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要

目 的 :水晶体上皮細胞におけるアポトーシスを免疫

組織化学的に検索する.

対象と方法 :自 内障手術で採取 したヒト前嚢 (53例

68眼 )お よび 3週齢ラット(72匹 144眼 )に ス トレプ ト

ゾトシンを投与 して作製した糖尿病モデルの水晶体上皮

細胞に対 し,TdT‐ mediated dUTP― biotin nick end la‐

beling(TUNEL)染 色を行った。ラットモデルには増殖

細胞核抗原 (PCNA)免 疫組織染色も行った.

結 果 :ヒ ト前嚢の 68眼 中 59例 において TUNEL
陽性細胞を確認 したが,そ の分布については自内障の形
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約

態による差はなかった.糖尿病ラットでは上皮の堆積部

付近にTUNEL陽性細胞があった。上皮の堆積部では

DNA合成の指標となるPCNA陽性細胞も観察された。

結 論 :ヒ ト水晶体上皮においてアポ トーシスが存在

する可能性が推定された。高血糖などの因子によリアポ

トーシスと増殖とがともに誘導されると考えた。(日 眼会

冒志104:221-225,2000)

キーワー ド:ア ポ トーシス,TUNEL法 ,水 晶体上皮細

胞,免疫組織化学法
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Abstract
Purpose: To evaluate apoptosis of lens epithelial nized little correlation between its distribution and

cells with immunohistochemical methods. morphological classification of cataracts. In the ani-

Methods: We performed terminal deoxynucleoti- mal model of diabetic cataracts, TUNEL- positivc

dyl transferase-mediatetl dUTP-biotin nick end la- cells were seen around the region where epithelial

beling (TUNEL) assays on capsulotomy specimens cells had accumulated. In the accumulatetl region,

(68 eyes in 53 patients) from patients who had under- PCNA labeled cells undergoing DNA synthesis were

gone cataract surgery and an epithelium of diabetic also detected.

cataracts in rats (144 eyes in 72 rats). The animal Conclusion: These results suggest the possibility

model of diabetic cataracts was prepared by injec- that apoptosis occurs in human lens epithelial cells

tion of streptozotocin in three-week old rats. The and apoptosis and proliferation may be induced by

rats were also examined using the proliferating cell factors such as hyperglycemia. (J Jpn Ophthalmol

nuclear antigen (PCNA) immunohistochemical stain- Soc 104:.22L-225,2000)

ing melhod.
Results : Although some TUNEL - positive cells Key words : Apoptosis, TUNEL assay, Lens epithe-

were detected in capsulotomy specimens, we recog- lial cell, lmmunohistochemical staining

I緒  言

能動的な細胞の死であるアポトーシスは,眼科領域に

おいても最近活発な論議がなされている。緑内障では網

膜神経節細胞が,網膜色素変性症や網膜剥離では視細胞

がアポ トーシスを起こしていることが明らかとなってき
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ている1卜 3,.こ れまで決定的な治療法のなかった難治性

疾患にアポ トーシスが深 く関与 しているなら,そ の発現

を阻止することで病状の進行を抑えたりあるいは改善で

きるかも知れない。こういった治療はこれまでにない新

しい分野であり,こ の点でアポ トーシスの研究は眼科領

域において大きな意味を持つ。

これは自内障治療においても同様である。水晶体につ

いては発生・形態形成においてのアポトーシスの存在は

定着しつつあるが,後発的な自内障におけるアポ トーシ

スの誘導については未だ不明な点も多く,意 見が分かれ

ている4)″ ).そ こで今回は,ヒ トと糖尿病ラット自内障

モデルを対象 として,水晶体上皮細胞におけるアポ トー

シスをTdT― meda“d duTP― bbin nick end labe五 ng(TU―

NEL)法を用いて免疫組織化学的に検索した.

