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総  説

網膜移植研究の展開

山 口 克 宏

東北大学医学部眼科学教室

要  約
網膜移植研究は,組織移植による網膜疾患の治療 という目的に向かって発展 しつつあり,網膜色素上皮細胞

移植の臨床応用が 1991年 にはじめて試みられた。しか しながら,網膜移植研究はまだその途上にあり,現段階
で臨床応用に関 して結論的なことに言及することはできないと思われる.そ こで本論では,こ れまでの網膜移
植研究を総括するとともに,こ れからの研究の将来の方向性について考察を行った。ここ数年ほどの間に網膜
移植研究は,内容的には細胞の単なる生存 。生着 というレベルの研究段階をはるかに越えて,シナプスの形成
や神経突起の伸展 といった細胞 レベルの解析が行われるまでに進展 した.方法論的には,神経網膜移植および

網膜色素上皮細胞移植のふたつのアプローチに大別 され,神経網膜移植には幼弱網膜全層移植および視細胞移
植のよたつの研究方法が開発 された。これらのモデルは,網膜の分化 。成長や神経回路網の構築などの基礎医
学的問題の解析 に有用であると考えられる。網膜色素上皮細胞移植は,遺伝性網膜変性ラットの視細胞変性 を
阻止するという研究結果をもたらし,そ の機序に関する論議が新 しい関心を集めている。また,臨床応用を想
定 した硝子体手術を用いる網膜色素上皮細胞移植研究 も進められた。今後,網膜移植に関する基礎的研究がさ
らに多 くの進歩 をもたらすことが期待 される。 (日 眼会誌 97:555-562,1993)
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Abstract
Work:on retinal transplantation ihas been atteinpting a pOssible approach to treatlnent of retinal

diSOrderS.The arst application of retinal pigment epithelium(RPE)transplantatiOn in humans was

dOne in 1991.′IlhiS artiCle traCeS the history of retinal transplantation rescarc1l olFering hope for the

development Of a cure fOr human retillal disorders.()ver the past few years,published results llave

revealed dramatic strides in the research neld of retinal transiplantation.1)ilferent types of retilnal

transplantatiOn had been deve10ped.ヽ Vhole retina transplantatiOn inakes use of fetal retina as donor

to transplant into the recipient eye. Results from the investigatiOns den10nstrated the synaptic

COnneCtiOn Of the tranSplanted retinal cells to the host retinal neuronal cellso Anotller type of retinal

tranSplantation is photoreceptor cell transplantation. ]Recent studies in RIP)E transplantatiOn have

Clearly shO,7n tihat phOtoreceptor cells in rats with inherited retinal dystrophy can be rescued from

ultilnate degeneration by transplantation of healthy R:PI】 cells.マVe expect that the prOgress in retinal

tranSplantatiOn reSearCh Will prOVide Valuable tiherapieS fOr SOme hulnan retinal diSOrderS.(J Jpn

Ophthalmol Soc 97:555-562,1993)
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I緒  言

