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ヒト培養網膜色素上皮細胞 の細胞骨格に関する研究

- ラテックス緇粒貪食時の走査電子顕微鏡所見について一(図7)
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要  約

1) ヒト培養RPE には,60̃130nm にわたる口径をもつstress fiber が認められ, ラテックス細粒貪食時に

はstress fiberより枝分かれしたmicrofilament に相当すると考えられる口径25̃30  nm のfiberが絡み付

き,細胞内にはstress fiber により包み込まれるようにして取り込まれていた.2) 細胞内に取り込まれてゅく

につれて, ラテックス細粒はstress fiberなどが癒合して生じた膜状物で包まれ, 完全に取り込まれるとラ

テックス細粒の周囲のstress fiber の間にはより大きな空洞が観察され, それは細胞骨格以外の成分が多いた

めと思われた.( 日眼 91 : 112-117,  1987)
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Abstract

The cytoskeletons of the cultured human retinal pigment epithelium (RPE)  during phagocytosis

of lateχ microspheres were studied by scanning electron microscopy (SEM)  after treating with the

non  ionic detergent, saponin.  After two and seven hours of incubation of the RPE with latex

microspheres,  the cultured RPE cells were treated with 0.1̃0.2mg/ml of saponin at 4 °C for 30

minutes and ti χed for SEM studies. Thicker stress fibers, 60̃130nm in diameter, were observed in

cultured human RPE cells. After a few thinner branching fibers, 25̃30nm in diameter, which

corresponded to microfilaments entwined around the late χ microspheres, many thicker stress libers

enveloped and ingested into the cytoplasm. When a number of late χ microspheres were ingested into

the cytoplasm totally, there were 】arger cavities and a few stress fibers left around the late χ

microspheres.  It seemed that these cavities were due to components other than cytoskeletons. As

results obtained from the SEM studies using the detergent, it is apparent that the cytoskeletons of the

cultured human RPE cells play an important role to ingest microspheres into the cytoplasm. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 91 : 112-117, 1987)
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緒  言

著 者らは先に, ヒ ト培養網膜 色素上皮細胞( 以 下

RPE と略 す) の ラテ ックス細粒1)̃3)や ヒ ト視細胞外

節3)4)の 貪 食 過 程 にお い て, 初 期 には 主 とし てmi-

crovilliが機 能するこ とを走査電子顕微鏡( 走 査電顕

と略す) に より立体的に観察し, さ らにこれらを細胞

内に取り込む際には, 細 胞骨格であ るmicrofilament

やmicrotubule が重 要な働 きをしてい るこ とを超薄

切片法を用いて透過電子顕微鏡( 以下透過電顕と略す)

にて二次元的に観察した. しかし, 貪食時におけるこ

れらの細胞骨格の機能を走査電顕によって三次元的に

観察するためには, 1978 年Bell ら5)に よるトリトンχ

や, 1983年Ohtsuki ら脚こよるサポユンなど, 生 体膜や

可溶性成分の処理可能なdetergent を 作用 させる必要

がある. 著 者らの調査し た範囲ではヒト培養RPE に

これらの方法を応用した報告はこれまでにない. 今 回,

著者らはdetergent に より影響されないラテックス細

粒を貪食させた ヒト培養RPE を サ ポエンで処理し,

そ の三次元的微細構造を走査電顕にて観察を行い, 若

干の知見を得たのでここに報告する.

実 験 材 料 お よ び方 法

田 中7)̃9'の 方 法に よ り培 養 さ れた 初 代 ヒト培 養

RPE より継代された第2 代継代培養細胞を, φ35mm

の培 養皿底に置いた2 枚 の11×22mm カバ ーガラス上

に培養し,9 日 目より, φ1.091 μm ラ テック ス細粒

(The Dow Chemical Co. Indianapolis USA) を 加え,

培養液中の濃度を4 ×107個/ml と な るように調整し,

貪食期間を2,7 時 間 と設定した.

カ バーガラス上に培養された ヒトRPE を まず,10

mM ト リ ス・塩酸緩衝液pH 7.2 によ り洗浄し, サポユ

ン(0.1̃0.  2mg/ml) を4 ℃,30 分間 作用させた.10

mM ト リ ス 一塩酸緩衝液pH 7.2 に よ り再度洗浄し,

4% グルタ ール・アルデヒドと4% タ ンニン酸の等量

の等量混合固定液による4 ℃1 時間の前固定の後,10

mM ト リ ス・塩酸緩衝液pH 7.2 中 に浸漬し, さ らに,

1  %OsO に ょ り4 ℃1 時 間 の後固定を行った. エ タ

ノール系列による脱水の後, 酢 酸イソアミルに10 分間

置換し,C02 臨 界点乾燥, カ ーボン・ゴ ールド真空蒸着

を行い, 日 本電子JSM-35C 走 査電顕(加 速電圧15KV)

にて観察した.

