヒ トおよび多 くの実験動物の RPEで産

生 さ れ,存 在 す る1。 )11)。 RPE,gliaに 対 しangiogenic,

mitogenic,chemotacticに 働 くことが明らかになってい

る12)～ 14)。

3. Transforming growth factor alpha and beta

(TGF‐ α and β)

最初 に発見 された細胞増殖抑制機能 を持つ cytokine

で,ヒ トを含めた哺乳類の RPEで産生 され,血管内皮細

胞や RPEの 成長,創傷治癒 と関係 している15)～ 17)。 しか

し,TGF―βlと TGF‐β2があ り,前者 は RPEで は産生

されず,そ の増殖 を抑 えるのに対 し18)19),後
者は RPEで

産生 され増殖,運動,conagen,glycoproteinの 合成 を促

す といわれる20)。

4. basic fibroblast growth factor(bFGF)

神経細胞の分化,維持,分裂促進,血管新生,硝子体増殖

性疾患に関与 し,さ らに,培養 RPEが bFGFを産生する

こと,ま た,そ れ自身が bFGF受容体 を持つために auto―

crine効果を持つ ことが示されている21)～ 24)。 RPEが血管

内皮細胞 と同様 に,血 管新生 に対 して刺激作用 を持 つ

cytokineを 分泌 していることは興味深い。ヒト加齢黄斑

変性 (age‐related macular degeneration,ARMD)の サ

ンプルからTGF―βおよびその受容体 とともに存在が確

認 されてお り,こ の疾患の病態に深 くかかわっているこ

とを示 している25)～ 27).

5, Insulin‐ like growth factor(IGF)

インスリン類似の構造を持つ peptideで 二種類 (IGF―

表 1 網膜色素上皮 (RPE)に存在するサイ トカインお

よびその受容体
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よって産生され,自 身の受容体を介 して autocrine的 に

働 き,ま た周囲のRPEに juxtacrine,paracrine的 に働

いて,状況に応 じて多様な反応を引き起 こし,さ らに,

type-l plasminogen activator inhibitorsや INO,NOX

との関係ももっていることが明らかになっている45)。

このようなRPEの多様な性質を知 るとき,我々が臨

床において RPEの どの性質,ま たは機能 を必要として

移植を行うのかを常に念頭におく必要がある。それは次

に述べる“対象となる疾患"に よっても異なるであろう

し,新 しい知見が得られるたびに変わって来るであろう。

例えば,成長因子/栄養因子が視細胞の生存に欠くことの

できないことが最近の研究で明らかにされ,さ らに,遺伝

子工学の手法を用いて確かめられて来ると,成長因子に

よって視細胞をその死から救うことができないかと熱心

に考えられるようになる46)。

III どんな疾患が移植の対象 となり得るか

RPEが柵機能や貪食能の他に,前項で述べたような多

くの cytokineを 産生,分泌し積極的に網膜全体の恒常性

を保つために大きな働 きをしていることは,と りもなお

さず,一層のRPEが生涯,神経網膜 を栄養,保持 し続 け

なければならないために備えられた装置であろうと思わ

れる。その異常は即座に視機能を脅かすことになりかね

ない。

RPEは眼底の部位により機能的,形態的違いがあるこ

とは報告
47)48)さ れているが,そ れが病型にどのように影

響するかは現在まで問題にされていない。例えば黄斑部

から生じ,ほ とんどその部に限られる疾患,周辺部から発

症し,決 して後極部に向かわないもの,最終的には黄斑部

も含んで眼底全体が侵 されてしまうもの,な どがあると

いうことは光学的特性や脈絡膜循環の部位による相違に

加えて RPEの機能的,形態的違いも影響 しているので

あろう。このような視点から眼底疾患を考えることは興

味深いが,現在のところRPE移植に関 してそのような

細かいレベルでは対応できていない。

RPEを移植する目的は大きく二つに分けて考えるこ

とができる。第一は意図的であれ,手術による二次的であ

れ,欠損 した RPEの 代わ りに新しい健康な細胞を移植

し,補 うことによって今までと同じ機能,例 えば貪食機能

や柵機能を発揮させようとするものである。この場合,適

応 となる疾患は病変が眼底の局所,特 に責斑部に限られ

ることが原則であろう。理由は眼底全体を神経網膜を損

傷することなく,新 しい RPEで置き換 えることは現在

のところ考えられないからである。第二の適応 となるで

あろう疾患は,RPEの機能が本来は正常範囲であって

も,他の細胞,例 えば視細胞に異常があり,変性脱落 して

しまう場合,そ の発症を防いだり,正常 とまではいかなく

ても少しでも機能を維持させる目的で移植しようとする

ものである。後者の場合,移植した RPEは分泌機能 とし

日眼会誌 100巻  12号

図 1 加齢黄斑変性眼底 (術前 )。

a:走査レーザー検眼鏡赤外光 (SLO:IR)で撮影 した

もの。

b:螢光眼底撮影後期。新生血管膜 に螢光色素が貯留

している。

c:SLOに よリインドシアニング リーン(ICG)螢光眼

底撮影。増殖膜が脈絡膜血管の像をかくしている。

(図 3,4の a～cも 同じ方法で撮影 した写真である。)

てある種の物質,例 えばcytokineを 分泌し,そ の作用が

十分強力であれば必ずしも本来の位置,す なわち,Bruch

膜上に,極性をもって一層に並んでいるという状態にな

くてもよいかも知れない。さらに,遺伝子工学の技術によ

り特別の機能を持たせることができれば,す でにある

RPEの能力に相乗的に加わえることによって目的を達

することができる可能性がある。この考えはいい変えれ

ば,生 きた細胞を用いた drug deHvery system(DDS)と

考えられ,中枢神経系ではすでにこの発想に基づいて,基

■
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図 2 黄斑下手術により除去された凝血塊 .

手術時に採取された増殖組織や血腫を見ると視細胞側

は必ず色素上皮細胞が縁取ってお り,手術 によってこ

の細胞層が増殖組織 と一緒に除去されてしまうことを

不 している。ヘマ トキシリン・エオジン染色,バーは 5

μnl

礎研究のみでなく臨床応用がされている49)50)。
移植に対

するこれら二つの考え方を厳密に区別するのは困難かも

知れないが,眼科領域で我々がその適応となるであろう,

と考えている疾患の代表例を述べてみよう。

1. カロ歯令i黄 i賊王裂劃生(Age‐ related macular degenera‐

tion:ARMD)

移植が第一の目的に含 まれる疾患はARMDである。

本疾患は RPEの加齢 に伴 う機能異常によって,脈絡膜

からBruch膜 を通して黄斑部またはその近傍に形成さ

れるRPE下および神経網膜下の新生血管を伴う結合組

織の増殖である51)(図
1)。 それは結果的に視機能にとっ

て最 も重要な黄斑部錐体細胞の変性,脱落を加速させて

しまう。現在までのところ,laser光 凝固療法では満足す

べき結果が得られない。最近,cytokine‐ blocking strat―

egiesや 全身的なreceptor antagonistsの 投与,さ らに

は放射線照射によって血管新生を抑制することが可能で

あると報告52)53)さ れている。しかし,す でに完成された症

例には手術によって増殖組織を除去することが試みら

れ,次第に普及しつつある54)～ 58)。 ところが,摘出した組織

の検索,術後の眼底所見から外科的な操作を加えると,必

然的に RPEを 一緒に除去 してしまうことも明 らかに

なった59)60)(図
2)。 術前,後 の画像解析 を してみ る と

RPEが欠損していることは明らかで,時間の経過ととも

に脈絡膜血管も萎縮してしまうことがわかる(図 1,3,

4)。 ARMDと 異 な り,presumed ocular histoplas―

mosis syndrome(POHS)で は術後視力が良好である理

由は RPEが保持されるためであるといわれ60),ARMD

でも視細胞が十分機能 し,術後の視機能を高めるために

は欠損部をRPEで再び覆 う必要があると考えるのは自

然である。現在,最 も移植対象として考えられている疾患

は,こ のような増殖組織除去後のARMDである。他の症

987

図 3 図 1に示 した症例の術後 2週間目の眼底像 .

