
緒 言

近年，重症のStevens-Johnson症候群，化学腐食や

類天疱瘡といった難治性の瘢痕性角結膜疾患に対して，

羊膜移植術を併用した再建術の有用性が報告されてい

る．残存する角結膜上皮細胞や移植された角膜幹細胞が

羊膜を基質として，遊走，増殖，分化という一連の創傷

治癒過程を経て，著明な線維化瘢痕を来さずに眼表面の
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要 約

目 的：細胞の増殖や分化に関与するビタミンA誘

導体が羊膜移植における創傷治癒過程に貢献しているか

を調べるため，羊膜組織におけるビタミンAの存在と

その定量分析を行った．

対象と方法： 症例の帝王切開手術から得られた凍結

ヒト胎膜を使用した．羊膜の抽出を行い，逆相高速液体

クロマトグラフィ，多波長検出器，そして蛍光検出器

を用いて，ビタミンA誘導体である retinol(ROL)，

retinaldehyde(RAL)，retinoic acid(RA)，ならびに

retinyl palmitate(RP)を測定した．

結 果：ROLは羊膜には平均 ± (平均値±

標準偏差)ng/g wet tissueで検出された．RAL，RA，

ならびに RPは検出されなかった．

結 論：羊膜組織中に検出されたビタミンAは reti-

nolのみであり，その含有量はごく微量であった．これ

らの結果から，羊膜組織に存在するビタミンAが羊膜

移植における角結膜上皮の創傷治癒に関与している可能

性は少ないことが考えられた．(日眼会誌 ： ―

， )
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Abstract

：Retinoids are associated with cell pro-

liferation and differentiation.The levels of retinoids

(vitamin A and its derivatives)in human amniotic
 

membrane(AM)were measured to investigate wheth-

er endogenous retinoids in AM might contribute to
 

the process of wound healing of the keratoconjun-

ctival epithelium in AM transplantation.

：Retinoids were extracted
 

from AM obtained from three patients following
 

cesarean section.Retinoids including retinol(ROL),

retinylaldehyde(RAL), retinoic acid(RA),and reti-

nyl palmitate(RP)were analyzed using a reverse-

phase high performance liquid chromatograph
 

equipped with a multi-wavelength detector or fluor-

escence detector.

：ROL was identified and detected in AM
 

at a concentration of ± (mean±standard
 

deviation)ng/g wet tissue.No other retinoids,were
 

detected.

：Among the retinoids tested, only
 

retinol was detected at low levels in human AM
 

tissues.Based on these results,endogenous retinoids
 

in AM probably have little effect on wound healing
 

of the keratoconjunctival epithelium in AM trans-

plantation.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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再建を得られることが臨床的に報告 されている．

