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要

白内障やその他の疾患で水晶体摘出手術を受けた種々

の年齢のヒト31例の水晶体カプセルを標本とし,酵素抗

体法間接法により1,III,IV,V型 コラーゲンの存在の有

無を検討 し,顕微分光測光法によりこれら型別コラーゲ

ンの定量を試みた。また,カ プセルを内層と外層に分け,

各々の総コラーゲン量の測定を van Gieson染色標本を

用いた顕微分光測光法によって行った。その結果,ヒ ト水

晶体カプセルには基底膜コラーゲン(IV型 )以外に線維

性コラーゲン(I,III,V型 )が存在すること,内 層の総コ

ラーゲン量は外層の総コラーゲン量よりも有意に多いと
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いう結果を得た.ま た,60歳以上は 60歳未満に比 し総コ

ラーゲン量は少ない傾向,お よび水晶体混濁が高度なほ

ど総 コラーゲン量は減少する傾向を得た。60歳以上で

は,IV型に対しV型が増加する傾向を得た。このような

結果は,ヒ ト水晶体カプセルのコラーゲンの量と質は加

齢および水晶体混濁の進行とともに変化 していることを

示唆する。(日 眼会誌 100:284-291,1996)
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Abstract

We studied the presence of difrerent types of
collagen (I, III, IV, V) in 31 human lens capsule

specimens by use of enzyme labeled antibody (in-

direct method) and tried to quantify them by mi-
crospectrophotometry. We also quantified the total
collagen content of lining layer and crust layer try

microspectrophotometry in specimens stained by

the van Gieson method. The presence of types I, III,
IY and V collagen was demonstrated in the lens

capsule and total collagen content in the lining
layer was significantly richer than in the crust
layer. Total collagen content tended to decrease

with age over 60 and with the advance of lens

opacity. Type V collagen increased more than type

IV collagen after 60 years of age. These results

suggest that the collagen in the lens capsule varies
quantitatively and qualitatively with age and lens

opacity. (J Jpn Ophthalmol Soc 100 : 284-291, 1996)

Key words: Human lens capsule, Type I, III, IV
and Y collagen, Enzyme labeled anti-
body technique (indirect method),

Microspectrophotometry

I緒  言

基底膜は物質の濾過,組織の支持,発育などに重要な役

割を担っている。このうち,水晶体カプセルは水晶体の最

外層で組織全体を被覆している特殊な組織であ り,こ れ

までの研究ではコラーゲンはIV型 であるといわれてい

る1)～ 4)。 また,生体の他の組織の基底膜 に比 し著 しく厚

く5),物質の輸送に関 しては重要な役割 を担っていると

考えられる。しかしながら,ヒ ト水晶体カプセルの組織構

築 と物質輸送との関連 については不明な点が多 く,こ れ

に関する研究は Kefalides6)の ヒツジ水晶体前極部カプ

セルにおける研究,岩田7)の マウスにおける遺伝性白内
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表 1 摘出カプセルの年齢分布

年齢＼
水晶体混濁

(例 )

(― ) アトピー性白内障   壮年性,老年性白内障
(例)         (例 )

