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目 的 :緑内障眼で乳頭陥凹を含む視神経障害が形成

される際に,飾状板の細胞外マ トリックスが再構成 され

ることが知られている。これに,形質転換増殖因子 (TGF)
―βと血小板由来増殖因子(PDGF)の 変化が関与 してい

る可能性について,免疫組織化学的に検討する.

方 法 :カ ニクイサル 3匹 3眼 ,ニホンサル 2匹 2眼

を用い,ア ルゴンレーザーの隅角過剰照射で実験緑内障

を作製した.3～ 5か月後に乳頭陥凹が形成された後に,

摘出眼の視神経乳頭部を TGF― βl,― β2,― β3,PDGF―

A,― Bについて,凍 結切片 と biotin― ExtrAvidin― Alkali

Phosphatase法 で検討した。

結 果 :正常サル眼の視神経乳頭部にはTGF―βl,― β
2,‐ β3,PDGF― A,―Bのいずれもが検出され,神経線維,
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約

グリア細胞,血管細胞のいずれの細胞にも発現していた。

実験緑内障眼では師状板付近で主にグリア細胞の TGF―

βl,― β2の 発現が明らかに増強 していた。TGF― β3,

PDGF― A,― Bに ついては,正 常眼とに明らかな差はな
かった.

結 論 :実験緑内障眼の視神経乳頭部では,少 なくと

もTGF‐β,特 にTGF― βl,― β2の発現が増強しており,

緑内障眼における飾状板の再構成,特 に細胞外マトリッ

クスの産生系の促進に関与している可能性がある.(日 眼

会誌 103:193-200,1999)

キーワード:緑 内障,視神経乳頭,細胞成長因子,形 質転

換増殖因子,血小板由来増殖因子

サル実験緑内障眼の視神経乳頭部における形質転換増殖

因子…β,血小板由来増殖因子の変化
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Purpose: Remodeling of the extracellular matrix head including the nerve fibers, glial cells, and vas-

occurs in the lamina cribrosa in progressed glauco- cular cells. Glaucomatous eyes showed stronger ex-

matous optic nerve damage including disc cupping. pression of TGF B I and B 2 in the glial cells around
We examined immunohistochemical changes in the the lamina cribrosa. The staining intensities for
transforming growth factor (TGF)-B and platelet" TGF 83, PDGF A, and PDGF B were the same as in
derivetl growth factor (PDGF) in the optic nerve normal eyes.

heads in experimentally induced glaucoma. Conclusion : Eyes with experimental glaucoma

Method.s:\Ye used 3 cynomolgus and 2 Japanese showedhigherexpressions of TGF Bl and B2 arou-
monkey eyes. Glaucoma was induced by repeated ar- nd the lamina cribrosa. This finding may show
gon laser photocoagulation of the chamber angle. upregulation of extracellular matrix production as

Eyes were enucleated after disc cupping had formed related to remodeling of the lamina cribrosa in glau-

3 to 5 months after treatment. The optic nerve head coma. (J Jpn Ophthalmol Soc 103: 193-200, 1999)

was examined for expression of TGF B I, B 2, and B

3, and PDGF A and B in frozen sections and by the Key words : Glaucoma, Optic nerve head, Growth
biotin-ExtrAvidin-Alkali Phosphatase method. factor, Transforming growth factor

Findings:Normal monkey eyes showed TGF P 1, (TGF)-B, Platelet derived growth fac-

B 2, and B 3, and PDGF A, and B in the optic nerve tor (PDGF)
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緑内障による視神経障害は視神経乳頭部,特 に飾状板

部付近で初発 していると考えられてきた 1)2)。
特に飾状板

は一つの支持組織として,こ の部を通過する視神経線維

を機械的,かつ機能的に保持 していると考えられる3)4).

