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培養家鶏胚毛様体上皮細胞におけるCarbonic

Anhydrase活 性の局在 (図 8,表 1)

佐 久 間   修 (広 島大学医学部眼科学教室)

Localization Of Carbonic Anhydrase Activity in The Cultured

Ciliary Epithelia froHl Chick EInbryos

Osamu Sakuma
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要  約

毛様体突起部における房水産生機構に関与すると思われるcarbonic anhydrase(CAase)活 性の局在 を,

培養 1週および 3週時の家鶏胚毛様体上皮細胞 を用いて,電顕酵素組織化学的に検討 した。CAase活性の検出

には,Hansson法 を電顕的検出法に改良 した Yokota法 を利用 した。その結果,培養 3週時の色素上皮細胞

(PE)お よび無色素上皮細胞 (NPE)は ともに CAaseの 酵素活性を保持 していた。特に PEの 自由表面側の

微絨毛 に強い CAaseの反応沈着物 を証明 した。対照実験 としてお こなった CAaseの活性阻害剤である

sodium acetazolamideを 含んだ反応液で処理 した培養細胞では, これらの反応沈着物はほとんど消退 した。

この結果から,CAase活性阻害剤の作用部位のひとつが毛様体色素上皮細胞にあることが推測された。 また,

培養毛様体上皮細胞における,apical側 とbasal側 での CAase活性の局在の差 も,前回の ACLase活性の局

在の結果 と対照的であり,培養細胞における膜特性に関 して興味ある点を示 した.(日 眼 91:865-871,1987)
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Abstract
The cytochemical localization of carbonic anhydrase (CAase) activity was demonstrated in

cultured ciliary epithelia from chick embryos (Hamburger-Hamilton classification, stage 36, 37).

Ciliary pigmented and non-pigmented epithelia (PE and NPE) at the 1st and 3rd week in primary
culture were used. For the cytochemical demonstration of CAase, Yokota's method (a modified version
of Hansson's method) was used for this study. Control experiments were carried out with sodium
acetazolamide (an inhibiter of CAase activity). Under the electron microscope, reaction products of
CAase activity were predominantly on the apical cytoplasmic membrane of cultured PE and NPE.
These reaction products were particularly marked on the microvilli of PE. In controls, the reaction
products were greatly diminished. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 865-871, 1987)
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I緒  言

前回の報告
1)で,著者は家鶏胚の毛様体上皮細胞の

培養系を用いて,無色素上皮細胞に adenylate cyclase

(ACLase)の 活性の局在を電顕組織化学的に証明し,

かつ培養細胞そのものが, カテコールア ミンに対する

感 受性 を保 持 して い る こ とを認 め た。 しか し,

ACLase‐ cAMPの系だけでなく,毛様体突起部におけ

る無色素上皮細胞層および色素上皮細胞層で発現され

る物質移動の方向性も,房水産生機構を解明する上で

重要な問題であると考えられる。特に,エ ネルギーを

用いた水やイオンの能動輸送はその重要な要素であ

る。そこで,今回は,能動輸送に関係する酵素の一つ

で あ る と考 え られ て い るcarbonic anhydrase

(CAase)活性の局在について,培養家鶏胚毛様体上皮

細胞を用いて電顕組織化学的に証明した。培養毛様体

上皮細胞の CAaseの活性局在に関する報告は過去に

見られない。

II 実験材料および方法

1.培養方法

既報
2)の ように,毛様体突起部から分離 した色素上

皮細胞 (PE)と 無色素上皮細胞 (NPE)を牛胎児血清

(fetal bovine serum FBS;GIBCO)を 10%含む Dul‐

becco's modined Eagle's medium(DIMEM)で , 1

週および 3週間培養した (図 1に培養 3週時の位相差

顕微鏡所見を示す).

2.CAase活性検出法および透過型電子顕微鏡によ

る観察

Hansson法 3)を 電顕的方法に改良 した Yokota法 4)

によって,CAase活性の組織化学的検出を行なった。

既報の方法で培養 した NPEと PEの培養液を捨て

て,0.lMカ コジル酸塩緩衝液に溶解 した 1%グ ル

タールアルデヒドを使用 して, 4℃ で30分間浸漬固定

し,そ の後0.lMカ コジル酸塩緩衝液で30分間洗浄す

る。次に表 1に示す A液 とB液を混合 した反応液で,

表 1

A液
0.lM.   COS04     1 01nl
O.5M   H2S04    6.Oml
O.067M  KH2P04  10.Oml

シ ョ糖   1.16g
B液 :NaHC03 0・ 75g+蒸留水 40.Oml

(B液は使用直前に調整する)
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20℃ で10～ 20分間反応させた。対照 としては,CAase
の活性阻害剤であるsodium acetazolamide(SA)を

