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モノクローン抗体を用いたマウス眼球の発生学的解析 (図 12)
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要  約

マウス眼球の特定の部位 と結合するモノクローン抗体 (MAblll,MAb23)を 用いて,マ ウス眼球の発生を

免疫組織化学的に解析 した。MAblllは 眼胞全域 と均一に結合するが,発生が進んで眼杯外板 と内板が区分 さ

れると,外板 とは強 く結合 し,内板 とは弱 く結合する。それらが網膜色素上皮層 と神経網膜になると,MAblll
は前者 と強 く結合 し,後者とは殆んど結合 しない。この様 な事実は,眼胞が眼杯内板と外板 とに区分 されるの

と同時に,両者で分子の構成にも差異が生 じるという事 を示唆する。MAb"は まだ虹彩,毛様体の認められな

い時期では,神経網膜 と結合する.発生が進んでそれらが形成 されると,MAb23は 神経網膜全域 とは結合する

が,虹彩,毛様体の色素上皮層及び網膜虹彩部,網膜毛様体部 とは殆んど結合 しない。この様な事実は,虹彩 ,

毛様体が形態的に区分 されるのと同時に,そ れらと神経網膜 との間で分子の構成にも差異が生 じるという事を

示唆する.(日 眼 91:1107-1112,1987)

キーワー ド:マ ウス眼球の発生,モ ノクローン抗体,免疫組織化学

Abstract
To study the development of the visual system in the mouse, monoclonal antibodies against mouse

superior colliculus were made by the hybridoma technique. The tissue of the superior colliculus of the
mice (BALB/c) was given intraperitoneally to Wistar rats as antigen. After immunization, spleen cells
of the rat and mouse myeloma cells (PBX63Ag8U1) were fused with 50% polyethylene glycol.
Hybridomas were selected by HAT medium. Only hybridomas which produced antibodies that bound
to ocular tissue were cloned, Development of the mouse eye was immunohistochemically analyzed
using two monoclonal antibodies named MAblll and MAb23. In 9-day-old embryos, MAblll uniform-
ly bound to the entire optic vesicle. When the optic vesicle became invaginated to form the inner and
outer layers of the optic cup in 11-day-old embryos, MAb111 bound strongly to the outer layer, but
weakly to the inner layer. When the outer layer of the optic cup became the retinal pigment
epithelium and the inner layer became the neural retina, MAbl11 bound strongly to the former but
negligibly to the latter. These flndings indicate that the expression pattern of MAbl1l epitope difrers
between the inner and the outer layer of the optic cup at the same time as the optic vesicle becomes

transformed into the optic cup. MAb23 bound to neural retina in embryos less than 15 days old when
the iris and ciliary body were not formed. In 17-day-old embryos and in the newborn, when the iris
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and ciliary body were formed at the periphery of the retina, MAb23 bound to the whole neural retina,
but negligibly to the ciliary epithelium and to the pigment epithelium of iris. These findings indicate
that the expression pattern of MAb23 epitope diflers between the neural retina and the ciliary
epithelium, the pigment epithelium of the iris at the same tims as the iris and the ciliary body are
formed. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 :1107-1112, 1987)

Key words: Ocular development of the mouse, Monoclonal antibody, Immunohistochemistry

I緒  言

マウス眼球の発生過程は,形態学的にはよく調べら

れている1)2)。 しかしながら,その分子 レベルでの解析

は,ほ とんどなされていない。近年,ハ イブ リドーマ

法を用いてモノクローン抗体を作製する技術が確立さ

れ3)～ 6),生体内の種々のエピ トープに特異的な抗体を

得ることが可能 となった7)。 この方法では,抗原を前

もって精製しなくとも,特異的な抗体を得ることがで

き,生体内に存在する未知の微量な分子に対する特異

抗体を得ることも可能である.

