
緒 言

黄斑円孔手術において内境界膜(internal limiting

 

membrane：ILM)剥離は一般に広く行われており ，

その際内境界膜を可視化するため，インドシアニング

リーン(indocyanine green：ICG)溶液を用いた内境界
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要 約

目 的：培養Muller細胞に対するインドシアニング

リーン(ICG)の影響を調べる．

方 法：培養ウズラMuller細胞を，温度，濃度，時

間を変えて ICGに接触させ，生存細胞と細胞死の量を

測定した．

結 果： °Cでの接触では，接触直後は対照と細胞の

生存量，形態とも差はなかった．ICGを洗浄後培養す

ると，長時間，高濃度で ICGと接触したものほど細胞

死の増加と形態変化がみられた．長時間，高濃度では細

胞死の増加とともに生存細胞も減少したが，低濃度かつ

短時間では細胞死の増加に加え生存細胞も増加した．

°C 分間の接触では直後に形態変化があり， °Cと

比べ細胞がより ICGに染色された． °C 分間での接

触では 分間のときほど生存細胞や細胞死の量に変化

はみられなかった．

結 論：Muller細胞と ICGの接触では， °Cでは

°Cに比べより早期に多くの細胞死が起きた．Muller

細胞に対する ICGの毒性は濃度と接触時間に依存した．

(日眼会誌 ： ― ， )
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Abstract

：To analyze the effect of indocyanine
 

green(ICG)dye on cultured Muller cells.

：Cultured quail Muller cells were expos-

ed to ICG dye at different temperatures and ICG
 

concentrations for different exposure duration.

Viability and death of the Muller cells were deter-

mined spectrophotometrically.

：The cells did not change in viability or
 

morphology soon after the exposure to ICG at °C.

However, further cultivation of the ICG-exposed
 

cells after washing out ICG caused cell death and
 

morphological changes depending on dose and du-

ration of the preceding ICG exposure at °C.

Although ICG exposure at a higher concentration
 

and longer duration induced more cell death and
 

reduced cell viability, ICG exposure at a lower con-

centration and shorter duration raised cell viability
 

in spite of increased cell death.ICG exposure at °C
 

for minutes induced morphological changes soon
 

and the cells were stained more intensively with ICG
 

than with exposure at °C. Shortened exposure of
 

three minutes at °C showed less change of cell
 

viability and cell death than exposure of minutes.

：ICG exposure at °C caused earlier
 

and more cell death than exposure at °C. The
 

cytotoxicity of ICG on Muller cells was dose and
 

exposure-time dependent.
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膜染色が広く行われている．しかしながら ICG使用時

