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レーザー光凝固後の網脈絡膜凝固部のフイブロネクチン
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福 島伊知郎,大熊  紘,宇 山
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昌延

要  約

フィプロネクチゾ (Fn)は 細胞の接着性,伸展性,移動性,走化性 を促進する糖蛋自質である。我々は,網

脈絡膜のレーザー光凝固後の凝固部の修復過程における Fnの局在 と,そ の経時変化を免疫組織化学的に観察

した。正常サル網脈絡膜では,Fnは 内境界膜,Bruch膜 ,網脈絡膜血管内壁に局在 してtヽ た。中等度のレー

ザー光凝固を行 うと,光凝固後早期から凝固部の Bruch膜は非凝固部に比べて強 く染色され,凝固部の脈絡膜

血管内壁や間質 も強 く染色された。光凝固 1週間以後,凝固部の創傷治癒機転が進行すると,凝固部の Bruch

膜や脈絡膜血管や間質の染色性は徐々に低下 したが, 1か 月後にも凝固部の Bruch膜 は非凝固部に比べてや

や強 く染色 された。光凝固後の全経過 を通 じて,感覚網膜は抗 Fn抗体では染色されなかった.Fnは 光凝固後

の網膜色素上皮細胞の増殖に初期から関与 し,そ の修復過程が進行すると減少することが判明 した.(日 眼会誌

97:1165-1172,1993)

キーワー ド:フ ィプロネクチン,網膜色素上皮,Bruch膜 , レーザー光凝固,免疫組織化学
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Abstract
Fibronectin (Fn) is a glycoprotein which mediates adhesion, extension, migration, and chemotaxis

of the cells. \Ye did a histochemical study of the time course of appearance and distribution of Fn in
the chorioretinal wound after laser photocoagulation. In the normal chorioretinal tissue, Fn was

detected in the internal limiting membrane, Bruch's membrane, and the endothelium of chorioretinal
vessels. Shortly after laser photocoagulation, Fn appeared on Bruch's membrane and in the endoth-

elium of choroidal vessels and choroidal stroma, and was prominent by one week after laser
photocoagulation. Although Fn disappeared when wound healing was accomplished, it was still
detected on Bruch's membrane one month after laser photocoagulation. These flndings suggest that
Fn is related to chorioretinal wound healing after laser photocoagulation. (J Jpn Ophthalmol Soc 97:

1t65-1172, 1993)

Key words: Fibronectin, Retinal pigment epithelium, Bruch's membrane, Laser photocoagulation,

Immunohistochemistry

別刷請求先 :570 守口市文園町 1番地 関西医科大学眼科学教室 岸本 直子

(平成 5年 4月 15日 受付,平成 5年 5月 17日 改訂受理)

Reprint requests to:  NaOko lKishimoto,M.1).   :E)epartinent Of()phthalm01ogy,Kansal Medical University

l FumizOnochO,Moriguchi 570,Japan

(IReceived April 15,1993 and accepted in revised forΠ I May 17,1993)



l166

I緒  言

フィブロネクチン (Fn)は 分子量 23万 の単量体が

S‐S結合で結合 した 2量体 として存在する糖蛋 白質

で,細胞の接着性,仲展性,移動性,走化性や食細胞

の食作用を促進 し,ま た細胞形態の保持や正常化,細
胞分化の調節に関係 して幅広 い生物学的機能 を持

ィ)1)～ 8)。

Fnは眼科領域でも注 目され,特に角膜では角膜上皮

障害が生じると,角膜上皮細胞 自体が Fnを産生 して

創傷治癒を促進することが,実験的にも臨床的にも証

明されている。)～ 11)。

レーザー光凝固を行 うと,網脈絡膜の凝固とその後

に網膜色素上皮や脈絡膜の血管内皮細胞の増殖による

凝固部の創傷治癒が生 じる12)。 この修復過程にもFn
が関与 していると思われる。本実験では, レーザー光

凝固後の網脈絡膜の創傷治癒過程におけるFnの局在

と経時変化を観察 した。

II 実験方法

実験動物は体重 2.0～ 2.5 kgの 成熟カニクイザル 2

匹 3眼を使用した。実験は塩酸 ケタミン (ケ タラール

50①)に全身麻酔下 (体重 l kgあ た り30 mgを臀部に

筋注)で行った。光凝固にはク リプ トンレーザー光凝

固装置 (Coherent社 ,System 910)を 使用した.

