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要

生後 0～ 1日 目のラッ トの眼瞼上皮の複合糖質につい

て,レ クチ ン組織化学的 に検索 した。シアル酸 α2,3

galactose β l,3 N‐ acetylgalactosamine(Gal β l,3

GalNAc),あ るい は シ アル酸 α2,3 galactose β l,4

N‐ acetylglucosamineを 認識するZααcttα αれarθん‐

sJs lectin IIが 基底細胞の細胞膜に結合 したことから,

生下時に既に基底細胞の細胞膜には,こ れらの糖鎖を有

する複合糖質が分布 していることが明 らかになった.

Gal β l,3 GalNAcを 認識するレクチンのうち,糖鎖末
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約

端に存在するシアル酸の影響 を受けないjacahnは ,基

底細胞の細胞膜に結合 したのに対 し,シ アル酸の存在に

よってその結合が阻害されるpeanut agglutininの 結

合像は観察されなかったことから,基底細胞の細胞膜に

分布する複合糖質の糖鎖の Gal β l,3 GalNAcは ,すべ

てシアル酸が結合 した成熟した形で存在しているものと

考えられた。(日 眼会誌 101:571-574,1997)
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Abstract
The glycoconjugates in neonate rat eyelids at ited by the terminal sialic acid, bound to the cell

postnatal day 0 or I were examined by lectin histo- membranes of the epithelial basal cells, whereas
chemistry. Maackia amurensis Iectin II, which peanut agglutinin, whose binding is inhibited by the
recognizessialicacid a2,3galactoseB1,3N-acetyl- terminal sialyl residue, did not bind to their cell
galactosamine (Gal B1, 3 GalNAc) or sialic acid a2, membranes. These findings suggest that all the
3 galactose B1, 4 N-acetylglucosamine, bound to the residues of Gal pl, 3 GalNAc in the glycoconjugates
cell membranes of the epithelial basal cells, suggest- of their cell membranes are sialylated as the mature
ing that the glycoconjugates containing these sugar form. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 r 571-574, 1997)

chains are present on their cell membranes. With
respect to the binding of the Gal Bl, 3 GalNAc- Key words: Rat, Eyelid, Glycoconjugate, Lectin
specific lectin, jacalin, whose binding is not inhib-

I緒  言

細胞表面の複合糖質は,細胞接着,細胞間物質輸送,細

胞増殖の促進・抑制,貪食などの細胞間あるいは細胞一細

胞外基質問の相互作用に際し,重要な役割を果たしてい

る1)。 著者 らは,眼瞼腫瘍の増殖,浸潤,転移の仕組みを解

明するための基礎的資料を得る目的で,正常眼瞼上皮の

複合糖質に関する糖鎖組織化学的研究を進めており,最

近,成熟ラット眼瞼瞼縁部上皮の細胞膜に分布する 0‐結

合型のシアル酸含有複合糖質の動態が,基底細胞 と表層

側の上皮細胞 とで異なっている可能性があることを報

告
2)し た。すなわち,基底細胞の細胞膜に分布するシアル

酸含有複合糖質は,発生学的に早い時期にいったん合成

された後は安定で,代謝されにくいのに対し,表層側の上

皮細胞の細胞膜に分布する複合糖質は成熟眼瞼上皮でも

産生され続け,表層に向かって移動するにつれて,シ アル

酸が糖鎖末端に付加 されて成熟するものと推定 した2)。

この仮説をより強固なものにするためには,実際に生後

早期のラット眼瞼上皮の基底細胞の細胞膜に,既 にシア

ル酸含有複合糖質が分布していることを証明する必要が
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ある。そこで本研究においては,生後早期のラット眼瞼上

皮の複合糖質について,ン クチン組織化学的手法を用い

て検索してみた。

II 方  法

妊娠した自色Wistarラ ットを通常の光環境下 (12時

間明/12時間暗)に 飼育し,出産させた。生後 0～ 1日 目

のラット(出産中のラット内のケージから得た)を 4匹 ,

図 1 生後 0～ 1日 目のラット眼瞼上皮の レクチン染色像。

A:ビオチン標識 Z磁 (・力滋 απz″πsグs lectin II染色像,B:ビ オチン標識 jacalin染 色像,C:螢光標識

wheat germ agglutinin染 色像,D:螢光標識 peanut agglutinin染 色像。バーは 40 μm

炭酸ガスを吸引させて安楽死させ,眼富内容除去を行い,

眼瞼 と眼球を一塊 として 10%ホ ルマリン液を用いて浸

漬固定 した。摘出組織をアルコール脱水,パ ラフィン包埋

した後,5μ mの厚さの光学顕微鏡用の組織切片を作製

した。切片 を脱パ ラフィン後,0.2%過 酸化水素/メ タ

ノールに 10分間浸漬 して,内因性ペルオキシダーゼ活性

を燐酸緩衝液(PBS)に溶解した2%ウ シ血清アルブミ

ンに 30分間浸漬して,レ クチンの非特異的吸着をそれぞ
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一方,外界に面 している皮膚側上皮 には,最表層に線状

