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要

多種類のビオチン標識と螢光標識レクチンによる二重

染色法および単独染色法を用いて,ヒ ト結膜杯細胞にお

ける 0‐結合型と N‐結合型の複合糖質の分布形態を検

索した。0‐結合型糖鎖を認識するpeanut agglutininと

N‐結合型糖鎖を認識する動り洸rれα θrtsιασα
“

J a‐

gglutininは ,二重染色によって同一の結膜杯細胞内部

に結合した。したがって,同一の杯細胞が両方の型の糖鎖

をもつ複合糖質を産生,含有していることが判明した。一

方,シアル酸 α2,3ガ ラク トースを認識する″ααcttα
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約

αれ
““
屁sお lectin IIが杯細胞内部に結合したのに対し,

シアル酸 α2,6ガ ラク トースを認識する Sαmb“cas

滅σrα agglutininは結合しなかった。これらの所見か

ら,ヒ ト結膜杯細胞の複合糖質糖鎖末端のガラク トース

には,シアル酸はα2,3結合していることが判明 した。

(日眼会誌 101:83-86,1997)
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レクチン組織染色法を用いた結膜杯細胞複合糖質の糖鎖解析
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Abstract

The distribution of O- and N-linked glycocon-
jugates in human conjunctival goblet cells was

examined histochemically using biotinylated and

fluorescence-labeled lectins simultaneously. Both
peanut agglutinin and, Erythrina cristagalli a-

gglutinin, specific for O- and N-linked sugar chains,

respectively, bound to the same goblet cell, which

demonstrated that a conjunctival goblet cell pro-

duces and contains both types of glycoconjugates.

Maackia amurensis lectin [[, specific for sialic acid

a2, 3 galactose, bound to the goblet cells, while

Sambucus nigra agglutinin, specific for sialic acid

a2,6 galactose, did not. This observation suggested

that the terminal galactosyl residue of the glyco-

conjugates is a2, 3-sialylated in the human con'
junctival goblet cells. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 : 83

-86, 1997)

Key words: Conjunctiva, Gohlet cell, Glycocon-
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I緒  言

結膜の杯細胞で産生。分泌される複合糖質は,涙液の維

持をはじめとする種々の生理的機能の発現に関与してい

る1)。 複合糖質は,その糖鎖構造の違いから大きく0‐結合

型と N―結合型の 2種類に分類される。著者らは,結膜杯

細胞内の複合糖質の糖鎖について,特定の糖鎖構造を認

識して結合する性質を有するレクチンを用いて組織化学

的に検索してきた
2)3)。 しかしながら,一つの杯細胞で 0-

結合型とN―結合型の複合糖質がともに産生されるのか,

あるいは 0‐結合型 と N―結合型の複合糖質を,それぞれ

別個に産生する異なった種類の杯細胞が存在するのかと

いう点に関しては,未だ解明するに至っていない。網膜光

受容体間基質では,0-結合型とN―結合型の複合糖質は異

なった分布様式をとり,それぞれ異なった生理学的機能

を担っている。すなわち,0-結合型は安定な網目状構造

を形成し,視細胞 と網膜色素上皮細胞の間の接着に関与

しているのに対し,N―結合型は顆粒状成分として同定さ
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れ,明・暗でその分布が変化し,両細胞間の物質輸送に関

与していることが推定されている4)。 結膜杯細胞におい

ても,0-結合型とN―結合型の複合糖質の分布形態が異

なつている可能性があることから,それらの生理的役割

を解明するためにも,0-結合型とN‐結合型の複合糖質の

結膜杯細胞内局在分布の詳細について明らかにしておく

必要がある。そこで,0‐結合型糖鎖を認識するレクチン

であるpeanut agglutinin(PNA)5)と ,N´結合型糖鎖を認

識するレクチンである Eηttπα θπMttα′′グagglutinin
(ECA)6)を ,それぞれ異なった標識のものを用いて同一

結膜組織切片に反応 (二重染色)さ せることによって,0-

結合型 と N―結合型の複合糖質の結膜杯細胞内局在分布

の相互関係を検索した。一方,これらのレクチンは,シ ア

ル酸が複合糖質の糖鎖末端に存在すると,その結合が阻

害されて減弱してしまい,シ アル酸を含有する複合糖質

は検出できない可能性があることから,シ アル酸を認識

するレクチンを用いた組織染色も並行して実施し,実験

結果の解析を行った。

日眼会誌 101巻  1号

II実 験 方 法

翼状片手術(10例 )お よび自内障手術 (10例)の際に得

られた結膜組織を,3%グルタールアルデヒド/燐酸緩
衝液(PBS:0.lM,pH 7.4)を 用いて浸漬固定 し,ア ル
コール脱水,パラフィン包埋した。5μmの組織切片を作
製,脱パラフィンし,0.2%過 酸化水素/メ タノールで内
因性 peroxidase活性を,2%ウ シ血清アルブミンでレ
クチンの非特異的吸着を抑制した。次に,10 μg/mlの濃
度になるようにリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)に 溶解 し