黄斑下にあった増殖膜 は除去されている。しか しcに

みられる通 りRPEは欠如 し,脈絡膜血管板が萎縮 し

たために強膜 まで透けて見える。

例で欠損部が RPEで再び覆われれば機能が回復するこ

とは推測され,き ちんと経過観察できた色素上皮裂孔の

症例ではすでに明らかにされている61)62)。

2.網膜色素変性

現在まで明らかになった網膜色素変性の視細胞変性メ

カニズムは,常 染色体優性遺伝型式の場合 rhodopsin,

peripherin/RDS,ROM‐ 1の各遺伝子異常,常染色体劣性

遺 伝 型 式 の場 合 cGMP phosphodiesterase beta‐

subunit,arrestinの 各遺伝子異常,性染色体性遺伝子異

常などが同定されている03)04)。 これらの原因遺伝子はい

ずれも視細胞に特異的に発現しているので,そ れによっ

てのみ視細胞が変性することがこの疾患の本体であると

網膜色素上皮移植 。玉井
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図 4 図 1に示 した症例の術後 2か月日の眼底像.

網膜色素上皮(RPE)の傷害による黄斑部の RPE,脈絡

膜の欠損部が拡大 している。周囲の RPEが増殖して

欠損部を埋めることはみられなかった.

すれば,そ れぞれの症例に対して,少なくとも劣性遺伝型

式の場合正常野性型遺伝子を導入することが本来この疾

患に対する遺伝子治療 となる。しかし,様々な工夫をする

にしても遺伝子導入を グκυ′υθ,多 υグυθで行ったり,正常

(野性型)視細胞移植をし,中枢側神経細胞 とシナプス結

合を再形成させるのは容易でない。さらに,優性遺伝型式

の場合,こ のような方法でも困難であろう。

一方,遺伝子異常の部位が決定されたとしても,そ の異

常 と最終的な視細胞死が直接つながっているとは限 ら

ず,両者の間にあるメカニズムは未だ不明である65).興
奮

性アミノ酸は神経細胞毒 としての性質をもつことが近年

脳虚血の研究から明 らかにされ,網膜の病態を考える上

日眼会誌 100巻  12号

でも興味を持たれているが,我々は視細胞から双極細胞 ,

水平細胞への興奮伝達物質であるglutamic acidが 視細

胞死に関係 しているのではないかと考えている66)。
我々

の研究から,視細胞にこのアミノ酸の過度の蓄積が起き

ていることから,そ れによって神経細胞の虚血時にみら

れるようなメカニズムで視細胞死が引き起 こされている

可能性は十分にある67)。 また,別のメカニズムによる計画

的細胞死 (programmed cell death:apoptosis)も 考えら

れ得るかも知れない。もしそうであれば,何 らかの方法で

細胞死を防 ぐことができれば,遺伝子異常による異常蛋

自が産生されていても,視細胞をさらに長 く保つことが

できるであろう。いい換えれば,先に述べたような神経栄

養因子 と呼ばれる一群の cytokineが 細胞の生存に深 く

かかわっていることか らも,も し,RPEが神経栄養因子

を分泌する特殊機能を遺伝子導入技術によって付与さ

れ,移植されれば視細胞死を防ぎ,結局は網膜色素変性の

治療に役立つことになる可能性がある。実際,ヒ ト色素変

性網膜で,神経栄養因子の一つであるbFGFが残存視細

胞に高濃度に存在することが示されているし,の ちに述

べる通 り,実験動物では高濃度 bFGF投与によって視細

胞変性が阻止されている08)69)。

IV 移植に使用する RPEは どこから得るか

RPEの移植を考える場合,移植する細胞 (donor ceH)

は得 られたものを新鮮なままで使用する場合 と,一旦培

養系に移 した後に用いる場合とがあり得る。しかし,継代

培養すると増殖能を持つ変わりに細胞は培地を交換する

度に(multiple passages)そ の細胞の持つ分化 した性質

を失う(脱分化)こ とは一般的である。それを避けるため

には初代培養(primary culture)細 胞を用いるが,いずれ

にしてもそれぞれの細胞の特性を考えた上で RPEの臨

床応用を考えるべきであろう。

1.自家移植の場合 (autograft)

1)自分自身のRPE
自己組織移植は非自己組織の移植を考える場合,避 け

ることのできない拒絶反応がないという意味では最も理

想的な方法である。しかし,RPEの場合,移植に十分な量

をどのように採取するかが問題である。例えば,片眼が何

らかの理由で機能してお らず,し かも,RPEの機能は正

常でその利用が可能であるとすれば,摘出したうえで十

に時間をかけて採取 し,利用できるであろう。しかし,一

般的には,同 じ眼球の,視力に関係しない周辺部から採取

しなければならない。この方法では得られた RPEを pri―

mary cultureし ,増殖させ移植するのに十分な細胞数を

得ることは危険を伴うし,困難である。また,下記の 5の

条件で数を増やした くても,現在知られている増殖因子

の利用では,あ る程度の数の細胞がなければ培養系で増

殖させることができない。RPEに対し非常に強力な分裂

増殖を促進するTNFα でも一つの培養皿に数千から数
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表 2 虹彩色素上度の遺伝子発現

Tyrosinase  TRP-l   TRP‐ 2   CRALBP    IL-6 1)―FGF

新鮮

培養(P-4)

培養(P-15)

保存 (-80° C)

＋

＋

十

十

＋

十

十

＋

＋

＋

＋

＋

＋

十

十

十

＋

＋

＋

＋

十

＋

十

十

＋
　
＋

　

一
　

一
　

一
　

一

3日

10日

30日

TRP 1 : tyrosinase-related protein-1, TRP-2: tyrosinase-related protein-2, CRALBP: cellular
retinaldehyde-binding protein, IL-6: interleukin-G, b-FGF: basic fibroblast growth factor

万個が必要である。我々はヒト硝子体手術 と同 じ条件を

課した実験動物 (ウ サギ,サ ル)の眼から培養に必要な十

分量 (細胞数)を 採取することも試みたが,成功 しなかっ

た。強膜―脈絡膜―網膜の生検の方法は報告されている

が我々は試みていない70)。

2)自分自身の虹彩色素上皮細胞

虹彩色素上皮細胞(iris pigment epithehum,IPE)は 発

生学的に眼杯内板と外板の前端部が色素上皮に分化した

もので,神経堤由来の虹彩実質 と結合した構造をしてい

る71).そ のため,本来 RPEと 同 じ遺伝形質をもっている

はずで,も しIPEが RPEの機能を発現し,視細胞 を維持

することができれば,採取しやすいこと,安全に十分量を

得ることがで きること,局所麻酔で都合のよいときに採

取を行えること,自 己の細胞であるため免疫反応を考え

る必要がない,な ど理想的である。そのため,autograft

を考えるとすればIPE利用を工夫することが重要であ

ろうと考える。さらに,虹彩は RPE,網膜などとともに増

殖因子によって細胞分裂を起 こす活性をもっている72).