に,表層の上皮細胞の細胞膜に散在性 に軽度の MAL II

の染色像が観察 された(図 lA下 方).ビ オチ ン標識

jacalinは 瞼縁部の全領域にわたって,基底細胞から表層

側のすべての上皮細胞の細胞膜に結合 した(図 lB).螢

光標識 WGAも ,瞼縁部の全領域にわたって,基底細胞

から表層側のすべての上皮細胞の細胞膜に結合 した (図

lC)。 さらに,外界に面している皮膚側最表層に帯状に強

い染色像が観察された (図 lC下方).螢光標識 PNAは ,

基底細胞を除 く上皮細胞の細胞膜に,上下眼瞼の境界部

から結膜側にかけてはほぼ全体的に(図 lD真ん中から

上方),皮膚側面においては表層の数層を除いて結合 した

(図 lD下方)。 一方,結膜面と皮膚面の最表層に帯状の染

色像が観察された (図 lD上下)。 これ らのレクチン結合

の強さは,それぞれのハプテン糖の存在下に減弱した (図

2A,B)こ とから,各 レクチンがそれぞれに特異的な糖鎖

を認識して結合 したものとみなした。

IV考  按

本研究において,シ アル酸 α2,3 galactose β l,3N‐

acetylgalactosamine(Gal β l,3 GalNAc),あ るいはシ

ア ル酸 α2,3 galactose β l,4N―acetylglucosamine

(Gal β l,4 GlcNAc)を 認識 す るMAL I13)は ,生 後 0

～ 1日 目のラットの瞼縁部上皮の基底細胞の細胞膜に結

合 したことから,生下時に既に基底細胞の細胞膜には,こ

れらの糖鎖を有する複合糖質が分布 していることが明ら

れ抑制 した。次に,10 μg/mlの濃度になるように2%ウ
シ血清 アルブ ミン/PBSに 溶解 した ビオ チ ン標識

″
“

θ々″ αttz`″πsた lectin II(MAL II),ビ オチン標識

iacalin,螢 光標識 wheat germ agglutinin(WGA)お よび

螢光標識 peanut agglutinin(PNA)を ,組織切片にそれ

ぞれ室温で 1時間ずつ反応させた(い ずれのレクチンも

Vector社,USAか ら購入)。 対照実験としては,そ れぞれ

のレクチ ンのハプテン糖 (MAL II:3'― sialyllactose:

jacalinと PNA:D―galactose;WGA:N,N',N"‐

chitotriose)を 0.lMの濃度になるように混合 したレク

チンの溶液を反応させた。PBSを 用いて洗浄 した後,ビ

オチン標識 したレクチンを反応させた組織切片は,さ ら

に,Vectastain Elite ABC Kit(Vector社 ,USA)と ジア

ミノベンチジンを用いてペルオキシダーゼ発色させた.

生後早期のラット眼瞼瞼縁部上皮のレクチン結合分布に

ついて,ビオチン標識レクチンを反応させた組織切片は

光学顕微鏡を,螢光標識レクチンを反応させた組織切片

は螢光顕微鏡をそれぞれ用いて観察した。

III 結  果

本研究報告では,上下眼瞼が癒合している部位だけで

なく,近傍の皮膚側 (図 1下方)と ,結膜側 (図 1上方)の上

皮 をひっくるめて瞼縁部 と総称 した。ビオチ ン標識

MAL IIは ,生後 0～ 1日 目のラットの瞼縁部上皮全体

にわたって基底細胞の細胞膜に結合したが,特 に基底膜

に面している部分に強い結合像が観察された (図 lA)。

 ヽ    .

図 2 生後 0～ 1日 目のラッ ト眼瞼上皮のレクチン染色像 (対照 )。

A:ビオチン標識 jacalinと D―galactoseの混合液を用いた染色像,B:螢光標識 peanut agglutininと D‐

galactoseの 混合液を用いた染色像。バーは 40μ m
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かになった。Gal β l,3 GalNAcを 認識するjacalinと

PNAの基底細胞の細胞膜への結合性に関しては,糖鎖

末端に存在するシアル酸の影響を受けないjacalin4)は 結

合 したのに対 し,シ アル酸の存在によって阻害 される

PNA5)は 結合 しなかったことから,基底細胞の細胞膜に

分布する複合糖質の糖鎖の Gal β l,3 GalNAcは ,す べ

てシアル酸が結合した成熟した形で存在しているものと

考えられる。瞼縁部の表層側の上皮細胞の細胞膜 には,

MAL IIの 結合像 は観察 され なかったが,Gal β l,3

GalNAcを 言忍識するPNAは結合 したことから,糖鎖、末

端にシアル酸が結合 していない Gal β l,3 GalNAcは

分布していることが明らかになった。シアル酸が糖鎖末

端に存在 していてもGal β l,3 GalNAcに 結合 し得る

jacalinが ,基底細胞から表層側のすべての上皮細胞の細

胞膜に結合 したことは,こ れらの糖鎖の分布の所見 と一

致していると考えられる。皮膚側面においては,表層の数

層にPNAが結合 しなかった代わ りに,散在性 に MAL
IIが結合した,こ れらの部位では既に糖鎖末端へのシア

ル酸の付加が開始されているのであろう。一方,シ アル酸

あるいはGIcNAcに 特異的な WGA6)も 基底細胞だけで

なく,表層側の上皮細胞の細胞膜にも結合したことから,

GalNAcを 含む糖鎖だけでな く,GlcNAcを 含む糖鎖 も

これらの細胞膜に存在することが示唆される。

以上本研究によって,ラ ットにおいては,生下時に既に

眼瞼上皮の基底細胞の細胞膜にシアル酸を含有する複合

糖質が分布 していることが明らかになった.著者らは,生

後の眼瞼上皮の基底細胞では,シ アル酸含有複合糖質の

合成を行わないことを z′zs″z hybridization組 織化学的

に確認 してお り2),基底細胞膜に分布するシアル酸含有

複合糖質は生前に合成された後は安定で,基底細胞 を基

底膜上に保持するための役割を果たしている可能性が高

いものと考えられる。今後,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発現することが報告さ
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れ てい る desmocollin7)な どとの関連性 につ いて明 らか

にす るために,本研究 で レクチン組織化学的に同定 した

シアル酸含有複合糖質 の生化学的解析 を進 めてい く必要

がある。

本研究は,文部省科学研究費 (基盤 C07671928)の 補助 に

よって行った.
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