羊膜組織の細胞外基質にはTypeⅣコラーゲンやラミ

ニンが含まれていることから，角結膜上皮細胞に対する

基質供給として作用していると推測されている ．一

方，epidermal growth factor(EGF)，keratinocyte
 

growth factor(KGF)など角膜上皮の創傷治癒を促進す

る増殖因子 が羊膜上皮に存在することや ，イン

ターロイキン-10(IL-10)などの免疫抑制因子が羊膜上皮

細胞に存在すること など，羊膜上皮細胞の存在が羊膜

移植術の奏効機序に関与する報告もある．さらに，角膜

の線維芽細胞を羊膜上で培養すると角膜の transform-

ing growth factor(TGF-β)およびそのレセプターの発

現が抑制されることが報告 されている．また，移植羊

膜上に再生した結膜上皮が通常よりも高密度の杯細胞を

有していることも確認されている ．しかしながら，奏

効機序に関する羊膜の因子については十分明らかではな

い．

ビタミンAとその誘導体，すなわちレチノイドは細

胞の分化と増殖に重要な役割を果たしている ．角

結膜上皮細胞においては，ビタミンAの欠乏が起こる

と，杯細胞の著明な低下や消失といった角結膜の分化異

常が始まる ．さらに，この進行に伴う角膜上皮の角化

現象や杯細胞の消失による乾燥などの臨床所見がレチノ

イド局所投与により著明に改善することが知られている

ことから ，レチノイドは少なからず角結膜上皮の分

化の恒常に貢献していると考えられている．

レチノイドは発生過程においては，胎児の正常な形態

形成作用を誘導することが知られている ．胎児環境

を構成する胎盤ならびに羊水中にレチノイドやその結合

蛋白が検出されること などから，羊膜組織において

も同様にレチノイドが存在する可能性が考えられる．し

かし，ヒト羊膜におけるレチノイドの直接的な検出は現

在までなされていない．そこで，今回ヒト羊膜組織中の

レチノイドを逆相高速液体クロマトグラフィ(reverse-

phase high performance liquid chromatography，RP-

HPLC)を用いて定量分析した．

実 験 方 法

1．標 準 試 料

標準試料として，all-trans retinol(at-ROL，AC-

ROS)，all-trans retinoic acid(at-RA，ACROS)，13-

cis retinoic acid(13-cisRA，ACROS)，all-trans reti-

nal(at-RAL，SIGMA)，all-trans retinyl palmitate

(at-RP，SIGMA)，そして9-cis retnoic acid(9-cis RA，

WAKO)を使用した．内部標準試料として，all-trans-9-

(4-Methoxy-2,3,6-trimetylphenyl)-3,7-dimetyl-

2,4,6,8-non-atetraen-1-ol(TMMP-ROL)と all-trans-9-

(4-Methoxy-2,3,6-trimethyl-phenyl)-3,7-dimethyl-

2,4,6,8-nonate-traenoic acid(Acitretin)を使用した．

これらは，Hoffman-Roche研究所(スイス)から提供さ

れた．TMMP-ROLはROLならびにRAL，Acitretin

は RAに対する内部標準試料として使用した．

2．ヒ ト 組 織

ヒト胎膜を試料として使用した．3症例の帝王切開手

術から得られた胎膜を0.005％オフロキサシン添加生理

食塩水で洗浄した後，0.5M，1.0M，1.5M dimethyl
 

sulforxide(DMSO)液でそれぞれ洗浄し，遮光し－80℃

で凍結保存した．なお，ヒト羊膜はインフォームド・コ

ンセントを行った上で使用した．

3．レチノイド測定

１)試料

凍結保存された試料は採取後3週間以内に解凍した．

約10×10cmの胎膜を実体顕微鏡で羊膜と絨毛膜に分

離後，各々の湿重量を測定した．実体顕微鏡下での光異

性化を最小限にするため，実体顕微鏡に紫外線吸収レン

ズ(CCG G-YL，東海光学)を装着した．これらの試料に

n-propyl gallete(50μg/l，SIGMA)含有リン酸緩衝液

(PBS)を2ml加え，ガラス製ホモジネーザーで磨砕し

た．その懸濁液を10mlガラス試験管に移し，各々に

TMMP-ROL(60pmol/10μl)，Acitretin(60pmol/10

μl)の内部標準試料を混和し，レチノイドの抽出を行っ

た．

２)レチノイド抽出

①at-ROL，at-RAL，at-RA

抽出方法は，Napoli の alkaline ethanol/hexane；

acidic ethanol/hexane法に準じた．すなわち，試料に

塩化ナトリウム0.5g，0.025規定水酸化カリウムと50

