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マウスの水晶体胞分離過程におけるグリコサミノグリ

カン分子種の分布を組織化学的に検索した。妊娠 10.5日

および 11日 にJcl:ICRマ ウスの母獣を屠殺 し,得 られ

た胎芽を使用した。前頭断連続切片を作成 し,ヘマ トキシ

リン・エオジン染色および増感高鉄ジアミン染色を行っ

た。また,組織に分布するグリコサミノグリカン分子種を

同定するために増感高鉄ジア ミン染色 に酵素消化法

(chondroitinase B,testicular hyaluronidase二 重酵素

消化法)お よび化学修飾法 (亜硝酸処理法)を併用した。水

晶体胞分離前には,将来の角膜上皮基底膜および前眼部
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約

間葉細胞の間質にはコン ドロイチン硫酸 A/Cと Bが ,

水晶体嚢にはコンドロイチン硫酸 A/Cが存在 した。分離

後には,将来の角膜上皮基底膜および前眼部間葉細胞の

間質にはヘパラン硫酸も出現 した。これらの所見から,水

晶体胞分離過程にはグリコサミノグリカン分子種の変化

が重要な役割を果たしていると考えられた。(日 眼会誌

101:46-51,1997)

キーワー ド:水晶体胞分離,組織化学,グ リコサ ミノグリ

カン,ICRマ ウス,光学顕微鏡
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Abstract

We studied histologically the changes and distri-
bution patterns of glycosaminoglycan molecular
species during the separation of the lens vesicle in
the mouse. Embryos were obtained by sacrificing
pregnant mice of the Jcl : ICR strain on day 10.5 and
11 of pregnancy. Serial frontal sections were

stained with hematoxylin-eosin and a sensitized
high iron diamine method. To identify glycosamino-
glycan molecular species in tissues, enzyme digestion
(double digestions with chondroitinase B and tes-
ticular hyaluronidase) and chemical modification
(nitrous acid treatment) were performed in combi-
nation with the sensitized high iron diamine
method. Before separation of the lens vesicle, the
glycosaminoglycan molecular species, identified in
the basement membrane of the presumed corneal
epithelium and intercellular matrices between the

presumed corneal epithelium and lens vesicle, were

chondroitin sulfate A/C and B, and those in the lens
capsule were chondroitin sulfate LlC. After separa-

tion of the lens vesicle, heparan sulfate emerged in
the basement membrane of the presumed corneal
epithelium and intercellular matrices between the
presumed corneal epithelium and lens vesicle. These

results are thus taken to indicate that the changes
and distribution patterns of glycosaminoglycan
molecular species play an important role during
separation of the lens vesicle. (J Jpn Ophthalmol
Soc 101 : 46-51, 1997)

Key words: Separation of lens vesicle, Histo-
chemistry, Glycosaminoglycans, ICR
mice, Light microscopy

I緒  言

前眼部は,表面外胚葉から水晶体胞が分離した後,両者

の間に遊走する神経提由来の細胞,表面外胚葉,神経外胚

葉および中胚葉が相互に作用を及ぼしながら分化,発育

して形成される1)。 水晶体胞の分離は,ヒ トでは胎生 33
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日1),マ ウスでは胎生 11日 2)に起 こり,前眼部 の形成に重

