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網膜色素上皮細胞に対する網膜抽出物中のヘパ リン親和性

細胞成長因子の増殖刺激作用 (図 1,表 1)

加藤  整 。本本  英之 。大島 健司 (福岡大学医学部眼科学教室)

要  約

増殖性硝子体網膜症における眼内の線維性増殖には,網膜色素上皮細胞が関与 している。この網膜色素上皮

細胞の増殖・遊走には線維芽細胞成長因子 をはじめとする多 くの成長因子の関与がわかってきている。そこで,

我々はウシ網膜神経上皮から網膜抽出物 を取 り出し,ヘパ リン・アフィニティ・クロマ トグラフィーでヘパ リ

ン親和性成分 を分離・精製 し,培養 ヒ ト網膜色素上皮細胞に対するその増殖刺激活性を調べた。その結果,網
膜色素上皮細胞はヘパ リン親和性成分 により増殖促進 された.一方,ヘパ リン非親和性成分では,増殖刺激活

性はほとんどなかった.以上のことから網膜色素上皮細胞に対する網膜の増殖刺激活性はヘパ リン親和性成分

すなわちヘパ リン親和性細胞成長因子によるものであると考えた.(日 眼会誌 93:453-457,1989)

キーワー ドi増殖性硝子体網膜症,網膜色素上皮細胞,ヘパ リン親和性細胞成長因子,細胞培養,ヘパ リン

アフィニティー・クロマ トグラフィー

Gro、vth stilnulating activity Of heparin_binding grOwth factor

in the neural retina fOr retinal pigrnent epitllelial cells.

Hitoshi Kato,Hideyuki Hayashi and Kenj1 0shima

Dψα〃π囮′げ (秒力′滋′πο′ο″′助力οο′げ Z″″能,F%た %οtt υπ′υ′るグ″

Abstract
Retinal pigment epithelial cells (RPE cells) participate in intraocular fibrocellular proliferation in

proliferative vitreoretinopathy (PYR). The initial signal for proliferation and migration of RPE cells
on PVR is not clear, However, water soluble extraet from neural retina has been know to stimulate
RPE cells, and fibroblast growth factor had a high affinity for heparin. In this experiment, we
purified heparin-binding growth factor (HBGF) from neural retina using heparin-afrinity chromato-
graphy. Then we examined the growth stimulating activity of HBGF for RPE cells proliferation. RPE
cells were stimulated by HBGF, on the other hand heparin non-binding component could not stimulate
RPE cells. This result suggests that the grwth-stimulating activity of retinal extract on RPE cells is
related to HBGF. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93: 453-457, 1989)
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I緒  言

増 殖 性 硝 子 体 網 膜 症 (proliferative vitreor―

etinopathy;PVR)1)に おける増殖組織の発生には,網

膜色素上皮細胞 (retinal pigment epithelial cell;RPE

cen)由来の細胞,グ リア要素の細胞および線維芽細胞

様の細胞などが重要な役割を果たすことが知 られてい

る2)～ 5)。
in vitr。 で RPE cellは線維芽細胞やグ リア細

胞の増殖・遊走促進物質を産生し6),逆 に血管内皮細胞

に対する抑制物質を産生する7)8)と 報告されている。こ

の RPE cenの 産生物質が,血清中より抽出された血小

板由来細胞成長因子 (plateletderived grOwth factor;

PDGF)や フィブロネクチンなどと協同で働 いて ,

PVRにおける血管を含まない線維性の膜を網膜周囲

に形成するのではないかと考えられている。)～ 11)。 この

ように網膜剥離発症初期の RPE cellの 増殖遊走には,

PDGFや フィブロネクチンの働 きが強調 されている

が,なぜ網膜の周囲で強い増殖を起こすのかは必ず し

も説明で きない。我々は以前,網膜および硝子体に

RPE cellに 対する増殖刺激活性が存在することを確

認し12),こ れが PVRに おける RPE cenの 増殖に関与

すると考えてきた13)14)。 _方 ,網膜には血管内皮細胞に

対す る増殖因子が存在す ることはよく知 られている

が0～20),こ れが既知の細胞増殖因子のいずれに当たる

かは完全に明らかにはなっていない。一方,線維芽細

胞増殖因子 (■brOblast grOwth factor;FGF)をはじ

めいくつかの増殖因子はヘパ リンに親和性があ り,ヘ
パ リン ,ア フィティ・ カラム・ クロマ トグラフィーで

分離抽出できることから21)22), この一群をしばしばヘ

パ リン親和性細胞増殖因子 と呼ぶことがある。また ,

網膜神経上皮から網膜由来細胞成長因子 (retina der‐

ived growth factor)を ヘパ リン・ アフィニテイ・ カ

ラム・ クロマ トグラフィーで分離抽出し, これもヘパ

リン親和性細胞成長因子の一群に入れている報告 も見

られる23)～ 25)。 しかし,こ のヘパ リン親和性成分,言い

かえるとFGFグ ループの増殖因子のみが RPE cen

に対する網膜の唯一の増殖因子であるか否かは明らか

ではない。そこで今回我 々は, ウシ網膜からヘパ リン

親和性成分を分離し,RPE cellに 対する増殖刺激活性

を検討 したので報告する.