サル眼を ミドリンP①で散瞳後,眼底後極部 (乳頭耳

側および鼻側)に淡い灰白色の凝固斑が出る程度の弱

度から中等度の強さの凝固(凝固サイズ 200 μm,凝固

時間 0.2秒 ,出 力 70 mW)を 15～ 20か所ずつ所定 日毎

に順次追加 し,最終的に凝固後 1時間, 1日 , 2日 ,

3日 ,5日 , 7日 ,14日 ,30日 の凝固斑を約 150か所

作成後眼球を摘出し,2%グ ルタールアルデヒド燐酸

緩衝液で 12時間固定した。凝固部網膜を切 り出し,パ

ラフィンに包埋 し,厚 さ 3μmの連続切片を作成 し,ス

ライ ドガラスに貼付した。

1.イ ムノプロッティング

サルの血液を採取後血清を分離し,蛋 白質 10 μgを

0.1%sodium dodecyl sulfate存 在下に Laemmilの

方法でポ リアクリルアミド電気泳動を行い, ニ トロセ

ルロース膜に転写 したB).転写 したニトロセル ロース

膜に, ウサギ抗 ヒト血漿 Fn抗体 (Dako社 )を 4℃ で

12時間反応 させ,次にペルオキシダーゼ標識二次抗体

を室温で 1時間反応させた。最後に 3,3ジ アミノベン

ジジン四塩酸塩 と過酸化水素で発色させて Fnのバン
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ドを検出した。

2.ス トレプ トアビジン・ ビオチン法

凝固部中央の薄切切片を脱パラフィン後,3%過 酸

化水素で内因性ペルオキシダーゼの処理を室温で 5分

間行い,その後ヤギ血清を室温で 5分間反応 させて非

特異反応をブロックした。一次抗体は,0.05Mト リス

緩衝液で 500倍 希釈 した ウサギ抗 ヒト血漿 Fn抗体

(Dako社 )を用い,4℃ で 12時間反応 させた。二次抗

体は ビオチン標識 ウサギ免疫 グロブ リン・ ヤギ抗体

(Dako社 )を用い,室温で 10分間反応させた。ベルオ

キシダーゼ標識ス トレプ トアビジン・ トリス緩衝液を

室温で 10分間反応させ, 3%3ア ミノ9エ チルカル

バゾール溶液で発色後,0.1%Meyer― ヘマ トキシ リ

ン溶液で対比染色し,光学顕微鏡で観察した.

対照 として,一次抗体の代わ りに正常ウサギ血清を

用いた。

III 結  果

1.イ ムノプロッティング

サル血漿 Fnは今回使用 したポ リクロナール抗体の

ウサギ抗 ヒト血漿 Fn抗体 と免疫学的に交叉反応を示

すことが判明した (図 1)。

2.ス トレプ トアビジン・ ビオチン法

正常網脈絡膜では,内境界膜,網膜血管内壁,Bruch

膜および脈絡膜血管内壁が抗 Fn抗体で暗赤色に染色

された(図 2).Bruch膜 では,特に網膜色素上皮 と脈

絡膜毛細血管の基底膜が強 く染色された(図 3).対照

では染色 されなかったので,抗 Fn抗体で特異的に染

色されたものと考えられた (図 4, 5).