要な過程の一つである。この水晶体胞の分離過程は,従来

から細胞学的
3)お よび複合糖質の組織化学 的

4)に
検索さ

れてきたが,十分には解明されていない。

細胞外マ トリックスを構成する重要な分子の一つであ

るグ リコサ ミノグ リカン分子種 (GAGs)は 胎生期か ら

種々の組織に広 く分布 し,細胞や組織の接着,分離,遊走 ,

分化などに重要な役割を果たしていることが明 らかにさ

れてきた 5)6)。 しか し,水晶体胞分離過程 にお けるGAGs

の変化を詳細に検討 した報告はない。

今回,我々は水晶体胞分離過程の機序を解明するため

に,眼部発生過程が比較的よく知 られてお り,ヒ トとの比

較が容易な Jcl:ICRマ ウスを用いて,水晶体胞分離前後

の前眼部組織 におけるGAGsの分布 とその変化を光学

顕微鏡を用い組織化学的に検索 した。

II実 験 方 法

1.実 験 動 物

実験動物 として,Jcl:ICRマ ウスを用いた。発情期の

健康な雄 と未経産で発情期の雌各一匹を同一飼育箱に一

1晩入れ,翌朝腟栓を認めた ものを妊娠 0日 とした。水品体

胞分離前後の胎芽を観察するために妊娠 10.5日 および

11日 の母獣 を屠殺 し,胎芽 (水晶体胞分離前の 20胎芽 と

分離後の 20胎芽)を 摘出後直 ちに Bouin液 に浸漬 して

室温 (18～ 20°C)で一週間固定 した後,頭部 を切断した。組

織塊 をエタノール系列で脱水後,キ シレンで透徹 してパ

ラフィンに包埋 した。厚 さ 2 μnlの 前頭断連続切片を作

成 し,ゼ ラチンスライ ドに貼付 した.切片を脱パラフィン

し水和 した後,以下の染色を施 した。

2.染 色 法

1)ヘマ トキシリン・エオジン(HE)染色

水和切片 を Hansenの ヘマ トキシリン液 で室温で 10

分浸漬 した後,15分流水で水洗 した。次に,同切片をエオ

ジン液に室温で 10分浸漬 して染色し,エ タノール系列で

の脱水およびキシレンでの透徹の後,Harleco synthetic

resin(HSR)液 (国 際試薬,神戸)を 用いて封入 した。

2)増感高鉄ジアミン(sens面zed high iron diamine:

S― HID)染 色 7)

水和切片 を高鉄ジア ミン液 に 36° Cで 60分 浸漬 した

後,0.5mMト リクロロ (エ チレン)白金酸 カ リウム溶液

に室温で 60分浸漬 した。続いて,同切片を 0.2%水素化

ホウ素ナ トリウム溶液で 10～ 30秒還元 した後,物理現像

液に 20°Cで 3～ 10分反応 させた。染色 した切片を水洗し

てエ タノール系列で脱水 し,キ シレンで透徹 した後 ,

HSR液で封入 した。

3.選 択 的 方 法

一部 の組織切片には,S― HID染 色に先立 って,酵素消

化法または化学修飾法を併用した。
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1)酵 素 消 化 法

Chondroitinase(Chase)IB/testicular hyaluronidase

(T―hylase)二 重消化法8)9)を 行った.水和切片 を 0.lU/

mlの濃度で Chase B(Flarobacterium heparinum,生 化

学工業)を 含 む 0.lMト リス塩 酸緩衝液 (pH 8.0)に

30° Cで 18～22時間浸漬し,次 いで,l mg/mlの濃度で T‐

Hylase(Bovine testis,Type VIII,Sigma Che111,St

Louis,米 国)を 含む 0.lMリ ン酸塩緩衝液 (pH 5.5)に

36° Cで 18～22時間浸漬した(Chase B消化/T―hylase消

化/S―HID)。 また対照群として,連続する2枚の切片を準

備し,1枚は Chase B消化後に T― Hylaseを 含まない ト

リス塩酸緩衝液に(Chase B消化/S‐ HID),1枚 は Chase

Bま たは T―Hylaseの いずれも含まない緩衝液に同温度

で同時間浸漬 した(Burer/S― HID).

