
792 日眼会誌 94巻  9号

有色家兎による実験的増殖性硝子体網膜症

モデルの作成とその評価

栗山 晶治,大内 晶代,岡田 守生,山川 良治,吉村 長久,本田 孔士
京都大学医学部眼科学教室

要  約
増殖性硝子体網膜症 (以下 PVR)の治療 (硝子体内薬物,放射線等),発生病理の解明等の為に,培養細胞
を使って PVRの病態を反映する有効な動物モデルを確立した。有色家兎の硝子体中に SF6ガスを注入 し後部
硝子体剥離を作った後,培養細胞を硝子体内に注入散布した。経過観察期間は4週間で,PVRの STAGE分
類は Hidaら の分類に従った。注入培養細胞は家兎皮膚線維芽細胞 (5× 104と 10× 104個 )及びヒト網膜色素上

皮細胞 (5× 104個 )を 用いた。 4週間目で STAGE 5～ 7(牽引性網膜剥離)と なったのは家兎線維芽細胞で,

5× 104個 注入 (41眼 )で は37%で あり,10× 104個注入 (14眼)では86%と いう高率であった。ヒト網膜色素上

皮細胞注入 (10眼 )は いずれも4週間を越えてもSTAGE 2以 上の進行を示さなかった。以上より,今回の我々

の PVRモ デルでは線維芽細胞 を10× 104個 注入するのが最も良いとわかった。 (日 眼会誌 94!792-798,
1990)
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Abstract

We established an efrective animal experimental model for proliferative vitreoretinopathy (PYR)
by intravitreally injecting cultured cells in order to investigate therapies for PVR, including
intravitreal drugs, radiation and hyperthermia. After making posterior vitreal separation by injeet'
ing SFu gas into the rabbit's vitreous body, cultured cells were intravitreally injected. Fundus changes

were followed up for 4 weeks and PYR stage was recorded according to the classification described by
Hida et al. The cultured cells injected were rabbit dermal fibroblasts (5x10n and l0x10o) and human
retinal pisment epithelial (RPE) cells (5X101). A total of 37%o of animals reached STAGE 5-7
(traction retinal detachment) in 4 weeks in 4l eyes injected with 5X 100 rabbit fibroblasts and were 86%

in 14 eyes injected with 10 X 10n rabbit fibroblasts. The 10 eyes injected with human RPE cells showed

STAGE 2 or less in 4 weeks. Consequently, we selected the experimental PVR model using injecting
of 10X10n rabbit fibroblasts as the most efrective method. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 94:792-798,
1990)
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I緒  言

増殖性硝子体網膜症 (以下 PVR)は網膜剥離術後に
起こる難治性疾患であり,外科的アプローチをはじめ
として,薬物療法,放射線療法等の様々な治療法が現
在に至るまでに試みられ,一定の成果が示されてきた。

このPVRに対する治療法の in vivoでの有効性を評
価する為に開発されたのが,有色家兎をはじめとした

動物の眼内に培養細胞を注入し実験的増殖性硝子体網

膜症を発生させた,いわゅるPVRモ デルである。今
回,我々は新たなるPVR治療法を開発するに当たっ
て,そ の上台となるべくPVRモ デルをより適確なも
のにする為,2種類の培養細胞を使い,その PVRモ デ
ルを比較検討してみた。

II 実験方法

1)ガスコンプレッション

有色家兎 (体重1.5～ 2.5kg)を ketamine hydrOch‐

loride(30mg/kg)筋 注にて麻酔した.0.5%xy10caine

を点眼後,強角膜輪部より4mm後方 6時方向から26
ゲージ針を硝子体中に挿入し,SF6ガ スを0.3ml注 入
した。この 1週間後,同様の方法にて SF6ガスを0.5ml

硝子体中に追加注入した.

2)培養細胞

家兎皮膚線維芽細胞 :有 色家兎臀部皮膚 より,5
mm× 5mmの皮膚組織片を切取 り,penicillin(1,000
1U/ml),streptomycin(1,000μ g/ml),amphotericin

B(2.5μ g/ml)を 含む calcium,magnesium iee phOs_

phate burered saline(PBS)‐ で`3時間洗ギ争後, 組織

片を細切し少量の FBS(fetal bOvine serum)に 1～ 2

日浸した後,徐々に DulbeccO's mOd五ed minimum
essential medium(DMEM)(15%FBS,penicinin(100

1U/ml), streptolnycin(10oμ g/ml), amphotericin B

(0.25μ g/ml)を含む)を加えていき培養した。
ヒト網膜色素上皮細胞 :摘 出眼球を penicillin

(1,0001U/ml), streptomycin(1,000μ g/ml), am_

photericin B(2.5μ g/ml)を含む PBSで洗浄後,前眼
部,硝子体を除去,感覚網膜を剥離し眼杯に0.25%
trypsinを加え,37℃ ,5%C02 inCubatOr内 で10分間

