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Numerous morphological studies ", or"rollililitou..,.r. have been so far performed mainly to
observe the localization of penetrating tracers such as lanthanum nitrate or peroxidase. From these
examinations revealing blockage of such tracers, it is well accepted that retinal pigment epithelium
or retinal capillary endothelium can block the penetration of such tracers into the sensory retina. In
contrast, it has been claimed that blockage of tracers dose not always reveal precise overview of
blood-retinal barriers but that cellular functions such as heterogenous transport systems and/or
selective uptake systems may play much more important roles as blood-retinal barriers to maintain
constant physiological environment surrounding the sensory retina. Therefore, recently much effort
has been paid to clarify such physiological or biochemical aspects of barrier function. However,
morphology and function has always inseparable relationships. Especially, ultrafine morphological
studies are indispensable to observe heterogenous function of the cell membranes or microorganella.
From these points of view, it is inevitablly essential to improve conventional penetration tracer
procedures or to develope completely new cytological approach for interpretation of functional roles
of trlood-retinal barriers. In this report, our newly developed cytological procedures as below
mentioned are introduced and some interesting results obtained are discussed, with special refemence
to the functional aspects of the blood-retinal barrier. Newly developed cytochemical methods were
applied to reveal heterogenesity of the localization of cyclic nucleotide-producing, degrading exzymes
or transport ATPases in retinal pigment epithelium and retinal capillary endothelium. These enzyme
localizations were also examined in ependymal cells and cerebral capillary endothelium which played
the major roles in blood-brain barrier (BRB). Although the enzyme localization or enzyme character-
istics were comparatively examined in between retinal pigment epithelium and ependymal cells, and in
retinal and cerebral capillary endothelium, they showed quite different localizations. These results
indicate that participation of these cells in the blood-retinal or blood-brain barriers may be different
in spite of same origin in the developmental process. Various peroxidatic molecules were utilized as
cytochemical tracers to observe infusion through retinal capillary endothlium and choriocapillaris.
Interesting result was obtained that smaller tracers did not penetrate much faster than lager
molecules. The characterisity of invasion of such tracer proteins were modified according to their
electrical charges. Therefore, the surface charge of choroidal and retinal capillary endothlial cell
membranes were examined with charged-ferritin labeling using freeze-fracture labeling and frozen
ultrathin section labeling techniques. Differnt from choriocapillary endothelium revealing marked
surface negative charge, there existed relatively high anionic charge in anti-luminal surface ofretinal
capillary endothelium. From these observations, the role of cell surface charge in blood-retinal barrier
were discussed. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 I 1913-1960, 1988)

Key wards: Blood-retinal barrier, K+-NPPase, ca+*-ATPase, cyclase, pDEase, HRp, Mp, tracer,
cell surface charge, chargcd ferritin

受けとめ方が一人一人徴妙に異なる場合すらある。

barrierと いう言葉を辞書で調べてみると,次ぎのよう

な意味が記されている.ま ず,「関所」「関門」「柵」な

どである。これだけではわからないのと同じであり,

さらに詳しく調べていくと,「 (全ての通行 。出入りを

禁止する)障壁」「難関」などとも書いてあり,さ らに

は「障害」あるいは「邪魔者」という言葉まで記載さ

れている。全ての通行を完全に遮断するものと,柵や
関所のようにあるものは通しある物は通さないという

I緒  言
われわれ医学に携わるものにとって,barrierと いう

言葉自体は決して耳慣れないものではない.し かしだ

からといって,「実際にbarrierと はどの様な物あるい

はどの様な事を意味しているのであろうか ?」 という

ような疑間を持ったことがないのも本当のところでは

ないだろうか.それどころか,barrierを 専門に研究さ

れてきた方々のこれまでの著述を見ても,その意味の
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ものではその意味合いが全く異なってくる.こ のよう

