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ヒト・ブタ・家兎各眼角膜におけるレクチンの結合性 (図 8,表 1)
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要  約

レクチンには特定の糖構造 と特異的に結合する特徴があるので,今回はビオチン化レクチンとABC法 を用

い, ヒ ト・家兎 。ブタにおける名眼角膜の レクチン結合パターンを分析 した。 ヒト・家兎・プタ角膜上皮に共

通 して Con Aお よびWGAに 染性を示 したので,N― アセティルグルコサ ミンおよびα‐D‐ マンノースあるい

は α‐D‐ グルコースの鎖 を有する糖質が存在する。ヒト角膜上皮には,さ らにこれに加え D‐ ガラク トース,α‐

フコース,β‐ガラク トースを残基に持つ糖鎖が存在する.家兎のデスメ膜だけが Con Aに 染 まったので,こ

こには α‐D‐ マンノース,あ るいはα‐D‐ グルコースを残基 に持つ糖鎖が含 まれる。 (日 眼 92:133-138,

1988)
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Abstract
Lectin histochemical studies were performed to clarify the localisation of glycosyl residues in 3

human, 3 pig and 3 rabbit corneas. Surface cells of human, pig and rabbit corneas, especially epithelial
cells, bind specifically with both Con A and WGA, thus indicating the presence of glycosyl residues,

such as N-acetyl-D-glucosamine and alpha-D-mannose or alpha-D-glucose. In adtlition, human

corneal epithelial cells were also stained weakly with RCA-I, UEA-I, PNA. They were considered to
contain sugar chains with D-galactose, alpha-fucose and beta-galactose residues. Exclusive binding of
Descemet membrane of rabbit corneas with Con A signifled that the membrane includes oligosacchar'

ides with alpha-D-mannose or alpha-D-glucose residues. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 : 133-138' 1988)
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I緒  言

レクチンは,細胞を凝集 したりあるいは複合糖質を

沈降させる糖結合性の蛋白もしくは糖蛋 自であり,免
疫反応以外の産物である1)。 レクチンには特定の糖構

造 と特異的に結合する特徴があるので,蛍光色素や酵

素を用いて可視化すれば,組織化学的マーカーとして

各 レクチンに対応する糖残基を同定することが可能で

ある2)3).

最近 Paniwani et al.4)(1986)は ヒト・ ネコ。家兎

の各眼角膜の上皮・ 実質 におけるレクチンの結合パ

ターンを報告した。今回私 どもはヒト・ 家兎・ プタの

各眼角膜について,上皮 。実質のほかにデスメ膜や内

皮細胞層におけるレクチンの結合性をアビジン・ ビオ

チン法5)に より組織化学的に検索し,複合糖質の分布

について興味ある知見を得たので報告す る。

II 材料 と方法

眼球銀行から入手したが,高齢のため角膜移植術に

使用することのできなかったヒト眼 3眼,お よび家

兎 。ブタ各 3眼の角膜を10%ホ ルマリン固定後,パ ラ

フィン包埋し,5μmの切片を作製した。

キシレンおよび100%,90%,80%,70%の 各段階ア

ルコールに通し,0.lM・ pH 7.4の リン酸衝衝液(PBS)

で洗い,内 因性のペルオキシダーゼを阻害するため

3%過酸化水素水に10分間通す.続いて100μ g/mlの

牛血清アルブミンに10分浸漬したのち,PBSで洗淋

し,ビ オチンで標識された 8種 のレクチン10μ g/mlを

30分作用させた。用いたレクチンは, タチナタマメレ
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クチン (COn A), ダイズマメレクチン (SBA), コチ