2)化 学 修 飾 法

亜硝酸(HN02)処理法10)を 行った。水和切片を0.24M

亜硝酸ナ トリウム含有 1.8M酢酸溶液に室温で 100分

浸漬した(HN02/S~HID)。 また対照群 として,連続 した

切片を亜硝酸塩を含まない 1.8M酢酸溶液に HN02処

理法と同温度で同時間浸漬した (Contro1/S― HID)。

III 結  果

1.HE染 色 結 果

胎生 10.5日 の胎芽では,一層の扁平細胞から成る将来

の角膜上皮 と高円柱細胞で構成される水晶体胞が水晶体

茎で連続 していた(図 1)。 水晶体胞の内腔には,少数の変

性した細胞がみられた(図 1).将来の角膜上皮 と水晶体

胞の間には,少数の紡錘型の細胞が観察された (図 1)。

胎生 11日 の胎芽では水晶体茎が消失し,多 層化 した将

来の角膜上皮 と水晶体胞は分離 していた(図 7)。 分離後

には胎生 10.5日 の胎芽で少数みられた紡錘形の細胞は

増加し,将来の角膜上皮と水晶体胞の間に密に分布 して

いた(図 7).水晶体胞の内腔には,胎生 10.5日 の胎芽で

観察されたの と同様に少数の変性 した細胞が存在 した

(図 7)。

2.S‐ HIDの染色結果

胎生 10.5日 の胎芽に S―HID染色を行うと,将来の角

膜上皮基底膜 と水晶体嚢は黒色に染色された。また,将来

の角膜上皮 と水晶体胞の間の間質は網状を呈する黒褐色

から黒色の強い染色性を示した (図 2)。 Chase B消化法

を施すと,将来の角膜上皮基底膜および同基底膜 と水晶

体胞の間の間質の S‐HID染色性は中等度から顕著に減

弱したが,水晶体嚢の S‐ HID染色性に変化はみ られな

かった(図 3).Chase B/T‐ Hylase二重消化法を施すと,

上述の S―HID陽性組織構造の同染色性は顕著に減弱す

るか,ま たは陰性化 した(図 4)。 同組織にHN02処 理法

を施しても将来の角膜上皮基底膜,水晶体嚢および角膜

上皮と水晶体胞の間の間質の同染色性には顕著な変化は

みられなかった (図 5,6)。
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胎生 11日 の胎芽に S‐ HID染色 を施すと,将来の角膜

上皮基底膜,水晶体嚢ならびに将来の角膜上皮 と水晶体

胞の間の間質は黒褐色から黒色の強い染色性 を示 した

(図 8)。 将来の角膜上皮と水晶体胞の間の網状 を呈する

間質の染色性は胎生 10.5日 に比較 して増加 していた。

C―

1

Chase B消化法を施す と,将来の角膜上皮基底膜および

同上皮 と水晶体胞の間の間質の S―HID染色性が中等度

から顕著に減弱し,水晶体嚢の同染色性は軽度から中等

度に減弱した(図 9)。 同組織にChase B/T― Hylase二重

消化法を行うと,上述のすべての S‐HID陽性組織構造の
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図 1～ 6は胎生 10.5日 の胎芽の前眼部を示す。
バーは 30 μm

ヘマ トキシ リン・ エオジン(HE)染色 .

将来の角膜上皮,B:将来の角膜上皮 と水晶体胞の間の間質,C:水晶体胞,D:水晶体茎
Burer/S‐ HID(sensitized high irOn diamine)多 待色.

ChaSe B消化/S‐ HID染色。
Chase B消 化/T‐ Hylase消化/S‐ HID染色.

Contro1/S‐ HID染色.

ⅡN02処理/S‐ ⅡID染色。
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同染色性 は顕著に減弱す るか,ま たは陰性化 した (図

10).胎生 11日 の眼部組織 に HN02処 理法 を行 うと,将

来の角膜上皮基底膜の S―HID染色性は中等度から顕著

に減弱し,将来の角膜上皮 と水晶体胞の間の間質の同染

色性も軽度から中等度に減弱 したが,水晶体嚢の同染色

性に変化は認められなかった (図 11,12)。

IV 按

Silverら H)は
胎生期ラットの眼茎,眼胞,表面外胚葉お

よび水晶体胞などに出現する変性細胞の局在を観察 し,

眼の発生過程における細胞死の分布 とその経時的変化に

ついて検討した。その後,Garciaら
3)はニフトリ胚の水晶
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図 7～ 12は胎生 11日 の胎芽の前眼部を示す。
バーは 30 μrn
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体胞分離過程で観察された細胞死の分布について報告 し

