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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

1.特異抗体の作成(図6)
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要  約

培養ニワトリ胚網膜色素上皮細胞がフィブロネクチンを自ら合成し利用していることを免疫組織化学的に

証明した. フィブロネクチンは増殖性硝子体網膜症の発症を考えるとき, key protein である可能性があり網

膜色素上皮細胞がフィブロネクチンを合成することは, 網膜色素上皮細胞の役割が大きいと考えられる. この

ように網膜色素上皮細胞でのフィブロネクチンの役割についてはさらに詳しく検討する必要があると考える.

(日眼 91 : 80-86,  1987)
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Abstract

To determine the production of fibronectin by cultured chick retinal pigment epithelial cells which

are grown in the presence of fetal bovine serum, chick fibronectin-specific antisera, non-crossreactive

to bovine fibronectin, was prepared. Fibronectin from fetal bovine serum and chick plasma were

purified using Gelatin-Sepharose affinity chromatography and their purity was checked by SDS gel

electrophoresis.  Bovine fibronectin was coupled with CNBr activated Sepharose 4B column. Antisera

for chick plasm fibronectin was applied to this column and non-crossing antisera was collected.

Cross-reactivity was checked by immunoelectrophoretic blotting. Typical fibr Ⅲary net pattern of

fibronectin was observed by indirect immunofluorescent technique when this specific antisera was

reacted with cultured chick retinal pigment epithelial cells. Staining was abolished by absorption with

the homologous antigen. Cultured chick retinal pigment epithelial cells were revealed to produce

fibronectin. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 80-86, 1987)

Key words : Retinal pigment epithelial cell, Culture, Fibronectin, Immunohistochemistry,  Specific

antibody
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I

緒  言

フ ィブロ ネクチ ソは, 還 元時 の単 量体 分 子量が 約23

万 の糖蛋 白で, 主 に動 物細 胞表 面及 び血 漿中 に存 在し

てい るl'. そ の生理 活 性 とし て は細胞 接着 と伸 展2), 走

化性3),食 作用'),細胞 の運 動性5'な ど多岐 にわ たっ てお

り, 細胞生 物 学, 発生 学, 生化学 な どの 基礎 医学, さ

ら には臨床 医 学を 含む 広範 な領 域で 注 目され てい るの

は 周知 のとお りであ る. そ して 眼に おい ては, 最近 網

膜硝 子体中 で の役 割が 注 目さ れつっ あ る6)气 しかし,

網膜 にお いて どの 細胞 がフ ィブロ ネク チソを 合成し て

い るかにつ い ては 定か では ない. ニワト リ胚 培養 網膜

色素 上皮 細胞 では, フ4 ブ ロ ネ クチソが 細胞骨 格 の研

究対 象 として 報告 され てい る8)气 つ まり, 網 膜色 素上

皮 細胞が フ ィブ ロ ネクチソ の 合成 の場 として 考え られ

る わけであ る. し かし, Turksen ら8'の報 告で は蛍 光抗

体 法の際 には ブ タ 血漿 フ ィブ ロネ クチ ソに対 する モ ノ

クp- ナル抗 体を 使用 して お り, Crawford ら9'の報 告

では, 培 養液 中の ウシ 胎児 血清 フ ィブ ロネ クチソ と交

叉反 応につ い ては 検定 して い ない抗 ニ ワト リ血漿 フ ィ

ブ ロ ネ クチ ソ抗 体を 使 用し て い る. Hyman らlo)が述

べて い るよ うに, 細胞 に よって ウ シ胎 児血清 中の フ ィ

ブロネ クチ ソを取 り込 人, extracellular matrix とし

て 使用し てい る場 合が あ り, 単 に種非 特 異性 の抗 体を

使って蛍 光 抗体 法で染 色 像が 得ら れた とし て も, そ の

フ ィブ ロ ネ クチ ソが 細胞 その もの が合 成して い る とは

ならな い. 事実, Crawford ら9)は 抗 ウシ フ ィブ ロ ネク

チソ抗 体を 使用し て も同じ 染 色像 が得 られ, 網膜 色 素

上皮 細 胞が ワ イプ ロネ クチソを 合 成し てい るか ど うか

につ い ては 不明で あ る と述べ てい る. この よに網 膜 色

素卜皮細 胞 が フィブ ロ ネクチ ソを 合成 してい る かど う

かについ ては 明 確では ない. そ こで 今回 我 々は, ウシ

胎児 血清中 のフ ィブ ロ ネクチ ソと交 叉し ない 特異 抗体

を作り 網膜 色素上 皮細 胞 が自 らフ ィブ ロ ネクチ ソを 合

成し 利 用して い るかを 検索 し た.

