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要

ヒト眼の球後視神経における 6種の細胞接着性グリコ

プロテインの分布を免疫組織化学的方法によって調べ

た。軟膜中隔では,視神経線維との境界を形成するその表

面にラミニン,エ ンタクチン,実質中にフィプロネクチ

ン,ビ トロネクチン,お そらくその両者にわずかにテナス

チンが認められた。トロンボスポンディンはわずかに血

管に伴って認められた。一方,髄膜組織では,ラ ミニン,エ

ンタクチンが くも膜の表面と軟膜,硬膜の くも膜表面に

分布 し,フ ィブロネクチンは軟膜,く も膜,硬膜のいずれ

にもびまん性に認められ,ビ トロネクチンはやはりいず

れにも認められたが,その染色は細線維状であった。テナ

スチンについては髄膜組織では有意な染色は認め られ

57

約

ず,ト ロンボスポンディンは軟膜の血管にわずかに認め

られた。以上のグリコプロテインの分布に関する情報は,

これまでに知られていた他の細胞外マ トリックス分子の

分布と合わせ,視神経炎,緑内障の際の視神経障害などの

疾患における細胞外マ トリックスの変化,役割を論ずる

うえでの新たな理解やきっかけを与えてくれると考えら

れる.(日 眼会誌 101:57-63,1997)
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Abstract
We examined the immunohistochemical distribu- appearance in these tissues. No significant staining

tion of six types of cell adhesion glycoproteins in the could be found for tenastin. Thrombospondin

human retrobulbar optic nerve. The pial septa had showed only faint staining on the capillaries of the

laminin and entactin on the surface at the border pia mater and the dura mater. These findings can

with the optic nerve fibers, and fibronectin and provide clues for the discussion of how the extracel-

vitronectin were distributed in the stroma of the Iular matrix works and what roles it plays in dis-

septa. Some tenastin was also detectable both on the orders involving the retrobulbar optic nerve, such as

surface and in the stroma of the septa. Throm- optic neuritis and glaucoma. (J Jpn Ophthalmol Soc

bospondin was associated with capillaries within the 101 :57-63, 1997)

stroma. The surface of the arachnoid membrane,

the pia mater, and the dura mater was covered by Key words: Human eyes, Retrobulbar optic nerYe,

laminin and entactin. Difruse staining with anti- Immunohistochemistry, Exrtracel-
fibronectin antibody was seen in all these meningeal lular matrix, Cell adhesion glyco-

tissues, but vitronectin showed a fine fibrillar protein

I緒  言

細胞外マトリックス(以下,ECM)1)2)は ,生体の細胞間

隙を満たす巨大分子の総称で,硬度や弾性を規定し,組織

の骨組みとして構造を維持するだけでなく,細胞の生存

環境を提供し,細胞の分化,増殖など様々な生体現象に密

接に関わっている。いわゆる球後視神経において,ECM
は硬膜,く も膜,軟膜の髄膜組織として視神経を包み込み
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保護しており,ま た,軟膜中隔として視神経線維束を保持

