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要

単離 した神経網膜細胞の浮遊培養を浮遊培養用マルチ

プレー トを用いて行い,形成 された立体構築を 2か月間

にわたり観察 した。得られた細胞塊は部分的に網膜の構

造を模倣 しており,細胞塊内では視細胞,ミ ュラー細胞の

形成やシナプスの形成がみられた。免疫組織化学染色に

おいては細胞塊内に抗ロドプシン抗体陽性細胞がみら

れ,培養開始時点の神経網膜に比べて分化 していた.培養

を長期間にわたり行った場合,細胞塊内に抗クリスタリ

ン抗体陽性細胞が増加し,水晶体上皮細胞への分化の転

化が疑われた。また,細胞塊の形および分化に対する増殖

因子 (塩基性線維芽細胞増殖因子,上皮増殖因子,神経増
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約

殖因子)の影響や,網膜色素上皮細胞との混合培養の影響

についても検討 したところ,増殖因子および網膜色素上

皮細胞は,網膜神経細胞の神経突起の成長を軽度ながら

促進 し,上皮増殖因子は,視細胞におけるロドプシンの生

成を促進 していた。この培養方法は,種々の因子の網膜の

分化および分化の転化に対する影響について検討する一

つの方法となり得る。(日 眼会誌 101:30-39,1997)

キーワー ド:神経網膜細胞,浮遊培養,増殖因子,網膜色

素上皮細胞,ク リスタリン
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Abstract
We observed the three dimensional structure of stimulated to some degree the growth of dendrites

cellular aggregates formed from chick retinal cells in retinal cellular aggregates. Epidermal growth
in a floating culture system for 2 months. The factor, in particular, promoted the production of
aggregated cells partially mimicked the structure of rhodopsin in photoreceptor cells. Retinal cellular
the retina and showed differentiation of photorecep- aggregates in a floating culture system could be used

tor cells and Miiller cells with numerous synapses. to examine the effect of various factors on difr-
lmmunohistochemical studies showed the number of erentiation of the neuroretina. (J Jpn Ophthalmol
anti-rhodopsin positive cells increasing over time. Soc 101 : 30-39, 1997)

In the long-term culture, increasing anti-crystalline
positive cells appeared late in the culture, indicative Key words : Neuroretina, Floating culture, Grow-
of differentiation of lens epithelial cells. Nerve, th factor, Retinal pigment epithelial
epidermal, and basic fibroblast growth factors, and cell, Crystalline
co-culture with retinal pigment epithelial cells

I緒  言

細胞を浮遊培養すると一般に細胞塊が形成され,通常

の付着培養に比べて細胞間相互作用により立体的に複雑

な構築が形成される。また,細胞塊を長期間培養すること

も可能であり,形成された細胞塊内では細胞がより分化

した機能を持つ可能性があるといわれている1)。 した

がって,浮遊培養法は付着培養法に比べて,グηυグυθに近

い 物 υグ″θ実験系 として期待されている。

網膜の細胞培養系においては,Mosconaら 2)～ 5)を はじ

めとして多数の研究者により振盪培養による浮遊培養が

試みられており,約 2週間の培養期間で得られた細胞塊
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の分化形態および網膜の再構築の可能性について検討さ

れている。本研究では,単離した神経網膜細胞の浮遊培養

を浮遊培養用マルチプレー トを用いて行い,形成された

立体構築を観察 し,2か月間にわたり培養することによ

り,そ の細胞構築にどのような変化がみられるかにつき

検討 した。また,そ の分化に対する増殖因子の影響や,網

膜色素上皮細胞 との混合培養の結果を免疫組織化学法を

用いて検討したので報告する.