μg/ml BHT(t-butyl hydroxy toluene,SIGMA)含有エ

タノール2mlを加えた．そして，50μg/ml BHT含有

n-ヘキサン4mlを加えた上で遠心分離(3,000rpm，5

分間)を行った．この抽出操作を2回行い，合計8mlの

アルカリン・へキサン抽出液を窒素気流中で溶媒留去を

行った．さらに，水相に4規定塩酸167μlを加えた後，

50μg/ml BHT含有 n-ヘキサン4mlを加え遠心分離を

行う同様な抽出操作を2回行い，合計8mlの酸性へキ

サン抽出液を溶媒留去した．

②at-RP

抽出はSmith の方法に準じた．すなわち，試料に蒸

留水を2ml加え，磨砕後ガラス試験管に移し，1g/l n-

propyl gallete含有エタノールを1ml，10.1mol/l水酸

化カリウム0.5mlを加え，50℃の水槽(30分)でけん化

を行った．その後，氷上で10分間冷却し，蒸留水1ml

を加えた．これにn-へキサン4mlを加え遠心分離

(1000rpm，10分間)を2回行った．合計8mlのヘキサ

ン抽出液は同様に溶媒留去を行った．

３)RP-HPLC測定

レチノイド測定には，JASCO社製 intelligent HPLC

ポンプモデルPU-1580，MD-1510検出機，multichan-
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nel program JASCO-PDA，FP2020蛍光検出器を使用

した．HPLCカラムにはWaters社製μBondapak(C18

カラム，3.9×300mm)を使用した．

①at-ROL，at-RAL

移動相は70％アセトニトリル：30％蒸留水(10mM
 

C2H3CO2NH3含有)，流速1.5ml/分，紫外線吸光度

(at-ROLは325nm，at-RALは370nm)の条件とし，

試料を150μl移動相に溶解後，その100μlをカラムに

注入して測定を行った(図1)．標準試料のクロマトグラ

ムで得られた各レチノイドの平均溶出時間から，試料に

含まれるレチノイドのピークを割り出し，そのピーク分

析はスペクトル解析により同定を行った．また，定量

は，内部標準試料と標準試料のピークの高さ比から検量

直線を作成し，組織湿重量当りの含有量として定量し

た．

②at-RA，13-cis RA，9-cis RA

移動相は70％メタノール：30％蒸留水(10mM C2

H3CO2NH3含有)，流速1.5ml/分，紫外線吸光度340

nmの条件とし，試料を150μl移動相に溶解後，その

100μlをカラムに注入して測定を行った(図2)．また，

同定は同様にスペクトル解析で行った．

③at-RP

移動相は100％メタノール，流速は1.5ml/分，蛍光

測定(励起波長325nm，蛍光波長370nm)の条件で，試

料を50μl移動相に溶解後，その20μlをカラムに注入

し測定を行った(図3)．

結 果

1．at-ROL

羊膜と絨毛膜のクロマトグラムは標準試料のat-ROL

とほぼ同じ溶出時間にピークが検出され，そのスペクト

ル解析で紫外線吸光度325nmにピークを認めたことか

ら，両組織に retinolが存在することが示された(図4)．

そして，羊膜と絨毛膜に含有するat-ROL濃度は，それ

ぞれ9.42±2.75(平均値±標準偏差)ng/g wet tissue
 

weight(n＝3)と13.73±1.22ng/g wet tissue weight

(n＝3)であった．

2．at-RAL

羊膜と絨毛膜のクロマトグラムで，標準試料のat-

RALと溶出時間が一致するピークは認められず，両組

織にat-RALは検出されなかった．

3．RP

羊膜のクロマトグラムで，標準試料の溶出時間に一致

するRPのピークは認められず，羊膜にRPは検出され

なかった(図5)．

4．at-RA

羊膜と絨毛膜のクロマトグラムで，標準試料のat-

RAとほぼ同じ溶出時間にピークが検出されたが，スペ

クトル解析では紫外線吸光度340nmにピークを認めら

れず，両組織にはat-RAは検出されなかった(図6)．

羊膜のビタミンA定量・野崎他

図 1 All-trans retinol(at-ROL)の標準サンプルクロマトグラフィを示す．

検出条件は，カラムWaters社製μBondapak(C18カラム，3.9×300mm)，移動相は70％アセトニトリ

ル；20％蒸留水，流速は1.5ml/分であり，at-ROLが325nmに，all-trans retinal(at-RAL)が370nmに

検出された．

1．all-trans-9-(4-Methoxy-2,3,6-trimethyl-phenyl)-3,7-dimethyl-2,4,6,8-nonatetraenoic acid(Acitretin)

