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網膜色素上皮細胞の反応様式

3.線維芽細胞様化生 (図 7)
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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 を注入 し,網膜下腔における網膜色素上皮細胞の増殖開始後の反

応を観察 した。色素上皮は 3日 目より重層が著 しくなり,4日 目には胞体内に小球 を貪食 したまま細長 く形態

を変え,紡錘形 となった。 4週間後には,色素上皮 は数層に重層 し,細長い紡錘形の細胞 となり,胞体の周囲

に膠原線維 を産生 し,網膜下腔 に厚い結合組織様の組織を形成 した。この様な紡錘形の細胞 もその微細構造か

ら色素上皮由来であることが推測できた。すなわち,色素上皮細胞は,線維芽細胞様に化生 した。 しか し,既

存の網膜色索上皮が小球 を貪食 しつ くした部位では長期経過の後でもそのまま一層の状態を保ち,増殖,化生

は網膜下腔 に残在 した小球により,誘発 されることが示された.(日 眼 92:2029-2037,1988)
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Abstract
In a previous study, we demonstrated that there was proliferation and phagocytotic activity of

retinal pigment epithelium (RPE) within 48 hours after the injection of particles into the subretinal
space. In this report, we examine response of RPE from 3 days to 4 weeks after the subretinal
injection of the particles. At day 4, proliferation of RPE in the subretinal space was prominent, and
the proliferating RPE became flat and spindle shaped. After 4 weeks, the subretinal space was
occupied by fibrous tissues composed of spindle-shaped cells and connective tissue. Transmission
electron microscopy showed the spindle-shaped cells to have polarity with microvilli on the apical side,

and basement membrane on the basal side, in addition to lateral intercellular junctional complexes.
These characteristics conflrmed that the spindle shaped cells had originated from RPE. Silicotungstic
acid staining revealed typical cross binding of collagen flbers in the basal extracellular space of
multilayered spindle cells. These results clearly showed that RPE could be transformed into the
fibroblast-like cells through metaplasia, producing collagen fibers around the cells. (Acta Soc Ophthal-
mol Jpn 92:.2029-2037, 1988)
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I緒  言

実験的に硝子体内へ注入した網膜色素上皮細胞の観

察において色素上皮細胞は増殖 し,線維芽細胞様細胞

へ化生 し,増 殖膜を形成す る ことが報告 されて い

る1)～3).ま た増殖性硝子体網膜症の増殖膜4)5)ゃ
,網膜上

膜
6)-9),網膜下増殖膜

10)の 臨床組織の検索により増殖

膜の細胞成分の一つとして網膜色素上皮由来と思われ

る細胞がみられることが多く, この様な病的状態に網

膜色素上皮 が深 くかかわってい る と考 えられて い

る4)-10).特 に,増殖膜形成においては,病的条件下で

の色素上皮の増殖,と くに線維芽細胞様細胞への化

生 1)～4)が注目されている。

前回11'我 々は,網膜下腔にポ リスチレン小球を注入

日眼会誌 92巻 12号

し, ラット網膜色素上皮細胞が生体内で有糸分裂する

ことを光顕,電顕にて確認した。今回は,そ のような

色素上皮をさらに長期にわた り観察すると線維芽細胞

様細胞に化生することを観察 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

直径約3μmの ポリスチレン小球で負荷電小球,正荷

電小球,親水性小球を用いた。表面処理の方法は前報 11)

に記した とお りである。

3.網膜下腔注入法

図 1 ポリスチレン小球の網膜下腔内注入 3日 後,電顕所見.網膜色素上皮は 2か ら

3層 に増殖し,胞体内にはポリスチレン小球を貪食していた。感覚網膜側の網膜色

素上皮細胞の胞体は扁平となり,細長くなっていた。小球を貪食した細胞は周囲の

小球貪食に乏しい細胞に比べ電子密度が高くなっていた。Mv:microvilli,矢 印 :細

胞間結合装置.
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て10分間染色した。それぞれ,日 立 HU‐ 12型 ,H‐ 500型

電子顕微鏡にて観察した。

III 結  果

注入48時間では前報
11)に

報告したように,網膜下腔

に多数の小球が注入された場合には網膜色素上皮細胞

はさかんに有糸分裂を行って増殖 し,かつ網膜下腔ヘ

遊走 し小球を貪食した。

この様な部位は,注入 3日 後になると,色素上皮の

反応態度は小球の表面性状による差はなく,ポ リスチ

レン小球を貪食し重層した細胞はさらに内方に多層に

なるとともにその内方から扁平になり,紡錘形となっ

た細胞が重なり合って網膜下腔に延びていた。また,

小球を貪食 した細胞は周囲の貪食に乏 しい細胞に比

べ,細胞質の電子密度が高 くなっていた (図 1).