今回,我々は,マ ウスの視覚系の発生を解析する目

的で,出生 0日 のマウス上丘を抗原 としてモノクロー

ン抗体を作製 した。これらの抗体の うち,発生途上の

眼球の特定の部位 と結合する二種類の抗体を用いて,

マウスの眼球発生を免疫組織化学的に継時的に観察

し,網膜,虹彩,毛様体の発生に伴 う分子 レベルの変

動を解析 した。

II 実験方法

1.モ ノクローン抗体の作製

出生 0日 のマウス (BALB/c)6匹 の上丘組織を,

0.lMリ ン酸緩衝液 (PBS)中で機械的に分散 し,lml
の懸濁液にしたものを抗原 としてウイスター系ラット

の腹腔に投与 し感作した。最初の感作後 2週間 目に,

同様の方法で 2回 目の感作を行ない,そ の 3日 後 に

ラット牌臓をとり出し,牌細胞 とマウスミエローマ細

胞 (P3X63Ag8Ul)と を50%ポ リエチレングリコール8)

を使って細胞融合させた。10%ウ シ胎児血清を含んだ

グルベ ッコ変法 MEM(minimum essential medium)

ンこ,hypoxanthine, anlinopterin, ならびンこthyrnidine

を加えた培地 (HAT培地)で ,ハ イブリドーマのみを

選別 した。ハイブリドーマ培養上澄で,出生 0日 のマ

ウス眼球の凍結切片 (後述)を間接蛍光抗体法 (後述)

で染め,網膜,虹彩,毛様体 と結合する抗体を産生す

るか否かを指標にして,ハ イブリドーマのスク リーニ

ングを行った。ハイプ リドーマのクローニングは,一

個のハイブリドーマをガラスキャピラリーで拾い上げ

る方法で行った°).

2.試料作製

胎生 9日 ,11日 ,13日 ,15日 ,17日 ならびに出生 0

日のマウス (BALB/c)を , 4%パ ラホルムアルデヒ

ドで固定した後,Tissue‐ Tek ⑪(Miles)で包埋し, ク

リオスタットで20μ mの厚さの凍結切片を作製した.

3.免疫組織化学

ハイブリドーマをスクリーニングするために,間接

蛍光抗体法を用いた。すなわち,ハ イブリドーマの培

養上澄 と眼球切片を15分間反応させ,の ち0.lM PBS

で15分間洗浄 し,フ ルオ ンスセイン結合抗 ラットIg

(Cooper Blomedical)の 70倍 希釈液 と15分間反応 さ

せ,0.lM PBSで 30分間洗浄 し,そ の後蛍光顕微鏡で

観察 した。

得 られたモノクローン抗体を用いて眼球の発生を継

時的に免疫組織化学的に解析するために ABC法を用

いた。すなわち,モ ノクローン抗体を含む培養上澄と

眼球切片を15分間反応 させ,の ち0.lM PBSで 15分間

洗浄 し, ビオチン化抗 ラットIg(Amersham)の 200倍

希釈液 と30分間反応 させ,0.lM PBSで 15分間洗浄

し,streptavidin‐ biotinylated horseradish peroxidase

complexの 400倍 希釈液 と15分間反応 させ,0.lM PBS

で15分間洗浄し,diaminobenzidineと 15分間反応させ

た.切片は Entenan Oで 封入し,光学顕微鏡で観察し

た。

III 結  果

出生 0日 のマウス上丘組織を抗原にして,20個のハ

イブリドーマをクローニングした。 これ らの うち,モ
ノクローン抗体111(MAblll)と モノクローン抗体

23(MAb23)は ,眼球組織 と結合し,し かも発生に伴っ

てその結合量が変動することが明らかとなった。

1.眼球組織に対する MAblllの結合パターン

胎生 9日 では,前脳胞から眼胞が形成されている。
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図 1 胎生 9日 ,MAblllは ,眼胞 と前脳胞とに一様
に結合する。(ABC法  ×212)
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図2 胎生11日 ,MAblllは ,眼杯外板とは強く結合

するが,内板との結合は弱い。(ABC法 ×106)

MAblllは前脳胞及び眼胞 と一様に結合し,その結合

は,胎生 11日 ～出生 0日 とくらべると弱かった(図 1).