10-4M含む反応液で同様に処理 した。反応後,0.lMカ
コジル酸塩緩衝 液 で20分 間洗浄 し,次 に硝酸鉛 を

0.05%含 むシ ョ糖液で20°C,20分間浸漬 した.そ の後 ,

1%四酸化オス ミウムで 4℃ , 5分間の後固定を行

なった後,エ タノール系列で脱水 し,エポンに包埋 し

た。約2mmの 大 きさのエポンプロックを作成し,酢酸

ウラニルの単染色を施し,日 立 HU‐ 12A型電子顕微鏡

で観察した。

III 結  果

培養 1週時の PE,NPEでは, ともに形質膜の基底

側壁陥入および徴絨毛の発達は不良であり,反応沈着

物は殆ど認められなかった (図 2,3)。

培養 3週時の PEでは, 自由表面側の微絨毛と側壁

細胞膜に,反応沈着物が認められたが,基底側壁陥入

の部分には,沈着物は認められなかった(図 4).特に ,

微絨毛の部分に,強い反応沈着物を認めた (図 5)が ,

SA使用の対照では,こ れらの反応沈着物は,ほ とんど

消退した (図 6)。

培養 3週時の NPEで は, 自由表面側の形質膜上に

反応沈着が認め られた (図 7)。 反応沈着物は,一部 ,

細胞間接合部にも認められたが,発達 した基底側壁陥

入には認められなかった。SA使用の対照では,自 由表

面側の反応沈着物は,ほ とんど消退 した (図 8).

IV考  按

CAaseは ,1932年 Meldrum5)ら により血液の炭酸脱

水反応を促進する酵素として,最初に赤血球に見出さ

れた。その後,種々の動物を使って,赤血球以外の多

くの組織において,こ の酵素の存在が証明されている.

CAaseは C02+H20ギ HC03~十 H+と い う反応 を触

媒する.こ の反応の基質である炭酸 ガスと水は生体内

に豊富に存在 してお り,生体はこれ らの基質を利用 し

ていろいろな生理的機能を発現 していると考えられ

る。

CAaseの 組織化学的検出法は,最初に倉田6)に よ り

報告された。これは.Me(HC03)2ご MeC03+H2C02
→ MeC03+H20+C02(Me=2価 金 属)の 反 応 を

CAaseが 促進 し,不溶性の炭酸塩が本酵素の局在部位

に沈着するとの考えにもとづいた ものであったが,再
現性や特異性に問題があった。その後,倉 田法よりも

安定な基質液を用い,Hausler7)は ,再現性も高く,SA
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による阻害効果の認められる方法を報告した.し かし,

この方法も長時間の組織化学反応を要するほか,生化

学的知見 に合致 しない点がい くつか指摘 された。

Hausler法 で使 用 され て い る Na2S04の 代 わ りに

KH2S04を 用いて,Hansson3)は ,反応時間の短い特異

性の高い CAase活性検出の方法を考案した.現時点で

は,CAase活 性検出の組織化学的方法 として, この

Hansson法が一番信頼がおけるものと考えられてい

る8)。

更にこの方法を応用して YOkOtaは ,反応生成物

であるコバル ト憐酸化合物を燐酸鉛に置換して電顕的

観察を行なった。著者も,こ の Yokota4)の 方法に準 じ

て CAaseの 組織化学的検出を試みた。しかし,一般の

生体組織 と比較 して培養系を材料 として用いた場合 ,

固定液による固定効果が強 く出るため,著者は YO‐

kota法の固定時間を1/3程度に短縮 して,固定をおこ

なった9)。

特に, 1%四 酸化オス ミウムの後固定を,

15～ 20分間以上でおこな うと,鉛化合物が流出 し,

CAaseの 反応が消退することがあったので,こ の場合

は 5分間の短時間固定とした。

電顕組織化学的方法を用いて,CAase活性の局在の

報告が過去にい くつかされている。Winbornら 1。 )は
,

ヒトおよびハムスターの胃腺において,壁細胞の ミト

コンドリアの外表面や,主細胞の小胞体, ミトコン ド

リアの外表面や基質にCAase活性局在を認めている.