注入 4日 後では,網膜下腔には球状の遊走細胞はほ

とんどみられなくなり,小球を貪食し,増殖した紡錘

形の細胞が数層の細胞層を形成し, さらにその内層に

は極めて扁平化した紡錘形の細胞が 3～ 4層重層し,

この様な細胞も胞体内に小球を含んでいた (図 2).

2週間後,紡錘形になった細胞はさらに扁平化して

細長 く,数層の厚い層を作 り, 4週間後には重層した

細胞は結合組織様の厚い層を形成 した (図 3).

4週間後に網膜下腔の結合組織様の組織を電顕でみ

ると,重層した細胞は,胞体内にポ リスチレン小球を

前報 12)～ 14)に記 した方法によってこれらの小球浮遊

液0.05ml(109個 /ml)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血などが発生した眼球は除外 し

た。

4.試料作成方法

注入後, 3日 , 4日 , 1週 , 2週, 4週に眼球摘出

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,刺入部から遠 く,注入による脈絡膜,網膜

下出血等の組織損傷のない部位で,網膜下腔の小球の

分布状態が均―で網膜下腔に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脱水,プ ロピ

レンオキサイ ドに置換後,エポン包埋し光顕,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, さらに一部は膠原線維の観察の

ためシ リコタングステン酸による染色を行ったい)。 シ

リコタングステン酸染色は,酢酸 ウラニル ;2%, シ

ルコタングステン酸 :4%,エ タノール50%の溶液に

図 2 注入 4日 後,光顕所見.重層した網膜色素上皮は小球を貪食したまま感覚網膜

側で細長 く紡錘形となった (f).網膜下腔には丸い遊走細胞はみられなかった (×

1,000油浸).
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3
図3 注入4週間後,光顕所見.細長い,紡錘形の細胞はポリステレン小球を貪食し

たまま網膜下腔に厚い結合組織様組織を作っていた.

Mv

図4 注入 4週間後,電顕所見.小球を胞体内に貪食したまま重層した紡錘形の細胞は極性を持ってお

り,apicalに はmicrovilli(Mv)を,基底側には基底膜様物質 (B)がみられた.細胞間で電子密度

に差がみられ,電子密度の高い細胞は粗面小胞体,遊離 リボゾームが多くなっていた(弱拡大).挿入

部 :[三コ部の拡大,隣接する細胞間には結合装置 (白矢印)がみられた (強拡大)。

||・・・ ・
=′■■‐ ‐■‐■■_

類

転

p



昭和63年 12月 10日 網膜色素上皮細胞の反応様式・緒方他 121- (2033)

まり,増殖や遊走反応はみられなかった(図 7)。 また,

この期間中にも Bruch膜側への exocytOsisはみられ

なかった.

三日目以降の全経過において小球の表面性状の差に

よる違いはなかった。

IV 考  按

Machemerら が実験的網膜剥離眼において,網膜色

素上皮細胞と思われる細胞が硝子体表面や,網膜内境

界膜に沿って膜状に増殖し,そ の収縮により網膜のし

わがつくられることを観察し, さらに硝子体腔内に培

養網膜色素上皮細胞を注入すると,網膜色素上皮細胞

が,多彩に形態を変え,膜様組織が形成されることを

みている1)～ 4)。 すなわち,硝子体内に注入した網膜色素

_上力に糸田胞は, 1)macrophage, 2)resenlbled ibrob―

last, 3)lⅣ ell‐ differentiated nOrinal pigrnent epith‐

elial cen等 に多彩に変化 したと述べ,そ してこのよう

貪食 してお り,apical側 に microvini様 の突起があ

り,basal側 には基底膜様物質の形成(図 4),さ らに,

隣接 した細胞間には細胞間結合装置が多数み られた

(図 4拡大挿入部).ま た basal側に隣接する細胞 とは

その basal側で接 していた(図 5)。 これ らの所見から,

この重層した紡錘形の細胞は上皮系の細胞であり,網
膜色素上皮に由来 した細胞であることが確認できた.

