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網膜前増殖膜の免疫電子顕微鏡的検討

―Glial ibrillary acidic proteinン こついて一 (図 5, 表 1)
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要  約
手術的に切除した11例の網膜前増殖膜組織 (Macdar pucker 5例 ,増殖性硝子体網膜症 6例 )中の神経膠

細胞について,神経膠細胞に特異的に含まれる Ghal abrinary acidic protein(GFAP)を 細胞マーカーとし

て,金コロイド法による免疫電子顕微鏡的観察をおこなった。11例 の網膜前増殖膜組織の内,Macular pucker

では 5例中 4例,増殖性硝子体網膜症では 6例中 3例 にGFAP陽性の細胞がみられた。GFAP陽性細胞は症
例により異なった形態をとっていたが,抗 GFAP抗体,プロテイン A‐ゴール ドで処理するといずれも細胞質
内の中間径フィラメントの線維束に一致 して金粒子の付着がみられ,神経膠細胞が増殖組織の形成に高率に関

与 していることが確かめられた。 (日 眼 91:657-664,1987)

キーワー ド1増殖性硝子体網膜症,GFAP,免 疫金コロイド法,網膜前増殖膜

Abstract
Resected preretinal proliferative specimens from 11 cases were examined for glial fibrillary acidic

protein (GFAP)-containing cells by immunocolloidal gold electron microscopy. Tissues were fixed with
glutaraldehyde and paraformaldehyde and embedded in Lowicryl K4M. Thin sections were treated
with rabbit anti GFAP antiserum followed by protein A-coated colloidal gold. GFAP-positive cells

were observed in 4 of 5 cases of macular pucker and 3 of 6 cases of proliferative vitreoretinopathy.
These cells contained bundles of intermediate filaments which were speciflcally tagged with gold
particles. These observations clearly show that these cells are of neuroglial origin. Other cell tlaes
such as retinal pigment epithelial cells, fibroblasts and macrophages were also observed, and some of
them had intermediate fllaments which, however, were not significantly tagged with gold particles.
Thus the present study showed that many cases of preretinal proliferative tissues result from path-

ological proliferation of neuroglias. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 657-6Q4, 1987)

Key words: Proliferative vitreoretinopathy, GFAP, Immunocolloidal gold method, preretinal
proliferative membrane.
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I緒  言
Macular pucker(MP)や ,増殖性硝子体網膜症

(PVR)等 の増殖組織を構成する細胞は,形態学的観察

によって網膜色素上皮細胞,神経膠細胞,線維芽細胞 ,

その他の細胞から由来すると考えられている。
～9).典

型的な色素上皮細胞 と繊維芽細胞は,形態学的特徴か
ら比較的同定しやすいが神経膠細胞は,多様な形態を

とりうるために同定しにくく, しかも,増殖組織を構

成する細胞は本来の形態を失って異型化していること

もあり,単なる形態学的観察のみでは細胞由来を同定

することが困難な場合も多い。近年,神経膠細胞には,

細胞骨格の中間径 フィラメント蛋白質の一つである

glial ibrinary acidic protein(GFAP)が 特異的に存

在していることが分かり, これをマーカーとして神経

膠細胞の同定が可能になった
1。 )H)。 しかし,網膜前,後

増殖膜を培養し,こ れに抗 GFAP抗体による間接螢光
抗体法を用いても,GFAP陽 性細胞が明確に認められ
なかった12)。 そこで今回,手術的に摘出した11例の網膜

前増殖膜 (MP 5例 ,PVR 6例 )をそのまま標本とし
て,免疫金コロイ ド法による電子顕微鏡観察を行い網

膜前増殖膜中の GFAP陽性細胞の有無を検索した.

