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家兎硝子体腔内へ自家全血液を注入すると,Muller

(ミ ュラー)細胞から成る網膜上膜が注入 2週後から形成

される。増殖細胞核抗原(PCNA),グ リア線維酸性蛋白

(GFAP)による免疫染色と電子顕微鏡的所見で,こ の網

膜上膜形成過程の早期におけるミュラー細胞の動態を検

討した.PCNA陽性細胞は血液注入 3日 後に網膜内層で

観察されたが,こ の陽性細胞は電子顕微鏡的に網膜内層

に移動したミュラー細胞と同定できた.そ の後,7日後ま

で PCNA陽性綱胞が観察された.し かし,血液注入14日

後ではPCNA陽性細胞は観察 されなかつた。GFAP陽
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性所見は,血液注入 3日 後に網膜内層で観察された。その

後,実 験期間中,網 膜全層にわたつて ミュラー細胞 は

GFAP陽性を示 し,形成された網膜上膜でも陽性所見が

みられた.以 上から,硝 子体内に血液が注入されると,

ミュラー細胞は極めて早期に活性化されて増殖 し,そ の

細胞活性を維持 して網膜上へ伸展すると考えられた。

(日 眼会誌 102:22-27,1998)
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Abstract
Experimental epiretinal membranes (ERM) com- to day 7. No PCNA-positive nuclei were seen at day 14

posed of Miitler cells were formed by injecting autolo- in the retina or ERM. A GFAP-positive reaction was

gous whole blood into the vitreous cavity of rabbits. first seen in the inner retina at day 3. Afterwards, the

Miiller cell responses at the early stages of epiretinal retina and the ERM were GFAP-positive in the ex-

membrane formation were studied using immuno- perimental period. We concluded that activation and

staining of proliferative cell nuclear antigen (PCNA) proliferation of Miiller cells began at an early stage

(for identification of the proliferating cells) and glial after the blood injection. Miiller cells remained active

fibrillary acidic protein (GFAP) (as an appropriate and expanded onto the retinal surface. (J Jpn Oph-

marker for glial cell response), and the electron mi- thalmol Soc L02:22 27, 1998)

croscope in the experimental rabbit model. Three

days after the injection, nuclei of Miiller cells were Key words: Miiller cell, Epiretinal membrane, Au-

found in the inner part of the retina and were PCNA tologous whole blood, Rabbit, Immuno-

positive. PCNA positive staining was seen from day 3 histochemistry

I緒  言

ぶどう膜炎や硝子体出血,網膜剥離術後に網膜上膜が

形成されることが知られている1)2).網
膜上膜が黄斑部に

形成されると,視機能に障害を与える。我々は,家兎眼硝

子体中に自家全血液を注入することにより,Muller(ミ ュ

ラー)細胞から成る網膜上膜が形成されることを報告
3)し

た。この場合,硝子体腔に注入された血液は注入 7日 後に

網膜表面へ達し,さ らに,血液注入14日 後にはミュラー細

胞が細胞分裂を起こし,そ の突起が内境界膜を貫いて網

膜表面へでて網膜上膜が形成された“
5).

細胞が増殖するには細胞分裂を起こし,細胞が活性化
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されることが必要である.ミ ュラー細胞の細胞分裂は,光

凝田や網膜外傷などの実験的研究で観察されている
.~.

しかし,細胞の活性化状態や細胞分裂像を形態学的に把

握することは容易ではない .

グ リア線 維 |1悛 性 蛋 |′ |(glial ribrillar卜 'acidic protein.