たビオチン標識ピーナツ凝集素(PNA),ビォチン標識腸
内細菌共通抗原 (ECA),ビ ォチン標識 Sα%ι%`術 %μα
agglutiin(SNA),あ るいはビオ チ ン標 '識 ″ααι力″
απ%″ηsた lectin II(MALII)を ,連続する組織切片にそ

れぞれ室温で 1時間ずつ反応させた。PBSを 用いて洗浄
した後,Vectastain EHte ABC Kit(VectOr社 ,Burlin―
game,CA,米 国)と diaminobenzidineを 用いて発色 さ
せた。次に,これらのビオチン標識レクチンで染色した組

織切片をPBSで洗浄した後,さ らに螢光標識レクチン

図 1 ヒト結膜組織のビオチン標識レクチン染色像 .
翼状片組織 (A,C,E,G)の方が,自内障の手術で得られた結膜組織 (B,D,F,H)よ りも多くの杯細胞が分布し
ている.Peanut agglutinin(A,B),Eη 厖物 αθ/ιsクなiα′′ι

・
agglutinin(C,D),″iαzθ ″々 α″%″πstt lectin II(E,

F)が,それぞれ杯細胞内部に顆粒状に結合している。Sα″みに溶 ″,多α agglutininは ,杯細胞には結合 してい
ない (G,H)。 バーは 40μ m

=^^｀
ヽ

ド雛碓嘩
'蝙

‐‐ .    …・・     ｀f.,I地′
ドII′ 瘍

麟

E・琴"'気 '4_
ly`.｀  1"

H..

澪″

t゛場耐
験 :.‐

澪

■

　

　

　

．

・
| ‐     .

C      ・

嘉切 亀
?:式頴|,

E     :

n

緻″|||1銹

l;*
{

.  =攀
‐
′

1‐

・ ,・

lr._・     . イ

●

`
ど
、

F嘱ぼ:や,‐lit｀電卜豪:
 ヽ    ‐      ||-1‐・ ,|

……‐・‐ヽ・燕`豪‐巌|.:: ・`｀ 嘘〔:｀、 ‐` ・  ヽ1  -‐ :`卜
|́ : ‐,|::簗驚■   ・ ――.

ヽ

ハ

じ



平成 9年 1月 10日

を室温で 1時間反応させた。この場合,最初にビオチン標

識 PNAで染色した組織切片には螢光標識 ECAを ,ビ
オチン標識 ECAで染色 した切片には螢光標識 PNA
を,そ れぞれ二重染色 として反応させた。一方,ビオチン

標誠レクチン,あ るいは螢光標識レクチンの単独染色 も

実施した。これらのビオチン標識および螢光標識レクチ

ンは,い ずれもVector社 製のものを用いた。PBSを用
いて洗浄した後,螢光顕微鏡で観察,写真撮影を行った。

次に,永久標本として封入処理した後,螢光写真撮影した

部位 と同一部位を光学顕微鏡を用いて撮影し,両者の染

色像について比較,検討 した。対照としては,それぞれの

レクチン溶液に0.2Mと なるようにハプテン糖(PNA,
ECA:D‐ガラクトース ::MALII:3′―シアリルラクトー

ス :SNA:6′―シアリルラクトース)を加 えた溶液を反

応させ,ハ プテン糖の存在下でレクチン結合の強さが減

弱している像が観察された場合,そ の部位を特異的レク

チン結合部位と判定した。なお,結膜組織の採取は,術前

に了解を得た患者について行った。

III 結  果

翼状片と白内障の手術で得られた結膜組織の杯細胞の

分布密度に関しては,統計学的には検討はしていないが,

顕微鏡の 1視野当たりに観察される杯細胞の数は,一般

に前者の方が多い傾向がみられた。しかしながら,個々の

杯細胞のレクチン染色性に関しては,両者の間に明確な

差は検出されなかった。すなわち,すべての症例の結膜杯

細胞が下記の共通のレクチン染色像を示した。一方,下記

のレクチン染色の強さは,それぞれのハプテン糖の存在

下で減弱する像が観察されたことから,そ れぞれ特異的

に反応,結合したものと判定した。

図 1に ,翼状片と自内障の手術で得られた結膜組織の
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杯細胞のビオチン標識レクチン単独染色像を示した。翼