II実 験 方 法

1.神経網膜単離細胞浮遊液の作製

孵卵 7.5日 目の鶏胚から摘出した眼球を赤道部で切断

し,硝子体を除去した後
6),眼

杯裂の部分を切除し神経網

膜を剥離摘出した。剥離した網膜を 0.02%ト リプシンー1

mM EDTA混 液 (Life Technologies,Inc,NY,米 国)中

で 15分 間静置 した。上清 を捨 て,10%ウ シ胎児血 清

(FCS:Biocell Laboratories,Inc.,CA,米 国)添加 ダル

ベッコ変法イーグル培地(DMEM:日 水)を 加 えて ピ

ペッティングし,毎分 800回転 (70G)で 5分間遠沈した。

同様の操作を 2回繰 り返し,上清を捨て,10%FCS添加

DMEM中 に約 5× 106個/mlの濃度になる単離細胞浮遊

液を作製し,浮遊培養用 24穴マルチプレート(ス ミロン)

に分注した。トリパンブルー染色抑制試験で浮遊細胞は

95%以上の生存率を保っていることを確認した。

2.増殖因子の添加および網膜色素上皮細胞 との混合

培養

培養液には10%FCS添 加 DMEMを 用い,5%C02,
37°Cの条件下で 2か月間にわたり培養 した.培養液中に

塩基性線維芽細胞増殖因子 (b―FGF:human FGF― basic,

recombinant,RSD systems,MN,米 国)を 200 ng/ml

の濃度 で,上 皮増 殖 因子(EGF:human EGF,recom―

binant,RSD systems,MN,米 国)お よび神経増殖因子

(NGF:Inouse beta nerve growth factor,Austral

Biologicals,CA,米 国)を それぞれ 100 ng/mlの 濃度 で

添加 し,そ の影響についても観察 した.ま た,孵卵 7.5日

目の鶏胚の眼球から上述のごとく神経網膜を除去 し,

残った眼球を4分割 し網膜色素上皮を剥離した。得 られ

た網膜色素上皮 を神経網膜 と同様の方法で単離 し,約

3× 106個/mlの 濃度で神経網膜の単離細胞浮遊液 に加

え,そ の影響について検討した。培地は2～ 3日 毎に培養

液上清を半量交換した。

3.細胞塊の固定および観察

経時的観察は位相差顕微鏡で行った。細胞塊は培養開

始後 2,5,7日 ,2週,4週,8週 目に採取し,3.7%ホ ル

マ リン・0.lMリ ン酸緩衝液 (pH 7.4)で 固定 し,パ ラ

フィン包埋の後切片を作製,ヘ マ トキシリン・エオジン染

色 して光学顕微鏡で観察 した。また,2,4,8週 目に

2.5%グ ルタールアルデヒド・0.lMリ ン酸緩衝液 (pH

7.4)で前固定 し,さ らに 2%オ ス ミウム酸・0.lMリ ン
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酸緩衝液 (pH 7.4)で 2時間後固定し,エ ポン樹脂に包埋