飾状板は結合組織性の構造で,こ れを構成する細胞外マ

トリックスに関する研究はこの約 15年 ほどの間に飛躍

的に進歩 し,様々な事実が明らかにされた 5)～ 21)。
その一

つとして,視神経乳頭陥凹が形成されてい く過程におけ

る飾状板の変化は,一種の細胞外マ トリックスの再構成

(remodeling)と して理解され5)10)13)～ 21),飾
状板は持続的

な崩壊・再生を繰 り返しながら後方へ向かって移動して

いくことが明らかになった。例えば,実験緑内障眼の飾状

板ではコラーゲン線維
3)14),弾

性線維
14)～ 16)ゃ プロテォグ

リカン10)の
配列が崩壊 し,乱 れていることが電子顕微鏡

犠:_二 田麟: ‐

レベルで示され,そ の反面,ヒ ト緑内障眼の視神経乳頭部

ではコラーゲンやエラスチンの遺伝子発現が増強してい

ること19)20),ま た,実験緑内障眼の視神経乳頭部ではメタ

ロプロテイナーゼ (MMP)活性が増強していることなど

が示されている21).細
胞外マ トリックスの産生・分解の

調節には,上記の MMPを含めて様々な因子が働いてい

ると考えられるが,そ の一つとしてサイトカイン・細胞

増殖因子がある22,23).細
胞外マ トリックスの調節に働 く

増殖因子の代表として,形質転換増殖因子(TGF)‐βと血

小板由来増殖因子(PDGF)があげられる,2閻 25)。 そこで,

緑内障眼における視神経障害および特徴的な視神経乳頭

陥凹の形成や進行に,TGF―βとPDGFが関与している可

能性について検討するために,こ の研究ではサル実験緑

内障眼の視神経乳頭部におけるこれらの細胞増殖因子の

発現を免疫組織化学的に調べた。

図 1 サル正常眼 (A),実験緑内障眼(B)の視神経乳頭部 .

ヘマ トキシリンによる単染色。いずれ もバーは 100 μm,LC:飾状板

A:正常眼の視神経乳頭の前飾状板では,ア ス トロサイ トと考えられるグリア細胞が規則正 しく配列 し,グ リ

ア柱 (矢 じり)を 形成 している.飾状板は強膜に連続してあ り,視神経線維はここから有髄線維へ と変わる。

B:実験緑内障眼では,前飾状板のグリア細胞の配列が著 しく乱れている。前飾状板部ではグリア細胞の密度

は低下し(星),節状板部では逆に増加 している.

C:正常飾状板を強拡大で観察すると強膜孔を横切るようにビームが配列 し,そ の表面に扁平な,おそらくア

ス トロサイ トがみられる(矢 じり).

D:実験緑内障眼の飾状板は屈曲し,肥厚 している。飾状板付近のグリア細胞の密度は増加 しその配列は乱れ

ていた (矢印).
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平成 11年 3月 10日 緑内障限におけるTGF―β,PDGFの変化・福地他

図 2 サル正常眼(A,C),実験緑内障眼(B,D)の視神経乳頭におけるTGF― βlの免疫組織化学染色.

いずれもバーは 100 μm,LC i飾状板

A:正常眼の視神経乳頭に,TGF:形質転換増殖因子 (TGF)‐ βlは 視神経線維,グ リア細胞にびまん性に発

現していた。グリア細胞としては後飾状板部の細胞により強く染色された細胞があった(矢 じり).

