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要

目 的 :先天白内障とそれに伴う小眼球症を自然発症

するCお マウスを用い,ホ モ接合体 (Cお /Cお )と 正常マ

ウス(+/+)の眼瞼発生過程を組織化学的に検索した。

方 法 :胎生 14日 から生後 14日 までのホモ接合体

ならびに正常マウスを使用 した。Chondroitinase B消化

,去 および chondroitinase B― testicular hyaluronidase

二重消化法を行った後に増感高鉄ジアミン染色を,ま た

Sι″pιο協夕ces hyaluronidase消 化法を行った後に増感

低鉄ジアミン染色を行い,光学顕微鏡で観察した。

結 果 :眼瞼真皮に含まれる主要なコンドロイチン硫

酸異性体は,正 常マウスでは生後 0日 に,ホ モ接合体で
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約

は生後 4日 にコンドロイチン硫酸 A/Cか らコン ドロイ

チン硫酸 Bへ変わった。また,両マウスの眼瞼真皮内に

分布するヒアルロン酸は,胎 生 14日 からみられ,生後 0

日まで徐々に増加 したが,生後 4日 まではホモ接合体の

方が僅かに多かった。

結 論 :今回の結果から,ホ モ接合体の眼瞼は,正常マ

ウスと比べ,構成分子 レベルにおいて成熟が遅れている

ことが推測された。(日 眼会誌 103:425-431,1999)
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イチン硫酸,ヒ アルロン酸

小眼球症マウスの眼瞼発生過程における

グリコサミノグリカンの組織化学的検索
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Abstract

Purpose: The Cts mouse is a mutant strain which
induces congenital cataract and small eyes in ho-

mozygotes. The process of eyelid development in
Cfs mice was examined histochemically.

Materials and Methods: Prenatal (from day 14

of gestation) and postnatal (to day 14) animals of un-

affected and homozygous mice were examined. Sen-

sitized high iron iliamine staining was done after
chondroitinase B/testicular hyaluronidase double di-

gestion, and sensitized low iron diamine staining
was done after Streptornyces hyaluronidase diges-

tion.
Results: The main chondroitin sulfate isomer in

the dermis of the eyelid changed from chondroitin
sulfate A/C to chondroitin sulfate B at birth in the

unaffected mice. In the homozygotes, the same

change took place 4 days after birth. In the dermis
of the eyelid, hyaluronic aeid was first detected on

day 14 of gestation and gradually increased until
birth in both unaffected and homozygous mice .

There was slightly more hyaluronic acid in homozy-
gous mice until 4 days after birth.

Conclusion: The present study showed that the
maturation of glycosaminoglycan molecular species

in the eyelid was retarded in Cfs homozygotes.

0 Jpn Ophthalmol Soc 103: 425-€f , 1999)
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I緒  言

眼球の発生には組織相互作用が重要であることが知ら

れている1)が
,眼瞼の発生・分化・成熟は神経外胚葉の

関与 を受けずに,独 自に発生すると考えられてお り,

Mannり は眼富・眼瞼・涙器 。結膜嚢および外眼筋 とそ

の神経の発生は ser― determiningと 述べている.著 者ら

は先天白内障とそれに伴う小眼球症を呈するマウスを用

いて,胎生から生後の眼瞼発生過程および生後の瞼裂幅

を検索 し,正常マウスと比較 して小限球症マウスの瞼裂

幅は有意に狭いものの,両者に組織学的な差はないこと

を確認した3).