な言葉の意味の解釈上の違いも,結局は生体における

barrierと い う事象の概念を微妙に異ならす一因と

なっているのかもしれない。

一方,これまでの barrier研 究の歴史を調べてみる

と,も ちいられた研究方法の違いが,そのままbarrier

に対する概念の違いとなっているのではないかという

印象を受けざるをえない。そもそもbarrierと いう考

え方自体は形態学的な研究によってもたらされた物で

あ る とい え る。形 態 学研 究者 が最 初 に用 いた

approachは ,色素 (ト リパンブルー)を注入して,各

組織におけるその色素の染色性を肉眼であるいは光顕

切片上において観察する事であった.こ れらの実験に

おいて,血管内に注入された色素は,ほ とんどの組織
を染色するが,中枢神経組織や脳質には出現しないと

いう興味ある結果がもたらされた
1)。 ところが,脳室内

へ色素を注入すると,実験動物は急激に死亡してしま

う.こ の様な現象から,脳脊髄液から脳組織に向かっ

てほとんど物質の移動の障害となるものはないが,血

液から脳組織へは,あ る種の物質の移動を完全に遮断

する機構が存在するものと考えられ,こ れが1885年

EhrHchの 提唱した血液・脳関門 blood brain barrier

(BBB)と いう概念2)3)の 実験的証明となった。(実際の

用語として Blood‐ brain barrierと い う言葉がもちい

られたのは,1921年 Sternと Gautier4)か らである)以

後,形態学的研究はさらに電顕レベルでの解析へとす

すみ,電顕的に識別可能な トレーサーを注入して,そ

れがどの組織は通過するか,あ るいはどこで塞き止め

られるかという方向へと発展した
5)～ 9)。 これらの中枢

における研究に誘発され,眼組織においても同様の研

究が活発に行われだした。しかも,ほぼ時期を同じく
して,Novotonyら 10)によって眼科臨床上に蛍光眼底

造影法の登場を見たことがこれらの研究に尚一層拍車

をかけたことは否定出来ない。蛍光眼底造影像から蛍

光色素である■uorescein sodiumは正常な網膜血管や

RPEを diffusionによっては通過しないのではないか

といわれ,実験的にもTsukaharaら 11),Graysonら 12)

によって血液中に注入された nuoresceinが 組織切片

の上で網膜血管あるいは RPEを こえて網膜側へは侵

入していない組織化学像が示された。眼組織において

も脳脊髄液産生機構と同様に以前から毛様体の房水産

生機構における血管一前房間の barrier機 構が興味を

持たれていたが,螢光眼底造影の発達と共に脈絡膜血

管一網膜間の barrier機 構も注目を集めるようになっ

た。電顕を用いた tracer研 究では,血管に注入された

電子密度の高い tracerが 網膜血管,網膜色素上皮細胞

警
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(図 1, 2)や毛様体上皮細胞層を越えて網膜あるいは

前房内に侵入することなく, これら上皮細胞あるいは

物質を完全に塞 き止める事が可能である absol■ e

barrier現象を有する事は明らかになった。つまり先程

のbarrierと いう意味の解釈から言えば, これまでは

通過を障害するあるいは完全に塞き止めてしまうもの

という意味合いでの研究が進んできたように思われ

る。

一方話を BRBの研究にもどすと,生理学的研究に
おいては,脳室の成分と血清成分のあきらかな違いか
ら,血管 と脳室間に存在する細胞がある種の選択的透

過性を有 していることが注目された13)～23).っ まり,生

理的な特質をも決して自由拡散的に透過させることな

く,かな りの規則性を持って選択透過し, しかもこれ
らをある方向性をもって輸送することにより,組織を
常に一定の生理学的環境下に置いて正常に機能さすこ

とが本来の barrierの役割であるという解釈を下した

ことが,生理学的研究が単に塞き止め現象に止どまら
ず net nux barrier現象を追及する姿勢を決定づけた

と言えるだろう。例えばこれは,生理的物質注入後の

脳脊髄液あるいは房水中における量的変化の解析など

の実験24)25)に よく現されているといえるし,い ってみ
れば, これらの研究は現在生理学の分野において一大

問題である細胞膜の透過性や輸送機構の解析そのもの

である.

この様に barrierと は (表 1)に示すように,形態学
的には物質の移動を塞き止める現象であり,生理学的
には関所の役割であるというやや異なった解釈のもと