6か月

9歳 1

10代

20代

30代

40代

50代

60代

70代

80代

障水晶体のカプセルおよび正常カプセルの成分分析など

があるが,こ れまでの研究は少ない。血管系のない水晶体

においては,膜 を介しての房水からの栄養供給 は重要な

意味を持ち,受動輸送を行 うカプセルの膜透過現象はも

う一つの透過形式である能動輸送を行う上皮細胞層にも

大きく影響 し,上皮細胞増殖に伴う栄養供給にも関与す

る7).水晶体カプセルの組織構築変化と水晶体混濁の発

生との関連およびメカニズムについては未だ明確にされ

ておらず,ま ず,そ の解明の端緒 として,水晶体カプセル

の組織構築成分の変化を検索することは有意義 と思われ

る。この研究では,こ れまでカプセルの主成分 といわれて

きているコラーゲンについて,酵素抗体法を用い免疫組

織化学的な型分析を行い,こ れに顕微分光測光法 mi‐

crospectrophotometry(MSP)法 8)を
組み合わせて定量

を試みた。

II対  象

対象は,1994年 6月 から 1995年 3月 までの期間中に

東邦大学医学部附属大森病院眼科で,自内障やその他の

疾患で水晶体摘出手術を受けた 6か月から,80代 の男性

12例 ,女性 19例,計 31例のカプセルである(表 1)。

III 方  法

自内障手術や水晶体摘出時にcontinuous curviHnear

capsulotomyま たはcan openerに よって得られた直径

約 6mmの前嚢 を標本 とし,酵 素抗体法間接法 により

I,Ⅲ,IV,V型 コラーゲンの存在を免疫組織化学的に,ま

た,van Gieson染 色法によリカプセル内層と外層の総コ

ラーダンを検討 し,さ らに,MSP法によりそれぞれこれ

らコラーゲンの定量を行った。

1.標本の作成 (固定,包埋,薄切 )

10%ホ ルマ リン溶液に室温で 1週間固定,1昼夜水洗

後,50,70,90,100%の アルコールにそれぞれ半日ずつ入

れた後,100%ア ルコールに 1昼夜浸漬して脱水 を完了

した。次いで,組織塊を100%キ シロールに最初は半日,

次いで,1昼夜浸漬した後,60° Cの孵卵器の中でパラフィ

ン(融点 58～ 60°C)中 に 3回移 し替えて各 1時間ずつ入

れてから高純度パラフィンで包埋,ブ ロックとした。ブ

ロックをJB-4 A type,AutomicrOtOmeを 用い,4μmの
厚さに薄切した。

2.染  色

1)酵素抗体法 (間接法)

薄切片を 1晩孵卵器に放置後,100%キ シロール I,

II,III,100%ア ル コール I,II,HIで 脱パ ラフィン後 ,

100%ア ルコールに 20分 間浸漬 し内因性ペルオキシ

ダーゼ阻止を行った。10分間水洗後,蒸留水に 5分間浸

し,Phosphate Buffered SaHne(PBS)(0.01Mリ ン酸緩

衝液 pH 7.2)洗 浄を 10分間行い,さ らに,蒸留水で洗浄

し た 後,1%Bovine Serum Albumin(BSA)
(BOVUMINAR ①,ナ カライテスク株式会社)に 30分間

反応させ,蒸留水に 5分間浸した後,一次抗体に室温で 2

時間反応させた。なお,一次抗体はマウスモノクローナル

抗ヒトコラーゲン抗体 I,HI,IV,V型 (和歌山県立医科大

学第一病理学教室大島章教授から供与…ヒト胎盤からペ

プシン消化によリコラーゲンを抽出し,Kёhler and Mil_

steinの 方法に準 じて抗原を BALB/cマ ウスに免疫 し,

マウス牌細胞 とミエローマ細胞を融合しハイブリドーマ

を作製し,限界希釈法によるクローニングを行った。抗体

の特異性は,Competitive enzyme― linked immunOsOr―

bent assay(ELISA),ImmunOb10t,1251_標 識抗原の Im―

munoprecipitationか ら判定 した9))を 50倍希釈 (50μ 1/

2.5 ml PBS)し たものを使用 した。PBSで洗浄後,抗 マ

ウス IgGを 50倍希釈 (50μ 1/2.5 mI PBS)し た二次抗体

(Peroxidase Co刊 ugated Afnnity Purined Goat Anti―

M:ouse lgG,OrganOn Teknika COrp.Ⅵ たst chester)に

室温で 45分間反応させた。再び PBSで洗浄後,DAB_H2
02発色反応液に 25分間反応させ,10分間の水洗後,蒸留

水に 1～ 2分間浸 し,100%ア ルコール I,II,IΠ ,100%

1
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図 1 ヒ ト水晶体カプセル染色像 .