GFAP)は 種 々の病的
'1人

態で ミュラー細胞に陽性反応を

示すことが報常
||‖

されている.G「 AP陽性 は ミュラー

細胞が活性化 したことを示す と考えられる。増殖細胞核

わt原 (proliferative cell lluclear antigen,PCNA)は 糸|||1抱 分

裂期の Slか ら P期 までの糸||1胞 |ヽ亥で陽性に染まることが

明らかにされ
H,I)CNA陽

性であることはその細胞が増

殖期にあることを示す。

ミュラー細胞による網膜 11膜形成には,ま ず ,ミ ュラー

糸||1胞 が活性化され増殖することが必要と考え られる。そ

こで′
〉回は,硝 子体内への血液注人による網 1快 11膜 形成

過程における ミュラー細 1抱 の IIL期 の反応を検索するため

に,(〕 FAP.ICNAを 免疫組織学的に染色して

`|:り

1察 した。

II実 験 方 法

実験材料 として,体重約 3 kgの 自色家兎14匹 28眼 を

使用 した。実験方法は前回の実験
1‐ と同様に,耳 静脈から

採取 したヘパ リン添加 白家全血 i「更0.3 mlを 角膜輪部後

方 lmmの 部 か ら硝子体腔 内 に注入 した。処 置 後,翌

L3,5,7,10,14日 お よび 28日 後に眼球摘 出 を行っ

た。摘出眼球 は直ちに10%ホ ルマ リンに浸 した後,毛様

体部に小切開を入れ,再 度10%ホ ルマ リンに浸 した。そ

の後,毛様体部で眼球を前後に半切し,さ らに,眼球後半

部を乳頭 を通る垂直面で半切 した.そ して,48時 間以内

にパラフィンに包埋 した。対照 として,同 様の方法で生理

食塩水 0.3 mlを 硝 子体腔内に注人した。各時期毎に実験

lllt 3眼 ,対照眼 1眼 とした。

実験眼のうちの 1限では,半切後,lllt球外側 半分は 3%
グルタールアルデヒ ド・o.lMカ コジル酸緩衝液に浸

し,3× lmmに 細切 して再度前固定 した後,1%オ スミ

ウム酸・ 0。 lMカ コジル酸緩衝液で後固定を行った。ア

ルコール系列で脱水 し,エ ポキシ樹脂に包埋 した。超 ミク

ロ トームで薄切片を作製 し,ア ズールII染色 を行い,光

学顕微鏡観察を行った。また,必要に応じて超薄切片を作

製 し,酢酸ウラニールとクエ ン酸鉛で二重染色を行って

電子顕微鏡で観察した。パラフ ィン封入試料の一部はヘ

マ トキシリン・エオジン染色を施 して光学顕微鏡観察を

行った。

免疫染色法 としては avidin biotin complex(ABC)法の

変法である labelled strept― avidin biotin(LSAB)法 を用

いた。パラフィン封入試料か ら厚 さ 3μmの切 片を作製

した。この切片を脱パラフィンし,内因性ペルオキシダー

ゼ活性阻害を行った後,1%ウ マ血清で10分 間ブロッキ

ングを行った。その後,それぞれモノクローナルマウス抗

PCNA抗 体 (DAKO社 製),モ ノ クローナ ルマ ウ ス抗
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GFAP抗体 (DAKO社製)を 60分問反応させ ,さ らに二次

抗体 として,ビ オチ ン化標識ウマ抗マウスIgGを室温で

30分間反応させた。ス トレプ トアビデ ンービオチ ン複合

体を30分 問反応 させた後,ニ ューフクシンで発色させた。

各々の反応の間はすべて燐酸緩衝液で 3回洗浄 した.^

連の実験操作はすべて室温下で行った。免疫染色の対照

として,一次抗体の代わりに燐酸緩衝液を使用した。

III 結  果

今回は主に赤道部網膜を中心 に観察 した.血 液注入翌

日には GFAP陽性所見は観察 されなかった。内境界膜直

下に細胞核がみ られたが,PCNA染色は陰性であった

(図 1).血 液注人 3日 後になる と,GFAP陽 性所 見が網

膜内層でミュラー細胞の走行に一致 して観察されたが ,

時に外網状層で も陽性所見が存在 した (図 2).PCNA陽

性所見は神経節細胞層と内顆粒層の細胞核で観察された

(図 3).血 液注入 5日 後も同様の所見であった。血液注入

7日 後では,GFAPは 網膜内層か ら網膜外層 まで ミュ

ラー細胞の分布に ‐致して陽性所見がみられた (図 4).

網膜内層と内顆粒層で PCNA l'易 性細胞が散見されたが ,

時に外顆粒層で も陽性細胞がみ られた (図 5A,B).血液

注人14日 後では,網膜 Lに増殖膜が形成された。網膜内層

にも細胞核がみ られたが,PCNA陽性細胞は観察 されな

かった。この時期,GFAP陽性 反応 は網膜上膜 も含めて

網膜全体で ミュラー細胞の分布に沿って広範囲に観察さ

れた (図 6).血液注入10日 後も同様に PCNA陽性所見は

観察 されなかった。血液注入 28日 後では,網膜上膜 と網

膜全層で GFAP陽性所見がみ られた (図 7).PCNA陽性

細胞は極めて稀であったが,内顆粒層や外顆粒層で観察

された (図 8).