した後,超薄切片を作製し,酢酸ウランおよびクエン酸鉛

で染色 して透過型電子顕微鏡で観察 した。

4.免疫組織化学染色

パラフィン包埋切片をキシレンで脱パラフィンの後 ,

アルコール系列で水層に戻し,免疫組織化学染色に使用

した。0.3%H202と 30分間反応させ内因性ペルオキシ

ダーゼ活性を除いた後,切片を5%ヤ ギ血清 と30分間

反応 させた。一次抗体 には抗 α―Bク リスタ リン抗体

(rabbit antibody to alpha lB, crystallin: Sero[[｀ ec,

LTD,Oxford,England,2,000倍 希釈),抗 ロドプシン抗

体 (rabbit anti(bovine)rhodopsin:LSL Co"LTD,

2,000倍希釈),抗塩基性線維芽細胞増殖因子受容体抗体

(anti‐ chicken― FGF receptor,rabbiti Upstate Biotech―

nology lnc.,NY,米 国,1,000倍希釈)を 用い,37° Cで 90

分 間 反 応 させ た。そ の後,0.05%Tween-20(Bio― Rad

Laboratories,CA,米 国)を 含 む 0.lMリ ン酸 緩 衝 液

(pH 7.4)に よる 10分間洗浄を 3回繰 り返 した。二次抗

体 としてはビオチン標識抗ウサギIgG(Vector Labora―

tories,CA,米 国)を 用い,37°Cで 60分間反応させた。同

様ヤこ洗浄した後,avidin and biotinylated horseradish

peroxidase lllacron■ olecular cornplex (Vectastain

ABCキ ット,Vector Labolatories,CA,米 国)と 30分

間反応させ,再 び洗浄 した。そして,ペルオキシダーゼ基

質 溶 液(0.1%diaminobenzidine tetrahydrochloride,

0.02%H202)と 30分開発色反応させ,水道水で 5分間

洗浄 した.対 比染色 は 1%メ チル グ リーンで 30分 間

行った。

一次抗体の濃度は,孵卵 7.5日 目の鶏胚眼および生後

1日 目の鶏眼のパラフィン包埋切片を使用して,そ れぞ

れ背景染色の生じない濃度とし,希釈濃度を決定した。

III 結  果

1.位相差顕微鏡による観察

1)神経網膜単独での培養

浮遊培養用マルチプレー トに分注後,培養液中に浮遊

していた個々の細胞は経時的に集まり,12時間後には細

胞塊 となった。細胞塊は互いに融合 して次第に大きくな

り,24時 間後から48時間後には種々の大 きさの膜状の

塊を形成 した。培養開始後 3日 目には細胞塊内にロゼッ

トが形成され,こ の頃から多数の死細胞 と思われる単離

細胞が細胞塊の周囲から脱落し,細胞塊は縮小した。細胞

塊はある程度まで縮小すると,以後縮小することなく,培

養開始後 4週間日頃から今度は軽度ながら増大していっ

た(図 la～f)。

2)増殖因子添加下での培養

細胞の凝集による細胞塊の形成に対 して,増殖因子添

加による影響はみられなかった。また,細胞塊の増大およ

びその周辺で脱落してゆく細胞数に対する影響もみられ
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図 1 神経網膜細胞の浮遊培養における細胞塊の形成過程 (位相差顕微鏡)。

al培養 6時間,b:培養 12時間,c:培養 2日 ,d:培養 3日 ,e:培養 4週,f:培養 8週 ,バーは 100 μm.細

胞塊は培養 12時間目には形成され,そ の後互いに融合し,縮小していったが,培養 4週頃より軽度増大して

いった。培養 3日 目にロゼットが形成された。

図 2 増殖因子存在下および網膜色素上皮細胞 との混合培養における細胞塊の形成 (位相差顕微鏡 )。

a:b―FGF存在下,培養 8週.b:網膜色素上皮細胞存在下,培養 24時間.ci b‐ FGFお よび網膜色素上皮細胞

存在下,培養 7日 ,多数のロゼットが形成された。d:EGFお よび網膜色素上皮細胞存在下,培養 7日 ,網膜色

素上皮細胞の周囲にロゼットが形成された。e:網膜色素上皮細胞存在下,培養 8週。fi b‐ FGFお よび網膜色

素上皮細胞存在下,培養 8週,透明な半球状の膨隆が形成された。バーは 100 μm
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なかった。培養開始後 4～ 8週 目にかけて b‐FGFを添加

した場合,そ れぞれの細胞塊が増大し,一部には細胞塊同

士で接着,融合するものもみられた (図 2a)。 一方,EGF,

NGFを 添加 した場合 には,細 胞塊 はあまり増大 しな

かった。

3)網膜色素上皮細胞 との混合培養

単離網膜細胞が細胞塊を形成する際,網膜色素上皮細

胞のまわりに神経網膜細胞が集合し凝集しているのが観

察された (図 2b)。 脱落 してゆく細胞数に対する混合培

養の影響はみられなかった。ロゼットの形成は,神経網膜

のみの培養に比べやや多 くみられ,b‐FGF,EGFを加え

た場合においてその傾向が強かった (図 2c,d).網 膜色

素上皮細胞の混合に加えて,b‐FGFを添加 した場合,培

養開始後 4週間日頃から細胞塊は著明に拡大した (図 2

e,f).

2.光学顕微鏡による観察

1)神経網膜単独での培養

集合 した細胞塊内に,培 養開始 2日 日頃には一部 ロ

ゼット形成がみられた。その後,細胞塊の最外層には 2

～ 3層 の細胞質の少ない細胞が位置し,細胞塊内では核

の密度の高い部分 と核の密度の低い網状構造の部分 とに

分かれた。5日 目にははっきりとしたロゼットが形成さ

れ,2週目には細胞の配列が層状構造を示す部分がみら

れた。所々に細胞核の濃縮像もみられた。その後は細胞塊

の最外層にみられていた細胞質の少ない細胞が脱落して

ゆき,細胞塊内の核密度も減少してエオジン好性の胞体
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部分が増加し,層構造が不明瞭となった (図 3a～d).