II 実験方法

1.実験材料

ヒトRPE cellは ,摘出眼球を75%ニ タノールに 2分
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間つけ滅菌 し, メス刃で半割し前半部を除去する。さ

らに,網膜神経上皮層を慎重に剥離 した後,0.05%

EDTA(ethylene diamine tetraacetic acid)中 に10

分間静置する。その後,メ ス刃にて網膜色素上皮をゆっ

くりと擦過 し,10%fetal Calf Serum(FCS)含 有 Ham'

sF‐ 10培地中に採取し, ピペッティング,遠沈 (800r.

p.m., 5分 間)の後,10%FCS(fetal caw serum)含

有 Ham'sF‐ 10培地に再浮遊させ,25mlフ ラスコ中で

培養 した。図 1は,そ の培養 ヒトRPE cellの位相差顕

微鏡写真 (× 200)で ,今回の実験には培養 8継代のも

のを用いた。また,対象として用いたウシ肺動脈内皮

細胞は Association of Tissue Culture Center株

(Bethesda,USA)を使用した。

網膜抽出物は,成熟ウシ眼球を赤道部よりやや前方

で半割し,硝子体を除いた後,網膜神経上皮をとり,

そ れ に一 眼 当 た りlmlの 精 製 水 を 加 え,Potter‐

grinderで ホモジネー トし凍結する。その後室温で融

解 し,20,000× gで 1時間遠沈 してその上清を採取 し,

直径0.22μ の ミリポア・ フィルターでろ過滅菌 したも

のを網膜抽出物 とした。さらに, この網膜抽出物を硫

安250g/′ で塩析し,Klagttrunら の方法
22)に

準じてヘ

パ リ ン・ ア フィニ テ ィー・ カ ラ ム で 分 子 量

15,000～ 20,000の 画分を分離して,吸着抽出できたも

のをヘパ リン親和性成分,残査をヘパ リン非親和性成

分として実験に用いた。

2.実験方法

2.lcm2の ウエル中に, ヒトRPE cellを 2× 104個 植

え込み,0.5%new born calf serum含 有 Dalbecco's

minimal essential medium培 地中で24時間培養し,そ

れぞれに0.5%ウ シ胎児血清 (コ ン トロール),網膜抽

出物,ヘパ リン親和性成分およびヘパ リン非親和性成

分の各試料を加えた後,さ らに48時間培養し,lμ Ci/ml

の3H_チ ミジンを加えた培地に 4時間入れ,0.25%ト

リプシン処理し,0.lN NaOHで細胞を溶解し,20%
トリクロール酢酸 (TCA)に よりDNAを沈殿させ

,

それをフィルターに トラップし,DNAに 摂 り込まれ

た3H_チ ミジンのβ線を液体シンチレーターで測定 し

増殖活性を調べた。 ウシ肺動脈内皮細胞についても同

様に測定 した。以上の実験を各群につ きウエル 3個

行った数値を平均 し,さ らに同一の実験を 2回行った。

III 結  果

ウシ肺動脈内皮細胞に対する各試料の増殖刺激活性

は,ヘパ リン親和性成分で107.7± 6.4d.p.m./103cels
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表 1 網膜色素上皮細胞 (RPE cell)ぉ ょびゥシ肺動脈内

皮細胞に対す る増殖刺激活性を 3H.チ ミジン取 り込

み率で表す。

RPE cellで は網膜抽出物とヘパ リン親和性成分でコ

ン トロールに比べ有意な増加を示 しているが (p<
0.05), ヘパ リン非親和性成分では増殖刺激活性は認
められなかった。ウシ肺動脈内皮細胞 (CPAE)では

,

ヘパ リン親和性成分で有意な増殖刺激活性があったが

(p<0.05), ヘパ リン非親和性成分では認められなかっ

た。(各群の数値はウエル 3個について行ったものを平

均し,同一の実験を 2同行った平均で示している.)