凝固 1時間後には,凝固部の網膜色素上皮や視細胞

は凝固され,脈絡膜血管は血栓で閉塞していた。凝固

部の Bruch膜 や脈絡膜の血管内壁や間質は,非凝固部

に比べて強 く抗 Fn抗体で染色された。内顆粒層から

内層には凝固による障害は見 られなかった (図 6).

凝固 1日 後にも,凝固部の Bruch膜や脈絡膜の血管

内壁や間質は非凝固部に比べて強 く抗 Fn抗体で染色

され,網膜の外顆粒層の細胞間浮腫の部も弱く染色さ

れた (図 7)。

凝固 2日 後には,凝固された網膜色素上皮と視細胞

は脱落 し,凝固部には凝固された網膜色素上皮や増殖

した網膜色素上皮やマクロフアージ様色素担体細胞が

見られ,脈絡膜血管は閉塞 していた.凝固部の Bruch

膜や脈絡膜血管内壁は非凝固部に比べて強 く抗 Fn抗

体で染色 され,Bruch膜では特に内外の基底膜が強 く
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図 1 イムノプロッティング.

イムノブロッティングによリウサギ抗ヒト血漿フィブ

ロネクチン抗体でサル血清中に含まれる分子量 23万

付近のフイプロネクチンが検出された。

染色された。光凝固 1日 後 と同様,凝固部の外顆粒層

の細胞間浮腫の部も弱 く染色 された (図 8).

凝固 3日 後には,凝固部の Bruch膜や脈絡膜の血管

内壁や間質は非凝固部に比べて強 く抗 Fn抗体で染色

され,Bruch膜では特に内外の基底膜が強 く染色され

た。凝固部の外顆粒層の細胞間浮腫は染色 されな く

なった (図 9).

凝固 5日 後には,凝固部の Bruch膜は増殖 した網膜

色素上皮やマクロファージ様色素担体細胞で覆われ,

脈絡膜の血管や毛細血管の一部は開通していた。凝固

部の Bruch膜や脈絡膜毛細血管や浅層の脈絡膜血管

の内壁は非凝固部に比べて強 く抗 Fn抗体で染色 さ

れ,Bruch膜 では特に内外の基底膜が強 く染色 され

た。脈絡膜深層の血管内壁や間質には強い染色像はな

くなった (図 10).

凝固 7日 後には,凝固部の Bruch膜 上には 1～ 2層

の網膜色素上皮やマクロファージ様色素担体細胞が見

られ,閉塞していた脈絡膜の毛細血管や中大血管は開

通 していた.凝固部の Bruch膜や再形成された脈絡膜

毛細血管内壁は非凝固部に比べて強 く抗 Fn抗体で染

色されていた (図 11)。

凝固 14～ 30日 後は,凝固部には 1～ 2層 の網膜色素

上皮が見られ,脈絡膜血管 も再開通 していた。凝固部

の抗 Fn抗体に対する染色性は低下したが,30日 後も

なお凝固部の Bruch膜や再形成された脈絡膜毛細血

管内壁は非凝固部に比べてやや強 く染色 された (図

12).