113―(113)

結  果

ラ テックス細粒を加える前のヒト培養RPE で は,

細 胞膜より細胞内へ向けて平行に走る口径110̃130

nm のstress 丘berが 認められ, 細 胞内では枝分かれし

て細くなり, 口径60̃80nm のよ り細いstress fiber が

網 目を形成していた(Fig.  1). ラテ ックス細粒を貪食

する際には, こ れらのstress 丘berが ラテックス細粒の

下面に集中していたが, こ のヒト培養RPE で は, ラ

テックス細 粒の表面に はfiber は い まだ認 められ な

かった(Fig.  2). stress fiber は ラテックス細粒に接触

し た後に枝 分 かれし, こ れ らの枝 分かれし た 口径

25̃30nm の 細 い 肋er が ラテック ス細粒の表面 に絡

みついていた(Fig. 3). さら に, stress fiber が 網 目状

となって, ラテックス細粒の表面を包み込むようにし

て, 細胞内に取り込み(Fig.  4), ラテ ックス細粒が細

胞内に完全に取り込まれると, その表面には, stress

fiberが集 中し癒合していると思われる膜状物が認め

Fig.  1 Straight thicker stress fibers extend from a

cel】membrane  (M)  into the cytoplasma. These

stress fibers are branching, and forming net 】ike

CS)  structure,  60̃130 nm in diameter.
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Fig.  2 Stress fibers (arrows)  concentrate under

the lateχ microspheres, but are not recognized on

the surfaces of the micospheres.

Fig. 3 A few slender fibers, 25̃30 nm in diameter

(arrows),  which are branching from stress fibers

(S),  entwine around the microspheres. These

fibers could correspond to microfilaments.

Fig.  4 Netlike stress fibers (S)  are enveloping the

lateχ microspheres.

られた(Fig.  5). ラテ ックス細粒が細胞内に取り込ま

れるにつれて, そ の周囲のstress fiber の間 にはより大
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Fig. 5 Stress fibers conglomerate around the

latex microspheres (La)  which are ingested into

the cytoplasm by enveloping in membranous

materials.

Fig. 6 The late χ microspheres (La)  are ingested

into the cytoplasm totally. Larger cavities (C)

appear around the lateχ microspheres.

きな空洞が観察され, これは細胞骨格以外の成分が多

いためと考えられた(Fig.  6).

考  按

これまでに著者らはラテックス細粒の貪食過程を

detergentを用いずに走査電顕2)3)および超薄切片法に

よる透過電顕1)3)にて観察した. 走査電顕ではmi-

crovilliがラテックス細粒に接触し徐々に包み込んで

ゆくところが観察され, 透過電顕ではラテックス細粒

が細胞内に取り込まれてゆく際にはmicrofilament は

ラテックス細粒に集中しているが, 多くのラテックス

細粒が完全に細胞内に取り込まれると逆にその周囲に

はmicrofilament の数は著明に少なくなっていた. し

かし, 走査電顕では細胞内の微細構造を観察すること

ができず, 透過電顕ではラテックス細粒の周囲のfiber
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Fig.  7 Schematic diagrams of cytoske 】etons of cultured human RPE during

phagocytosis of late χ microspheres.

(1)  Stress fibers concentrate under late χ microspheres. (2)A few slender

branching fibers, 25̃30nm in diameter, which correspond to microfilaments

entwine around the late χ microspheres. (3)  Netlike stress fibers envelop the

microspheres.  (4)  Stress fibers gather around the late χ microspheres which are

ingested into the cytoplasm and enveloped in membranous materials. (5)  The

lateχ microsphere in ingested into the cytoplasm totally. Larger cavities appear

around the late χ microspheres.

の全体像を立体的に把握することが不可能であった.

今回, detergent を用いることによって細胞内に取

り込まれてゆくラテックス細粒と細胞骨格との関係を

走査電顕により立体的に観察することが可能となり,

その結果を要約し, 図に示すとFig. 7のようになる.

すなわち, 貪食過程の初期では口径の太いstress fiber

より枝分かれした最も細いfiberが数本ラテックス細

粒に絡み付いているだけである昿 ラテックス細粒が

細胞内に取り込まれてゆくにつれてstress fiberがラ

テックス細粒に数多く集中しその表面を包み込んでい

る. しかし, これまでの透過電顕による観察結果と同

様に完全にラテックス細粒が細胞内に取り込まれる

と,その周囲には逆にstrees fiber の数は少なくなって

いた. すなわち, 細胞骨格は細胞内にラテックス細粒

が貪食される際に集中的に機能し, 初期の段階や細胞

内に完全に取り込まれてしまった後では, その機能は

活発ではないことがうかがわれる.

