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培 養 網膜 色 素上 皮 細 胞 と フ ィブ ロ ネクチ ソに つい て

3. 光凝固による治癒過程でのフィブロネクチソ産生( 図3)
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3. The Production of Fibronectin after Laser Burn
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要  約

単層となった培養網膜色素上皮細胞に光凝固を行い,フィブロネクチンの動態と細胞の修復過程を調べた.

フィブロネクチンは光凝固2 時間後には出現し,3 日目まで染色像が見られたが, 次第に減少した. 一方形態

的にみると細胞の修復は7 日目でも十分でなく,14 日間要した. これらのことより, フィブロネクチンは色素

上皮再生の初期にその役割を演じていると考えられた.( 日眼 91 : 409-414, 1987)

キーワード: 培養網膜色素上皮細胞, フィブロネクチン, 光凝固, 組織再生

Abstract

Argon laser photocoagulation was performed in confluent monolayered retinal pigment epithelial

cells (RPE).  The intense fibrillar network pattern of fibronectin (FN)  was visualized on the laser burn

area after 2 hours by indirect immunofluorescence. This fibronectin pattern was maintained for

several days. By scanning electronmicroscopy, it was revealed that it took two weeks for the complete

regeneration of RPE, and at this time the immunostaining of FN was very faint. FN appeared before

the beginning of morphological repair and disappeared before its completion. FN was revealed to be

related to the regeneration of RPE at an early stage. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 409-414, 1987)

Key words : Retinal pigment epithelial cells, Fibronectin,  Laser burn, Tissue regeneration

I 緒  言

眼科領域では角膜の創傷治癒過程にフィブロネクチ

ソが関与していることが注目されている1).それでは

光凝固等による網膜の損傷に対してもフィブロネクチ

ソは何らかの役割をもつであろうか. 既報2)の如く網

膜色素上皮細胞がフィブロネクチソを合成する事実か

らもそれは十分考えられる. しかし, ウサギ網膜に光

凝固をしてフィブロネクチソの動態を調べた西川らの

報告3)によると網膜下にはフィブロネクチソが出現す

るが網膜にはフィブロネクチソは出現しないと述べて

いる. そしてこれらはおそらく脈絡膜の血漿成分が漏

出してくるためと彼らは考えている.

一方単層となった培養網膜色素上皮細胞はTurk-
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図1 光凝固後のフ ィブロネクチソの間接蛍光抗体 像

A. 光凝固直 後でフィブロネクチソの染色像に変化がない. 原倍率66倍

B. 光凝固2 時間後で光凝固部を取り囲む ようにフィブロネクチソの染色像が見られ

る. 原倍率132倍
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図2 光凝固後1 囗目のフ ィブロネクチソの間接蛍光抗体像と走査型電子顕微鏡 像

A. 光凝固部を覆 うようにフィブロネクチソの染 色像が見られる. 原倍率132倍

B. 同 時期 の走 査型電 子 顕微鏡 像. 細 胞は 全く 修復 されて い ない. 原倍 率990倍

ノ丶- 10μm
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図3 光凝固後7[] 目のフ4 ブロネクチソの間接蛍光抗体像と走査電子顕微鏡像

A. フィプロネクチソの染色像は減弱している. 原倍率66倍

B. 同時期の走査型電子顕微鏡像. 細胞は修復されているが完全ではない. 原倍率990

倍 パー:10 μm
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sen ら黝;述べているようにin VIVO と極めて近い状態

であるといわれている. そこでこの単層となった培養

網膜色素上皮細胞を一つのモデルとして, 光凝固を行

い色素上皮の創傷からの治癒過程をそのフィブロネク

チンがどのような役割を持つかしらべてみた.

II 実験 方 法 及 び材料

1. 実験材料

ウシ胎児血清フィブロネクチソと交叉反応しない抗

フ4 ブロネクチソ抗体は前報と同じ方法で作成し

た2).二次抗体として, fluorescein isotheocyanate

CFITC) 標識ウサギ抗ヤギlgG はMiles-Yeda Ltd.

(Rehovot,  Israel)のを使用した. 他の試薬は市販の特

級指定のものを使用した.

2. 網膜色素上皮細胞の培養

網膜色素上皮細胞は林らの方法5)で培養した.

