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硝子体収縮のモデル系としてのコラーダン内細胞培養

第 1報 ゲル内の細胞の種類 とグル収縮 との関係 (図 10)

唐沢 容子・矢島 保道 。沖坂 重邦 (防衛医科大学校眼科学教室)
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Contraction in a Model System of Vitreous Contraction
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要  約

硝子体収縮のモデル系として,硝子体ゲルの代 りにコラーゲンゲルを用いて細胞をゲル内培養 し,コ ラーゲ

ンゲルの収縮 を定量的に測定 した。上皮系細胞 3種類 (水 晶体上皮細胞,網膜色素上皮細胞,毛細血管内皮細

胞)と 血球系細胞 3種類 (赤血球, リンパ球,マクロファージ)に ついて,ゲル内の細胞数を変化させて経時

的にゲルの収縮の程度を測定するとともに,細胞の形態変化を観察 した。上皮系細胞では,ゲル内で細胞の伸

長のみられたものは全てゲルを収縮 させ,ま た,ゲル内の細胞が多いほどゲルの収縮体積 も大きい傾向があっ

たが,血球系の細胞は細胞数にかかわらず全 くゲルの収縮を起こさなかった.上皮系細胞はコラーゲン線維を

足場として偽足を伸ばし,コ ラーゲン線維を集束 しながら伸長,移動 していく過程でゲルの収縮を引 き起 こす

ものと考えられた.(日 眼 92!2053-2062,1988)
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Abstract
The vitreous body contracts under certain pathological conditions and some cells infiltrating into

the vitreous are considered to cause the contraction. In order to investigate the relationship between
the type of cells and vitreous contraction, we cultured cells embedded in an artificial collagen gel
which was a substitute for vitreous collagen. Three types of epithelial cells (lens epithelium, retinal
pigment epithelium, and capillary endothelium) and three types of blood cells (erythrocytes,
lymphocytes, and macrophages) were used in this study. The cells were suspended in collagen solution
and cultured after gelation of the collagen solution. The change of the gel volume was measured at
2-3 days intervals for 2-3 weeks and the morphological changes of the cells in the collagen gel were
observed by a phase contrast microscopy during the culture period. All epithelial cells caused contrac-
tion of the collagen gels and the increase of the cells was obviously related to the reduction of the gel
volume. However, the blood cells did not reduce the volume of the gels even when the number of the
cells increased. In addition, it was suggested morphologically that the elongation of the epithelial cells
cultured in collagen gel played an important role in the contraction of the collagen gel. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 92 : 2053-2062, 1988)
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I緒  言

