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実験的高眼圧家兎における視神経グリア細胞の変化 (図 5,表 1)
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要  約
α‐chymotrypsinに より作製した高眼圧家兎の視神経乳頭部グリア組織 (神経膠細胞)の変化を,神経膠細

胞の中間径フィラメントであるGlial Fibrillary Acidic Protein(GFAP)を マーカーとした免疫組織化学に

て検討 した。それによると,眼圧上昇により視神経乳頭部神経膠細胞に大きな変化が認められた.最 も著しい

変化は乳頭部神経膠細胞の配列の乱れと増殖性変化であった.こ れらは眼圧上昇の程度と期間に相関的であ

り,高眼圧の視神経乳頭部グリア細胞組織に対する反応の差異を反映 しているものであった。 (日 眼 92!

1450-1455,1988)
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Abstract
The change of glial component (astroglia) in the optic nerve heads of rabbits in which experimen-

tal glaucoma had been induced by a-chymotrypsin, was examined by immunohistochemical staining.
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), an intermediate filament of glial cell, was used as the marker
for astroglia. Astroglia of the optic nerve head was markedly afrected by elevated intraocular pressure

(IOP). Disarrangement and proliferative changes of the astroglia, at and under the optic nerve head,

were conspicuous. These changes were closely related to the level and duration of abnormal IOP
elevation. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92: 1450-1455, 1988)
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I緒  言

緑内障における視神経障害の機序については,乳頭

部の病理組織,形態,機能的研究を元に Hayrehを は

じめ1),多 くの説が述べられてきている2)3)。 しかし,視

神経乳頭部のグリア組織 (神経膠細胞)も ,神経線維,
血管,飾板を構成する結合織と同じく大きな構成要素
となっているにも拘らず,何れもそれにはあまり言及

していない。眼のグリア細胞の研究は Heinrich Mul‐

lerに始まり (1851),網膜ミューラー細胞,神経膠細

胞の染色法を Polyak4),Pedler5)ら
6)が
研究したがその

手技と染色性に問題がありあまり用いられなかった .

更に,病的状態におけるグリア細胞はその形態すらも

多岐に変わり,同定に困難を極めた。最近になり,神

経膠細胞にGFAPと 呼ばれる細胞骨格蛋白が特異的
に存在していることが分かり,これをマーカーにして
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神経膠細胞を容易に,特異的に染色することが可能に
なった7)～ 9)。 そこで今回,こ の GFAPに よる免疫組織
化学的染色を用いて,家兎の視神経乳頭部の眼圧上昇
に伴 う神経膠細胞の変化を捉え,こ れについて考察を

加え報告する。

II 実験方法

1)高眼圧家兎の作製

体重2000～ 3200gの 成熟家兎12羽を用いた。各々の

家兎の右眼後房に,ネ ンブタール (30mg/kg)麻 酔下

にて約0.2ml(250単 位)の α―キモ トツプシンを注入し

た。左眼はコントロールにした。α‐キモ トリプシン注

入後の眼圧は Pneumatic Applanation TOnOmeter

(Alcon laboratories,Fort Worth Texas,USA)ン こて

週に 3回 ,午後 4～ 5時に測定した。コントロール眼
に比べ明らかな眼圧上昇を示した 4羽 8眼につき以下

の実験を行った。

2)免疫組織化学染色

高眼圧が 4週間以上持続した家兎を,過量のネンブ
タール静注により屠殺し,直 ちに両眼球を摘出,ザン

ボニ液で固定後,型通 リパラフィン包埋した。パラフィ

ン切片は視神経乳頭が縦断面になるように髄翼をさけ

て4μ mの厚さの試料を作製した。
免疫組織化学染色は酵素抗体間接法を用いた。脱パ

ラした試料を0.01M PBS(pH7.2)で 水洗後, 3%過
酸化水素水にて内因性ベルオキシダーゼを阻止し,一
次抗体 (Anti‐ human GFAP n10use mOnOc10nal anti‐

body:1/100:SANB10)を室温で 1時間反応させた。

陰性対照として非標識マウス血清を用いた。更にPBS
で洗浄後,ベルオキシダーゼ標識二次抗体 (Anti・
mouse lgG;1/100:BIOSYS COMPIEGNE)を 1時