しかし,も し網膜下に移植 して もRPEと しての働 きを

もっていないとすれば,そ のままの形では利用すること

はできない。例 えばRPEの場合,線維芽細胞を増殖促進

させるのに対 し,IPEを培養すると培養液中に分泌され

る物質は逆に抑制効果を示す という73)。 これは TGF‐β

産生によって現れる性質であるらしぃ74)。 これは次に述

べる眼内の免疫反応の特徴 とも関係することで,虹彩

―毛様体が リンパ球の増殖抑制 を示し,眼 内の免疫反応

を抑制していることはよく知 られている75)。 このような

性質からIPEを そのまま移植 に使 うことが適当である

かどうかは現在のところわか らない。しかし,RPE自 身

も先に述べたように,状況によっては TGF―βを産生す

るわけであるから16,17),移
植の目的にそって,そ の性質を

如何に調節す るかにかかってい る。我々はpolymerase

chain reaction(PCR)法 によりさまざまな条イ牛での IPE

におけるmRNAの 発現 を み た (表 2)。 Tyrosinase,

TRP‐ I,IIは 色素細胞 として特徴的なもの,IL-6は 炎症

0こ 深 くかかわ‐って :お り,cellular retinaldehyde― binding

protein(CRALBP)は retinoid rnetabolismに 不可欠な

蛋自であるが IPEに は発現 されないことがわかった。

bFGFは神経栄養因子として神経細胞機能維持に強い効

果を持つ。培養細胞では継代が進むにつれ tyrosinase活

性を失う。これは細胞が無色素状態になることと一致す

る。30日 間凍結保存 しても凍結前の状態と発現が変 らな

いことがわかる.こ れらのIPEの分子生物学的な性質は

必ずしもRPEと 全 く異なっているとはいえず,RPE類
似細胞の条件として最も大切な神経外胚葉由来であるこ

と,色素細胞であること,な どの条件を満たしていること

から,移植に用いる可能性は十分ある。

2。 同種移植の場合 (anograft)

中枢神経系では特定の機能を発揮するのに重要な細胞

の失活によって発症する疾患に対 して神経細胞,特に胎

児の幼若細胞を罹患部位に移植することが効果をもつこ

とはよく知られている。それは幼若細胞は局所環境 に適

応する能力を持ち,そ こに生着し,失われた因子を分泌す

ることができること,さ らに,遺伝子技術で cytokine分

泌能力を持たせた神経細胞を移植することで障害が改善

され ることを目的 にしたものであ る(Trophic treat―

ment)19)76)。 妊娠中絶胎児組織の利用はすでに米国,欧州

各国では法的に認められている。RPEの場合もこのよう

にして得られた細胞 を利用することは最 も現実的であ

る。しかし,日 本では胎児組織のみでなく,眼球銀行から

提供 された眼球の RPEでさえ,法制上 も含めて利用で

きる段階になっていないのが現状である。

3.異種移植の場合 (xenograft)

最近,移植外科では臓器移植に必要な提供者があまり

にも少ないこと,免疫現象が解明されて拒絶反応を何 と

か遺伝子工学の技術で抑制できる可能性があることか

ら,ブ タや彿々のような異種の RPEも 将来利用される

ようになるかも知れなぃ77).

4。 以上述べた細胞を新鮮なままで移植する場合

この場合,時間的制約から細胞分離に伴う余分な組織

も移植されてしまう危険性,さ らに細胞の生存率が悪い

ことが問題と、なる。

5。 一度培養系に移 してから利用する場合

1)継代培養しているものをそのまま利用する場合

新鮮な細胞を移植するよりも一旦培養系に移 して,

bFGFな どの増殖因子を加え,さ らにclone化 して用い

れば一定の性質を持ち,長期間の継代培養が可能となり,

最 も目的に合致 していると考えられる78)～ 80).ま た,培養
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細胞 として維持できれば入手 しやすく,手術 に利用する

のに適 しているが,分化 した RPE特有の諸性質が変化

している可能性が問題であ り,移植した後 どのような経

過で本来の性質を再び獲得するのか今後の研究が必要で

ある。RPEは 物 υあθに移植 された後,再び分化 した細

胞の性質を示すことが Y-79ヒ ト網膜芽細胞腫で示され

ている81)。 さらに,50 μM retinoic acidと 0.5 rnM butyr‐

ateを培地に加えることにより培養細胞の分裂を止め,

分化を促すような操作を加えられればそれも一つの方法

であろう82)。

2)培養細胞を凍結保存 し,必要に応じて解凍 し利用す

る場合

冷凍保存 した組織を移植に利用する考えは角膜や中枢

神経系で試みられているし83),骨髄細胞ではすでに臨床

に利用されている84)。 我々は胎児眼球から得 られた RPE
を用い,初代培養,継代培養 したもの,-80° Cに 3日～ 6

か月の様々な期間保存 した RPEを再び溶解 し,一度培

地に移 し傷害された細胞を除いてから,移植実験に使用

した。培養条件については別に詳しく述べられている85).

その方法を略述すると,何 らかの理由で妊娠中絶された

胎児の眼球か ら前眼部,硝子体 を除きtripsin/ethylene

diamine tetraacetic acid(EDTA)を 含んだ Hank's bal―

anced salt solution(HBSS)に 15分問浸し,神経網膜と

色素上 皮 を剥離,さ らに,10%fetal bovine serum

(FBS)/MEM液 でピペットを用いて RPEを 集 めた。

1,000 rpmで 5分 間遠心 しRPEを 含んだ penetと し,

trypsin/EDTA液 で洗浄 後,培 養 した。培 地 には 10%

FBS,10 ng/ml bFGF,17U/ml heparinを 含むMEM
に 1× 104個 の RPEを入れ,37°C,5%C0295%airの 環

境で培養した。培地は3～ 4日 毎に交換した (図 5)。

培養 RPEは 10%dimethyl sulfoxide(DMSO)を 含ん

だ FBSを 用いて冷凍保存 した。保存前後の細胞の生着

率はtrypan blue dye exclusion teSt,FlliCrOCulture tetr‐

azoHuΠ l assay(卜 ITA),tissue culture,transplantation

after cryopreservationの各方法で行った。各々が RPE
であることは RPE標識蛋自であるcytokeratinお よび

John C Saari教 授(University of Washington)か ら供与

された抗体 を用いCRALBP免疫染色し同定 した。凍結

保存の方法を略述すると,RPE細胞 1× 106/mlを 氷冷し

た冷凍保存用の 10%DMSOを 含んだFBSに入れ,2 ml

用の蓋つ きtubeに 入れた。Tubeは 4°Cに 保持 された

Biological Freezing・Vessel(Nihon Freezer Co.)|こ 入

れ,1°C/minの 速さで-80° C迄冷凍した。これ らの細胞

は使用されるまでそのまま保存された。凍結保存 した細

胞は様々な保存期間ののち解凍,培養したが,観察した限

りでは凍結前の RPEと 差がなかった。このような方法

は将来 “RPEバ ンク"と して臨床目的にRPEを提供す

るシステムとして有益なものになるだろう。

こうして培養された RPEは ,凍 結保存 によるmes‐
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図 5 ヒト色素上皮細胞の形態。

a:胎生 18週胎児から分離 した ヒ ト網膜色素上皮細

胞.シ ー ト状に分離されている。

b:aの細胞 をばらばらにしてか ら 5代継代培養 した

もの。メラニン色素はすでに含まれていない。活発な増

殖を示す。

c:上皮細胞であることを示すために cytokeratinの

免疫染色を行 った。すべての細胞が陽性 に染色 され,

RPEであることを示している。

バーは各々20μ m

sege発現への影響 の有無をmelanogenesisの marker

で あるtyrosinase,TRP-1,TRP-2,機 能 をみ る上 での

markerと して retinoid metabolismに 関係するCRAL―

BP,極性 と機能分化の特徴を示す もの として Na,K―

ATPaseに ついて PCR法により調べた(表 3)。 その結

b

」
Ｌ
■
■
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表 3 網膜色素上皮の遺伝子発現
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Na,K‐ATPase
Tyrosinase  TRP‐ l   TRP-2   CRALBP

α l β l

新鮮

培養 (P-3)

培養 (P-9)

保存 (-80° C)

十

＋

十

十

十

＋

十

＋

＋

十

十

十

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋
　
十

　

一
　

一
　

一
　

一

十

＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

十

＋

＋

＋

3日

14日

65日

TRP-1 : tyrosinase-related protein-1, TRP'2 : tyrosinase-related protein-2, CRALBP: cellular
retinaldehyde-binding protein

果,表 に示す通 り長期間凍結保存 をして も性質は保持 さ

れ,再度融解 して培地に戻す と十分生育できることが明

らか になった。この他 にcytokeratinの 発現 でみて も

RPEと しての性質は凍結保存後 も良 く保たれてお り85),

十分使用可能であること,RPEと しての性質はかな り保

存 されていること,IPEも 凍結保存後の性質の変化はな

く(表 2),使用 し得 る可能性があることが明 らかになっ

た。

V RPE移植で免疫反応は起きるか

臓器移植を考えたとき,移植を受ける側の免疫機構に

よって移植臓器が異種蛋自として拒絶反応が起きること

は免れない。中枢神経系ではmicrogHaが MHC class II

(nlajOr hiStOCOnlpatibility COmplex class II)分 子を発

現する86)。 ところが,RPE移植ではほとんど免疫反応は

みられないと報告されている。それは眼内空間が免疫反

「151が 起 こ り |こ く いツ勇.所 (1lrlnlunologically privileged

COmpartment)で あるためであり,こ の状態は anterior

Chamber associated immune deviation(ACAID)と 呼ば

れている。それが進化論的にみて,免疫反応に起因する視

覚機能の傷害を避けるために眼球に備わったもので,他

に脳,卵巣,精巣など特殊な部位で獲得されたものと同様

図 6 Royal college of surgen's(RCS)ラ ン`ト(rdy/rdy)総馴莫の major histocompatibilty cOmplex

(MHC)dass II陽性細胞 .

