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要 約

再生医療は，組織そのものを最初から使用するのでは

なく，一部の細胞，細胞増殖因子，細胞外マトリックス

などを使用して，再生を人工的に手助けするものであ

る．これには，人工材料なども積極的に利用されてき

た．細胞増殖因子の一つとして線維芽細胞増殖因子(b-

FGF)は虚血性心疾患などで臨床応用され，パーキンソ

ン病患者には，胎児の脳神経細胞が直接投与された．難

治性の網膜疾患にも再生医療が試みられてきた．我々が

加齢黄斑変性(AMD)に行ってきた，脈絡膜新生血管

(CNV)抜去後に自己の培養虹彩色素上皮細胞(IPE)を

移植する方法は，CNV抜去後に障害された網膜色素上

皮(RPE)の代用細胞となることを目的としている．本

稿では，これまでに行ってきた培養自己 IPE移植症例

の結果を報告する．また，AMD以外の網膜疾患に細胞

移植による治療を適応できる可能性があるかどうか，検

討した結果を示す．

周辺虹彩切除術により得られた IPEを自己血清で培

養し，CNV抜去後の網膜下に移植した．術後 か月以

上経過観察できた症例をまとめると，the logarithm of
 

the minimal angle of resolution(log MAR)視力で

以上改善できた症例は 眼中 眼( )，不変

が 眼( )，悪化は 眼( )であった．これは，

単純に CNVを抜去しただけの 眼と統計的に有意差

はなかった．しかし，培養 IPEが網膜下や硝子体内で

増殖した症例は 例もなく，また拒絶反応もみられな

かった．移植による合併症もなく，移植は安全に行われ

ると考えられた．

次に，細胞移植に細胞増殖因子などを加えて，IPE

移植成績の改善と他の難治性網膜疾患への再生医療の適

応拡大が可能かどうかを検討した．まず，サルに異種で

あるラット RPEを網膜下へ移植したところ，炎症細胞

の出現とともにサルの RPEが移植細胞を取り囲むよう

な所見がみられ，生体 RPEも炎症反応や網膜下の細胞

に対して反応する可能性が示された．また，RPEに b-

FGFをはじめとする細胞増殖因子を導入した場合，導

入された細胞増殖因子が誘導する一連の遺伝子の動きが

あることが判明した．bFGFの場合，最も変動した遺伝

子は，細胞外マトリックスのコラーゲンなどの成熟や細

胞の生着率に関与するものであった．しかし，

の培養では 時間以上培養すると細胞の生着率に有意

差がなくなり，この遺伝子を導入した細胞をラットに移

植した 週後では，他の細胞と網膜下に存在する範囲に

有意差はないと考えられた．一方，導入される細胞増殖

因子が異なれば，細胞はそれぞれ違う反応をする可能性
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が示され，変動した つ つの遺伝子の詳細な影響につ

いては今後の検討が必要である．また，遺伝子導入細胞

をラット網膜下に移植しても局所に炎症を誘発すること

もなく，細胞増殖因子とともに蛍光色素でもラベルした

細胞の移植では，移植後 週でも網膜下に確認できた．

さらに，細胞増殖因子を導入された細胞の移植を受けた

ラットの血清は RPEに対して明らかな抗体反応を示す

ことはないと考えられた．

一方，視細胞の変性動物モデルで知られている マ

ウスに，bFGFやAxokineを異所性に過剰発現させた

トランスジェニックマウスを作製したが，これらの因子

は生体に対して過剰に反応し，致死的になったり，逆に

生体から抑制を受けて視細胞の変性抑制に作用しないと

推測された．しかし，視細胞変性をコントロールできる

光障害ラットモデルを作製し，移植を利用して細胞増殖

因子の働く部位を制御すれば，光障害による視細胞の変

性の進行を部分的に抑制できた．細胞増殖因子遺伝子を

導入した細胞を移植に利用して，難治性網膜疾患に再生

医療を適応できる可能性が考えられた．(日眼会誌 ：

― ， )
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Abstract
 
vitreous cavity and concluded that cultured auto

 
IPE transplantation can be performed safely with-

out complications.

Next, we examined whether cell transplantation
 

can be expanded to other degenerative retinal dis-

eases.One of our results showed that host RPE may
 

play an important role against the transplanted
 

cells in the subretinal regions.When we introduced
 

bFGF gene into the cells, we found synexpression
 

cluster of the genes in the cells. One of the most
 

prominent movements among the genes was lysyl
 

oxidase like- gene,which plays an important role in
 

the maturation of the extracellular collagen and in
 

cell attachment. However, when we examined the
 

cell attachment on the culture plates after hours
 

of culture, no significant difference was observed
 

between the cells with or without bFGF. Further,

when we examined the area of the cells transplanted
 

into the subretinal space of rats during successive
 

follow-up using fluorescein marker(EGFP),no sta-

tistical significance was observed.The gene expres-

sion pattern may be different when we introduce
 

different growth factor gene.No antibody produc-

tion was generated against the growth factor gene
 

introduced cells after cell transplantation.Further,

when we made transgenic mice expressing bFGF or
 

Axokine cDNA in the RPE of  mice, no photor-

eceptor degeneration was observed. One of the
 

reasons was suspected to be that bFGF was expres-

sed systemically by the promoter of tyrosinase

 

At has been reported that transplantation of
 

appropriate cells, growth factors, and/or extracel-

lular matrix may help the regeneration of damaged
 

tissues or organs. Some growth factors, such as
 

basic fibroblast growth factor(bFGF), have been
 

successfully transferred to patients with ischemic
 

heart disease. Embryonic dopamine neurons were
 

also transplanted into the brains of patients with
 

Parkinson’s disease successfully.We have also per-

formed cultured auto iris pigment epithelial cell

(IPE) transplantation into the subretinal space
 

after removal of choroidal neovascularization in
 

patients with age-related macular degeneration

(AMD). Here, we report the results of auto IPE
 

transplantation in patients, who could be fol-

lowed for more than months. We also tried to
 

apply cell transplantation to other retinal diseases
 

by managing the transplanted cells as introduced
 

growth factor genes.

Auto IPE transplantation was performed after
 

removal of choroidal neovascular membranes(CN-

V).Visual acuity wes improved by more than log
 

MAR in of patients( ),it was unchanged
 

in patients( ), and it was worsened in

patients( ).No significant difference was obser-

ved in comparison to patients who underwent CNV
 

removal only.However,unlike the previous reports,

we found no patients showing rejection. We also
 

found that the cultured transplanted cells never
 

showed proliferation under the retina or in the
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緒 言

再生医療は，再生医学が実際の臨床に応用されるもの

であるが，組織そのものを最初から提供するのではな

く，幹細胞に代表される一部の細胞を細胞増殖因子や細

胞外マトリックスなどと一緒に含めて，再生を人工的に

手助けするものである．これには，いわゆる再生医工学

と呼ばれる人工材料なども積極的に利用されている ．

したがって，実際の臨床ではかなり広い意味をもって，

さまざまな医療分野に応用され始めている．皮膚科領域

では比較的古くから治療に利用されてきた ．細胞増殖

因子の一つとして線維芽細胞増殖因子(basic fibroblast
 

growth factor, bFGF)は，骨の再生を人為的に加速す

ることが動物実験で報告 されている．細胞増殖因子を

利用して，自己再生を人工的にコントロールしようとす

るものである．さらに，虚血性心疾患などでは臨床応用

も始められた ．神経疾患でもパーキンソン病患者の被

殻領域に，胎児の脳神経細胞(ドーパミン神経細胞)を直

接投与する治療法が報告 されている．神経組織に応用

されたことは注目される．再生医工学の人工材料として

代表的なものは，自己細胞による再生までの間，一時的

にでも再生を補助する人工材料の利用などがあり，人工

硬膜の開発などがある ．

眼科学分野にも再生医療が取り入れられてきた．角膜

上皮幹細胞や羊膜を利用した，角膜上皮疾患に対する治

療は代表的なものである ．再生医療により，これまで

治療法がなかった疾患などにも積極的に治療が試みられ

てきている．一方，難治性の網膜疾患となると，まだ確

立された再生医療がないばかりか，病態についても不明

なものが多い．いったん発症すると重篤になる網膜疾患

が多数存在する．まだ，臨床結果を評価できる段階では

ないものの，難治性網膜疾患の代表である網膜色素変性

や 加齢黄斑変性(age-related macular degeneration,

AMD) に対して，細胞移植を利用した再生医療の

試みが行われてきた．我々がAMDに行ってきた，脈

絡膜新生血管(choroidal neovascularization, CNV)抜

去後に自己の培養虹彩色素上皮細胞(iris pigment epi-

thelium, IPE)を移植する方法 は，CNV抜去後に障害

された網膜色素上皮(retinal pigment epithelium,RPE)

の代用細胞となることを目的とした．本稿では，これま

で東北大学眼科学教室で行ってきた培養自己 IPE移植

症例の経過を報告し，その結果を考察する．また，A-

MD以外の網膜疾患に細胞移植による治療を適応できる

可能性を，動物実験で検討した結果を述べる．

自己虹彩色素上皮細胞(IPE)移植

．目 的

AMD患者のCNV抜去後の網膜下へ，培養した自己

IPEの移植を行い，その効果と合併症の有無を確認す

る．

．方 法 と 対 象

１)患者

培養自己 IPE移植は1998年8月から2002年3月ま

で，合計45眼に当教室で行われた．症例はすべて黄斑

部を中心に出血や滲出物などの変化がみられ，fluores-

cein angiography(FAG)か indocyanine green angio-

graphy(ICG)，あるいは両者を行ってCNVの確認を行

った．CNVは0～3乳頭径であった．今回解析の対象

になったのは，そのうち6か月以上経過観察が可能で

あった35眼である．35眼の内訳は男性29例，女性6

例，全例片眼で，右眼20眼，左眼15眼であった．年齢

は平均71.1±8.6(平均値±標準偏差)歳であった．術前

の視力は the logarithm of the minimal angle of resolu-

tion(log MAR)視力で3.0～0.40まで(指数弁は2.5，

手動弁；3.0，光覚；3.5，無光覚；4.0として計算し

た)，平均 log MAR視力は1.46±0.67(平均値±標準偏

差)であった．自覚症状の出現から手術までの時間は

3～48か月まで平均17.5±11.1(平均値±標準偏差)か月

で，経過観察期間は6～43か月まで平均26.5±9.4か月

であった(表1)．すべての患者はFAGか ICG，あるい

は両者を行っている．眼科的検査はルーチンの眼科検査

以外に可能であれば，Humphrey視野検査(30-2)，網

膜電図，多局所網膜電図，視覚誘発電位，走査レーザー

検眼鏡(scanning laser ophthalmoscopy,SLO)を利用し

たFAG，ICG検査，光干渉断層計(optical coherence
 

tomography,OCT)検査を術前に行い，経過観察中も必

要に応じて施行した．対照として，CNV抜去のみを施

行したAMD47眼を表2に示す．

related-protein gene and may lead to lethality.

