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錐体視細胞外節へのフコース認識レクチンの選択的結合分布
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要

ラッ トおよびヒト網膜の視細胞層におけるフコース含

有複合糖質の分布について,L‐ フコース αl,6残基を認

識するスJθ

“
rJα α

“
rα屁

“

α lectin(AAL)を 用いてレク

チン組織化学的に検索 した。ラット網膜では,視細胞外節

先端部と内節基底部にほぼびまん性に強い AALの染色

像が観察されるとともに,一部の視細胞 (分布の割合から

錐体 と推定 される)の 外節 に,そ のほぼ全長にわたる

AALの染色像が観察された。ヒト網膜では,視細胞内節 キーワー ド:視細胞,フ コース,複合糖質,レ クチン
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Abstract
The distribution of fucose-containing glycocon- fusely to the basal inner segments and to the retinal

jugates in the photoreceptor cell layer of rat and pigment epithelia, but it bound selectively to the
human retinas was examined by lectin histochemis- outer segments of the cones. The present findings
try using Aleuria aurantia lectin (AAL), which revealed that the glycoconjugates, whose sugar
recognizes L-fucose a1, 6 residue. [n the rat retina, chains contain L-fucose al, 6 residue on their ter-
AAL diffusely bound to the apical outer segments mini, are present in the cone outer segments. (J Jpn
and to the basal inner segments, whereas it bound to Ophthalmol Soc 101 : 853-8b6, lgg7)
the entire outer segments of other photoreceptors,
which were considered to be cones due to their Key words: Photoreceptor, Fucose, Glycoconjuga-
proportion. In the human retina, AAL bound dif- te, Lectin
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の基底部 と網膜色素上皮にほぼびまん性に強い染色像が

観察されたが,視細胞外節に関 しては錐体のみに染色像

が観察された.本研究によって,錐体視細胞外節には L―

フコース αl,6残基を糖鎖末端に有する複合糖質が分

布していることが判明した。(日 眼会誌 101:853-856,
1997)

I緒  言

細胞表面あるいは細胞外基質に分布する複合糖質は,

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―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 らは先に,網膜

視細胞の内・外節の表面およびその周囲の光受容体間基

質に分布する複合糖質の糖鎖末端にシアル酸が粁体視細

胞では存在するのに対し,錐体視細胞では存在 しないこ

とを数段階の糖鎖組織化学的研究によって確立 してき

た2)～ 4)。 さらに,シ アル酸含有複合糖質の糖鎖末端のシア

ル酸残基の形成に関与するシアル酸転移酵素のメッセン

ジャーRNA(mRNA)5)と 細胞質 シア リダーゼ6)も
,視細

胞層においては粁体内節に選択的に分布することを明ら

かにした。

ところで,複合糖質の糖鎖末端にはシアル酸のかわ り

にフコースが結合分布しているものもある1).シ アル酸

とフコースは一つの複合糖質の糖側鎖に共存して分布す

ることもあるが,一 つの糖に関 してはシアル酸かフコー

スのいずれか一方しか結合できない1)。 したがって,錐体

視細胞の内・外節の表面およびその周囲の光受容体間基

質に分布する複合糖質の糖鎖末端には,シ アル酸のかわ
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りにフコースが結合分布 している可能性がある。実際過