白内障例 (総 合混濁度 5).酵 素抗体法による I型 コ

ラーゲ ン(A),Ш 型 コラーゲ ン(B),IV型 コラーゲ ン

(C),V型 コラーゲン(D)の免疫染色像 とvan Gieson

染色像 (E)。

上方が前房側,下方が水晶体側である。バーは 10μm
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型コラーゲン

図 2 1,III,IV,V型コラーゲン量

Iは平均値士標準偏差,コ ラーゲン量はmicrospectro‐

photometry(MSP)法で測定 した。%E:ExtinctiOn

キシロール I,II,HIで 脱水後,ビオライトで封入 した。

2)van Gieson法

脱パラフィン,水洗後,蒸留水を経て,染色液 I(ピ クリ

ン酸飽和液 40 ml,蒸 留水 60 ml,2%酸 フクシ ン 7 ml

の混合液 80 mlを取 り,そ こへ 2%酢酸 0.4 mlを 加え

た もの)に 13分間,染色液 II(染 色液 1 5mlと 蒸留水

120 mlの混合液)に 10秒間反応させ,封入した。

3.測  定

標本を以上述べたような方法で染色した後にカプセル

の I,IH,IV,V型 コラーゲン量を,ま た,カ プセル内層,外

層の総コラーゲン量をそれぞれ顕微分光光度計 (オ リン

パスMMSP‐ TU)を用い,MSP法で測定 した。MSP法
の計測条件は,対物レンズ 40× ,集光レンズ 10× ,酵素抗

体法波長 457 nm,van Gieson法 波長 559 nm,ピ ンホー

ルターンット2.09 mmと した。各モノクローナル抗体

による酵素抗体法染色標本,van Gieson染 色標本はそれ

ぞれの特異吸光度波長下に 1標本当た り,右 か ら左ヘ

20～30カ ウントのスキャンを行い,1か所毎の吸光度量

(Extinction:E)を まず求め,最後にそれを平均 して 1検

体の測定値 とした。なお,コ ラーゲン量の単位 は E×

100%:%Eで表示した。また,カ プセル内層 とは水晶体

側 1/2,外層とは前房側 1/2と した。これらの測定結果を

用い,① I,IH,IV,V型 コラーゲン量,② 内層,外層の総

コラーゲン量,③ 年齢と内層,外層の総コラーゲン量の

関係,④ 混濁度と内層,外層の総コラーゲン量の関係,⑤

年齢とI,IH,IV,V型 コラーゲンの関係,⑥ 混濁度とI,

IH,IV,V型 コラーゲンの関係,に ついて検討を加えた。

ただし,混濁度については,秦
1° )の文献により程度分類

した。すなわち,皮質混濁(C)を 0～ 3度 に,核混濁 (N)

を0～ 3度 に,後嚢下混濁(P)の 有無で 0,1度 に判別

図 3

割合

I型/Ⅳ型 Ш型/Ⅳ型 V型/Ⅳ型

コラーゲ ン
I,III,V型 コラーゲンの IV型 コラーゲンヘの

Iは平均値±標準偏差,コ ラーゲン量 はMSP法 で

測定した。

し,こ れらの総和をもって総合混濁度 0～ 7度で判定す

るものである(例 えば,ClN2Pl=4度 )。 また,2群間のコ

ラーゲン量の平均値の有意差検定は student'st― testに

従った。

IV結  果

1.I,III,IV,V型 コラーゲン量

モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学で,ヒ ト水

晶体カプセルには基底膜コラーゲン(IV型 )以外にも線維

性 コラーゲン(I,IH,V型 )が存在することがわかった

(図 1)。 図2に 示すように,こ れをMSP法 により定量す

る と,V型 24.01%E,IV型 18.70%E,HI型 17.68%E,I

型 8.66%Eの 順に多かった。また,IV型 コラーゲンに対

する I,IH,V型コラーゲンの割合で算出したのが図 3で

ある。その結果は,V型 /1V型 1.82,HI型/1V型 1.39,I型/

1V型 0.66の順であった。

2.内層,外層の総コラーゲン量

カプセル内層と外層の総コラーゲン量を比較 したが,

内層の総コラーゲン量は外層の総コラーゲン量よりも有

意に多かった(図 4).

3。 年齢と内層,外層の総コラーゲン量の関係

年代別にみた場合,内 層,外層 とも60歳 を境 に総 コ

ラーゲン量は減少傾向があるように思われた (図 5)。 こ

のため,60歳未満と60歳以上に分けて比較したところ,

60歳未満の内層,外層ではそれぞれ 92.81%E,71.16%

E,60歳以上の内層,外層では82.33%E,58.43%Eと 内

層間,外層間で有意差は認められなかったものの,60歳
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図6 混濁度と内層,外層の総コラーゲン量の関係.