II 症例および実験方法

1.症例

網膜剥離手術後に発生した MP 5例 (表 1,症例 1
から症例 5,た だし症例 5は症例 4の再発)と PVR 6

例 (表 1,症例 6か ら症例11)か ら手術的に切除した
網膜前増殖膜,計 11例を対象とした。
2.試料の作成

硝子体手術で得た網膜前増殖膜を,0.1%グ ルタール

アルデヒド及び 3%パ ラホルムアルデ ヒドを含む
Mg'+,Ca++‐ iee Dulbeccoリ ン酸緩衝液 (pH 7.2)

(PBS)を もちいて室温で 1時間固定した。PBSで洗浄
し, 0℃ の50%エ タノールにて30分間脱水した後,一

35℃ でエタノール系列の脱水を行い Lowicryl K4M

(Polaron Equipment Ltd.England)に 包埋し,紫外
線照射 (320nm)で重合した.包埋した試料は, ウル ト

ラミクロトーム (LKB― produkter A B BrOmma,

Sweden)で 薄切し染色に供した。対照として, ヒト視

神経, ヒト網膜, ヒト網膜色素上皮, ラット脳をもち

いて同様に処理した。

3.免疫金コロイ ド法

薄切した切片を,1%牛血清アルブミンを含む PBS
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表  1

症 例 増 殖 組織 年齢 性別 GFAP陽性細胞

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

(*症例 4の再発 )

(BSA‐ PBS)で 5分間処理して非特異的反応の可能性

を除いた後,ウ サギ抗 GFAP抗 体 (DAKO Corp.
Santabaめ ara,USA)を室温で30分反応させた。BSA‐

PBSで 3回洗浄の後,プ ロテイン A‐ゴールド(金 コロ

イド (直径5-10nm)は ,Muhlpbrdt13)の 方法にした
がって調製し,プ ロテインAと 結合させた。)と 室温で

30分反応させた。BSA‐ PBSで 3回 ,蒸留水で 3回洗浄
の後,酢酸ウラニールで染色 し,日 立 HS‐9透過型電子

顕微鏡にて観察した。

Negative controlは ,一次抗体にかえて正常家兎血

清を反応させ,以下同様に処理した。

III 結  果
GFAPは細胞質内で直径約10nmの中間径フィラメ
ントとして線維状構造をとって存在するが,pOsuve
controlと した ヒト視神経では,細胞質内に中間径
フィラメントの束を持つ神経膠細胞が存在し,そ の線

維に金粒子の付着している像が観察 された (第 1図

A).ラ ット脳の神経膠細胞に同様の GFAP陽性所見
が観察され, ヒト神経網膜では網膜内層の星状膠細胞

のみにGFAP陽性所見がみられた.ヒ ト網膜色素上皮
は GFAP陰性であった。一次抗体にかえて正常家兎血
清を反応させた negative controlで は,いづれの場合

も金粒子は観察されなかった (第 1図 B).

検索した11例の増殖膜組織のうち,MP 5例 中 4例 ,

PVR 6例中 3例に GFAP陽性の細胞がみられた。表
1に GFAP陽性細胞を認めた症例を示 した。GFAP
陽性細胞は,症例により多数の突起を持ち内境界膜に

接する細胞(第 2図 ),紡錘形の核を持つ細長い細胞(第
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3図)等の形態をとっていた。いずれの場合も,金粒
子は細胞質内の線維状構造に一致して付着しており,

他の部分にはほとんどみられなかった。一次抗体にか

えて正常家兎血清を反応させた negative controlで は

金粒子はほとんど観察されなかった (第 4図 )。 GFAP
陽性細胞は,GFAP陰性細胞の中に孤立して存在する
ことは少なく,数個ないし数十個がかたまって存在す
る場合が多くみられた。また GFAP陽性細胞の周囲に
は膠原線維が比較的少ない傾向がみられた。

GFAP陰性細胞としては,細胞質内に色素顆粒を持
ち,microviniが 発達した極性のある網膜色素上皮細

胞様細胞,膠原線維に取 り囲まれるように存在する紡
錘形で極性を持たない線維芽細胞様細胞,細胞内に
phagosomeを 持ち極性のないマクロファージ様細胞

等が含まれていた。これ らGFAP陰 性細胞に も,
GFAP陽性細胞に見られたと同様の中間径フィラメ
ントが見られるものがあったが,GFAP抗体を作用さ
せても金粒子の付着は認められなかった (第 5図 ).