RPE cell CI)AE

コントロール

ウシ網膜粗抽出物
ヘパ リン親和性成分
ヘパ リン非親和性成分

39.6:±i3 7

502± 4.0

50.9± 3.3

43.7± 79

40.8± 1.3

152.8± 90.7

107.7=L 6.4

47.3± 6.3

(d.p.m./103 CenS)

とコン トロール (40.8± 1.3d.p.m./100cells)に比べ極

めて高ぃ3H_チ ミジン取 り込み率を示 し,統計学的に

も有意な増殖刺激活性を示していたが (p<0.05),ヘ
パ リン非親和性成分では47.3± 6.3d.p.m./103censと

増殖刺激活性はほとんど示さなかった (表 1).

ヒトRPE cenに 対 しては,網膜抽出物は50.2± 4.0

d.p.m/103cells,ヘ パ リン親和性成分は50.9± 3.2d.p.
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m./103cellと 共にコントロールに比べ高い取 り込み率

を示し (p<0.05),増 殖刺激活性が認められたが,ヘ
パ リン非親和性成分 (43.7± 7.9d.p.m./103cens)で は

増殖刺激活性は認められなかった (表 1).

IV考  按

PVRにおける眼内線維組織は RPE cen由 来の細

胞, ミューラー細胞や Aゞrocyteな どのグリア要素の

ものおよび線維芽細胞様の細胞からなっていることが

知 られている2)～ 5)。 これ らの構成要素が,線維芽細胞あ

るいは筋線維芽細胞 となって,conagenの合成,組織

の収縮を引き起こし,PVRと しての病変を形成する。

さらに, これらの構成要素の増殖に網膜および硝子体

のある種の因子が関与 していることもわかって来てい

る12)～ 14).我 々が先に報告 したように,ウ シ硝子体抽出

物は,ヒ ト眼内線維芽細胞および RPE cellの 両者に対

し増殖刺激作用を有 しているが, ウシ網膜抽出物は
,

ヒト眼内線維芽細胞には増殖刺激作用がな く, ヒ ト

RPE cenに 対 してのみ増殖刺激作用 を有 してい

る12)14).し かしながら,こ れ ら両抽出物中には血液由来

の成分をはじめとする多 くの成分が含まれてお り,特
に RPE cenに対する増殖因子 と抑制因子の両者が共

存 している可能性が考えられる。そこで,今回この中

網膜色素上皮細胞に対する網膜抽出物 。加藤他

図 1 培養ヒト網膜色素上皮細胞(位相差顕微鏡,× 200).紡錘型の色素顆粒を有する

細胞 (培養 8継代)
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の網膜抽出物か らヘパ リン・ アフィニテ イ・ カラム・

クロマ トグラフィーを用いて分子量15,000～ 20,000の

画 分 にあ るヘパ リン親和 性成 分 を分離 抽 出 し ヒ ト

RPE cellに 対す る増殖刺激活性を調べた ところ,ヘパ

リン親和性成分は,ヒ トRPE cellに 対 して増殖刺激活

性を有 していたが,ヘパ リン非親和性成分では増殖刺

激活性がなかった.こ の ことか ら網膜抽 出物 の ヒ ト

RPE cenに 対す る増殖刺激作用は,網膜抽出物中のヘ

パ リンに親和性のある成分による作用であることが考

えられた。また,FGFは ヘパ リン親和性成分 とほぼ同

様 に ヒ トRPE cellと ヒ ト眼内線維芽細胞 に対 し増殖

促進作用を示 してお り13), このことからヘパ リン親和

性成分は FGFと 同類の ものであると考 えられた。以

上のことか ら,FGFの 作用を抑制す る物質が眼内にお

ける無血管性線維性増殖を抑制す ることができ,その

結果,PVRの 発生防止に有効 となるのではないか とい

うことが示唆 された。

文  献

1)The Retina Society Terminology Committee:

classincation  of  retinal  detachment  with

proliferative vitreoretinopathy.(I)phthalnlo1 90:

121-125, 1983.

2)Machemer R,Laqua H: Pignlent epithelium
proliferation in retinal detachrnent(ヽ 4aSSiVe

perirdinal proliferation).Am J Ophthalmo1 80:

1-23, 1975.

3)Laqua Ⅱ,Miachemer R: Glial cell prolifera‐

tion in retinal detachrnent(■ laSSiVe periretinal

pr。liferatiOn).Am J Ophthalmo1 80:602-618,

1975.

4)Machemer R,van Ⅱorn D,Aaberg T: Pig‐

rnent epithelial proliferation in hulnan retinal

detachlnent、 vith massive periretinal pr01ifera‐

tiOn.Am J Ophthalmo1 85:602-618,1975.