状片組織 (図 lA,C,E,G)の 方に,自内障の手術で得られ

た結膜組織 (図 lB,D,F,H)に 比べて,よ り多 くの杯細

胞が分布 している像が観察された。ビオチン標識 PNA
は,杯細胞内部に顆粒状に結合した(図 lA,B)。 ビオチ

ン標識 ECA(図 lC,D)と ビオチン標識 MALII(図 lE,

F)も ,杯細胞内部に顆粒状 に結合した。ビオチン標識

SNAは ,結膜表面に線状に結合したが,杯細胞には結合
しなかった (図 lG,H).

図 2に ,自 内障の手術で得られた結膜組織をビオチン

標識 PNAで染色した後,螢光標識 ECAを 用いて二重
染色した像を示した。杯細胞内部のビオチン標識 PNA
が結合しなかった部位 (図 2A,矢 じり)に螢光標識 ECA
の染色像が観察された (図 2B,矢 じり)。 一方,ビオチン

標識 PNAが結合した部位 (図 2A,矢印)に対応する部
分には,ほ とんど螢光標識 ECAは結合しなかった(図 2
B,矢 印)。 すなわち,一般にビオチン標識 PNAで染色さ
れていない部分に二重染色によって螢光標識 ECAが結
合して,両者の結合分布は互いに相補的な位置関係にあ

るように見えた。螢光顕微鏡観察下では,グルタールアル

デヒド固定によると考えられる結膜上皮全体の麦わら色

の自発螢光が強かったが,螢光標識レクチンが結合した

黄緑色の螢光とは明瞭に区別することが可能であった。

IV考  按

ガラクトースβl,3N―アセチルガラクトサミン(0-結

合型糖鎖)を認識する PNA5)と ,ガラクトースβl,4N―

アセチルグルコサ ミン(N―結合型糖鎖)を 認識する

ECA6)が ,と もに同一杯細胞の内部に結合したことから,

0-結合型 と N‐結合型の糖鎖が一つの杯細胞内に共存す

ることが判明した。しかしながら,両者は互いに相補的な

結膜杯細胞のレクチン組織染色・岩切他

図 2 ヒト結膜組織のレクチンニ重染色像.
ビオチン標識 peanut agglutinin(PNA)染 色 (A)し た後,同一組織切片を螢光標識 Eグ″夕・πα σ鶴ム

“

αノ′ι
・
agg―

lutinin(ECA)染色 (B)し ている。杯細胞内部の PNAが結合しなかった部位 (A,矢 じり)に ,ECAが結合 して
いる(B,矢 じり)。 PNAが結合 した部位 (A,矢印)に対応する部分にはほとんどECAは 結合していない (B,
矢印).螢光染色像では,グルタールアルデヒド固定による自発螢光が結膜上皮全体に観察される(B)。 バーは

40 μm
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分布形態をとっているように見えたことから,一つの蛋

白に O‐結合型と N―結合型の両方の糖鎖が結合して存在

しているというよりも,複数の O‐結合型 と N‐結合型の

複合糖質が別個に存在 しているものと推定される。両者

が完全に相補的であるかどうかという点については,今

後,電子顕微鏡レベルで明らかにしていく必要があるが ,

本研究によって,0‐結合型あるいは N―結合型の複合糖質

をそれぞれ別個に産生,含有する異なった杯細胞が存在

するのではなくて,同一の杯細胞が両方の型の複合糖質

を産生 ,含有していることが明確になった。

次に,結膜杯細胞内部にシアル酸 α2,3ガラクトース

を認識するMALI17)が結合したのに対 し,シアル酸 α 2,

6ガ ラクトースを認識する SNA8)は結合 しなかったこと

か ら,ヒ ト結膜杯細胞 の複合糖質の糖鎖末端のガラク

トースに,シ アル酸は α2,3結合していることが判明 し

た。著者らは,ラ ットの結膜杯細胞には MALIIだ けでな

く,SNAも 結合する染色像を観察 している(未発表デー

タ)。 結膜杯細胞内部の複合糖質糖鎖末端のシアル酸の結

合様式は,種によって異なっていることが推定される。し

かしながら,本研究か ら,同 じヒト組織の場合,翼状片 と

正常結膜 との間には,杯細胞内部の複合糖質糖鎖末端の

シアル酸の結合様式の差はみられないことが明らかに

なった.
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