Another reason was suspected to be suppression of
 

the function of Axokine by the down-regulation of
 

the ciliary neurotrophic factor or its receptor gene.

Conversely,when we produced photoreceptor dege-

neration by constant light damage in the rats, we
 

found partial photoreceptor rescue by transplanta-

tion of the growth factor gene introduced RPE.We
 

show here the possibility that growth factor gene
 

introduced cell transplantation may be applied to

 

retinal diseases, if we select appropriate cells and
 

genes.(J Jpn Ophthalmol Soc ： ― , )

Key words：Age-related macular degeneration,Iris
 

pigment epithelial cells, Retinal pig-

ment epithelial cells, Cell transplanta-

tion, Growth factor, Gene, Rejection,

Transgenic mice, Light damage, Brain
 

derived neurotrophic factor
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２)患者からの同意の取得

自己培養 IPE移植については，1998年1月26日，

東北大学倫理委員会において 虹彩色素上皮細胞の自家

移植による加齢黄斑変性症の治療の試み」で承認を得

た．さらに，我々はヘルシンキ宣言に基づいた同意書を

作成し，移植治療を受けるすべての患者から書面による

同意を得た．

３)自己 IPEの採取と培養

IPEは自己 IPE移植に同意された患者から，局所麻

酔下で周辺虹彩切除術を行って採取した．基本的に，周

辺虹彩切除術は11時か1時方向，あるいはその両者に

行った．また，同時に同意を得て患者静脈血から15ml

採取し，無菌状態で3,500回転，15分遠心分離し，培

養用の血清を確保した．切除された虹彩片はbalanced
 

salt solution(BSS)に保存し，以下に示すように，これ

まで報告してきた方法 で速やかに IPE分離の操作を

行った．すなわち，虹彩を0.25％ trypsinを含むDul-

becco溶液中で37℃，40分反応させた．その後，IPE

を顕微鏡下で機械的に剥離した．顕微鏡下で回収した

IPEは事前に採取していた自己血清を利用し，至適血

清濃度である15％自己血清 と1ml中に100units peni-

cillin，0.1mg streptomycin，0.25μg amphotericin B

を含むHam’s F-12Nutrient Mixture(F-12medium)

(Gibco BRL,Bethesda,MD,米国)に保存し，無菌状態

を維持して培養皿に分注した．これらの IPEは3日ご

とに同じ培地に交換し，37℃，5％COの条件で培養を

継続した．培養細胞は50～60％の confluent状態で

0.125％トリプシンを含む，0.2mM ethylenediamine-

tetraacetic acid(EDTA)で回収し，BSSで3回洗浄後

同一液に保存した．この細胞は移植30分以内に調整さ

れた．また，以上の培養は，東北大学眼科学教室の一室

をヒト IPE培養専用の“semi-sterile room”に改造し

表 1 自己虹彩色素上皮細胞移植症例

症例 性 年齢 患眼 (log MAR)
術後視力

(log MAR)
移植した
細胞数

培養期間
(日)

自覚症状術現からの期間
(月)

経過観察期間
(月)

1 Ｆ 58 L 2.50 2.50 20000 32 6 43

2 Ｍ 85 L 2.00 2.00 210000 36 3 41

3 Ｍ 78 L 3.00 2.50 50000 64 11 39

4 Ｍ 73 L 1.00 0.82 10000 43 17 38

5 Ｍ 66 Ｒ 2.50 0.70 30000 39 9 41

6 Ｍ 77 L 1.22 1.22 50000 43 5 35

7 Ｍ 67 R 1.22 1.22 50000 81 11 34

8 Ｍ 61 R 2.30 2.50 100000 43 6 34

9 Ｍ 72 L 1.00 1.00 12000 57 24 34

10 Ｍ 70 R 1.20 1.22 20000 46 12 34

11 Ｍ 67 R 1.10 1.10 25000 39 7 31

12 Ｍ 65 R 2.00 1.00 20000 57 22 30

13 Ｍ 74 R 1.00 2.00 35000 44 16 30

14 Ｆ 73 L 1.00 1.00 20000 82 10 28

15 Ｍ 77 R 0.52 0.52 75000 36 3 27

16 Ｍ 71 L 1.10 1.10 120000 78 11 27

17 Ｍ 56 R 1.00 1.00 40000 113 43 27

18 Ｍ 79 L 1.22 1.22 20000 78 6 27

19 Ｆ 74 R 3.00 2.50 50000 102 9 27

20 Ｍ 53 R 0.40 0.40 18000 77 17 27

21 Ｍ 77 R 1.00 1.00 60000 63 29 26

22 Ｍ 61 L 1.52 1.10 35000 84 19 25

23 Ｍ 78 R 1.00 1.00 75000 54 21 29

24 Ｍ 71 L 0.82 1.22 25000 123 19 23

25 Ｍ 68 R 1.30 1.30 55000 81 7 23

26 Ｍ 77 L 1.10 1.10 45000 78 42 23

27 Ｍ 84 L 1.00 1.00 120000 64 9 22

28 Ｆ 74 L 2.50 2.00 35000 78 46 20

29 Ｆ 82 R 2.00 2.00 80000 57 13 20

30 Ｆ 82 R 2.00 1.40 80000 97 13 16

31 Ｍ 64 R 2.00 2.00 120000 63 41 12

32 Ｍ 70 R 1.40 1.40 20000 50 48 11

33 Ｍ 73 R 0.82 0.82 90000 82 36 10

34 Ｍ 75 R 1.40 1.40 20000 109 6 9

35 Ｍ 56 L 1.00 1.00 50000 60 16 6

M：男性，F：女性，L：左眼，R：右眼，log MAR：the logarithm of the minimal angle of resolution
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て行われた．

４)AMD患者への自己 IPEの移植

3ポートを作製し硝子体カッターで硝子体を切除後，

術前にSLO検査で確認しておいたCNVの近くで，か

つ固視点をさけた部位の網膜に弱いジアテルミー凝固

後，小穴を作製し，CNVを 子で把持して摘出した ．

CNV摘出後，網膜下腔を特注の細胞移植針などで洗浄

後，浅い網膜剥離を作り，自己の初代培養 IPEを細胞

浮遊液の状態で，合計15μl移植した ．この細胞移植

針は細胞移植用口と網膜下腔維持用口の2種類の移植口

でできている ．移植後，硝子体腔は約80％の液ガス

交換をして，硝子体腔には1～1.5mlの 100％ sulfur
 

hexafluoride(SF )を注入した．術後，約4～6時間後

に患者にはうつぶせ姿勢を指示した．自己免疫抑制剤は

使用しなかった．
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表 2 新生血管の抜去手術のみを施行した症例

症例 性 年齢 患眼
術前視力

(log MAR)
術後視力

(log MAR)
自覚症状出現からの時間

(月)
経過観察期間

(月)

1 Ｍ 77 L 1.22 1.52 4 3

2 Ｍ 64 L 1.70 1.40 18 34

3 Ｆ 75 L 3.00 3.00 18 29

4 Ｍ 66 L 1.70 0.82 9 22

5 Ｍ 56 L 1.52 0.52 5 26

6 Ｆ 66 R 1.30 1.22 4 3

7 Ｍ 76 R 1.70 2.00 60 20

8 Ｍ 69 L 1.70 1.00 24 2

9 Ｍ 65 R 1.10 0.82 30 15

10 Ｆ 66 L 3.00 1.30 2 6.5

11 Ｍ 68 L 3.00 1.00 5 9

12 Ｍ 78 L 2.50 1.15 4 3

13 Ｍ 83 L 2.50 1.00 2 3

14 Ｍ 78 L 1.40 2.00 14 3

15 Ｍ 65 R 3.00 0.70 2 9

16 Ｍ 60 L 3.00 2.50 2 4

17 Ｆ 77 R 1.30 1.70 10 9

18 Ｍ 68 R 1.22 1.00 7 3.5

19 Ｍ 78 R 3.00 1.40 9 73

20 Ｍ 66 R 1.52 0.82 24 60

21 Ｆ 62 R 3.50 3.00 84 60

22 Ｍ 59 L 3.50 3.00 1 24

23 Ｍ 77 R 2.50 0.40 24 43

24 Ｍ 66 R 3.00 3.00 1 41

25 Ｍ 70 L 3.00 1.40 2 5

26 Ｍ 68 R 2.50 0.70 2 47

27 Ｆ 78 L 3.00 1.70 1 2

28 Ｍ 69 L 3.00 1.52 0.5 20

29 Ｆ 80 L 1.40 1.52 24 2

30 Ｍ 55 R 2.50 1.22 13 33

31 Ｍ 68 L 1.70 1.00 10 30

32 Ｍ 75 R 3.50 3.50 2 6

33 Ｍ 75 L 3.50 1.70 4 24

34 Ｍ 67 L 3.00 2.50 5 27

35 Ｍ 58 R 1.40 1.22 1 50

36 Ｆ 60 R 1.30 2.00 1 41

37 Ｍ 69 R 1.70 1.70 1 48

38 Ｆ 52 L 1.00 1.15 1 19

39 Ｍ 65 L 1.30 2.00 24 39

40 Ｍ 74 R 3.00 2.50 36 22

41 Ｆ 81 L 1.70 1.70 60 9

42 Ｍ 77 R 0.70 1.70 7 31

43 Ｍ 72 L 1.70 0.40 13 25

44 Ｍ 65 L 2.50 2.50 60 12

45 Ｍ 69 R 1.52 2.00 44 51

46 Ｍ 71 R 0.40 4.00 5 23

47 Ｍ 55 L 3.00 3.50 1.5 22



．結 果

6か月以上経過観察が可能であった35例と，対照と

して，CNVの抜去のみを行った47例の結果を示す．

それぞれ平均年齢が71.1歳と69.9歳，男女比が29/6

と37/10で有意差なし．自己虹彩色素上皮採取後平均

5.4週培養することで1～12万個の IPEが得られ，移

植細胞数は平均54,000個であった(表1)．今回は培養

期間と細胞数の間に相関はみられなかった(図1)．この

培養細胞はサイトケラチン染色で上皮細胞由来であるこ

とを確認した(図2)．また，reverse transcription-poly-

merase chain reaction(RT-PCR)で色素合成に関与す

る遺伝子の一つとして tyrosinase-related protein-1の

発現も確認した．経過観察期間は移植患者は，6か月か

ら最長で約4年であった．図3に移植前後の眼底写真，

ICG，OCTの所見を示した．図4に両者の術前，術後

の視力を示した．●が移植患者で，▲がCNV抜去のみ

を行った患者を示す．最終視力は移植群が log MAR視

力で1.35±0.58(少数視力で0.082±0.083)，単純抜去

群が log MAR視力で1.67±0.89(少数視力で，0.081±

0.113)と最終視力は両者に有意差(p＝0.263)はなかっ

た．また，両者の視力経過をみると，移植患者は術直後

2週間で一過性に視力が術前より低下することが判明し

た(図5)．移植患者の最終視力が log MAR視力で0.2

以上改善，不変，悪化をした症例がそれぞれ35例中18

例(51.4％)，11例(31.4％)，6例(17％)で単純抜去群は

図 1 虹彩色素上皮細胞(IPE)培養期間と細胞数の関

係．

横軸に IPEの培養期間(日)，縦軸に細胞数を示した．

両者に相関はない．

図 2 IPEのサイトケラチン染色．

培養細胞はサイトケラチン染色で上皮細胞由来であるこ

とが確認された．バーは50μm

図 4 術前視力と最終視力．

IPE移植患者(●)と対照として，IPE移植を行わず，単

純に脈経膜新生血管(CNV)を抜去した症例(▲)を示し

た．横軸が移植前視力，縦軸が最終視力で the loga
 

rithm of the angle of resolution(log MAR)視力で示し

た．

-

図 5 IPE移植患者の視力経過．

横軸に期間(月)，縦軸に log MAR視力を示した．バー

は標準偏差を示す．
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それぞれ27例(57.4％)，10例(21.3％)，10例(21.3％)