表 1

形態学的 barrier研 究

堰 止 現 象

生理学的 barrier研 究

選択的透過

および

輸送量調節

日眼会誌 92巻  12号

で互いに研究が進んできたのであるが,例えば光のエ

ネルギーを電気的信号に変換するような網膜の役割

や,あ るいは血管のない透光体組織を栄養する房水産
生機構においては,そ の生理的環境形成のほうがより

重要な意味をもつと考えられても不思議ではない。し

かも,生理学的研究方法の開発に比べ,形態学的な
barrier研 究においてはその後の新しい研究法の開発

が遅れたことも相侯って, このところ研究の主体が生

理学や生化学的な研究分野に移行する傾向にある印象

を受ける事はある程度仕方がないのかもしれない。

そうは言っても,生理学や生化学的研究からもたら
されるのは,あ くまで全体像としてのbarrier機 能で

しかない。細胞のどの様な器官や機構がその機能を果

たすために関与しているかというような微細なレベル

での機能的研究, さらには個々の細胞レベルでの機能

の相違性等というような,眼 barrierを 考える上で非

常に重要な意味を持つ問題を解決していくためには,

netで の動きをみる approachの みでは充分納得出来

る答えを引出す事が困難であることも確かである。こ

のような問題にこそ,形態学,特に微細形態学や微細

細胞学が持つ有利性が発揮出来るものと確信する。本

来,構造と機能はつねに一体・裏表の関係であり,あ
る事象の解明には両者とも不可欠の物である。形態学

を専門にする私が眼 barrierの 研究を指名された時 ,

これまで以上に眼 barrier機構を明らかにするために

は,構造の機能的意義を構造に即して追及しなければ
ならないし,ま たそのためにはこれまで形態的に行わ

れてきた absolute barrierの 研究の範囲からさらに一

歩進んで,結局は新しい観点での方法論の開発から研
究を始めることが必要であると考えるに至ったのはこ

のような理由による。

勿論,一口に「新しい研究方法の開発」と言ってし
まえば非常に簡単明瞭に聞こえるが, これまで誰も試

み得なかったゆえに,一つ一つのプロセス毎に方法の

正当性や再現性の確認が必要とされたし,時には新し
い実験機械まで開発せねばならないといったような大

問題があったことまで含めれば,研究開始当初から既
に多くの失敗や困難に直面 したことは正直確かであ

る.そのためにというのは些かいい訳めくが, この様
に限られた時間内にわれわれが行い得たことはほんの

僅かである。僅かではあるが,何故その様な方法を開

発せねばならなかったという理由とこれまで試み得た

こと,あ るいはそれによって現在まで明らかになった

点を順次項目別に紹介していきたいと思う。その上で,

―

―

ノ
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諸兄の批判を仰ぎ,われわれの研究の今後のさらなる

発展の糧としたいと考えている。もっと欲を言えば,

ここに示すものなど逢かに凌駕するような研究方法を

これから開発出来得る可能性を持った方々に,例 え示

唆の一つでも与えられることにでもなればこれ以上の

幸せはない。

先程から述べているように,眼球組織における bar‐

rier機 構 は大 きくいって,血 液一房水関門 blood‐

aqueOus barrier(BAB)と 血液一網膜関門 blood‐

retinal barrier(BRB)に 分けられる。房水産生機構

や前眼部透光体の環境形成から,血液―房水関門は非

常に興味を持たれる問題であり,む しろこちらのほう

が古 くから盛んに研究が行われてきた分野ではある

が,研究時間が制約された点からここでは血液一網膜

関門に絞って話を進めることをお許しいただきたい.

II 網膜毛細血管内皮と網膜色素上皮

細胞における機能関連酵素局在の

barrier機構の関与について

網膜はよく知られているように,光 という物理的な
エネルギーを一連の変換機構によってイオンの流れと

して電気的刺激に変える機能 と,そ の刺激をさらに
ニューロンを介してより高次へと伝達する機能を持

つ。いわば非常に高度なproたssionalな組織であり,

この様に非常に微妙な生理学的機能を活発に行 う組織

においては,その細胞を効率よく機能させるためにか

なり恒常的な生理的環境が形成されてぃると考えられ

る。しかしこの事を逆に言えば,例 えイオンや生理的

な物質であるといえども,あ る基準を越えて変化する

ようなことがあると,そ の環境はたちまち破壊され,

細胞機能が悪くなるどころか,時としては簡単に細胞

障害を引き起こすことにもなるという危険性も同時に

持ち合わせていると言えるだろう。この事は,例えば

同様の機能を持つ脳組織や脊髄組織を見ると決して無

理な推測でないことがわかる。以上の二点から言えば,

網膜はその活発な代謝のために外方から必要充分なレ

ベルでの物質を摂取することが必要であるとしても,

これ以外ではなるべく外的な変化を直接的に受けない

よう,出来得るかぎりbarrierと いうクッションをは

さんで隔離された環境にあることが望ましいわけであ

る.