II 実 験 材 料 及 び 方 法

1) 実験 材料

網 膜 色 素.L 皮 細 胞 の 培 養 に はEagle's minimum

essential medium (MEM)( 日本製 薬, 東京) と, ウ

シ胎児血 清(M.A.  Bioproducts,  Walkersville,  U.S.

A.) を 使用し た. イム ノブロ ッテ ィン クの ニト ロセ ル

ロース膜はSchleicher  &  Schiill 社(Dassel,  West

Germany  )を 使 用 し, カ ラ ム に はCNBr-activated
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Sepharose 4B とGelatin Sepharose  (Pharmacia,

Upsala,  Sweden) を使 用し た. FITC 標識 ウサ ギ抗 ヤ

ギlgG と ペ ル オキ シ ダ ーゼ 標識 ウサ ギ抗 ヤ ギlgG は

Miles-Y  eda Ltd. (Rehovot,  Israel)のを, ヤギ抗 ニ ワ

ト リ 血 漿 フ ィブ ロ ネ ク チ ソ 抗 体 はCalbiochem-

Behring Corp バSan Diego, U.S.A.) を 使用し た. 他

の試薬 は市 販 の特級 指定 のjj のを使 用し た.

2) フィフ'ロ ネクチ ンの 精製

フ4 ブ ロ ネクチソ は ウシ胎 児血清 及び生 後10 日 目の

ひよこ 血液 よ りRuoslahti らの方 法11)で精 製し た.

3) ポリ アク リルア ミド電 気泳 動法

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 法 は, 0.1%SDS

【sodium dodecyl su 】fate)存 在下 にLaemli の方 法12)

で 行っ た.

4) アフ ィニテ ィ ークロ マト グラフ ィ ー

ウシ 胎児 血清 より精 製し た フ4 ブ ロネ クチ ソ(2mg)

をCNBr-activated Sepharose 4B(lg) とカ ップ リン

グする こ とによ りカ ラ ムを 作成し た. 図1 にそ の方 法

を示 す.

5) イムノブ ロ ッテ ィング

精 製し た フ ィブロ ネクチ ソを上 記 の方 法で 電気 泳動

後, T  owbin の方 法13)で ニト ロ セルp- ス膜 に転写 し

た. こ の ニト ロセ ル ロ ース膜 に, 抗 フ ィブ ロ ネクチソ

抗体 を室 温で1 時 間反応 させ, 次 に ペル オキシ ダ ーゼ

標識 二次 抗体を 室 温で1 時間反 応 させ た. 最 後にo- ジ

ア ユシ ジソを 基質 として フ ィプ ロネ クチソ のバ ンドを

検 出した. ま た培養 網膜 色素上 皮細 胞 のSDS 抽出 液に

つ い て も同様 の操作 をお こな った.

6) 網膜 色 素上 皮 細胞 の培養

網 膜 色 素上 皮 細 胞 は ニ ワト リ7 日胚 よ り林 ら の 方

CNBr-activated Sepharose 4B(19)

1

Washed by 1  mM HCI
4

Coupled with purified bovine FN  (2mg)  in 0.1M NaHCOa

buffer, pH8.3 containing 0.5M NaCI (coupling buffer)

4

Room temperature for 3 hours

Blocking in 0.2M Glycine-NaOH buffer, PH8.0
4

Washed in 0.1  M NaHCQs buffer, pH8.3 containing 0.5M NaCI
4      (coupling buffer)

Washed in 0.1 M acetate buffer, pH4.0 containing 0.5M NaCI
↓

図1 フ4 プ ロ ネ クチ ソ とCNBr-activated Sephar-

ose 4B との カ ッ プ リン グ法.
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法14)で 培養し た.

7) 間接 蛍光抗 体 法

培 養細胞 を カバ ーダ ラス上 に培養 し, いろい ろ な時

期 にお いて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 処理を 行い 細胞 膜 の透

過性 を上 昇せし めた のち, いろ いろ の濃 度に 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PBS(-)( カル シ ウ

ムとマ グネシ ウ ムを 含ま ない ダルベ ッコの リソ酸緩 衝

液) で細 胞を 洗浄後,16 倍 希釈し たFITC 標識 二 次抗

体を 一次 抗体 と同じ条 件で45 分 間反応 させた. カ バ ー

グ ラスを洗 浄し た後50% グ リセロ ールで ス ライド グ ラ

スに マ ウントし, オリン パ ス蛍 光顕 微鏡 にて観 察し,

フジ クロ ー ムフ ィル ムにて 撮影し た.