神経細胞の移植は, これまで非常に困難な仕事 と考

えられてきた。神経細胞の分裂 と増殖は発生初期に終

了するため,移植 されても生着する可能性は低 く,神

経回路を形成するような結果は期待できないとされて

きた。しかしながら,脳細胞の移植は想像以上に困難

でないことがわか り, ヒトの脳神経変性疾患である

パーキンソン病においては, ドーパ ミン産生細胞の脳

移植の臨床的有効性が報告 されている1)。 同様に,網膜

移植研究の進歩にもここ数年間にめざましいものがあ

り2),現在の研究 レベルは,移植細胞の単なる生存・生

着 というレベルの研究段階をはるかに越えている。分

子生物学的手法を用いて,細胞のラベ リングが試み ら

れた り,形態学的にはシナプスの形成や神経突起の伸

展をみるといった細胞 レベルの解析がなされている。

これらの進歩は,網膜の分化・成長およびその再生や

神経回路網の再構築 といった問題の解析において,興

味ある知見をもたらしてきた。また,遺伝性網膜変性

ラットを用いて進められた網膜色素上皮細胞の移植の

研究は,健常網膜色素上皮細胞による視細胞変性阻止

という驚 くべき結果を示し,現在は変性阻上の機序を

解析 しつつある.こ のように網膜移植の研究は,組織

移植による網膜疾患の治療 という可能性を有するもの

と思われる.本論では, これまでの網膜移植研究を総

括するとともに, これからの研究の将来の方向性につ

いて考察を行った。

II 網膜移植研究の方法論

現在のところ網膜移植研究は方法論的に,神経網膜

移植および網膜色素上皮細胞移植のふたつのアプロー

チに大別される。さらに,神経網膜移植には幼弱網膜

全層移植および視細胞移植のふたつの方法がある。網

膜の研究において,培養系を用いた細胞 レベルの解析

は人為的であるが,器官培養さらに移植といった研究

方法を用いれば,解析が複雑化するものの,生理的な

状態に近づいて行 く(図 1)。 幼弱網膜全層移植は,網

膜神経系の発生 と分化の機構や,網膜神経細胞群が層

状構造を構築 し神経回路を形成する機構を研究する際

に,有用な 3次元空間的な実験系となる。網膜視細胞

移植および網膜色素上皮細胞移植では,移植する細胞

が単一であるため実験の目的が明解である。現在まで

行われてきた網膜移植の研究は,そ れぞれの特徴を的

確に研究 目的に応用して進められてきたといえる。
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図 1 網膜移植研究の意義.

III 幼弱網膜全層移植

眼球が神経細胞移植の場 となった最初の研究は
,

1959年 Royoら 3)に よって行われた。この研究では,胎

児ラット網膜が母ラットの前房 に移植され,移植後 50

日目まで観察 され,生存 と分化 が確認 された。Del

Ce■oら 4)～6)は,胎児ラット網膜を成熱ラット網膜の前

房に移植する際に,網膜色素上皮細胞を混入させた と

ころ,視細胞における外節の形成が生着網膜色素上皮

細胞に近い部位で良好であることを報告した。Turner

ら7)は ,幼弱神経網膜を損傷網膜病巣に移植し,そ の組

織構造を解析する実験系を確立 した.すなわち, ラッ

ト網膜に強膜側から小切開を入れると,そ の部位に網

膜欠損が生 じる.こ こに,生後 1日 または2日 の幼若

ラットの神経網膜を移植すると,移植網膜は層構造を

形成しながら分化を示すことが確認された。この実験

系は,網膜を網膜欠損部に移植するという観点から,

前房移植に比較 し生理的条件に一段階近づいたものと

考えられる。また,網膜の器官培養8)0)と 関連が深いと

思われ,さ らに dissociateし た網膜細胞を発生中のニ

フ ト リ胚 C〉 chlorio― allantoiC membraneヤ こ移植す る

ことで,ほぼ完全な網膜の構造が再構成されることを

示した Fulisawal。)の 研究を想起 させる。これらの実験

は,網膜の完全な層状構造を再構成するためには,生

体から何 らかの因子が必要であることを示唆している

と考えられる.ま た,移植の成功には ドナーの日齢が

最も重要な要素であり,同時に,移植時のレシピエン

トの網膜損傷が新鮮であることが,層状構造形成に重

要であることも明らかにされたH).Aramantら 12)13)

は, ドナーに用いる神経網膜は生後 2日 のものが網膜

＼



層状構造形成に最適であることを報告 し,生後 21日 の

網膜細胞がレシピエン トの網膜欠損部に生存するため

には cyclosporin‐ Aの投与が必要であることを示 し

た.ま た, ラットに光障害性網膜症を作成し,そ の網

膜下腔に生体染色が施行された幼弱網膜組織を移植す

る試みも行われている14).