バーは各々20 μm.眼球摘出後,PLP固定をし,dry ice‐ acetone中 で OCT compoundに 包埋 し,10 μmの凍

結切片にした。一次抗体に mouse anti rat la(OX‐ 6 clone),二 次抗体には peroxidase― co」 ugated gOat anti

mouse lgGを 使用し,DABで発色 した。

a:生後 20日 の RCSラ ット.ほ とんど陽性細胞がみられない.網膜 は正常に分化,発育を示す。
b:同 42日 の網膜で視細胞層に茶褐色に染 まった MHC class II陽 性細胞がみられる(矢印).視細胞の変性
が進み,外顆粒層の厚さも半分程度に減少 している。

′
′

/

■ヽ

//
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のメカニズムであると推測されている。それは確かに眼

内のいろいろな物質,例 えば S―抗原などに対する自己免

疫疾患でみられるような反応を抑制することにも役立っ

ていると考えることもできる87)88).

これらの考えのもとに,RPE移植の実験においても,

移植細胞は拒絶されることなく生着し,機能を果たして

いることが報告89)さ れてきた。それは同種間のみでなく,

異種間でも示された9° )91).特 にヒトRPEは抗原提示能力

があるにもかかわらず92),こ れを用いた異種間の移植実

験で RPEの機能は果たされていると報告され,そ の理

由として,① 血液一眼柵の存在,② 実際上のリンパ系が

眼内には存在しないこと,③ 導出系の特徴,④ 眼内は免

疫反応が抑制される状態にあることなどが挙げられてい

る93)94).

我々は RCSラ ットの網膜変性過程 において,免疫反

応の一端 として脈絡膜,綱膜における主要組織適合性複

合体 (MHC)class II陽性細胞の出現 と,RPE移植によっ

て視細胞変性が阻止される過程での変化について免疫組

織化学的に検索を行った。経時的に視細胞変性 とMHC
class II陽 性細胞数を観察後,RCSラ ットにとっては異

種である継代培養したヒト胎児 RPEを生後 20日 目,す

なわち,視細胞変性前に移植 し,そ の後の経過を観察 し

た。その結果,視細胞の変性過程で外網状層,脈絡膜,毛様

体に MHC class II陽 性細胞が認められ,変性の進行 と

ともにその数は増加したが,RPEを 移植 した個体で同様

に陽性細胞の出現頻度を比較したところ減少しており,

少な くともRCSラ ットにおいては,視細胞変性が阻止

28         42           63
生後日数

図 7 RCSラ ット変性過程 とMHC class II陽性細

胞数に対する RPE移植の効果 .

視細胞外節の変性につれ陽性細胞数が増加 し,ほ と

んどの視細胞が変性消失する生後 2か月では減少し

ている(control).こ れに対 して同種 RPE細胞を移

植 したところ有意に減少 した.生後 63日 目で逆に増

加 しているのは移植によって視細胞が保持 され,細

胞数が保たれているためと考えられる。鍼 :移植眼,

□ :非 移 植 眼,*:p<0.01(Welchの t検 定 に よ

る。)
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されると抗原提示細胞の出現を抑える効果のあることが

明らかになった (図 6,7)95)96)。 これはRPE移植が視細

胞変性によって生じる免疫反応を抑えていると考えるこ

とができ,大変示唆に富んでいるように思う。以前から網

膜色素変性は何らかの視細胞関連物質に対する自己免疫

が生じ,血清抗体価 IgMが上昇することと関連 して発症

している可能性が報告
97)さ れている。この報告はその後

確認されていないが,自 己免疫性が高まっていることは

確かであ る らしく98),視細胞外節の変性 に伴って mi‐

crogHaが侵入してくるメカニズムとともに興味深い問

題である99)。 今回の RCSラ ットにおける結果は,RPE移

植によつて視細胞の変性が止 まれば,変性過程で生 じる

免疫反応 も減少する可能性があり,ヒ ト網膜色素変性に

おける免疫系の果たす役割を考える上で示唆に富んでい

る。

別の実験であるが,collagenの 膜にヒトRPEを 培養

し網膜下に移植 した研究では網膜電図(ERG)が 2週間

後に減弱 し,4週間後に回復 したと報告された。形態的に

も視細胞は良好に保たれていたという10°).我々はウサギ

前房内に同様の coHagen sheetに培養した RPEを移植

したところ,移植後 1週間,3週間でERGが減少 し,10

週後には回復 した101)(図
8)。 そのため,こ の経過中の検

眼鏡所見では異常はみられなかったが,10週後の組織像

からは少なくとも大食細胞の網膜下への浸潤が示された

(図 9)。 この減少が免疫反応によるぶどう膜炎などが原

μV

期間 (日 )

図 8 ウサギ前房に培養 ヒ トRPE移植後の ERGの
変化 .

ヒ トRPEは collagen sheet上 に培養 し,そ れ ごと

前房中に移植した。移植後全経過中 2か月 まで移植

眼,僚 Hlく ともに反応が抑制 され網膜電図 (ERC)b波
が減弱 している。

○ :conagen sheetの みの移植眼

▲ :そ の僚限

□ :ヒ トRPE+coHagen sheetの移植眼

■ :そ の僚限
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図 9 図 8で移植 10週 目に ERGを観察後に摘出 し

たウサギ眼球の組織像 .

この間ウサギ前房,硝子体,眼底に検眼鏡的な変化は

みられなかった。網膜剥離は固定操作の段階で生 じ

たもの と思われるが,RPE層 は浮腫状を呈 し,網膜

下腔には大食細胞の遊走がみられ異常な組織反応が

あったことを示唆している。バーは 5μm

因である可能性は否定できない。さらに,対側眼 (僚眼)の

ERGも ほぼ同じ経過で有意に減少を示しており,全身の

免疲反応が起 きていることを示している。この結果は,網

膜下移植でもこのような反応が起 きる可能性があ り,単

純に眼内は免疫系が抑えられていると信じていてはいけ

ないことを示唆 している。今後 ヒトヘの応用を考える場

合,移植による局所,全 身の免疫系の反応を長期間にわ

たって詳細に調べることが是非必要であろう。すなわち,

網膜下移植でも,注意深い観察 と現在まで報告されてい

るような短期間ではなく,も っと長い観察を行えば免疫

抑制剤の投与を必要とするに至るような免疫反応 もみら

れるはずである。最近はapoptosisの 概念と実験結果か

ら,眼内の immune privilegeに ついて新しい考え方に基

づいた説明がなされつつある102)。

VI 動物の移植実験でわかったこと

現在までに試みられた RPE移植の方法は,① 角膜 を

打ち抜いて open‐skyに するか,経毛様体扁平部硝子体

手術のいずれかの方法で網膜を経由して移植細胞を網膜

下に挿入する方法103)と ,② 経強膜的に脈絡膜,RPEを

通して網膜下に挿入する方法の二つがとられている104).