で，両者にはχ乗検定で有意差はなかった(p＝0.476)

(図6)．細胞移植した症例の合併症として，網膜周辺部

の裂孔形成を原因とする裂孔原性網膜剥離が3眼にみら

れた．単純抜去群では1眼に裂孔原性網膜剥離が，4眼

に網膜下の著明な増殖組織の出現をみた．また，臨床的

に拒絶反応やCNVの再発は移植した患者にはみなかっ

たが，単純抜去群には2眼に再発をみた(p＝0.210)．

培養細胞や動物を用いた実験

実験 ．トランスジェニックマウス(Tg)の作製

．目 的

REDに細胞増殖因子を発現させることで視細胞の変

性が保護できるかどうか，遺伝的な背景がはっきりして

いる視細胞変性動物(マウス)のトランスジェニックマウ

スを作製し，保護効果を検討する．

．方 法

Phosphodiesterase(PDE)遺伝子異常が視細胞変性を

起こすことが知られている rdマウス に細胞増殖因子

遺伝子を導入した．細胞増殖因子はbFGFとAxokine

を用いた．それぞれのサイトカインは tyrosinase-re-

lated protein-1(TRP-1)と Rpe65のプロモータを用い

てRPEに誘導されることを目的とした．TRP-1は過去

に報告された，in vitroで色素細胞特異的発現が確認さ

れたmRNA転写開始部位から上流1.4kbpを利用し

(東北大学応用生理学，柴原教授から提供を受けた)

図 3 移植手術前後の眼底所見(代表例)．

AとBはそれぞれ移植手術前後のカラー眼底写真，CとDは移植前後のインドシアニングリーン蛍光眼底

造形(ICG)所見，EとFは移植前後の光干渉断層計(OCT)所見を示す．移植術後に移植細胞は確認できな

い．
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，Rpe65については以前報告 されたRPE特異的発

現を持つことがTgで確認された領域をpolymerase
 

chain reaction(PCR)で増幅して利用した．PCR産物

はT-Vetorに組み込んだ後に，上記した方法で塩基配

列が完全に過去の報告に一致することを確認した．in-

ternal ribosomal entry site2(IRES2)ベクターを用い

てIRESの上流にbFGF cDNAあるいはAxokine cDNA

を挿入した．さらに，その直上に上記した Rpe65プロ

モータかTRP-1プロモータを挿入，作製した．上記の

構造が完成したベクターは，それぞれのプロモータの直

上とSV40polyadenylation signal直下で制限酵素で切

り出し，rdマウスに導入した．マウスは生後12日と

36日に眼球摘出のうえ，組織学的に検討した．すなわ

ち，パラフィン包埋後，3μmの厚さに連続切片を作製

後，hematoxylin-eosin(HE)で染色し，外顆粒層の厚

さを測定して比較した．

．結 果

生後早期に視細胞の変性がはじまる rd/rdマウス

にサイトカインを発現させるTgを作製することを試み

た．TRP-1プロモータに誘導されたbFGFと enhan-

ced green fluorescein protein(EGFP)遺伝子を組み込

んだもの(図7)を合計4回，計843個の卵細胞に注入

し，合計137匹のこどもが生まれたが，Tgは生まれな

かった．しかし，遺伝子解析より子宮内で死亡していた

個体の中に上記遺伝子を持ったマウスが存在した．これ

らの個体のほとんどは蛍光顕微鏡でEGFPの発現がみ

られ(図8A)，また個体からmRNAを抽出してRT-

PCRを施行するとEGFPの発現が確認できた(図8

B)．

Rpe65プロモータに誘導されるAxokineと EGFP

は，同様に2回の注入を行い，2匹の founderが得られ

た．蛍光顕微鏡の観察ではRPEを中心に蛍光がみられ

(図9(A))，RT-PCRで網膜内にAxokine(図9B)が発

現していることが判明した．もともと色素を持つマウス

ではあるが，生後0日のTgと非トランスジェニックマ

ウス(non-Tg)を比較すると，TgのRPEに強い蛍光が

観察された．Axokineは ciliary neurotrophic factor

(CNTF)を人工的に変異させたものであるが，CNTF

の enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)でも

測定可能であった．その結果，発現量は1眼球当たり9

pg/mg蛋白であった．生後36日に rodが完全に消失す

るという過去の報告に従い ，36日以外に，生後12日

において網膜の外顆粒層の厚さの比較を網膜の後極部

(視神経乳頭より400μm)で測定してTgと non-Tgを

比較した(図10)．いずれの検査日においても外顆粒層の

厚さに有意差はみられなかった(12日はTgと non-Tg

がそれぞれ平均 27.5μm(A)と 30.8μm(B)で p＝

0.796，生後36日がそれぞれ平均5.5μm(C)と7.6μm

(D)で p＝0.354)．また，マウスCNTFやAxokineの

図 6 最終視力の改善率．

IPE移植患者とCNV単純抜去術を行った症例の視力の

改善率を比較した．

：悪化， ：不変， ：改善

図 7 トランスジェニックマウス(Tg)の作製．

rdマウスにTRP-1とRpe65のプロモーターを利用して，それぞれ，線維芽細胞増殖因子(bFGF)とAxo
 

kine cDNAを導入した．

-
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リセプターと考えられるCNTF receptor(CNTFR)の

発現がRT-PCRで検討すると減少していることが疑わ

れた(図10EにCNTFRのRT-PCRの代表例を示す)．

実験 ．網膜下に細胞を移植された生体の局所での反

応(サル)

．目 的

移植細胞に対する局所の反応を検討する．

．方法と材料

１)サルへの移植

サルの IPEは過去に報告したのと同じ方法で 分離・

培養した．また，移植方法もヒトの移植方法に準じて行

った．すなわち，サルはpentobarbital natrium(60mg/

kg)と atropine(0.4mg/kg)で麻酔後，左眼に3port
 

vitrectomyを行った．硝子体手術後，黄斑部上方に網

膜に小孔を作製し，BSSを30ゲージ針で網膜下に注入

し，小さい網膜剥離を作製した．ここにラットRPEを

下記した方法でシート状に回収したものを注入した．

移植後硝子体中は20％ SF で置換し，抗生物質を結膜

下注射して終了した．術後の経過観察中，サルに異常行

動はみられなかった．サルはマカカ属日本ザル(Macaca
 

Fuscata)を使用した．

使用した動物の管理は 動物の保護及び管理に関する

図 8 子宮内で死亡した個体の観察．

A：蛍光顕微鏡観察所見．個体は小さすぎて蛍光を発色している部位が同定できない．バーは100μm(B)

B：Enhanced green fluorescein protein(EGFP)の resrerse-trascriptase-polymerase chain reaction(RT-

PCR)．

図 9  Tgマウスの網膜の検討．

A：蛍光顕微鏡所見では網膜色素上皮(RPE)を中心に蛍光がみられる．バーは50μm B：RT-PCTでは

TgにAxokine遺伝子が発現しているのがわかる．
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法律」と 実験動物の飼養及び保護等に関する基準」に

従った．

２)凍結切片作製と組織学的観察

サルの眼球は4％ paraformaldehyde-0.1M phos-

phate buffer(PB)，pH7.4で16時間固定した．次に

0.1M PB中で10，20，30％ sucroseにそれぞれ24時

間浸した後，5μmのcryostat sectionを作製し，gela-

tinをコートしたスライドガラス上で乾燥させ－80℃に

保存した．サンプルはOLYMPUS IMT-2(Olympus)の

位相差顕微鏡かLeica蛍光顕微鏡で観察した．

３)電子顕微鏡による観察

細胞を移植したサルの眼球を摘出後，毛様体扁平部に

穿孔創を作製し，2.5％ glutaralaldehydeと 2％ para-

formaldehyde(pH 7.4)を含んだ0.1M リン酸緩衝液に

固定した．固定後，サンプルは1％ osmium tetroxide

(pH 7.4)に浸した後，アルコールで脱水した．サンプ

ルはEpon 812に包埋後，3.3％酢酸ウラニル-クエン酸

鉛水溶液で染色し，透過電子顕微鏡(JEM-1010；日本電

子株式会社)で観察した．

．結 果

温度感受性培養皿にラットRPEを培養し，RPEを

シート状に回収した後にサル網膜下に移植した．シート

状に回収されたRPEには，細胞外基質の一つであるコ

ラーゲンタイプⅣが，シート状に回収したRPE(0.60

μg/mg蛋白質)に，トリプシン処理をして回収したRPE

(0.11μg/mg蛋白質)よりも有意に多く回収された(p＝

0.565)．移植後1週間で硝子体はやや混濁し，移植部

位を中心に網膜は白濁し(図11A)，FAGでは(図11B)

初期から蛍光色素の漏出が著明であった．移植後2週間

で眼球を摘出し，組織学的に検討した．色素に富む細胞

が移植シート内，神経網膜内に多数存在するのがわかる

(図12)．神経網膜内では血管の周囲や，硝子体内にも

たくさんの細胞が存在した(図13A)．サルのRPEは移

植されたラットRPEを取り囲むように存在し，移植片

に向かって丈が高くなったり，また，脱色素化しかけて

いるRPEも存在した(図13B)．

実験 ．培養細胞を利用した遺伝子導入，移植，細胞

と移植された生体の反応

．目 的

移植細胞に細胞増殖因子などを導入することが可能で

あるかどうかを検討し，導入された細胞の反応や導入さ

れた細胞が実際に移植された場合の生体の反応を検討す

る．

．方 法 と 材 料

１)細胞の採取

実験にはARPE-19とD407RPEの2つのヒトRPE細

胞株とラットRPEを使用した．ARPE-19とD407RP
 

Eはそれぞれ，Dr.Leonard M.Hjelmeland(Department
 

of Ophthalmology,Section of Molecular and Cellular
 

Biology, University of California)と Dr. Richard C.