に視力改善が得られない，あるいは網膜萎縮が生じるこ

とがあり，その原因として，視機能に重要な役割を担っ

ている色素上皮や ，神経節細胞 への傷害が検討さ

れてきた．

また，神経細胞の機能に必要な代謝や恒常性の維持を

行っているグリア細胞の一種で，網膜の支持組織でもあ

るMuller細胞 に関しても，ヒト献眼の網膜に ICG

を接触させるとMuller細胞の破壊が電顕で認められた

ことや ，ラットではMuller細胞に0.5％ ICGが接触

した場合アポトーシスがみられたと報告されている ．

さらにMuller細胞と ICGとの接触した際の条件につい

ては，濃度，接触時間について報告されており ，この

なかで浸透圧が低くなく光照射がなければ毒性がないと

述べられているが，温度の違いによる影響を調べた報告

はない．

今回我々はMuller細胞に着目し，ICGとの接触時の

条件の違いによる影響を調べるため，培養ウズラの

Muller細胞株を用い，ICGを温度，濃度，接触時間を

変えて接触させ，Muller細胞の生存細胞と死滅細胞の

量を計測した．

対 象 と 方 法

1．細 胞 の 培 養

ウズラ胚由来でMuller細胞の特性を有するQNR/

K2細胞株をAmerican type culture collectionより入

手した．細胞はペニシリン，ストレプトマイシンと

10％ウシ胎仔血清(FBS,ICN Biomedicals,Mesa,CA,

USA)添加 Dulbecco改変 Eagle培地(Sigma, Grand
 

Island,NY,USA)(DMEM-10％ FBS)を培養液とし，

取扱い説明書に従って95％空気と5％二酸化炭素中で

培養した．培養の際の温度はウズラの体温は人間より高

いことを考慮し，取扱い説明書に従い39℃に設定した．

細胞は0.25％トリプシン-0.03％エチレンジアミン4

酢酸(EDTA)で解離し，カルシウム・マグネシウム不含

Dulbeccoのリン酸緩衝液(PBS)を用いて洗浄し，DM-

EM-10％ FBSに懸濁後，実験のため24穴の培養器に

0.4mlずつ分注した．細胞が増殖しほぼコンフルエン

トになった時点で，細胞を ICG溶液に接触させた．

2．ICGとの接触

ICGは蒸留水で25mg/mlに溶解した後，オキシグル

タチオン溶液(BSS，Alcon)で5mg/mlに希釈した．

ICG溶液はそれぞれの濃度で浸透圧を等しくするため

に蒸留水とBSSを1：4の割合で混和した溶液で実験

濃度まで希釈した．対照として ICGを含まない蒸留水

とBSSの混和液を同じ温度と時間，細胞に接触させ

た．

培地から培養液を取り除いた後，Muller細胞に20℃

または37℃の ICG溶液を指定した時間，濃度で暗所に

て接触させた．その後，洗浄液の ICGの色が視認でき

なくなるまでPBSを用いて洗浄を行い，DMEM-1％

FBSを加え所定の時間39℃で培養後測定を行った．測

定のバックグラウンドとしては細胞を加えない穴に同様

の操作を行った．

3．生存細胞と死滅細胞の測定

生存細胞の評価には非放射性の細胞増殖分析試薬であ

るCellTiter96 AQueous One Solution Cell Prolifera-

tion Assay(Promega,Madison,WI,USA)を用いた．

この試薬は，代謝活性のある細胞の脱水素酵素により生

産されるNADPHとNADHを定量するもので，取扱

い説明書に従って測定した．培養に試薬を加えて上清の

色が測定に適するまで培養し，上清の吸光度を490nm

で測定した．

細胞の死滅はCytotoxicity detection kit(Roche Mo-

lecular Biochemicals)を用いて死んだ細胞より放出さ

れる培養液中の乳酸脱水素酵素(LDH)活性を測定した．

ICGと接触後は，FBS中のLDHの影響を低減させる

ため培養液のFBS濃度を1％として39℃で培養を継

続した．記載時間後培養上清を採取し，必要があれば希

釈し，説明書に従い測定試薬と反応をさせた後，490

nmと650nmでの吸光度の差を測定した．また位相差

顕微鏡を用いて細胞の形態を観察した．

結 果

20℃においてさまざまな濃度の ICGを，Muller細胞

に60分接触させた直後に生存細胞や形態を比較したと

ころ，いずれの濃度においても対照と差はみられなかっ

た(図1A，図2A，E)．

5mg/mlの ICGに 20℃で 60分接触後，洗浄した

Muller細胞をさらに39℃で培養した．顕微鏡で細胞の

形態を観察すると，ICGと接触した細胞は培養再開4

時間以降では細胞突起の破壊や生存細胞が一部で丸くな

るなどの変化が認められた(図2A～D)．対照では，36

時間後には実験開始直後と比べて細胞数の増加がみられ

たが，96時間後では多くの細胞が死滅していた(図2E

～H)．

ICGと接触した細胞では，死滅細胞の量は20時間後

まで直線的に増加したが，その後，変化が緩やかになっ

た．対照では36時間後までは ICGと接触したものと比

べ細胞死の割合は少なかったが，それ以降は死滅細胞の

量は急速に増加した(図3)．

ICG接触後に39℃で培養した場合，培養再開後20時

間から36時間にかけて細胞死の変化が少なかったこと

から，ICG接触直後に生存細胞の量に大きな差がない

場合は，さらに24時間培養後に生存細胞と細胞死を測

定して ICGの影響を評価した．

Muller細胞を20℃において濃度や時間を変えて ICG

に接触させ，洗浄後39℃で24時間培養した後に死滅細
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胞と生存細胞の量を比較した．死滅細胞はいずれの