しかし,今 まで当教室の小眼球症マウスに関する研究

によれば,眼球被膜である角膜
4)や

強膜"な らびに物質交

換の場であるBruch膜 6)に おいて組織学的な違いはない

が,組織化学的にはコンドロイチン硫酸の質的な異常が

みられ,水 晶体だけでなく他の眼組織も障害されている

ことを明らかにしてきた。また,同 マウスにおいて,ヒ ア

ルロン酸に関する検討および眼瞼を含む皮膚に関する組

織化学的検索はなされていない。そこで,今回は小眼球症

マウスの眼瞼発生過程のコンドロイチン硫酸,ヒ アルロ

ン酸について組織化学的に検索 し,小限球症の発生機序

ならびに瞼裂幅の相違と関連性がみられるかどうかを検

討したので報告する。

II実 験 方 法

1.実 験 動 物

Cιsマ ウスを交配した子孫のうち,ホ モ接合体(Cお /

α」を用い,正常マウス(+/+)を 対照とした.成熟した

雄 1匹 と未経産で発情期の雌 1匹 を一晩同一飼育箱に入

れ,翌 日腔栓 のあった ものを妊娠 0日 とした。妊娠 14,

16,18日 の母獣をそれぞれ 5匹頸椎脱臼により屠殺 して

胎仔 を剖出 し,胎生 14,16,18日 齢 として実験 に使用 し

た.生後は,出生 日を0日 とし,生後 0,4,7,14日 のマウス

をそれぞれ 5匹 を屠殺 して実験に使用 した。

2.試 料 調 製 法

得 られた動物の頭部組織塊 を直ちに Bouin液 に浸漬

し,24時間室温 (18～21℃ )で 固定 した。固定後,眼部を切
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り出し,そ の後,約 1週間同固定液に浸漬 した.組織をエ

タノール系列で脱水後,キ シレンで透徹 してパラフイン

に包埋 した。厚さ2.Oμmで前頭断の連続切片を作製し,

ゼラチン処理をしたスライドガラスに貼布した。

3.増感高鉄ジア ミン(sensHzed high iron diamine,

S― HID)法 4)～ 8)

硫酸基含有酸性複合糖質を検出するための染色法とし

て S― HID染色を用いた。脱パラフィン,水和 した切片を

高鉄ジアミン液に 37℃ で 60分 間浸漬 した後,0。 5mM
トリクロロ(エチレン)白 金酸カリウム溶液に 20℃ で 60

分間浸漬した。同切片を 0.1～0.5%水素化ホウ素ナ トリ

ウム液で 10～ 30秒 間還元 し,20℃ で 5～ 10分間物理現

像を行った。水洗してエタノール系列で脱水し,キ シレン

で透徹 した後,Harleco synthetic resin(HSR),′ 良(国 際試

薬)で封入した.

4.コ ン ドロイチナーゼ
｀
B(chondroidnase B,Chase

B)/睾丸ヒアルロニダーゼ(testicular hyalurOnidase,T

‐Hylase)二 重消化法
4)5)8)¬ )

表 1に あるように,ChaseBは コンドロイチ ン硫酸 B

を,T‐ Hylaseは 主にコンドロイチン硫酸A/Cを 分解す

る酵素である.こ れ らの酵素消化法および S‐ HID染色 と

を組み合わせることにより,コ ンドロイチ ン硫酸 Bお よ

びA/Cの 局在を検出することができる。水和した連続切

片を3枚 (切 片①,②,③)準備し,切 片①は対照切片と

して0.lMト リス塩酸緩衝液(pH 8.0)に 30℃ で22時

間浸漬した。切片②は同緩衝液1.O mlに ChaseB(Fla―

vObacterium heparinum,生 化学工業)を 0.15単 位溶解

した酵素消化液に切片 ① と同条件下で浸漬 し,切片③

は切片② と同条件下で ChaseB消化後,0。 lMリ ン酸塩

緩 衝 液 (pH 5.5)1.O mlに T― Hylase(Bovine testis,

type VIII,Sigma Chem)を 1.O mg溶解 した酵素消化液

に 37℃ で 22時 間浸漬した.