Hunt(Department of Microbiology, University of
 

South Carolina Medical School)から好意的に提供され

た．これらのRPEは10％ fetal bovine serum(FBS)を

含むDulbecco’s phosphate buffer saline(DPBS)/F-12

(Gibco BRL)培地で継代した．IPEと同様に3日に一

度ずつ培地を交換した．ラットRPEの獲得は我々が過

去に報告した方法を用いた ．すなわち，Long Evans

ラットの前眼部を取り去った後に，眼球を0.05％trypsin，

0.53mM EDTAが入ったHank’s balanced salt solu
 

tion(HBSS)(Gibco BRL)に37℃で30分反応させ，神経

網膜を剥離後，眼球をHBSSで洗浄した．顕微鏡下で

RPEを分離後，RPEを10％ FBS，DMEM/F-12に回

収した．細胞数はBurke-Turk hemocytometerで決定

し，培地の交換は上記と同様に行った．

シート状に細胞を採取する場合は，大和ら が報告し

た温度感受性培養皿を利用した．すなわち，培養条件は

図 10 Tgの網膜光顕所見(HE染色と RT-PCR)．

生後12日のTg(A)と non-Tg(B)，生後36日のTg(C)と non-Tg(D)で，それぞれ外顆粒層の厚さに統計

学的に有意差はない．バーは30μm(E) Ciliary neurotrophic factlr receptor(CNTFR)のRT-PCR．Tg

で発現が減少している．

787網膜の再生医学・阿部平成14年12月10日



上記と同様であるが，シート状の細胞採取時には，電子

線重合を用いて直径2mm，あるいは6mmにポリN-

イソプロピルアクリルアミド［poly(N-isopropylacry-

lamide), PIPAAm］を培養皿表面にグラフト化した培

養皿を用いて培養した ．細胞の採取は37℃で培養し

ていた細胞を20℃にして行った．トリプシンなどの酵

素は使用しなかった．

２)培養細胞への遺伝子導入

培養細胞に導入する遺伝子のうち，脳由来神経栄養因

子(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)cDNA

は東北大学神経内科武田篤先生から提供された ．bF-

GFcDNAはタケダ製薬株式会社から，Axokine cDNA

は住友製薬株式会社から提供された．Interferonγ(IF-

Nγ)は桐沢型ぶどう膜炎患者の同意を得て硝子体から，

下記の方法でcDNAを作製し，PCRで増幅し，310A-

BI sequencer(Pharmacia LKB ALF DNA sequencer,

Pharmacia,Uppsala,スエーデン)で塩基配列を確認後，

使用した．すなわち，dideoxy chain termination法で，

過去に報告 された塩基配列と一致するかどうか確

認した．それぞれのcDNAは抗カナマイシン遺伝子を

発現するpIRES2-EGFPベクター(IRES2ベクター)

(Clontech；California, 米国)か抗 zeocin耐性遺伝子を

発現するpcDNA4/HisMax TOPOⒸ TE Expression

ベクター(Topoベクター)(InVitrogen；California, 米

国)に組み込んだ．IRES2ベクターはさらに IRESを持

ち，目的遺伝子と同時に蛍光色素であるEGFPを発現

するように調整されている．Topoベクターは目的遺伝

子のN末端に6個のヒスチジンとXpress抗原が追加

される．それぞれのベクターは geneticinと zeocinで

選択できる．どちらのベクターも lipofection法(Gibco
 

BRL)を用いて，培養細胞に導入した．すなわち，37℃，

5％COインキュベーターで60％ confluentになった培

図 11 サルにラット RPEを移植( 週後)．

A：カラー写真．移植部位の網膜は白濁している．B：蛍光眼底造形(FAG)では初期から蛍光色素が過蛍光

を示した．

図 12 細胞移植部位の凍結切片所見．

移植細胞内(矢印)にも色素をもった細胞が存在するのがわかる．バーは100μm
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養細胞に1-3μgのDNAと25μlの LipofectoAMINE
 

Regentを 100μl DMEM/F-12培地の中で混合した溶液

を反応させた．37℃で5時間反応後，400μg/mlの ge-

neticin(Gibco BRL)か 25μg/mlの zeocin(InVitro-

gen)が入った培地に交換し，培養を継続することでそ

れぞれの抗生物質耐性のベクターが導入された細胞のみ

を選択した．これらの細胞は培養と継代を繰り返しても

導入遺伝子の発現があることを確認した．

３)遺伝子導入細胞と非導入細胞のDNA microar-

rayによる遺伝子発現の比較

ARPE-19細胞に上記の方法でbFGFcDNAを導入し

た．IRES2ベクターを用いたためにGeneticinでベク

ターが導入された細胞のみを選択できた．さらにこの

cDNAは，IRESを挟んでEGFP遺伝子も同時に発現

するために，蛍光顕微鏡(Leica DMIRE2, Leica Mi-

crosystems Imaging Solutions Ltd.,Cambridge,米国)

を使用すると，Geneticinで選択されると同時にEGFP

と同じmRNA上にコードされる目的のbFGF遺伝子

の発現も同時に確認できた．Geneticin中で選択された

培養細胞がEGFPを発現していることを蛍光顕微鏡で

確認後，ARPE-19に bFGFを導入した細胞とEGFP

のみ発現させた細胞から2X10細胞を回収し，下記す

る方法でmRNAを精製した．それぞれのRNAは3,800

個の既知の遺伝子があるDNAchip(Atlas Glass Array

；clontech)上に分注し，遺伝子の発現の差を調べた．

まず，下記の方法に従い，cDNAを合成し，蛍光色素

Cy3(Amersham Pharmacia)をカップリング反応させ

て，ラベルした．このDNAはエタノール沈殿とカラム

(NucleoSpin Extraction Spin Column,Clontech)を利

用して精製した．DNAチップとのハイブリダイゼーシ

ョンは50℃で16時間行った．反応後，20XSSCで3

回洗浄した．続いて，蛍光シグナルをGenePix蛍光ス

キャナーで測定後，解析ソフトArrayGaugeを用いて

解析した．2.5倍以上の発現の差を検討するとともに次

の解析に用いた．

４)遺伝子導入培養細胞の生着への影響

細胞の培養皿への生着はPentaらの方法 を改良し

て行った．まず，各種遺伝子が導入された細胞が目的遺

伝子の発現をしていることを確認した後に，細胞を16

時間の無血清培地で培養した．この細胞を0.25％トリ

プシン処理をして回収した後に，96-wellプレート上の

各wellにそれぞれの細胞を50,000個分注した．プレー

トを37℃で4時間か12時間以上反応させた後，培地を

吸引，2回の洗浄後，70％エタノールで室温で30分細

胞を固定し，2回洗浄後，0.5％トレパンブルーで染色

した．さらに2回の洗浄後，1％ sodium dodecyl sul-

fate(SDS)で可溶化した．可溶化された細胞は吸光光度

計(OD600)で吸光値を測定した．

５)RNAの抽出とRT-PCR
 

mRNAは oligo dT cellulose (Pharmacia Biotech
 

Inc.,Uppsala,スウェーデン)を用いて，過去に報告 し

た方法で抽出した．また，サーマルサイクラー(Perkin
 

Elmer,Norwalk,CT,米国)を利用して過去に報告 し

た方法と同じ方法でPCRを行った．Denaturationは

94℃で1分，polymerationは 72℃で 2分行った．An-

nealingの温度は表3に記載するごとくプライマーごと

に変更した．それぞれのPCR増幅物は0.05mg/mlエ

チジウムブロマイドを含む，1.5％アガロースゲル(Se-

aKem,FMC BioProducts,Rockland,ME,米国)上で分

離，確認した．

６)Real-time PCR
 

Real-time PCRはマニュアルに従って行った．すな

わち，PCR産物はGreen I dye(BMA,Rockland,ME)

で染色し，fluorescein-detectable specific thermal cy-

cler(Smart Cycler：TaKaRa, 京都)で定量した ．

我々が検討した遺伝子は lysyl oxidase-like 1で，至適

A

 

B

図 13 移植後の透過型電子顕微鏡所見．

A：硝子体中に遊走している細胞がみられる．バーは2

μm B：移植された細胞周囲(矢印)に被移植眼のRPE

が取り囲むようにみられる．バーは10μm
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条件は3.5mM MgCl，94℃，30秒，1サイクル94℃，