た.こ れらの報告は,水晶体胞分離過程で,水 晶体茎なら

びに同組織に連続 した角膜および水晶体胞の上皮細胞に

細胞死が起 きるとともに,周 囲の正常な上皮細胞が死細

胞 を貪食することによって水晶体茎が消失することを示

した。しかし,本研究では水晶体胞分離過程で,核 の濃縮 ,

崩壊,空胞化などの細胞変性 を示唆する所見は確認でき

なかった.本研究で細胞変性が確認できなかった理由 と

しては,水晶体茎の消失の直前 と直後の観察 しか行わな

かったためと考 えられる。マウスで細胞変性 を確認する

ためには,こ のような限定 した時期での観察ではな く,さ

らに幅広い時期 を細か く観察することが必要 と思われ

る。

近年,毛様体の発生過程や胎生裂の開鎖過程 な どで組

織,細胞の分化に細胞外マ トリックスが重要な役割 を果

たしていること12"3)が 示されたが,水 晶体胞分離過程 と

細胞外マ トリックスの関係 を示 した報告 は少 ない。

Meierl● はニフ トリ胚を用いて水晶体胞が角膜上皮から

分離する前に角膜上皮下にヒアルロン酸が局在すること

を指摘 したが,水晶体胞分離過程 におけるGAGsの役割

については言及 していない。Cookら 4)は 水晶体胞の分離

する時期に変性細胞がコラゲナーゼを分泌 し,ま た,同時

期にラミニンとフィブロネクチンが分離面に介在 して水

品体茎 と水晶体胞 を分離させるように作用することを示

した。

本研究で使用 した,S―HID法は硫酸酸性複合糖質の鋭

敏な検出法であ り,Chase B/T‐ Hylase二 重消化法 また

は IIN02処理法 との併用により,組織中に含 まれ るコン

ドロイチ ン硫 酸 (CHS)A/C,Bお よびヘパ ラ ン硫 酸

(HS)の 局在 を特異的に検出す ることができる。これ ら

の反応特異性および本研究の結果を表 1に 示す。

CHS異性体 には細胞―間質問の接着阻害作用
15),コ

ラーゲン線維の結合作用16)な らびに神経堤細胞の移動阻

害作用17)な どがあることが知 られている.一方,HSは細

胞―間質問の接着作用に促進的 に働 く18)と ともに,早期

の神経堤細胞の遊走を惹起すること1つ などが報告 されて
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いる。現在までに知 られているこれらの GAGsの 機能に

基づいて本研究で得られた結果を考察すると,水晶体胞

分離過程の機序は以下のように考えられる。水晶体胞分

離直前には,将来の角膜上皮基底膜,水晶体嚢および前眼

部間葉細胞の間質に細胞接着阻害作用と神経堤細胞の遊

走阻害作用のあるCHS異性体が存在する。水晶体胞が

分離する前の前眼部に細胞接着阻害作用を示す CHS異
性体が存在することは,表面外胚葉から水晶体胞が分離

するために好適な環境 となつていると推測される。また,

水晶体胞分離後には角膜内皮を形成する神経堤細胞の第

一波が遊走するが,こ の時期に一致 して将来の角膜上皮

基底膜および前眼部間葉細胞の間質に神経堤細胞の早期

の遊走を惹起するHSが出現することは,前眼部の形成

過程の中で組織発生が適切な順序で進行するために重要

な役割を果たしていると考えられる。

また,成熟水晶体嚢の主要な構成成分 としてIV型 コ

ラーゲンとHSが確認されている19)が
,本研究では,水晶

体胞分離前の水晶体嚢 にはCHS― A/Cが,分離後 には

CHS―A/Cの他にCHS―Bも みられたが HSは存在 しな

かった。水晶体嚢は水晶体板が誘導される時期から形成

が始まり,水晶体の形成後も肥厚を続けて成熟する20)。 し

たがって,水晶体胞が分離する時期は水晶体嚢が形成さ

れ る初期の段階 と考 えられ,本研究で HSが存在 しな

かつたことは,こ の時期の水晶体嚢の未熟性 と関連 して

いると推察される。また,こ の時期は神経堤細胞の遊走や

組織相互作用が活発な時期であり1),水
晶体嚢にCHS異

性体が存在することは,水晶体胞に他の組織や間葉細胞

が接着しないように作用していると考えられる。

以上から,水晶体胞の分離とそれに続 く神経堤細胞の

遊走および他の組織 との組織相互作用が円滑に進行し前

眼部が形成されるために,水晶体胞分離前後に前眼部に

存在するGAGsが重要な役割を果たしていると考えら

れる。

本論文の要旨は第 99回 日本眼科学会総会で発表した。本研

究は,平成 7年度文部省科学研究費一般研究(課 題番号

05404059)の 援助を受けたことを付記し,感謝の意を表しま

Chase B/S‐ HID Chase B/T― Hylase
S―HID HN02/S~HID

反応特異性 去除を酸硫ンラヘ酸硫ンチ
去

イ
除

口
ん
ｏ

ド

Ｃ

ン

うヽ

コ

Ａ

をＢ酸硫ンチイロドン
去

コ
除

胎生 10.5日 胎生 11日  胎生 10.5日  胎生 11日  胎生 10.5日  胎生 11日

a 将来の角膜 中等度～  中等度～
上皮基底膜 顕著に減弱 顕著に減弱

顕著に減弱 顕著に減弱 変化なし 中等度～
顕著に減弱

b.水晶体嚢  変化なし 軽度～中等 顕著に減弱 顕著に減弱 変化なし  変化なし
度に減弱

aと bの間の
間質

中等度～  中等度～
顕著に減弱 顕著に減弱

顕著に減弱 顕著に減弱 変化なし 軽度～中等
度に減弱

ChaSe B: chondroitinase B消 化,S‐ HID: sensitized high irOn diamine染 色,T― Hylase

teStiCular hyaluronidase消 化,HN02:亜硝酸処理 .

表 1 水晶体胞分離過程における前眼部の組織化学的検索
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