また, ここの細胞間で細胞質の電子密度に差がみられ

たが,電子密度の濃い細胞では,粗面小胞体 と,遊離

リボゾームが多 くみ られた (図 1,図 4)。

シリコタングステン酸染色でこれ らの細胞のbasal

側の細胞間質を観察す ると細胞外に直径約40～ 50nm

で周期約55～ 65nlnの 横縞を有する線維を認め,こ れ

が膠原線維であることが明らかになった (図 6)。

網膜下腔に注入されたポリスチレン小球が比較的少

なかったところでは, 4週後にも,網膜色素上皮はポ

リスチレン小球を胞体内を持つまま固有の 1層 にとど

図 5 注入 4週間後,電顕所見.小球を貪食した紡錘形細胞の基底部には基底膜

(Bm),基底膜様物質 (B)の 形成が認められた (p:ポ リスチレン小球).
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図6 注入 4週間後,シ リコタングステン酸染色電顕所見.紡錘形の細胞の基底膜側

に,明 らかな膠原線維 (Cf)の 東が認められた。

図7 網膜下腔に小球が少なかったところでは網膜色素上皮は網膜下腔の小球を完全

に清掃し,そのときには色素上皮の増殖が全くみられなかった(p:ポ リスチレン小

球,× 1,000油浸).
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硝子体が色素上皮の増殖を促すためであると言われて

いる19)～ 21)が,我 々の今回の実験では硝子体は関与 して

いないから,色素上皮がこのように盛んに増殖したの

は網膜下腔に過剰の小球の存在が引金になったと思わ

れた。

注入 4週間後,色素上皮が増殖 し,結合組織様の層

を形成した試料を, シ リコタングステン酸で染色する

と増殖 した色素上皮細胞基底側細胞間質に直径約

40～ 50nmで ,約55～ 65nmの縞模様の周期をもつ膠原

線維の東が明らかに認められ, これらの膠原線維は
,

細長 く形態を変えた色素上皮により産生されたものと

考えられた。今回用いたシリコタングステン酸染色は

簡易な方法であり,従来から用いている二重染色より

も膠原線維の証明が容易であった。

このように分裂,増殖 した網膜色素上皮細胞は,細
長 く紡錘形 となり線維芽細胞様細胞に化生 し,そ の周

囲に膠原線維を産生 して,網膜下腔に厚い結合組織様

組織を形成した。実験的網膜剥離においても,色素上

皮が網膜下腔で増殖 し重層す ることが観察 されてい

る22)23).我 々の教室でも以前に加賀24)が
,家兎で類似の

実験を行ない網膜色素上皮細胞が線維芽細胞様細胞ヘ

化生 し,膠原線維を産生 したことをみている.今回の

我々の実験とは用いた動物種,ポ リスチレン小球の大

きさ,ポ リスチレン小球の注入量,小球の荷電状態が

異なるため正確な比較はできないが,加賀らは処置後

5日 目に膠原線維を認めたとしている24)。
我々は処置

後 4日 目より増殖細胞間に膠原線維を認め, さらにシ

リコタングステン酸染色で確認した。

しかし,網膜下腔に注入された小球が小数であった

ところでは,前報
11)14)と

同様小球を貪食 した色素上皮

は 1層 のままで, 4週間後においても増殖は全 くみら

れなかった。 これは,既存の一層の網膜色素上皮細胞

層で網膜下腔の小球をすべて清掃できたため,増殖し

て小球を貪食する必要がなかったためと思われた.

さらに,小球の表面性状の差によっても網膜色素上

皮の増殖反応に差はみ られなかった。 これは,網膜色

素上皮が異物を認識 し,貪食する際には異物の表面性

状が問題となるが,注入48時間以降は小球の表面性状

に差がなくなり,一旦胞体内に貪食されると網膜色素

上皮細胞の反応に影響を及ぼさないもの と考えられ

デこ11)14)25).