5。 増感低鉄ジア ミン(sensHzed low iron diamine,

S‐ LID)法 7)8)

カルボキシル基含有の酸性複合糖質を検出するため

に,S― LID染色を用いた。脱パラフィン後,水和 した切片

を低鉄ジアミン液に 37℃ で 120分間浸漬 した後,以下 S
―HID染色と同条件で,ト リクロロ(エ チ レン)白 金酸カ

表 1 酵素消化法

酵素 由来 特異基質 消化条件

chondroitinase B
(Chase B)

Fι′υοbαε′
`″

力
`″

み′1,′ ″′″ι′
“(生化学工業)

単位 /mlの Chase Bを 0■Mト リス塩酸緩
(pH8.0)に 溶解し,30℃ 22時間浸漬

CS‐B 0.15

衝液

testicular hyaluronidase
(T-Hylase)

Bovine testis
(Type VI[)

(Sigma, Chemical)
CS‐A/C,CH,HA

10mg/mlの T―Hylaseを 01Mリ ン酸塩緩衝液
(pH55)に 溶解し,37°C22時 間浸漬

100TRU(獨 度減少単位)/mlの ST―Hylaseを
0■Mリ ン酸塩緩衝液 (pH6.0)に 溶解 し,40°C2時
間浸漬

HA

S′ψ′°儲:ぶ懲°nidaSe SIψ燿7T製
′
罫
′ノた′S

CS: chondroitin sulfate, CH : chondroitin, HA : hyaluronic acid



リウム液浸漬,水素化ホウ素ナ トリウム液還元,お よび物

理現像を行い,水洗,エ タノール系列で脱水,キ シレンで

透徹して HSR液で封入した。

6。 放線菌 ヒアルロニダーゼ (S′

“
pわれy“s hyalu‐

ronidase,ST― Hylase)消化法
]2)13)
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表 1にあるように,ST― Hylaseは ヒアルロン酸を分解

する酵素である。本酵素消化法とS― LID染色を組み合わ

せることによって,ヒ アルロン酸の局在を検出すること

が可能である。水和 した連続切片を2枚 (切 片①,② )準

備 し,切 片① は対照切片として,0.lMリ ン酸緩衝液

(pH 6.0)に 40℃ で 120分浸漬した。切片② は 0。 lMリ
ン酸塩緩衝液 (pH 6.0)で hyaluronidase(S′

“
pιο

“
yces

hyalurolyticus,生化学工業)を 100 TRU(濁 度減少単位)

図 3 胎生 18日 のホモ接合体 S― HID染色の光顕写真 .

S― HID染色で眼瞼真皮は黒色の強陽性反応を示す (A).

ChaseB消化を行っても,染色性に変化はみられない (B)

が,さ らに T― Hylase消化すると,S― HID染色性は顕著に

減弱する(C).バ ーは 60 μm

図 4 生後 4日 のホモ接合体 S― HIDの光顕写真 .

S― HID染色で眼瞼真皮は褐色の中等度陽性反応を示す

(A).ChaseB消化す ると,同 染色性 は顕著 に減弱す る

(B)。 さらに,T― Hylase消 化 して も変化 はみ られ ない

(C).バ ーは 60 μm

図 1 胎生 16日 の正常マウス sensitized high iron dia‐

mine(S― HID)染色の光学顕微鏡 (光顕)写真 .

S― HID染色で眼瞼真皮は黒色 の強陽性反応 を示す

(A).Chondroitinase B(ChaseB)消 化後,染色性の変化

はほとんどみられない(B)が ,さ らに testicular hyalu―

ronidase(T― Hylase)消化すると,眼瞼真皮の S― HID染
色性は顕著に減弱する(C).バ ーは 60 μm

図 2 生後 0日 の正常マウス S― HID染色の光顕写真 .

S― HID染色で眼瞼真皮は褐色の中等度陽性反応 を示す

(A).ChaseB消 化すると,S― HID染色性は顕著に減弱す

る(B).さ らに T― Hylase消化 を行っても,同 染色性 に変

化はみられない (C)。 バーは 60 μm

ヽ ′ヽ

し

軋

「
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B
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mlの 濃度に溶解 し,同 酵素液に 40℃ で 120分 間浸漬 し 胎生 14,16(図 lA),18日 の眼瞼真皮は,S― HID染色で