この様に,網膜を生理学的に閉鎖された環境にある

機能細胞の集団と考えれば,それに対して影響を与え

うる因子は,硝子体,網膜血管および脈絡膜血管であ

表 2

硝 子 体

inner blood'retinal barrier

感覚網膜

グリア細胞

壁 細 胞
網膜毛細血管内皮

基 底 膜
グリア細胞

θ

(網 膜色素上皮

Bruch膜

脈絡膜毛細血管内皮

るということは解剖学的に間違いない。眼球自身が一

つの開鎖された組織であると考えれば,硝子体はすで

に毛様体等の BRBに よって一定の環境を形成されて
いる組織であるから,網膜に対して無視できない外的

影響は結局のところ血液成分と言うことになるであろ

う.網膜血管においては,血液成分に対して内皮細胞 ,

基底膜,グ リア細胞の順番に接している。一方,脈絡

膜血管では,内皮細胞,Bruch膜,網膜色素上皮細胞

の順にであり,両者ともほぼ同じような形を取ってい

るのかの印象をうける。共に一番最初に血液成分と接

するのが内皮細胞であることは間違いない(表 2)。 こ
の様に書けば,内皮細胞が bamerと して最も重要で

あるかのように聞こえるが,緒言で述べたように,形

態学的に脈絡網膜細血管内皮細胞には fenestration

が多く存在し,血管に注入された HRPや硝酸ランタ
ン等の tracerは 比較的 自由にこのたnestrationを 通

過するが,網膜色素上皮細胞細胞膜基底側面レベルで

塞き止められる。これから,脈絡膜血管一網膜では

barrierと して重要な働きを持つのは,むしろ細胞間に

tight inctionを 有する網膜色素上皮細胞 (図 3)であ
ろうと考えられてきた。一方,網膜血管内皮細胞間(図

4)に も形態学的に強固な tight iunctionが 存在し,注

入された tracerは 管腔側細胞膜とこの tight iunction

をこえることなく26)27),barrierと して最も重要である

と考えられている。実際に,こ れまで barrierに ついて

述べられた総説
28)29)では,barrierの タイプ分けとして

は (表 3)に示すように,血管型と上皮型にわけられ

る。BRBにおいては,血管内皮型として網膜毛細血管

内皮細胞があげられ,上皮型 barrierと して網膜色素
上皮細胞があげられている。これらは,血液―房水関

〇

outer blood'retinal barrier

〇

匡
=コ
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表 3

血液 ―網膜 血液 ―房水 血液 ―脳

網膜毛細血管   虹 彩 血 管   脳毛細血管

網膜色素上皮  毛様体無色素上皮  脳 室上 衣

門 blood― aqueous barrierに おける虹彩血管と毛様体

上皮細胞,BRBにおける脳毛細血管と脳室上衣細胞と
にそれぞれ対比されている。この様な分類自体が果た

して正当なものであるかどうかは後に討論するとし

日眼会誌 92巻 12号

て,網膜毛細血管内皮細胞と網膜色素上皮細胞には少
なくともある種の barrier機構が存在 していることは

間違いがない。しかるにその実態は, あくまである種

の物質が塞き止めるという点のみであったことも確か

である。

ところが,先程から述べているように網膜はある意
味で閉鎖された環境が望ましいとしても,単に何でも
かんでもを塞き止めるだけの barrierに守られていて

はその機能などが果たせるわけがない.そ こでこれら
の両細胞には,必要なものは網膜側へ輸送出来る機能
も同時に有していることも間違いないであろう。そも

そも細胞間を tight iunctiOnで ブロックされ,しかも

細胞膜は細胞自身が生存するために必要以上の物質を

自由に通す訳などないのであるから,形態学的に内皮
や上皮細胞が連続して存在すること自体が bamer以

外の何者でもないわけである。そ う言ってしまえば,

わざわざ血管内皮細胞などは必要ないわけであるの

で,単に形態学的な塞き止め barrierと してだけでな

く,細胞膜自身が何か特有な輸送機能を持つことで機

能的な意味での barrierと して働いているのではない

かという観点から, これらの細胞における膜機能が興

味を持たれてきた。

この様な考えは,脳脊髄組織における血管組織にお
いて早くから想定されてきた問題である。これまでの

眼 barrierの 総説では,脳脊髄および網膜毛細血管は

他の組織における毛細血管とは形態的構造やヒスタミ

ンに対する態度を異にし30)31), これら血管は共に同様

な性格を有するもので,baFierと しても働くと明記さ

れている。 しかし, この様な実験結果だけからそのよ
うに断定的なことをいって果たしてよいものかという

疑間が大きく残る。脳脊髄血管では,細胞膜における
輸送酵素特に active tanspo■ 関連酵素活性の局在が

興味を持たれ幾つかの試みがなされてきた32).ま た,網

膜色素上皮細胞 と同様に脳室に対する上皮系 barrier

である脳室上衣 ependymal細 胞におけるこれらの関

連酵素活性も興味を持たれている33)。 では,果たして網

膜血管内皮細胞と脳脊髄血管内皮細胞さらに,上衣細

胞と網膜色素上皮細胞とで全く同様な輸送酵素活性が

存在し,し かも同様の局在性がみられるのであろうか.

この様な点も含めて,機能的な共通性を見出ださねば,

単に構造が似ていることなどbarrierの共通性を論じ

ることの必要かつ充分な証拠にはならないのではない

だろうか.そ の意味で,以下にこの二組の細胞間にお

ける輸送関連酵素活性局在性について比較検討を試み

6- (1918)
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たものである。

1.網膜色素上皮細胞と脳質上衣細胞

一般に上皮細胞は,分泌上皮と吸収上皮とに大別さ

れているが, これは単に輸送される物質サイ ドからみ

た輸送の方向性の点からの分類であり,いずれにせよ

ある方向をもって水,イ オン,種々の物質を移送する

ものと考えられている.上皮細胞における物質輸送と

いう重要な働きをコントロールするものとして,最近

では Caイ オンあるいは cyclic nucleotide(cAMPま

たは cGMP)な どの second messengerが 注目を集め
ている34)。  さらには Na‐ K‐ATPaseや Ca‐ATPaseな
どのエネルギーをもちいた水, イオンの能働輸送も見