胎生 11日 になると,眼杯が形成 され,眼杯内板 と外

板 との区分が明瞭 となって くる。 この時期では,

MAblllは外板 と強 く結合 し,内板 との結合は弱かっ

た (図 2).

胎生 13日 ,15日 ,17日 , 出生 0日 では, この抗体は

眼杯外板由来の網膜色素上皮層 と強 く結合し,内板由

来の神経網膜 とはほとんど結合しなかった.ま た胎生

17日 と出生 0日 では,虹彩,毛様体が形態的にはっき

りと区分されるが, この抗体は,虹彩,毛様体の色素

上皮層 とも強 く結合した (図 3,図 4,図 5,図 6).

2.眼球組織に対する MAb23の 結合パターン

胎生 9日 では,MAb23は眼胞 とは結合 しなかった

(図 7)。

胎生11日 では,眼杯内板の後極部 と強 く結合したが
,

図3 胎生13日 ,MAblllは ,網膜色素上皮層とは強

く結合す るが,神 経網膜 との結合は弱い。(ABC
法 ×106)

図4 月合生15日 ,MAblllは ,網膜色素上皮層 とは強

く結合す るが,神経網膜 との結合は弱い (ABC
法 ×106)

図5 胎生17日 ,MAblllは ,網膜色素上皮層に加え

て,虹彩,毛様体の色素上皮層とも強く結合するよ

うになる。(ABC法  ×106)
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図 6 出生 0日 ,MAblllは ,網膜色素上皮層及び虹

彩,毛様体の色素上皮層 と強 く結合する。(ABC
法  ×106)

図 7 胎生 9日 ,MAb23は ,眼胞 とは結合 しなし

(ABC法  ×170)

その辺縁部 とは弱 く結合した (図 8).

胎生13日 では, この抗体は神経網膜の後極部の全層

と強 く結合したが,辺縁部にゆ くにつれてその結合は

だんだん弱 くなり,最辺縁部では,神経網膜 とはとん

ど結合しなかった。また網膜色素上皮層の辺縁部とは

弱 く結合 したが,そ の後極部 とは結合 しなかった (図

9)。

胎生15日 では,こ の抗体は神経網膜 とは胎生13日 と

同じようなパターンで結合 したが,胎生13日 よりも辺

縁部まで強 く結合するようになった。また網膜色素上

皮層との結合は消失 した。新たに,網膜辺縁部に接す

る間葉組織 と弱 く結合するようになった (図 10).

胎生17日 では,神経網膜全域 と一様に強 く結合し,

図8 胎生11日 ,MAb23は,眼杯内板の後極部と強く

結合する。(ABC法 ×106)

図 9 胎生13日 ,MAb23は ,神経網膜の後極部付近と

は強く結合するが,辺縁部にゆくにつれて結合は弱

くなる。(ABC法  ×106)

図10 胎生15日 ,MAb23は ,神経網膜の後極部付近と

は強く結合するが,辺縁部では結合は弱い.胎生13

日とくらべると, この抗体は, より辺縁部まで神経

網膜と強く結合している。(ABC法  ×106)
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図11 胎生17日 ,MAb23は ,神経網膜 とは結合する

が,虹彩,毛様体の色素上皮層及び網膜虹彩部,網
膜毛様体部とは結合しない。(ABC法 ×106)

図12 出生 0日 ,MAb23は ,神経網膜とは結合する

が,虹彩,毛様体の色素上皮層及び網膜虹彩部,網
膜毛様体部とはほとんど結合しない。(ABC法  ×

106)

その後極部と辺縁部 とではほとんど結合の強さの差は

み られなくなった.ま た, この抗体は,虹彩,毛様体

の支質 とは結合 したが,それらの色素上皮層及び網膜

虹彩部,網膜毛様体部 とは結合 しなかった (図 11).

出生 0日 になると,網膜虹彩部 と網膜毛様体部では
,

その内層の一部 と弱 く結合 したが,そ れ以外の部位 と

は結合 しなかった.ま た脈絡膜,角膜内皮とも結合す

るようになった。神経網膜全層 と虹彩,毛様体の支質

とは強 く結合した (図 12).

