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要

成熟ラッ トの眼瞼瞼縁部上皮に分布する複合糖質につ

いて,レ クチン組織化学と ごれs"“ hybridization組 織化

学とを用いて解析 した。基底細胞と表層側の細胞の細胞

膜には,″しαcれαα屁
“

rθれsJs lectin IIと jacalinと が

結合 したため,シ アル酸 α2,3 galactose(Gal)β l,3N‐

acetylgalactosamine(GalNAc)を 有する複合糖質が分

布 し,上皮の中間層の有棘細胞の細胞膜 には,peanut

agglutininと jacahnと が結合 したことから,Galβ l,3

GalNAcを 有する複合糖質が分布することが判明 した。

Gal β l,3 GalNAc α 2,3シ アル酸転移酵素のメッセン
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約

ジャーRNA(mRNA)が基底細胞を除 く上皮細胞に検出

されたことから,有棘細胞層から表層にかけては,シアル

酸含有複合糖質が産生され続け,表層にいくにつれてシ

アル酸が糖鎖末端に付加されて成熟するものと考えられ

る。一方,基底細胞の細胞膜に分布する複合糖質は,発生

学的に早い時期に合成された後は安定であると推定 され

る。(日 眼会誌 101:385-388,1997)
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Abstract
The glycoconjugates in eyelids of adult rats were sialyltransferase was detected in the cytoplasm of

examined by lectin histochemistry and in situ the epithelial cells other than the basal cells. This
hybridization histochemistry. Since Maackia observation suggests that sialoglycoconjugates may
amurensis Iectin II and jacalin bound to the cell be newly synthesized in the spinous and apical cells,
membranes of basal and apical epithelial cells, sialic while the glycoconjugates in the cell membranes of
acid a2,3 galactose (Gal) f1,3 N-acetylgalactosami- basal cells may be produced at an early stage of
ne (GalNAc) sequence is present in the glycocon- development and are stable without turnover. (J Jpn
jugates of their cell membranes. Peanut agglutinin Opthalmol Soc 101 : 385-388, 1997)

bound to the cell membranes of spinous cells in the
middle of the epithelium, suggesting that Gal B1, 3 Key words: Rat, Eyelid, Glycoconjugates, Lectin,
GalNAc sequence is present in their glycocon- Sialyltransferase
jugates. The mRNA of Gal f1,3 GalNAc a2,3-

I緒  言

著者 らは先に,ヒ ト眼瞼腫瘍の糖鎖組織化学的検索を

行い,0-結合型複合糖質の一つであるムチン関連糖鎖抗

原が腫瘍細胞の浸潤・転移などの悪性形質の発現に関与

している可能性が高いことを報告した(第 100回 日本眼

科学会総会)。 今後,眼瞼腫瘍の糖鎖生物学的な病態研究

を進めて行 く上で,実験動物を用いた研究は種々の有用 成熟 自色 Wistarラ ット(10週齢 )を 5匹,炭酸ガスを
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な基礎的情報をもたらしてくれるものと期待される。そ

こで,ラ ットの眼瞼上皮に分布する 0-結合型複合糖質の

糖鎖構造について,レ クチン組織化学およびシアル酸転

移酵素 mRNAの グη sz・′%hybridization組織化学の糖鎖

組織化学的手法を用いて解析した。

II方  法
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吸引させて安楽死させた後,た だちに0.5%グルタール

アルデヒド,4%パ ラホルムアルデヒド/燐酸緩衝液

(PBS,pH 7.4)を 用いて 6分間灌流固定した。次に,眼瞼

を切除し,同固定液を用いて一晩浸漬固定,ア ルコール脱

水の後,パ ラフィン包埋 して 8μmの組織切片を作成 し

た。

1.レ クチン組織化学

組織切片を脱パラフィンし,0.2%過 酸化水素/メ タ

ノールを5分間浸漬させて内因性ペルオキシダーゼ活性

を,2%ウ シ血清アルブミンを 30分 間浸漬させてレク

チンの非特異的吸着をそれぞれ抑制した。次に,組織切片

にVector Laboratories社 (Burlingame,CA,米 国)製の

ビオチン標識 Z銘滋 απzπηtt lectin I1 0ML II;10

μg/mI PBS),ビ オチン標識 peanut agglutinin(PNA;

10 μg/ml PBS),ビ オチン標識 jacalin(10 μg/ml PBS)