全経過を通 じ,増殖 した網膜色素上皮 自体は抗 Fn

抗体では染色されなかった。外網状層から内側の網膜

血管内壁や感覚網膜の抗 Fn抗体に対する染色性には

変化がなかった。

IV 考  按

Fnは数個の ドメイン構造で,コ ラーダン,フ ィプリ

ン,フ ィブリノーダン,プ ロテオグリカン,ヘ パ リン
,

アクチン,細胞膜,細菌や食細胞などに結合するので

幅広い生理学的機能を持ち,細胞と細胞や細胞外基質

との接着性を高め,細胞の伸展性や移動性や走化性を

促進 し, またオブソニン作用や細胞内骨格蛋白と関連

して細胞 の形態維 持 や 分化 を調節す る作 用 も持

っ 1)～6).Fnは 主に肝臓や線維芽細胞などの結合織細胞

で生成されるが,種々の上皮細胞や内皮細胞でも合成

される。血漿性と細胞性の 2種類があ り,前者は分子

量約 23万 の糖蛋白質が S‐S結合した 2量体の線維複

合体 として血液や髄液・ 関節液 。尿などに可溶性で存

在し,後者は多量体で細胞表面に網状に存在 し,上皮

細胞や内皮細胞ではその基底膜に不溶性高分子糖蛋白

質 として存在する。血漿 Fnと 細胞性 Fnはその構造の

違いにより生理学的活性に差があり,生体内での主な

働 きを異にすると思われる.種 々の生理学的機能のう

ち,細胞や細胞外基質への接着性や細胞伸展性や異物

除去作用の促進においては,血漿 Fnと 細胞性 Fnは同

等の活性を示す。特に,血漿 Fnは組織が受傷 した直後

から局所に集積して,線維素塊の形成 。炎症細胞の走

化 。初期の基質の形成・異物除去作用の促進に携わ り,

創傷治癒過程の初期に重要な役割を持っていると思わ

れる.一方,細胞性 Fnは細胞内骨格蛋白と関連 して細

胞を正常の形態に維持する機能が非常に高 く,主に細

230KD
200KD
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図 2 正常サル網脈絡膜組織のフィプロネクチンの

局在.

Bruch膜 と網脈絡膜の血管内壁が暗赤色に染色さ

れている。内境界膜も弱く染色されている。

50Pm

図 3 正常サル網脈絡膜境界部のフィプロネクチンの

局在.

Bruch膜 と脈絡膜血管内壁が暗赤色に染色されて

いる.Bruch膜では特に網膜色素上皮細胞 と脈絡膜

毛細血管の基底膜が強く染色されている。

図 5 正常サル網脈絡膜境界部 .

一次抗体の代わ りに正常 ウサギ血清を用いると

Bmch膜も脈絡膜血管内壁も染色されない。
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図4 正常サル網脈絡膜組織 .

一次抗体の代わ りに正常 ウサギ血清を用いると,

Bmch膜 も網脈絡膜血管内壁 も内境界膜も染色され

ない。
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図 6 光凝固 1時間後の凝固部の網脈絡膜組織.

凝固効果は網膜外層と脈絡膜に限局している。凝固部

の Bruch膜 と脈絡膜の血管内壁および間質はフィブ

ロネクチンで強 く染色されている。網膜外網状層から

内側の網膜にはフイブロネクチンの染色像は見られな

い。非凝固部ではフィプロネクチンの強い染色像は見

られない。

図7 光凝固 1日 後の凝固部の網脈絡膜組織 .

凝固部の Bruch膜 と脈絡膜の血管内壁および間質は

フィプロネクチンで強く染色されている.網膜外境界

膜周囲には細胞間浮腫があり,フ ィブロネクチンの弱

い染色像が見られる。
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図 8 光凝固 2日後の凝固部の網脈絡膜組織 .

凝固部の視細胞の内外節や核は消失し,凝固部に凝固

された網膜色素上皮細胞や増殖した網膜色素上皮細胞
や色素担体細胞が見られる。網膜色素上皮細胞の細胞

質にはフィブロネクチンの染色像はない.凝固部の

Bruch膜 を拡大すると,内 外の基底膜が特に強く染色

されていることがわかる(挿入図).脈絡膜の血管内壁

や間質もフィプロネクチンで強く染色されている。網

膜外境界膜周囲にはフィブロ不クチンの弱い染色像が

見られる.

図 9 光凝固 3日後の凝固部の網脈絡膜組織 .

凝固部に増殖した網膜色素上皮細胞はフィプロネクチ

ンで染色されていない。凝固部の Bruch膜 の内外の基

底膜 (挿入図)と脈絡膜の血管内壁および間質はフィ

ブロネクチンで強く染色されている。網膜外境界膜周

辺の染色像は見られない。
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図 10 光凝固 5日後の凝固部の網脈絡膜組織 .