間反応させた.最後に,PBSで水洗後DAB‐ H202溶液
に浸し発色させ,ヘマトキシリンで核染色したのちニ

コン光学顕微鏡で観察した。

III 結  果

1)高眼圧家兎の作製

α‐キモ トリプシン後房注入により12羽 の右眼12眼

中 6眼に眼圧の上昇が見られたが,内 2眼は 2週間で

正常化した.4眼は眼圧上昇が 4週間以上持続し, コ
ントロール (左眼)と の間に明らかな差が見られた (図

1)。 これら4羽 8眼の眼圧の上昇程度,期間は表 1の

様であった。

2)酵素抗体間接法の結果
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表 1 高眼圧右眼(R)と コントロール左眼(L)の
眼圧の差と期間

IOP(R― L)(mean± SD) 眼圧上昇期間

Rabbit-1

Rabbit-2

Rabbit-3

Rabbit 4

16.87+2.38 (mmHg)

9.51± 2.36

937± 1.66

7.80± 2.66

61(days)

72

69

45

Rabbit‐ 1:左右の眼圧差が16.87± 2.38mmHgと 一

番大きく,その眼圧上昇が61日 持続したもので,その

組織変化も著しく認められた(図 2).ま ずコントロー

ルにおけるGFAP陽性部分は,硝子体に接する視神経
乳頭の生理的陥凹部分では 2～ 3層 にわたって認めら

れ,網膜面に移行するにつれ認められなくなっている。

乳頭直下の実質では,GFAP陽 性部分は全ての神経線
維東を取 り巻き,かつ分離させているネットワーク状
に認められた.その突起も細かく,互いにつながりあっ

ていた。網膜中心動静脈を始めとした血管系は,全周
を神経膠細胞で覆われ GFAP陽性となっていた。くも
膜下軟膜と接する視神経乳頭外側も完全に GFAP陽
性細胞で占められていた.

一方,高眼圧右眼においてはGFAP陽性細胞のマ ト
リックスは,視神経乳頭の硝子体境界面,実質内,外
側と何れの部分においても不明瞭で, ネットワーク構

造は大きくみだれていた。そして GFAP陽性の細胞数
は増加し,消失した神経線維の部分を血管系,結合組

織と共に占めているのが認められた。血管系,軟膜 ,
結合織 と神経線維 との境界はGFAP陽性組織により
保持されていた。

Rabbit‐ 2:コ ン トロール眼 (L)と ,こ れに比べ

9.51± 2.36mmHgの 高眼圧が73日 間持続 した右眼
(R)である (図 3).

高眼圧右眼はコントロール左眼に比べ,視神経乳頭
の著明な陥凹を認め,片側の乳頭辺縁が極度に非薄化
し,同部位に神経膠細胞の増殖によるGFAP陽性部分
が廃状に認められた.神経線維を取 り巻 く神経膠細胞
のネットワークも,薄 くなった乳頭辺縁では著しく乱
れていた。それに比べ,乳頭辺縁が厚 く保たれていた
反対側ではGFAP染色部分は整然となり,層状に神経
線維を取 り巻いていた。

コントロール眼においては,乳頭の生理的陥凹が認
められ,同部位硝子体境界面にGFAP陽性組織が最も
強く認められたが,何れの部分においても構成,配列
の乱れはなく,神経膠細胞の秩序が保たれていた.
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Rabbit‐3(図 4):平均9.37mmHgの 高眼圧が70日