定温培養した。その後,DMEMを 眼杯に加えピペッ
ティングにて網膜色素上皮細胞を脈絡膜より分離し,

遠沈 (800rpm, 5分間)後,DMEMで 培養した。
両細胞共に 3～ 6代 目のものを細胞注入の為に使用

した。

3)細胞注入

培養細胞を PBSで洗浄後,0.25%trypsin(DifcO)
と0.02%EDTA中 にて 5分間37℃ 定温培養 した後 ,
DMEMを 加えピペッティングにて採取し,遠沈 (800
rpm, 5分間)後 PBS中に浮遊させた。細胞数測定と
trypan blueに よる cell viab山ty測定の後,細胞を,
0.lmlの PBS中に各々の数 (家兎皮膚線維芽細胞 :

5× 104個 と10× 104個 , ヒト網膜色素上皮細胞 :5× 104

個)だけ調製した。
2回 目のガス注入 1週間後,家兎を同様の方法にて
麻酔し,Mydrin P ③点眼にて散瞳した。各細胞数を含

んだ PBS O.lmlを角膜輪部より4mm後方上耳側方向
より27ゲ ージ針を使って硝子体中に注入した。針先を

手術用顕微鏡を通して,髄翼上に位置するように操作
し,細胞を網膜に損傷を与えないように緩やかに注入
した。 この直後,家兎を細胞が網膜髄翼上に落ち着く
ように 1時間仰臥位に保った。対照には細胞の代わ り

に PBSのみ0.lml注入した。
4)経過観察

眼底観察は手術用顕微鏡と硝子体手術用コンタクト

レンズを使って,細胞注入後 2, 4日 目, 1, 2, 3,
4週間目に行った。PVRの ステージ分類は Hidaら の
分類 (表 1)に 従った。28日 目に家兎を過剰量 の
phentobaめ italの静注により屠殺 し,家兎眼をす ぐに

4%glutaraldehydeに より固定し,型のごとく光顕用

標本とした。

III 結  果

家兎 線維 芽 細 胞5× 104個 を注 入 した41眼 中 ,

STAGE7を示したのは 1週後で 4眼 ,4週後で 9眼で
あった。一方, 6眼が 4週間を経過しても何ら変化を

示さなかった (表 2).STAGE5～ 7つ まり牽引性網膜
剥離を示したのは 2週後で11眼 (27%), 4週 後で15眼

(37%)で あった (表 5).

家兎線維芽細胞10× 104個 を注入した14眼は,4日 後
で全眼が STAGE 2以 上を示 し, 4週後には 9眼が
STAGE 7を示した (表 3)。 STAGE 5～ 7を示したの

は 2週後で10眼 (71%), 4週 後で12眼 (86%)であっ
た (表 5).

家兎線維芽細胞に関し,5× 104個注入と10× 104個注

入で,その牽引性網膜剥離発生率を比較すると2週後
以降,有意差が認められた(χ 2検定,p<0.01)(表 5).
ヒト網膜色素上皮細胞5× 104個を注入した10眼は 4

週間を経過 してもいずれもSTAGE 2以上を示 さな
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表 l PVRの STAGE分類 (Hidaら による)

Stage Proposed definition

Normal retina: occasional fine strands in the

vitreous

Surface wdnkling : cellophane retinopathy,

beaten metal appearance on wing

Mild pucker I small focal contraction ( s ) on

wing ( s) not elevated

Severe pucker : contraction of whole wing ( s ).

Retina may be tented up (but not by strand)

Elevated pucker: pucker elevated by vitreous

strand

Partial retinal detachment I involving on wing,

with or without vitreous strands

Low retinal detachment : involving both wings,

avascular retina attached

Total retinal detachment i usually closed funnel,

with retinal holes

(Graefe's Arch Clin Exp Ophthalmol(1987)225)

かった (表 4).

対照 (10眼)はすべて増殖性変化を全く示さなかっ

た。

PVRの 光顕像では,STAGE5～ 7では網膜は剥離 し

視神経乳頭の方へ引っ張られており,乳頭の上で密な

組織塊を形成しているのが観察された。STAGE 2～ 4

では網膜髄翼上にパッカーが形成され(図 1),線維芽
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細胞の薄い膜がしばしば血管網膜の表面に見られた

(図 2)。

IV考  按

牽引性網膜景」離を実験的に生じさせた動物モデルは

1968年 の Machemerの owl monkeyを 使った モデ

ル1)に遡ることになるが,以来,PVRに 関する様々な

動物モデルが考案され,PVR治療の為の評価対象とし

て利用されてきた。その大多数
2)-12)は 家兎を使ったも

のであるが, これは,家兎眼底はヒト眼底とはその血

管網膜の少なさから多少異なるといった形態学的問題

を考慮にいれても,実用的な問題つまり経済的問題 ,

取り扱い易さ等からして妥当な線であろう.

