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要

網膜色素変性症 の動物モデル と して知 られてい る

Royal College of Surgeons(RCS)ラ ットの率円膜 にお

けるS抗原の局在の経時的変化 を免疫組織化学染色法

を用いて検討 した。対照 と して,同 日齢の Sprague‐

Dawley(SD)ラ ットを使用 した。 また,RCSラ ッ ト網

膜に黒色家兎の網膜色素上皮細胞 を移植 し,そ の組織 を

同様の方法で検討 した。対照 として,非移植 RCSラ ッ ト

および擬移植 RCSラ ットを使用 した。その結果,RCS
ラットにおける S抗原は網膜発育期の生後 2日 ～22日

まで正常に発現するが,生後 30日 以降 S抗原は急速 に
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約

減少 し,網膜変性期には消失することが示された。家兎

網膜色素上皮細胞移植の結果,異種網膜色素上皮細胞が

RCSラ ット網膜の変性を阻止 し得 ることがはじめて示

された。移植網膜においてS抗原が保存 されていること

が免疫組織化学的に示 され,移植網膜の機能性を示唆す

る知見であると思われた。 (日 眼会誌 98:551-557,

1994)
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Abstract

Retinas of Royal College of Surgeons (RCS) rats P90, immunostaining for S antigen was completely

were investigated immunocytochemically for the lost. However, retinas with transplanted RPE
distribution of S antigen prior to and during the showed preserved immunocytochemical staining for
retinal disease process. RCS retinas onto which S antigen at this late stage. These results suggest a

retinal pigment epithelium (RPE) had been trans- loss of production of S antigen in degenerated
planted were also immunostained with antibody for retinal tissue, and that RPE transplantation helps

S antigen. At P2, weak immunostaining for S to preserve S antigen in the RCS rat retina. (J Jpn

antigen was seen in the neuroepithelium. At P22, Ophthalmol Soc 98:551-557, 1994)

the staining pattern outlined the entire photorece-
ptor layer. At P30, at the beginning of retinal Key words: S antigen, Royal College of Surgeons

degeneration, immunostaining for S antigen was rat, Retinal degeneration, Retinal
considerably reduced in the degenerating pigment epithelium, Transplantation
photoreceptor outer segment. In the RCS retina at

I緒  言

網膜可溶性抗原(S抗原)は網膜視細胞に局在する臓器

特異性抗原であり,光情報変換機構の抑制蛋白質として

重要な役割を果たしており,網膜色素変性との関連が指

摘されている。 一方, Royal College of Surgeons(RCS)

ラットは,常染色体劣性遺伝の網膜変性を起こし,網膜

色素変性の動物モデルとして知られている1)～ 3)。 Liら 4)は
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健常網膜色素上皮 (RPE)細胞を分離し,RCSラ ットに