2)増殖因子添加下での培養

b―FGF,EGF,NGFの いずれを添加 した場´
合にも,細

胞塊内の層状構造の形成に対して大きな影響はみられな

かった(図 4a).培養 4～ 8週 目においては,増殖因子非

添加の場合 と同様に層構造が不明瞭 となったが,最外層

にみられていた細胞の脱落は b―FGFを 添加 した場合に

顕著にみられた (図 4b)。

3)網膜色素上皮細胞との混合培養

部分的に網膜色素上皮細胞を中心にした網膜細胞によ

る層状構造の形成がみられた(図 4c).培養 4～ 8週 目に

おいて層構造が不明瞭となったが,網膜色素上皮に加え

て b‐FGFを添加 した場合,楕円形の核を有する紡錘形の

細胞が重層 し,水晶体様の構造が形成されていた (図 4

d).

3.透過型電子顕微鏡による観察

1)神経網膜単独での培養

培養開始後 2週目に光学顕微鏡でみられた網状構造の

部分には,神経突起の集合であると考えられる多数の細

胞突起が存在し,そ の突起間にはデスモゾーム様の結合

や,結合型シナプスと思われる部分 もみられ,神経網膜に

特徴的なシナプスリボンもみられた。一方,ロ ゼット形成

部の内腔付近においては,電子密度の高い細胞間結合部

により形成される外境界膜がみられ,細胞質内に油滴や,

成熟した鶏の網膜視細胞内節や ミュラー細胞末端などに

みられるミトコンドリアの集積 (エ リプソイド)を有する

鶏胚神経網膜の浮遊培養 。高畠

図 3 神経網膜細胞培養の浮遊培養における細胞塊の構築 (ヘマ トキシリン・エオジン染色).

a:培養 2日 ,ロ ゼット形成が始まる。b:培養 5日 ,ロ ゼットが形成される。c:培養 2週 ,層状構造がみられ

る。d:培養 8週 ,バーは 50 μm
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表 1 抗ロドプシン抗体,抗 クリスタリン抗体および抗

b‐ FGF受容体抗体陽性細胞の出現

神経網膜細胞のみの培養
網膜色素上皮細胞との

混合培養

細胞 もみられた。また,同部には視細胞の繊毛および結合

繊毛,基底小体 もみられた (図 5a～d).

2)増殖因子添加下での培養

b―FGF,EGFを 添加 した場合,非添加の場合に比べ神

経突起がやや発達 し,ミ ュラー細胞 と思われる細胞が多

くみられた。また,b‐FGF添加の場合,培養開始後 8週 目

には,細胞形質が中等度の電子密度を示す均質な物質に

満 た された水晶体線維様 の細胞が増加 していた (図 6

a)。

3)網膜色素上皮細胞 との混合培養

培養開始後 4週 目に粗面小胞体 に富んだ細胞が増加

し,単独培養に比べ神経突起が発達 し,シ ナプスリボンも

みられた (図 6b,c)。 b‐FGFを 添加 した場合 には粗面小

胞体 に富んだ細胞はみられず,水晶体上皮細胞 と思われ

る小型の ミトコンドリアと微細顆粒状の物質に満たされ

た細胞が増加 していた (図 6d)。 また,EGFを添加 した場

合,ミ トコンドリアの集積 (エ リプソイ ド)を 細胞質に有

する細胞が多数みられた (図 6e).

4.免疫組織化学法による検討 (表 1)

1)抗ロドプシン抗体

培養開始後 2週 目の細胞塊において,ロ ゼット腔の辺

縁部 に限局 して,ま た細胞塊中に散在性 に抗ロ ドプシン

抗体陽性細胞がみ られた (図 7a,b)。 培養開始後 4週 目

には,EGFを 添加 した場合にのみ抗ロ ドプシン抗体陽性

細胞が増加 していた.し かし,他の増殖因子を添加 した細

図4 増殖因子存在下および網膜色素上皮細胞との混合培養における細胞塊の構築 (ヘマ トキシリン・エオジ

ン染色)。

al EGF存在下,培養 4週 ,bib‐ FGF存在下,培養 8週,c:網膜色素上皮細胞存在下,培養 4週,d:b‐FGF
および網膜色素上皮細胞存在下,培養 8週 ,水晶体上皮様細胞がみられる。バーは 50 μm
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胞塊においては抗ロドプシン抗体陽性細胞 はむしろ減少

していた .