血液注入 3日 後の網 |1莫 内層 を電子顕微鏡で観察する

と,神経節細胞 とともにクロマチ ンに富む核があ り,細胞

質内には,多 数の リボゾーム,グ リコーゲン顆粒 ,フ イラ

メントを有 し,細 胞間には接着装置を持つ細胞がみ られ

たが,ミ ュラー細胞 と同定した (図 9).血液注入 7日 後に

も同様の細胞が網膜内層や外顆粒層でみられ,ミ ュラー

細胞と同定 した。

実験対照眼で は,処 置翌 日に網 膜 内層で部 分的 に

GFAP陽性所見が観察されたが,処置 3日 以降は陽性所

見は観察されなかった。実験期間を通 して PCNA陽性所

見は観察されなかった。免疫染色の対I11に は陽性所見は

観察されなかった (図 10,11).

IV考  按

硝子体内血液注入後の ミュラー細胞の変化を PCNA,

GFAPを マーカー として免疫組織学的に 1か 月後 まで

経時的に観察 した。家兎‖艮網膜では,有髄部を除 くとミュ

ラー細胞のみが存在 し,星状膠細胞は存在しないことが

知 られているに'.今回観察したグリア細胞もすべて ミュ
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図 1 血液注入翌日の増殖網胞核抗原(PCNA)免疫染色

光学顕微鏡写真 .

網膜内層に多数の細胞核 (矢印)がみられるが,陽性所見

は観察されない.バーは50 μm

図 4 血液注入7日 後の GFAP免疫染色光学顕微鏡写真 .

陽性所見が内境界膜から外顆粒層まで Mtter(ミ ュラー)

細胞の分布に沿って観察される。バーは50 μm
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図 2 血液注入 3日 後のグリア線維酸性蛋白(GFAP)免
疫染色光学顕微鏡写真.

網膜内層で東状に陽性所見が観察される。この陽性所見

は所々で外網状層まで続いている.バーは50 μm
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図 3 血液注入3日 後の PCNA免疫染色光学顕微鏡写真

網膜内層 と内顆粒層で陽性所 見 (矢 印)が 観察 される

バーは50 μn

B

図 5A,B血液注入 7日 後の PCNA免疫染色光学顕微鏡

写真 .

神経節細胞層,内網状層,内顆粒層とともに外顆粒層にも

陽性所見 (矢 印)が観察される.バ ーは50 μm
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図 9 血液注入 3日 後の電子顕微鏡写真 .

網膜内層の細胞はクロマチンに富む核 (N)を 有 し,細 胞

質内に多数グリコーゲン顆粒,滑面および粗面小胞体が

み られる。隣接細胞 と接着装置 (j)を 持ち,ミ ュラー細胞

と同定できる。V:硝子体,ILM:内 境界膜.バ ーは lμm

図10 血液注入 3日 後の PCNA免疫染色の対照 .

陽性反応はみられない。バーは50μm

図11 血液注入 3日 後の GFAP免疫染色の対照

陽性反応はみられない.バ ーは50 μm

図 6 血液注入14日 後の GFAP免 疫染色光学顕微鏡写真 .

内境界膜か ら内顆粒層 まで陽性所見が観察される。バーは

50 μnl

図 7 血液注入28日 後の GFAP免 疫染色光学顕微鏡写真 .

網膜上膜 と神経網膜全体 に陽性所見が観察 される。バーは

50 μrn

● .

図 8 血液注入28日 後の PCNA染色光学顕微鏡写真 .

稀に網膜外層で陽性細胞 (矢印)がみられる。バーは50 μm
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ラー糸|||1抱 と考えられる.

PCNAは り|:ヒ ス |ヽ ン核蛋 |′ 1質 (分 ル|ド:36kl),等
′
l.L′ ll,li

l.8)で ,増 殖サ イクルの liと して (〕 l後 期か らS期 にか

けて細胞核 内に蓄積 し、I)NAポ リメラーゼ δの補助 1大 |

1と して機能 している,PCNAを 検出することにより.