B:実験緑内障眼では,視神経乳頭部全体に,TGF― βlの発現が強くなっていた.特に飾状板周囲で強かった。

Ci正常飾状板を強拡大で観察すると視神経線維がびまん性に染色されたのに加えて,飾状板内などに強く

TGF― βlを 発現する細胞 (矢 じり)があった。

D:実験緑内障眼の飾状板部では,飾状板内の TGF― βlを 発現する細胞は数が増加し,発現がより強くなっ

ていた(矢印)。

II対 象 と方 法

実験 にはカニクイサル 3匹 3眼 ,ニ ホ ンサル 2匹 2眼

を用いた.実験緑内障眼は型のごとくアルゴンレーザー

の隅角過剰照射によって作製 した 8)10)14)。 カニクイサルに

ついては推定年齢はいずれも3歳で,ニ ホンサルに関 し

ては不明である。片眼に実験的に緑内障眼を作製 したが ,

その方法は既報に従い,ア ルゴンレーザーの隅角過剰照

射によって作製 した。眼圧上昇後,3～5か 月の時点で乳

頭陥凹が形成されたのを確認 した後に,過剰量のペ ント

バルビタール (ネ ンブタール°
)お よび塩酸ケタミン(ケ タ

ラールC)に よって安楽的に屠殺 し,速やかに眼球を摘出

した。これらは 4℃ の 0.lMリ ン酸緩衝液 (PBS)で洗浄

し,球後約 lmmの 部位で視神経を切断し,さ らに視神経

乳頭部のみを切 り出して,今回の実験に用いた。組織は未

固定のまま OCT compoundと ともに凍結包埋 し,厚 さ 8

μmの切片を作製 した。切片は免疫組織化学染色 までの
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間,-70℃ のフリーザー中で保存 した。

免疫組織化学染色は以下の手順で行った。まず,切片は

4℃ の4%パ ラフォルムアルデ ヒ ド/o.01 M PBSで 15

分間固定した。0.01 M PBSで十分に洗浄した後,非特異

的結合のブロッキングのために 10%正常ヤギ血清で 30

分 間,処 理 した。以下,洗 浄 は 0.01 M PBSで 3回 ずつ

行った。一次抗体 はウサギ・抗 ヒ トTGF― βl抗体,抗

TGF― β2抗 体,抗 TGF― β3抗 体,抗 PDGF― A抗 体,抗

PDGF― B抗体 で,い ずれ もSanta Cruz社 (Santa Cruz,

米国)か ら購入したIgG分画のポリクロナール抗体であ

る.抗体の特異性はいずれもウエスタンブロッティング

によって確認されている.一次抗体はいずれも 11100で

希釈し,4℃ で 16時 間作用させた.陰性対照 として非免

疫ウサギ IgGを 蛋自iり豊度で,一 次抗体と同濃度に希釈 し

て同様に反応させた.二次抗体 としてビオチン化抗 ウサ

ギ IgG抗 体 (Sigma社 ,St Louis,米 国)を 1:50で 3時 間

イ乍用 さ1き た.さ らに,ExtrAvidin― Alkaline Phosphatase

織 翻町
‐
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図3 サル正常眼(A,C),実験緑内障眼(B,D)の 視神経乳頭におけるTGF― β2の免疫組織化学染色 .

いずれもバーは 100 μm,LC i飾 状板

A:正常眼の視神経乳頭に TGF‐ β2は ,視神経線維,グ リア細胞にびまん性に発現していた.TGF―βlに比較

するとグリア細胞,特に前飾状板部,飾状板部のアストロサイトヘの発現がより優位であった(矢 じり).

B:実験緑内障眼では飾状板の形態変化が著明で,それを取 り巻くようにTGF‐ β2の発現が強くなってい

た.前飾状板部から後飾状板部まで広い範囲にわたって,TGF― β2の発現が強くなったグリア細胞が多数み

られた(矢印).

C:正常飾状板を強拡大で観察すると視神経線維がびまん性に染色されただけでなく,飾状板内,飾状板周囲

にグリア細胞と考えられる細胞 (矢 じり)がより強く染色されていた。

D:実験緑内障眼の飾状板部では,視神経線維に対するびまん性の染色も強くなっていた(*印 )。 さらに,飾

状板周囲のグリア細胞と考えられる細胞は数が増加し,TGF― β2の発現がより強くなっていた(矢印).