いずれの方法 も特徴をもってお り,例 えば経硝子体法は

直接観察できることから,RPEを移植する部位 も正確に

予測できる。ところが,硝子体 に流出したRPEは PVR
の原因となり得る可能性があるし,網膜を意図的に切開

し,必要以上に剥離させなければならない。一方,経強膜

法では脈絡膜血管層や毛細管板を通過しなければならな

いし,術 中経瞳孔的に直視下に RPE注入のblebを 観察

できないため,注入針の先端を確認 しながら移植できな

いこともこの方法の限界である。しかし,報告によっては

図 10 自色ウサギヘの有色 RPE移植.

a:眼底色素上皮擦過部の強膜がすけて白く見える。

b:同 じ眼底.PRE擦過部 と移植 された有色 RPEが
良 くわかる。細胞浮遊液を網膜下に注入する方法では

硝子体腔への散布の危険があり大量の細胞数は困難で

あった.

多数のRPEを Bruch膜上に移植することができるとい

ぅ105).我 々は臨床応用を念頭においてサル,ウ サギでは,

① の方法を,ラ ットでは眼球の大きさから技術的な問題

があるため② の方法で移植実験を行った。

移植後一定期間をすぎた後,組織学的にその効果を判

定する場合,そ こに存在するRPEが確かに移植したも

ので,本来あった細胞ではないことを証明することは重

要である。組織学的に移植細胞であることを証明するた

めに幾つかの工夫がなされた。その主なものは,① 無色

素 (albino)の 動物に有色(pigmented)の RPEを移植す

る(図 10),② 5-bromodeoxyuridineで ラベルする,③

炭素粒子など代謝されない物質で培養 RPEの貪食能を

利用してラベルし,移植する,④ 3Hthymidineを 取 り

込ませ,radio■ sotopeラ ベルしたもの,⑤ 各種の螢光色

素でラベルしたものを移植するなどである91)105).

移植された細胞が実際に機能しているか否かの評価も

難しい問題である。現在まで移植実験には,次 に述べる生

後一定の経過で視細胞が変性するRCSラ ットがもっぱ

ら使用されてきた。しかし,同 じメカニズムで視細胞変性
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を起こすヒト眼底疾患は知 られていない。さらに,bFGF
の受容体が欠如しているという報告

27)も あり,RCSラ ッ

トを用いた移植実験の評価をヒトの場合に当てはめて考

える場合注意が必要である。この動物ではRPE移植後,

神経網膜がどのように働いているか,神経網膜の synap―

se構成が保たれ,電気生理学的に神経節細胞の光に対す

る応答で調べた り,移植前後の RCSラ ットの行動面か

らの評価 も行 われ,実 際 に機能 してい る こ とが報

告
100)～ 108)さ れている。

1.RCSラ ットを用いた実験

RCSラ ットは先に述べた通 り,RPEの視細胞外節貪

食能の欠損 という先天的な機能異常によって,一旦正常

に分化した視細胞が形態的には生後 3週 をすぎたころか

ら徐々に変性を始め,40日 ごろにはその数が半分に減少

し,60日 ごろにはほぼすべての視細胞が変性消失する網

膜変性動物である109)・ 0)(図
11)。 このモデル動物はその

大きさ,実験のやりやすさ,変性の責任部位が RPEに あ

ることなどから,RPE移植の研究に利用されてきた。そ

の結果,移植 RPEに より視細胞の変性が阻止 されるこ

と(図 12),救 われた視細胞の代謝も視細胞外節の再生の

速さ,貪食された円板の量,IPMからも移植 RPEは正常

に機能 していることが明 らかにされた2)3)111)112).IPMは

網膜 と色素上皮の接着の役割や,外節の貪食,retinoids

の輸送,代謝物質の輸送,拡散にとっても重要であること

が報告されており,そ れが正常網膜と変わりないという

ことは移植 RPEは完全にその役割を果たしていると考

えてよいのかも知れない43)■ 3)。 これらの研究の多 くは同

種移植 (aHograft)に よってなされたが,視細胞変性阻止

効果は同種のみでな く,ヒ トRPEな ど異種細胞 (xeno‐

日眼会誌 100巻  12号

図 1l RCSラ ッ ト(rdy/rdy)の視細胞の変性過程 .

a:生後 20日 の網膜。この頃までは網膜各層が RCS対 ;I資 ラットと同じく分化発育 を続ける.

b:生後 40日 の網膜。その後視細胞外節が PREに貪食 されないため,こ の層が徐々に厚 くなり,そ れ ととも

に外顆粒層に変性が生じる。生後 40日 ころには半分の厚 さになり,2～ 3か月でほぼ消失し,光覚を失う。

c:生後 23週の網膜,3か月をすぎると内顆粒層の細胞 も徐々に減少する。RPEと の間にあるのは貪食 され

ずに残った外節由来の物質.

バーは 20 μnl(a,bも 同じ)

graft)で も起 こることが報告H4)さ れた。さらに,我々は

RPE移植のみでなく,網膜剥離手術時に得られる網膜下

液を注入することによって視細胞死を阻止できることを

示 した●5)。 これは網膜剥離腔を形成するRPEが先に述

べた通 り,bFGFや PDGFを初め各種の神経栄養因子を

分泌することから,網膜下液がそれを含んでおり,一過性

に視細胞変性阻止効果を示したもので,直接硝子体腔に

bFGFを注入した場合 と同じ効果を示したものと考えら

れる。9)。 しかし,自 己であれ,非 自己であれ,RPEが この

モデル動物の網膜下に置かれた時の視細胞変性阻上のメ

カニズムはよくわかっていない。RPEは先にも述べた通

り,沢山の種類の cytokineや神経栄養因子,成長因子を

合成,分泌してお り,そ の働きが直接,間接に視細胞膜 に

ある受容体に伝えられ,細胞内情報に変換され,核内に伝

達 されて特定の遺伝子の活性化を起 こすのかも知れな

い.

2.ウサギを使った移植実験

我々は入手しやすさ,硝子体手術が可能であるだけ眼

球が大きいこと,色素 を持った有色ウサギの RPEと 持

たないものが存在すること,移植後の眼底検査がしやす

く移植したRPEの動態を観察しやすいこと,比較的安

価であるなどの理 由でウサギを用いて実験を行った。

2～ 3 kgの 自色ウサギを麻酔後,角膜輪部から2mmの
部で 3か所挿入孔を作成 し,ヒ トと同じ方法で硝子体手

術 を行った。その後,図 13aに 示すような部位に網膜切

開を置き,意図的に網膜を剥離させ,剥離部に黒ウサギか

ら採取 しておいた新鮮有色 RPE,継代培養 してあるも

の,凍結保存後再度融解 し,培養液で活性を確認 した も

の,自 身のIPEな ど,い ろいろなRPE,IPEを 網膜下 に

_    =・  ・ ■ .

、
０

._        ・ |‐・ |■

._            |||■

b l



平成 8年 12月 10日

移植 した。硝子体側に流出した余分の細胞はできるだけ

吸引除去 した。ウサギにおいては手術後数日で剥離 は吸

収 されるため,有色 RPEの その後 の状態を容易 に観察

することができた (図 13b).

この実験系で調べられたことは IPM,視細胞,移植 し

た RPE,IPEが 形態的にどのように変化するかな どで

網膜色素上皮移植・玉井 995

|■|■|

図 12 RCS網膜変性ラットに対する RPE移植効果 .

a::生後 3か月の RCSラ ッ ト.

b:上記ラットと同一腹で生 まれた生後 20日 目のものに培養ウシ RPEを 20日 間凍結保存し,再び解凍 して

培養液に戻 した細胞 30,000/μ lを移植 した。3か月後の組織である(aと 同じ日齢).2～ 3層 の視細胞が保持

され,異種 RPEも 移植効果を持つことを示している.

バーは各々20μ m

a                                                     b

図 13 ウサギを RPE移植モデルとするために行 った我々の実験方法.

a:ウ サギではヒト硝子体手術 と同じように 3-portsを作成 し,硝子体を除去,図の様に視神経 と髄翼 を目標

に網膜に切開を置き,意図的に剥離させた網膜下で RPEを シリコンブラシ針で擦過 して除去した。その部に

あらか じめ用意した有色 ウサギ RPEや本文で述べた,様々な RPEを移植 した。硝子体腔に出た細胞 はでき

るだけ除去した。

b:そ のような操作を行った直後のウサギ眼底。まだ網膜は剥離 している。特に液一空気置換を行わな くても

剥離は 1週間以内に消失 した.