増殖性硝子体網膜症および牽引性網膜剥離の原因の

一つとして,硝子体中に細胞が侵入し増殖して硝子体

収縮を起こす ことが挙げられる。今 日までに, これら

硝子体中の細胞 の挙動の解明のために行われた,in
vivoで のモデル実験がある。それ らの多くは眼球に穿

孔性の傷害を与えた り,硝子体内に血液や細胞を注入

した後,眼 内の変化を経時的 に調べ るものであっ

た1)～ 3)。 しかしこの方法には,直接細胞の行動を観察で

きないこと,炎症等の目的以外の細胞の関与を排除で

きないこと,一つの眼について経時的に観察すること

が困難であることなどの欠点があった。

近年,in vitroで ,細胞を硝子体上で,あ るいは硝子

体を重層して培養 し,細胞の形態や硝子体の体積変化

を調べた実験が報告された9)10)。 これに上皮細胞を用

いた場合,硝子体表面の細胞は細胞層を形成し上皮の

形態を保っているが,硝子体内に侵入した上皮細胞は

伸長 して間葉系細胞様形態をとっていた。また,コ ラー

ダングルを用いて上皮細胞を培養 した場合も同様に,

細胞はグル上では上皮構造をとるが, グル内に懸濁 さ

れると伸長 し間葉系細胞様になることが報告されてい

るH)。

私たちは,硝子体の代 りにコラーゲングルを用いて

も上皮細胞は同じ挙動を示すものと仮定し,硝子体の

収縮機構を調べるために, コラーダングル内細胞培養

を利用した実験を行った。この実験は,不均一なグル

である硝子体の代 りに,均一な人エ コラーゲングル内

で細胞を懸濁培養 し,グ ルの収縮体積を調べるもので

ある.こ の方法を用いて上皮系の細胞 と血球系の細胞

を培養し, グル収縮 とグル内の細胞の種類の関係を検

討したので報告する。

II 実験方法

1.細胞と培養液

水晶体上皮細胞は,屠殺された ウシ眼球より水晶体

を摘出し,水晶体上皮細胞を水晶体装 とともに切 り出

し細切し,0.2%コ ラーグナーゼで37℃ で10分問処理 し

た後,MEM-8%牛 胎児血清 (FBS)で培養した。培

養 2代 目から4代 目の細胞を実験に用いた。網膜色素

上皮細胞は,ウ シ眼球後極部を0.2%コ ラーゲナーゼで

37℃ で 1～ 2時間処理 し,解離 された細胞をDMEM
-20%FBSで培養 し,3代 目の細胞を用いた。毛細血

管内皮細胞は,牛副腎皮質より単離 し,DMEM-10%

日眼会誌 92巻 12号

FBSで継代培養 したものを用いた 12)。

リンパ球は ヒトのヘパ リン加末槍血よリヒトリンパ

球比重分離液① (日 本抗体研究所)を用いて分離した。

赤血球は ヒト末槍血由来のものを用いた。ともに初代

培養を用 い,MEM-8%FBSで 培養 した.マ ク ロ

ファージは, マウスにチオグ リコール酸培地を腹腔注

射し, 4日 後に腹腔洗浄により得 られた細胞から培養

皿付着法によリマクロファージを分離 した13)。 マクロ

ファージの純度は, ラテックス粒子貪食検査で98%以

上であった。マクロフアージは,初代培養を用い
,

MEM-8%FBSで 培養した。

2.コ ラーゲ ンゲル内培養法

コラーゲン溶液は,新田ゼラチン社製セルマ トリッ

クスtype I― A③ (3mg/ml)を 用いた。コラーダン溶

液 i10倍濃度 MEM(炭酸水素ナ トリウム未添加):20
mM HEPES-0.08N NaOH:培養液=8:1:1:
10で冷却混和 したものを,コ ラーダン混合溶液とした。

35mmの培養皿に0.7mlの フラーダン混合溶液を加 え

グル化させ基底層 とした後, コラーダン混合溶液に細

胞を懸濁 したものlmlを重層 し細胞層 とした.さ らに2

mlの培養液を加えて培養した。基底層は細胞が沈んで

培養皿の底に直接接着するのを防 ぐために用いた。用

いた細胞 の密度は培養皿あた り,赤血球で 5× 103

～5× 106, リンパ球で 5× 102～ 5× 104,そ の他の細

胞で,5× 102～ 5× 105で,_桁ずつ細胞密度を変えて

培養した。一つの細胞密度に対 して 2枚ずつの培養を

行った。同時に,細胞を加えない対照の培養皿も同様

に作製,培養 した。培養は37℃ ,5%C02で行い,位相

差顕微鏡で細胞の形態を観察した。培養液は培養後 1

日日とそれ以降 2～ 3日 ごとに交換 し, 2～ 3週間培

養を継続 した。

3.ゲルの体積の測定

培養開始時に各培養皿の重量 (Wa)を測定した。培

養中にグルが収縮するとグル中の液体が培養液に移行

し培養液の体積が増加する。図 1の如 く,培養後 n日

目の培養液交換時に各培養皿について培養液の比重

(dn)を 測定 した後,培養液を全て除き,新 しく2mlの

培養液を加え,培養皿の総重量,すなわち培養皿, グ

ル,培養液の重量をあわせたものを測定した。この時

新しく加えた培養液の重量 (Wmn),総重量 (Wm)よ

り,グルの重量 (Wgn)を (1)式 より求めた。

Wgn=Wtn― Wmn― Wd        (1)
培養液交換前の培養液の比重 とグル中の液体の比重が

等しいと仮定すると,グルの体積 (Vgn)は (2)式で



昭和63年 12月 10日

求められる。(ただし,グル中のコラーダンの重量 と細

胞の重量は無視する。)