神経網膜移植の研究は,次に細胞の免疫組織化学的

解析へ と進んだ。神経節細胞を染色する抗 Thy‐ 1抗体

陽性細胞は,層状構造を示 した網膜移植片の外周に示

され,抗 GFAP抗体および抗 S-100抗体陽性細胞は
,

網膜移植片にびまん性に存在 していた15)。 Aramant
ら■6)|ま

, ch01ine acetyltransferase,tyrosine hydroxy‐

lase,somatostatinな どで免疫染色されるアマクリン

細胞を層状構造のなかに認めた。種を変えた幼弱網膜

全層移植は,Seilerら
17)に より家兎を用いて試みられ,

ラットと同様にロゼット形成を伴 う家兎網膜組織移植

の成立が確認 された。さらに,Ehingerら 18)は,6～ 12

週のヒト胎児網膜をラット網膜損傷部に移植した。 ヒ

ト幼弱神経網膜移植の成立が確認され,視細胞, アマ

クリン細胞,双極細胞および神経節細胞への分化が認

められた。また,シ ナプス形成がそれぞれの細胞間に

示され,視細胞外節の形成 も認められた。

以上述べてきた研究の流れからも明らかなように,

幼弱網膜を眼内に移植するとロゼ ット形成を伴 う細胞

分化が生じることが示された。 しかしながら,移植網

漠の立体構造の再構成の機序やこれに関与している因

子に関しては,現在のところ研究が進んでいない。し

たがって,移植網膜組織における神経回路形成を誘導

する物質の解析が今後に残された重要な課題であろう

と思われる19)。

IV 網膜視細胞移植

Silverinanら 20)は
, 光障害によるラット網膜視糸田胞

変性モデルを作成 し,そ の網膜下腔に生後 8日 のラッ

ト視細胞を移植 した.視細胞は,網膜を層構造に平行

にビブラ トームで薄切する方法で,層構造を保持した

状態で用意され,経輪部的に移植 された。組織学的検

索により,移植後 6週でも視細胞の生存が確認され ,

オプシンに対する免疫組織化学法によりその存在が示

された。Gourasら 20は,網膜変性マウス(C3H,rd/
rd)の網膜下腔に分子生物学的手法を用いてラベルし

た視細胞を移植 し,そ の生存を確認した。すなわち,

ロドプシン遺伝子のプロモーター領域に bacterial lac

Z geneを 組み込 ませた トランスジェニックマウスの
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視細胞が ドナーとして使用 された。この視細胞は E.

collの β・galactosidaseを 有し,X‐gal染色を行 うこと

でその存在部位が示 される。これを利用 して,ホ ス ト

の視細胞 とドナーの視細胞が鑑別できるようになり,

移植細胞の確認が可能 となった。また,galactosidase

が electron‐ dense物 質を産生することを利用 して,電
子顕微鏡的観察を行い,移植視細胞がシナプスを形成

することも示された.

網膜色素変性症の初期変化が病理組織学的に視細胞

に認められることから,視細胞に本疾患の原因が存在

することが以前から指摘されていたが,最近の分子生

物学の進歩により,常染色体優性遺伝網膜色素変性症

の患者のロドプシン遺伝子の突然変異が解析 された.

すなわち, ロドプシン遺伝子のコドン 23, コ ドン 58,

コ ドン 347の 異常
22)23).コ ドン255も し くは コ ドン

256の 3塩基対の欠失, コ ドン347の点突然変異24)な

どの報告がある.堀田ら25)お よび Nakazawaら 26)は
,

本邦における常染色体優性遺伝網膜色素変性症の家系

を解析 し,コ ドン 347の 異常を確認した.こ のように
,

視細胞に第一義的異常が存在する場合は,正常視細胞

を移植することは合 目的であろうと思われ,今後の視

細胞移植の研究の発展が望まれる.