2．all-trans retinoic acid(at-RA) 3．all-trans-9-(4-Methoxy-2,3,6-trimethylphenyl)-3,7-dimetyl-

2,4,6,8-non-atetraen-1-ol(TMMP-retinol) 4．at-ROL 5．at-RAL
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考 按

今回，凍結保存された羊膜組織中のビタミンA測定

を行った．稲富ら は凍結保存方法はDMSO，グリセ

ロール，いずれの方法においても羊膜上皮の形態は良好

に保たれ，羊膜上皮は移植後も眼表面に生着すると報告

していることから，今回の測定結果は，移植時における

羊膜組織のビタミンAの含有量を反映していると考え

られた．また，胎膜は－80℃で凍結保存され，採取後3

週間以内に定量分析が行われたことを加味し，凍結保存

図 2 At-RAの標準サンプルクロマトグラフィを示す．

検出条件は，カラムWaters社製μBondapak(C18カラム，3.9×300mm)，移動相は70％メタノール；

30％蒸留水，流速は1.5ml/分であり，340nmで検出された．

1：Acitretin 2：13-cis retinoic acid(13-cis RA) 3：9-cis retinoic acid(9-cis RA) 4：at-RA

図 3 All-trasns retinyl palmitate(at-RP)の標準サンプルクロマトグラフィを示す．

検出条件は，カラムWaters社製μBondapak(C18カラム，3.9×300mm)，移動相は100％メタノール，

流速は1.5ml/分であり，励起波長325nm，蛍光波長370nmで検出された．

1：α-tocopherol 2：α-tocopherol acetate 3：at-RP
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によるビタミンA影響は著しくないものと推測した．

羊膜組織におけるビタミンAに関する報告では，

Wallingfordら やKoskinenら は羊水におけるat-

ROLの存在を報告している．また，Gaoら はウシ胎

膜由来の retinol-binding protein(RBP)が羊膜組織のう

ち上皮細胞のみに局在を認め，羊膜上皮細胞における

at-ROLの存在を間接的に証明している．今回の研究に

おいて，羊膜組織のat-ROLを検出したが，そのRBP

の局在を考慮すると，検出されたat-ROLは羊膜基質よ

りもむしろ羊膜上皮細胞層に存在しているものと考えら

れた．一方，絨毛膜では羊膜と比較し，より多くのat-

ROLが含まれていた．これは，絨毛膜は豊富な血管を

有することから，血液の混入による結果と判断した．こ

れらのことから，at-ROLは絨毛膜の血管系より絨毛膜

ならびに羊膜の其質を経由し，羊膜上皮へ輸送される可

能性が考えられるが，これら組織間におけるat-ROLの

輸送蛋白である retinol-binding proteinの存在は現在の

ところ明らかではない．また，羊水にはat-ROLが存在

図 4 羊膜，絨毛膜における at-ROLの検出クロマトグラフィを示す．

標準試料と同じ溶出時間のピーク(2)はスペクトル解析により紫外線吸光度325nmにピークを認め，at-

ROLと同定された．

1：60pmol TMMP-retinol 2：内因性at-ROL
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することを考慮すれば，羊水から羊膜上皮へのat-ROL