凝固部の Bruch膜上には 1～ 2層 の増殖 した網膜色
素上皮細胞や色素担体細胞が見 られ る。凝固部の
Bruch膜 の内外の基底膜は特に強 くフィブロネクチ
ンで染色されている(挿入図).脈絡膜浅層の血管内壁
にはフィブロネクチンの強い染色像が見られるが,脈
絡膜深層の血管内壁にはフィブロネクチンの強い染色
像は見られなくなった。

図 12 光凝固 1月 後の凝固部の網脈絡膜組織 .

凝固部の Bruch膜 は非凝固部に比べてやや強いフィ

プロネクチンの染色像が見られるが,他の部位に強い

染色像は見られない。

. 50「m

図 11 光凝固 7日後の凝固部の網脈絡膜組織 .

凝固部の Bruch膜の内外の基底膜は特に強 くフィブ
ロネクチンで染色されている(挿入図)。 凝固部に再開
通した脈絡膜毛細血管の内壁にも強い染色像が見られ
る.
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胞外基質に存在 して創傷部などで増殖する細胞の分化

の調節を行っていると思われる.ま た,両者のモノク

ロナール抗体に対する反応 も異なる7).し か し,血漿

Fnの抗血清は細胞性 Fnを 選択的に沈澱 させ ること

が判明してお り,抗血漿 Fnポ リクロナール抗体を使

用 して免疫化学的に血漿 Fnお よび細胞性 Fnの 両者

を検出することができる8)。

眼科領域では,Fnは主に角膜を用いて研究されてお

り,正常角膜では Fnは デスメ膜に局在し,角 膜上皮や

実質内には存在しない。角膜上皮を剥離すると,角膜

上皮欠損部の角膜実質 と伸展中の角膜上皮細胞下に角

膜上皮細胞自体が生成 した Fnが出現して再生角膜上

皮細胞の接着伸展性を促進 し,こ の Fnは治癒 ととも

に消失すると報告されている9)~11)。 網膜硝子体では
,

Fnは網膜内境界膜,Bruch膜 ,網脈絡膜血管内壁に存

在 し14)～ 17),培養網膜色素上皮でも基底膜に Fnが存在

する16)18)19)。 また,実験的牽引性網膜剥離 17)20)や 糖尿病

性硝子体網膜症21)や 網膜上膜
22)23)な どでは,Fnは網膜

色素上皮や線維芽細胞による眼内の増殖性病変を促進

することが示唆されている。

レーザー光凝固を行 うと網脈絡膜組織の熱凝固や炎

症が起 こり,その後の創傷修復に Fnが関与すると思

われる。福田ら24),西 川 ら25)は 家兎網膜を光凝固し,光

凝固 30分後から40日 後 まで抗 ヒト血漿 Fn抗体を用

いて螢光抗体法で観察 し,網膜には Fnは 出現 しない

が,凝固部の脈絡膜には光凝固 30分後から Fnが出現

し,こ の Fnは脈絡膜血管由来の血漿 Fnと 推測 してい

る。志賀 ら26)は家兎網膜を光凝固し,光凝固 1時間後か

ら 2週後まで抗ヤギ血漿 Fn抗体 と抗 ヒト細胞性 Fn

抗体を用いて免疫組織化学的に観察し,凝固部の両者

の Fnは光凝固 3日 後にピークになると報告 したが
,

各 Fnの詳細な局在がわか りにくかった.山川 ら19)27)
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は,培養ニワトリ胚網膜色素上皮を光凝固して抗ニワ

トリ血漿 Fn抗体を用いて螢光抗体法で観察し,光凝

固 2時間後には凝固斑周囲の網膜色素上皮が Fnの合

成を開始し,徐 々に Fnの 染色像は凝固部を覆い,1週

後には Fnは凝固斑から消失し,Fnは網膜色素上皮再

生の極 く初期のみに関係すると述べている.