ICG接触濃度，時間でも，濃度が高いほどあるいは接

触時間が長いほど増加した．生存細胞は ICGと60分間

の接触では ICGの濃度が高くなるにつれて，また ICG

濃度が5mg/mlでは接触時間が長くなるにつれて減少

した．それに対して ICGが低濃度でかつ短時間の接触

である場合では，死滅細胞は増加しているにもかかわら

ず，生存細胞に増加がみられた(図4A，B)．

ICG接触温度をヒトの体温である37℃に変えて，さ

まざまな濃度の ICGとMuller細胞を60分間接触させ

た．いずれの濃度においても接触直後に著明な生存細胞

の減少がみられた(図1B)．今回の実験で最も低濃度で

あった1.25mg/mlの ICGとMuller細胞を接触させ洗

浄後に位相差顕微鏡で観察すると，細胞突起の破壊や生

Muller細胞に対するインドシアニングリーンの毒性・松井他

図 1 分間 ICG接触直後の生存細胞定量．

表示濃度のインドシアニングリーン(indocyanine green：ICG)をA：20℃，B：37℃で60分間細胞に接触

させた直後の生存細胞の量を測定．3つの測定値の平均値と標準偏差．A：20℃では生存細胞の量に変化は

みられなかったが，B：37℃では ICG濃度にかかわらず生存細胞の量は減少した．

図 2 ICG接触後の細胞の経時的な形態の変化．

60分間20℃で5mg/mlの ICGと接触後1％ウシ胎仔血清添加Dulbecco改変Eagle培地(DMEM-1％

FBS)にて培養を継続した細胞の位相差顕微鏡写真．A～D：ICG接触細胞，E～H：対照の細胞．A，E：

ICGまたは対照溶液洗浄直後，B，F：4時間後，C，G：36時間後，D，H：96時間後．ICGに接触した細

胞は4時間後には細胞の変性がみられ，36時間後には変性はより著明となった．対照では36時間後までは

細胞は形態が保たれ増殖したが，96時間後には細胞の変性がみられた．スケールは100μm．

平成19年8月10日 589



存細胞の形態が一部で丸く変化するなど，細胞の変性や

形態の変化が認められた(図5)．また洗浄を行っても

Muller細胞に ICGが多量に付着しており，20℃で同様

の実験を行ったものと比較して著明な違いが認められた

(図6)．

37℃において5mg/mlの ICGとMuller細胞との接

触時間を3分に短縮したところ，直後では生存細胞の量

は60分接触させたときのような差はみられなかった．

24時間後では対照と比べると生存細胞の量は大きくは

変わらなかったが，死滅細胞の量の増加がみられた(図

7A，B)．細胞の形態は ICG接触後も細胞突起の破壊

や生存細胞の形態が丸く変化するなどといった変化はみ

られず，24時間後においても対照と比べ形態に大きな

差はみられなかった．

考 按

本報告はMuller細胞に対する ICG毒性の評価を目的

とする基礎研究であり，培養細胞を用いて臨床とは異

なった環境で実験を行っている．ICG処理の条件は必

ずしも臨床と同一ではないが，本研究より臨床での

ICG毒性の軽減の手がかりとなる結果が得られたもの

と考える．

ICGを使用した硝子体手術の際に網膜が実際に接触

図 3 ICG接触後の細胞死の経時的な変化．

20℃で60分間 ICG接触後の細胞死の測定．ICGに接

触後DMEM-1％FBSにて培養し，指定時間に培養上

清を採取し吸光度を用いて乳酸脱水素酵素(LDH)活性

を測定．4つの測定値の平均値と標準偏差．ICGに接触

したものは20時間後までは急速にLDH活性が上昇し

た．対照では36時間後までLDH活性の上昇は緩やか

であったが，その後急速に上昇した．

：5mg/ml， ：0mg/ml

図 4 °Cで ICG接触後 時間後の細胞死と生存細胞の測定．

ICG接触後DMEM-1％FBSで24時間培養後測定．3つの測定値の平均値と標準偏差を対照に対する百分

率で表す．A：細胞死．ICGが高濃度で接触時間が長いほど細胞死の量は増加した．B：生存細胞．高濃度

かつ長時間の接触により生存細胞は減少したが，低濃度かつ短時間の接触では生存細胞は増加した．

：3分， ：10分， ：60分
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する ICG濃度は，術者の投与方法により大きく異なる．