貪食時における細胞骨格の機能に関するこれまでの

報告では, 1983年Chaitin ら10)が ラット培養RPE にお

いてstress fiber が貪 食された視細胞外節に集中して

いることを蛍光顕微鏡にて観察し, stress fiber の重 要

性を確認している. し かし, 1982 年Ryder ら川は細菌

を貪食させた多核白血球にdetergent を 作用させ, 透

過電顕により立体的に細胞骨格の動きを観察したとこ

ろ, まず5̃25nm にわ たる口径をもっ 網目状のfiber

が 細菌を包み込み, 細 胞内に細菌を取り込む際にはこ

の網目状の 丘berの 数は細菌の周囲に著明に増加する

と報告してお り, 多 核白血球においても細胞骨格は貪

食時に集中的に機能するものと思われる. さらに, 好

中球で は1984 年Sheterline ら12)に よ りラテックス細

粒貪食時におけるアクチン蛋白の生化学的な定量化 も

試みられている.

また, 細胞質中には一般によく知られているように

口 径25nm のmicrotubule,  lOnm のintermediate
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sized filament, 4nm のmicrofilament があ るとされて

いるが, 今回観察された60nm か ら130nm に わたる口

径をもつstress fiber や ラテックス細粒に絡みついて

いる. さらに細い口径25̃30nm のfiber が これらの3

種 類の細胞骨格のいずれに相当するのか考察すると,

今 回実験に用いた試料にはカーボン・ゴールドの蒸着

を20nm 程 度 の厚さで行っているため, 実際の口径は

最 も細 いfiber は5̃lOnm,  stress fiber は40̃llOnm

と推定され, ヒト培養RPE の細 胞質中には透過電顕

によりこれまでにmicrofilament が数 多く観察された

こと3)とを考え合わせると, おそらく最も細いfiber は

microfilament に 相 当 し, stress fiber は 士 とし て

microfilament が 束 状になってい るもの と考え られ

る.

細 胞骨格の微細構造を詳細に観察したこれまでの報

告においても, 1978 年BeU ら5)はChinese hamster の

卵 巣細胞に トリトソーX を 作用させ, 12nm 程 度 の

ゴールド・パラジウムの蒸着を行い, 細胞骨格の微細

構造を走査電顕にて三次元的に観察したところ, 16nm

から300nm にわ たる口径をもつfiber を 認 め, 最 も細

いfiber は実 際の口径が約4nm のmicrofilament であ

ろ うと述 べてい る. 一 方, RPE に お いて は1982 年

Owaribe ら13)が鶏 胚培養RPE を, 1983 年Haley ら14)

が ヒト培養RPE を, そ れぞれトリトソーX に より処

理し, negative staining 法辛 超薄切片法を用いて透過

電顕にて二次的に観察し, intermediate sized filament

やmicrofilament の 存在を確認している. 今回, サポエ

ンを用いるこ とによってヒト培養RPE にお ける細胞

骨格の微細構造の立体的な観察が可能となったが, こ

れまでの報告とは異なり最も細いfiber は ラ テックス

細粒 の表面 にの み観 察され, そ の他は 口径の太 い

stress fiberで あった, お そらくstress fiber より さら

に枝分かれしたこれらの細いfiber は サ ポエンを作用

させた際に, 生 体膜などとともに処理されてしまった

可能性があり, 今 後, detergent の種類や濃度, 作用時

間を検討する必要がある.

また, stress fiber や これらの口径の細いfiber が ど

のような成分で構成されているのかという点につい

て, 今後, さ らに検索してゆくため には1978 年Web-

ster ら15)や1982 年Ryder ら11)の 報 告に見ら れる よう

にグリッド上 に培養された細胞をdetergent で 処 理

し, 傾斜を加えて透過電顕にて個々のfiber を 立 体的

に直接観察するか, もしくは1980 年Heuser ら16)に よ

り報 告 され た方 法 を 発展 さ せ た1981 年Hirokawa
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ら17)の 報 告 に 見 ら れ る よ う にdetergent で 処 理 さ れ た

培 養 細 胞 を 急 速 凍 結 し 割 断 の 後, エ ッ チ ン グ を 行 い,

fiber の 断 面 を 観 察 す る方 法 が あ る. さ ら に, ア ク チ ン

や ミ オ シ ン な ど の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 用 い る こ とに

よ り ヒ ト 培 養RPE の 細 胞 骨 格 が ど の よ う な 蛋 白 質 に

よ り 構 成 さ れ て い る の か, 将 来 同 定 が 可 能 に な る も の

と 思 わ れ る.

なお, 本 論文 の要 旨 の一 部 は 昭 和61 年5 月22 日第90 日本

眼 科学 会 総 会 に て講 演し た. ま た, 本 研 究は 昭 和60 年 度文 部

省 科学 研 究 費 補助 金60480391 の 援助 を 受 け た. 記 し て 謝 意

を 表し ます.
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