逃せない要素であり,あ る種の上皮細胞ではその輸送

機能の主役を演じることもあるのである
35)。 この様な

cyclic nucleotideを 外的刺激によって,産生 。分解し

細胞内レベルをコントロールする一連の酵素活性群

や,能働輸送に関与するATPase活性群は上皮細胞原

形質膜においては通常 apical側 とbasolateral側 とで

その活性に違いがあり, この様な局在性の偏位こそが

それぞれの上皮細胞における物質移動の方向性決定の

大きな要因と考えられている.網膜色素上皮細胞にお

いても以上述べた酵素活性の apical側 とbasolateral

側での局在性の相違を in situで捕らえられれば,網膜

色素上皮細胞がもつ水,イ オン,物質などの輸送機構

の解明に大いに助けになることは間違いない。残念な

がら,現在までこれら酵素活性の微細局在を明らかに

することは,多 くの方法論的問題のために極めて困難

であると考えられてきた.われわれは現在までに提唱

された検出法の問題点を再検討し,新 しい酵素組織細

胞化学法の開発をすすめてきた。 ここでどの様な方法
をもちいて,上述の酵素活性の網膜色素上皮細胞及び

脳室上衣細胞における局在について検討したかを報告

したいと思 う.

(Na‐ K―ATPase)

Na‐ K‐ATPaseは,1950年 Skou36)に よってネ申経細胞
に発見された酵素活性であり,エ ネルギーをもちいて

浸透圧に関係なくNaイ オンと水を細胞外に放出し,

Kイ オンを細胞内に取込む能動輸送に関与するとさ

れている37)38).現在まで試みられた組織化学検出方法

としては,

[1]Na‐ K‐ATPaseに特異的な阻害剤であるウアバ

イン Ouabainを もちいたオートラジオグラフィ_39)

[2]酵素免疫組織細胞化学法40)41)

[3]酵素組織細胞化学法
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表 4

Plasma Membrane

INSIDE

3Nざ
①
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2だ

@ +r":ir

P, リン酸

があげられるが, このうち前二者は電顕のレベルで観

察するにはまだ解像力の点で問題がありその微細局在

は明らかにされなかった。一方,酵素組織化学として

初期におこなわれた,ATPを 直接基質として用いる
方法では, ウワバイン感受性やイオンー依存性等の点

で信頼性に乏しく,実際には使用する事は困難であっ

た。そこで1970年 Ernst17)は Na‐ K‐ATPaseの部分反

応である K‐依存性 paranitrophenylphOSphataSe(K‐

NPPase)活 性を検出する事で,Na‐ K―ATPase活性を

検 出す る試みを発表 した
42)～44)。 1961年 Tostensen

ら45)により報告された K‐ NPPaseは,Kイ オンに依存

してパラナイトロフェニールリン酸 paranitrOphenyl―

phosphateを加水分解するが, ウアバイン感受性を始

めとして種々の点で Na― K‐ATPaseと の共通性をも

つ。 このため,本酵素は (表 4)の模式図において記
号②に示すように,Na´ K‐ATPase複合体の Kイ オン

依存性の脱 リン酸反応部分を示すものと考えられてい

る。この後 Ernst法 の欠点を改良した Mayaharaら の

方法46)47)が 発表され現在に至っている。その後腎臓の

duct cenな ど多くの吸収上皮細胞でこの方法をもち

いて検出が試みられ basolateralに 非常にきれいな限

局した微細局在が得られており, これまでの生理学的

な推測を裏付る結果となっている。

一方, これら吸収上皮とは逆の方向性を持った物質

輸送をおこなうと考えられている分泌上皮細胞でも検

出が試みられたが,理論上では本酵素が apical側 へ局

ATP

3Nが

2ビ②

匝亘国
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在するものと思われたにもかかわらず,多 くの分泌上

皮細胞 で もbasolateral側 の細胞膜 に局在 してい

た48)49)。 この現象は,水やイオンの動 きには Na― K‐
ATPaseの み、な らず H‐ K‐ATPase60)～ 52), Hc03‐

ATPase53), Na‐ H‐ IIC03 10n COunter tranSpOrt

system54), さらには H‐ Cl‐ATPase52)等 他の輸送機構

も併せて関与する結果と解釈されている。

それで は,網 膜 色素上 皮細胞 で は この Na‐ K‐

ATPa∝ 活性の局在はどうであろうか。(図 5～ 6)に

示す様に,光顕レベルでは余 り網膜色素上皮細胞にお

いては強い活性は認められない(図 5)。 ところが,電
子顕微鏡レベルで観察すると(図 6, 7),K‐NPPase

活性による反応が認められ,やはりbasolateral細 胞
膜に限局しているのがわかる.Steinbergら 55)～60)は電

気生理学的研究から,網膜色素上皮細胞においては K
イオンはbas01ateralへ ,Naイ オンは apical側 へ移
送されるという結果より,Na― K‐ATPaseは apical側
の細胞膜に局在すると考えた。 このようにわれわれの
結果 とSteinbergら の結果