ギ ノイレクチ ン (WGA), ドリコスマメレクチ ン

(DBA), レンズマメレクチン (LCA),ハ リユニシダ

レクチン (UEA‐ I), ピーナッツレクチン (PNA), ヒ

マレクチン (RCA)で ある。PBSで洗 った後,その場

でアビジン・ ビオチン複合体 (Vector)を 調整し30分

間作用させた。さらに PBSで十分洗ツ1条 したのち,ト リ

ス緩衝液で0.1%と した DAB(diaminObenzidine)と

0.02%過酸化水素水 との等量混合液で発色させた。

0.02%メ チルグ リーン液で染色 してから,段 階アル

コールで脱水しキシレンで処理 した。

対照としては, それぞれのレクチンに特異的な阻害

糖を,レ クチンを加える前に15分間0.2Mだ け作用 さ

せた。またシアル酸の内側にある糖残基を同定するた

めに,PNAに は予め250mU/mlの neuraminidaseを

加えた.

なお,眼球保存液には, 日局ベンジールペニシリン

カリウム20万単位 。日局硫酸ス トレプ トマイシンlgの

他に,眼球保存液 II① (EII・ H)(科研製薬)を加えた

ものを使用した。EII・ IIに は,デ キス トラン70が 3.5g,

D‐ グルコースが78.2mg,そ して塩化 カリウム,塩化ナ

トリウム,塩化 カルシウム,硫酸マグネシウム, リン

酸緩衝液およびフェノールレッドが適宜含まれる.

III 結  果

ヒト・家兎 。ブタ各眼角膜に対するレクチンの結合

性は表 1に示す通 りである。ヒトでは,いわゆるmem‐

brane stainingが Con Aつ づいて WGAで著しく,

RCA‐ I・ PNA・ UEA‐Iで もわずかに観察された。上皮

表 1 いずれの種でも上皮は Con Aつ づいて WGAに つよい染性を示す。家兎デス
メ膜は Con Aに染まる。
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図 1 ヒト, Con A_上皮の表面 (surface coat)(▼ )

および特に上皮の基底層につよい染性がみられる

(↑ )。 実質細胞表面にも陽性に染まる。×100.

図4 家兎,WGA.内皮細胞層 (↑ )はやや陽性に染

まっている.× 100.

図2 ヒト,COn A.内 皮細胞の核を除き内皮細胞層

(△ )は明瞭に染まる.× 40.

図5 家兎,Con A.家兎ではデスメ膜 (★)が Con A
に染まる.× 100.

図3 家兎,WGA.Surface coat(▼ )お よび細胞間

(△ )に よく染まる.ボ ーマン膜は陰性.実質細胞は

陽性.× 100.

図 6 ブタ,Con A.Surface coat(↓ )お よび上皮

深層細胞間 (▲ )につよい染性が認められる.× 100.

基底細胞層の核周囲には,Con Ao WGAに つよく反

応する所見がみられたが,PNA・ UEA‐ I・ RCA‐Iには

わずかに陽性 となるにとどまった。実質の matrixに

は明瞭な陽性反応を示すものは見い出されなかった。

一方,角膜実質細胞は Con Aと やや程度はうす くなる

が WGAと によく染色された.RCA‐ Iも わずかながら

染性を示 した。 ヒトデスメ膜には陽性反応を呈するレ
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図 7 ヒト,LCA.内皮細胞層 (△)に染性がみられ

る。×100.

図 8 ヒト,PNA.Surface cOat(▼ )お よび内皮細

胞層 (▲)に染性が認められる。×50.