ぁった 116)117(図
14)。 移植するRPEも 受 ける網膜 も正常

なため,移植によって どのような効果が あったかをはっ

き り捕 まえることは困難であった。しか し,人 為 的 な

RPEの剥離,除去によって RPEが再生増殖することが

で きるか (図 15),'視細胞 に apoptosisが ;起 きRPEを 不多

植すればその過程を止めることができるかなど効果判定
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図 14 白色ウサギに同種有色 RPEを移植,1か月後

の組織像。

視細胞間マ トリックスに含まれる複合糖質を小麦胚

芽 レクチン(wheat germ agglutinin,WGA)を 用い

て免疫染色 した.

a:メ ラニンを含む有色素上皮細胞が Bruch膜の上

に一部存在している。外節は乱れ,短 くなっているが

WGAを 用いたレクチン染色による DAB反応が認

められ,視細胞間マ トリックスが存在 していること

を示 している.

b:WGAを 加えない対照網膜 .

バーは各々5μm

法を工夫すれば,こ の系は移植実験に有効であるという

こともできるH8)。 虹彩全層の場合,RPE除去部への IPE

の増殖 はあまりなく,視細胞 も変性 していた。IPEの み

を移植 した場合も,次 に述べるサルの場合に比較 してき

れいな色素上皮層を形成 していなかった119)。

3.サルを使った実験

我々は日本サルを用いて経硝子体法で黄斑部の耳側に

網膜裂孔を作成し,あ らかじめ採取しておいた同じ個体

の虹彩色素上皮を網膜下に自家移植し,経過を観察した。

3か月後の眼底写真 (図 16),螢光眼底写真 (図 17)と 組織

像 (図 18)である。虹彩色素は Bruch膜上に生着し,炎症

細胞などの浸潤もなく生着していることがわかる。網膜

切開をおいた所には眼底検査ではわからなかったが,螢

光眼底写真で新生血管が認められた(図 17)。 硝子体腔に

図 15 有色ウサギ RPEの再生能 .

上記の方法で色素上皮を擦過 し,移植なしで経過 をみ,

15か月後の網膜.RPEは重層 して再生 している。それ

に対する視細胞層の破壊は手術操作が大きな原因であ

る。トルイジンブルー染色,バーは 5μm

図 16 サル眼への IPEの移植 .

a:左眼黄斑部の耳側に網膜切開 を置 き,同 じ眼球か

らあらかじめ切除,培養液に用意 しておいた IPEを挿

入した 3か 月後の眼底写真。一部手術操作で RPEが
乱れているところがみられる。黄斑部の耳側に 1/3乳

頭径大の IPEが移植されている(矢印).

伸びることはなかったが,臨床応用の際は注意が必要で

ある。組織でみると,線維芽細胞の多少の増殖と網膜切開

部に細い新生血管はみられるものの,炎症細胞 もなく,非

常に良い状態である。このことは,自 己虹彩色素上皮がも

し視細胞機能を保持するのに必要な機能があれば,移植

は可能であることを示している。また,採取も我々眼科医

にとって全 く容易である。

VII 将来への展望

1.現在 までに報告されたヒ トヘの応用

実際,ヒ トに RPE移植を行った報告は日本 にはない

が,海外ではいずれ も加齢黄斑変性 と網膜色素変性 に対

b
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図 17 図 16の螢光眼底写真 .

a:早期像 (179秒):網膜裂孔作成部 は低螢光で,脈絡

膜毛細管が傷害された可能性がある。過螢光部は色素

上皮を擦過 した部である.新生血管が周囲の網膜か ら

裂孔部に侵入 していることがわかる。検眼鏡的にはみ

つからない程度にごく細いもので,硝子体腔へは伸び

ていなかった。

b:後期像 (571秒):新生血管か らの螢光色素の洩れ

によって低螢光部は消えている。この様な新生血管の

存在については臨床例では報告されていない.

して行われている。その内容を略記 してみる120)-124)。

1)Luisiana大学の研究者は加齢黄斑変性患者の 2症

例で,網膜下の増殖組織を除去 した後にヒト色素上皮細

胞を移植した。1例 は本人の RPE,他 の 1例 は死体眼か

らのもので,満足すべき結果は得られなかった120).

2)ス エーデ ンのKaroHnska研 究所 とColumbia大

学眼科の研究者達はヒト胎児か ら得た RPEを培養 し,

13例の加齢黄斑変性患者に移植 した。5例の患者には外

科的な新生血管膜の除去後,RPEの sheet状 の移植片を

黄斑下においた。術後 15か月,視力は改善していない。4

例の同様の患者には直径 0.5mmの 丸い色素上皮片を

移植した。術後 6か月で視力は保持されているという。別

の 4例の地図状萎縮の患者 には RPE浮遊液を注入 し

た。術前にあった drusenが 消失 した という。しか し,い

図 18 上記サル眼の組織像 .

移植 された虹彩色素上皮は Bruch膜 上 にあ り良 く生

着 している。周囲に炎症細胞はなく,視細胞外節は短い

もののきれいに存在 している.ヘマ トキシリン・エオジ

ン染色,バーは 10 μm.

図 19 GeneticinTM(Life Technologies lnc.,USA)

による遺伝子導入 された細胞の選別 .

RCSラ ットIPEを培養し,lipofectAMINETM(Life

Techn010gies lnc_USA)を 用いて上記 の pCNX 2

を取 り込 ませた.こ の vectorを 取 り込 んだ細胞 は

neomycin耐性であるためgeneticinを 培地にいれ

ると,遺伝子を導入 しなかった細胞のみが死滅し,浮

いて くる。自く粒状のもの。バーは 20μ :m

ずれの症例も視力改善は得られていなぃ121)122)。

3)米 国 Rochester大 学 とインドHyderabad眼研究

所病院の研究者達は視力光覚弁の男性網膜色素変性患者

3例に,14～16週の胎児網膜組織の培養細胞浮遊液を黄

斑部耳側に注入した。免疫反応は術後 9か月でみられず ,

視力は 2例で光覚のままであったものの,1例では9か

月後に20/200(0.1)に改善したという123)。

4)Washington大 学の研究者達 も網膜色素変性患者

3例に眼球銀行から得た眼球から視細胞を分離し,gela―

tinに 包埋する方法でおよそ600,000個 の視細胞を網膜

下に挿入,移植 した。術前視力は無光覚で術後も同じで

網膜色素上皮移植・玉井 997
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b‐FGF β‐アクチン

ベクター +b‐FGF ベクタ_ +b_FGF
cDNA         cDNA

図 20 遺伝子導入された IPEの遺伝子発現 .

Vectorの み取 り込 ませたもの,b―FGF cDNAを組み

込んだ vectorを取 り込 ませた IPEで bFGFの遺伝子

発現を比較 した。圧倒的に強 く発現されているのがわ

かる。β‐actin発 現量を見ると両者に差 はな く,細胞数

の差でないことがわかる。

ぁったとぃぅ124)。

2.自 家移植片の利用は可能か

自家移植片として考えられる色素細胞 は RPEと IPE

の 2種類である。周辺部の RPEを 黄斑部 に移植 した

Peymannら 120)の
試みはあるがその後報告がない。RPE

を移植するのではなく,黄斑部をまだ RPEが障害され

ていない部に移動させるという発想の手術が報告
125)さ

れ,我々を驚かせた。この方法も神経網膜に対する侵襲が

大きく,一般の硝子体術者でも容易には試みられない方

法である。我々は手術中に RPE採取の試みを二つの方

法で行った。まず,黄斑円孔や意図的裂孔底から静かに吸

引する方法,次に,比較的大きな網膜裂孔または巨大裂孔

の剥 き出しになった RPE層から直接同様に吸引する方

″
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法である。先に述べたように,培養系に移して増殖できる

ほど十分な量 を得 ることはで きなかった.自 己の RPE
を使おうとすれば,周辺網膜に強膜側から操作 し,脈絡膜

を含めた一塊 として採取 し,そ こか らRPEを 分離する

方法しかない.こ れは眼内腫瘍,特 に脈絡膜悪性黒色腫に

対 して行われている方法であ り,不可能ではないが侵襲

の大きな手術 になることは避けられなぃ70).