8) タ ンパク定 量

タン パ ク量 は ウ シ血 清 ア ル ブ ミン 標 準 物 質 と し て

Lowry 法15)にて定 量 した.

Ill 実 験 結 果

1) フィブ ロネ クチ ンの純 度

生後10 囗目 の ひよ こ3 匹 よ り10ml の 血 液 を 集め,

1  %  sodium citrate を添 加し, 10,  OOOrpm,  4 ℃,15

分間遠沈 し た. 上 清(plasma) をGelatin Sepharose

4B カ ラ ムに かげ,4M 尿素 にて 溶出し た. また ウ シ胎

児血清130ml より同 様の カ ラム操作 にて フ ィブ ロ ネク

チンを精 製し た.
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図2 精製 されたフ ィブロネクチソのSDS ゲル電気

泳動像.

A. Standards.  B. ウシ胎児血清より精製したフィ

ブロネクチソの7.5%SDS ゲル電気泳像

a  b
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図3 ウシ胎児血 清及び ニワトリ血 液よ り精 製し た

フ ィブロネクチヅに対するカラ ム通過分画を1 本抗

体としたイ ムノブ ロッティソダ.

a. amido black 染色されたニワトリフィブ ロネク

チソ.b. カラム通過分画を1 次抗体としたニワト

リフィブrコネクイソ のブ ロッティン グ. c. amido

black 染色された ウシフィブロネクチソ.d. カラ ム

通過分画を1 次抗体 としたウシフ ィブロネ クチッの

ブ卩 ッティング.

この抗体はウシフ ィブロネクチソを 認識せず, ニワ

トリフィブロネクチソのみを認識している.

A 二‘¦
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図4 培養網膜 色素上皮細胞のイムノブロッティング

A. amido black 染色による網膜色素上皮細胞の蛋

白染色.B. カラ ム通過 分画を1 次抗 体 とし たブ

卩 ッティング.

こ の抗体は分子量20万以上の蛋白を認識している.
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透析後ウシ胎児血清よりフィブロネクチソは2.5

mg, ニワトリ血液より0.4mg 精製された. 電気泳動に

てその純度を確認したところ, 図2 の如く蛍光抗体法

のコントロール実験に十分使用できるものであった.

2) 特異抗体の作成

¥
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ウシ胎児血清より精製したフィブロネクチソ(2mg)

を, lg  CNBr-activated Sepharose 4B とカップリン

グさせるとフィブロネクチソの89% が結合していた.

このカラムにヤギ抗ニワトリ血漿フィブロネクチソ抗

体1m 匚蛋白量lmg/ml) をかけ,PBS(-) を5m1 通

図5 カ ラム通過分画を1 次抗体とした間接蛍光抗体像.

A. 培養中期の蛍光像.B. 位相差顕微鏡 像.

細胞外に網目状の染 色像がえられている. いずれも原倍率は132倍
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しカラム通過分画を集めた. さらにこの通過分画を2

回カラムに通した. このカラム通過分画はウシ胎児血

清中のフィブロネクチソを認識せず, ニワトリ血漿中

のフィブロネクチソのみを認識することをWestern

日眼会誌 91 巻 1 号

blotting 法 にて確 認し た. ウシ胎 児血 清及 び ニ ワト リ

血 漿 より精 製し た フィブ ロ ネクチ ソ200μg を お のお の

2 %SDS を ふく れ50mM Tris buffer  (pH 6.8) 中 に

溶 かし, Towbin の方 法で ニ トロ セル ロ ース膜 に 転 写

図6 カラム通過分画とニワト リフィブロネクチソとを反応させたものを1 次抗体と

した間接蛍光抗体 像.

A. 培養中期の蛍光像.B. 位相差顕微鏡

細胞外め網目状の染色像が減弱してい る. いずれも原倍率は132倍
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した.500倍に希釈したカラム通過分画を一一次抗体とし

て1 時間反応させ,2,000倍に希釈したペルオキシダー

ゼ標識二次抗体を1 時間さらに反応させ,o- ジアニシ

ジソを基質としたペルオキシダーゼ反応でフィブロネ

クチンのバンドを確認した. カラム通過分画の抗体は

図3 のa, c (amido black 染色) に示された蛋白のう

ちニワトリから精製したフィブロネクチソのみを認識

し, ウシ胎児血清から精製したフィブロネクチソを認

識しないことが示された.

