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要  約

白色ラットの網膜下腔にポリスチレン小球を経強膜的に注入 し,貪食開始後,す なわち注入48時間後の網膜

色素上皮細胞の反応 を観察 した。注入 した小球の表面性状の差異は,網膜色素上皮の増殖に対 して影響を及ぼ

さなかった。網膜下腔の小球が少数であったところでは,網膜色素上皮細胞はすべての小球 を貪食 し,網膜下

腔 は清掃されて,色素上皮細胞の増殖は起 こらなかった。網膜下腔に小球が多数存在 したところでは,色素上

皮 は増殖 し,さ らに遊走 して小球を旺盛 に貪食 した。なお,網膜色素上皮細胞の増殖は小球 を注入後,48時間

で初めて観察された。また,光顕および電顕で網膜下腔の網膜色素上皮細胞の有糸分裂像を直接観察 し,有糸

分裂中の細胞が,細胞間結合装置を有 していることから,網膜色素上皮細胞が有糸分裂により増殖することを

証明できた。(日 眼 92:1650-1656,1988)
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Abstract

We previously reported that the retinal pigment epithelial cells (RPE) showed different
phagocytotic activity according to the physico-chemical surface characteristics of polystyrene parti-
cles. This study describe the proliferative activity of the RPE. We injected polystyrene particles into

the subretinal space of albino rats. Forty eight hours after injection, where amounts of particles were

enough to be phagocytosed by the original single RPE layer, RPE scavenged subretinal particles, and

showed neitner proliferation nor migration. W'here a large amount of particles remained in the

subretinal space, RPE showed proliferation and migration to particles. RPE cells in the subretinal

space showed mitotic figures. We identified these cells as RPE cells, which were shown to have

inter-cellular junctional complexes under transmission electron microscopy. These proliferative and

migratory responses by RPE were observed within 48 hours after the procedure. There was no

difrerence in response of RPE in relation to the surface nature of the particles. (Acta Soc Ophthalmol

Jpn 92 : 1650-1656, 1988)
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I緒  言

実験的網膜景」離において,網膜色素上皮細胞が,網

膜下腔に macrophage様 になって遊走し1)～ 8), また増

殖性硝子体網膜症では,眼内の網膜表面や,網膜硝子

体境界部に線維芽細胞様細胞 となって,増殖すること

が実験的にも臨床的にも示されている9)～ 13)。 このよう

に病的条件下での網膜色素上皮細胞の増殖14)15)はいろ

いろな網膜病変に関わっている。また網膜色素上皮細

胞が増殖することはすでに3H_Thymidineに よるラジ

オオー トグラフィーで確認されている16"7)が ,その 物

υグ
"の分裂像は未だとらえられていない.

前回我 々は, ラットの網膜下腔にポ リスチレン小球

を注入した ところ,小球の表面性状18)19)に より,網膜色

素上皮細胞の小球貪食開始時間に差があることを見い

だした20)21)。
今回は,貪食反応開始後の色素上皮の観察

を続けると,網膜色素上皮細胞がポリスチレン小球に

対し,貪食反応だけでなく増殖ならびに遊走反応を示

すことを認め,さ らに明らかな細胞分裂像を確認 した

ので報告する.

II 実験方法

1.実験動物

実験動物 として体重300～ 400gの Wistar系 の自色

ラットを用いた。

2.ポ リスチレン小球の種類

負荷電小球,正荷電小球,親水性小球.表面処理の

方法は前報20)に記したとお りである。

3.網膜下腔注入法

既報20)に記 した方法によって これらの小球浮遊液

0.05mlを 網膜下腔に注入した。注入直後に眼底検査を

行って,注入部から後極部にかけて胞状網膜景」離が形

成されたことを確認し,注入液が正しく網膜下腔に注

入された ものを実験に用いた。著しい網膜下出血や硝

子体出などが発生した眼球は除外 した。

4.試料作成方法

注入後,48時間に眼球摘出を行い,直 ちに2.5%グ ル

タールアルデヒド(0.lM燐酸緩衝液)にて 3～ 24時間

固定後,角膜,虹彩,水晶体を除去し,実体顕微鏡下

に網膜剥離の範囲,ポ リスチレン小球の分布状態,刺

入部位, 出血の有無,程度を観察し,注入による障害

の少ない部位で,小球の分布状態が一定でよく注入さ

れている部位を切 り出した。細切した切片は 1%四酸

化オス ミウムにて後固定後,漸増アルコール系列にて
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脱水, プロピレンオキサイ ドに置換後,ユ ポン包埋 し

光顕,電顕用観察に供した。

透過型電顕による観察には酢酸ウラニルと硝酸鉛に

よる二重染色を行い日立 HU‐ 12型 ,H‐ 500型電子顕微

鏡にて観察した.