黒色の強陽性反応 を示 した。ChaseB消 化後,眼瞼真皮の

S― HID染色性はほ とんど変化 しなかった (図 lB)。 しか

し,ChaseB/T‐ Hylase二 重消化により,同組織の S― HID

染色性は顕著に減弱 した (図 lC)。 生後 0日 (図 2A),生

後 4,7,14日 の眼瞼真皮は,S‐ HID染色により褐色の中

等度陽性反応 を示 した,ChaseB消化後,眼 瞼真皮の S―

日眼会誌 103巻  6号

た

III 結  果

1.ChaseB/T‐ Hylase二重消化法

1)正常マウス

BA
メ・

Ａ
|

図 5 胎生 18日 の正常マウス SenSHZed 10W irOn dia‐

mine(S‐ LID)染色の光顕写真 .

S― LID染色で眼瞼真皮は褐色の中等度陽性反応 を示

す (A).Sι′epιο′ηycas hyaluronidase(ST― Hylase),肖 化

すると,同 染色性は中等度に減弱する(B).バ ーは 60

μm

B

図 6 生後 0日 の正常マウス S― LID染色の光顕写真 .

S― LID染色で眼瞼真皮は黒色の強陽性反応 を示す (A).

ST― Hylase消化を行 うと,同 染色性は顕著 に減弱する

(B).バ ーは 60 μm

図 7 生後 4日 の正常マウス S― LID染色の光顕写真 .

S― LID染色で眼瞼真皮は褐色の中等度陽性反応を示す

(A).ST― Hylase消 化 後,同 染色性 は軽 度 に減弱す る

(B).バーは 60 μm

B

図 8 胎生 18日 のホモ接合体 S― LID染色の光顕写真 .

S― LID染色で眼瞼真皮は褐色の中等度陽性反応 を示す

(A).ST― Hylase消 化を行うと,染色性は中等度に減弱す

る(B).同 時期の正常マウス(図 5)と 比較 して,ホ モ接合

体の S― LID染色性が強い。バーは 60 μm

B

|

|
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2)ホ モ接合体

胎生 14,16,18(図 3A)日 お よび生後 0日 の限瞼真皮

は,S― HID染 色で褐色か ら黒色の強陽性反応 を示 した .

ChaseB消 化後,眼瞼真皮の S‐ HID染色性 はほとんど変

化がなかった(図 3B).ChaseB/T― Hylase二 重消化によ

り眼瞼真皮の S― HID染色性は顕著に減弱 した(図 3C).