同じくWinbornら は, ヒトおよびハムスターの腎近

位尿細管細胞の刷子縁を形成する微繊毛および先端部

の形質膜,ミ トコン ドリアにもCAaseの活性を認めて

いる。Yokotaら 4)は
,マ ウスの肝細胞において,Disse

腔に面 した形質膜 と毛細胆管の微繊毛に活性を認め

た。また,Hanssonn)は ウサギ, ラットおよびヒ トの

種々の組織において,CAaseの組織化学的検出を試み

て, ヒトのエ ックリン汗腺の straight segment, ウサ

ギの胆嚢上皮細胞の細胞間隙,そ してラットの近位お

よび遠位尿細管上皮細胞の基底陥入に CAaseの 高い

活性を証明している.

眼組織においてもCAase活性の組織化学的局在の

証明が行なわれている.Bhattacheriee12)は ,ウ サギの

眼の各部位において CAase活性を検討し,そ の結果 ,

網膜色素上皮細胞 (RPE)と 毛様体の NPEで活性が最

も高 く,その活性量は赤血球よりも高いことを推測 し

た。Korhonenら 13)は
,ラ ットとマウスを用いて,網膜 ,

毛様体突起部,虹彩の色素上皮細胞でもっとも強い反

応を認めた.

電顕組織化学的には,YokOta14)が ウサギ角膜内皮細
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胞の側壁形質膜上に反応沈着物を認めている.ま た,

松高
15)も

家兎眼において,CAaseの 活性反応を内皮細

胞の側壁形質膜上に認め, これが内皮細胞の前房側に

存在する Na,K・ATPaseと ともに,角膜実質の合水量

を一定に保つための能動輸送を行な うionic pumpの

中心的役割をなすと考えた。Lutien‐ Drecon16)は ,ゥ サ

ギ眼を用いて,CAase活 性の局在を詳細に報告してい

る。角膜では内皮細胞の細胞質,虹彩色素上皮細胞の

基底側壁陥入および瞳孔散大筋に面した側の形質膜上

に強い反応沈着物を認め, また,網膜色素上皮細胞の

基底陥入,側壁形質膜,先端部の微繊毛,Muller細胞

の細胞質,視細胞の ミトコン ドリアなどに反応沈着物

を認めている。さらに毛様体上皮細胞の CAase活性局

在についても詳細に報告 し,毛様体突起部の前部では
,

NPEの 側壁陥入とPEに面 した形質膜に強い反応を

認め,基底陥入の部分には反応を認めていない。PEで
は細胞質に反応を認めたほか,強い反応を基底陥入に

認めた。毛様体突起部の後部では,前部に比較 して,

PEの CAase活性は特に基底陥入の部分で減弱 して

いた。毛様体扁平部でも突起部 とはぼ同様な活性局在

を証明した。

このように,こ れまでの研究の結果からは,in vivo

の毛様体上皮細胞の NPEと PEの CAaseの 活性局

在の所見は一致した結論が得 られていない。その原因

として,NPEは房水に面 しており,一方 PEは毛様体

実質に接 しているとい う組織学的な環境の相違があ

る。また,短時間で損傷せずに毛様体上皮を電顕組織

化学材料 として得ることは容易でない.加えて,組織

固定の際に,微妙な固定状態の差が生じ, このために

酵素の流出が起こった り,酵素活性に差が生じるとい

う可能性 も考えられる。 これら困難な点を解決し,一
定の結果を得る方法 として,培養 した NPEと PEを

用いて,両細胞の酵素活性を比較することもきわめて

意義あることと思われる。また,本実験で,著者が使

用した三嶋らの開発 した培養 PEと NPEは ,生体に

おけるそれぞれの形態 と類似の構造を維持しているこ

とが認め られてお り,生体におけるPEと NPEの 機

能も十分反映しているとも考えられる2)。 そ して,前
回,著者は, この方法で培養 した毛様体上皮細胞を用

いて,ACLase活性の電顕組織化学的検索を行ない
,

ACLase活 性が培養細胞で十分保持されてお り,NPE
とPEでその活性に差があることを示 した。また,こ れ

ら培養細胞がカテコールア ミンに対する感受性を保持

していることも証明した1)。

今回は,CAase活性につい
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て検討した,そ の結果,CAase活性は培養 NPE,PE
でともに認め,PEの方が酵素活性が強いように思わ

れた。

CAase阻 害剤の眼圧低下効果に関 して,Davson17)