IV考  按

増殖膜組織を構成する細胞由来を分析することは増

殖膜形成の病理を理解するうえで重要であるが,形態
学的な検索のみでは限界がある.こ れまでの多くの形

態学的観察から網膜前増殖膜に神経膠細胞の関与して

いることが示されているが1)～9),神経膠細胞は病的な

状況下で典型的な形態を失っているため神経膠細胞と

同定された細胞の特徴は個々の報告により異なってい

る。すべての報告が認めている神経膠細胞の特徴は,

細胞質内に中間径フィラメントをもつ点であるが,形
態学的に同様な中間径フィラメントは神経膠細胞だけ

でなく他の細胞においても存在することが知られてい

る・ )ので,単に中間径フィラメントが存在するとい う
だけでは,神経膠細胞のマーカーとして不充分であろ

う。しかし, これらの中間径フィラメントを構成する

蛋白は細胞の種類によって異なるので,免疫組織学的

手法を用いればこれをマーカーとして細胞を同定する

ことが可能である。GFAPは中間径フィラメントを構
成する蛋自の一つであり神経膠細胞に特異的に存在す

るのでこれをマーカーとすれば免疫組織学的に神経膠

細胞を同定することができる10)H).GFAPを マーカー

として光学顕微鏡的観察によって増殖膜中の神経膠細

胞を同定したとの報告
14)～ 16)があるが,光学顕微鏡的観

察では GFAPが細胞内でどのような形態をとってい
るか明確でない。また,光学顕微鏡的観察には,多 く

日眼会誌 91巻  6号

の試料が必要であるため手術試料を培養して標本とし

なければならない場合がある。われわれは培養した増

殖組織を検索したが,明 らかな GFAP陽性細胞を認め
なかった 12)。 これは症例及び観察方法の違いの他,培養

による細胞の性質変化が大きく関与しているものと考

えられる.したがって,増殖膜組織の細胞由来を決定
するためには小さな試料で標本が作成でき,形態学的
観察と同時に種々の細胞マーカーを用いた免疫組織学

的観察が可能な手法の導入が必要である。以上の点を

考慮して免疫電子顕微鏡的手法を用いたが, これによ

り非常に小さな手術試料をそのまま標本として用いて

も充分な数の切片が作成可能となり,免疫組織学的観

察と同時に光学顕微鏡では不可能であった超微構造の

観察が可能となった。免疫電子顕微鏡的観察により増

殖膜組織中に中間径フィラメントをもつ細胞が認めら

れたが,抗 GFAP抗体で処理するとそれらの細胞のあ
るものでは金粒子がフィラメントに一致して特異的に

観察され,その中間径フィラメントにGFAPが含まれ
ることが確認された。これらGFAP陽性細胞は形態学
的,免疫組織学的に神経膠細胞 と同定される。一方 ,
抗 GFAP抗体に反応しない中間径フィラメン トを持
つ細胞も同時に存在していたが, これらは免疫組織学

的にみて神経膠細胞ではないと考えられる。今回の検

索の結果,11例中 7例にGFAP陽性細胞を認め,多 く
の増殖膜組織において神経膠細胞が関与していること

が明らかとなった.さ らに MPでは 5例中 4例 とほと
んどの増殖膜組織でGFAP陽 性細胞を認めたが ,
PVRでは,GFAP陽性細胞が 6例中 3例にみられ,
MPと PVRでは細胞構成に違いがある可能性が示唆
された。また GFAP陰性の MPの再発例で GFAPが
陽性となったものがあり,同一症例であっても初発と

再発で構成細胞に変化がおこる可能性が示された。

GFAP陽性の神経膠細胞 としては星状膠細胞があ
げられるが,神経網膜では主として特殊な状況におい

て,Muner細 胞もGFAP陽性 となることが報告 14)17)

