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要

目 的 :原 子間力顕微鏡 (atomic force microscope,

AFM)を 用いてヒト角膜,強膜のコラーゲン細線維の形

状解析を行 う。

対象と方法 :66歳男性の正常摘出眼球から得た角膜

と強膜の懸濁液をそれぞれに作製 し,コ ラーゲン綱線維

をスライ ドグラスに付着,自 然乾燥 させた標本 を AFM
のノンコンタク トモー ドにより大気中で観察 した。

結 果 :AFMに より角膜および強膜コラーゲン細線

維の表面形態が明瞭に観察できた。そこでは角膜 コラー

ゲン細線維の高さは 11.9± 1.0(平均値土標準偏差)nm
で,強膜 コラーゲ ン細線維の高 さは 82.5± 35。 6nmで
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あった.コ ラーゲン細線維には周期的な凹凸があり,D周

期 (凹凸の 1周 期)は 角膜で 65.7±0.8nm,強 膜で 67.3

±1.l nmで あつた.ま た,そ の凹部の深さは角膜で 1.46

±0.50 nm,強膜で 6.16± 1.23 nmであつた。

結 論 :A「Mで角膜,強膜 コラーゲ ン細線維の二次

元超微形態の観察およびその定量的解析が可能であっ

た。(日 眼会誌 103:800-805,1999)

キーワード:原子間力顕微鏡,角膜,強膜,コ ラーゲン,超

微形態
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Abstract
Purpose : We attempted to analyze the three - di- banding pattern of grooves and ridges was clearly

mensional ultrastructure of human corneal and found in both types of fibrils; the D-periodicity and

scleral collagen fibrils with an atomic force micro- the grooye depth were 65. 7+0. 8 nm and l. 46+0. 50

scope (AFM). nm in the corneal fibrils, and67.3+1. I nm and 6. 16

Method.s: A normal eye removed from a 66-year +1.23 nm in the scleral fibrils.
-old male was used in the.study. Suspended corneal Conclusions : Surface topographic image.s of hu-

antl scleral collagen fibrils were individually at- man corneal and scleral collagen fibrils were clearly

tached to glass slides by centrifugation. These colla- obtained with the AFM. Thi.s technique provides

gen fibrils were air-dried and observed with a non- quantitative information on the surface morphology

contact mode AFM in air. of the collagen fibrils at high resolution. (J Jpn Oph-

Results : AFM imaging provided information on thalmol Soc 103:800 805, 1999)

the surface topography of both corneal and scleral

collagen fibrils. The corneal collagen fibrils had a Key words : Atomic force microscopy , Cornea,

height of 11.9:L1.0 (meantstandard deviation) nm Sclera, Collagen fibril, Ultrastructure

and the scleral fibrils of 82. 5+35. 6 nm. A periodic
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図 l Atomic force microscope(AFM)の 原理図 .

I緒  言

角膜および強膜はともにコラーゲン細線維を主体 と

し,そ れは主にI型 コラーゲンで構成されている1)2).し

かし,両組織のコラーゲン細線維の構造と配列はかなり

異なっており,その配列や太さの相異については,こ れま

で透過型電子顕微鏡 (transmission electron microscope,

TEM)や 走査型電子顕微 鏡 (scanning electron micrO―

scope,SEM)に より詳しく調べ られてきたわ～8).し かし,

両組織のコラーゲン細線維自体の微細構造を比較検討し

た報告は比較的少なく",特 にその立体的構造の相異の

有無とその詳細については不明な点が多い。そこで,我 々

はその立体形状の差異を知る目的で,こ れまでウシの角

膜 と強膜コラーゲン細線維を原子間力顕微鏡 (atomic

force microscope,AFM)に より解析 してきた 10).

この顕微鏡は 1986年 に発明された新しい装置
11)で

,そ

の分解能の高さと観察環境の自由さから最近では医学生

物分野でも応用されるようになってきた 12)13)。 AFM観察

では,板バネ(カ ンチレバー)の先端にとりつけた探針 (先

端径約 10 nmの 非常に鋭い針)を 試料に近接させ,両 者

の間に働く微小な力 (原子間力)を板バネのひずみとして

レーザー光線により検知する。その際,探針と試料間の距

離が一定になるように原子間力を制御 しながら試料表面

を走査することで,試料の表面形状をナノメー トルの精

度で測定することができる画期的な顕微鏡である(図

1).