(Sigma社 )を 同様に 1:50で 3時 間作用 させた。最後に

10 mMTris― HCl緩衝液 (pH 7.4)で 洗浄し,Fast Red TR

/Naphthol AS― MX(Sigma社 )で 5～ 20分間発色した。非

特異的アルカリフォスファターゼ反応を抑制するため

に,発 色液のTris緩 衝液中にレバ ミゾール(VectOr社 ,

Burlingum,米 国)を 付加 した.切 片 は水 溶性 封 入剤

(Crystal Mount,Blomeda社 ,Foster City,米 国)で 封 入

し,光学顕微鏡で観察した。また,別 の切片にマイヤー・

ヘマ トキシリンで核染色を施し,視神経乳頭部の形態変

化を観察した。

III 結  果

正常眼,実験緑内障lltの 視神経乳頭部のいずれの切片

も,TGF‐ βl,― β2,― β3,PDGF― A,‐ Bの 5種 の抗体 に対

して有意に染色された.陰性対照では後飾状板部か ら球

後視神経部の微小血管にのみ,ご く僅かに非特異反応 と

考えられる染色がみられた。

y正 常サル眼の視神経乳頭部で,TGF‐ βl,‐ β2,‐ β3

のいずれも前飾状板部の網膜神経線維層からの無髄神経

線維やグリア柱,飾状板周囲のアス トロサイト,後飾状板

部のグリア細胞,さ らに血管に伴って染色がみられた。実

験緑内障眼では飾状板の肥厚や配列の乱れ,グ リア柱の

崩れ,前 飾状板部組織の喪失などの形態変化を生じてい

た (図 1)。

正常眼の視神経乳頭で,TGF―βlは 視神経線維,グ リ

ア細胞にびまん性に発現していた.グ リア細胞としては,

後飾状板部により強く染色される細胞があった(図 2A,

C)。 正常飾状板を強拡大で観察すると,視神経線維への

びまん性の染色に加えて,特に飾状板内に強くTGF‐ βl

を発現する細胞があった(図 2C)。 実験緑内障眼では視
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平成11年 3月 10日 緑内障眼におけるTGF―β,PDGFの 変化・福地他

図 4 サル正常眼 (A,C),実 験緑内障眼 (B,D)の 視神経乳頭における PDGF― A(A,B),PDGF― B(C,D)の 免

疫組織化学染色 .

いずれもバーは 100 μm,LC:飾 状板,PDGF:血 小板由来増殖因子

A:正常眼の視神経乳頭部で,PDGF― Aは視神経線維,グ リア細胞に分布・発現 していた。グリア細胞への

染色 (矢 じり)は リング状を呈 し,細胞膜付近に分布するパターンを反映していた.

B:実験緑内障眼の視神経乳頭部でもPDGF― Aは びまん性に分布 していた.飾状板の形態変化は著明で,

後飾状板部を中心にしてグリア細胞が増殖 していたが (矢印),全体として発現の程度に正常眼 との間に差

はみられなかったが,前飾状板部では正常眼に比較 して染色が弱い傾向があった.

C:正常眼,D:実験緑内障眼の視神経乳頭部に PDGF― Bも 分布・発現 していたが,そ の分布は PDGF― A
とほぼ同様で,正常眼と実験眼で発現に明らかな差がない点でもPDGF‐ Aと 同様だった。

神経乳頭部全体にTGF‐ βlの発現が増強していた。特に

飾状板周囲で強かった(図 2B,D).実 験緑内障眼の飾状

板部では,飾状板内のTGF― βlを発現する細胞は数が増

加し,よ り強く発現していた(図 2D).TGF―β2は正常視

神経乳頭の視神経線維,グ リア細胞にびまん性に発現し

ていた(図 3A,C).TGF― βlに 比較するとグリア細胞,

特に前飾状板部,飾状板部のアス トロサイトヘの発現が

より優位であった(図 3A)。 強拡大で観察すると視神経

線維へのびまん性の染色に加えて,飾状板内,飾状板周囲

にグリア細胞 と考えられる組織に強く発現 していた (図

3C)。 実験緑内障眼では飾状板の形態変化が著明で,そ の

周囲などで TGF― β2の発現が強 くなっていた。前飾状板

部から後飾状板部まで広い範囲にわたって,TGF― β2の

発現が増強 したグリア細胞が多数あった(図 3B).実験

緑内障眼の節状板部では,視神経線維に対するびまん性

の染色も強 くなっていただけでなく,飾状板周囲のグリ
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ア細胞と考えられる細胞は数が増加し,一般にTGF―β2