3. 光凝固の方法

カバーダラス上に細胞を培養しconfluent になった

時期にCoherent 社製 アルゴンレーザー装置にて,

0.25watt, 0』2秒,80 μm spot の凝固を約100発おこ

なった. そして,2 時間後,4 時間後,1 日目,3 日

目,7 日目,14 日目に間接蛍光抗体法によるフ4 ブrl

ネクチソの染色像と, 同時に走査型電子顕微鏡で形態

の変化を観察した.

4. 間接蛍光抗体法

細胞を3.5% ホルムアルデヒドにより室温で20分間

固定後, 0.2%  Triton X-100で侵漬して細胞膜の透過

性を上昇せしめた後,50 倍希釈した抗フィブロネクチ

ソ抗体を1 時間細胞培養用インキュベーター内で反応

させた. 次いで細胞を洗浄後,16 倍希釈したFITC 標

識二次抗体を同じ条件で45分間反応させた.

5. 走査電子顕微鏡

細胞を2.5% ダルタールアルデヒドに固定後, アノレ

こ1-ル系列で脱水し酢酸イソアミルに置換し, 日立臨

界点乾燥装置HCP-2 で液化二酸化炭素を用いて臨界

点乾燥し, エイコーエソジュアリング社イオソコー

ターIB-2型にて金蒸着を行い, 日立S-430走査型電子

顕微鏡を用いて観察した.

Ill 結  果

光凝固直後では, 図1A のように間接蛍光抗体法で

はフ4 ブロネクチソの染色像には変化がなかった. し

かし, 光凝固2 時間後にはすでに周辺部からフィブロ

ネクチソの染色像が光凝固部を取り囲むように生じて
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きていた( 図IB). そして1 日目には図2A のように光

凝固部を覆うようにフィブロネクチソの染色像がみら

れた. しかしこの時期には走査型電子顕微鏡像では組

織の修復はまだ始まっていなかった(図2B). フ4 ブロ

ネクチソの染色像は大体3 日目まで続くが7 日目にな

ると, フ4 ブロネクチソの染色像はほとんど消失して

きていた( 図3A). しかし, この時期にも図3B のよう

に細胞の再生はまだ完全には行われていなかった. 走

査電子顕微鏡では14日目にみると細胞はほぼ再生して

いた.

IV 考  按

光凝 固に よる網 膜の 損傷 治癒 におい て は, 色素上皮

細胞 の 再生 が重要 な役 割を担 っ てい るのは 周知 の とお

りであ る6)̃8).しか し, その再 生 の メカ ユズ ムを知 る う

えで網膜 の光 凝固 から の治癒 過程 を観 察す るの に, 西

川 ら3)の よ うにin vivo で 行 う と個 々の細 胞 の 状態 が

つ かめ ない との血 液成 分の 混入 の問題 があ る.そ こで,

今 回 の 実験 で は 色 素上 皮 を一 層の 細 胞 と し て取 り 出

し, 純粋 に 色素上皮 の 再生を 観察 した. 前 回報告 した

よ うに9)ニ ワト リ胚 培養 網膜 色 素上 皮細 胞 は十 分 分化

し た状態 では 基底 膜に しか フ ィブ ロネク チソは存 在せ

ず, in  vivo と極 めて似 通っ てい る. また, 培 養細 胞 で

は 必ず仔 牛血 清を添 加 する ために, 仔 牛血 清中 のフ ィ

ブロ ネクチ ソと の交叉反 応 が無視 で きない 昿 前 回報

告 し た2)ウシ血 清中 の フ ィブ ロネ ク チソ と交叉 反応 し

な い特 異抗体 を使 用し たの で培養 網膜 色素上 皮細 胞 自

ら 合 成 した フ ィブ ロネ ク チソ の 動 態を 調 べ た とい え

る. お そら くフ ィブ ロネ クチソは 光凝 固 周辺 部 の細胞

か ら合 成さ れた もので あろ う.

今回 の実験 では, フ ィブ ロ ネクチン は形態 的修 復 が

行 われ る以前 に生 じ, 形 態的 修復 が完了 す る前 には 消

失 してい る. 一 般 に組 織の修 復に は4 つの段 階があ る

とされ てい る10). つ ま り, inflammation,  fibroplasia,

scar maturation, scar contraction に 分けら れる が,

フ ィブ ロネ クチソ は網膜 色素上 皮細 胞 によっ て産生 さ

れ 極め て初期 の段階 で 働いて いる と思 われ る.

本研究は文部省科学研究費一般A61440075 の支援を受け

た. 記して謝意を表する.
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