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眼球拡大に伴った強膜のプロテオグリカンの形態学的

所見を銅色素の cuprolinic blue(CB)で 染色 し,電子顕

微鏡組織化学的に検討 した。幼弱 白色家兎の片眼 に

alpha‐ chymotrypsinを 注入し,眼軸延長,眼球拡大を認

めた実験眼と対象の正常眼の赤道部強膜をCBで染色 し

た。また,プ ロテオグ リカン分解酵素の chondroitinase

ABC,AC,Bを 作用 させた後,同様に CBで染色 し電子

顕微鏡で観察 した。正常眼ではデルマタン硫酸,コ ン ドロ

チン硫酸の特性を示すプロテオグリカンのフィラメン ト
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構造が観察された。一方,実験眼ではコンドロイチン硫酸

の特性を示す硫酸基の豊富な大型で異常なフィラメン ト

が多数観察された。眼球拡大,眼軸延長に伴う強膜に細胞

外マ トリックスの一つであるプロテオグリカンに異常が

起 こることを形態学的 に証明 した。(日 眼会誌 100:
230-234,1996)
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ン,キ ュプロリニックブルー
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Abstract
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I緒  言
明し報告した。今回,我々は幼弱白色家兎を用いた眼球拡

大モデルにおける強膜プロテオグリカンの形態学的所見

を銅色素の cuprolinic blue(CB)を 用いて染色し,電子顕

微鏡組織化学的に検討 した。

Wieselら 1)の サルの実験近視モデル以後,実験近視に

おける眼軸延長機序の解明が進められている.近年,細胞

外マ トリックスの一つであるプロテオグリカンの強膜で

の異常 と近視の発生 との関連が報告 されている。Rada

ら2)は 雛鳥の眼軸延長を伴う近視の実験モデルにおい

て,強膜プロテオグリカンの異常な増加を生化学的に証

II実 験 方 法

実験には幼弱白色家兎 (生後約 2か月)を 用いた。ペン

トバルビタールナ トリウム(ネ ンブタール③)を耳静脈か
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ら静注し,0.4%オ キシブプロカイン(ベ ノキシール①)を

点眼後に右眼前房に 27G針を刺入 し,前 房水約 0.3 ml

を吸引 した後,ア ルファキモ トリプシン(ゾ ノリジン③
)