クチンは見い出されなかった。内皮細胞層にはCon
Ao WGA・ RCA― Io LCA・ PNA・ DBAが陽性となっ

た。

家兎 。ブタではヒトに比較し染性がやや低下してい

た.家兎上皮は,RCA‐ I・ PNA・ UEA―Iに はほとんど

反応を示 さず,そ の代 りSBAにわずかに陽性 となっ

た。やは りCon AつづいてWGAに 明瞭な染色が認め

られている。実質細胞 は WGAに 陽性反応を示した

が,Con Aに対しては弱 く染色されるにとどまった。

家兎デスメ膜は Con Aに明瞭に染まったが,LCA・
SBAに も微弱ながら陽性反応を示した。内皮細胞は,

Con Aにつよく,WGAと SBAと によわ く陽性反応

を呈 した。

ブタ角膜上皮細胞は家兎の場合 と同様 Con A・

WGAに 染色された。角膜実質細胞は,ほ とんど染色さ

れなかった。内皮細胞層は,WGAに 染ま り,Con A・

LCAoSBAに も微弱ながら染性を示 した。なお,各 々

のレクチンに特異な阻害糖を各レクチンに加えたとき
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は,発色反応は認められなかった .

IV考  察

本法は Paniwani et al.4)(1986)の 記載した方法に

いささかの改変を加えたもので,mouseliver pOwder

の代わ りに牛血清アルブミンを用いた。自験例のよ う

な方法では, ビオチン化レクチンとABC stain ①とを

比較的容易に入手でき,染色全体の完成にほぼ 2時間

半を要するだけであり,ク ライオスタットを必要 とし

ないので,実施はそれほど困難を伴わない。対比染色

のメチルグ リーン染色も,場合によってはかえって レ

クチンの反応性を見にくくすることがあり,施行は省

略しうるが,上皮・内皮細胞層では核がよく可視化 さ

れた方が各層の弁別は容易となるので実施した.

Pattwani et al.4)(1986)の 得た成績と異なるのは
,

ヒト角膜実質が RCA‐ Iに著明に染 まると報告 されて

いるのに対 し,本実験では RCA‐Iにわずかしか染性を

示さなかった。

これについては,染性の程度の差 ということも考え

られる。自験例では,ヒ ト・家兎・ ブタいずれもの動

物眼角膜で Con Aは WGAよ り著明な染性を示 した

のに,Panjwani et al.4)(1986)の 成績では一般にWGA
の方が Con Aよ り明確に染色 されている点が目立つ。

しかし,Bonvicini et al.(1983)は , ヒト角膜で,上
皮 。実質の WGA・ Con Aに 対す る染色性は同じであ

ることを示 している.レ クチンに対するマーカーとし

て金コロイ ドを使用した電顕的研究によると,Con A
は,淡明な細胞質を有し,徴少 ヒダのない上皮に限局

して分布しているのに対し,ヽ″GAは微少ヒダのある

上皮にも受容体を有しているとい う。)。 WGAの角膜上

皮における分布は散布型といえる。したがって,W‐GA
とCon Aの 受容体分布について は pOst‐ embedding

による方法でさらに検討をすすめ る必要があろう。

上皮全体 としてみると, ヒト・ 家兎 。ブタのいずれ

で も主 と し て Con Aや WGAに よ りmembrane
Stainingと して surface coatが染色されている。この

場合,角膜上皮の外側でこれらの レクチンの染性に関

与するものとして,涙液の糖蛋白も考えられる。 しか

し,本実験の染色過程で標本は何度 も洗源されている

ので,涙液は組織片から脱落していると思われる。上

皮の glycocalyxが 反応を示した ものと考えた。

Paniwani et al.(1986)は デスメ膜 。内皮細胞層の

レクチンに対す る染色性について言及していないの

で,現在のところこの 2層 に関す る記載はないようで

擦
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ある。私 どもの結果はこの点できわめて新 しい情報を