II実 験 方 法

以下の 2群 を対象とした。

対象 1.ヒ ト前嚢 :術前に承諾を得た患者(53例 68眼 )

から自内障手術において 25G針ないし録子で前嚢切開

後,不要となった前嚢片を採取 し,直ちに4%パ ラホルム

アルデヒド含有 0。 lMリ ン酸緩衝液(pH 7.4)で 2～3時

間固定した。

対象 2.糖 尿病 ラッ トモ デ ル :3週 齢 (体 重 50g)の

Sprague― Dawley(SD)系雄ラットにストレプ トゾトシン

(Sigma)を 体重 lg当 た り0。 l mg腹腔内に投与 して糖

尿病ラットモデルを作製 した。4～ 12週齢まで隔週毎に

前嚢を採取 した。各週 12匹ずつ計 72匹使用,そ れぞれ血

糖の測定をス トレプトゾ トシン投与 1週後と前嚢採取前

の 2回行い,血 糖値 200 mg/dl以 下の個体は除外 した。

エーテルで麻酔致死後,直 ちに限球を摘出し,水晶体後嚢

側から切開し水晶体上皮細胞と前嚢を一塊として取り出

した。今回,糖尿病ラットモデルにおいては,TUNEL法
とともに核 DNA合 成能の指標 となる抗 prolrerating

cell nuclear antigen(PCNA)免 疫染色も行つた.ラ ット

の片眼をそれぞれ,TUNEL法 には4%パ ラホルムアル

デヒ ド含有 0.lMリ ン酸緩衝液 (pH 7.4)で ,抗 PCNA
免疫組織化学法にはメタノールで固定した.

両群から採取 した前嚢を伸展標本とし,10倍希釈した

proteinase K(DAKO)で 処理 した後,TUNEL法 に従い

免疫組織化学染色を行った。Terminal deoxynucleOtidyl

transferase(TdT)の 反応には ApopDETEKご'(DAKO)を

用い,biotin標 識化 dUTPお よび peroxidase avidin複 合

体の反応には simply sensitiveC HOrseradish PerOxidase

―DAB Iれ S彦
“
Detection System(ENZO)を 用いた。また,

PCNA免疫組織化学法では avidin‐ biotin complex(ABC)

法によリヒス トファインSAB― PO(M)キ ット① (ニ チレ

イ)を 用いて行い,一 次抗体 には抗 PCNA monoc10nal

antibody(NC-012,Novocastra Lab.,UK,Inouse mono―

clonal antibody)を 用いた。それぞれ陰性対照 には TdT,

日限会誌 104巻  4号

抗 PCNA monodOnal antibOdyを 用いない標本 を使用

し,切片は光学顕微鏡で微分干渉プリズム(01ympus)を

介して観察した。

III  結    果

対象 1:ヒ ト前嚢ではLOCS III分類による自内障の

形態,糖尿病の有無などに注目した。LOCS ⅡI分類は核

の色調,混濁を 6段階に,皮質・後嚢下混濁を徹照像でそ

れぞれ 5段階に評価するものであ り,自 内障の進行を詳

図 1 ヒト水晶体前嚢における TdT―mediated dUTP―

biotin nick end labeling(TUNEL)。

TUNEL染色例 .

症例 A:糖尿病 (― )LOCS ⅡI分類 CI N2 P5

症例 B:糖尿病 (― )LOCS IⅡ 分類 C.N2P4

症例 C:糖尿病 (十 )LOCS III分 類 C3N4P2
バーは 27 μm
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細に把握で きる岬・ .68眼中 59眼 においてTUNEL陽

性細胞があった。TUNEL陽性例 として,以下の 3例 を示

す (図 1)。

症例 A:70歳男性 糖尿病 (一)LOCS ⅡI分類 Cl N2 P5

症例 B:61歳女性 糖尿病 (― )LOCS III分類 C4N2Pl

症例 C:69歳女性 糖尿病 (+)LOCS III分類 C3N4P2

TUNEL陽性細胞の多くは細胞質が圧平されたように

観察された。A,Bの ように皮質の混濁が乏しい方にむし

ろ陽性細胞があったように,自 内障の病型とTUNEL陽

図 2 ス トレプ トゾトシン投与による糖尿病ラッ トの水

晶体前嚢の TUNEL染色例 .

A:投 与後 6週 目.軽 度 な 白内障 を呈 していた例 .

TUNEL陽性細胞はまば らにあった。B:投与後 9週

目.C:投与後 12週 目.B,Cと もに高度に自内障を呈

してお り,上皮細胞の堆積部 (*)の周囲にTUNEL陽
性細胞があった。バーは 27 μm

図 3 ス トレプ トゾ トシン投与による糖尿病ラットの水

晶体前嚢の増殖綱胞抗原(PCNA)染色例 .