250単位を含む生理食塩水 0.5 mlを 瞳孔縁から後房内

に向かって注入し,吸引と注入を数回繰 り返し,全量を注

入 して終了した.ア ル ファキモ トリプシン(ゾ ノ リジ

ン⑤)注入 1か月後に眼球拡大,眼軸伸展を認めた実験家

兎を過剰のペントバルビタールナ トリウム(ネ ンブター

ル③)を 耳静脈から注入 し,安楽的に屠殺 し,眼球を摘出

した。正常強膜,実験眼強膜の各々赤道部組織片を採取 し

た。強膜 組織 は既 報 3)～6)の ご と く,2%formaldehyde,

2.5%glutaraldehyde(0.l NI Sorenson's phosphate

buffer)で 固定し,さ らに,細切の後,25 mM sodium ace_

tate,0.lIM rnagnecium chloride,2.5%glutaraldehyde

(pH 5.7)で数回洗浄,平衡化した。その後,上記平衡化に

用いた固定液で 0.05%CB溶液を作成 し,室温で一昼夜

染色 し,0.5%sodium tangstateで 洗浄,アルコール系列

で脱水 した。組織 を epon/propyren oxideで 浸透,重合

後,超薄切片を作成 し,酢酸ウランの単染色を施し電子顕

微鏡 (Hitachi H-7000)で観察した.ま た,一部の組織片は

0.l M phosphate burerで 洗浄 し,CB染色前にグリコ

サ ミノグリカン分解酵素のchondroitinase ABC,AC,

および Bを用いて酵素消化を行い,プ ロテオグリカンの

生化学的特性についても検討した。それぞれの酵素の反

応条件を示す。

(1)Chondroitinase ABC,AC(生化学工業):ま ず,ト

リス緩衝液(0.25 M Tris‐HCl,0.18 M NaCl,0.05%

:BSA,5 rnヽ l benzanlidine― HCl,0.lL4 6‐ anlinocaproic

acid,pH 8.0)で一昼夜浸透し,次いで同じトリス緩衝液

で作成 した 0.l unit/ml chondroitinase ABC(37° C)で

24時間反応.反応終了後に0.1モ ル燐酸緩衝液で洗浄 し

CB染色を行った。

(2)Chondroitinase B(生 化学工業):同様の トリス緩

衝液 を用いた。反応温度は 30° Cで同様 に24時 間反応 さ

せた。0.1モ ル燐酸緩衝液で洗浄後,同様にCB染色 し,

電子顕微鏡で観察した。

III 結  果

正常眼強膜 (図 lA,B)で はコラーゲ ン周囲に比較的

規則正 しく配列した,電子密度のやや低い小型のプロテ

オグリカンが観察された。また,こ れよりやや大型,中等

度大の電子密度の大きいプロテオグリカンのフィラメン

ト構造が観察された。このプロテオグ リカンのフィラメ

ントは chondrOitinase ABCで はほとんどすべてきれい

に消化 された(図 lC)。

また,ACで は電子密度の高い中等度大のフィラメン

トは消失し(図 lD),Bで は逆に電子密度の高い中等度

のフィラメントは残存 し,小型のプロテオグリカンの

フィラメント構造はほとんど消化 されたことがわかる

(図 lE)。 このことか ら,小型の電子密度の低いプロテオ

グリカンは主にデルマタン硫酸が主成分であり,中 等度

の大 きさの,比較的電子密度の高いプロテオグ リカンは

コン ドロイチン硫酸が主成分であることが示された。

一方,実験眼では小型のプロテオグリカンのフィラメ

ントの配列は乱れ,大型で,極めて電子密度の高い異常な

プロテオグリカンのフィラメン ト構造が観察 された (図

2A,B)。 また,実験眼の線維芽細胞 は,胞体内に活性の充

進 と考 えられる小胞体が豊富に出現 し,ま た,線維芽細胞

内にもこの異常なプロテオグリカンの構造物が観察され

た (図 2E)。 この異常なプロテオグリカンは,そ のグリコ

サ ミノグリカン酵素消化に対する反応か ら,主 にコンド

ロイチン硫酸が主成分であることが明 らか となった (図

2C,D,E)。

IV考  按

プロテオグリカンは結合組織の細胞や線維成分の間を

満たしているゲル状の無定形物質,礎質の主要な構成要

素の一つである。その構造は二糖類の巨大な重合体 (グ リ

コサ ミノグリカン)が非コラーゲン性タンパク質 と結合

した巨大分子であり,組織の弾性や柔軟性の維持に重要

である。また,コ ラーゲンやエラステンの沈着の場を提供

し,線維の形成,配列,ま たは,そ の安定性の維持になくて

はならなぃ6)。 これまでグリコサ ミノグリカンは多価ア

ニオ ンであるので,ア ルシアンブルー,ト ルイジンブ

ルー,コ ロイド鉄法などの塩基性色素が組織化学的に用

いられ検討されてきた。しかしながら,こ れらの色素は他

の糖蛋白,糖脂質なども染色するため,特異性に乏しい欠

点があった。近年,銅色素であるCBに よる染色と透過型

電子顕微鏡,さ らにグリコサミノグリカン分解酵素 との

組み合わせにより,こ のプロテオグリカンの生化学的特

性 とその形態を同時に観察,検討することが可能 となっ

た。CBを 用いた強膜プロテオグリカンの研究はまだそ

の数は少なく,Young7)が 人間と家兎の強膜を比較検討

し,形態に大きな差はなかったと報告している。沢口ら8)

は,さ らに chondroitinase ABCと keratanaseを 用いて

酵素消化 し,家兎のプロテオグリカンはコンドロイチン

硫酸,デルマタン硫酸が主な構成要素であり,ケ ラタン硫

酸は証明できなかったと報告した.こ のプロテオグリカ

ンの強膜 における異常 として,福地 ら9)は nanophthaト

mosについて検討し,プロテオグリカンの量的な変化が

本症の発症あるいは本症における種々の眼合併症を説明

するのに好都合であると報告している。しかしながら,こ

れまでのところ,眼球拡大,眼軸延長を伴う実験近視眼に

ついて CBを用いて検討した報告は我々の知る限りでは

ない。Radaら 2)は
雛鳥の実験近視眼においてプロテオグ

リカンの異常を生化学的に証明し報告しており,後極部

強膜においてグリコサミノグリカンが 34%増加 した と

している。今回,我々は眼軸の延長に眼圧が大きく関与 し
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図 1

A:正常眼強膜を cuproHnic blue(CB)染 色 した電子顕微鏡写真.sc卜 FB:強膜線維芽細胞.B:同左の高倍所見.コ ラーゲン

線維の周囲に規則的に配列する小型のプロテオグリカン (矢 じり),散在するコラーゲン線維間を連絡する中等度の大 きさで

電子密度のやや高いプロテオグリカン(矢 印)が観察される。C i Chondroitinase ABCで消化 した後にCBで染色 した。小型,

中等度の両者のプロテオグリカンはほとんど完全に消化,除去されている。D:ChOndrOitinase ACで 前処理 した後 に CBで
染色 した。小型で電子密度の低いプロテオグリカンが観察 され (矢 じり),中等度の大きさで電子密度の高いプロテオグリカン

はほとんど観察されない。E:Chondroitinase Bで消化 しCBで染色した。中等度の大きさで電子密度のやや高いプロテオグ

リカンが観察される(矢印 )。 また,小型のプロテオグリカンも完全には消化 されずにわずかなが ら観察される。
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図  2
A:実験眼強膜の CB染色所見.強膜線維芽細胞 (scl― FB)内 には小胞体が豊富に観察される。大形で電子密度の高いプロテオ