している3)4)。 したがって,ECMに よって眼球 と脳を結ぶ

視神経線維は機能的に維持され,ま た,眼球運動などによ

る機械的なス トレスにも耐え得ると考えられる5)。

著者

ら6)は すでに,正常人眼の球後視神経におけるコラゲン

をはじめとするECMの分布を免疫組織化学的方法で示

した。この結果と,他の報告7)～ 11)に認められた所見を総合

すると,髄膜 を含む球後視神経部のECMは I,HI,IV,

V,VI型などのコラゲン,グ リコプロテインであるラミニ

ン,フ ィブロネクチン,弾性線維の成分であるエラスチ

ン,フ ィブリリン,ま た礎質の主要な構成要素であるプロ

テオグリカンなどで構成されていることが明らかとなっ

ている。また最近の研究では,細胞 とECMの相互作用も

重要なポイントとなっている。したがって,細胞表面に発

現するインテグリン12)13)を
始めとする,ECMの レセプ

ターについても注目され,著者 ら14)も すでに球後視神経

におけるインテグリンの分布を報告した。

ラミニン15)-17),フ
ィブロネクチン18)19)は

細胞接着性グ

リコプロテインの代表であるが,近年,さ らに細胞接着に

働いていると考えられるいくつかのグリコプロテインの

存在が明 らかになってきた。これらはECMに限局する

もの,ECMと 血清中の両者に発現するものなどがあり,

また機能的にも複雑で,未だ明らかにされていない点も

多い。ECMの代表であるコラゲンやプロテオグリカン

の第一の機能は組織構築を作ることにあり,つ まり,こ れ

らは一種の構造性蛋自といえる。それに対 して,今回取 り

上げた細胞接着性グリコプロテインはいずれも細胞接着

という機能に加え,様々な物質 と結合して働 くという機

能性蛋白としての性格が強い。したがって,い ずれもが

様々な組織現象の重要なモジュレーターとして働いてい

る可能性が高 く,球後視神経においてもそれらの果たし

ている役割が注目される。

そこで本研究では,こ の組織に関する新たな理解を加

えることを目的に,す でに示されているラミニン15)～ 17),

フィブロネクチン18)19)に 加 えて,テ ナスチン20)～ 22),ビ ト

ロネチ ン23),ト ロンボスポ ンディン24)～ 26),ェ ンタクチ

ン27)の 4種の細胞接着性グリコプロテインの人眼の球後

視神経における分布を免疫組織化学的に明らかにした。

II実 験 方 法

実験にはイリノイ眼球銀イ子(Chicago,米 国)か ら提供

された正常眼 5例 5眼 (64～87歳 )を 用いた。いずれの例

も眼科的疾患,手術の既往がなく,摘出眼球 も実体顕微鏡

下で,視神経萎縮,視神経乳頭陥凹,さ らには網膜出血な

どの異常所見を認めなかった。また,いずれの眼球も死後

36時間以内に処理した。得 られた眼球は速やかに視神経

乳頭部のみを切 り出 し,OCT compound(TissueTek,

ICN,Lisle,米 国)と ともに,ド ライアイスーイソペンタ

ンにより凍結包埋した。続いて厚さ6μmの凍結切片を
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作製 し FrostPlus(Fisher,Itasca,米国)に 張 り付 けた。

このスライ ドグラスは-20°Cの フリーザーで保存 した.

なお,本研究はアメリカ合衆国,シ カゴ,イ リノイ大学眼

科において行われた。

免疫組織化学染色は既報
6)14)に

準 じ,以下のように行っ

た。組織は-20° Cの冷アセ トンで 10分間固定,風乾 した.

いずれの洗浄 も 0.01 M PBS(リ ン酸緩衝食塩水)に より

行った。プ ロッキ ングのた め に まず 3%H202で 15分

問,続いて 10%正常ヤギ,も しくは正常ウサギ血清で 30

分問処理 した。一次抗体を冷室で一晩作用させた.用 いた

抗体は以下である。ウサギ抗マウス・ラミニン抗体 (希釈

倍率 1:500,以 下同じ)。 ウサギ抗 ヒト・フィプロネクチ

ン抗体 (1:500)(以上 Collaborative Research,Bedfor‐

d,米 国),マ ウ ス 抗 ヒ ト・テ ナ ス チ ン抗 体 (1:100)

(GIBCO BRL,Gaithersburg,米国),マ ウス抗 ヒト・ 1型

ビ トロ ネ ク チ ン抗 体 (1:100)(Calbiochem,San
Diego,米 国),マ ウス抗 ヒト・トロンボスポンディン抗体

(1:50),ラ ット抗マウス・エ ンタクチ ン抗体 (1:50)