糸||1胞 が細胞分裂 sl期 か ら P期 にあることを判定で き

る||.今
回の研究では,1lLil文 を硝 r‐ 体内へ注人すると,3

11後 には正常の網膜ではみ られない細胞が網膜内層で観

察され,PCNA陽性所見を 'Tヒ した。この陽性反応は処置

711後 までみ られた。電 子‐顕微鏡観察では,網 膜内層に

ミュラー糸‖1胞 の核が確認で きてお り、この PCNA陽 性細

胞は ミユラー細胞と考えた.こ れまでの研究
|'で は ミュ

ラー細胞核 の網膜内層への移動は観察で きていたが ,

ミュラー細胞の細胞分裂は血液注人 2週後まで観察され

なかった。今回の結果から,ミ ュラー細胞は血液の硝子体

内注人に敏速に反応 し,早期に細胞増殖を開始すること

が明らかとなった。我々は,電 r‐顕 i′
I支鏡的に ミュラー細 |1包

の細胞分裂像を網膜内層のみでなく外顆粒層でも観察 し

た
|が

、今回の研究でも網膜内層のみでなく,網 膜外層ヘ

移動 した ミュラー細胞の核で もPCNA陽性所 見が観察

された。実験的に網膜光凝 1占|な どでみられた ミュラー細

|1色 の細胞分裂像は,11に 網膜外層でみられる
い.網膜外

'中

|

への直接障害を与えない硝 J´

‐体内 |||[液 注人でもミュラー

糸‖1胞 は網膜内層と網膜外 1中|で細胞増殖を行っていた.こ

の理由は明 らかではないが,硝 r体内血液注人により,組

織学的には明 らかにできない微細な影響が網膜外層にも

及んでいることが考えられる。

今回の観察では lfl液 注人 28日 後にIlltt PCNA陽性所

見が観察された。以前の研究
|で は細胞分裂像は血液注人

14日 後と28口 後でみられている。ミュラー細胞の分裂が

28[IHま で持続 したのか、あるいは一度体 lLし た後,再度

増殖が生 じたのか明らかではないが、前日の研究結果と

合わせて硝
「

体内へのliL液注人によるミュラー細胞の細

胞活性九進の持続 と関係するかも知れない .

GFAPは 線維性 グリオージスのある||1琳 |[織 か ら抽 |||

された脳特 異蛋向の ‐種で,網 膜ではり|:状膠細胞に存在

する10 nnlフ イラメントを構成する il要 蛋自の ・つと考

えられている
i ll.現

在では病的状態では網膜 ミュラー

細胞にも出現することが明 らかとなってお り,GFAP免

疫染色を用いて ミュラー細胞の反応をみる研究は多く報

常
|||||11さ

れている。Yoshidaら Ⅲは家兎 ll、 で硝 ∫̂体 手術

を行うと,長 期にわたって ミュラー細胞が GFAP陽性 を

示し,硝子体内環境の変化が ミュラー細胞に強い影響 を

:チ えると報告している。今回の研究でも血液を硝子体内

中央へ注入すると,GFAP陽性所見が PCNAと 同様に 3

H後には観察 された。血液注人 3日 後には赤血球はまだ

内境界膜まで到達 していない。このことは,硝子体内の環

境の変化によって ミュラー細胞が活性化される可能性を

示唆している。しかし,対照実験で処置の専 日にみられた

lコ 限会誌 102巻  1号

部分的 GFAP陽性所 兄は,そ の後消 失 した .ll(内 サ11の ^

時的な変化や生埋食塩水の注人といった程度の 11こ 内環境

の変化では,ミ ュラー細胞 の活性化は持続 しない と思 わ

れる。

網膜 ll膜 の形成には,血液注人後 2週 ||||と い う時 間の

経過が必 要であった。この実験モデルでの網膜 ll膜形成

には、硝 r‐ 体内環境の変化 とともに ミュ ラー細胞活 1生 化

が持続す ることが必 要 と考えられる.11(内 に異物 を注 人

して網膜 11膜 形成をみ た実験モデルで も,網 |1史 衣由に 異

物が到達 した後 ミュラー細胞が網膜 11へ 伸展 して網膜 11

1莫が形成 されている「
|｀ |.網

膜上膜形成 には,活性化 され

た ミュラー細 胞の存 在,硝 予体内環境 の変 化の持続 と

いった因子 とともに異物 の存在 といった もう一つの因子

が必要 と考えられた .

以前報 |'FⅢ したように、 ‐度形成され た網膜 L膜 は,1

年後には極めて肥厚 していた。これは,硝 r体環境の変化

が持続す る限 1)ミ ュラー糸|‖ 胞の活性化状態が維持 される

ことによる と考えられる .

1肖 r‐ 体内血液注人実 1験 では早期に ミュラー細胞は活性

化 され、細胞核 は網膜 内層へ 移動する とともに増ダ111期 に

人る.そ して、ミュラー細胞 は内境界1典 を貫いて網 1良 11ヘ

伸展す る。その子ウを,ミ ュラー細胞の活性 化 された状態は持

続 し,網膜 |」僕は ミュラー糸|‖ 胞の肥人に よ り肥厚す る と

考えられる .

稿を終えるに当た り、ご校問いただいた向野利彦先生に感

謝 |||し 11け ます .
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