今回は,こ のAFMを 用いてヒトの角膜および強膜コ

ラーゲン細線維の三次元構造を観察 し,こ れまでの知見

と比較検討したので報告する。

II実 験 方 法

正常眼球を用いた。角膜中央部および強膜赤道部の組織

片を採取 し,既報
l。 )の ごとくそれぞれリン酸緩衝液 (0.2

M,pH 7.4)中 で細切 した後にホモゲナイザー(Polytron,

Kinematica AG,ス イス)に より破砕 し,懸濁液を作製 し

た。この懸濁液にコンドロイチナーゼABC(0.lU/ml,

生化学工業)と ケラタナーゼ(0.01U/ml,生 化学工業)を

加え,37℃ で 12時間反応させた後に,遠心 (2,000 rpm 5

分問)に よリコラーゲン細線維をシランコー トしたスラ

イドグラス上に付着させた.そ れぞれのスライドグラス

は蒸留水で洗浄の後,室温で十分 に自然乾燥 させ た。

AFM観察には市販の走査プローブ顕微鏡システム (SPI

3700,セ イコーインスツルメンツ)を 使用 し,大気中でノ

ンコンタクトモー ド測定を行った。その詳しい測定条件

(探針の種類,ス キャナーの種類,ス キャン速度など)は 既

報
10)に

準 じた.

計測には任意 に観察 した角膜 と強膜の各 20本 のコ

ラーゲン細線維を用い,幅,高 さ,D周 期 (横縞の周期)お

よびそのギャップ帯の深さを測定した。その際,D周期は

各線維ごとに連続 した 10周期の長さを測定し,平均 した

ものをそれぞれの線維の D周期の値 とした.ま た,解析

用の画像は測定時に探針の走査方向をコラーゲン細線維

の長軸方向に設定 し,測定中の試料 ドリフトの影響を最

小限にした。

III 結  果

AFMに より角膜,強膜の単離されたコラーゲン細線

維の表面微細形状を明瞭に観察することができた。それ

ぞれの細線維表面にはコラーゲン細線維に特徴的な周期

的な凹凸 (横縞)が存在 した(図 2,3).角 膜のコラーゲン

細線維は細 く均一で,そ れに対し強膜のコラーゲン細線

維は様々な太さであった。角膜,強膜コラーゲン細線維の

それぞれの幅,高 さ,D周期 (凹 凸の 1周期),ギ ャップ帯
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図 2 角膜コラーゲン細線維 .

太さの均一な線維がみられ,そ の線維上に周期的な凹凸

が存在する.2つ の☆印の間の断面図を図 4に 示す.バー

は 200 nm(上 )と 100 nm(下 )

(凹 部)の 深さを示したのが表 1である.角 膜と強膜のコ

ラーゲン細線維の幅,高 さ,D周期,ギ ャップ帯の深さの

値でそれぞれ有意差 (p<0.01,t―検定)があった.す なわ

ち,角 膜に比べ強膜のコラーゲン細線維は大く,D周期が

長いことが明らかになった。また,ギ ャップ帯の深さも強

膜のコラーゲン細線維の方が角膜のものより深かった.

次に,コ ラーゲン細線維の長軸方向の断面図 (図 4)を

解析すると,角 膜ではギャップ帯 (凹 部)と オーバーラッ

プ帯 (凸 部)の移行は急崚で,し ばしばオーバーラップ帯

の両端に突出があった。また,ギ ャップ帯の中央に小さな

突出が存在することもあった。一方,強膜のコラーゲン細

線維ではギャップ帯とオーバーラップ帯は滑らかに移行

しており,角 膜のような各帯内の小さな突出はなかった。

強膜の標本ではしばしばコラーゲン細線維の末端と思

日限会誌 103巻 11号

図 3 強膜コラーゲン細線維 .