3) 抗フイブロネクチン抗体の純度

培養7 日目の網膜色素上皮細胞を2  %  SDS を含む

50mM Tris-HCl buffer (pH 6.8) でhomogenize し,

Towbin の方法でニトロセルロース膜に転写し同様に

イムノブロッティソダをおこなった. カラム通過分画

の抗体は, 図4  A  (amido black 染色) に示したよう

に網膜色素上皮細胞から抽出された多くの蛋白のうち

分子量200,000以上の2 本のバンドをなす蛋白を認識

していることがわかった.

4) 間接蛍光抗体法

カラム通過分画抗体の50倍希釈を1 次抗体として用

いたところ, 図5 の如く培養7 日目の培養中期には細

胞外に網目状の染色像がえられた. またこのような染

色像は培養初期(3 日目) には強くなく, また培養後

期(14 日目以降) になると減弱した.

5) 吸収試験

ニワトリ血漿より精製したフィブ9 ネクチソを最終

濃度約80μg/ml になるようにカラム通過分画1 次抗

体と4  °C, 24時間incubation した後, これを1 次抗体

として間接蛍光抗体法で網膜色素上皮細胞を染色して

みると図6 の如く網目状の染色像が明らかに減弱して

いた.

IV 考  按

In vitro で フ ィブロ ネク チソは 網膜 色 素上皮 細 胞 の

分 裂や 運動, 基 底膜 の構成 要 素 とし て の役 割が考 え ら

れ てい る8)气 しか し, 網膜 色 素上皮 細胞 が 自ら フ ィブ

ロネ クチソ を 合成し て利 用し てい る かにつ いて は 言及

され てい な い. 僅 か にT  urksen ら8)が35Sツ チ オ ユソ

を前 駆体 とし て フ ィブ ロ ネ クチソの 網膜 色素 ヒ皮細 胞

に よる合 成を 証明し て いる. 今回我 々は, ウシ胎 児血

清中 の フィ ブロ ネ クチ ソ と交叉 し ない牲 異抗 体を 作成

す るこ とに より免 疫組 織化 学的 に, 網膜 色素LI 皮細 胞

が 自ら フ ィブロ ネ クチソを 合 成し利 用し てい るこ とを

証明した.

85 ―(85)

そ の蛍 光像 は, 培 養初 期 と後期で は弱 く, 培養中 期

には 強 く染 色 され た. Turksen ら8)は フ ィブr=・ネ クチ

ソの 分布 はtype IV collagen と同じ よ うにcuboidal

なdifferentiated cells の と ころ に強 く染 色像 が 得 ら

れ ると 述 べて い る 八Crawford ら9)はcuboida 口こな

る と基 底 膜 に, squamous 又 はstratified の 状 態 で は

apical とbasal に多 く 分布す る と述べて い る. こ のよ

引 こ相反 する報 告 もあ り, フィ ブロ ネクチ ソの分布 に

つ い ては その 役割を 考 える上 で もさらに 詳し く検討 す

る必 要があ る と思わ れ る.

さて網 膜色 素上皮 細胞 が フ ィブロ ネクチ ンを 合成 し

てい るの は大変 興味 深い. 例 えば 最近 フ ィブロ ネクチ

ソ は網 膜 色 素 上皮 細 胞 のchemotactic factor で あ る

と の報 告 があ り6). また フ ィブ ロネ クチ ソを 眼内 に 注

入す る と増殖 性硝子 体網 膜疱 をお こす ともい われて い

る气 フ ィブ ロネ クチ ンは 増 殖性 硝 子体 網膜 疱 の発 疱

のkey protein であ る可 能性 があ る と思 わ れる. 増 殖

性硝 子体 網膜 症の発 生 には ダ リア罘 細胞 と網膜 色素 上

皮 細 胞の 関与 が言 われて い るが16), ク リア細胞 は フ ィ

ブ ロネ クチンを 作 らない とさ れて卜 るl71. In vitro で

はあ る昿 網膜 色 素上皮 細胞 が フ ィブ ロネ クチソを 合

成し利 用し てい る ことが 示 された こ とは, 増 殖性硝 子

体網 膜疱 の発 疱には, 網 膜色 素上皮 細胞 の関与 が より

一 層 重要 であ る と思わ れる.

こ の よ うに 網膜 色素上 皮細 胞に おけ るフ ィブ9 ネク

チソ の役 割につ いて は 今後様 々 な方 面 から検 討して ゆ

きた い と考え てい 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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