されている。 もしMuller細 胞が増殖膜の構成細胞 と
なっていれば,GFAP陽性となることも充分考えられ
る。今回の検索で GFAP陽性 となった細胞は症例に
よって非常に異なった形態を とっていたが,こ れ ら

GFAP陽性細胞すべてが星状膠細胞由来なのか,Mul‐
ler細胞の関与があるのかを確かめるため,それぞれの

細胞を区別 し得るマーカーを用いた検索が必要であろ

う。

検索 した11例すべての症例で GFAP陰 性細胞を認
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含む細胞 (挿入図)は細胞質内に中間径 フィラメント

(IF)を 持つが,抗 GFAP抗 体, プロテイン A‐ ゴー
ル ドを作用させても金粒子の付着は認め られない。

(Nは細胞核,BMは 基底膜をしめす。)47,000倍.挿
入図3,000倍 .
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めたが,それらは網膜色素上皮細胞,線維芽細胞,マ
クロフアージ等の形態をとっていた。神経膠細胞以外

の細胞にも中間径フィラメントが存在することが知ら

れているn)が,こ れらGFAP陰性細胞のなかにも中間
径フィラメントを持つ細胞が存在した。GFAP陽性細
胞の中間径フィラメントは太い線維束をなしているこ

とが多いが,GFAP陽性細胞もGFAP陰性細胞も,と
もに同様な中間径フィラメントを持っており,両者の
フィラメントそのものを形態学的に区別することは困

難であった。増殖膜組織中の神経膠細胞の同定には形

態学的に中間径フィラメントを証明するだけでなく

GFAPの 存在を証明することが必要であり,免疫電子
顕微鏡的観察が有用であると考えられる。
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室において行われたものであり,京都大学ウイルス研究所
物理部門田中春高教授よリプロテインAゴ ールドの供与
を受けるとともに,金 コロイド法に関して御指導を頂いた。

また同研究所藤原栄一氏,芳賀敏実氏にも併せて御指導を

受けた。記して謝意を表する.本研究は,文部省科学研究費

補助金一般研究の援助を受けた。終わりに,本田孔士教授の

御校閲に深謝します。

図の説明

図 1 ヒト視神経の免疫電子顕徴鏡像.lA:抗 GFAP
抗体,プ ロテイン A‐ ゴールドを作用させた。神経膠
細胞の胞質内に中間径フィラメントの東(IF)が存在

し, フィラメントに金粒子 (矢印)が付着している.
フィラメント以外の部位には金粒子の付着はほとん

ど見られない.47,000倍 .lB i抗 GFAP抗体にかえ
て,正常家兎血清を作用させた.金粒子はほとんど見

られない。47,000倍 .

図 2 Macular pucker(症 例 2)の免疫電子顕微鏡像.

内境界膜 (ILM)に 接する多数の突起を持つ細胞で,

挿入図矢頭部分の拡大を示す.細胞質内に多数の中
間径フィラメントを持ち, フィラメントに一致して

金粒子 (矢印)が付着している。50,000倍 .挿入図
3,000倍 。(Nは細胞核を示す。)
図3 PVR(症 例 9)の免疫電子顕微鏡像.紡錘形の
核 (N)を持つ細胞 (挿入図)で細胞質内に中間径フィ

ラメントの東がみられ, フィラメントに金粒子 (矢

印)が付着しているが,細胞核 (N)をはじめフィラ
メント以外の部位には金粒子はほとんど見られな

い.47,000倍 .挿入図4,500倍
図4 PVR(症例 9)の 免疫電子顕微鏡像.抗 GFAP
抗体にかえて正常家兎血清を作用させた。細胞質内

に中間径フィラメントの東がみられるが,金粒子は
ほとんど付着していない(Nは細胞核).47,000倍 .

図5 PVR(症 例 9)の免疫電子顕微鏡像.多数の細
胞質の突起と基底膜 (*)を持ち色素顆粒 (矢頭)を
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