様々な太さの線維がみられ,そ の線維上に周期的な凹凸

がみられる.2つ の★印の間の断面図を図 4に不す。バー

は 200 nm(」 ■)と 100 nm(下 )

われる先細 り像がみられた (図 5).こ の像は機械的にち

ぎれた細線維の断端が鈍に終わったり,花房状に終わっ

ているのとは明らかに異なっていた.先細 りの部分では,

その先端付近まで D周期に一致した凹凸が存在した。

IV考  按

今回,コ ラーゲン細線維の観察に用いた AFMは Bin―

nigら・ )に より発明された新 しい顕微鏡である。この顕

微鏡では,雲母の労開面の原子配列が観察できるほどの

分解能を持つことから,主 に材料学の分野で利用されて

きた。AFMが電子顕微鏡と異なり試料の導電性を必要

としないこと,真空中に限らず大気中や液中での観察が

可能なこと,三次元の画像情報において高さを含めた数

値解析が可能なことなどの利点を持つことから,医学生

表 1

高 さ |「冨 D周期 ギャップ帯の深さ

角膜
11.9± 1.0

(9.0～ 12.8)
87.4± 4,7

(78.7～95.8)
65。 7± 0.8
(64.3～ 67.2)

1.46± 0.5

(0.4～ 2.3)

82.5± 35.0
(27.1～ 148.6)

204.2:L62.9
(104.8～ 294.0)

67.3± 1.1

(65.5～ 68.9)

6.16± 1.3

(4.3～ 8.1)
強膜

単位はnm 平均値士標準偏差
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角膜,強膜の原子間力顕微鏡観察・山本他

高 さ

0(nm)

20

走査方 向

探 針

探針の軌跡

図 6 AFM測 定時の探針の動き。

AFMでは探針の形状の影響のため,小 さな試料を測定

するときは平面上の距離が長く描かれる傾向にある。

ことを報告 した。す なわち,AFMで 円柱状の試料,コ

ラーゲン細線維などを観察をするとき,走査する探針は

まずその側面が試料に近づく.そ の段階で探針試料間に

原子間力が働くためコラーダン細線維などは半円柱状の

像として捕えられ,本来の幅より大 く描かれることにな

るからである(図 6).今回,我 々はこの観察法をヒトの角

膜と強膜のコラーゲン細線維観察に利用した。これまで

のコラーゲン細線維の AFM観察では単純に試料を伸展

した り
14)ヽ ]7),組

織片 を観察 した もの 18)で
ぁったが,コ

ラーゲン細線維の 1本 1本 を単離する我々の方法は正確

な解析ができると考える。

角膜コラーゲン細線維はその透明性の維持のため太さ

が均一なことが,ま た強膜では種々の大さのコラーゲン

細線維がみられることが知られている 1)2)。

今回,我 々が

観察したヒト角膜,強膜コラーゲン細線維の直径 (高 さ)

はそれぞれ 11.9± 1.0(平 均値±標準偏差)nm,82.5±

35.5nmであった。我々が今回と同様の方法で解析 した

ウシの角膜,強膜コラーゲン細線維の直径 (高 さ)は それ

ぞれ 15.6± 1.5nm,74.2± 55。 7nmで あ り
1。 ),ヒ トの角

膜コラーゲン細線維の直径はウシのものより小さかっ

た。このヒトとウシの角膜コラーゲン細線維の直径の違

いは,X線回析で角膜コラーゲン細線維の種差を検討 し

たMeekら 19)の
報告に対応している。一方で,今回得られ

た値はTEM観察,X線回析の結果に比べてかなり小 さ

い。例えば,Borcherdingら
。はヒト角膜中央部から強膜

までのコラーゲ ン細線維をTEMで解析 し,角 膜では

22.3～ 33.6nm,強 膜では 10。 7～ 233 nmの直径を持つコ

ラーゲン細線維が観察できたと報告している.ま た,同様

にTEMを 用いた観察Q Curtinら
5)は正常強膜には 40

～280 nmの 直径を持つコラーゲン細線維が存在 したと

している.Komaiら 7)は TEMと 細胞消化法を併用 した

SEMを 用いたヒト角膜と強膜の細線維構築の解析で,角

膜コラーゲン細線維の直径は 25～ 35 nm,強 膜のものは

25～230 nmの 幅であると述べている.ま た,Meekら 19)

の X線回析の結果では,ヒ ト角膜のコラーゲン細線維の

強膜

A/

660 3 nm

7 29 nm Vア

250            500            750

距離 (■ ■)

図 4 角膜および強膜コラーゲン綱線維の断画像 .

図 2,3で示したコラーゲン細線維の星印間の断面図を示

した。AFMでは三次元画像の数値解析が可能である.

図 5 強膜コラーゲン綱線維の末端像 .

強膜ではしばしばこのようなコラーゲン細線維の末端像

がみ られた.バーは 200 nm

物分野でも注目され,応用が始められてきている12"3).