のいずれかを室温で 1時間ずつ反応させた。対照 として

は,そ れぞれのハプテン糖 (″4Z II:0.lM3′―sialyl―

lactose;PNAと jacahn:0.2M D― galactose)を 含む

レクチン溶解液を同様に反応 させた。Vectastain Elite

ABCキ ット(Vector Laboratories社 )と diaminoben―

zidineを 用いて発色させ,眼瞼の瞼縁部上皮のそれぞれ

のレクチン結合分布について光学顕微鏡的に観察した。

2.シ アル酸転移酵素メッセンジャーRNA(mRNA)
の れ s"“ hybridizationの 組織化学

基本的には先に報告した方法1)に 従った。その概略を

述べる。組織切片 を脱パ ラフィンし proteinase K(20

μg/mI PBS)を 用いて,37° C,60分 間消化す る ことに

よってmRNA周囲の蛋白質を除去した。次に,先 に報告

した方法2)で調整した,Gal β l,3 GalNAc α2,3シ アル酸

転移酵素 (α 2,3シ アル酸転移酵素)mRNA3)に対するア

ンチセンスのコンプリメンタリーRNA(cRNA)プ ロー

ブとセンスの cRNAプローブとをそれぞれ 45°Cで一昼

夜ハイブリダイズさせた。50%フ ォルムアミドを用いて

45°C,1時 間 洗 浄 した後,RNAase(20 μg/ml 10 mM

Tris―HCl,pH 8.0,500 mM NaCl)を 用いて 37°C,30分

間消化して,非特異的に吸着したプローブを分解させた。

次 に,1%プ ロッキ ン グ緩 衝 液(Boehringer Mann―

heim)に 2%ヒ ツジ血清を混合 した液を室温で 30分間

浸漬 させた後,ア ルカ リホス ファターゼ(AP)標 識抗

digoxigenin抗 体 (Boehringer Mannheim;4μ 1/1n10.1

M Tris― HCl,pH 7.5,150 mM NaCl)を 室温で 2時間反

応させた。AP発色液を用いて発色させ,プローブのハイ

ブリダイズした部位について,光学顕微鏡的に観察した。

III 結  果

1.レ クチン組織化学

″4L IIは ,瞼縁部上皮の基底細胞の細胞膜に強 く,上

皮の中間層を構成する有棘細胞の細胞質に弱 く,上皮の

表層側の細胞の細胞膜に強 く結合 した(図 lA).PNA

日眼会誌 101巻  5号

は,基底細胞には全 く結合せず,上皮の中間層を構成する

有棘細胞の細胞膜に強 く結合したが,上皮の表層側の細

胞には微弱にしか結合 しなかった (図 lB).Jacalinは ,

基底細胞,有棘細胞および上皮の表層側の細胞のすべて

の細胞膜 に強 く結合 した (図 lC).ハ プテン糖を含むレ

クチ溶解液を反応させた組織切片では,いずれのレクチ

ンで も発色が著しく減弱 した(図 lD:0.2M D‐ galac_

toseを 混合したビオチン標識 PNA染色)。 よって,そ れ

ぞれのレクチンが特異的に糖鎖を認識 して結合したもの

と判断した。

2.シアル酸転移酵素 mRNAの Jん sJι

“
hybr皿za‐

tion組織化学

α2,3シ アル酸転移酵素 mRNAに対するアンチセン

スのcRNAプロープは,瞼縁部上皮の基底細胞を除 く細

胞の細胞質に,び まん性にハイブリダイズしている発色

像が観察 された(図 2A)。 一方,セ ンスの cRNAプロー

ブをハイブリダイズさせた組織切片には,ほ とんど微弱

な発色像 しか観察されなかった(図 2B)。 したがって,ア

ンチセンスのcRNAプローブは,特異的に α2,3シ アル

酸転移酵素 mRNAの塩基配列を認識 してハイブリダイ

ズしたものと判断した。

IV 考  按

本研究で使用したそれぞれのレクチンが認識する糖鎖

構 造 は,″:4L IIが シ ア ル酸 α2,3 galactose(Gal)4),

PNAが Gal β l,3N―acetylgalactosamine(GalNAc)5),

jacahnが シアル酸 Gal β l,3 GalNAcで ある6)こ とか

ら,ラ ット眼瞼縁の上皮を構成する細胞に分布する複合

糖質の糖質構造は,次のように特定される。まず,基底細

胞の細胞膜 には″Иι IIと iacalinが 結合 したのに対

し,PNAは 結合 しなかった ことか ら,シ アル酸 α2,3