(以上 Chemicon,Temacula,米 国)を 用いた。抗体の特異

性 は western blotting法 で確認 した.陰性対照 として,

一次抗体がポ リクロナル抗体 (ラ ミニン,フ ィブロネクチ

ン)の 場 合 は,非 標 識 正 常 ウサ ギ血 清(Collaborative

Research)を モノクローナル抗体 (テ ナスチン,ビ トロネ

クチン,ト ロンボスポンディン,エ ンタクチン)の場合 に

は,マ ウス抗 ジゴキシゲニ ン抗体 (Boehringer Mann_

heim,Indianaporis,米 国)を一次抗体 と同濃度 に希釈 し

て用いた。二次抗体 としてビオチン化ヤギ抗 ウサギ IgG

もし くは ビオ チ ン化 ヤ ギ抗 マ ウス IgG(い ず れ も

Vector,Burlingam,米 国)を 1:250で 室温,40分 間作

用させた。さらにス トレプ トアビジンーペルオキシダー

ゼ (BioGenex,San Ramon,米 国)を 1:100で室 温,40

分 間 作 用 させ た。発 色 は DAB(3‐ 3‐diaminobentidin,

Sigma,米 国)で行い,一部の切片では対比染色 をヘマ ト

キシリン(Sigma)で行った。切片はアルコール系列で洗

浄,キ シレンに透撤 した後 に Premount(Fisher)で 封入

し,光学顕微鏡で観察 した。

III 結  果

今回の研究では球後視神経部を視神経線維,軟膜中隔,

髄膜組織である軟膜,く も膜,硬膜に分けて,そ の免疫組

織化学による染色部位を検討した。

まず,ラ ミニン(図 lA,B,図 3A)は既に示されている

ように,軟膜中隔,軟膜 と神経線維の境界,ま たは実質内

では血管に伴って線状に認められた。くも膜ではその周

囲を取 り巻 くように染色が認められ,ま た軟膜,硬膜のく

も膜側表面 も染色された。硬膜実質中には血管に伴った

染色のみ認められた。フィブロネクチン(図 lC,D,図 3

B)は軟膜中隔,軟膜,く も膜,硬膜のいずれもがびまん性

に染色された。軟膜中隔では,血管への染色が強調されて
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いた。テナスチン(図 2A,B)に対する染色は,軟膜中隔,

軟膜 と神経線維の境界部に時に認められた。陽性の部位

と陰性の部位 とが認められた。実質中には染色は認めら

れなかった。くも膜,硬膜には認められなかった。ビトロ

ネクチン(図 2C,D,3C)は軟膜中隔,軟膜,く も膜,硬膜

のいずれにも認められ,そ れらは細線維状を示していた。

また,く も膜ではその表面に強 く認められたのに加えて,

内部の実質中にもわずかだが認められた。トロンボスポ

ンディン(図 2E,F)は 軟膜中隔,軟膜の毛細血管 と考え
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られる部位に認められた。実質中には認められなかった。

また ,く も膜,硬膜には明らかな染色 は認められなかっ

た.エ ンタクチンの分布はほぼラミニンと同様で,軟膜中

隔,軟膜の神経線維 との境界,く も膜,硬膜の表層に認め

られた。

今回用いた 5眼の組織では染色強度に差は認められた

が,分布 という点では個体差は認められなかった。また,

陰性対照 (図 lE,F,2G,H)で は有意の陽性所見 は認め

られなかった。

図 1 正常ヒ ト球後視神経におけるラミニン(A,B),フ ィプロネクチン(C,D)に対する免疫組織化学染色.

