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研究成果の概要（和文）： 

新規生体内コラーゲン線維観察系である第２高調波発生光（SHG 光）顕微鏡を用いて、手術摘

出標本・3 次元網膜色素上皮細胞培養コラーゲンゲルを評価した。増殖糖尿病網膜症や増殖硝

子体網膜症、網膜前膜では SHG光を検出できた。また、摘出標本 SHG光を発生面積及び SHG平

均輝度として定量化可能となり、増殖糖尿病網膜症では増殖膜 SHG 平均輝度と膜成熟度との相

関が示唆された。3次元コラーゲンゲル培養系では TGFβ2 刺激後に SHG平均輝度及び面積が無

刺激培養系と比較して統計学的に有意に上昇した。この培養系はリアルタイムに評価ができ、

新しい線維化モデルとして有用である。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Multiphoton microscopy (MPM) can image tissue and cellularized collagen gels using 
endogenous second-harmonic generation (SHG) to provide unique information about collagen 
content and microstructure.  We observed preretinal fibrovascular membranes, inner 
limiting membrane obtained from patients and retinal pigment epithelium (RPE) cultured 
collagen gels using a SHG microscope. SHG signals were detected from preretinal tissue 
obtained from patients with proliferative vitreoretinopathy (PVR), proliferative diabetic 
retinopathy (PDR) and idiopathic epiretinal membrane (iERM). We evaluated SHG signals as 
the area fraction and mean intensity. Mean SHG signal intensity of fibrovasucular membranes 
obtained from PDR patients had a trend to increase in the progress of fibrosis based on 
the fundus photographs. In 3D cultured collagen gel model, TGF beta2 stimulation 
significantly increased both SHG area fraction and mean SHG signal intensity compared to 
non-stimulant control. Since we can evaluate SHG signal changes without any fixation or 
staining, this cellularized collagen gel model may be useful to evaluate fibrosis in real 
time. 
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１． 研究開始当初の背景 

これまで生体内で観察することが不可
能であった硝子体中コラーゲン線維の
三次元的な配向情報を、新しく皮膚及び
骨組織でのコラーゲン線維観察用に開
発された第２高調波発生光（SHG 光）顕
微鏡を用いることで調べる。 

 
２． 研究の目的 

SHG 顕微鏡を用いて増殖性網膜疾患（増
殖糖尿病網膜症や増殖硝子体網膜症）そ
の他黄斑円孔や網膜前線維症などのコ
ラーゲン線維配向を観察・定量を試みる。
また、その配向を三次元的に再構成する
ことで、硝子体-感覚網膜界面にかかる
力学的情報を導きだし、硝子体内のバイ
オメカニクスを明らかにすることで、コ
ラーゲン線維の配向情報という世界的
に試みられていない側面から解析を行
う。 

 

３．研究の方法 
反射型・透過型の SHG顕微鏡を用いて硝
子体手術時に採取された増殖膜、網膜前
膜・内境界膜を観察し、SHG 発生面積,
平均発生輝度を評価した。実験動物を用
いた研究ではマウス酸素網膜症モデル
を作製して、フラットマウント後の網膜
前増殖組織及びホルマリン固定後の薄
切切片における SHG輝度について観察し
た。薄切切片ではコラーゲンの局在を明
らかにする目的でマッソン・トリクロー
ム染色後標本との比較を行った。in 
vitro 系ではコラーゲンゲル上に増殖性
網膜疾患の原因細胞の一つである網膜
色素上皮細胞を散布し、TGFβ2，ペリオ
スチンなどの線維化関連タンパクにて
刺激を加えて、コラーゲンゲルの SHG輝
度の変化を評価した。 

 
 
４．研究成果 
  増殖性網膜疾患及び網膜前膜摘出標本

では SHG 光を得ることができたが、黄斑
円孔から摘出した内境界膜では SHG光を
得ることができなかった。また、増殖糖
尿病網膜症からの摘出増殖膜の SHG光発
生面積及び輝度を 2次元的に定量するこ
とに成功した。この評価法と術前眼底所
見を比較して、SHG 光が増殖膜の成熟度
と相関する傾向があり、新しい評価方法

として有用である可能性がある。 
 

図 1: 増殖糖尿病網膜症患者増殖膜 SHG 像・

定量結果 
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酸素負荷網膜症モデルを用いた系では、

マッソン・トリクローム染色で認めたコラ
ーゲン線維を SHG 顕微鏡で観察すること
はできなかった。酸素負荷網膜症は網膜症
発症後病変が退縮する可塑性のある疾患
であり、病変部の線維化の進行を認めない
疾患である。この結果は増殖糖尿病網膜症
で観察された増殖膜の成熟度と SHG 平均
輝度が相関するという結果に合致してい



た。 
 
3 次元網膜色素上皮細胞培養コラーゲ

ンゲルの系では線維化促進因子である
TGFβ2 刺激後に SHG 平均輝度及び面積が
無刺激培養系と比較して統計学的に有意
に上昇した。この培養系は固定などの必要
が無くリアルタイムに網膜色素上皮細胞
によるコラーゲンゲルリモデリングを観
察することができ、新しい線維化モデルと
して有用であることを明らかにした。詳細
は第 116 回日本眼科学会総会で報告した。 

 

図 2: TGFβ2 刺激ヒト網膜色素上皮細胞培養

8 日後 Collagen Gel の SHG 変化 

(上段：コントロール、下段：TGFβ2 刺激) 

位相差顕微鏡 SHG 顕微鏡   SEM 
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*p<0.05, n=3 
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