2)抗 クリスタリン抗体

培養開始後 2週 目の細胞塊において,全体 に淡 く抗ク

リスタリン抗体陽性部分がみられた(図 7c)。 培養開始後

4週 目か ら,b―FGFを 添加 した場合,お よび網膜色素上
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図 5 透過型電子顕微鏡による神経網膜細胞塊の観察 .

a～c:培養 2週,d:培養 4週,sr:シ ナプスリボン,矢印 :接着帯 (外境界膜 ),cc:結合繊毛,m
ドリア,o:油滴,バーは 2μm

トコン
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図6 増殖因子存在下および網膜色素上皮細胞との混合培養における細胞塊の構築 (透過型電子顕微鏡によ
る観察)。

a:b‐FGF存在下における水晶体様構造の形成.b,c:網膜色素上皮細胞との混合培養.d:b‐ FGFお よび

網膜色素上皮細胞存在下。e:EGFお よび網膜色素上皮細胞存在下。いずれも培養 4週。sr:シナプスリボ
ン,m:ミ トコンドリア,o:油滴,rER:粗面小胞体,バーは 2μm

皮細胞 と混合培養 した場合に,そ の抗クリスタリン抗体

陽性部分は増加 していた(図 7d).さ らに,b‐FGF添加下

で網膜色素上皮細胞 と混合培養 した場合には,培養開始

後 8週目に細胞塊の大部分が抗クリスタリン抗体陽性物

質で占められていた (図 7e)。

3)抗 b―FGF受容体抗体

培養開始後 2週目の切片において,EGFを添加した場

合および網膜色素上皮細胞を混合培養 した場合に,抗 b‐
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図 7 免疫組織化学 .

a:抗ロ ドプシン抗体.散在性に陽性細胞がみられる。b:抗 ロ ドプシン抗体.EGFお よび網膜色素上皮細胞

存在下.ロ ゼット腔内に陽性細胞がみられる。c:抗クリスタリン抗体.びまん性 に淡 く陽性細胞がみられる。

d:抗 クリスタリン抗体.綱膜色素上皮細胞存在下,塊状に陽性細胞が集合 してみられる。e:抗 クリスタリン

抗体 .b―FGFお よび網膜色素上皮細胞存在下.水晶体様に層状 に陽性細胞がみられる.fi抗 b‐ FGF受容体抗

体 .b― FGFお よび網膜色素上皮細胞存在下.淡 く陽性細胞がみられる.a,b,c,f:培 養 2週,d,e:培 養 8週 ,

バ`―は 50 μm

FGF受容体抗体陽性部分が細胞塊全体に淡 くみられた。

網膜色素上皮細胞を混合培養 し,さ らに,b―FGFを添加

した場合には,陽性部分の染まり方が強かった (図 7f)。

IV考  按

単離 した神経網膜の細胞がいったん細胞塊を形成 した

後に,3日 日頃から多数の細胞が脱落 していった。これは

細胞塊を形成 して行 く過程において細胞間の何 らかの相

互作用によ り,不 要 な細胞が選別 (sorting out)さ れて

いったものと考 えられる。また,細胞塊内で所々にみられ

た核の濃縮像 はアポ トーシス(apoptosis)の 像であると

考えられ,こ うした選択的な細胞死が生 じて神経網膜の

構造を模倣する rossetted spheroidl)3)が 形成されたと考

えられる。

本実験で使用 した孵卵 7.5日 目の鶏胚眼の後極部神経

網膜では既に視神経細胞層が形成 され,内網状層が出現

してきているが,網状層でのシナプス形成,視細胞 ,ミ ュ

ラー細胞などはまだみられなぃ7)。
今回,単離神経網膜細

胞の浮遊培養によって得 られた細胞塊 においては,神経

網膜 を模倣する層状構造の形成,シ ナプス形成,視細胞 ,

ミュラー細胞の形成がみられ,ま た,ロ ドプシンの産生 も

みられたことか ら,細胞塊内で網膜細胞の分化が起 こっ

ていることが示された。

増殖因子のうち,b― FGFは神経網膜の分化 と再生およ

び脱分化,そ して視細胞の生存,ミ ュラー細胞の増殖に関

与す るといわれている8)0)。 また,NGFは神経節細胞 と

ミュラー細胞に影響 を与 え,神経の発達 と維持 に関与 し

神経細胞 の細胞死 に も関与 して い る といわ れ て い

る8)10)11)。
本実験 においては,b‐FGFや NGFは網膜神経

細胞の細胞死に関 しては大きな影響 を与 えないものの,

″
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神経突起の発育に対しては促進する方向に働 くと考えら