移植すると網膜変性が阻止されることを報告した。Gaur

ら5)は ,正常 Lons‐ Evansラ ットとRCSラ ットのオプシ

ンとS抗原のmRNAを Northern b10tting法 により解

析した。その結果,正常ラットのオプシンおよびS抗原

の存在様式と異なり,両 mRNAと もRCSラ ットでは網

膜変性 とともに減衰していくことが示された。一方,生
後 17～ 19日 に正常ラットの RPEを移植 された群では

,

生後 109日 でもオプシンおよびS抗原のmRNAの存在

が確認され,分子レベルでの RPE移植の効果が確認さ

れた。今回,我 々はRCSラ ット網膜におけるS抗原の経

時的変化を検討した。さらに,黒色家兎から採取した異

種 RPE細胞移植を施行し,移植網膜におけるS抗原の

局在を免疫組織化学的に検討し,興味ある知見を得たの

で報告する。

II実 験 方 法

1.実 験 材 料

網膜 S抗原の局在を経時的に調べる実験動物として,

12時間の明暗周期下に飼育された RCSラ ットおよび対

照として Sprague‐Dawley(SD)ラ ットを使用した。生

後 2,8,22,30,90日 の SDラ ットおよび RCSラ ット

に致死量のペントバルビタールナトリウムを腹腔内注射

して屠殺 し,直ちに眼球を摘出した。Bouin液 で 16時間

固定後,パ ラフィンに包埋 し4μmの切片を作成した。

2.RPE細胞分離と移植手術

今回の研究では異種 RPE細胞の効果を検討する目的

で,donorを 黒色家兎 とし,そのメラニンを有するRPE
細胞を RCSラ ットの網膜下腔に移植した。Donorの 眼

球を摘出後 50 μg/mlの グンタマイシンを含む Hank's

balanced salt solution(HBSS)中 で,前眼部・水晶体・

硝子体を除き0.25%ト リプシンを含む HBSS中で約 20

分静置後,神経網膜を慎重に剥離しピペッティングによ

りRPEを採取した.こ の RPEを 20%たtal calf serum

を含む minimal essential mediumに 収集し, 3分間遠

沈 (800 rpm)し た後カルシウム●マグネシウム非含有

HBSS中に保存した。

移植手術はLiら 6)の 方法を一部改変 して応用した。

Recipientで ある生後 24日 の RCSラ ットをペントバル

ビタールナ トリウム (ネ ンブタールの で麻酔 (60 mg/

kg),硫酸アトロピン (0.4 mg/kg)投 与後,上眼瞼に切

開を入れ,上部強膜を露出した。角膜輪部に制御糸をか

け,眼球を下転し手術野を得た.角膜輪部に近い部位で

2本 の渦状静脈の間に 0.5～ 1.Ommの 穿孔創を作っ

た。この穿孔創を通して上部網膜周辺部の網膜下腔にハ

ミル トンシリンジに装着 した 32 gaugeの 針を用いて,

donor cell suspensionを 約 2 μl(1× 104RPE cells)移

植した。強膜切開創を 10-O nylonで縫合し,手術を終了

した。6匹の RCSラ ットの片眼に移植手術を行い,片眼
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はnongafted controlと した。移植と全 く同じ手術操作

を施し,2 μlの生理食塩水のみを網膜下腔に注入したも

のを擬手術群 (sham control)と した。上記の RCSラ ッ

トを生後 90日 まで飼育し,致死量のペントバルビタール

ナ トリウムで屠殺後,直 ちに両眼球を摘出した。Bouin液

で 16時間固定後パラフィンに包埋し,4μmの切片を作

成した。一部の切片はヘマトキシリン‐エオジンで染色し

観察した。

3.S抗原に対する免疫組織化学法

免疫組織化学は,S抗原に対するウサギポリクローナ

ル抗体を用いて行った7)。 はじめにwestern b10tting法

による抗体の検討を行った。ラット眼球を摘出し,網膜

に質重量の 4倍量の 3%SDSを 含む PBS溶液を加え

可溶化し,3,000回転で 20分間遠心した。上清をサンプ

ルとし,タ ンパク質濃度を Lowley法8)で測定した。サン

プルの 10 μgの タンパク質を SDS‐ ポ リアクリドア ミド

グル電気泳動 (SDS‐ PAGE)に より分析した (4.5%お
よび 12%グル使用)。 SDS‐PAGEで分離した網膜タン

パク質は,Towbinら 9)の 方法に従って電気泳動によリニ

トロセルロース膜に転写した。この膜を 3%ゼ ラチンで

60分間ブロックし,1/200ウ サギ抗 S抗原抗体に室温で

60分間反応させた。0.05%Tween 20を含む phosphate

burered Sahne(TW‐PBS)で 10分間, 3回洗浄した。

次に1/50ペ ルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体

を室温で 60分間反応 させた。ニ トロセル ロース膜を

TW‐PBS溶液で 10分間ずつ 3回洗浄後,3,3′―diaminob‐

enzidine(DAB)を 含む発色液で発色させた。

免疫組織化学にあたり,は じめに切片を脱パラフィン

後,0.3%過酸化水素溶液で 10分間反応させ内在性ペル

オキシダーゼの阻止処理を行い, さらに非特異的反応を

除くために 20%ヤ ギ血清を 1時間浸漬させた。次いで リ

図 l Western blottingに よる抗体の検定 .

48 kDに 1本 のバン ドが認められる。
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DAB溶液で 5分間発色させた。 リン酸緩衝溶液で反応

を止め,組織切片をエタノールとキシンソで脱水透徹後,

封入し観察した。

III 結   果

WeStern blottingの 結果,48 kDの 1本のバンドが検

出され,本抗体の特異性が極めて高いことが示された(図

ン酸緩衝溶液で十分に洗浄し, 4℃ の湿箱中で一次抗体

と16時間浸漬反応させた。この時点で一次抗体を除いた

ものを対照とした。 リン酸緩衝溶液で洗浄後, ビオチン

標識ヤギ抗ウサギIgG抗体 と1時間浸漬反応させた。リ

ン酸緩衝溶液で洗浄後,ア ビチン‐ビオチンーペルオキシ

ダーゼ複合体と2時間浸漬反応させた。次いで組織切片

を トリス塩酸緩衝溶液で洗浄し,0.01%過酸化水素加

図 2 生後 2日 目の Szraguc_Dawley(SD)ラ ット (A)お よび Royal College Of surbeOns(RCS)ラ ッ
ト網膜 (B).