V 網膜色素上皮細胞移植

網膜色素上皮 (RPE)細胞は,眼杯の外板から発生

しブル ッフ膜上に一層に配列する。この RPE細胞は
,

視細胞にとって重要な役割を担っている27)～ 29).す なわ

ち,視細胞間基質の産生,視細胞 と脈絡膜血管の間の

栄養物・ 代謝産物の輸送,視細胞外節のロドプシンの

合成に必要なビタミンAの貯蔵と運搬,視細胞外節の

貪食 と消化,血液―網膜柵の形成,網膜下腔の水輸送

などの機能を果たしている。したがって,RPE細胞に

異常が存在すると,視細胞に機能障害が生 じて くる。

そこで,異常なRPE細胞を正常な RPE細胞に置換す

ることが可能であれば,視細胞の機能が回復すること

が予想される。

Liら 30)は ,ラ ットにおいて経強膜的に RPE細胞を

移植する方法を確立 した。 この手術手技により,神経

網膜にはとんど影響を与えない安定 した RPE細胞移

植が可能 となった.次いで Liら 31)は,網膜色素変性の

動物モデルとして知 られるROyal Collge of SurgeOns

(RCS)ラ ットにこの方法を用いて正常 Long‐Evans

ラットの幼弱 RPE細胞を移植した。RCSラ ットは,常

染色体劣性遺伝の網膜変性を発症し32)～34),ほ かの眼組

平成 5年 5月 10日 網膜移植研究・山口
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A

織にも異常を生じることが知 られている35)～38).RCS

ラットの網膜は生後約 20日 まで正常に発育するが,こ

の時点から網膜下腔に視細胞外節の異常な蓄積が始ま

り,生後 2か月までに視細胞が変性消失する (図 2A,

図 2  Royal College of Surgeons(RCS)ラ ットに

おける網膜色素上皮移植 .

A:生後 26日 目の RCSラ ット網膜。この時期まで,

網膜は正常 に発育する。B:生後 90日 目の RCS
ラット網膜.網膜変性は進行し,視細胞はほぼ完全

に消失している。C:網膜色素上皮細胞移植網膜.生

後 24日 の RCSラ ットの網膜下腔に正常ラットの

網膜色素上皮細胞を移植し,生後 90日 に観察した。

移植を行わない対照網膜 (B)と 比較 し,視細胞変性

が明らかに阻止されている。(× 380,barは 10μm)

B).RCSラ ットの網膜変性の原因は RPE細胞にある

ことがすでに明らかにされているが39)-4), この RCS
ラットの網膜に対し,生後 21～ 26日 目に正常 RPE細

胞を移植すると,そ の後の網膜変性が阻止されること
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が示された(図 2C)2)31)42)43)。 RPE細胞移植により形成

された移植網膜変性阻止領域の オプシンと Na‐K
ATPaseの局在を免疫組織化学的に検討すると,移植

領域にほぼ正常 と同様の存在が認められ44),オ プシン

と網膜 S抗原の mRNAも 移植網膜で維持 され45),移

植の効果は 1年後 まで持続することが明 らかにされ

た:46).

また,山 口ら47)～ 49)は RPE細胞移植が老化実験モデ

ルであるFisher-344ラ ット網膜における視細胞減少

を遅 らせる可能性があることを報告 した。概略すると,

Fisher-344ラ ットの 3か月齢の網膜下腔に生後 1週齢

の幼若正常 RPE細胞を移植 したところ,移植 した網

膜では,擬手術群,対照群に比べて網膜各層の厚さ,

細胞数が有意に保たれてお り,生後 9か月までに起こ

る老化による細胞数の減少は,外顆粒層では約 40%か

ら約 17%に ,内顆粒層では約 33%か ら約 8%に抑えら

れたことを報告 している。

これ らの研究により示 された RPE細胞移植による

視細胞変性阻上の機序に関しては,現在のところ解明

がなされていない。しかし,視細胞が移植 RPE細胞と

接する範囲を越えて保護されていることから,網膜色

素上皮細胞が分泌するtrophic factorが 効果をもたら

している可能性が高い。Factorovichら 50)は
,線維芽細

胞成長因子 (basic ibroblast growth factori bFGF)