55)～ 60)と は今のところ相反

しているし, トリチュウムウアバインをもちいたオー

トラジオグラフィーの結果においても Sterlin♂ 1)と

Bokの 結果では相違がみられる。ただここで問題とな

るのは網膜色素上皮細胞は果して分泌上皮細胞に属す

るのであろうか,それとも吸収上皮細胞なのであろう
かという点であるが,残念ながらこの重要かつ基本的
な問題に関してもいまだに結論がでていない.一つの

手掛か りとして,最近臨床的に非常に興味あるデー

ターが示される様になった.そ の一つは感覚網膜と網

膜色素上皮細胞の接着力の重要な因子として網膜色素

上皮細胞による水の脈絡膜側への移動があげ ら

れ62)63), さらには網膜剥離においては網膜下液が網膜

色素上皮細胞によってかなり脈絡膜側へ汲み出される

と考えられている64)～ 66)。 実験的にもこの現象が証明さ

れており67),少 なくとも水に関しては網膜色素上皮細

胞の apicalか らbasolateralに 向かって輸送されてい

る可能性が高いという事実が明らかにされてきた68).

網膜 色素上皮細胞 におけ るbasolateralの Na― K―

ATPaseの局在がこの様な水の動きと直接結びつい
ているのかどうかは未だ不明であるにしても,少なく
とも netで の Naイ オンとKイ オンとの動きだけで

Na‐ K‐ATPaseの 局在を述べるのも,他の上皮系細胞
での結果を考えれば,い ささか早計という気がしてな
らない。

脳室における水輸送に関しても,早 くから網膜色素

日眼会誌 92巻  12号

上皮細胞とまったく同様の議論が繰 り返されてきた。

したがって,上衣細胞細胞膜における Na‐ K―ATPase
活性も興味を持たれ,組織細胞化学的にもその局在が

示されている。ただ,上衣細胞においてもその局在性
は全く二つの異なった意見に別れ,apicalに存在する

という意見と69),弱 いながらbasolateralに 存在する

という意見70)と に別れていずれとも決着が付いていな

い。興味あることに, これまでいろいろな上皮細胞に

おける本酵素の組織細胞化学的局在が相次いで報告さ

れて来たが,不確定であるにせよapical細 胞膜に局在

するという結果や意見は網膜色素上皮細胞と脳室上衣

細胞にだけしか見られていない。これら両上皮細胞に

おいて局在の同一性があるかどうか,あ るいはこれら

両細胞のみが他の上皮細胞と異なる異端児的存在であ

るのかという点に関しては,よ り確実な方法の出現を

待たねばならないだろう.

(Ca‐ATPase)

現在,Caイ オンは種々の細胞機能の調整因子として

重要な役害」を果しているのではないかと注目されてい

る34)71)～ 73)。 上皮細胞においても,細胞としての通常の

機能維持以外に,分泌や吸収といった独自の働きにも
直接関与しているのではないかという研究が無数にな

されてきた。Caイ オンを細胞内で messengerと して

有効に働かすため,細胞は複離な細胞内 Caイ オン調
整機構を形成していることも明らかにされてきた。一

般に細胞内は,非常に低い Caイ オン濃度に保たれて
いるが,こ れは微量な Caイ オンの増減でも,それが

messengerと して働ける様に効率をよくしているの

であろうとされている。また特定の細胞においては,

積極的に Caイ オンを貯蔵したり71),さ らには Caイ オ

ンを細胞外に分泌する
74)75)と
考えられている。この様

な一定の細胞内 Caイ オン濃度を保つための機構とし

て,細胞は種々の工夫をこらしているが34),代表的なも

のは (表 5)にあげるような機構であると考えられて
いる34).

このうちでも Ca‐ATPaseは Caチ ャンネルと並び

Caイ オン輸送 に果す役割が大 きい とされてい

る74)-76).ca_ATPaseは 一般に細胞膜・筋小胞体・ ミ

トコンドリアに存在し細胞内 Caイ オンの能動輸送系

として働 くが, これ以外に筋収縮に関与するミオシン

ATPaseや繊毛運動に関与するダイニンATPaseな

ど幾つかの異なった種類の物が存在する。またミトコ

ンドリアは ATPが関与するCaイ オン取込み機構 ,
保持機構さらに

'eeな
放出機構をもち,主 として細胞
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Ca+‐ATPase

N計

Na+-Ca+ exchange

素活性局在が網膜色素上皮細胞と同様の働きをすると

考えられてきた脳室脈絡膜叢 choroid plexus(図 10)43)

やパラフィーゼ paraphyse(図 11)の 上皮細胞70)76)で は

apicalに 著明で,網膜色素上皮細胞とは全く異なる局

在を示す。これ以外の組織でも,例えば気道上皮細胞
88)

では活性は apical側 の細胞膜に局在し,胃 臓の duct

cel187)や 毛 様体 の無 色素 上皮細胞
9°)で は反 対 に

basolateral側 で活性が強い。ミトコンドリアにおける

活性は活発な Caイ オン輸送や貯蔵に関与する細胞に

発見されていることより
76)81)87)-90),お そらくは網膜色

素上皮細胞もその範疇に入るのであろうと考えられる

が,basolateralに おける原形質膜の活性は何を意味す

るのであろうか。それよりも,網膜色素上皮細胞と脳

質上衣細胞とでは全く異なる細胞内局在を示す.例え

その発生学的 originが 同様 であるとして も,Ca‐

ATPase活性の極性に関しての結果からは,両細胞が

Caイ オンに関しての機能的 barrierと して全 く同一

機能を有しているとはとても考えにくい。

(Adenylcyclase。 (〕uanylcyclase)