A,C,Eは 視神経輪部を(いずれもバーは 200 μm),B,D,Fは視神経部の強拡大を(いずれもバーは 50 μm)

示 している。D:硬膜,A:く も膜,P:軟膜,0:視神経.A:ラ ミニンは,軟膜中隔,軟膜 と視神経線維束

との境界部,軟膜,硬膜の くも膜側表面,く も膜表面,各所の血管 (矢 印)に伴って認められた。B:ラ ミニン

は,視神経線維東 との境界部 (矢 じり)と 血管 (矢印)に伴って認められた。C:フ ィブロネクチンは,軟膜中

隔,軟膜,く も膜,硬膜のいずれにおいてもびまん性に認められた。D:フ ィブロネクチンは,視神経内部で

は軟膜中隔にびまん性に認められた。E,F:正常ウサギ IgGを作用させた陰性対照では有意の染色は認め

られなかった。
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IV考  按

今回の報告では,既に示されている6)～ 9)ラ ミニン,フ イ

ブロネクチンに加 えて,テ ナスチン,ビ トロネクチン,ト

ロンボスポンディン,エ ンタクチンが球後視神経部 に分

布 していることを免疫組織化学的に示 した。いずれ も特
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異的な染色の分布,お よびパターンを示していた。今回の

実験で注目した分子は,以下のような特徴をもっている。

ラミニン15)～ 17)は IV型 コラゲンとともに基底膜の主要成

分として知 られている。少なくともA鎖,Bl鎖,B2鎖

と呼ばれる 3本の長いポ リペプチド鎖をもち,非対称の

十字形の構造をしている。組織の発生,分化,移動などに

関して重要な役割を果たしていることが示唆されてい

る。一方,フ ィブロネクチン18)19)は 古 くから知 られる細胞

接着分子で,血液中,体液中,ECMの いずれにも存在 し

ている。細胞の移動を含む様々な細胞 とECMと の相互

関係を仲介すると考えられており,発生,創傷治癒などの
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図 3 正常ヒ ト球後視神経の髄膜組織におけるラミニン(A),フ ィプロネクチン(B),ビ トロネクチン(C)の

分布,強拡大像 (いずれもバーは 50 μm)を示 している。

D:硬膜,A:く も膜,P:軟膜,0:視神経.A:ラ ミニンは,軟膜 と視神経線維東 との境界部,軟膜,硬膜 の

くも膜側表面,く も膜表面に伴 って認められた。B:フ ィブロネクチンは,軟膜,く も膜,硬膜のいずれにお

いてもびまん性 に認められた。C:ビ トロネクチンは,く も膜をはさんで,軟膜表面,硬膜表面で強 く染色 さ

れた.

際の細胞移動,細胞の成長や分化の調節などに重要な機

能を果たしていると考えられている。さらに,テ ナスチ

ン20)～ 22)は ECMに限局して存在し,一般に胎生期や創傷

治癒の際など,極 めて限られた条件下のみで発現する分

子で,正常成熟状態での分布はごくわずかに限られてい

る。その限られた発現から考えて,細胞の移動,増殖,成熟

などに重要な分子と考えられている.ビ トロネクチン23)

は,ま さに細胞接着,細胞伸展に働 く分子 として発見され

た分子で,血清中,ECMの両者に認められる。この分子

は多 くのインテグリンを介して細胞 と接着 し,ま たエラ

スチンやプラスミノーゲンアクチベーターインヒビター

図 2 正常ヒト球後視神経におけるテナスチン(A,B),ビ トロネクチン(C,D),ト ロンポスポンディン(E,F)に 対する免疫組

織化学染色。

A,C,E,Gは視神経輸部を(いずれもバーは 200 μm),B,D,F,Hは 視神経部の強拡大を(いずれもバーは50μ m)示 してい

る。D:硬膜,A:く も膜,P:軟膜,0:視神経.A:テナスチンは,球後視神経部では軟膜中隔と視神経線維束の境界部に

のみ認められた(矢 じり)。 軟膜,く も膜,硬膜には有意の染色は認められなかった.B:テ ナスチンの軟膜中隔と視神経線維

束の境界部での染色は,部位によってその強度に比較的大きな差が認められた。C:ビ トロネクチンは,球後視神経の細胞

外マ トリックスの各所に認められ,特にくも膜をはさんで,軟膜表面,硬膜表面で強く染色された。D:ビ トロネクチンは,

軟膜中隔中に,多数の微細な線維状に認められた(矢 じり)。 おそらく血管にも伴っている(矢印)。 E,F:ト ロンボスポン

ディンは,球後視神経部では各所の血管に伴ってのみ認められた(矢印).G,H:マ ウス抗ジゴキシゲニン抗体を作用させた

陰性対照では有意の染色は認められなかった。
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などとも結合 し,そ の結果,様々な生体現象とかかわって