15秒，60℃，30秒，72℃，30秒，86℃，10秒，サイク

ル(β-actin)，3.5mM MgCl，94℃，30秒，1サイク

ル，94℃，15秒，57℃，30秒，72℃，30秒，85℃，10

秒，35サイクル(lysyl oxidase-like 1)．遺伝子増幅後，

PCR産物はmelting curveを利用して解析した．Melt-

ing curveは PCR産物のGC％に依存し ，プライマ

ー特異的に増幅されるPCR産物を確認できる．PCR

産物は0.05mg/mlエチジウムブロマイドを含む2％

agarose gel(SeaKem, FMC BioProducts, Rockland,

ME, 米国)に流して観察した．上記したRT-PCR，re-

al-time PCRに利用したプライマーは表3に示す．

７)ELISA
 

BDNF(Promega G7610)，bFGF(DFB50R&D sys-

tem Inc.Minneapolis,米国)，Axokine(DNT 00R&D
 

system Inc. Minneapolis, 米国)の蛋白量の測定はELI-

SAでマニュアルに従って行った．まずBDNFの場合，

96wellプレートに抗BDNFモノクローナル抗体(1mg

/ml)を散布し，サンプルを添付後，chickenポリクロー

ナル抗BDNF抗体(1mg/ml)(pAb)で検出した．検出

にはhorseradish peroxidase(HRP)を利用した．対照

とともに反応させた溶液は吸光光度型(PIERCE, Rock-

ford, IL)で測定した．bFGFもAxokineも同様に測定

したが，ここでは詳細は省く．最低でも1回の測定に4

つのサンプルを使用した．Axokineは CNTFとして，

マニュアルに従って測定した．また，コラーゲンタイプ

Ⅳ(Exocell Inc.Philadelphia,米国)の測定も同様に行っ

た．

８)免疫染色

各種実験において，RPE，IPEの上皮細胞由来の証

明にサイトケラチン染色を行った ．すなわち，目的の

細胞を0.3％ hydrogen peroxideを含む phosphate-

buffered saline(PBS)で，室温で20分反応させた．70

％エタノールで固定後，PBSで洗浄し，培養細胞はマ

ウス抗サイトケラチン抗体(a monoclonal antibody
 

mixture,Sigma,St Louis,MO)で4℃で12時間反応さ

せた．洗浄後，Tween(Tw)-PBS-2％ FBS中でロー

ダミンでラベルした goat anti-mouse(DAKO A/Sデン

マーク)を室温で30分反応させた．反応後，サンプルを

蛍光顕微鏡で観察撮影した．対照としてマウス IgGを

Tw-PBS-2％ FBS中に使用し，一次抗体として使用し

た．Topoベクター内にあるXpress抗原(アミノ酸配列

がDLYDDDDK)は抗Xpress抗体で染色後，上記と同

様にローダミンでラベルした goat anti-mouse(DAKO
 

A/S Denmark)で反応させ観察した．

９)ラットへの移植

ラットへの移植に用いた細胞は移植直前にトリプシン

(0.05％トリプシン，0.53mM EDTA，InVitrogen C-

orporation NY，米国)処理により培養皿から回収し，

HBSSで2回洗浄後に使用した．移植方法は山口ら

の方法に従った．すなわち，生後6～8週の雄SDラッ

トをpentobarbital sodium(60mg/kg)と atropine(0.4

mg/kg)で麻酔した後に，上眼瞼を切開し上部角膜輪部

が十分に露出するように4-0シルク糸で切開した眼瞼を

固定した．角膜輪部に制御糸をかけ，眼球を下転後結膜

を切開し，強膜を露出して移植部位を確保した．33ゲ

ージ針で強膜穿孔層を作製し，Hamilton syringe(HA-

MILTON COMPANY NEVADA,米国)に装着した32

ゲージ針で，準備した移植細胞20,000/μl，2μl合計4

万個の細胞を含むHBSS液を赤道部を中心に網膜下腔

に注入した．対照として同じ量のHBSSを同じ領域の

網膜下腔に注入した．眼瞼を縫合後，抗生物質の軟膏を

注入して手術を終了した．動物に関する取り扱いはサル

と同じ基準で行った．

表 3 Polymerase chain reaction(PCR)に使用したプライマーの塩基配列

プライマーの種類 プライマーの塩基配列 増幅されるサイズ(bp) annealing温度(℃)

IFNγ 5′-ATGAAATATACAAGTTATATCTTGGC-3′
5′-AAAATTCAAATATTGTAGGCAGGAC-3′

531 62

EGFP 5′-ACGACTTCTTCAAGTCCGCC-3′
5′-CCTTGATGCCGTTCTTCTGC-3′

246 60

axokine 5′-ATGGCTTTCACAGAGCATTC-3′
5′-ATTCCTATGGGATCCCAGTC-3′

572 58

BDNF 5′-ACAAGGCAACTTGGCCTACC-3′
5′-CTTGACTGCTGAGCATCACC-3′

221 60

bFGF 5′-GAGGAGTTGTGTCCATCAAGG-3′
5′-TAGTTATTGGACTCCAGGCG-3′

130 55

lysyl oxidase-like1 5′-ACAGCATGGACGAGTTCAGC-3′
5′-GGTTATGTCGATCCACTGGC-3′

215 60

CNTFR 5′-CGTTATGAATAAGCACCACCG-3′
5′-ATCCAACAGTCCAGCTGACC-3′

247 58

β-actin 5′-CTACAATGAGCTGCGTGTGG-3′
5′-CGGTGAGGATCTTCATGAGG-3′

313 57

IFNg：インターフェロン g，EGFP：enhanced green fluorescein protein，BDNF：脳神経由来栄養因子，bFGF：線維芽

細胞増殖因子，CNTFR：ciliary neurotrophic factor receptor
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10)EGFPを利用した移植細胞の範囲の検討(ラット

に移植した比較)

ARPE-19とラットRPEにEGFPを安定して発現す

る細胞を上記した方法で作製した．安定してEGFPが

発現することを確認した後で，ラット網膜下に移植し

た．正常の light cycle(light：dark＝14：10)に飼育し

たラットを移植後3日，1，4，12週で眼球を摘出し，

10％ホルマリンで眼球を固定した．前眼部を摘出して，

移植部位以外の強膜に切開を加えて，スライドガラス上

でグリセリンとともにカバーグラスをしてLeica蛍光

顕微鏡で撮影し，Lecia Fluorescence Imaging(Leica
 

Qfluoro V.1.0a)で解析した．さらに，D407RPEにも

EGFPを安定して発現させるとともに，Axokine，BD-

NF，bFGFとEGFPを IRES2ベクターを利用して同

時に発現させるようにして，同様に解析を施行した．

11)細胞移植後の局所の炎症

次に，ラットRPEに IRES2ベクターを利用してE-

GFPかEGFPとBDNFの両者が安定して発現するも

のを作製した．さらに，Topoベクターを利用してAx-

okine，BDNF，bFGF，IFNγを安定して発現するラ

ットRPEを作製した．前者はEGFPで遺伝子導入細胞

を確認でき，後者はそれぞれのサイトカインの上流にあ

る抗原［Xpress抗原に対する抗Xpress抗体(InVitro-

gen)］の免疫染色で確認できる．また，後者はEGFPの

効果を除外した結果が検討できる．それぞれ目的遺伝子

が安定して発現することを確認した後で，ラット網膜下

に移植した．移植後7日後に眼球を摘出し，網膜を組織

学的に観察，検討した．まず，炎症の程度を炎症が全然

みられないものから(0)，網膜全層に渡る炎症を示すも

の(3＋)まで4段階に分類し，それを基に移植細胞の情

報をわからないようにして，我々の3人(MH，YS，T-

A)が移植部位で作製した切片の炎症の程度をスコア化

し記録した．その後にそれぞれの切片についてスコアを

平均し炎症の程度を比較した．

12)移植細胞に対する抗体(血清中の抗RPE抗体の

検出)

細胞を移植されたラットの血清中に存在する抗RPE

抗体の出現をフローサイトメータ(FACS)を利用して検

出を試みた．血清は上記したように静脈血を採取後，

3,000回転15分の遠心器で血清に分離し，－80℃に保

存した．反応させる細胞はARPE-19，D407RPE，あ

るいはラットRPEで，それぞれの細胞は2×10/mlの

cold PBSに回収し，等量の4％パラフォルムアルデヒ

ドを加えてVortex後，室温で20分静置した後にcold
 

PBSで 2回洗浄した．その後細胞は，5％FBSを含む

PBS(5％FBS-PBS)で2回洗浄し，1×10/ml cells，1

mlを 5％FCS-PBSに保存した後に，1/100量のそれ

ぞれの血清を加えた．氷上で30分反応させた後に，

5％FCS-PBSで3回洗浄しphycoerythrin(PE)でラベ

ルした抗ラット IgG抗体(Jackson ImmunoTesearch
 

Lab. Anti-Rat IgG(H＋L)PE conjugate(goat)112-

116-143)を30分氷上で反応させた(10μl/10cells)．5

％FCS-PBSで3回洗浄した後に，同一bufferに保存

した(1×10cells/ml)．

それぞれの反応液は1×10cells/mlの濃度でフロー

サイトメータ(FACSCalibur HGフローサイトメータ，

日本ベクトン・デッキンソン株式会社)で解析した．

．結 果

１)培養細胞への遺伝子導入

それぞれのRPEにベクターや各種細胞増殖因子が導

入された細胞は，IRES2ベクターの場合はEGFPの蛍

光で(図14)，Topoベクターの場合は5’側にあるX-

press抗原の染色を利用して(図15)確認することができ

た．それぞれのサイトカインが導入された場合はELIS-

AかRT-PCRかあるいは両者を利用して，その発現量

を確認した．ラットRPEにAxokine，BDNF，bFGF

を導入した場合の濃度はそれぞれ373，90，101pg/mg

蛋白質であった．

２)DNA microarrayによる検討

細胞増殖因子遺伝子を導入した場合の遺伝子発現の変

化をとらえるためにDNAチップを利用した．まず，

我々は IRES2ベクターのみを導入した細胞とbFGFも

同時に導入した細胞を蛍光顕微鏡で観察し，G-418で選

択してからbFGFの発現をELISAで測定した．IRE-

S2ベクターのみを導入した細胞とbFGFも同時に導入

した細胞の培養上清bFGF濃度はそれぞれ3.29pg/mg

蛋白質と28.86pg/mg蛋白質であった．上記した方法

図 14 培養細胞の蛍光顕微鏡での観察．

細胞に蛍光色素を発現する遺伝子が導入されると蛍光顕

微鏡の観察で，遺伝子の導入が確認できる．バーは50

μm
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で比較した結果を示す(図16)．増減はそれぞれ2.5倍

以上動いたものを表記した．増加した遺伝子は17個で，

神経の発生に関与したもの，神経保護因子，免疫機能に

関与したもの，その他と大きく4つに分類された(図17

A)．減少したものは18個で，細胞外基質の合成，分解

に関与したもの，チャンネル分子，神経伝達物質リセプ

ター，サイトカイン関連因子，核内転写因子，その他の

6種類に大きく分類された(図17B)．最も大きく変動し

たものは遺伝子であり，bFGF導入細胞で12.4倍発現

が減少していた．

今回の比較はARPE-19細胞株にbFGF遺伝子を導入

して比較したものであるが，我々はさらに別のRPE細

胞株であるD407RPEに同じ方法でbFGF，BDNF，

Axokineを導入し，real-time PCRを利用して lysyl
 

oxidase-like 1遺伝子の発現を検討した．β-actinに対

する比で比較したが，bFGF遺伝子導入D407RPEで

はARPE-19と同様に lysyl oxidase-like 1遺伝子の発

A  B

図 15 免疫染色．

A：Topoベクター内に存在するXpress抗原を抗-Xpress抗体で染色した．B：1次抗体にマウス IgGを使

用した．染色されたバーは50μm
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図 17 変動した遺伝子．

bFGF遺伝子導入後に2.5倍以上発現が変動した遺伝子(A)を増加した群と減少した群(B)でそれぞれ分類

した．

図 16 DNA microarray．

ARPE-19に bFGF遺伝子が導入された細胞と非導入細

胞の間で遺伝子の発現の違いを調べた．今回は2.5倍以

上変動したものを解析の対象にした．



現が減少していたが，BDNF遺伝子導入細胞でも減少

していた．一方，Axokineを導入したD407RPEでは

むしろ増加していた(図18)．

３)培養細胞の生着率

Lysyl oxidase-like 1遺伝子は細胞の生着などに関与

するために ，vector，axokine，BDNF，bFGF遺伝

子が導入されたD407RPEを培養皿にプレーティング

後，約4時間で培養皿に正着した細胞を比較した(図

19)．細胞を分注後4時間後の細胞生着率を検討すると，

bFGFで有意に低下しており(D407，Topo-vector，Axo-

kine，BDNFに対してそれぞれp＝0.0030，0.0245，

＜0.0001，0.0146)，Axokine遺伝子導入細胞は有意に

生着率が増加していることが推測された(D407，Topo-

図 18 Real-time PCR．

D407RPEに bFGF遺伝子以外にAxokine，脳由来神

経栄養因子(BDNF)遺伝子を導入し，real-time PCRで

lysyl oxidase-like1遺伝子の発現を調べた．

図 19 培養細胞(D RPE)の生着．

A：培養後30分，B：培養後3時間，C：培養後6時間．バーは50μm

図 20 細胞増殖因子遺伝子導入細胞の生着率．

Axokine，BDNF，bFGF，cDNAを導入した細胞の培

養開始4時間後の検討．＊，＊＊：有意差．

図 21 細胞増殖因子遺伝子導入細胞の生着率．

Axokine，BDNF，bFGF，cDNAを導入した細胞の培

養開始12時間後の検討．
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vector，BDNF，bFGFに対してそれぞれp＝0.0023，