上皮細胞の堆積部に一致 して PCNA陽性細胞が集積

していた。バーは 55 μm

性細胞の数との間に相関関係を見出せなかった。また,切

片の形状から術前のスケッチを基に皮質の混濁部と陽性

細胞の分布とを照らし合わせたが,一致 しなかった。糖尿

病に特異的ではないが,Cの ように細胞が線上に消退 し

ている場合があり,今回その周辺にもTUNEL陽性細胞

があった.こ の線状に消退した部分は幅が細胞 1～2個分

であり,術 中の25G針の操作によるものではないと思わ

れた。

対象 2:ス トレプ トゾトシン投与による糖尿病ラツト

モデルにおいて,自 内障の程度と血糖値や投与後の期間

とは必ずしも相関せず,個体差も大きい。糖白内障の起き

ていないラットではTUNEL陽性細胞はなかった。立体

顕微鏡下で自内障が ごく軽度であったラッ トでは,

TUNEL陽性細胞が図 2Aの ようにみられた。肉眼的に

も高度な自内障を呈 していたラットモデルにおいては,

上皮細胞が重積 した部分があり,そ の周辺部にTUNEL
陽性細胞があった(図 2B,C).ま た,同様な上皮の堆積部

にPCNA陽性細胞が高密度に観察された (図 3).個 々の

TUNEL陽性細胞において自内障の程度による形態的な

差はなかったものの,自 内障が高度に進行したラットで

は上皮の堆積部周辺にTUNEL陽 性細胞が高密度に分

布している点で異なっていた。

IV考  案
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これまでの報告から,発生や形態形成の段階における

水晶体 のアポ トーシスの存在 は定説 とな りつつ あ

る4)～ 6)。 しかし加齢性の,な いしは糖尿病などの外からの

ス トレスによる水晶体の変性,つ まり白内障の出現の際

に後発的にアポ トーシスが誘導されていないか,と いう

疑間がここで生じてくる。この問題に対しては,現在なお

議論が分かれている8)～ 12)。 そこで,今 回は水晶体上皮に

対 し免疫組織化学的に検索を行い,ア ポ トーシスと白内

障との関連を探 り,先 の疑間に対する解決への糸回とす
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ることを目的とした。

今回,水晶体上皮のアポ トーシスを免疫組織化学的に

検索する上でTUNEL法 を用いた.ア ポ トーシスの定義

からすると,そ の判別には電子顕微鏡的アプローチが必

須であるが,こ れは組織の広範な検索には向いていない.

また,光学顕微鏡レベルでもアポ トーシス小体を正常な

核と分別することは可能であるが,初期段階のアポ トー

シス細胞 を見落とす可能性がある。TUNEL法 はDNA
切断量を組織化学的に鋭敏に検出でき,固 定標本にも用

いることが可能であり,先 の問題に対しても本法は有利

と考えられる15).