網膜の分化が未熟であり,網膜神経節細胞層 (GCL)と 神経外胚葉 (NE)を認めるのみである。形成 され
つつある内網状層 (矢 印)に S抗原に対する弱い免疫染色が認められる。GCL:gangHOn celllayer,NE:
neurOepitheliunl. ノミーセま30 μrn

図 3 生後 8日 目の SDラ ット (A)お よびRCSラ ット網膜 (B)。

網膜外顆粒層 (ONL)と形成されつつある視細胞外節 (矢印)に S抗原に対する免疫染色が認められる.INL
inner nuclear layer,()NL:outer nuclear layer. バークま30 μrn
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1).

生後 2日 目の SDお よびRCSラ ットでは網膜の分化

が未熟であり,網膜神経節細胞層と神経外胚葉を認める

のみであったが,形成されつつある内網状層 (矢印)に
S抗原に対する弱い免疫染色が認められた(図 2A,B)。

生後 8日 目の SDお よび RCSラ ットでは,網膜外顆粒層

に淡い免疫染色が形成されつつある視細胞外節 (矢 印)

日眼会誌 98巻  6号

に濃い免疫染色が認められた(図 3A,B)。 生後 22日 目

の SDお よびRCSラ ットでは,網膜外顆粒層と完成した

視細胞外節にS抗原に対する免疫染色が認められた (図

4A,B)。 この時期までは,SDラ ットとRCSラ ットの

間に免疫組織化学的な差は認められなかったが,生後 30

日目では両者に差が出現 し,SDラ ットの網膜では形成

された視細胞層に免疫染色が認められたが,RCSラ ット

図 4 生後 22日 目の SDラ ット (A)お よび RCSラ ット網膜 (B).

網膜外顆粒層 (ONL)と 完成した視細胞外節に S抗原に対する免疫染色が認められる.INL:inner nuclear

layer,ONL:outer nuclear layer. バー|ま 30 μm

図 5 生後 30日 目の SDラ ッ ト網膜 (A).

視細胞外節全体および網膜外顆粒層 (ONL)に S抗原に対する免疫染色が認められ る。

生後 30日 目の RCSラ ット網膜 (B).

短縮した視細胞外節に S抗原に対する免疫染色が減弱して認められる.INL:inner nuclear layer,ONL

Outer nuclear layer,I):B:debri zone. ノミ~|よ 30 μrn
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消失していた (図 6A,B)。

RPE移植眼のヘマ トキシ リン‐エオジン染色切片で

は,外顆粒層は 6層ほどに保たれており, メラニンを有

する細胞が移植部位を中心として網膜下腔に存在してい

たが,その周囲にはリンパ球やマクロファージなど免疫

網膜では網膜外顆粒層と粗になった視細胞外節における

免疫染色が減弱して認められるのみであった (図 5A,

B)。 生後 90日 目のSDラ ットでは,網膜外顆粒層と視細

胞外節に免疫染色が認められたが,網膜変性が完成して

いる生後 90日 目の RCSラ ットでは免疫染色が完全に

図 6 生後 90日 目の SDラ ット網膜 (A)。

網膜外顆粒層 (ONL)と 視細胞外節に S抗原に対する免疫染色が認められる。異所性視細胞 (ectopic photo‐

recettor ceH)が 示されている (矢印)。

生後 90日 目の RCSラ ット網膜 (B)。

網膜変性が完成 してお りS抗原に対する免疫染色は完全に消失している。INL:inner nuclear layer,ONL:

outer nuclear layer,CII:choroid,SC):sclera. バーヤま30 μrn

図 7 黒色家兎の網膜色素上皮 (T‐RPE)を 移植 した生後 90日 の RCSラ ット網膜 (A).

網膜色素上皮細胞移植により変性が阻止された部分に S抗原の染色が認められる.

生理食塩水を注入 した生後 90日 の RCSラ ット網膜 (B).