我々の実験では,光 凝固 1時 間後 か ら凝固部 の

Bruch膜 ,脈絡膜血管内壁,脈絡膜間質に強い Fnの染

色像が見られ,光凝固 1～ 2日 後には外顆粒層の細胞

間浮腫にも弱い染色像が見 られた。凝固部の Fnの染

色像は光凝固後 1週間は強く,そ の後減弱したが, 1

か月後 も凝固部の Bruch膜や脈絡膜毛細血管壁は非

凝固部よりも強 く染色された (表 1)。

以前,我々がサル眼に中等度のレーザー光凝固を施

行 した実験では12),光凝固 1～ 2週後には凝固部には

網膜色素上皮が増殖 して線維芽細胞様細胞に化生して

疲痕組織 となり, また, この頃には血管内皮細胞の増

殖により脈絡膜血行は修復した。その結果 と今回の Fn

の結果から,網膜色素上皮や血管内皮細胞の増殖の極

期に Fnはその部に多 く,修復が進む とFnは減少し,

網脈絡膜の形態学的修復 とFnの 推移はよく相関する

ことがわかった。また,弱 いレーザー光凝固では網膜

内層に Fnが出現せず,網膜内層には障害がないこと

がわかった。

網脈絡膜の構成成分の うち,線維芽細胞28),血管内皮

細胞29),網膜色素上皮細胞19)は Fnを合成するという。

血漿 Fnに対する抗血清は血漿および細胞性 Fnの両

者に反応し8),我 々は抗血漿 Fnポ リクロナール抗体を

用いて実験 したので,染色像から血液由来の血漿 Fn

か局所で合成された細胞性 Fnかは判断できない。光

凝固後に凝固部網脈絡膜に出現 した Fnの 由来を推察

すると,凝固部の Bruch膜 ,特に基底膜に出現した Fn

表 1 凝固部のフィプロネクチンの推移

光凝固後の経過  凝固前  1時間後  1日後  2日 後  3日 後  5日 後  7日 後  30日 後
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光凝固前後の凝固部網脈絡膜各組織の抗フィプロネクチン抗体による染色像の強さを示す
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は網膜色素上皮や血管内皮細胞由来の細胞性 Fnと 脈

絡膜血管由来の血漿 Fnが考 えられる。外顆粒層の浮

腫には脈絡膜血管由来の血漿 Fnが貯留し,そ の後血

液網膜関門が修復して消失 したのであろう。脈絡膜血

管内壁の Fnは ,血漿 Fnや血管内皮細胞由来の細胞性

Fnが考えられる。脈絡膜間質の Fnは脈絡膜血管由来

の血漿 Fnや線維芽細胞や血管内皮細胞由来の細胞性

Fnが考えられる。いずれにしても,光凝固斑における

Fnは ,網膜色素上皮や血管内皮細胞 とその増殖の足場

の基底膜の間に介在して,その接着や伸展や遊走を促

進し,ま た貪食細胞の機能を促 し,損傷部位への炎症

細胞や線維芽細胞などの遊走を促 しているものと思わ

れた。また,網膜色素上皮の化生による疲痕形成にも

Fnが関与 しているものと推測 された。

山川ら19)は ,分化した培養ニフトリ胚網膜色素上皮

では基底膜にのみ Fnが存在すると述べた。Crawford

ら18)は,培養ニフトリ胚網膜色素上皮では分化度が低

く極性がない場合は細胞の頂部 と底部の表面に Fnは

存在し,分化度が高 く極性を持つ と細胞の底部の表面

に Fnは存在するが,ど の時期にも細胞質内には Fnは

見られないと述べた。今回の我々の実験でも,増殖 し

た網膜色素上皮の細胞質には Fnの 染色像は見 られな

かった。

本研究は,平成4年度文部省科学研究費補助金・奨励研究

(A)04771390(岸 本)お よび平成 4年度関西医科大学同窓

会研究助成。加多乃賞 (岸本)の補助により行われた。深謝

いたします。
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