Vgn=ヽVgn/dn

=(Win―Wmn― Wd)/dn      (2)
対照の培養皿と各細胞密度の培養皿それぞれ 2枚につ

いてグルの体積の平均 (「ヽgn)を 求め,その差を (3)

式より求めグルの収縮体積とし,経時的に表した。

Z▽gn=▽ g嗜 (blank)一 ▽gn(cen)       (3)
4.培養細胞の電子顕微鏡による観察

培養細胞はコラーゲングルとともに経時的に 2%グ
ルタールアルデヒド液 (0.lM燐 酸緩衝液 pH 7.4)に
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て室温で 2時間固定した。その後 1%四酸化オスミウ

ム液で後固定し,エ タノール系列で脱水を行い,Poly/

Bed 812に 包埋した後,超薄切片作製後, ウラン●鉛で

二重染色を施し,透過型電子顕微鏡で観察した。

III 結  果

1.ゲルの体積変化

種々の細胞を細胞密度を変えてコラーゲングル中で

懸!′蜀培養し,グルの体積変化を経時的に測定した。培

養初期では,水晶体上皮細胞で 5× 104細 胞以上で,細

胞密度が高くなるにつれてグルの収縮体積が大きく,

硝子体収縮のモデル系としてのコラーダン内細胞培養。唐沢他

A          B          C

細 胞 群

対 照

図 1 測定法.A:培養前,細胞群,対照ともグルの体積,培養液の量は等しい.BI
培養後,培養液交換前.培養中にグルが収縮すると白矢印のグル中の液体が押し出

され,培養液の体積が増加する.培養液の比重を測定した後培養液を全て除く,C:
新しく培養液を一定量ずつ加えて重量を測定する。グルの収縮体積は対照の黒矢印
から細胞群の黒矢印を引いたもの.
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図 2 水晶体上皮細胞のグルの収縮体積.培養皿あた りの細胞数は一 ●-5× 102,

一△-5× 103,_▲ _5× 104,_〇 _5× 105.

奮
Ｆ

）̈
ｏ
Ｅ
５
一ｏ

，

Ｃ
ｏ
〓
ｏ
●
Ｌ
“
Ｃ
ｏ
ｏ



144- (2056)

5× 104細 胞,5× 103細 胞では,培養期間中徐々にグル

の収縮体積が増加した (図 2).

網膜色素上皮細胞では,培養初期では,細胞密度が

高いほどグルは収縮し,そ れ以降はグルの体積に大き

な変化はみられなかった (図 3).

毛細血管内皮細胞では,5× 102,5× 103の 細胞密度

でグルはほとんど収縮 しなかったが,5× 104,5× 105

では細胞密度の高い方がグルはより収縮 した (図 4).
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以上の 3種の上皮系細胞では,グ ルの収縮の程度は,

用いた細胞の継代数や動物の個体差により,多少の差

異がみられたが,いずれの場合も細胞密度が高いほど,

グルの収縮体積が大 きくなる傾向が認められた。また,

グルが収縮するにつれてグルが培養開始時よりも硬化

していった。

血球系の細胞では,赤血球(図 5),リ ンパ球 (図 6),

マクロフアージ (図 7)の どの場合も,細胞密度とグ

P:gnnent Epithelial(〕 ells

0.5

0               5               10               15 days

図 3 網膜色素上皮細胞のグル収縮体積.培養皿あた りの細胞数は一 ●-5× 102,

一 △-5× 103,_▲ _5× 104,_〇 _5× 105.
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0               5              10              15 days

図 4 毛細血管内皮細胞のグルの収縮体積.培養皿あた りの細胞数は一 ●-5× 102,

一 △-5× 103, _▲_5× 104, _〇 _5× 105.
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ルの収縮体積は関係 していなかった。