5)大 平明弘,大 島健司,菊地昌弘 :人 眼 Massive

periretinal pr。liferation(MPP)の組織学的研究

(予報)。 日眼 85:622-630,1981.

6)ROwen SL, Glaser BM: Retinal pigment
epithelial cells release a cllemoattractant of

astrOcytes.Arch Ophthahnol 103: 704-707,

1985.

7)Glaser BII,CampOChiaro PA,Davis JL,et al:

Retinal pigrnent epithelial cellS release an in‐

hibitOr Of neOvascularizatiOn.Arch Ophtllalmol

103: 1870-1875, 1985.

8)Avery]RL,Glaser BMi: Inhibition of retinal

pigment epithelial cell attachment by a syn‐

thetic peptide derived from the cell‐ binding

日眼会誌 93巻  4号

d01nain Of ibrOectin. Arch (Dphthalrnol 104:

1220-1222, 1986.

9)CalmpOchiaro PA, Jerdan JA, Glaser BMll

Serurn contains chemoattractant fOr huinan

retinal pigrnent epithelial cells. Arch Ophthal―

mo1 102: 1830-1833, 1984.

lo)・FeO JII, sadeghi J,CainpOchiaro PA,et al:

Intravitreal ■bronectine and platelet‐ derived

grOwth factor…Arch Ophthalmol 104:417-421,

1986.

11)campOchiarO PA, Glaser BMI: Platelet‐

derived gro、 vth factor is chemotactic for hunlan

retinal pigrnent epithelial cells. 2ヽ rch Ophthal‐

mol 103:576-579,1985.

12)林 英之,大島健司 :硝子体 ,網膜抽出物の培養 ヒ

ト眼内線維芽細胞の増殖に及ぼす影響。日眼 88:

940-947, 1984.

13)林 英之 :眼内無血管性線維増殖 における細胞成

長因子 の役割.眼科研究最近 の進歩,332-345,

1986.

14)林 英之 三硝子体細胞増殖促進 因子 と抑制因子 .

あた らしい眼科 2:1211-1217,1985.

15)Glaser BM,D'Amore PA,Michels RG,et al:
′
I｀he demonstration of angiogenic activity from

Ocular tissues.(:)phthalm01 87:440-446,1980.

16)Glaser BM,D'AmOre PA,iMichels RG,et al:

】E)ernonstration of vasoproliferative actiVity

[Om mammalian retina.J Cell Bio1 84:298

-304, 1980.

17)D'AmOre PA,Glaser B〕 1,BrunsOn SK,et al:

Angiogenic activity from bovine retina:Partial

purincatiOn and characterizatiOn. Proc Natl

Acad Sci lISA 78:3068-3072,1981.

18)Glaser BM,D'AmOre PA,Seppa H,et al:
Adult tissues contain cheinoattractants for vas‐

cular endOthelial cells. Nature 288: 483-484,

1980.

19)chen cII, Chen SC: Angiogenic activity of

vitreous and retinal extract.Invest Ophthalrnol

Vis S,ci 19: 596-602, 1980.

20)Chen SC,Chen CII: Vascular endothelial cell

effectors in fetal calf retina, vitreous, and

serurn.Invest()phthalm01 Vis Sci 23:340-350,

1982.

21)Gospodarowicz :D: Pulincation of ibroblast

grOwth factor from bovine brain J Bi。 l Cherrl

250: 2515-2520, 1975.

22)Klagsbrun M,Shing Y: Heparin afinity Of

anionic and cationic capillary endothelial Cell

grOwth factOrs: Analysis of hypothalamus―

derived gro、vth factors and fibroblast growth

factOrs.Proc Natl Acad Sci USA 82:805-809,



平成元年 4月 10日 網膜色素上皮細胞に対する網膜抽出物・加藤他 457

deriVed groWth factors.Di「 ёrentiatiOn(Berlin)

18: 29-42, 1981.

25)P10uet J Barritault iD, Coutoirs Y, et al:

Eye‐ derived gro、 vth factOr are inllnun1010gical―

ly distinct and bind to different receptors on

human foreskin ibroblasts.FEBS Letters 144:

85-88, 1982.

1985.

23) Arruti C, Courtoirs Y : Morphological
changes and growth stimulation of bovine
epithelial lens cells by a retinal extract in vitro.
Exp Cell Res 117 :283-292, 7978.

24) Barritault D, Arruti C, Courtoirs Y: Is there
a ubiquitous growth factor in the eye q Prolifer-
ation induced in different cell types by eye-