S抗原組織の染色は見られない.T‐RPE:transplanted retinal pigment epitheHum,INL:inner nuclear

layer,10NL:outer nuclear layer,CH i chOrOid. バーヤま30 μnl
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反応にかかわる細胞は認められなかった。非手術眼およ

び擬手術眼では,外顆粒層は 0～ 1層ではぼ完全な変性

に陥っていた。抗 S抗原抗体を用いた免疫組織化学の結

果,RPE(矢 印)移植を行った網膜では S抗原に対する

免疫染色が生後 90日 目でも保存されており,移植 PRE
細胞周囲を中心とした広い範囲に認められた (図 7A)。

非手術眼および擬手術眼では組織の染色がほぼ完全に消

失していた (図 7B)。 免疫組織化学における対照切片で

は染色が見られなかったことから,上記の染色部位は S

抗原に対する抗体が特異的に結合したものと判定した。

IV 考  按

S抗原は,免疫学的分野で実験的自己免疫疾患惹起物

質として研究されており,視覚生理学分野で暗順応した

網膜外節から分離 されたアレスチンと呼ばれる48 kD

の蛋白質と同一であることが証明されている。すなわち,

S抗原は光情報変換機構の抑制蛋白質であることが解明

され,近年その機能が注目されている。 ロドプシンは光

活性化されたのち, ロドプシンキナーゼにより数分以内

に リン酸化ロドプシンに変化するが,S抗原はこの リン

酸化 ロドプシンと結合することにより, トランスジュー

シンとロドプシンの結合を阻害する働きがあると考えら

れている10)。 以上のことから,S抗原は網膜色素変性との

関係も示唆されてお り,網膜色素変性患者の血清におい

て S抗原の抗体価 が上昇 している とい う報告 もあ

るn)。

我表は S抗原の局在の変化を RCSラ ットで検討 し

た。RCSラ ットは生後約 20日 まで正常に発育するが,こ

の時点から網膜下腔に組織学的には debrisと して認め

られる視細胞外節の異常な蓄積が見られ,生後 2か月ま

でに網膜視細胞が二次的に変性消失する1)～ 3)。 今回の検

討で RCSラ ットにおけるS抗原は,網膜発育期は正常

に発現するものの網膜変性期には消失することが示 さ

れ,Gaurら 5)の 報告に従 うものであった。

次に,今回我々は家兎の RPEを RCSラ ットの網膜に

移植することで,網膜の変性が阻止されるという結果を

得た。この所見は,Liら 6)の 同種 RPE移植の報告と相関

するものであった。移植によって変性が阻止されるメカ

ニズムの詳細は現在のところ不明であるが, これまでの

報告によれば,移植 した RPEが視細胞外節を取 り込ん

でいる所見が認められ RPEと しての機能を行 うこと,

移植 された RPEが gowth factorを 分泌し,視細胞の

生存を賦活化することなどがそのメカニズムとして推察

される4)12)13)。
今回得 られた組織では移植した RPEに対

する明らかな拒絶反応は組織学的には認められなかっ

た。異種間のRPE移植では拒絶反応が起きにくく14)～ 16),

その理 由として網膜下腔に血管が存在 しないことや

Bruch膜損傷の軽度なことなどが考えられる。実験的網

膜移植に関する研究が本格的に始められたのは最近のこ
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とであり,現在はRPE細胞移植14)～16),幼若網膜全層移

植17)～ 20),網膜視細胞移植21)な どのアプローチで研究が発

展しつつある。これらのモデルは,網膜の分化・成長お

よびその再生や神経回路網の再構築などの基礎医学的興

味の解析に有用であると考えられる。この うち,RPE移
植に関しては,現在までサル,家兎および miniture plg

での移植が試みられたが,技術的困難が強調されて報告

されていた。しかし,Yamaguchiら 22)は硝子体手術シス

テムを応用した RPE移植の方法を確立し良好な結果を

得ている。

RPE細胞は,眼杯の外板から発生しBruch膜上に一

層に配列する細胞層を形成する。この細胞は,感覚網膜

とくに視細胞にとってきわめて重要な役割を担ってい

る。RPE細胞に異常が存在すると,視細胞をはじめとす

る感覚網膜に機能障害が生じることはよく知 られてお

り,異常な網膜色素上皮を正常なRPEに置換すること

が可能であれば,神経網膜の機能が回復することが期待

される。これまで RCSラ ットの網膜変性の原因はRPE
の視細胞外節の貪食能に異常があることが知 られてお

り23)～25),RCSラ ットにおける網膜変性が健常 RPE移植

により阻止されることは, この仮説を裏付ける知見であ

ると思われる。今回の実験では,移植網膜においてS抗

原が保存されていたが, これは移植網膜の機能性を示唆

する知見であると考えられる。今後,種々な視細胞関連

物質を同様に検討する意義があると思われる。

抗 S抗原抗体を御提供下 さいました東京医科大学眼科学

教室日井正彦教授に深 く御礼申し上げます。
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