や Greenら 18)は , これが毛様体突起部の CAase活 性

を阻害したために生ずるという考えについて,疑問視

する報告をしている。いっぼう,KinseyOは ,ウ サギ

眼の血清と後房水の HC03~の濃度を検討し,後房水で

その濃度が約30%高 いことを証明 した。Becker20)21)

は,CAase阻 害剤の SAを投与 したウサギの後房水の

Hc03-の濃度が有意に低下することを認めた。また ,

ヒトで SA投与前および後の トノグラフィーによる検

討で,SAが房水分泌減少にのみ作用 し,房 水流出には

影響 しないことを証明した。このように,CAase毛様

体突起部における房水産生に密接に関与 していると考

えられる。しかし,現在もなお CAaseが NPEお よび

PEの 2層 の演 じる房水分泌機構にどのように関与 し

ているかは殆 ど解明されていない。

今回の実験で著者は CAaseの 強い活性局在を毛様

体上皮の PEと NPEの 両細胞,特に PEの apical側

に証明した。米村
22)は ヒト,サ ル,ネ コ,カ エルで,RPE

を脈絡膜 と共 に摘 出 し,RPEか ら導 出 され る電位

transepithelial potential(TEP)を 記録 した。 そして,

CAase阻害剤である Diamox ①を apical側 (視細胞

側)の 灌流液のみ に与えるとTEPは低下 したが ,

basal側 (脈絡膜側)の みに Diamox ①を同濃度与えて

もTEPはほとんど変化がないことを認めた。RPEと

発生を同じくす る毛様体色素上皮細胞において も,

Diamox Oに 対するこのような電気的応答が apical側

に端を発する可能性は高いと考えられる。もちろん,

培養系が,生体 と同様の電気生理学的性質を有するか

否かは不明である。また,酵素活性の局在に関しても,

生体と培養系で細胞極性が異なり,生体と異なる局在

を示す可能性 も否定できない。しかしACLaseが培養

NPEの基底側に,CAaseが特に培養 PEの先端側に

その活性を強 くもつ という所見は,培養細胞における

膜特性に関して興味ある所見であると思われる。

稿を終わるに臨み, ご校関を賜った調枝寛治教授, ご指

導,ご教示いただいた小野秀幸先生,三嶋 弘助教授に深謝

致します.

本論文の一部は,第90回 日本眼科学会総会 (四 日市市,

1986)において発表 した。本研究は,文部省科学研究費

59570752お よび60771406の 援助を受けた。
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写真説明

略語説明

PE: pigmented epitheliuin

NPEI: non‐ pigmented epithelium

+SA: sodium acetazolamideで 処理

図 1 培養 3週時の位相差顕微鏡写真 (× 100う

PEは小型多角形の黒褐色の細胞集団を形成する。

NPEは PEに比較して,やや小型で不整形を呈し,

一部では隣接するNPEと の間に間隙が観察される

細胞集団を形成する。

図 2～ 8 透過型電子顕徴鏡写真 (barは ,1.Oμmを
示す。)

図 2,3 培養 1週時の PE(図 2)と NPE(図 3).

両細胞ともに徴絨毛および基底側壁陥入の発達が不

良で,CAaseの反応沈着物はほとんど見られない。

(図 2,3× 12,000)

図4 培養 3週時の PE.微絨毛及び基底側壁陥入の発

達が認められ,CAaseの反応沈着物は,自 由表面側

の微絨毛に強く認められる。反応沈着物は,側壁細

胞膜にも認められるが,基底側壁陥入の部分には認

められない。 (× 8,500)

図 5 培養 3週 時の PEの 自由表面側の拡大像。(×

20,000)

図 6 sodium acetazolamideで 処理 した培養 3週時

の PE,反応沈養物は,ほ とんど消退 している。一部 ,

細胞間接合部 (矢 印)にわずかの沈養物が残る。 (×

20,000)

図7 培養 3週時の NPE.基底側壁陥入の発達が認め

られる。CAaseの反応沈着物は,自 由表面側の形質

膜と細胞間接合部 (矢印)に認められるが,そ の程

度は PEのそれに比して弱い。基底側壁陥入の部分

には反応沈着物は認められない.(× 20,000)

図 8 sodium acetazolamideで 処理した培養 3週時

の NPE.反応沈着物は,ほ とんど消退している。一

部,細胞間接合部 (矢印)にわずかの沈着物が残る.

(× 20,000)
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