コラーゲン量はvan Gieson染色下標本をMSP法
で測定した。

○ :内層,● :外層

I型/Ⅳ型    Ⅲ型/Ⅳ型    v型 /Ⅳ型

コラーゲン

図7 年齢とI,III,IV,V型 コラーゲンの関係.

IIは 平均値土標準偏差,コ ラーゲン量 はMSP法
で測定した.

● :60歳未満,○ :60歳以上

濁度 5以上で総コラーゲン量は減少する傾向を得た。

5。 年齢とI,III,IV,V型コラーゲンの関係

IV型 コラーゲンに対するI,IH,V型コラーゲンの割合

を 60歳未満 と60歳以上に分けて比較 したのが図 7で ,

60歳未満,60歳以上のV型/1V型 はそれぞれ 1.74,1.87,

III型/1V型 は 1.65,1.23,I型 /1V型は0.77,0.60で あ り,

60歳以上でIV型 に対するV型 コラーダンの割合が増加

する傾向がみられ,III型 ,I型 コラーゲンは減少する傾向

100

50

内層  外層

図 4 内層,外層の総コラーゲン量 .

Iは平均値±標準偏差,コ ラーゲン量はvan Gieson染

色下標本 をMSP法で測定 した .

O:内層,● :外層.*:p<0.001

(%E)

100

Ｔ
Ｉ
ｌ

ｏ
ｌ

上

Ｔ
Ｉ
Ｉ

●
―

上

∩
υ

ｒ
０

0

0

比

率

ｏ
　
　
　
　
　
´

。

。
　

ｏ

・
●

０
・

●

０
　

０
　

　

●

０
０

4

2

0

Ｔ
Ｉ
Ｉ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ

ｏ
１

１

Ｔ
Ｉ
ｌ

ｏ
ｌ

⊥

Ｔ
Ｉ
Ｉ

●
―

‘

Ｔ
Ｉ
Ｉ
Ｉ

●
―

上

50 電。

Ｔ
Ｉ

●
―
■

Ｔ
ｌ
ｏ
ｌ
■

0
20     40      60     80     1100

年齢

図 5 年齢 と内層,外層の総コラーゲン量の関係 .

コラーゲン量 は van Gieson染 色下標本を MSP法で

測定した。

O:内層,● :外層

以上で総コラーゲン量は減少する傾向を得た。

4.混濁度 と内層,外層の総コラーゲン量の関係

総合混濁度別にみた場合,内層,外層とも混濁度 4を境

に総コラーゲン量は減少傾向があるように思われた(図

6)。 このため,混濁度 4以下 と5以上に分けて比較した

ところ,4以 下 の内層,外 層 で はそれぞれ 90.52%E,

68.46%E,5以 上の内層,外層では84.32%E,59.44%E

と内層間,外層間で有意差は認められなかったものの,混
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コラー ゲ ン

図 8 混濁度とI,III,IV,V型 コラーゲンの関係 .

IIは平均値土標準偏差,コ ラーゲン量はMSP法
で測定した。

● :混濁度 4以下,○ :混濁度 5以上
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が,有意差を認めなかった。