これに対 し,も しIPEを利用できるとすれ ば,現在の

手技で周辺虹彩切除によって十分な量の細胞数 を得るこ

とができる。両者の膜の性質,形質発現の差などについて

は先に述べたが,さ らに今後の研究が必要である。今年度

の米国視覚眼学会では IPE移植の試みが我々 も含め数

か所の研究施設から報告
119)126)～ 128)さ れている。

3.遺伝子操作を加えた虹彩色素細胞の利用は可能か

外因性の bFGFが神経細胞 を変性から救 うことは z‐η

υグ′,つ でも ′η υ力θでもよく知 られている.ま た,神経系

における傷害部位の神経細胞や星状膠細胞に bFGFmR―

NAが発現 されていることから,内 因性 bFGFが神経細

胞の救助に役立 っていることが考えられてきた.そ れに

は神経節細胞 や RPEも 含 まれ る129)-131)。 RCSラ ットの

硝子体腔に lμgの bFGFを 注入すると変性が免れるこ

とが報告
69)さ れ,さ らにラットにおいて持続光 照射 に

よって生 じる視細胞変性 も様々な神経栄養因子によって

阻 止 で き る こ とか ら132),こ の よ うな cytokine,特 に

bFGFが注目されるに至った。実際,視細胞が変性 に陥る

ときにはbFGFの産生が視細胞 自身に増加 しているこ

とがヒトを含めた各種の変性症のみでなく,光 により引

き起 こされる変性時にもみられることが報告
68)133)13"さ
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図 21 bFGF cDNA遺 伝子導入 IPEを RCSラ ッ トに移植 したもの。
生後 21日 日の網膜変性 RCSラ ッ トに bFGF cDNAを 導入した培養同種 IPEを移植して 4週間後に観察 し
た。

a:移植部位から視神経乳頭を越えて対側の網膜.移植 IPEの効果はみられず,ほ とんど視細胞 は残存 してい

ない。

b:移植部位の視細胞は非常に良好に保たれている。
バーは各々20 μin
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れている。著者 らは,こ の現象は視細胞が何 らかのス トレ

スや傷害を受けたときに,そ れを保護するため,ま たは救

済する因子 として内因性の bFGF合成能が増加するの

であろうと考 えている。この結果 は,自 色 ラットbFGF
を光傷害を与える数日前から投与 してお くと光傷害を防

ぐことができるとの実験結果 とも一致する135).

そこで,我々は IPEに遺伝子工学の技術 を用い bFGF
を活発 に産生するような性質をもつ遺伝子導入を試み

た。我々は培善 したラットIPEに 東北大学加齢医学研究

所宮崎教授から頂いた真核細胞に対 し,高発現 vectorで

あ るpCXN 2に 武 田薬 品工 業 (株 )か ら頂 いた ラット

bFGFの cDNAを 導入 し用 いた136)137)。 Plasmid DNA

にネオマイシン耐性遺伝子を組み込んであるので,こ の

plasmidが 細胞 に取 り込 まれれば neomycin analogの

G418に よる選別が可能 となる(図 19)。 このようにして

得 られた遺伝子導入 IPEが強い bFGFの mRNAを 発

現 していることを知った上で (図 20),こ の IPEを 生後

21日 目の RCSラ ット網膜下に移植 し 4週間後に観察 し

たところ,図 に示す通 り(図 21)移植部位から遠 く離れた

所ではほとんど視細胞が消失 しているのに,IPEの 移植

された部位では良好に保持 されていた。この結果は,上記

のような遺伝子操作 を行った IPEの 移植が有効である

可能性を示 している。この方法は現在,北海道大学で行わ

れている日本で初めての遺伝子治療であるADA欠損症

患者 (Adenosine deaminase denciency)に 対する方法 と

同じである。Eχ υグυθ法,す なわち,患 者の リンパ球 また

は幹細胞 を とりだ し,試験管の中で上記 の Adenosine

deaminase発現ベクターを導入 し,患者 に戻す という方

法はこの遺伝子の場合,10%程度取 り込 まれても有効に

働 くこと,こ の酵素は過剰に発現 して も生体に何 らの異

常を来さないことなどの特徴があるため臨床応用された

ものである。我々の用いたベクターはそれ とほとんど同

じ で あ る が,ADA‐cDNAの 代 わ り に ラットbFGF‐

cDNAを 組み込んである。臨床応用 を考 えるとき,ヒ ト

bFGF―cDNAを 組み込めばいいと考えられるが,発現の

有無の評価や bFGFが過剰発現 した ときの副作用など,

今後慎重な実験が必要であることはいうまで もない。し

かし,SV 40 transformed RPE ceHの 移植が有効である

ことは報告
138)さ れているが,遺伝子組 み換 えによって

bFGF産生能を高めた遺伝子の導入ははじめての試みで

ある。

このように RPEが神経栄養因子を分泌することが視

細胞を始めとする神経網膜のさまざまな傷害に対 して保

護的 |こ イ動く とすれば,trophic treatmentと 呼ばれ る通

り,そ のような性質 を RPEに持たせ,傷害に対 して反応

性に分泌を増加 させるか,神経栄養因子 を外から補って

神経細胞死を防 ぐこと,ま たはその分泌能だけを刺激 し

発現 させることも治療 となるはずである86)。 bFGFを 中

心 としたサイ トカインを硝子体に注入する急性実験では

999

変性阻止でも,光や虚血による視細胞変性阻上にしても,

その投与濃度は驚 くほど高 く,臨床に応用する場合,当然

他の細胞に対する目的以外の働きを副作用として考えな

ければならなぃ69)132)139)。 それに比べ,こ のような遺伝子

工学を用い,遺伝子操作した細胞の利用は移植 した所に

のみ発現するのであり,ま た,移植細胞が生存する限り組

み込まれた神経栄養因子を分泌 し続けるとは限らない

が,も し成功すれば画期的で性能の良い投与方法 と考え

られる。医学の領域での分子生物学の進展には目覚まし

いものがあり,先端医学として注目されていたものが,い

つのまにか日常臨床の場に導入されているのが現況であ

る。

4.治療法のない疾患への応用は可能か

最近の遺伝子解析により沢山の遺伝子異常が網膜変性

の原因になることが明らかになった。現在までのところ,

ヒト優性遺伝型網膜色素変性の原因 となるrhodopsin

遺伝子異常だけでも50種類以上が発見されている04)。 し

かし,研究が進むにつれ,一つの遺伝子が一つの蛋白質を

規定している原則 (one gene―one protein),さ らに,一 つ

の遺伝子が一つの疾患を規定 しているとする考え(one

gene‐one disease)か らは説明力ぶつかない事実が明 らか

になってきた140)。
先にも述べたように,こ れ らの疾患の

治療法は現在 まで全 く知 られていない。いずれ も視細胞

に含まれる視物質または光変換にかかわる物質の遺伝子

異常であるから,視細胞変性が直接それによって引き起

こされているとすれば,正常 (野性型)RPEの移植で効果

があるとは考えにくい。しかし,現実の症例や遺伝子組み

替え実験から興味ある新 しい事実が明らかにされつつあ

る。例えば,同一眼の下半分が変性し,上方は機能が保た

れるという症例
141),peripherin/RDSの 遺伝子異常がみ

つかった患者で後極部から周辺にかけて大部分の錐体の

機能は十分保たれているのに,黄斑部の錐体のみが極端

に変性 し視力は手動弁にまで低下してしまっている症

例
142),さ らに,rhodopsinの 遺伝子異常の場所が明 らか

になっている場合でも,異常のないはずの錐体視細胞 ま

で何故変性 してしまうかという事実はどのように説明し

たら良いのか。このことは,遺伝子組み換えの技術を用い

たtransgenic animalで は正常の視細胞 とrhodopsin

の Pro 347-Serの 点突然変異を持つ両方の視細胞が一様

に変性 していくことから,視細胞死が rhodopsin蛋 自の

異常そのもので引き起こされるというよりは,何か他の

因子のために全体が一様に変性するのだろうとの推測が

なされている143).す なわち,多 くの遺伝子異常が網膜色

素変性の関連で報告されているが,何故視細胞死を起 こ

すか,そ の最後の引金は何か,に ついては現在 まだ明らか

にされていないということである。我々の研究でも示さ

れたように,視細胞に含まれる視物質の遺伝子異常の他

に,細胞を変性 させる最終的な共通のメカニズムとして

glutamic acidの 蓄積がある可能性を示 している67)144)。

網膜色素上皮移植・玉井
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特に,RPEが先に述べたように幾つかのcytokineを 分