＜0.0001，0.0003，＜0.0001)(図20)．しかし，培養時

間を12時間以上にするとこれらの細胞間に有意差はな

くなった(図21)．

４)蛍光色素を発現させたラットRPE，ヒトRPE移植

後の蛍光色素の面積

上記したラット培養RPEとヒトRPEの培養細胞株

(ARPE-19)にまず IRES2ベクターのみ(EGFPが発現

する)を導入した細胞を作製し，安定したEGFPの発現

を確認してから，ラット網膜下に移植した．EGFPの

発現を利用して蛍光顕微鏡で観察し，移植細胞を移植後

3日，1，4，12週で状態を比較した．3日目はラットも

ヒトも移植部位に蛍光を観察できた(図22)．1週目にも

ほぼ同様の状態が観察されたが，稀にEGFPの蛍光が

網膜血管に沿ってみられたり，視神経乳頭上にみられる

ものも存在した．ARPE-19の場合，蛍光色素が顆粒状

に観察されることが多かった．ラットRPEに導入され

たEGFPの蛍光は最終的に12週まで観察したが，この

期間で面積の変化に有意差はなくEGFPの蛍光がみら

れる面積はほぼ50,000～100,000μmと考えられた．ま

た，EGFPが発現したARPE-19の網膜下の蛍光面積の

推移は，移植後28日まではラットRPEとほぼ同様の

傾向をとることが推測された．3日，1，4週まででEG-

FPの面積に有意差はない(図23)．しかし，ARPE-19

を移植したラット網膜は移植後12週では網膜全体が顆

粒状の著明な過蛍光を示し，面積の測定は不可能であっ

た．一方，ラットRPEにBDNF，bFGF，Axokineと

いったサイトカインを同時に導入した細胞の移植後の面

積の比較では，BDNF，FGFが面積はやや広い傾向が

あったものの，EGFPのみを発現させた細胞も含め，

それぞれのサイトカイン導入細胞間で蛍光の面積に有意

差はなかった．

５)細胞移植後の局所の炎症

細胞移植後の移植部位を中心とした網膜の炎症所見を

定量化することを試みた．上記したように炎症が全くみ

られないもの(0)から，網膜全層に渡る炎症を示すもの

(3＋)まで4段階に分類し，炎症の程度をスコア化し比

図 22 網膜下の移植細胞．

蛍光色素であるEGFP遺伝子を導入した細胞を移植して，蛍光顕微鏡で移植後の経過を観察した．バーは

500μm
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図 23 蛍光色素の面積の推移．

ARPE-19に蛍光色素を発現させ，その面積を経時的に測

定した．移植後4週までは測定できた．バーは標準偏差



較した(図24)．0は炎症がみられないもの，1＋は内顆

粒層に炎症が存在するもの，2＋は外顆粒層にも一部炎

症が及んだもの，3＋は網膜全層に炎症が及んだものと

した．Topoベクターのみを導入した細胞と，ベクター

にAxokine，BDNF，bFGF遺伝子を導入した細胞を

移植した後，1週間後の網膜移植部位の所見を比較検討

した．Axokine，BDNF，bFGF，ベクターを導入した

細胞も，移植した組織を炎症スコアで比較した場合，有

意差はなかった(図25)．一方，ヒトD407RPEに IRE-

S2ベクター(EGFP発現)を利用して遺伝子を導入した

細胞を移植した場合，EGFPとAxokineを導入した細

胞の移植は他の遺伝子導入細胞よりも有意に炎症が強い

ことが推測された(図26)(D407RPE，D407EGFP，EG-

FPBDNF，EGFPbFGFに対してそれぞれp＜0.0001，

0.0014，0.002，0.0001，Fisher’s PLSD)．それ以外の

サイトカインの導入細胞の場合は，移植しても網膜内炎

症に差はないことが推測された．

６)血清の抗体反応

RPEを移植されたラット血清を採取し，使用まで－

80℃に保存した．上記した方法でそれぞれの血清をRP-

Eに反応させ，PEでラベルした二次抗体で移植細胞に

対する抗体の出現をFACSで検討した．反応が大きく

みられたものの，代表例を図27に示す．抗体が血清に

存在する場合は，PEでラベルされた細胞集団が蛍光強

度が強い右側へシフトするのがわかる．今回は，正常ラ

ット血清を使用して反応を進めた蛍光強度の範囲(M 1)

を設定し，この範囲から逸脱する割合を(M 2)を％で

示し，M 2の割合を比較した．まず，正常ラット血清は

同種移植RPEと反応することはなく，すなわち抗体は

なく，またこの同種RPE細胞を移植した場合も移植

ラットRPEに抗体反応は示さなかった．しかし，ヒト

ARPE-19やD407RPEを移植した場合にはそれぞれの

移植細胞に対してほぼ100％の抗体反応を示すことが判

明した(図28)．一方，ベクター，Axokine，BDNF，

bFGF遺伝子を組み込んだラットRPEを移植した後の

血清は遺伝子非導入培養ラットRPEには反応しなかっ

た．

実験 ．光障害による網膜変性に対する細胞移植の効

果

．目 的

細胞増殖因子を導入した細胞実際に移植することで網

膜変性を保護する効果があるかどうか検討する．

．方 法 と 材 料

光障害は我々が以前報告した方法に準じて行った ．

すなわち，上記の状態で細胞を網膜下へ注入後，24時

間正常の light cycle(light-dark, 14：10)に飼育し，そ

の後に2,000-2,500luxの光を1週間照射した．照射後
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図 25 移植細胞の違いによる炎症の比較(ラット RPE)．

ラットRPEに各種遺伝子を導入したものを移植し，移

植部位の炎症の程度を比較した．有意差はない．バーは

標準偏差

図 24 細胞移植後の網膜所見(ラット，HE染色)．

細胞移植後，移植部位の炎症の程度を0～3＋までスコア化した．バーは50μm



 

carbon dioxideで処理した後眼球を摘出し，4％ par-

aformaldehydeで固定した後に，パラフィンに包埋し

た．パラフィン包埋後は視神経乳頭を中心に3μmの厚

さで連続切片を作製し，HEで染色し観察した．光照射

しないラットや移植をせずに光障害したラットも同様に

処理した．それぞれの実験にラットは4～8匹使用した．

移植の効果は視細胞外顆粒層の厚さ(ONL)を計測した．

まず，HE染色した組織の写真をコンピュータ上のLei-

ca DC 100(Leica AG,Heerbrugg,スイス)に取り込み，

IPLab program(Scanalytics,Inc.Fairfax,VA)で解析

した．測定した部位は視神経乳頭と細胞移植部位を含む

平面を視神経乳頭から腹側，背側に2100μmの点で測

定した．それぞれのポイントは5枚の連続切片の平均を

使用した．

．結 果

それぞれの細胞増殖因子を導入したRPEを上記と同

様にラット網膜下に移植し，網膜光障害に対する視細胞

の変性抑制効果を検討した．検討に用いた細胞は，ラッ

図 26 移植細胞の違いによる炎症の比較(D RPE)．

D407RPEに各種遺伝子を導入したものを移植した．

＊：有意差があることを示す．バーは標準偏差

図 27 移植されたラットの血清を利用したフローサイトメータ．

A：検討する細胞集団を決定する．B，C：血清が細胞に対して抗体を持つとPEでラベルされた細胞集団

は蛍光の強い右側にシフトする．D：FITCの蛍光で検査しても細胞集団の移動はない．
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トRPEと，ラットRPEにTopoベクターを利用して

Axokine，BDNF，bFGFを導入した細胞を移植して

比較検討した．上記のように，視神経乳頭から背側(細

胞を移植した側)，腹側(－で示した)2,100の点で視細胞

外顆粒層の厚さを測定した．図29に示すように，培養

RPEや遺伝子を導入したRPEを移植した場合，HBSS

だけの移植や非移植眼に比較して移植した領域の視細胞

層が厚く保たれていることがわかる．統計学的に検討す

るとBDNFを導入した細胞の移植では，非移植眼，H-

BSS注入眼，培養RPEのみの注入より統計学的に有意

に視細胞の保護をする(実際の数値をグラフ内に示した)