生後 4(図 4A),7,14日 の眼瞼真皮は,S― HID染色により

褐色の中等度陽性反応を示 した.ChaseB消 化後,眼瞼真

皮のS HID染色性は顕著に減弱した(図 4B).ChaseB/

T― Hylase二 重消化 によ り,S― HID染色性 は ChaseB消

化切片のそれ と比較 してほ とん ど変化 なかった (図 4

C).以上の結果から,胎 生 14,16,18日 および生後 0日 で

は,T― Hylase感 受性が ChaseB感 受性 よ り強かった。ま

た,生 後 4日 に初めて ChaseB感 受性が T― Hylase感 受

性より優位になった。

2.ST― Hylase'肖化 ,去

1)正常マウス

胎生 14,16,18(図 5A)日 の眼瞼真皮は,S― LID染色で

褐色の中等度陽性反応 を示 した.ST― Hylase消 化後,眼

瞼真皮の S― LID染色性 は中等度に減弱 した (図 5B).生

後 0日 の眼瞼真皮は,S― LID染色で黒色の強陽性反応 を

示 した (図 6A)。 ST― Hylase消化後により,眼瞼真皮の S
―LID染色性は顕著に減弱 した (図 6B).生 後 4(図 7A),

7,14日 の眼瞼真皮は,S― LID染色で褐色の中等度陽性反

応を示 した。ST― Hylase消 化後,眼 瞼真皮の S― LID染色

性は軽度に減弱 した (図 7B).以上の結果か ら,生後 0日

を最高 として胎生 14日 か ら生後 14日 までの間に ST―

Hylase感受性がみられた。

2)ホ モ接合体

胎生 14,16,18(図 8A)日 の眼瞼真皮は,S― LID染色で

褐色の中等度陽性反応 を示 した。ST― Hylase消 化後,眼

瞼真皮の S― LID染色性 は中等度に減弱 した (図 8B)。 生

後 0日 の眼瞼真皮は,S‐ LID染色で黒色の強陽性反応を

示 した (図 9A).ST― Hylase消 化 によ り,眼瞼真皮の S―

LID染色性は顕著に減弱 した (図 9B)。 生後 4(図 10A),

7,14日 の眼瞼真皮は,S― LID染色で褐色の中等度陽性反

応を示 した。ST― Hylase消 化後,眼 瞼真皮の S‐ LID染色

性は軽度に減弱 した (図 10B)。 以上の結果か ら,生 後 0

日を最高 として胎生 14日 か ら生後 14日 まで,ST― Hy―

lase感受性がみ られた。また,生後 4日 まで,正常マウス

(図 5～7)と 比べてホモ接合体 (図 8～ 10)の S― LID染色

性が強かったが,生後 7日 以後は両者に差はなかった。

IV 考  按

当教室では従来から,先 天白内障とそれに伴う小眼球

症を呈する (〕ιsマ ウス 14)を
用いて,水 晶体

15,,角
膜

4),強

膜
5),Bruch膜 6)な どの眼組織を組織学的および組織化学

的に検索 し,小眼球症の成立機序について検討してきた。

その結果,ホ モ接合体の角膜,強膜,Bruch膜 には組織学

HID染色性は顕著に減弱 した(図 2B).ま た,ChaseB/T―

Hylase二重消化後,同染色性はChaseB消 化切片のそれ

と比較 してほとんど変化がなかった(図 2C)。 以上の結

果から,胎生 14,16,18日 の眼瞼真皮では T― Hylase感受

性が ChaseB感受性より高 く,一方,生後では ChaseB感

受性が T― Hylase感受性より高かった.

図 9 生後 0日 のホモ接合体 S― LID染色の光顕写真 .

S― LID染色で眼瞼真皮は黒色の強陽性反応 を示す (A).

ST― Hylase消 化後,同 染色性は顕著に減弱する (B)。 同時

期の正常マウス(図 6)と 比較 して,ホ モ接合体の S‐ LID

染色性が強い.バーは 60 μm

図 10 生後 4日 のホモ接合体 S― LID染色の光顕写真.

眼瞼真皮の S― LID染 色性は褐色の中等度陽性反応を示

す (A).ST― Hylase消 化すると,同染色性は軽度に減弱す

る (B)。 同時期の正常マウス(図 7)と 比較 して,ホ モ接合

体の S― LID染色性が強い。バーは 60 μm

B

ヽ
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表 2 正常マウスの染色結果

胎生 14  16日   18日  生後 0日  4日   7日   14日

S―HID ‖+  ―H+ ‖+ 十十 ++  ++ ++

ChaseB/S‐ HID +++  +++ ++十    + + + +

ChascB/T―Hylasc/S‐ HID + + 十 + + +十

S―LID 十■  十十 +++ ++  ++  ++

ST―Hylase/S― LID + +  0～ +  + + +

S-HID : sensitized high iron diamine, ST : Streptomyces, S-LID : sensitized low iron