2.形態

水晶体上皮細胞,網膜色素上皮細胞,毛細血管内皮

細胞 ともに,グ ルの収縮を起した細胞密度では,グル

中での細胞の伸長が観察された(図 8). この伸長は培

養後 1日 目から4日 目にかけて進行 し, グルの収縮体

積の増加する時期 と一致していた.グルの収縮がみら

れなかった毛細血管内皮細胞の 5× 102, 5× 103の 細

145- (2057)

胞密度ではグル中の細胞は伸長していなかった。

細胞の伸長がみられた水晶体上皮細胞,網膜色素上

皮細胞,毛細血管内皮細胞では,細胞の偽足がコラー

ダン線維を集めている像が位相差顕微鏡で観察 され

た。細胞の偽足を中心に放射上にコラーゲン線維が集

合 した像や,細胞の移動した跡を示す と思われるコ

ラーゲン線維の集束した部分が観察された(図 9)。 ま

た水晶体上皮細胞ではグル中での細胞分裂像も頻繁に
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硝子体収縮のモデル系としてのコラーダン内細胞培養・唐沢他

Erythrocytes
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図 5 赤血球のグルの収縮体積.培養皿あた りの細胞数は一 ●-5× 103,_△_5×

104, _▲_5× 105, _〇 _5× 106.
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図 6 リンパ球のグルの収縮体積.培養皿あた りの細胞数は一 ●-5× 102,_△ _

5× 100,一 ▲-5× 104.
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観察 された。

赤血球, リンパ球の, グル中での形態学的変化は位

相差顕微鏡では観察されなかった.し か し,マ クロ

ファージを透過型電子顕微鏡で観察したところ,多 く

の偽足を伸ばして活発に運動 している像が得 られた

(図 10)が ,マ クロファージの周囲にはコラーダン線維

の集東はみられなかった。

以上の観察結果より,上皮系細胞はコラーダン線維

を足場 として偽足を伸ばし, コラーダン線維を集束し

ながら伸長,移動してい く過程でグルの収縮をひきお

こすものと考えられた。

IV 考  按

コラーゲングルの体積減少の原因として,グルの収

縮の他に細胞がコラーグナーゼを分泌し, コラーダン

を溶解する可能性もある。 しかし, ここで用いた培養

では, グルの体積が減少したものは,例外なく体積の

減少に応 じてグルが培養開始時より硬 くなったこと,

細胞の周囲にコラーダン線維の集束が観察された こと

から, グルの体積の減少はその大部分がグルの収縮に

よるものであり,コ ラーグナーゼによる分解はた とえ

関与 していたとしても極めて僅かであると考 えられ

た。

今回の実験では,上皮系細胞は用いた全ての細胞が

グル内で伸長し,細胞数に対応 したグルの収縮を起こ

した。水晶体上皮細胞の場合は少ない細胞数のものも

日眼会誌 92巻  12号

Macrophages
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図 7 マクロフアージのグルの収縮体積.培養皿あた りの細胞数は一 ●-5× 102,

一 △-5× 103, _▲ _5× 104, _〇 _5× 105.
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培養後期には大きなグル収縮を起 こしたが, これは培