ことが判明した．細胞を移植した背側ではBDNF，bF-

GF，Axokineの順で，培地のみの移植や非移植眼に対

して有意に視細胞変性抑制効果があった．しかしなが

ら，この視細胞変性抑制効果は移植部位以外の眼球腹側

について検討してみると，BDNFのみが有意に保護効

果を示した．FGFやAxokineは，この中で比較すると

有意差がない．興味深いことに，Axokineは細胞を移

植した背側で有意に保護した部分があるにもかかわら

ず，腹側ではBDNF導入RPE移植よりも有意に視細

胞保護効果がないことが判明した．

統 計 解 析

多群間比較には一元配置分散分析を用いて，有意差が

みられた場合はFisher’s protected least significant
 

difference(PLSD)の多重比較を行った．また，Mann-

WhitneyのU検定，χ検定も使用した．いずれもp値

が0.05以下を有意差ありとした．

考 察

網膜色素上皮(RPE)の変性，脱落は脈絡膜毛細血管

の変性萎縮を招いたり，直接視細胞の変性に関与するこ

とが示されている ．したがって，加齢黄斑変性(AM
 

D)でCNV抜去後，RPEが脱落したり萎縮した領域に，

RPEあるいはRPEの代用になるものを補い，視細胞の

変性，消失を防ぐことが行われてきた．これにはアイバ

ンクから提供された眼球のRPE や，胎児のRPE ，

あるいは自己の IPE などを利用するものであった．

虹彩自体は中胚葉と神経外胚葉からなるが，IPEは神

経外胚葉由来で，発生学的にはRPEと起源が同じであ

る ．臨床的に採取が容易な IPEも，脱落したRPEの

代用としてRPE欠損部へ移植された ．当教室で

行った培養自己 IPE移植の結果は，過去に報告された

胎児RPE移植の報告 と異なり，CNVの抜去という

外科的操作が加わったにもかかわらず，臨床的には拒絶

反応と思われる所見がみられなかった．

さらに，我々は IPEを一度培養してから患者の網膜

下に戻したが，拒絶反応がみられないだけでなく，網膜

下や硝子体腔で移植細胞の増殖や増殖性硝子体網膜症な

どは1例もみられなかった．また，CNVの再発がみら

れた症例もなかった．したがって，培養自己 IPE移植

は安全に行われることが判明した．

IPEの培養期間であるが，我々が過去に報告 した，

動物を利用して検討した場合と異なり，培養期間と細胞

図 28 D RPEを移植されたラットの血清を利用し

たフローサイトメータ．

異種であるD407RPEを移植されたラットはD407

RPEに対して100％の抗体率を示すがラットRPEに

対しては反応せず，ARPE-19にもほとんど反応しな

い．

図 29 細胞増殖因子を導入した細胞移植後の網膜光障

害．

各種細胞を移植した後で光障害を行い，網膜外顆粒層

の厚さを比較した．横軸は視神経乳頭の位置を0にし

て，細胞を移植した背側＋2100μmと腹側-2100μm

で測定し，縦軸は外顆粒層の厚さ(μm)を示した．

BDNF導入細胞の移植が最も光障害を抑制すること

がわかる．有意差検定の結果は数値で示した．バーは

標準偏差を示す．それぞれの細胞は以下に示す通り．

：ラット RPE， ：Topoベ ク ター， ：Axo
 

kine， ：BDNF， ：bFBF， ：HBSS， ：非

移植

-

図
説
の
ア
ミ
は
画
像
を
使
っ
て
い
ま
す

画
像
の
差
し
替
え
に
注
意

797網膜の再生医学・阿部平成14年12月10日



増殖率の間には必ずしも相関がみられなかった．今回の

対象は平均71歳と比較的高齢であり，細胞のviability

の問題もあったと思われる．培養方法の改善など今後の

課題として考えられた．

術後の視力経過をみると，術後2週間で一過性に視力

が低下して，次第に上昇し術後約6か月でほぼプラトー

に達するらしいことも推測された．CNV抜去だけを行

った症例では術後早期の視力低下はみられなかったため

，細胞移植による何らかの影響が一過性に出現した可

能性が考えられる．また，これまでのところ最終視力に

0.4という上限があり，最終視力も術後最高視力も，単

純にCNVを抜去した患者群との間に有意差はない．図

2の移植後の眼底写真に示したように，培養した IPE

は色素がほとんどなく，移植細胞を直接確認するのは難

しい．Algvereら も報告しているように，培養細胞を

移植した場合，術後の視機能と移植細胞の関係を論ずる

のは難しい．

一方，Thumannら は術中に IPEを分離し，培養し

ないで直接網膜下に移植したために(iris translocati-

on)，術後に色素のある IPE塊を確認できた．Micrope-

rimetryを行ったところ，20眼中2眼で，術後この色

素上に反応があったと述べている．

サルに培養自己 IPEを移植した後に組織学的な検討

をすると，培養自己 IPEが，視細胞の外節を貪食して

いる所見も確認でき ，培養 IPEとRPEの機能の類似

性も報告 されていることから，移植した IPEがR-

PE類似の機能を持つ可能性は十分にあると考えられ

る．

IPE移植をしたにもかかわらず，術後の視力がCNV

を抜去した症例と有意差がみられないのは，神経網膜の

問題や移植細胞の網膜下の分布，生着率，あるいは培養

期間と細胞数の関係でも示されたように，移植細胞の

viabilityなどの問題が考えられる．今後は，移植時期

や移植方法など，検討の余地があると考えられる．

IPE移植を改善させ，細胞移植を利用した網膜疾患

の再生医療が可能であるか検討するために，まず，細胞

の投与だけでなく，これまでにも他疾患で重要な役割を

してきた細胞増殖因子の利用も試みた．

bFGFなどは代表的な細胞増殖因子であり，長い間動

物実験で検討が進められ ，また，実際に臨床応用が行

われた ．さらに，視細胞変性動物モデルでも視細胞変

性を抑制することが知られており，bFGF以外にも，さ

まざまな細胞増殖因子が視細胞の変性を抑制すること

が報告 されてきた．今回，我々はまず，bFGFと

Axokineを視細胞変性動物モデルの代表である rdマウ

スに過剰発現させるTgを作製することで，視細胞の変

性が遅らせることができるのかどうか検討した．rdマ

ウスはPDE遺伝子異常で視細胞が変性することが知ら

れているマウスで ，視細胞の変性過程も組織学的によ

く調べられている ．杆体細胞がほとんど消失すると報

告された生後36日と，変性がはじまり，まだ視細胞が

残存する12日に組織学な検討を行った．RPEに発現さ

せたのは，上記したように，我々のこれまでの細胞移植

の経験からいっても，RPEであれば取り扱える可能性

があることを考慮したものである．さらに，rdマウス

を利用したのは，AMD以外の網膜疾患に再生医療を取

り入れられる可能性を探る目的があった．RPE自体は

利用しやすい細胞であるために，これまでにもたくさん

の実験が報告されてきたが，RPE特異的な遺伝子の解

析となると限られてくる．我々はBoulangerら によ

りRPE特異的発現を持つ領域が解析された Rpe65遺

伝子のプロモータと，Shibaharaら により報告され

たTRP-1のプロモータを利用して，RPEに目的遺伝子

を発現させることを試みた．結果的に，どちらのTgも

視細胞の変性を抑制することはできなかった．まず，

TRP-1に誘導されたbFGFは発生の初期から全身に発

現したためと思われるが，すべて致死的であった．子宮

内で死亡した胎児をみても，体内のさまざまな部位に

bFGFが誘導されていることが疑われた．やはり，細胞

増殖因子と呼ばれる生理活性物質は，必要な部位で必要

な量だけ分泌されるべきものであり，不必要に，どこに

でも多量に発現させるべきものではないことが判明し

た．

さらに，Rpe65で誘導されたAxokineは RPEにし

か発現せず，このTgは生存できたが，視細胞の変性を

抑制する効果はみられなかった．上記したが，Axokine

は CNTFを人工的に変異させたものであるが，構造的

にもCNTFと非常に類似している．Real-time PCRで

検討する限りマウスCNTFやAxokineのリセプター

と考えられるCNTFRの発現がトランスジェニックマ

ウスで減少している可能性があり，Axokine過剰発現

の影響も推測できる．したがって，どちらのTgも導入

したbFGFやAxokineが変性しかかった視細胞に作用

しているとはいいにくく，これらの因子の実際の効果に

ついての判断は難しい．また，Axokineを過剰発現さ

せた場合，bFGFではみられなかったリセプターレベル

での生体内の作用調節などが，なぜAxokineの発現で

出現したのかなど不明の点は多いが，サイトカイン自身

の問題，プロモータの強さの問題など解決されるべき問

題は山積している．

Tgの解析をまとめると，細胞増殖因子を使用するた

めには，使用する因子を厳選し，局所誘導で，また投与

の時期も慎重にする必要があると考えられる．

局所で細胞増殖因子を使用する目的のために，次に

我々は培養細胞に各種細胞増殖因子を遺伝子の形で導入

し，この細胞を移植することで網膜疾患に適応できる可

能性があるかどうかを検討した．まず，網膜下に移植さ

れた細胞に対する局所での反応を確認した．反応をより
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明確にする目的でサルへ異種のラットRPEを移植した