提供 していると言える。すなわち,家兎のデスメ膜が

Con Aに 明瞭に染った点である (図 5)。 Con Aは ,

C‐ 3,C‐ 4お よび C‐ 6の 水酸基が未置換の α‐D‐ マンノー

スあるいは α‐D‐ グルコースに高い特異性を有するの

で,家兎のデスメ膜にはこの 2者を糖残基 として持つ

糖鎖が存在すると思われる。

ウシでは, デスメ膜にガラクトース・ グルコース・

マンノースが 6:2:1の 割合で存在するとされ,ま

たフコース,ヘ キソーサ ミン,グルコサ ミン, ガラク

トサ ミンもわずかながら認められるとい う11).し かし,

デスメ膜の生化学な組成,特に複合糖質について詳細

な検討は現在,私たちの知 る限 りなされておらず,今

回の自験例から得られた糖残基の構造からただちにデ

スメ膜の複合糖質の構造まで帰結するには困難が伴な

うと思われる。 ヒト・角膜・ ブタについての生化学な

データが十分に得られていない現時点では,三種のデ

スメ膜にみられた染性の相違は,種 による差に由来す

ると考えぎるを得ない。

続いて内皮細胞の態度であるが, ヒ トでは Con A

(図 2)・ VヽGA・ RCA‐IoLCA(図 7)・ PNA(図 8)・

DBAに陽性 となった。家兎の場合は,Con A(図 5)

につよい反応が,WGA(図 4)と SBAと に微弱な反

応が現われた。そしてブタでは,やはりWGAに 陽性

となり,Con A・ LCAoSBAに もわずかながら染性が

認め られた。したがって, 3者 とも内皮細胞 には,

WGAに 明瞭な特異性を有する N‐ アセチールーD―

グルコサ ミンを残基 とす る糖鎖が存在すると思われ

る。また Con Aに特異 な結合様式を示す α‐D‐ マン

ノースあるいは α‐D‐ グル コースも同様に糖鎖の残基

として現われている可能性 もつよい。Con Aに類似し

て リンパ球幼若化活性があ り,細胞膜糖蛋自の単離に

もよく用いられるLCAは家兎には反応を示 さず, ヒ

トとブタの内皮細胞にしか染性を呈していない。デス

メ膜の染色態度について考按の項で述べたことが言え

る。すなわち,内皮細胞層の生化学な組成 とくに糖蛋

自の配列については現在の ところ十分なデータがな

く,内皮細胞の PNAや SBA,DBAに対する各種動物

の間にみ られる染色性の相違は,現時点では種による

差によるものと考えている。

結果の項で述べたように, ヒト・ ブタ 。家兎の角膜

上皮では共通 して Con A続いてWGAに 著明な染性

を示 した ことから,それぞれに特異な,N‐アセティー

ルグルコサ ミンおよび α‐D‐ マンノースあるいは α‐D‐
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グルコース残基を有する糖鎖が 3者の角膜上皮に存在

すると考えられる。この他 さらに ヒト角膜の上皮は

RCA‐ I,UEA‐I,PNAにわずかながら染まっているの

で,それぞれに特異な糖構造,すなわち D‐ ガラク トー

ス,α‐フコース,β‐ガラク トース残基を有する糖鎖が

そこに存在していると思われる。ボーマン膜はヒト・

ブタ 。家兎ともに今回使用 したレクチンに対 し染性を

示す ことがなかった。この部位ではムコ多糖を含んで

いるとされているが, レクチンに対 し反応性のない化

学構造をなしていると考えられる。

ブタの角膜実質細胞はほとんどレクチンに対 し陽性

所見を示さなかったが, ヒト・家兎のそれは Con Aお

よび WGAに 染まっていたので,やは りここでも N‐

アセティールグルコサ ミンおよび α‐D‐ マンノースあ

るいは α‐D‐ グルコース残基を持つ糖鎖があるものと

考えられた。

従来の文献の記載によれば,角膜におけるレクチン

は,その分化や発生8),抗
原性9),創傷治癒 1° )に関係す

るとされる。今回の研究を手がかりとし,場合によっ

ては電顕的 レクチン検出法も加えて, さらに角膜にお

けるオ リゴ糖に対する検索を深めていく予定である.

稿を終えるにあたり本研究の御指導に多大な援助を惜し

まれなかった第二解剖学教室主任星野洸教授に深謝いたし

ます。また御校閲を賜わった名大眼科学教室主任粟屋忍教

授に厚く御礼申し上げます。
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