投与された ICGが直ちに硝子体腔内の灌流液で均等に

希釈されれば網膜が接触する ICG濃度は投与前の濃度

よりきわめて低い濃度となる．しかし，術者によっては

目的以外の部位への ICGの接触を避けるために染色す

る網膜のすぐ近くに ICGを注入していることや，ICG

注入の際には注入した ICGと等量の灌流液がポートか

ら眼外へ流出することから，注入した ICGに近い濃度

の ICGが網膜に接触する場合も考えられる．今回の実

験では過去の報告 で行った実験濃度の範囲

(0.025％～1％)を参考にし，あまり ICG濃度が薄まら

ずに網膜と接触した場合を想定して，0.125％～0.5％

の濃度で実験を行った．

60分の ICG処理直後では，処理温度37℃では今回実

験を行った濃度のうち最も低いものでも生存細胞が大き

く減少したが，20℃ではどの濃度でも生存細胞に差はな

かった．ICG濃度が同じであっても60分間の接触後で

は37℃の方が20℃と比べMuller細胞はより強く染色

された．温度による細胞毒性の差は，この染色性の違い

が影響した可能性があると考えられた．また低温度では

細胞の代謝が低下するために ICGの細胞毒性が減少し

た可能性も考えられた．文献では硝子体手術において灌

図 5 °Cで 分間 ICGと接触させた直後の細胞の

位相差顕微鏡写真．

細胞突起の破壊や生存細胞の形態が一部で丸く変化す

るなど，細胞の変性や形態の変化が認められた．ス

ケールは100μm．

図 6 接触温度による ICGの付着の比較．

対照(左)と1.25mg/mlの ICG(右)に37℃(上)と20℃(下)で60分間接触させ洗浄し

た後の培養皿の写真．20℃と比較し37℃ではより濃く ICGに染色された．
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流液の温度を室温から7～8℃に下げると網膜に対する

傷害を減らすことができたと報告されている ．以

上より硝子体手術を行う際，ICGを網膜に接触させる

前にあらかじめ低温度の灌流液で網膜の温度を下げ，さ

らに ICGの温度も下げておくことで，ICGのMuller

細胞への毒性を軽減することができる可能性があると考

えられた．ただしウサギを用いた硝子体手術では2℃の

灌流液を用いると水晶体や網膜に障害を引き起こすこと

が報告されており ，ICGを用いた硝子体手術の際に眼

内灌流液はどの程度の温度が最適かは検討を要する．

Muller細胞に ICGを20℃で60分間接触させた直後

では生存細胞に変化はみられなかった．この後，ウズラ

を含めた鳥類の体温はヒトの体温より高いため，細胞購

入先の取扱い説明書に従い洗浄後39℃で培養を行った

ところ，接触してから20時間後まで急速に死滅細胞が

増加していった．ICG接触群と対照群の死滅細胞を比

較すると，20時間後までは ICG接触群の方がより急速

に死滅細胞が増加していったが，36時間を過ぎるとそ

の差は減少していった．これは対照群では，細胞が過剰

に増殖したために培養液中の栄養分が消費し尽くされ，

細胞死が起きたためであったと推測された．

20℃において ICGとの接触直後ではMuller細胞に形

態的な変化はほとんどみられなかった．しかし洗浄後に

39℃で培養を行うと細胞突起の破壊がみられた．また生

存細胞においても丸く形態が変化した細胞が増加したこ

とから，Muller細胞の接着や細胞骨格に変化が生じた

可能性が考えられた．さらに ICGには界面活性作用が

あるため，温度の上昇により細胞に付着した ICGの界

面活性作用が強まり，細胞の形態の変化に影響を及ぼし

た可能性も考えられた．

網膜色素上皮に対する ICGの毒性に関する報告と同

様に ，Muller細胞においてもより長い時間また

はより高い濃度での接触により細胞毒性が顕著に認めら

れた．ただ今回の実験では20℃での短時間かつ低濃度

の ICG処理の場合，死滅細胞が増加するのにもかかわ

らず，生存細胞も増加した．この理由ははっきりとはし

ないが，細胞がより盛んに増殖したか細胞の代謝を亢進

させる何らかの理由があったのかもしれないと思われ

た．

ICGを用いることにより内境界膜剥離の手技は容易

になったが，色素上皮細胞と同様にMuller細胞に対し

ても ICGは毒性を認めた．したがって硝子体手術の際

には，使用する ICGの濃度や接触時間に加えて，灌流

液や ICGの温度を工夫して，少しでも術後の合併症を

減らしていくことが重要であると考えられた．
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