本法による結果を論議する上で最も重要な点は,果 た

して陽性細胞が本当にアポ トーこシスかどうかということ

であろう。DNA断端であれば染色される可能性がある

わけで,ネ クローシスで核が染 まることも考 え られ

る10~19).形
態的にはネクローシスは核,細 胞質とも膨化

することが原則であり,ア ポ トーシスでは細胞質の変化

は比較的少ないとされているが,TUNEL陽 性細胞の多

くは細胞質が圧平されたように観察された。また,採取さ

れた前嚢の切片の辺縁の部分は過度に染色される傾向が

あり,反応の過程で人為的にDNAの切断が起 きている

可能性 もあると思われた。アポ トーシス以外の原因で核

のみが染色された場合,い わゆる偽陽性細胞として組織

切片に混在 してしまうことが考えられる。ヒ トの前嚢で

は糖尿病の有無や自内障の病型による特徴的な差を見出

せなかったが,切片の辺縁に偽陽性が多いと,例 えばアポ

トーシスと周辺部の皮質白内障との関連性を評価する際

などには支障となる.こ の点が今回の自内障の病型や糖

尿病との関係が見出せなかった原因の一つ と考えられ

る。ただし今回は,糖尿病に関しては標本数が 9例 と少な

く,TUNEL陽性細胞の分布の特徴を見出すには今後の

追加検討が必要と思われた.ま た,TUNEL陽性細胞数は

計測していないが,固定期間が長くなった場合,特に 1週

間以上固定すると切片全体に占める陽性細胞の割合が若

千増えるようであった.こ れは固定標本が経時的に

DNAが切断されていくことが影響 していると思われ

る20)。

本報告では固定後 2日 以内に染色し,切 片の辺縁部

以外の観察のみを結果として提示 した。TUNEL法 を評

価する上で,標本の固定期間や蛋自分解酵素の
,サ農度など

といった条件の差が結果にどのように影響するかをさら

に検討していく必要があると思われた。

今回の TUNEL陽 性細胞がアポ トーシス細胞である

とすると,そ れらはいずれ消退していくと考えられるが,

減少した分は新たな増殖により補充されるのであろう

か,と いった疑間が残る。アポ トーシスが発現 した際,核

の凝集という細胞死の形態的特徴がみられてからは,ア

ポ トーシス細胞は通常速やかに除去されると考えられ

る21122).常 に水晶体上皮においてアポ トーシスが起こっ

ていると仮定すると,新 たな増殖による補充がなければ

日眼会誌 104巻  4号

上皮細胞は短時間ですべて消退することになる。このよ

うな理由から,水晶体におけるアポ トーシスを疑問視す

る報告
9'も みられる.以上から,水晶体上皮のアポ トーシ

スを検討するには,同 時にその増殖能も併せて考えてい

く必要があると思われる。水晶体上皮の増殖能に関して

は,著者らも主にラットに対して顕微蛍光測光法や 3H_

サイミジンオー トラジオグラフイ法,抗 PCNA抗体免疫

組織化学法などを用いて検討を行ってきた。そ'の 結果 ,

ラットの週齢数や糖負荷などの飼育条件の違いによって

増殖細胞の程度や分布も異なることを確認している22).

アポ トーシスがまず誘導され,減少した細胞を補充する

ように増殖が惹起 されるのか,あ るいは逆に過剰に増殖

することでアポ トーシスが誘導されるのかはわからな

い。糖尿病ラットにおける増殖能の検索とアポ トーシス

の検索は互いに独立 しており,直接両者の関係を明らか

にしたわけではない。しかし,上皮細胞の堆積部周辺に

TUNEL陽 性細胞,お よび堆積部にPCNA陽 性細胞が

あったことはアポ トーシスと増殖能との関連性を推定す

るものと考えている。ヒトにおいては,増殖帯において生

涯を通 じて増殖がなされているとされるが,上皮細胞の

動態については詳 しくはまだわかっておらず,現時点で

アポ トーシスを否定する根拠にはならないと考えられ

る。アポ トーシスと増殖能との関係についての検討を進

めることで,今後,水晶体上皮におけるアポ トーシスの機

序が明らかとなっていくかも知れない。

自内障の病因は酸化的ストレスや放射線などがいわれ

ているが,原 因が多様性であっても自内障の組織的変化

は線維膨化とそれに伴う蛋自変性が中心である点で共通

している.よ って,病因による差が組織的特徴に反映され

にくく,こ の点がアポ トーシス細胞の分布と白内障との

病型 との相関を不明瞭なものとしているのかも知れな

い。自内障の病因となる刺激に晒された際,その作用を受

けやすい部位においてアポ トーシスが誘導されている,

つまりはTUNEL陽 性細胞が分布 しているのではない

かと考えている.

アポ トーシスは細胞間で互いにシグナルを出し,そ の

発現を調節していることがわかってきている 23)。 しかし,

水晶体は血管やリンパ管の影響を受けない単一の細胞の

タイプから成る器官,組織 という点で特殊である。した

がって,他の細胞からのシグナルに依存せずに生存可能

という点から,水晶体上皮細胞は細胞死を抑制する因子

を自らに生産していると考えられている4)23).水
晶体が自

らにアポ トーシスの発現を調節しているとすると,加齢

的変化や高血糖・外傷 といった要因により,後発的にそ

の抑制がはずれるなどしてアポトーシスが誘導されるこ

とは十分考えられる。今後,こ れらの自内障の病因とアポ

トーシスとの関連を探る上で,免疫組織化学的な手法で

の検索は必要であ り,本研究は大きな意味を持つと考え

られる。
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