また,観察に際しては,従来の方法に加え,眼球の

接線方向に切った切片で網膜色素上皮細胞層を広 く観

察した。

III 結  果

前報20)21)に 記したように,貪食開始には小球の性状

によって差がみられたが,今回は正荷電,負荷電,親
水性処理のどの小球 も貪食されていた注入48時間後の

試料について検討した.

注入48時間後, どの種類の小球も網膜色素上皮細胞

に貪食開始されていたが,小球の比較的少ないところ

では前回20)21)観 察 したように,色素上皮細胞は網膜下

腔に注入された小球を完全に貪食し,網膜下腔は完全

に清掃 された。この際には網膜色素上皮細胞は一層の

ままでとどまり,網膜色素上皮の増殖はほとんどみら

れなかった。

しかし,網膜下腔に小球が多数残存 したところでは
,

網膜色素上皮細胞の反応態度は著しく異なった.多数

の小球を貪食し,胞体内に含んだ網膜色素上皮細胞は
,

増殖 して 2層 から数層に重層し, さらに,ポ リスチレ

ン小球を貪食 した網膜色素上皮細胞は Bruch膜 から

離れ網膜下腔を内方へ遊走 した(図 1)。 網膜色素上皮

細胞のこの反応態度は小球の表面性状の差によって違

いはなられなかった。

この様な旺盛な増殖,遊走がみられた部位の網膜色

素上皮細胞層を眼球の接線方向に切った切片で,網膜

色素上皮を広範囲に観察すると,胞体内にポ リスチレ

ン小球を貪食した細胞が有糸分裂している像が多数認

められた(図 2).こ れを電顕で観察すると,染色糸が

はっきり認められ,分裂中の細胞は胞体内にポ リスチ

レン小球を有したままであ り(図 3), さらに拡大でみ

ると染色糸,微細小管が明らかで,そ の隣接する細胞

間には細胞間結合装置が多数認められた(図 4)。 この

ように,有糸分裂している細胞が,上皮系細胞の特徴

を持つ ことから, これが網膜色素上皮細胞であること

が確認できた。

IV 考  按

網膜色素上皮細胞は種々の処置を加えられた り,病
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図 1 注入48時間後,光顕所見.網膜色素上皮細胞は増殖して 2か ら3層に重層し,

さらに,網膜下腔へ向かって遊走した(M)。 これらの増殖,遊走した色素上皮細胞

は小球をさかんに貪食していた (× 1000油浸).

図 2 注入48時間後,色素上皮層接線方向の切片の光顕所見.小球を貪食した細胞に

多数の有糸分裂 (矢印)を認めた (× 1000油浸)。
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図3 注入48時間後,色素上皮層の電顕所見(弱拡大).小球を貪食したまま色素上皮

細胞に有糸分裂がみられた。染色糸が明らかである(矢印).p:ポ リスチレン小球.

図4 注入48時間後,色素上皮の電顕所見 (強拡大).隣接する細胞間に結合装置 (白

矢印)がみられ,有糸分裂を示す細胞が色素上皮細胞であることを確認した.染色

糸,微細小管 (黒矢印)が明かである.
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的状態 (光凝固16)17)22)23),冷 凍凝固24),網膜景」離1)～。))

で増殖することは既によく知られている。中でも難治

性網膜剥離にみられる増殖性硝子体網膜症では網膜色

素上皮細胞の増殖反応が重要な役割を果 していると考

えられている.網膜下腔にポリスチレン小球を注入す

ることによる網膜色素上皮の増殖も報告 されている25)

が,今回我々は,表面性状の異なるポ リスチレン小球

を網膜下腔に注入し,貪食反応が開始 された後の網膜

色素上皮細胞の反応を観察し,色素上皮の増殖,遊走

を検討 した。

注入 6時間から,24時間には,網膜色素上皮細胞は

どの表面性状のポ リスチレン小球に対 しても 1層のま

まで貪食を行っていた20)21)。 注入48時間後に初めて網

膜色素上皮細胞は増殖,遊走を開始 した。注入された

小球が比較的小数であったところでは,色素上皮は小

球を胞体内に貪食したが,増殖はほとんど起こらず 1

層のままであった20)21)。 これは網膜下腔の小球の数が

ち ょうど適当数であ り,すべての小球が既存の 1層の

色素上皮によって貪食 され,清掃し尽 くされたためと

考えられた.