なお,前嚢下自内障,糖尿病の有無 と,総 コラーゲン量

および I,Hl,IV,V型 コラーゲン量の比較をしたが,そ れ

ぞれ 2群間に有意差を認めなかった。

V考  按

水晶体上皮細胞が産生し得るコラーゲンについては,

効 υttθ で 10か 月培養したウシ水晶体上皮細胞での I,

Ш,IV型
H)が

,ヒ ト眼内レンズ移植後の嚢混濁部では I,

IIL IV,V型 12)が
,ヒ ト水晶体上皮細胞の 3か月培養では

I,IV,V,VI型 が報告
13)さ れている。しかしながら,正常

ヒト水晶体カプセルのこれまでの研究報告では,そ の成

分 はIV型 コラーゲンとされてお り,こ れらの事実は グπ

υグ″θでの水晶体カプセルの産生コラーゲンはグπυ′υθ

によるものと異なるものと考えられてきた。

最近の免疫組織化学検査法の目覚 ましい発達に伴い
,

より特異性の高い検索が可能になり,今回これらの手法

を用いたコラーゲンの型分析により,ヒ ト水晶体カプセ

ルに線維性コラーゲン(I,IH,V型 )が存在することが判

明した.こ のことは第 1の可能性 として,正常な水晶体上

皮細胞が各種コラーゲンを産生している可能性が高 く,

6か月の全く混濁のない幼若な水晶体カプセルの分析結

果からも明らかである。第 2の可能性 として,前嚢下自内

障のごとく線維芽細胞化した水晶体上皮細胞が各種 コ

ラーゲンを産生しているか,第 3の可能性として,線維芽

細胞が水晶体嚢形成以前に迷入し,そ の結果できた可能

性
14)な ども考えられる.しかし,第 3の推論は今回の症例

で全例において線維性コラーゲンが存在したことを考え

合わせると可能性は低い.今回の研究で使用した材料は,

そのほとんどが自内障のある水晶体カプセルであるが,

嚢直下の混濁部ではな く,カ プセルそのものに線維性 コ

ラーゲンが存在したので,そ の機序 として,水晶体の加齢

変化の一つとされているFilamentous inclusions15),っ

まり線維芽細胞化した水晶体上皮細胞が水晶体嚢内に侵

入する細胞突起を形成 し,そ こからカプセル内にコラー

ゲンを放出していることも推察される。

元来,新 しく合成されたコラーゲンは上皮細胞の上に

層をつ くり,先 に合成 されたコラーゲン層と混ざり合 う

ことなく古い層は外に押し出されていき,かつ,合成され

たコラーゲンはほとんど代謝されないことが明 らか と

なっている16)。

今回,研究対象としたすべての症例で,カ

プセル内層の総コラーゲン量が外層の総コラーゲン量よ

りも有意に多かった。これは,水晶体上皮細胞から後天的

にコラーゲンが産生され,内層の密度が高 くなっている

ためと推察された。

今回の研究では基底膜コラーゲンであるIV型コラーゲ

ン以外に I,IH,V型 コラーゲンが全例の前嚢に存在 し,

MSP法 による定量ではHL IV,V型 が I型 より多い傾向

を得た。線維性コラーゲンが存在 した理由に関しては上
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図9 混濁度とV型コラーゲンの比.

がみられたが,2群間に有意差を認めなかった。

6.混濁度とI,III,IV,V型 コラーゲンの関係

IV型 コラーゲンに対する I,III,V型 コラーゲンの割合

を混濁度が 4以下 と5以上に分けて比較したのが図 8で

ある。混濁度が 4以下,5以上のV型/1V型 はそれぞれ

1.31,2.37,IH型 /1V型 は1.22,1.61,I型/1V型 は 0.60,

0.75であり,混濁度が増えるとIV型 コラーゲンに対する

各線維性コラーゲンの割合は増加する傾向がみ られた

が,2群間に有意差を認めなかった。図 9は V型のIV型 に

対する割合と混濁度との関係を示 している。さらに,混濁

の型別 (核,皮質,後嚢下皮質)に も注目し,比較検討 した

8
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述した通 りだが,従来カプセル構成成分であるとされて