去に,フ コースを網膜内に取 り込ませると多くの動物種

で錐体視細胞外節に選択的に移行すること7),錐 体 ジス

トロフィー患者で L^フ コシダーゼ活性が低いこと8),お

よび錐体視細胞の多い網膜黄斑部で L‐ フコシダーゼ活

性が高いこと9)を 示 した報告がみられることから,視細

胞層においては錐体にフコースが選択的に分布している

可能性が高い。しかしながら,著者ら2)の 研究を含め過去

のレクチン組織化学的研究において,フ コースに特異的

なレクチンが錐体に特異的に結合する観察像は残念なが

ら得られていない。過去の研究で,著者やその他の研究者

が使 用 した 切ιχ
`笏

%のαι多
`S agglutinin I(UEA‐

1)と

ιθ′zs ″′%α多″θあわバ agglutinin(LTA)は ,L― フコース

αl,2残基を認識するレクチンである1° )。 錐体に分布す

る複合糖質の糖鎖末端においては,フ コースが αl,2以

外の結合様式で存在 しているために,UEA_1と LTAの

錐体視細胞への選択的結合性が検出できなかった可能性

がある。そこで,過去に視細胞のレクチン組織化学的研究

に使用された報告のみられない,L‐ フコース αl,6残基

を認識するスノ″″ガαα″Z″′″leCtin(AAL)H)の ラットお

よびヒト網膜の視細胞層における結合分布について検索

してみた.

II 方  法

IV 考  按

成熟 白色 Wistarラ ット4匹 の網膜 と,脈絡膜悪性黒

色腫のために眼球摘出した 2例 の健常部網膜を試料 とし

てレクチン組織化学的検索を実施 した。眼球を 10%ホ ル

マ リン液を用いて一晩浸漬固定 した後,ア ルコール脱水

してパラフィン包埋 した。5μ mの厚 さの組織切片 を作

製 し,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 0.05%

Tween 20鱗酸緩衝液 (PBS:()_01M,pH 7.4)に 30分

間浸漬 して,レ クチンの非特異的吸着をそれぞれ抑制 し

た。次に,1()mg/nllの 濃度 になるように 0.05%Tween

20/PBSに 溶解 したビオチン標識 AAL(生化学工業)を

組織切片に室温で 1時間反応 させた。対照実験 としては,

ハプテン糖の L‐ フコースを 0.lMの 濃度になるように

混合 したビオチ ン標識 AALの 溶液を反応 させた。PBS

を用いて洗浄 した後,Vectastain Elite ABC Kit(Vector

社 )と ジアミノベ ンチジンを用いてベルオキシダーゼ発

色 させた。網膜視細胞層におけるビオチン標識 AALの

結合分布について,光学顕微鏡を用いて観察 した。

III 結  果

ラット網膜では,視細胞外節先端部 (図 lAの a)と 内

節基底部 (図 lAの b)に ほぼびまん性に強い AALの染

色像が観察されるとともに,一部の視細胞外節に,そ のほ

ぼ全長にわたるAALの 染色像が散在性に観察 された

(図 lAの 矢印).ハ プテン糖の L‐ フコースの存在下で

図 1 ラット網膜視細胞層のビオチン標識 五Jθ

“
r′α

α
“

rα

“
″α lectin(AAL)染色像 .

A:AAL染 色像,B:Aの 陰性対照像.a:視細胞

外節先端部,b:視細胞内節基底部,矢印 :視細胞

外節.バーは 20 μnl

は,ほ とんど微弱な発色像 しか観察されなかった(図 1

B).

ヒト網膜の象1離部の AAL染色像を観察 した場合,視

細胞内節の基底部 (図 2Aの b)に ほぼびまん性に強い染

色像が観察されるとともに,視細胞外節に関しては錐体

のみ(図 2Aの c)に 染色像が観察された。網膜色素上皮

細胞に関しては,陰性対照像 (図 2B)で はメラエン色素

の輪郭が判別しやすかったのに対 し,AALの染色像 (図

2Aの a)で はメラニン色素が覆い隠されるようにびま

ん性に染色されるとともに,メ ラエン色素存在部よりも

さらに外節寄りの色素上皮の突起に相当すると考えられ

る領域まで少し厚めに染色された。L― フコースの存在下

では,メ ラエン色素が色素上皮細胞と視細胞外節の先端

部に観察されただけで,ペ ルオキシダーゼ発色像はほと

んど微弱にしか観察されなかった(図 2B)。

まず視細胞外節に関して,ラ ットでは一部のものしか

AALで染色されなかった。その理由は,ヒ ト網膜視細胞
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図 2 ヒト網膜視細胞層のビオチン標識 AAL染色像.