が，組織学的な検査では著明な炎症細胞の集積以外に，

サルRPEが移植された細胞を取り囲むような所見が明

らかになった．炎症細胞の解析など，今後明らかにされ

るべき点は多いが，生体のRPEも局所の反応に関与し

ている可能性が推測された．網膜下へ細胞移植を行うう

えで，注意すべき点の一つである．

また，利用する細胞の採取法であるが，網膜疾患に再

生医学を適応する場合，基本になる細胞の由来は網膜に

由来する細胞が最善である．しかし，特に神経組織はい

ったん分化してしまうと，再生するのは不可能ではなく

ても，かなり制限されることが知られている ．ここ

に，stem cellや ES cellの活躍の場が出現する可能性

がある．しかし，これらの細胞も，自己の細胞を利用し

ようとすると現状ではかなり困難である．

IPE移植は，自己細胞を用いた一つの工夫であった

が，異種あるいは同系異種の細胞は採取が容易であった

り，いつも一定の条件を満たすことが可能で，機能的に

も，人工的に調節が可能であり，利点は多い ．なんと

いっても，現時点では分化した細胞を十分量を入手する

ことはかなり困難であり，さまざまな疾患に異種の細胞

を利用して移植する試みが報告 されている．

実際に血管を含まないブタの組織はヒトの心臓弁移植

に利用されてきた ．また，神経組織を利用した異種

細胞移植は，既にパーキンソン病で報告 された．し

かも，ブタ神経細胞がヒトの神経組織内でニューロンを

伸ばし，生着していることまで報告 されている．ラッ

トを用いた実験でも，神経組織への異種神経細胞を移植

した場合の生体の反応などが報告 された．眼内は免疫

学的に特殊な部位であることも報告 されており，ま

た，胎児のRPEは immune privileged tissueと報告

されている．しかし，AMDのCNV抜去後に胎児RP-

Eを移植した場合，視力が改善できた症例はなく，拒絶

反応や移植細胞の生着の問題が原因と考えられている．

血液―眼関門の破壊がなかったり，移植する部位によっ

ては，異種の，あるいは同系異種の細胞でも，臨床的に

拒絶反応はみられないことも報告 されているが，詳細

については不明であり，機能や移植細胞の運命に至って

は，全くといっていいほど知られていない．今回のよう

にサルにラットRPEを移植した場合，我々が以前報告

した自己 IPEを移植した状態とは異なり ，移植部位

の網膜は白濁し，硝子体も混濁し，蛍光造影では初期か

ら著明な蛍光の漏出がみられ，臨床的には拒絶反応と考

えられた．

一方，ラットにRPEを移植し，移植細胞の網膜下で

の存在をEGFPの蛍光顕微鏡で追跡したが，少なくて

も同種の細胞を使用する限り，12週後でもその面積が

有意に増加したり，減少したりすることはないのに対し

て，ヒトRPEを移植した場合，12週後では網膜全体が

顆粒状の過蛍光になった．FACSでも異種細胞を移植

した場合は，必ず移植細胞に対する抗体反応が出現し

た．この場合，興味深いのは図28に示したように同じ

ヒトRPEでもD407とARPEを移植した場合，抗原

として認識されるものが違う可能性があることである．

細胞株の違いがあるが，培養される条件などでも抗原性

が異なる可能性もある．ラットに移植する場合は蛍光眼

底撮影は行っておらず，組織学的な判断では十分でない

可能性や動物種の違いの問題もあるが，今回の検討で

は，少なくても異種の細胞は網膜下でも拒絶反応や炎症

を起こす対象になると考えられた．また，細胞に導入さ

れた細胞増殖因子が局所での炎症を抑える可能性も当初

は考えたが，少なくてもD407RPEにAxokineと EG-

FPを同時に発現させたものを移植すると，炎症が助長

される可能性が示された．しかし，同種細胞に各種細胞

増殖因子を導入しても，異種細胞を移植したときのよう

な局所での明瞭な炎症反応をみなかった．さらに，FA-

CSを利用して，全身の反応を検討したが，同種の細胞

は，細胞増殖因子遺伝子を導入した細胞を移植しても，

移植細胞に対する抗体反応は少ないと考えられた．

また，遺伝子を導入された細胞は，その刺激に対して

一連の反応をすることが推測されたが，bFGF導入で最

も変動したものは，コラーゲンやエラスチンなどの細胞

外マトリックス成分の成熟に関与し ，細胞の生着にか

かわる酵素であることが知られている ，lysyl oxida-

se-like 1遺伝子であった．この遺伝子の動きは，さら

にD407RPE細胞にbFGF遺伝子を導入した後の real-

time PCRでも確認され，また他の細胞(MC3T3-E1細

胞)でもbFGFがこの遺伝子の発現をdown-regulation

することが報告 されている．今回の検討でRPEも同

じ反応をすることが示された．

しかし，Axokine導入ではむしろup-regulationされ

ており，細胞増殖因子とはいえ導入される遺伝子によっ

てはそれぞれの遺伝子の発現が異なっていることが推測

される．Lysyl oxidase-like 1遺伝子の機能は培養細胞

移植に重要と考えられたので，各種遺伝子を導入した細

胞の生着率について検討したが，培養短期間では有意差

があったものの，12時間以上培養すれれば細胞の生着

率に有意差はなくなり，また，この細胞をラットに移植

しても，4週後ではベクター導入細胞と比較しても細胞

分布の面積に差はなかった．今後は，変動を示したそれ

ぞれ一つ一つの遺伝子について詳細な検討が必要になる

と考えられるが，今回の検討では移植には問題がないと

推測された．

以上の結果をまとめると，網膜下に移植された細胞に

対しては宿主のRPEも局所でさまざまな反応に関与す

る可能性がある．また，導入する細胞増殖因子を適切に

選択すれば，細胞増殖因子を導入した細胞に対して，局

所的にも全身的にも明らかな炎症の誘発や抗体反応はみ
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られない．

実際に細胞増殖因子導入細胞移植が網膜変性保護効果

を示すかどうかも検討した．動物モデルは光障害を利用

した．Tgと違い視細胞の変性の時期を調節でき，細胞

移植の効果を確認しやすいと考えた．結果に示したよう

に，RPE移植により，視細胞の変性は非治療群やHB-

SSのみを移植したラットに比較して，移植部位の視細

胞変性を抑制する効果があると考えられた．手術や外傷

によりインターロイキン(IL)-1β，IL-6，TNFαとい

ったサイトカインが発現誘導されることは報告 されて

いる．我々も報告 したが，網膜下細胞移植の手術操作

により，何らかの視細胞保護因子が移植部位に出現して

いる可能性がある．これらの因子は移植細胞から分泌さ

れるものなのか，移植という機械的な操作でも生じるの

か明らかにされていないが，HBSSのみを注入しても

非治療群よりも注入部位でわずかに視細胞保護効果が少

しあることを考えると，移植操作だけでも発現する可能

性がある．実際の臨床でも，移植操作による網膜保護因

子の出現を推測している報告 もある．

各種細胞増殖因子を導入した細胞は，移植部位では非

導入細胞よりもさらに視細胞保護効果があることが判明

した．Axokine，BDNF，bFGFは非細胞移植群に比

較して有意に保護効果を示すが，興味深いのは移植した

領域以外の部位の視細胞保護効果を検討した場合であ

る．BDNFは移植部位以外でも有意に網膜保護効果を

示したが，以前にも報告 したように，培養細胞上清中

にもたくさん分泌され，BDNFの効果が広い範囲に及

ぶことが考えられる．また，bFGFを導入したRPEの

DNA microarrayの結果からも推測されるように，BD-

NF導入RPEからは神経保護や成長に関する因子がで

ている可能性もある．Axokineは移植部位以外には効

果がないことが推測される．上記したが，Axokineは

EGFPと同時に発現させると，移植部位には炎症が強

く誘導される可能性もあり，遺伝子導入細胞移植には適

さない因子であるかもしれない．

これに対して，BDNFは非細胞移植領域にまで光障

害の視細胞保護効果があることがわかった．網膜全体に

細胞を移植しなくても，比較的広い範囲にその効果が及

ぶ可能性があり，炎症を誘発することもなく，遺伝子導

入細胞移植には良好な因子と考えられた．我々のこれま

での検討によれば，BDNF遺伝子を導入した細胞は in
 

vitroでもN-methy-D-aspartate(NMDA)により誘導さ

れる神経細胞死を抑制することも判明しており ，BD-

NFの広い神経細胞保護作用が考えられる．

また，上記したように少なくても同系の細胞を使用す

る限り，ラットにおいては移植した細胞が網膜下で12

週以上生存することが明らかであり，長期間BDNFの

効果を維持できるとなると，BDNFを導入した細胞は

網膜疾患の治療法になり得る可能性もある．

ま と め

東北大学眼科でAMDに対して以前行われた，単純

にCNVを抜去だけを行う手術とその成績の検討から，

CNVの抜去とともに脱落するRPE対策に，自己の

IPEを移植するという再生医療を試みてきた．開始し

てから今年でちょうど4年である．これまでの成績を確

実に解析すると，まず，自己の IPEを培養して網膜下

に移植しても安全であることが判明した．しかし，視力

予後の点からは，さらに新しい工夫が必要であると考え

られた．

新しい工夫の一つとして，細胞を安全に移植できるこ

とが判明したことにより，これまで臨床応用されなかっ

た，遺伝子を利用した難治性網膜疾患の治療にも利用で

きる可能性が考えられた．bFGFやBDNFは同種の細

胞に導入されれば，局所の炎症の誘発はないと考えら

れ，また，全身的にも移植細胞に対する抗体反応はみら

れない．

さらに，光障害の実験では統計学的に有意に視細胞を

保護することも判明した．今後は，多方面からの詳細な

検討が必要であるが，これまでに報告のなかった，自己

の培養細胞を網膜下に安全に移植できるという事実をも

とに，遺伝子操作を追加すること以外にも新しい治療法

の展開に期待したい．
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Comment：宇山 昌延

この論文は難治の網膜変性症の治療として，変性・萎縮・消失する視細胞の再生をめざして，網

膜下腔への色素上皮(虹彩色素上皮または，網膜色素上皮)の移植を行った研究について述べられて

いる．疾患として，脈絡膜新生血管によって発生する加齢黄斑変性と，視野狭窄，夜盲を来す網膜

色素変性症を対象としている．

１．加齢黄斑変性の治療の試み

近年高齢者に著しく増加し，中途失明を来す加齢黄斑変性は脈絡膜新生血管の発生によって発病

する．薬物療法と外科的治療があるが，その一つとして脈絡膜新生血管の抜去術がある．硝子体手

術によって，黄斑部の耳側に小さい穿孔を作り，そこから網膜下摂子を網膜下へ挿入して，新生血

管膜をつかんで引き出す．このとき同時に網膜色素上皮細胞がひっついて取れ，あとに色素上皮の

欠損部を生じる．網膜色素上皮細胞の欠損領域では視細胞が変性，萎縮，消失し，術後に視機能を

失い，中心暗点を残す．それで色素上皮をその部へ移植して視細胞の変性消失をくい止め，さらに

障害された視細胞を再生させようとする試みが行われている．色素上皮移植が行われる理由であ

る．しかし，生体から移植のために網膜色素上皮を得ることは難しい．代わりに虹彩の色素上皮を

用いたのが本研究の大きい特徴である．この2つの色素上皮はともに眼杯外板から発生した神経外

胚葉由来であり，相互に分化し得る能力を持っている．自己の細胞であるから免疫反応は起こらな

い．移植する虹彩の色素上皮細胞は予め周辺虹彩切除を行って本人の細胞を得，培養して保存して

おくので，移植手術を何時でも好む時に行うことが出来るなどの利点がある．

著者は最近4年間に加齢黄斑変性の35眼に本移植を行い，術後6か月以上経過観察した成績を

報告した．術後合併症の発生はなく安全に経過していた．しかし，細胞移植を行わないで新生血管

単純抜去術のみを行った症例40眼と術後視力を比べて両者に差はなかった．なぜ視力経過が良く

なかったのか，その理由は不明であり，著者は感覚網膜の関与，移植細胞の生着率，細胞の網膜下

での分布などがかかわっているのではないか，と考按している．また移植された色素上皮細胞は網

膜下腔で生存はしているが，増殖しないといわれている．このように本治療は今後なお検討を要す

る事柄を含んでいるが，治療法として残り得る可能性が高く，基礎実験から臨床実験にまで研究を

推進された意義は高い．

２．網膜変性症の治療

先天性遺伝性素因によって視細胞が変性，消失する疾患は網膜変性症で，その代表は網膜色素変

性症である．視細胞の変性の進行を阻止し，再生させようとするのが本研究の目的である．

最近，細胞増殖因子，神経栄養因子など種々のサイトカインに神経細胞を再生させる効果がみら

れ，その物質が同定されている．basic fibroblast growth factor, brain derived neurotrophic
 

factorなど，これらサイトカインやその遺伝子，レセプター遺伝子などを移植細胞に導入し，そ

の細胞を網膜下へ移植し，その効果を期待して，多項目にわたって詳細な実験研究が行われた．分

子遺伝学，分子生物学などの知見を応用して行われたもので，本格的な移植を行うために必要な基

礎実験である．今後，網膜色素変性症の治療を進めるのに有益な種々の成果が示されている．

このように，本研究は色素上皮の網膜下腔への移植のテーマのもとに精力的に行われた実験で

あり，それが確実なものになって臨床応用される日が期待される．
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