IV 考  按

モノクローン抗体を用いて, ラット眼球組織の発生

を 解 析 した 報 告 が い くつ か な され て い る。

135-(1111)

Barnstable10)n)は , ラット網膜に対してモノクローン

抗体を作製 し,視細胞 と結合する抗体を見い出してお

り, これ らの抗体の結合性の違いから,視細胞におけ

るエピ トープのパターンの解析を行なっている。また

Sarthyら 12)は
,シ ナプス小胞の蛋白質を認識するモノ

クローン抗体を用いて,発生途上のラット網膜でのこ

のエピトープの発現の様子を調べ,シ ナプス形成 との

関係を論 じている。しかしながら神経網膜,網膜色素

上皮層及び虹彩,毛様体などの眼球組織の形態分化に

ともな う分子の変化についての報告はない。今回の

我々の解析により,い くらかの分子が眼球組織の分化

に伴って消長することが明らかにされた。

マウスでは,胎生 9日 頃に前脳胞から眼胞が突出し,

胎生11日 には眼胞は陥入 して眼杯となり,眼杯の内板

は増殖 して肥厚する。胎生 13日 頃には,眼杯の内板と

外板 とは接するようにな り,内板は神経網膜に,外板

は網膜色素上皮層になる1)2)。 MAblllに よって認識さ

れるエピ トープは,胎生 9日 では眼胞中に均一に発現

しているが,胎生11日 になると眼杯内板 よりも眼杯外

板に多 く発現するようになった。胎生13日 から出生 0

日までは,網膜色素上皮層に多 く発現 し,神経網膜に

はほとんど発現しなくなった。 この様な結果は,眼胞

が発生の進行とともに眼杯内板 と外板 とにわかれるの

と同時に,眼杯内板 と外板 とで分子の構成が異なって

くることを示唆する。

胎生17日 になると,虹彩,毛様体が形態的に網膜と

区分される1)13)。 _方 ,こ の時期の眼球を MAb23で染

めると, この抗体によって認識されるエピ トープは
,

神経網膜全域に発現し,網膜虹彩部,網膜毛様体部に

は発現 していないことが明らかとなった。出生 0日 で

も,MAb23の エピトープは神経網膜の全層に発現し

ているが,網膜虹彩部,網膜毛様体部では,その内層

の一部に弱 く発現しているのみであった。 これらの事

実は,発生の進行とともに網膜虹彩部,網膜毛様体部

が形態的に神経網膜 と区分されるのと同時に,分子の

構成 も両者の間で異なって くることを示唆する。

また,マ ウスの網膜では,視神経細胞は後極で最初

に発生が開始し,次第に網膜の辺縁に進んでゆくこと

がわかっている14)。 したがって,胎生11日 から胎生17日

までの間で,MAb23に よって認識されるエ ピ トープ

の発現が神経網膜の後極部から開始し,発生の進行と

ともに辺縁部へ進行 してゆ く事実は,MAb23の エピ

トープが分化した神経網膜に発現する可能性を示唆し

ている。この仮説の上にたてば,MAb23が胎生17日 と

モノクローン抗体を用いたマウス眼球の発生学的解析・辻他
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出生 0日 で,網膜虹彩部及び網膜毛様体部 とほ とんど

結合 しないとい う事実は,眼杯内板の辺縁部が神経網

膜 としての分化をせず,未分化のままとり残 され,網
膜虹彩部及び網膜毛様体部 となった と考 えることもで

きる。

現在までの所,MAblllな らびに MAb23の認識す

る抗原分子の同定には成功 してお らず,具体的にどの

よ うな分子が眼球の形態分化にともなって変動するの

かは明らかでな く,今後の問題 として残 されている.

この研究の一部は,昭和62年 度文部省科学研究費特定研

究62121004の援助を受けた。

なお本論文の要旨は第91回 日本眼科学会総会にて発表し

た。
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