本酵素は ATPお よび GTPか ら環状 nucleotideで

あるcAMPお よび cGMPを産生する酵素である。環
状 nucleotideは ,1958年 Suiherland92)に よってその

存在が明らかとされ,その後多くの研究により,細胞

における重要な second messengerと 考えられてい

る。ホルモンや neurOtransmitterな どの外的因子が細

胞膜の特有な receptorを刺激すると,それに連動する

表 5

Ca+regulating mechanism

Ca+

passive Ca+-leak

内全体の Caイ オン濃度を調整していると考えられて

いる77)～81).

この様な背景から,Ca‐ATPaseの局在が興味をも

たれ近年その検出が試みられてきたが,初期の酵素組

織細胞化学 的方法で は Caイ オン自身が反応 の

activatorで なく補促剤としてもちいられたり
82)83),至

適 pHで浸漬されていない84)な ど数多くの基本的な間

題点が指摘された。これらを解決して Andoら 87)88)に

よって新しい検出方法が提唱され,心筋をはじめとし

た筋組織で組織化学的検出がおこなわれ
76)88)90)満足す

べき結果が得 られている.上皮細胞でも検出が試みら

れ多くの報告がなされている。視細胞外節においては,

Caイ オンは光受容過程における光刺激変換系の重要

な因子と考えられている34)81)。 従って視細胞外で Ca

イオンの動きもまた極めて活発であろうと考えられ,

網膜色素上皮細胞が視細胞外の Caイ オン調整に関与

して一定の環境を形成する働きをしていることは大い

に可能性があ り, この事も一種の機能的なbarrier機

構と言えるのではないだろうか.実際,網膜色素上皮

細胞にはかなりCaが多く存在するという報告もみら

れる91)。

(図 8)に網膜全体の,(図 9)に網膜色素上皮細胞

における Ca‐ ATPase活性の局在を示す。このように,

網膜色素上皮細胞では反応産物は basolateralの 原形

質膜とミトコンドリアに陽性であり,apical側 の膜に

は反応が認められない.こ こで興味あることに,本酵

Secretory vesicle Ca+-binding

Mitochondria
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Adenylcyclase

表 6

cA'VIP― PDEase 5'AMPase

AdenosineATP 5′ AMP

cGMP 5′ GMP

cGMP‐ PDEaseGuanylcyclase

cyclaseが活性化されて cycHc nucleotideを産生し,

これらが second messengerと して細胞内小器官に作

動し様々な機能がおこなわれている04)93)04).(表 6)に

その産生と分解の模式図を示す.上皮細胞における

cyclase活性の存在も活発に研究され,様 々な細胞機

能との関係が論議されているが,網膜色素上皮細胞に
おいても本酵素の存在は生化学的に証明されてい

る95).

そこで問題となるのはその網膜色素上皮細胞におけ

る局在性であるが,FujimOtOら が開発した DMSOを
使用する組織細胞化学法96)を もちいて adenylcyclase

を検出したのが (図 12)である。反応産物は apicalの

細胞膜に局在 しているのがわかる。一方 guanylcy‐

clase活 性も網膜色素上皮細胞の apicalの 細胞膜に局

在するが (図 13,14),adenylcyclaseと は異なり著明

な活性が視細胞外節にもみられる。生化学的研究から

視細胞外節における光刺激変換機構において, ロドプ

シンが光によって bleachさ れたのち外節原形質膜の

Naチ ャンネルを閉じて視細胞の過分極を惹起する
second messengerは ,Caイ オンと共にcGMPではな
いかと考えられている97)98).従 って視細胞外節におい

ては adenylcyclaseよ りguanylcyclase活 性が優位で

あるとされ99'100),組織細胞化学的に adenylcyclaseで

はなく著明な guanylcyclaseの 局在が視細胞外節にお

いて検出されたことは,われわれの結果の正当性を示
しているものと思われる。

これに対して,網膜色素上皮細胞の apical側 の細胞

膜ではこれ ら両酵素共発生の段階か ら陽性であっ

た101).つ まり,網膜色素上皮細胞の apicalの 原形質膜

にはcAMP系の receptorと ,cGMP系 の receptorも
共存していると考えられる.Oginoら 102)は培養網膜色

素上皮細胞をもちいた実験から,網膜色素上皮細胞の

概日的な視細胞外節貪食作用は,視細胞側からの刺激
因子であるメラトニンが網膜色素上皮細胞 apical側

の細胞 膜 内 receptor‐ adenylcyclase系 に作用 し,

血液眼関門についての研究 第 1部 。上野
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cAMPを messengerと して貪食を停止 させ ること
と,逆にタウリンが guanylcyclase‐ cGMP系 に働きこ
の停止作用を解除して貪食を再開することでコン ト

ロールされているのではないかとの仮説を提唱した。

われわれの示した apical側の細胞膜における両酵素

の局在はこの機構に一部関与しているのかもしれな

い。それだけではなく, もっとより多くの刺激因子に

よって網膜色素上皮細胞が様々に対応できうる可能性

を示した結果であるとも考えられるだろう。加えて,

網膜色素上皮細胞の gap junctionに もこれらの酵素

活性が陽性であることが明らかとなった (図 12,14).