間持続したものであるが,高眼圧右眼 (R)の乳頭陥凹

はコントロール左眼 (L)に比べやや大きくなってい

た。GFAP染色では,Rの乳頭外側壁の軟膜と接する

部分と乳頭直下に強く陽性細胞の分布が見られた.更

に神経膠細胞によるネットワーク構造の歪みも認めら

れた。

Rabbit‐ 4(図 5):平均7.80mmHgの高眼圧が45日

間持続した乳頭の組織である.乳頭陥凹は高眼圧右眼

にやや強く認められたが,GFAP染色ではあまり顕著
な差が認められず,どちらもGFAP陽性部分によって

神経線維,血管,結合組織が整然と包囲,隔絶されて

いた。ネットワーク構造もよく保たれていた。

IV 考  按

視神経乳頭の組織形態から緑内障を解明しようとす

る研究は数多く見られ,幾つかの見解が出されている

が未だ充分な一致は得 られていない。それらも,視神

8W

経乳頭部の軸索輸送,血管系,飾板が主な研究要素で

あり,視神経乳頭のグリア系の役割について報告した

ものは更に少ない。緑内障性乳頭陥凹時には神経膠細

胞は減少することを示唆したAndersonl°
),逆に,相対

的 にグ リア組織 が増加す る と した Quigleyの 報

告3)11)12)に見られる程度である。それは,こ れまで形態

的にグリア組織を同定するのが困難であったことも大

きく関係してきていると思われる。Quigleyの 仕事も

電子顕徴鏡にてグ リア細胞の変化を捉えたものであ

る。

今回,我々は GFAPを用いた免疫組織化学染色によ

り光学顕微鏡的に高眼圧家兎における視神経乳頭部の

神経膠細胞の配列,構成異常について調べ以下の所見
が得られた。

まず,高眼圧によって視神経乳頭部グリア組織も大

きな影響を受け,障害されていることがコントロール

他眼との比較により容易に分かった。硝子体に接する

乳頭陥凹部では神経膠細胞層の肥厚 と廃状性変化が認

8W 0

図 1 実験的高眼圧右眼 (R)と コントロール左眼 (L)の 眼圧の変化と期間 (↑ 印は,
α―キモトリプシンを右眼後房注入した日)

0
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図 2 Rabbit-1:Rは高眼圧により神経膠細胞のネットワーク構造が完全に破壊され,マ トリックスも不明瞭と
なっている.Lは コントロールである。(酵素抗体間接法,左は×20,右は×50)
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図4 Rabbit‐3:Rの乳頭外側壁の軟膜に接する部分に胞体の豊富な神経膠細胞の増

殖性変化が見られる.ネ ットワーク構造にも乱れが生じている.Lは コントロールで

ある。(酵素抗体間接法,左は×20,右は×100)

図 5 Rabbit‐4iRも Lも GFAP陽 性部分の差は余 り認められず,神経膠細胞によ
るネットワーク構造が良く保たれている。(酵素抗体間接法,左は×20,右は×50)
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められた。乳頭部直下の実質では神経膠細胞により神

経線維を支持,包囲しているネットワーク構造の乱れ
が観察された。ことに,眼圧上昇の著しかった Rabbit―

1では,各々の神経膠細胞のマ トリックスまで減少し,
GFAP陽性部分はその細胞の核が主で,分枝の詳細な
分からなかった。しかし,神経膠細胞の核の数はコン
トロールにくらべ明らかに多 く, ここでも神経膠細胞

の増殖が起こっているものと考えられた。又,緑内障
性乳頭陥凹に伴い非薄化している乳頭外側縁でも,眼
圧に抗するかのようにGFAPに 強く染色される部分
が見られた。 しかし何れの組織においても,バ リヤー
としての機能も有していると考えられている神経膠細

胞は,配列の乱れ,増殖性変化を伴いつつも神経線維
を,血管,硝子体,軟膜その他の組織とは明瞭に境し,
区画されていた.

次に,高眼圧の上昇程度と,持続期間による乳頭部
神経膠細胞への影響の差を検討してみると,上記のよ
うな神経膠細胞の変化は Rabbit‐ 1が一番大 きく,

Rabbit‐ 2,‐3から‐4に行くにつれ小さくなっているこ

とから,高眼圧との持続期間に依存していることが示
唆された .

以上より,家兎において高眼圧下でも視神経乳頭部
の神経膠細胞は減少することなく,かえって増殖 して
いる所見 が えられ,こ れは Quigley3)H),Minckler

ら。)")の 報告と一致した。神経膠細胞は高眼圧下でも

それに抗する能力を有し,増殖しているものと思われ
た。そして高眼圧による緑内障性乳頭陥凹形成におい

て,神経膠細胞は,神経線維が障害され消滅していく
その後を増殖しながら補填,修復していくものと考え
られた。今回の我々の実験結果では,その組織変化の

時間的経過の一断面を捉えたものと考える。今後更に

高眼圧に対し乳頭部グリア細胞組織がどのような眼圧

上昇レベルで,いつごろから, どの様に変化して行 く
か,も っと詳細にとらえていく必要があると思われる.

なお,本研究には文部省科学研究費 (No 61771348)に よ

る援助を受けた。又本論文の要旨は昭和61年第90回 日本眼

科学会総会にて発表した.
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