をより強く発現していた(図3D).TGF‐ β3の正常眼での分

布は,TGF― β2に より類似し,ア ストロサイトヘの分布

が より著明であった。しか し,実験緑内障眼では,い ずれ

の部位でも正常眼と明らかな染色程度の差はなかった。

PDGF‐ A,‐ B(図 4)に関しては,正常眼の視神経乳頭部

において,網膜神経線維層からの無髄視神経線維やグリ

ア柱,飾 状板周囲のアス トロサ イ トヘの染色が著明で

あった。後飾状板部から後方の有髄視神経線維では染色

は軽度であった.特 にグリア柱か ら飾状板周囲にみ られ

るアス トロサイ トヘの染色が特 に明 らかであった。グリ

ア細胞への染色は細胞膜付近への分布を反映 し,リ ング

状 に染色 されていた.PDGF― A(図 4A,B),PDGF‐ B(図

4C,D)は ともに正常眼,実験緑内障眼のいずれでも視神

経乳頭部で同じようなパターンで分布していた.形態変

化に伴って,飾状板部から後方には増殖・肥大したグリ
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ア細胞と考えられる細胞が多数みられるなどの変化が

あったが,染 色濃度の点では正常眼との間に明 らかな変

化はなかった。前飾状板部では神経線維への染色は,む し

ろ緑内障眼で低下している傾向であった.