AFMに よるコラーゲン細線維の観察については,す

でにい くつかの報告がある。角膜と強膜のコラーゲン細

線維については,Mellerら
l・ がヒトの組織切片標本を用

いて AFMの コンタクトモー ド観察を行っている。一方 ,

我々のグループは細線維の微細構造をより正確に解析す

る目的で,各線維を単離し,平坦なガラスに付着して観察

する方法をウシの角膜 と強膜で行ったよ0).ま た,そ の際 ,

AFM観察像からコラーゲン細線維の直径を算出するに

は,測 定 した線維の幅の値よりも高さの値が重要である

20
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直径は30.8nmと なっている。今回,コ ラーゲン細線維

の直径が従来より小さく測定された理由は不明だが,自

然乾燥時の表面張力のためコラーゲン細線維がつぶれて

いる可能性 ")や探針試料間にかかる相互間力でコラーゲ

ン細線維が変形している可能性なども考えられる。今後,

乾燥法の工夫や液中観察を試み,よ り自然な状態での細

線維を観察する予定である。

コラーゲン細線維の D周期は,コ ラーゲン細線維中の

コラーゲン分子が約 4分の 1ずつずれて配列しているた

めにできるといわれている21)。 これまでTEM観察の結

果から,組織の種類によリコラーゲン細線維のD周期が

異なることが報告
22)さ

れてきた。こうしたD周期のばら

つきをTEM標本作製時のアーテイファクトと考える人

もいたが,本質的に細線維内の構造が異なると考える研

究者もいた。例えば,Marchiniら
23)は

凍結レプリカ法を

用いて,ウ シの角膜とラットの尾腱のコラーゲン細線維

内のサブフイブリルの走行の違いを示 し,コ ラーゲン細

線維とサブフイブリルの走行の角度が D周期に影響 し

ていると考えている。我々は既にウシの角膜,強膜コラー

ゲン細線維の AFM観察で角膜 コラーゲン細線維の D

周期が強膜のものより短いことを示 したが 1",今
回のヒ

ト角膜,強膜コラーゲン細線維でも角膜コラーゲン細線

維 の D周 期 (65.7± 0.8nm)が ,強 膜 の もの(67.3± 1.1

nm)と 比べて有意に小さかった (む検定,p<0.01).角 膜

と強膜の細線維内構造 (サ ブフィブリル構造)を 可視化す

るのが今後の課題である。

本研究ではAFMを 用いてギャップ帯の深さについて

も解析した。これは,電子顕微鏡では解析できない情報で

ある.今 回の自然乾燥標本では,角 膜の ものが 1.46±

0.50 nm,強 膜のものが 6。 16± 1.32 nmで あった。同じ自

然乾燥標本の AFM観察でも,Mellerら
14)の

報告では角

膜,強膜それぞれのものが 0.23± 0。 1l nmと 0.42± 0。 14

nmと 我々のものよりかなり浅 くなっている.こ れは,

我々が試料作製時にコンドロイチナーゼ ABCと ケラタ

ナーゼ処理を行い,プ ロテオグリカンを消化した標本を

用いたことによるかも知れない。実際に,Scottら
21)は ク

プロメロニックブルーを用いたウサギ角膜のTEM観察

で,ケ ラタン硫酸がコラーゲン細線維のオーバーラップ

ゾーン部に,デ ルマタン硫酸がギャップゾーン部に存在

することを示 している。また,Raspantiら
′)は ラッ ト尾

腱のコラーゲン細線維の AFM観察で,プ ロテオグリカ

ン消化の有無による像の違いを明らかにしている.

今回の強膜観察ではコラーゲン細線維の先細 り像がい

くつか観察された。今回の実験の中ではコラーゲン細線

維が機械的に断列 している像もみられたが,こ の先細 り

像はそれらとは明らかに異なる形態を示していた。この

像はコラーゲン細線維の再形成の実験
ハ)で観察されてい

るコラーゲン細線維の先端によく対応 しており,コ ラー

ゲン細線維の末端である可能性が高い.
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以上,今回我々はAFMで ヒト角膜,強膜コラーゲン細

線維の解析を行った。AFMは これまでの TEM,SEMと

同等,あ るいはそれ以上の分解能をもち,ま た,よ り生体

内環境に近い状態での観察が可能である。SEM観察にお

ける金属コーティングの必要もない。今後,試料作製の改

良や液中観察により,よ り微細な構造解析や生体内環境

に近い状態での観察を行いたい。
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