いるIV型 と同程度にV,III型 も多く存在する傾向にあっ

たということは,こ れまでの様々な研究結果 とは異なり,

新しい知見であると考えられた。MSP法による定量で,

このようなコラーゲン量に違いがみられた原因 として

は,I型 は細線維であるHI,V型 と違い,太 い線維である

がゆえに染色されにくい可能性
17)ゃ

,IV型 コラーゲンは

好中球エラスターゼ,線維芽細胞由来ゼラチナーゼ,ス ト

ロムライ シンなどで分解 されることが知 られてお

り18)19),何 らかの原因でこれら酵素が増加 しコラーゲン

が分解され,結果的にV,III型 と同程度になった可能性な

どがあげられる。しかし,免疫組織化学的手法を用いた

MSP法応用においては,定量性について検討の余地が

ある。すなわち,コ ラーゲン分子は架橋結合により線維束

を形成 しているが,抗体はその表面に反応するのみで線

維束内には反応しないため,免疫組織化学的には特定の

コラーゲン分子の分布を示 しても,必ずしも全体を示し

ているとは限らないことである。また,こ れらの量の違い

は,単 に抗体の特異性を示 しているという可能性 も考え

られる。

年代別にみた場合,60歳未満 と60歳以上の比較では,

60歳以上で総コラーゲン量は減少傾向を示 した。また,

総合混濁度別でも同様に有意差はなかった ものの,混濁

度が進行すると総コラーゲン量は減少傾向にあった。こ

れらは相対的減少と考えられ,間質成分を含むその他の

成分の増加 との関連性が推察された。つまり,間質成分を

含むその他の成分の増加 は,加齢および水晶体混濁の進

行に伴って生ずるのではないかと推測された。また,タ イ

プ別コラーゲンの分布は 60歳未満と60歳以上で比較し

た場合,60歳以上でIV型に対するV型 コラーゲンの割合

は増加する傾向がみられ,III型,I型コラーゲンは減少す

る傾向がみられた。V型コラーゲンに加齢における増加

が,HI型 コラーゲンに全身的老化の一指標 とされてい

る10)動脈硬化における減少がいわれており8),今
回の結果

と考え合わせると,老化を視点として考えた場合に関連

性があり,非常に興味深い結果と思われた。

総合混濁度が 4以下 と5以上で比較した場合,混濁度

が増えるとIV型 に対する各種線維性コラーゲンの割合は

増加する傾向がみられ,特に,V型でその割合が多くなる

傾向があった。水晶体混濁の進行に伴って,IV型に対する

各種線維性 コラーゲンの増加がみられたことは水晶体カ

プセルの基本組織構築の変化を意味し,こ れが膜の透過

性と物質輸送をコントロールする膜機能の変化を生じ,

この膜機能の面から水晶体混濁を進行させる一因となっ

ているのではないかと推察された。受動輸送を行う膜,す

なわち水晶体カプセルの透過現象の変化は,も う一つの

透過形式である能動輸送を行う上皮細胞層にも大きく影

響する。この上皮細胞層は,水晶体の透明性 と密接に関係

するといわれているNaイ オン,Kイ オンの動態を担う
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酵素 Na―K ATPaseの主活性部位であるため20),上
皮細

胞層の変化は,水晶体混濁 とより直接的な関係がある7)

と思われる。膜機能の面から推論すると,水晶体カプセル

の微細構造の変化は受動輸送の変化を起 こし,そ れが水

晶体上皮細胞の機能である能動輸送,延 いては細胞 自体

の機能にも影響 を及ぼし,水晶体の透明性維持 に支障を

来すもの と推察 される。水晶体上皮細胞の能動輸送やそ

の他の機能の変化は,水晶体カプセルの新たな構築の変

化 と機能の変化 に positive feed backさ れ,一連の循環

を形成すると考えられる。

前嚢下自内障のある症例 とない症例の比較 に関 して

は,上皮細胞の変性が前嚢下自内障では前極部ほど強 く,

逆に老人性白内障では赤道部ほど強い点
21)を

考 えると,

前嚢下白内障で総コラーゲン量および線維性コラーゲン

量が多いであろうと推察されたが,今回の結果では総 コ

ラーゲン量およびタイプ別コラーゲン量に有意差を認め

なかった。また,糖尿病では水晶体上皮細胞の増加が指摘

されており22),さ らに,糖尿病マウスにおいて高血糖が検

出される前にコラーゲン合成の増加がみられるという結

果から23),糖
尿病のある症例 とない症例 に関 して も比較

検討 してみたが,今回の結果では有意差を認めなかった。

これらに関 しては,さ らに症例数を増やし検討す る必要

性があると思われた。

今回の結果では,水晶体混濁のほとんどない症例 にお

いても各種 コラーゲンが存在 してお り,こ の事実 は水晶

体上皮細胞 は正常な状態でも各種 コラーゲンを産生 し,

かつ,そ の割合は加齢や水晶体混濁により変化を来す可

能性を示唆するものである。

稿を終えるにあたり,ご指導とご校閲を賜 りました東邦大

学医学部第一眼科学教室河本道次教授,同 臨床生理機能学

研究室長谷川元治教授に深謝いたします.ま た,本研究にあた

り直接ご教示いただきました同 第一眼科学教室朽久保哲男

助教授に深甚なる謝意を表します。また,貴重なるご教示ご援

助をいただきました同 臨床生理機能学研究室斎藤光代氏,

ならびに抗体を供与していただきました和歌山県立医科大学

第一病理学教室大島 章教授に心より感謝申しあげます.

本論文の要旨は第 99回 日本眼科学会総会で発表した。
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