一方,網膜下腔に小球が多数存在 し,小球を既存の

1層 の網膜色素上皮で清掃 しきれなかった ところで

は,網膜色素上皮細胞は増殖し, さらに遊走 してその

小球の処理にあたった と考えられた .

この様な,48時間後の網膜色素上皮細胞の増殖反応

には,ポ リスチレン小球の性状による差はみ られな

かった。ポリスチレン小球の表面性状は化学反応によ

り与えられたものであるから,生体内で も時間的経過

のみで変化することはない.し たがって,それぞれ,

その小球表面に網膜下腔に存在する物質の修飾を受

け20)21),差 がなくな り,色素上皮に対する反応にも違い

がみ られなくなったのであろう。

Hiscott26)ら は,網膜色素上皮の欠損部を作成し,そ

の修復の過程を3H_Thymidineを 用いて観察 したとこ

ろ網膜色素上皮細胞の増殖は処置後 3日 から7日 に起

こった と報告している.我々の観察では既報
20)で

述べ

た と同 じく処置後48時間ですでに増殖がみ られ,後

報
27)で

述べるように, 3日 目には増殖 した細胞は紡錘

形に形態を変え, 7日 目には線維芽細胞様に化生して

いた。Campochiaroら は網膜色素上皮細胞の膜 レセ

プターに働 く増殖因子
28)と して,a retina ddived

stimulaterを 報告29)し てお り,Bryanら は網膜色素上

皮細胞 自体も網膜色素上皮の細胞成長因子を持つと述

べている30).網膜下腔の異物の刺激が,こ のような因子
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の放出をもた らした可能性があると考えられる。48時

間後に初めて旺盛な増殖反応がみ られたことは,色素

上皮がこの様な因子により,増殖を起 こすにはラット

では48時間かかると思われた。

網膜色素上皮細胞が増殖することは,実験的網膜剥

離 1)～9)や,硝 子 体 内 に注 入 した 網 膜 色 素上 皮 細

胞14)31)02), さらに網膜色素上皮細胞の培養実験で認め

られている32)。 しかし,グπυグυ。で網膜色素上皮細胞の

有糸分裂像を直接見ることは難 しいとされてきた16).

なぜなら,切片標本上で観察できる分裂中の細胞は僅

かであり,その様な分裂中の細胞は本来の位置より移

動していることが多 く,ま た分裂中の細胞は,細胞内

構造が本来のものより変化しているためである16).そ

のため,Inomataら が3H_Thymidineを もちいた,電顕

オートラジオグラフィーで網膜色素上皮細胞の有糸分

裂を指摘10)17)し て以来,3H_Thymidineを 用い網膜色

素上皮の増殖を確認する方法26)32)が取 られてきた。

Bruke33)ら はポ リスチレン小球を貪食 した網膜色素上

皮細胞の増殖を3H_Thymindineで 観察 している。

しかし,今回処置後48時間で網膜色素上皮細胞の旺

盛な増殖を観察 し,網膜色素上皮層に平行方向に切片

を作成することによって一度に多数の網膜色素上皮細

胞を観察すると,小球を貪食した細胞の有糸分裂像を

とらえることが出来た.こ の細胞は,細胞間結合装置

を有しており,明 らかに上皮系の細胞の特徴を持って

いることから,網膜色素上皮細胞の有糸分裂像である

ことが確認できた。

網膜色素上皮細胞の増殖のしかたについては,bud‐

dingに よるのであろうとする考え6)と ,有糸分裂であ

ろうとする考えがある16)17)26)32)33)が,い まだその生体

内での有糸分裂は観察されていなかった。今回,網膜

下腔で直接に有糸分裂像を確認 した ことからmitosis

によって増殖が起 こることが明か となった。

本稿の要旨の一部は第90回 日本眼科学会総会 (1987.5.

14.京都)において緒方が口演報告した。なお,本研究には

文部省科学研究費 (奨励研究A62771402,金 井)の補助を受

けた,こ こに深謝いたします.
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