Gal β l,3 GalNAcを 糖鎖末端構造として有する複合糖

質が分布しているものと考えられる.次 に,上皮の中間層

を構成する有棘細胞の細胞膜にはPNAと iacalinが結

合したのに対し,″スZ IIは細胞質に弱 く結合した状態

にとどまったことから,こ の領域の細胞膜 に分布する複

合糖質は末だ末熟で,糖鎖末端のGal β l,3 GalNAcが

露出した状態にあるもの と考えられる。上皮の表層を構

成する細胞の細胞膜 には iaclinは 結合 し続けたのに対

し,PNAの 結合は減弱 し,″スι IIの 結合が増強したこ

とか ら,Gal β l,3 GalNAcに シアル酸が α2,3結合 し

た,い わゆる成熟した糖鎖を有する複合糖質が分布 して

いるものと考えられる。

一方,Gal β l,3 GalNacに シアル酸を α2,3結合させ

るシアル酸転移酵素の mRNAの 発現像は,基底細胞の

細胞質には検出されなかったことから,基底細胞の細胞

膜に分布 し,″4L IIに よって検出される複合糖質は発

生学的にもっと早い時期に合成され,い ったん,基底細胞

周囲に分布した後は安定で,新 しく合成されないものと
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推定 される。この複合糖質のturnoverさ れにくい性質

は,基底細胞を基底膜の上に安定した状態に保持する上

で,非常に都合がよいものと考えられる。それに対し,有

棘細胞の細胞質にはシアル酸転移酵素の mRNAの発現

像が検出されたことから,絶えず 0-結合型の複合糖鎖が

眼瞼の糖鎖組織化学 。上原他

B

図 1 ラッ ト眼瞼瞼縁部上皮のビオチン標識 レクチン染色像 .

A:〃αα盪″ α″グ″πsas lectin II染 色,B:Peanut agglutinin(PNA)染色,C:Jacalin染 色,D:0.2M
D‐galactoseを混合した PNA染色.バーは 20 μm

図 2 ラット眼瞼瞼縁部上皮の cRNA probeを 用いた Jれ sJれ hybridization組織染色像 .

A:α 2,3シ アル酸転移酵素 mRNAに 対するantisense probeの ハイブリダイズ像,B:α 2,3シ アル酸転移

酵素メッセンジャーRNA(mRNA)に 対するsense probeの ハイブリダイズ像。バーは 20 μm

合成 され続 けているものと推定 される。その合成の過程

が,上皮の中間層ではまだシアル酸が結合 しきっていな

い末熟な段階 として細胞質内に,上皮の表層側ではシア

ル酸が結合 し終わった成熟 した段階 として細胞膜 に,そ

れぞれ ″Иι IIに よってとらえられたのであろうと考

.る
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えられる。この点に関しては,発生早期のラット眼瞼につ

いて,同様の糖鎖組織化学的検索を行 うことによって証

明できるであろう。

本研究によって,ラ ット眼瞼瞼縁部上皮に同定された

0-結合型の複合糖質は,基底細胞の細胞膜に分布 してい

るものと,有棘細胞の細胞膜に分布しているものとでは,

その動態が異なっていることから,別々の複合糖質であ

る可能性が高い。眼瞼の複合糖質について解析した報告

は,過去にはほとんどみられないが,皮膚に関してはいく

つか散見される。皮膚の重層扁平上皮の基底細胞,あ るい

はその直上の細胞層に限局して発現する糖蛋白として

desmocollinが 知 られており,皮膚科領域の疾患と関連

した研究が精力的に進められている7).著 者らが今回,糖

鎖組織化学的に検索した部位は,眼瞼皮膚 と眼瞼結膜の

間に位置する瞼縁部であり,そ の解剖学的特殊性から,こ

こに分布する複合糖質は皮膚に分布するものとは異なっ

ている可能性がある。これらの O―結合型の複合糖質 と

desmocollinが 共通 した ものかどうか という点を含 め

て,今後,電子顕微鏡レベルで正確な局在部位を特定する

とともに,レ クチンアフィニティクロマ トグラフィを用

いてこれらの複合糖質を分離し,蛋 白部分の生化学的解

析を進めていく必要があるであろう。

本研究は,文部省科学研究費 (基盤 C,07671928)の 補助 に

よって行った.
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