ガスコンプレッションを初めに行ったのは Chan‐

dlerら 2)であ り,それ以前はすべて無傷な硝子体中に

細胞が注入されていた.ガスコンプレッションなしで

は注入細胞の多くは硝子体グルに包埋されてしまい,

網膜髄翼上に散布される細胞数はわずかであ りそれ

故,高率の牽引性網膜剥離を発生させるための注入細

胞数は20× 104以上という大量なものとなっていた。ま

た,無傷な硝子体中に細胞注入したものはあくまでも

外傷性の PVRを表すものであ り,一般の網膜剥離術

後に起こる PVRと は性格を異にするものであること

を忘れてはならない。今回,我 々はガスコンプレッショ

ンの為に SF6ガスを使用した.2回 のガス注入により

後部硝子体剥離は髄翼周辺に部分的に形成され,細胞

注入の際,細胞がこの後部硝子体腔に散乱するのが観

表2 家兎線維芽細胞 5× 104個注入におけるPVR発生分布
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* 
; one eye

* ; one eye

察された。Chandlerら は針刺入部位を事前に冷凍凝固

をあて,刺入部位よりの網膜剥離を防いでおり,ま た,
gas‐nuid exchangeも 行っているが,我々は操作の煩
雑さとそれによる眼球に対する侵襲の増大を避けるた

めに以上の操作は敢えて行わなかった。しかし,行わ
ないことによると考えられる不利な点は認められな

かった。以上,注入細胞数を少なくし,ま た,で きる
だけ本当の PVRの 臨床像に近づける為にガスコンプ
レッションは必要不可欠な操作であるといえる。
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PVR形成に関与すると考えられる細胞には,網膜色
素上皮細胞(RPE),線維芽細胞,マ クロフア~ジ ,グ
リア細胞,myolbroblast― like cell13)～ 16)等があげられ

るが,大多数の PVRモ デルが注入細胞 として線維芽
細胞を用いている2)～ n)。 今回,我々は家兎線維芽細胞
とヒトRPEを用いたが,家兎線維芽細胞が良好な増
殖性変化を示したのに比し, ヒトRPEは殆 ど増殖性
変化を示さなかった。これは家兎とヒトといった細胞

の種差よりも線維芽細胞 とRPEと いう細胞差に帰さ

Ｓ

Ｔ

Ａ

Ｇ

Ｅ
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表 3 家兎線維芽細胞10× 104個注入におけるPVR発生分布

表 4 ヒト網膜色素上皮細胞 5× 104個注入におけるPVR発生分布
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図 1 家兎線維芽細胞注入により生じた PVR(STAGE 3)の 眼底写真 網膜髄翼上

にパッカー (矢印)が認められる。
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V
‐‐

`「

)、
―‐ .、

図2 家兎線維芽細胞注入により生じた PVR(STAGE 3)の 組織光顕像 網膜上組
織 (M)の 中に血管 (V)が観察される。(HE染色,× 40)
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表 5 各モデルにおけるSTAGEご との発生率比較

上段 ;家兎線維芽細胞 5× 104

中段 ;家兎線維芽細胞 10× 104

下段 ;家兎線維芽細胞2.5× 104(Hida et al)
*;p<0.01

れる問題であり,RPE単独では増殖性変化は示しにく
いと考えられる。勿論,RPE単独でもその注入細胞数
を大幅に増やせば増殖性変化は現れる9)の であるが,

やは り実際のヒトにおけるPVR形成において RPE
が増殖性変化を示すには何等かの誘発が必要なのでは

ないかと考えられる。

次に,注入細胞数の問題であるが,こ れは Hidaら 8)

の2.5× 104個を最小として初期の PVRモ デルである
Sugitaら 3)の 107個 という数までに渡ってお り,最 も頻

用されているのは25× 104個である。同じ程度の増殖性

変化を示すなら,細胞注入による硝子体混 ,7蜀や培養細
胞の供給問題を考慮するとその細胞数は少ないに越し

たことにはない。今回,我々は家兎線維芽細胞に関し
て,5× 104個 と10× 104個 という細胞数を注入してみた

わけであるが, 2週後よりその牽引性網膜剥離の発生

率に有意差が見られた.5× 104個注入では 4週 目で牽

引性網膜剥離は37%し か発生しておらず, これでは

PVRに対する治療効果判定において有用とはいえな
ぃ。10× 104個注入では 4週 目で86%と いう牽引性網膜

剥離発生率を示してお り, これは Hidaら の成績と比
べても遜色無い。10× 104個程度の細胞数では,そ の注

入により硝子体混濁は起こり得ず,ま た,細胞供給と
いう面においても全く問題は認められなかった。以上

の事由より,我 々は今回の実験より家兎線維芽細胞を
10× 104個 注入するのが最 もPVRモ デルとして適 し
ているという結論に達した。

基礎となるPVRモ デルの完成度いかんによって,
治療効果判定に異なった結果がもたらされることも有

り得る
17)18)。
今後,我々は,こ の有色家兎を使ったガス
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コンプレッションと家兎線維芽細胞注入によるPVR
モデルを土台として,硝子体内薬物療法,放射線療法

及び加温療法等の PVRに対する有効性を評価してい
く予定である。

本研究は文部省科学研究費補助金(課題番号61440075,研

究代表者本田孔士)の補助を受けた.記 して感謝の意を表す

る。
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