いると考えられている。トロンボスポンディン24)～ 26)は 血

小板の α顆粒に認 められる分子で,血液中だけでな く,

線維芽細胞,平滑筋細胞 によって も分泌 され ECM中 に

も発現 している。接着分子である一方,線維芽細胞,血管

内皮細胞に対 しては反接着性をもち両機能 と考えられて

いる。また,ECMに おける機能 に関 しては不明だが,最

近の知見から血管新生を抑制する作用があるらしいこと

が明 らかとなってきている.最後に,エ ンタクチン27)は ナ

イ ドジェンとも呼ばれ,基底膜の一成分 として知 られて

お り,ラ ミニン,IV型 コラゲンとともに存在 し,両者 をつ

なぐ働 きをしていると考えられている。

今回の研究では,すでに報告したラミニン,フ ィブロネ

クチンの分布に関 しても検討した。その理由として,こ れ

らが広 く生体内に分布する細胞接着性グリコプロテイン

の代表であること,ま たラミニンは基底膜に分布 し,組織

切片上で線上を示すのに対して,フ ィブロネクチンは,い

わゆる細胞外組織 にびまん性に存在することか ら,両者

は免疫組織化学的にそれぞれ全 く異なったパターンで染

色 され,他の分子の分布を検討する上で対比 しやすい と

考えたからである。ラミニン,フ ィブロネクチンに対する

染色 は,既報 とほぼ同様であった。また,エ ンタクチ ンは

ほとんどすべての基底膜に存在するとされ,ラ ミニ ンと

結果が一致 した点 もこれを支持 していると考えられた.

一方,テ ナスチンが球後視神経の軟膜 中隔に部分的では

あるが,陽性 と考えられる所見が得 られた点は,一般的な

この分子 に関する概念
20)21)に

反 している。テナステ ン分

子 は成人 において は,創 傷治癒 な どのいわゆる組織 の

remodelingの 際など,限 られた条体下でのみ発現する分

子 と考えられ,そ の分布はきわめて限 られている。神経線

維 は,生理的にも経年変化によって脱落 してい く。つ ま

り,視神経の形態は継続的に変化 していると推定され,そ

の変化の強い部位 にテナスチンが発現 している可能性が

ある。また,グ リア細胞 はテナスチンを発現する代表的な

細胞であると考えられている.ビ トロネクチンは球後視

神経の,細胞外組織の多 くに認められた。この細線維状の

染色パターンはエラスチンに見 られ るそれに類似 してい

る。ビ トロネクチンはしばしばエラスチンと共存 してい

ると考えられてお り,球後視神経における両者の相互作

用についても興味が もたれる。最後 に,ト ロンボスポン

ディンは血管に沿ってのみわずかに認められた.眼組織

における分布を検討 した研究はな く,そ の意義は不明で

ある。我々の同様の研究では,飾状板のビームに強い発現

が認められた (未発表データ).

これ らのグリコプロテインは,い ずれ も遺伝子お よび

分子構造
16)20)23)26)28)29)な どがほぼ明 らかになっているの

に対 して,生理的機能に関する情報,特 に 物 υわθでの働

きに関してはほとんど未知のままである。おそらく,こ れ

らの分子は他の ECM分 子と同様 に,互 いに共同し,作用

日眼会誌、 101巻  1号

し合いながら,組織の調節,維持に働いていると考えられ

る。したがって,種々の視神経疾患における変化や機能が

注目される。
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