TGF‐ β,PDGFの いずれについても血管に伴 うと考え

られる染色がみられたが,正常対照眼に比べて,緑内障眼

に一定の傾向はみられなかった。また,5眼の緑内障眼で

形態差,染色程度の差はあったが,以上に述べた染色結果

の傾向はほぼ同じだった。

IV 考  按

この研究では,緑内障眼の飾状板における細胞外マト

リックスの変化に関与している可能性のある TGF― βと

PDGFの 変化を免疫組織学レベルで調べた。今回の結果,

TGF― βは実験緑内障眼の視神経乳頭部で,免疫組織化学

的に少なくともTGF‐ βl,― β2の 発現が強 くなってい

た。TGF― β3は明 らかな変化がなかった。PDGFは‐A,‐

Bと も明 らかな変化はなく,む しろ前飾状板部 を中心に

低下 している傾向があった。

TGF― β
22)ヽ 26)は

分子量 25 kDの 2量体 タンパク質で,

極めて多彩な機能を持っているが,中 で も細胞外マ ト

リックスに対する作用が重要である.つ まり,コ ラーゲ

ン,フ ィプロネクチン,プ ロテオグリカン,さ らにその受

容体であるインテグリンなどの転写促進,MMPな どの

放出抑制などを介して,全体 としてマ トリックスの産生

。蓄積を尤進させる。哺乳類ではTGF‐ βl,―β2,―β3の

アイソフォームが知られている.一方,PDGF22)23)27)28)は

TGF―β同様に様々な機能が知られているが,特に細胞増

殖,遊走作用が著明で,細胞外マトリックスに対しては細

胞増殖促進作用を介して産生系を増加させる。PDGFは

PDGF― Aと PDGF‐ Bの組み合わせによる2量体として

存在し,PDGF― AA,PDGF― AB,PDGF‐ BBの 3不重のアイ

ソフォームがある。また,特 に神経系ではグリア細胞の分

_B

化調節作用がよく知 られている。視神経乳頭部における

増殖因子の発現や,緑内障眼における変化を検討 した研

究はこれまでごく僅かだがみられる。Tripathiら 29)は ヒ

ト緑内障眼の視神経乳頭部でのTGF― β,γ
‐インターフェ

ロン(IFN)の 発現 を免疫組織化学的に観察 し,両 者の

upregulationを 報告 した。Taylorら 30)は 生化学的にヒト

眼の培養視神経乳頭部由来細胞がTGF― β2,PDGF‐ AA
を産生していることを示した.ま た,Lambertら

31)は
rev_

erse transcriptiOn‐ p01ynlerase chain reaction(R′
「

―

PCR)法 を用いて,培養ヒト飾状板由来細胞が TGF― β2,

‐β3と ともに,受容体であるTGF― βl,‐ RI,― RⅡ を発現

していることを示した.今回の実験で得られた新たな所

見として,TGF‐βl,―β2,‐ β3の 3つ のアイソフォーム

がいずれもほぼ同様のパターンで視神経乳頭部に広く分

布していること,緑内障眼ではTGF― β2だけでなくTGF―

βlの増加している可能性があることがある。また,緑 内

障眼での変化は明らかにはできなかったが,PDGF― A,―

Bと も視神経乳頭部に広く分布していることがわかった。

飾状板は緑内障の進行過程で,単純に後方へ圧排され

陥凹を形成しているのではなく,崩壊 。再生を繰 り返す

ことによって後方へ移動していき,特徴的な陥凹を形成

していく。これは緑内障眼の前飾状板部にみられる著明

な基底膜構造の遺残岬4)や
免疫組織化学的に認められる

IV型コラーゲンの集積
8口 l)12)が

示してお り,し たがって ,

この部位で起こ っている変化は一種のいわゆる remod―

eling(再構成)23)と いえる。RemodeLngは 主に組織損傷

修復の後期の変化であるが,一般に組織損傷は初期には

炎症性の反応を伴 う。緑内障眼の視神経乳頭部に生じて

いる変化は細胞浸潤を伴う炎症性反応がないこと,視 神

経乳頭表層部においてアストロサイ トによるグリオーシ

スが極めて弱いことなどが一般の組織損傷との決定的な

差としてあげられている●5田.おそらく,こ の点は緑内障

眼に典型的な乳頭陥凹が生ずるメカニズムであるばかり

・

、

ヽ
、

図 5 陰性対照の結果.

A:サル正常眼,B:実験緑内障眼の視神経乳頭部の切片に非免疫ウサギ IgGを 作用させたが,ご くわずかな

バックグラウンド染色が認められるのみで,有意な染色はなかった.いずれもバーは 100 μm.
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でなく,緑内障による視神経障害の発症 。進展のメカニ

ズムそのものに関与する問題 と考えられるが,そ の理由

は未だ明らかにされていない.増 殖因子,サ イトカインな

どは様々な生理活性を持ち,さ らにそれぞれが複雑に影

響し合って生体内の諸現象を微妙に調節している。組織

損傷や炎症反応においても,こ れらの因子は組織におけ

る反応の主体を成していると考えられ,様 々な疾患にお

いても重要な役割を呆たしていることが知られている。

今回の結果をみる限り,TGF―βの増加,PDGFの不変も

しくは低下 という所見は,緑 内障眼にみられる飾状板ヘ

の細胞外マ トリックスの産生 。蓄積,前飾状板部におけ

るグリオー シスの抑制などの点 とよく一致 している。こ

れらの増殖因子は二面性 (bifunctionality)な ど複雑な機

能発現を示 し,ま た,それぞれの増殖因子が互いに影響を

及ぼしなが ら複雑に調節されている。したがって,短絡的

な結論は避けるべきであるが,少 なくとも緑内障に特徴

的な乳頭陥凹の形成に,こ れ らの増殖因子の動態が重要

な要素 として関わっている可能性が高いと考えるべきで

ある.こ れ らの増殖因子の視神経乳頭部での産生細胞と

しては,グ リア細胞,特に前飾状板部,お よび飾状板のア

ス トロサイ トが重要と推測 されるが,こ れら細胞の動態

は視神経乳頭陥凹の形成,さ らには緑内障性視神経障害

の進行の鍵を握っている可能性が高い性

本研究は平成 8年度新潟県成人病等治療研究事業のための
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