A:AAL染色像,B:Aの 陰性対照像.a:網膜色素上皮,bi視細胞内節基底部,c:錐体.バーは 20 μm

外節の染色像の特徴から,AALが錐体外節に選択的に

結合するからであることが判明した。ラット網膜では視

細胞の 98.5%が粁体であると報告
12)さ れており,錐体視

細胞の割合が少ないことから,そ の外節が散在性に染色

されたものと考えられる.一 方,ラ ット網膜において,視

細胞外節の先端部がびまん性に染色されたが,こ れはヒ

ト網膜の染色像と対比させた場合,網膜色素上皮の突起

が染色されたものではないかと考えられる。また,ラ ット

とヒト網膜で共通に視細胞内節基底部がびまん性に染色

されたが,こ れは顕微鏡のフォーカスをずらしながら観

察したところ,内節そのものではなく,ミ ューラー細胞の

突起が染色されているようにみえた。本研究によって,少

な くとも視細胞外節の基底部か ら中間部にかけては

AALが錐体に選択的に結合することが明らかになった

が,外節の先端部 と内節基底部の AAL染色部位に関し

ては,電子顕微鏡的にそれぞれ網膜色素上皮 とミュー

ラー細胞の突起であることを証明する必要がある。

ところで,錐体外節へのフコース特異的なレクチンの

選択的結合分布が過去の報告において,L‐ フコースαl,

2残基を認識するUEA lと LTA10)で は検出されなかっ

た2)の に対 し,本研究において L‐ フコース αl,6残基を

認識するAALn)で検出されたことから,錐体外節に分布

する複合糖質の糖鎖末端には L― フコースが αl,6結合

した形で存在 していることが明らかになった。過去に眼

科領域でAALを 使用した研究に関しては,AALを家兎

の硝子体内に注入して網膜への取 り込みを観察した報

告
13)がみられるだけである。この研究13)で は,神経節細胞

から視中枢方向への軸索流に乗ったAALの移行につい

ての観察結果だけが記載 されている。AALを レクチン

組織化学に使用した研究に関 しては,筋 肉14)な どの眼以

外の組織における結合分布について報告したものが散見

される程度であり,視細胞層におけるフコースの錐体選

択的分布をレクチン組織化学的に証明したのは本研究が

初めてである.

複合糖質の糖鎖末端には,シ アル酸かフコースのいず

れかが結合分布 している1)。

糖鎖末端におけるシアル酸

とフコースの生理学的役割に関 しては,両者 とも悪性腫

瘍の病態 との関連で研究が進められているものの1),未

だ明確にされてはいない。本研究で確認されたフコース

の錐体視細胞特異性と,著者 らがこれまで確立 してきた

シアル酸の梓体視細胞特異性 とを対照させた研究を進め

ていくことにより,両者の生理学的役割に関する相乗的

な研究発展が期待できる。すなわち,錐体と粁体視細胞は

生理学的に大きく異なつていることから,そ れらの差異

の発現にフコースとシアル酸の役割を対応させることが

できれば,こ の領域の研究が大 きく進展する可能性があ

る。例えば,著者らはシアル酸の有する陰性荷電 と,粁体

視細胞の高い光感受性 との関係について先 に考察 し

た5)._方
,連続光照射によって実験的に引き起 こされる

網膜変性症において,粁体視細胞が優位に障害されてア

ポ トーシスに陥る現象に,光照射によって誘発される細

胞質シアリダーゼの増加が関与 している可能性を指摘し

た15)。

錐体視細胞にはもともとシアル酸の代謝系が存在

していないために,連続光照射によって障害されにくい

のではないかと考えられる。錐体視細胞のアポ トーシス

にはフコースの代謝系が関係 していることが推定され,
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これ は連続光照射 による影響 を受 けに くいのか も知れな

い。これ らの点 を含 め,糖鎖末端 にお け るシアル酸 とフ

コースの生理学的役割 と様々な眼疾患の病態 との関係 に

ついて,今後の研究 によって明 らかに してい きたい。

本研究 は,文 部省科学研究費 (基盤 C09671809)の 補助 に

よって行った.
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