diamine

表 3 θ
“

マウスホモ接合体の染色結果

胎生 14日  16日   18日  生L後 0日  4日   7日  14日

S―HID +一け   ‖+ ―H十   十日―  ―■卜  +卜   1+

ChaseB/S― HID ‖+  ‐H+ +序   ‖+ + + +

ChaseB/T―Hylase/S‐ HID 十 十 + ()～ +()ヽ 十 ()ヽ 十

S―LID 十+ +卜   1+ +¬+ ++  ■卜  +「

ST―Hylase/S― LID + +    + 0  0～ 十  + +

的な異常はみられなかったが,組織化学的に角膜と強膜

ではコンドロイチン硫酸 A/Cか らコンドロイチン硫酸

Bへの変化の遅延,Bruch膜ではコンドロイチン硫酸B
の欠損などが確認された。

Nakamuraら 16)は 発生過程のニワトリ皮膚に分布する

グリコサミノグリカン分子種の変化について検討した。

その結果,発育につれコンドロイチン硫酸 A/Cが減少

し,相対してコンドロイチン硫酸 Bが増加する変化を観

察した。近年,コ ラーダンの産生およびコラーゲン会合に

は,コ ンドロイチン硫酸 A/Cな らびにBが必須である

ことが報告されてきており,コ ラーゲンマ トリックス形

成にこれらの分子種が重要な役割を果たしていると考え

られている17).

本研究の結果を表 2,3に まとめた。正常マウスの眼目,金

真皮に分布する主要なグリコサ ミノグリカン分子種は,

胎生 18日 まではコンドロイチン硫酸A/Cで ,生後 0日

からコンドロイチン硫酸Bと なった。ホモ接合体では,

生後4日 に初めてコンドロイチン硫酸Bの割合がコン

ドロイチン硫酸A/Cの割合を上回った。以上のように,

正常マウスと比較 して,ホ モ接合体の眼瞼真皮における

コンドロイチン硫酸A/Cか らコンドロイチン硫酸Bヘ

変化する時期が遅れていたことから,コ ラーゲン細線維

形成に遅れがあることが推定された。

正常マウスおよびホモ接合体の両者において,胎生 14

日から眼瞼真皮内にヒアルロン酸が存在 し,と もに生後

0日 に最も高いヒアルロン酸含有量を示 した。正常マウ

スと比べて,ホ モ接合体の眼瞼真皮に存在するヒアルロ

ン酸量は生後 4日 まで多かった。従来,ヒ アルロン酸に

は,保水作用,空疎分子作用,排除体積効果,電解質高分子

作用,組織の構造維持作用といった多 くの組織生理学的

機能があるといわれてきた18)～ 20)。

また,ヒ アルロン酸は

細胞表面 レセプター(CD 44な ど)を 介して細胞移動にも

関与することが知られてきているm).Oksalaら 21)は 回蓋

粘膜の創傷治癒過程において,ヒ アルロン酸が創傷部に

増加 し,線維芽細胞などの遊走に貢献し,結果としてコン

ドロイチン硫酸の分泌やコラーゲン再構築を促進するこ

とを報告している.今回,生後 0日 に観察された眼瞼真皮

のヒアルロン酸量の増加は,羊水に包まれた胎内から胎

外へという外部環境の変化にヒアルロン酸のもつ保水作

用によって適応するためと推察される。また,正常マウス

と比較 してホモ接合体の眼瞼真皮内のヒアルロン酸量が

生後 4日 まで多く存在 していたが,こ れはコンドロイチ

ン硫酸 A/Cか らコンドロイチン硫酸 Bへの移行時期の

遅れによる眼瞼真皮内のコラーゲン細線維形成の遅延を

補うために,組織の構造を維持し,さ らに線維芽細胞の遊

走を促進することによってコラーゲン細線維形成を活発

化するためにヒアルロン酸が必要であったものと考えら

れる。以上をまとめると,ホモ接合体では眼瞼発生過程に

おいて一時期,コ ンドロイチン硫酸の質的異常がみられ

たが,最終的には正常マウスと同程度まで眼瞼が成熟 し

たものと考えられる。

本研究結果から,小眼球症マウスホモ接合体の眼瞼は,

組織学的な差異は見出されなかったが,組織化学的検索

により,初 めて発生過程において,生後 4日 までは成熟が

遅れていることが推定された。ただし,Cιsマ ウスホモ接

合体も,生後 4日 以降はコンドロイチン硫酸,ヒ アルロン

酸ともに正常マウスと同様な変化であったため,開 瞼す

る生後 14日 以後に観察された瞼裂幅狭小は,眼街眼瞼発

育に対 して眼球自体の発育が不良のため,眼球内容積が

減少することが原因であると考える。

+
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