れ,特に b―FGFは神経網膜の水晶体への転化に関与して

いることが示された。また,EGFも 神経突起の発育,視細

胞の分化発育を促進すると考えられた。

網膜色素上皮細胞は種々の増殖因子を分泌 し,神経網

膜の分化,生存に関与しているといわれている12)。

本実験

において網膜色素上皮細胞を添加 して培養 した場合,神

経網膜細胞の分化がやや促進されたことから,網膜色素

上皮細胞は神経網膜の分化に増殖因子を分泌するなど何

らかの形で関与している可能性があると考えられる。し

かし,Layerら 3)5)13)の ようにciliary marginの 網膜色素

上皮細胞を加えなかったためか,そ の影響は予想してい

たよりも軽度であった。

本実験では神経網膜細胞の浮遊培養を長期間にわたり

行い,細胞塊内にクリスタリンの産生がみられた。これは

神経網膜細胞の脱分化,お よび水晶体上皮細胞への分化

の転化が起 こったためであろう14)～ 16)。 claytonら 17)18)の

報告によると,孵卵 8日 目の神経網膜細胞を付着培養し

た際に水晶体様構造 (lentoid formation)が 生じるのは,

培養開始後 19～25日 目とされている。しかし,今回の実

験では培養開始 2週日頃から抗クリスタリン抗体陽性細

胞が出現し,4週日頃から細胞塊が拡大してきている。し

たがって,ク リスタリンの産生は 2週 目頃から始まった

と考えられ,Claytonら の報告より早い時期にクリスタ

リンの産生が起こったといえる.

特に,b‐ FGFあ るいは網膜色素上皮細胞の添加により

クリスタリンの産生が促進され,さ らに,そ の両者の添加

により水晶体様の構造が形成 されたことから,こ れらの

因子が共同して神経網膜細胞の脱分化および水晶体上皮

細胞への分化の転化に影響 を与えている可能性があ

る14)19).他方,網膜色素上皮細胞から水晶体上皮細胞への

分化の転化を b‐FGFが促進するという報告
14)も あるの

で,本 実験で,培養に添加 した網膜色素上皮細胞が b‐

FGFの存在下で,水晶体上皮細胞に転化したとも考えら

れる(筒井康子,論文執筆中)。 また,b‐FGF存在下で,神

経綱膜細胞 と網膜色素上皮細胞を混合培養した際に,細

胞塊内に抗 b‐FGF受容体抗体陽性部分が顕著にみられ

た。これは,b―FGF受容体の出現が水晶体上皮細胞への

分化の転化に関与していることを示していると考えられ

る。

振盪培養においては巨大な細胞塊が形成されるが,中

心部壊死に陥る可能性がある。我々の方法では得られた

細胞塊は小さく,部分的に神経網膜を模倣する構造がみ

られ,長期間の培養にたえることができた。しかし,神経

網膜の変性 もしくは異形成 と考えられる構造の部分もあ

り,完 全には正常な神経網膜 を再構築するには至 らな

かった。今後,網膜が正常に分化するような条件や因子を

探す必要がある。

この培養方法は,網膜の分化および分化の転化に対す
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る種 々の因子の影響 について検討す る一つの方法 とな り

得 る。また,得 られた細胞塊 は,網膜 のモデル としてだ け

で はな く,条件 を変 える ことによ り水晶体 のモデル とし

て も有用であると考 えられ る。

稿を終えるに当たり,ご校閲を賜 りました松尾信彦教授,直

接ご指導いただいた松尾俊彦講師に深謝いたします。また,ご

援助頂いた教室の細田 彰,光岡健之,進 輝子の諸氏 に感謝

いたします。本論文要旨は,第 34回 日本網膜硝子体学会で発

表 した.本論文は岡山大学審査学位論文である。
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