松村26)は培養コイ色素上皮細胞は貪食 した小球を胞

体内から,Bruch膜側へ放出したと報告 し,色素上皮

細胞が exocytosisを 行 う可能性を述べている.し か

な膜様組織の構成細胞は細長 く紡錘形であるが,極性

を持 ってお り, さらに細胞間結合装置を有 しているこ

とから, これらを網膜色素上皮細胞由来 としてお り,

細胞周囲には膠原線維が豊富に存在することから色素

上皮が病的状態において線維芽細胞様に化生 したもの

であると報告 している1).

また,in vitroの 実験でもNewsomeら
“
)は 色素上

皮が増殖 し,膠原線維を形成して線維芽細胞様に化生

することを報告している。

臨床的には眼内増殖組織や線維膜の病理組織標本を

検索すると,網膜色素上皮 と思われる細胞が多 く観察

され4)-10),免 疫組織学的検索8)9)ゃ ,こ れらの膜の培養

実験
17)よ り,網膜色素上皮細胞 と確認されている。この

ように網膜色素上皮細胞は種々の病的状態において
,

増殖,遊走 し,形態を変え,線維芽細胞様細胞に化生

することが知 られている。

我々は,前報11)で生体内で網膜下腔での網膜色素上

皮の有糸分裂像を確認したが,今回は色素上皮が増殖

したのちに細長い紡錘形細胞になり,胞体周囲に膠原

線維を形成 し,線維芽細胞様に化生する過程を in vivo

かつ in situに 観察できた。

網膜下腔に注入された小球が多く存在すると3日 目

に増殖,重層した網膜色素上皮細胞,特に感覚網膜側

の色素上皮は胞体が扁平化 し,細長 くなった。 この所

見は 4日 後にはより著明になり, 2週後には細長い紡

錘形の細胞が数層の厚い層を形成し, 4週間後には網

膜下腔に厚い結合組織様の層を形成した。我 々の実験

では注入処置に際 し,Bruch膜を穿刺していることか

ら脈絡膜由来の線維芽細胞等の侵入,増殖の可能性が

あるが, この様な部位を電顕でみると,紡錘形の細胞

には極性 がみ られ apical側 とみ られ る側 には mi‐

crovmiを 有しており,basal側 とみられる側には基底

膜ないし,基底膜様物質の形成がみられ, さらにこれ

らの細胞間には細胞間結合装置が認められた。 この様

に極性を有 し,上皮系の細胞の特徴を持つ ことから,

これらの細長 く重層 した紡錘形の細胞は網膜色素上皮

由来 と考 えられた,増殖 した細胞はそれぞれ互いに

apical側 とapical側 ,基底膜側と基底膜側で相互に隣

接 して連続性に配列してお り,こ れは Inomataら 18)が

報告 した網膜色素上皮の増殖の様式に一致 していた。

Radtkeら 3)に よると硝子体内に注入 した網膜色素

上皮は 3日 目より膜を形成 し, 4週間後には細胞は細

長 く紡錘形になり,膠原線維を産生し,線維膜を形成

した。 この様に色素上皮が硝子体腔で増殖するのは
,
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し,我校の 観 察 で は in vivoの 実 験 で こ の 様 な

exOcytOsis lま み られなかっ′こ.

色素上皮の増殖膜の発生には種々の物質が関与 して

いる といわれてい る27)～ 29)が ,中で もフィブ ロネクチ

ン,血小板 由来細胞成長因子は大 きな要素 と思われて

いる。とくにフィブロネクチンは細胞間の接着 を認め ,

収 縮を起 こす と言われ29), また網膜色素上皮細胞の基

底膜側に存在 し細胞の分化に関与すると報告 されてい

る30).我 々の実験か ら網膜下腔のポ リスチ レン小球の

存在が網膜色素上皮細胞 の増殖反応の起因 となること

が判明 した。その根底にはフィプロネクチンなどの化

学物質が大 きな働 きを している可能性があ り,今後の

検討課題であると思われ る。

本稿の要旨の一部は第91回 日本眼科学会総会 (1987, 5,

14,京都)において緒方が報告した。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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