の輸送の存在も考えられた．

生体内では，at-ROLは主に肝臓，網膜色素上皮，涙

腺，肺，大腸，皮膚などの組織で貯蔵され ，at-

ROLは血中へ動員される ．これらat-ROLを貯

蔵する組織においてat-ROLと貯蔵型の retinyl ester

含有量の比は，肝臓で約1：2～1：6と後者の含有量が

多い ．我々はat-ROLの貯蔵型であるat-RPの定量

を行ったが羊膜組織には検出されず，羊膜上皮細胞はビ

タミンA貯蔵細胞 である可能性はないと推測した．

図 5 羊膜組織における RPの検出クロマトグラフィを示す．

標準試料溶出時間と一致するRPのピークは認められず，羊膜中にRPは認められなかった．

図 6 羊膜組織における at-RAの検出クロマトグラフィを示す．

標準試料とほぼ同じ溶出時間のピーク(▼)はスペクトル解析により，紫外線吸光度340nmにピークを認め

ずat-RAではないことが同定された．

1：60pmol Acitaretin(▼)未知のピーク
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at-RAは at-ROLのカルボン酸誘導体であり，網膜

ミュラ細胞をはじめ，精巣，肝臓，肺，腎臓，小腸粘

膜，子宮脱落膜の細胞ではat-ROLや at-RALから生合

成され ，血液中でアルブミン ，細胞内では

cellular rerinoic acid binding protein(CRABP)と結合

している ．at-RAは代謝がきわめて速やかであり，

肝臓でグルクロン酸抱合により代謝されるか，もしくは

細胞内のcytochrome P-450依存性monooxygenaseに

よりさらに極性の高いレチノイドへ代謝されるため ，

血清においてはat-RAは at-ROLの約100分の1とい

うごく微量の濃度でしか存在しない ．胎膜組織で

は，ヒト胎盤や周囲脱落膜組織中にCRABPの存在が

確認されており，これらの組織にat-RAの存在が示唆

される ．一方，ヒト羊膜上皮細胞におけるCRA-

BPの存在は不明であるが，今回の結果ではヒト羊膜に

はat-RAは検出されなかった．RP-HPLCの検出限界

に満たない微量のat-RAが，羊膜周囲組織から輸送さ

れ，もしくは羊膜上皮で生合成された結果存在している

可能性も考えられた．しかし，胎生早期や胎生後期にお

ける羊膜上皮細胞のat-RA生合成については現在のと

ころ不明であり，その生合成の前段階であるat-RALが

本研究で検出されなかったことから，胎生後期には少な

くとも生物学的活性を有するat-RAの役割は既に終了

している可能性も推測された．

ビタミンAは角結膜上皮細胞の分化の恒常性を目的

に，眼局所投与が試みられてきた．Kaz Soongら は

角化性角結膜上皮疾患の症例に0.01％ at-RA眼軟膏を

投与し，角化の抑制を認めている．また，Ohashiら

は1500IU/mlの RP点眼液を上輪部角結膜炎の症例に

投与し有効であったことを報告している．このRP点眼

液を重量％濃度に換算すると0.082％となる．本研究

における羊膜組織のat-ROL含有量を比重1として重

量％濃度に換算すると9.42±2.75×10 ％となる．

移植された羊膜組織がdrug delivery systemとしてat-

ROLを持続的に放出すると仮定しても，上記のRA眼

軟膏やRP点眼液と比較しても極めて微量であることか

ら，移植眼に有効性は期待しにくいものと推察した．さ

らに，羊膜上皮が移植後生着し涙液に存在するat-

ROL を取り込むとしても，今回の結果からat-ROL

をエステルとして羊膜上皮細胞内に貯蔵しながら，細胞

外へat-ROLを動員することは考えにくく，移植後の角

結膜上皮細胞の分化の維持や脱分化の抑制に期待できな

いものと考えられた．また，各臓器の凍結組織における

at-ROLの濃度の比較においては，結腸が340.9±57.3

ng/g tissue weight，乳房が965.5±83.1ng/g tissue
 

weight と，今回検討した凍結保存羊膜におけるat-

ROLの含有量は，これらと比較してもごく微量であっ

た．以上から，羊膜組織に存在するビタミンAは，難

治性眼表面疾患に対する羊膜移植における上皮層の構築

に対して，大きな役割を果たしていないと考えた．

本研究は第24回角膜カンファランス：P-27，P92ならび

に2000年ARVO meeting：No2398，P453で発表した．
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