グリカンのフィラメントが多数観察される。B:小型のプロテオグリカンは配列が乱れ,ま たやや大形化,さ らには電子密度
の充進がみられる。異常に大形で高電子密度のプロテオグリカンが多数観察される(大矢印)。 C:Chondromnase ABCで 消

化 しCBで染色 した。正常眼 (図 lC)と 同様 にほぼすべてのプロテオグ リカンのフィラメントは消失 している。D:Chon―
droitinase ACで 処理し,次いで CBで染色した。小型で低電子密度のプロテオグリカンが観察される (矢 じり)。 大形,あ るい

は中等度の大 きさのプロテオグ リカンはすべて消化され観察されない。E:ChOndrOitinase Bで 消化 し,次いで CB染色 し

た。中等度のプロテオグリカン(小矢印)と 異常で大形のプロテオグ リカン(大矢印)が消化されずに観察 される。また,線維芽

細胞内にも異常なプロテオグリカンが観察される (白抜き矢印).
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ているとの報告
10)も

あることか ら,幼若自色家兎 を用い

た眼圧上昇による眼球拡大,眼軸延長モデルにおける強

膜プロテオグ リカンの生化学的,形態学的変化 について

CB染色およびグリコサ ミノグ リカン分解酵素処理によ

り電子顕微鏡 (電顕)組織化学的に検討した。実験 には眼

圧上昇における眼球の伸展,変化は赤道部において著 し

いとの報告
H)に 基づいて赤道部強膜 を用いた。Young7),

沢口ら8)は正常家兎の強膜の構築 を我々と同様 に CBを

用いて電顕的に観察 し報告 している。それによると,コ

ラーダン線維間を放射状に連絡するプロテオグリカン,

コラーゲン線維 を取 り巻 くプロテオグリカン,コ ラーゲ

ン線維の長軸方向に位置するプロテオグリカンが観察さ

れている。今回我々は前者の 2つ のタイプ,す なわち,多

数の小型のプロテオグリカン,散在する中等度大のプロ

テオグリカンを観察できた.さ らに,こ の研究ではプロテ

オグリカンの分解酵素 を作用 させた後,同様 の観察 を

行った。

今回用 いた分解酵素 は chOndrOitinase ABC,AC,B

の 3種類であるが,ABCは コン ドロイチン硫酸,デ ルマ

タン硫酸 を,ACは主にコン ドロイチン硫酸 を,ま た,B

はデルマタン硫酸を比較的特異的に分解する作用を有す

る。これらの分解酵素の組み合わせでプロテオグリカン

の生化学的特性 を同定することが可能である。その結果,

正 常 強 膜 で は小 型 の プ ロ テ オ グ リカ ン は chon‐

dromnase ABCお よび chondroitinase Bで 消化分解さ

れ,中等度大のフィラメントは chondroitinase ABCと

chOndrOitinase ACで消化 された。このことから,前者は

デルマタン硫酸が,後者はコン ドロイチン硫酸が主成分

と考えられた。過去に強膜のプロテオグリカンとしてデ

ルマタン硫酸 とコンドロイチン硫酸が生化学的に証明さ

れてお り
12),ま た,沢 口ら8)の

研究でも同様の結果であっ

た。今回の結果は,さ らに詳細 にプロテオグリカンの形態

と生化学的特性 を明らかにしたものである。

実験眼では大型で,異常なプロテオグリカンが観察さ

れた。このプロテオグリカ ンは chondroitinase ABC,

ACで消化 されコンドロイチ ン硫酸の性質 を示 した。ま

た,小型のプロテオグリカンにも配列の乱れ,大形化など

の異常が観察された。また,一部にはコラーゲン線維の細

小化の所見 も散見された。これ までにも実験近視眼でコ

ラーゲン線維の細小化および,線維問隙の拡大 などが報

告
13)さ れてきたが,線維間をつなぎ合わせているプロテ

オグリカンの異常がこれらのコラーゲン線維の異常に関

与 している可能性がある。須田 ら14)は
同一実験系におい

て細胞外マ トリックス分解酵素の発現について検討 し,

眼球拡大,眼軸延長などの際 には強膜組織 における組織

修復に関与する酵素群に種々の変化,異常が発現 される

ことを報告 した。今回,実験眼においては正常では認めら

れない線維芽細胞内にもプロテオグリカンが観察 され
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た。プロテオグ リカンは線維芽細胞で合成 され,分泌 され

るが,こ の所見 はプロテオグ リカンの代謝過程で何 らか

の異常 ,変化が起 こった ことを示す所見 と考 えられ る。今

回我々 は眼球拡大 ,眼軸延長 に伴 う強膜 プ ロテオグ リカ

ンの変化,異常 について,こ れ までの生化学的な報告 を電

顕組織化学的手法 を用いて形態学的に も証明することが

で きた。プロテオグ リカ ンの このような変化,異常 は組織

の弾性,強度 に影響 を与 え,強膜組織 の一層の脆弱化 を惹

起 し眼軸延長な どの病的近視の進展に関与する可能性が

示唆 された。
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