養期間中に細胞の分裂増殖が起 こり,グル内の細胞数

が増加したために,多 くの細胞をグル内培養したもの

と同じ程度のグル収縮体積が得 られたものと考えられ

た。一方,線維芽細胞をコラーダングル内培養した場

合も,細胞数に応 じたグルの収縮がおこるとされる14)。

この時線維芽細胞はコラーダン線維を細胞のまわ りに

集東 させ引き寄せながら,細胞 自身が伸長して移動 し

てぃた 15)。 これらの現象は上皮系細胞をコラーダング

ル内培養 した場合と酷似している。また上皮細胞をコ

ラーダングル内培養すると,間葉系細胞様に変化する

とい う報告がある15).線
維芽細胞 も上皮系細胞 もコ

ラーダンを接着伸展の基質 として利用していることが

知られている16)。 従って,コ ラーダングル内で培養 した

上皮系細胞は線維芽細胞 と同様の機構でコラーダン線

維を引き寄せ,集束させながらグルを収縮させている

と考えられた。一方,血球系細胞はマクロファージの

ように活発に運動している細胞でもグルを収縮させな

かった。マクロファージは腹腔洗浄により容易に得 ら

れることから, コラーダンに接着 しないと予想され ,

この接着性の欠如のためにグルの収縮を起こさないと

考えた。

この実験に用いたコラーダンは I型 であるのに対

し,硝子体のコラーゲンは主に II型 である。しかし水

晶体上皮細胞に関しては硝子体内および I型 コラーゲ

ングル内で同じような形態,行動をとること17),網膜色



昭和63年 12月 10日 硝子体収縮のモデル系としてのコラーダン内細胞培養 。唐沢他

図8 コラーダングル内培養した上皮系細胞の位相差顕微鏡写真.A:水 晶体上皮細

胞.B:網膜色素上皮細胞,C:毛細血管内皮細胞.5× 105細胞/培養皿, コラーゲ

ングル内培養後 4日 目.× 77(撮影倍率×25).
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図9 コラーゲングル内培養 5日 目の水晶体上皮細胞の位相差顕微鏡写真.A:伸長

した細胞の先端の偽足がコラーゲン線維を放射状に集東させている.× 380(撮影倍

率×75).B:細 胞が移動した跡に沿ったコラーグン線維の集東。×190(撮影倍率×

37.5).
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図10 マクロファージの透過型電子顕徴鏡写真.多 く

の偽足を伸ばしている.

素上皮細胞 も I型 コラーゲングル内でも軟骨由来の II

型コラーダングル内でも同様に線維細胞様に変化する

ことが報告されている°).従 ってII型 コラーダンの代

りに I型 コラーゲンを用いても上皮系細胞に関しては

大きな相異はないと考えている。

硝子体の主な成分としては, コラーダンの他にヒア

ルロン酸がある。グルの体積維持の観点からは多荷の

陰イオン高分子であるヒアルロン酸がその粘欄性,保
水性により何 らかの役割を果たしていると予想されて

いる.今回用いた細胞のうち,網膜色素上皮細胞,血

管内皮細胞,マ クロファージについては,動物種や由

来は異るが,in vitroで硝子体上で培養 し,硝子体の体

積変化を測定 した報告がある1° )。 その結果は今回の結

果 と同様に,上皮系細胞は硝子体の収縮を起 こしてい

るがマクロファージはほとんど硝子体を収縮させてい

ない.従って, コラーダンの型, ヒアルロン酸の有無

の相異はあるが, ここで用いた I型 コラーゲングルは

十分硝子体の代用として利用できると考えられた。

一方,赤血球が硝子体内で溶血する場合,放出され

た鉄イオンが硝子体コラーダンの網 目の中の ヒアルロ

ン酸の安定性を低下させ,硝子体の液化の原因となる

とする説がある18)。
今回の実験条件では,赤血球はほと

んど溶血せず, コラーダングルの収縮も起こしていな

いが,溶血 した際のコラーダングルの収縮 とヒアルロ

ン酸の有無 との関係については検討する必要があると

考えている。また,硝子体液中に含まれる様々な成長

149- (2061)

因子が細胞に及ぼす影響についても検討の必要がある

と考 えられた19).

硝子体 自体を用いるのに比べ この培養法の利点は
,

グル濃度が不均一な硝子体に対 し均一な濃度のグルが

得 られ ること,細胞を均等にグル内に分布 させること

が可能なことから,定量性に優れていることが挙げら

れ る。 またグルの濃度を任意に変えられ ること,薬品

の添加が容易であることなどから,解析的な実験 目的

に有用な系であると考 えられる。

稿を終るにあたり,牛毛細血管内皮細胞を提供して下さ

り, また細胞培養の便宜を計って下さいました防衛医科大

学校第 2生化学教室の後藤完教授および同研究室の皆様に

深謝いたします。
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