泌する一種の分泌細胞であることが明らかになってか

ら,こ の考えは現実味を帯びてきた。本年度の The Asso‐

ciation for Research in Vision and ()phthalrnology

(ARVO)で興味ある報告があった。先に述べたように,

最 も大切な視細胞死が直接の異常遺伝子に由来する蛋白

によらず,何 らかの機序で最終的な細胞死,apoptosisが

引き起こされているとすれば,そ れを阻止するような遺

伝子操作を加えても治療 となり得るはずである。bc卜 2の

導入された網膜変性 (rd)マ ウスで実際に視細胞の変性が

阻止できたという65)146)。 さらに,視細胞変性のメカニズ

ムがどこにあるのか,一つの家系内で同じ遺伝子の異常

をもっているにもかかわらず,変性から免れている家族

が何故存在するのか,網膜内で変性する細胞 と保たれる

細胞が存在するメカニズムを研究すれば将来必ず治療法

をみつけることができるであろう。そのときにRPEま

たは IPEの 移植が必ず役に立つものと信 じている147)。

特 に,ヒ ト網膜色素変性の視細胞 にbFGFの蓄積が起

き,そ の細胞が保持 され るとい う今年のARVOの 報

告68)は我々を勇気づけてくれるものであった。

VIII ま と め

日本においては,法的に眼球銀行で利用される眼球 も,

角膜を除けば利用できないことになっている。さらに,胎

生 24週 以前 の胎 児組織 を利 用 す る こ とは十 分 な

informed concentを 得た上で利用することはあり得る

が,日 常の症例にその都度入手することは無理である。ア

メリカやヨーロッパにおいては胎児組織の利用が認めら

れ,すでに述べた通 り加齢黄斑変性や網膜色素変性に対

して移植が行われている。さらに,中枢神経系疾患では新

鮮組織のみでなく,そ の凍結保存された細胞 も行われよ

うとしている49)50)。 眼科領域でも,も しその細胞を使 うこ

とが移植成功と視機能回復にとって必須のことであるな

らば,今後問題提起をする必要がある。“色素上皮細胞バ

ンク"の ような形で凍結保存しておいた細胞を必要に応

じて培養系に戻し,移植できるようになれば理想的であ

る。特に,MHCタ イプ分けなど詳細な検査をし,分類 し

ておけば最も良く患者にマッチしたものを選ぶことがで

き,移植に際しての免疫反応を最小限に抑えることが可

能である。RPEの凍結保存については過去に報告
148)も

あるが,今回我々が示 したように,細胞の凍結保存技術は

大変進歩しており,さ らに,最新の分子生物学的な手法を

用いれば,単 にどの位の細胞数が生存 したかという興味

のみでなく,RPE自 身の本質的な膜の性質や機能がどの

ように保持され,ま た失われたかのレベルで考え,臨床応

用に向かうことができるであろう85).遺
伝子工学技術の

発達により,も し他種属の RPEを 遺伝子操作をした上

で使用できればそれでもよい。特にブタを用いた実験で

は拒絶反応を引き起 こす細胞マーカーを潰す“knock

日眼会誌 100巻  12号

out"技術により器官をより長 く生着させ得ることが試

みられている77)149).将
来,こ のような技術が色素上皮に

も応用されれば,RPEを どこから得るかについては問題

がなくなるであろう。

遺伝子発現が明らかになった疾患では遺伝子治療が間

題 となり,網膜色素変性 も当然その対象 となる。実験動

物,特 にマウスの網膜変性 retinal degeneration slow

(rds)と retinal degeneration(rd)|こ おいては,:最近 tran‐

sgenic technologyで 視細胞が変性しないことが示され

た150)151)。 この方法は,成功率の問題や使用する遺伝子の

運び屋 (vector)な ど多 くの問題を抱えている。ヒトにお

ける現在の遺伝子治療は,① 単一遺伝子異常の疾患であ

ること,② 厳密な意味で遺伝子発現の調節を必要としな

いこと,③ 放置しておくと致死的な結末をもたらす疾患

であることなどの制約が付けられている。このような意

味では,現在の眼科疾患には遺伝子治療は適応とならな

い。

これからの時代は技術が急速に進歩すると,今回述べ

たような先端技術を用いた生物研究は,ま だ基礎実験が

不十分なうちからbiotechnology関 連の企業先導で営利

目的に利用されることもあり得る。実際,視細胞移植につ

いては米国ですでに数年前にそのような企業が現れ,宣

伝を開始 した152).幸 い,良識ある研究者集団によって患

者が惑わされることなく現在に至っていると聞いてい

る。さらに,本年 1月 10日 付けJapan Timesに はスエー

デンで RPE移植の臨床応用の記事が掲載された。国民

性の違い,科学技術の取 り入れ方など,日 本人 としてはと

てもすぐには信じられない気持ちである。今回の我々の

研究が意味するところは,ま だまだ解決しなければなら

ない多 くの問題があることを示しており,臨床応用する

場合には,① 如何に安全性が確保されているか,② どの

ような効果が期待できるか,③ その“治療"を受ける患

者がすべての経過を完全に理解 しているか,を 厳 しく

チェックすることが大切である。眼内レンズ導入に際し,

我々眼科医が経験した虹彩支持レンズ,前房レンズ,後房

レンズの道のりを振 り返って考えれば慎重の上にも慎重

でなければならないと考える。しかも,“色素細胞移植術"

は眼内レンズ開発のときに必要とした科学的知識 と技術

とは比較できないほどに広 く,深 いものが要求されるで

あろう。それを乗 り越えるためには眼科臨床医学が細胞

生物学,分子生物学,免疫学,物理化学,そ して遺伝子工学

などの基礎研究者と緊密に討議し,共同で研究を進めな

ければならないし,21世紀はそのような時代であると考

える。その研究成果はもちろん,網膜色素変性,加齢黄斑

変性を始めとする難治性疾患患者にとって最 も喜ばしい

ものであるべきで,ど れほど多 くの問題を抱えていても,

科学の歴史が何時でもそうであったように,も し,色素細

胞移植が有効であれば,い つかは問題が解決される日が

くるであろうと確信する。
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先にも述べたように,こ の困難な,し か し,夢の多いタイ ト

ルが記念すべき第 100回 日本眼科学会総会の宿題報告に選定

され,そ の一員に指名 されてからほぼ 2年間,医局員 とともに

多 くの研究をし,新 しい知見を得ようと努力 し,そ の過程 を楽

しむことができた。しかし道は遠 く,得 られた結果はあまりに

も少ないが,そ れで も続 けなければ臨床応用に到達できない

のも事実である。

平常の研究活動に加 えて移植の研究を遂行することができ

たのは文部省科学研究費 (総合研究 A:課題番号 07307016,

一般研究 A:課題番号 06404061),厚 生省特定疾患調査研究

費の公的な援助の他に,日 本失明予防協会 (山田孝彦―平成 3

年度,阿部俊明―平成 4年度),三 島済一記念眼科研究国際交

流基金 (Durlu YK),さ らに,宮城県眼科医会会員の諸先生,東

北大学医学部眼科教室同窓会諸兄姉の絶大なご援助があった

おかげである.ま た,本研究の遂行にあた りご協力いただいた

東北大学加齢医学研究所宮崎淳一教授,武 田薬品工業 (株)医

薬開拓研究所の方々に厚 く御礼申し上げる。相良淑子,佐藤エ

イ子,飯塚敦子,小野真理子,明石直子,阿部雄三の諸氏の協力

にも感謝したい。
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