を RCSラ ットの眼内に注入することにより,視細胞

変性が阻止されることを示 し,線維芽細胞成長因子が

網膜におけるひとつの suⅣ ival promoting neurotro‐

phic hctorで あることを報告した。培養系においては

RPE細胞が線維芽細胞成長因子を産生す ることが知

られてお り51),RCSラ ットでは移植 RPE細胞が線維

芽細胞成長因子を分泌することで視細胞変性阻上が生

じている可能性がある。現在のところ,中枢神経系の

neurotrophic factorと して知られているものは,線維

芽細胞成長因子,神経成長因子,および上皮成長因子

である。網膜においても発生,分化,再生の過程にお

いて neurotrophic factorが重要な役割を果たしてい

ると考えられる.網膜構成細胞の多様性および高度に

分化 した機能か ら,網膜 には多種類の neurotrophic

factorが存在している可能性がある。おそらくその存

在量は微量であ り,解析には困難が予想される。しか

しながら,疾患の治療薬 として臨床応用が期待できる

trophic hctorの 発見に結び付 くかも知れない。今後

このような視点から,RPE細胞移植による視細胞変性

阻止の機序を解析してい くことが必要であると思われ
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る。

RCSラ ットにおけるRPE細胞移植の研究 と平行 し

て,サ ル,miniature pigお よび家兎での RPE細胞移

植が試みられ, これまで技術的困難が強調されて報告

されていた。Gourasら 52)は
,。wl monkeyに培養 ヒト

RPE細胞を open sky法で移植 した。 しかし,組織学

的には RPE細胞は塊を形成する形でブル ッフ膜上に

生着 し,神経網膜の損傷 も強かった.ま た,家兎の強

膜切開部からマイクロピペットを網膜下腔に挿入し,

RPE細胞 を注入す る方法 も試み られた53)54).最
近

Yamaguchiら 55)～ 57)は ,硝子体手術システムを応用 し

RPE細胞移植を試みた。その結果,移植 RPE細胞は

一層にブルッフ膜上に生存 し,basal infolding,apical

microviniお よび junctional complexが 認められた。

また,ホ ス トの視細胞の形態も良好に保たれてお り,

侵襲の少ない移植手技であることが確認された。同様

の方法で臨床応用を前提 とした RPE細胞除去を試み

た報告もある58)。 今後,こ れらの方法を用いることによ

り,網膜移植の動物実験がさらに発展することが望ま

れる。

VI 網膜移植の臨床応用

Peymanら ")は,老人性黄斑変性症の患者 2名 を対

象にはじめてヒトで RPE細胞移植を行った。第 1例

の患者では,網膜下増殖膜を除去 したのち黄斑部近傍

の RPEを黄斑部に移す 自己移植が試み られ,視力は

指数弁から0.05に 改善を認めた。第 2例の患者では
,

事故による摘出眼からRPE細胞が分離され,こ れを

網膜下増殖膜を除去 した黄斑部に移植する同種移植が

行われた。この症例では視力の改善は得 られなかった

が,重篤な術中および術後合併症は認められなかった。

この 2例 を比較検討 して,Peymanら は RPE細胞の

自己移植の有用性を述べている.し かしながら,現段

階で臨床応用に関し結論的なことに言及することは危

険であると思われる.

1988年 9月 25日 の新聞 New York Timesに RCS
ラットにおけるRPE細胞移植により視細胞変性阻止

が得 られた実験の研究成果が報道され,網膜色素変性

症および老人性黄斑変性症患者の関心を集めた。同様

に Peymanら の RPE細胞移植の ヒトヘの応用の学会

報告が New Orleansの 地方紙に報道された。これらの

事実からも明らかなように,いまだに治療法の見いだ

せない眼疾患に苦 しむ患者から網膜移植研究に寄せら

れる期待には大きいものがある。しかしながら,本論
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で総括 して きたように網膜移植研究はまだその途上に

ある.したがって,い まは基礎医学 としての発展に努

力す る時期であろ うと考 えられ,過度の期待か ら進む

べ き方 向を誤 らせてはならないと思われる.今後, こ

の分野の研究がさらに多 くの進歩をもた らす ことを祈

念 したい。

稿を終えるにあたり,研究の御指導を賜 りました James

E.Turner教 授 (Wake Fore゛ University),共 同研究者

の山口慶子先生 (東北大学)な らびに本論文の御校閲を賜 り

ました玉井 信東北大学医学部眼科学教授に深謝いたしま

す.
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