ある種の細胞では gap junctionに cylclaseが 局在

し104),ATPaseな どと共に106)細胞間連絡に関与する

ことが :月 らかとなっ・ている。 RPEの gap junctiOn′こ

おけるこれら酵素の局在もRPE間 の細胞連絡となん

らかの関係があるのかもしれない。

(cAA4Pまアこ々まcGMP‐phosphodiesterase)

本酵素は cyclaseと は逆に,cAMPあ るいは cGMP
を分解する酵素である。(表 6)の ように cAMPは
cAMP‐ phosphodiesterase(PDEase)に より分解され ,

cGMPは cGMP‐ PDEaseで分解される。つまりcychc
nucleotideの レベルはこれら産生および分解酵素の両

者によってコントロールされるといえるだろう.現在
までの本酵素に対する酵素組織細胞的検出法の基本原

理は以下の通 りである。基質であるcAMPや cGMP
が cyclic rnononucleotide phosphodiesteraseに よ・っ

て分解され 5'nucleotide(5'AMPま たは 5'GMP)へ と

分解される課程ではリン酸の放出がないため,反応産

物である 5'nucleotideを さらに5'nucleotidaseに よっ

て加水分解させ, この二次的反応の課程で遊離された

リン酸 と補足因子である鉛イオンとを結合させ,最終

反応産物であるリン酸鉛 として組織化学的に検出す

る。一般に浸漬液に加 えられる外因性の 5'nucleo‐

tidaseと して各種の蛇毒が用いられているが105)106),

これに含まれる5'nucleotidase以外の各種分解酵素の

存在は,浸漬液の不安定化さらには形態の破壊という

組織細胞化学には時として到命的な問題を含んでい

る.さ らにもし検出しようとする組織にもともと無視

出来ぬ程度の内因性の 5'nucleotidase活性が存在して

いる場合には,反応が cycHc mOnOnucleOtide phOs_

phodiederaseに よるものかあるいは内在 の 5'nu‐

cleotidaseに よるものか判別困難な危険も出てくる。

この事は固定によって簡単に失活するような特異性の

ある cyclic mononucleotide phosphodiesterase活 性
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外節原形質膜

Na+チ ャンネル

cGMP― deFЮ ndent′ ..
proteinkinase    tl′
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表 7

円板膜

警
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光

Na Na十 ______
cC,ヽ4P― dependent,1、
protelnkinase    ｀'′

|
cGMP

cGMP(11 GMPI↑ |

PDEasel↑ )

暗状 態

を検出しようとする場合には決して無視出来る事では

ない.

そこでわれわれは内因性の 5'nucleotidaseを もちい

る新しい方法を提唱した
107)～ 110)。

(図 15,16)に示す様

に,視細胞外節では cGMPを 基質にすると著明な反応
が見られるが,一方 cAMPを基質にすると反応は著明
に減弱し(図 17),Panbackern。 や Chaderら H2)の生化

学的研究の結果 113)と まったく一致する。これらの結果

は,視覚生化学研究者がい う,明 状態では cGMP‐

PDEaseが活性化され,その結果視細胞外節原形質内

cGMPレ ベルの低下が原形質膜 Naチ ャンネルを閉

塞して過分極を起こす (表 7)と いう説を裏付けるも
のである。ところが網膜色素上皮細胞ではcAMPを基
質にしても (図 18)cAMPを基質にしても (図 19), ほ
ぼ同様に apical側 の原形質膜 に反応が認め られ

る114)～ n7)。 このことは先程示した網膜色素上皮細胞の

apical側の膜に cyclaseが どちらも認められたことを

伴せて考えると興味深い.つ まり網膜色素上皮細胞の

apical側には細胞内 cAMiPも cGlMPの レベルをコン

トロール出来得る酵素系が存在し, ここでは視細胞外

節における様な cGMPの優位性はないのである。とす
れば他の細胞でいわれる様に cAMPと cGMPは なん

らかの機能に対 して互いに干渉 し抑制 しあ うYin‐

明状 態

Yan説 118)が行われるのではないだろうか。例えば実験

的に網膜色素上皮細胞における水輸送は cAMPあ る
いは PDEaseの特異的阻害剤であるIBMX(図 20)で

非常に強い抑制をうけることが知られ,網膜から脈絡

膜への水の流れをコントロールしているといわれてい

る・ 9)。 この様な刺激伝達系酵素の apical側 細胞膜の

局在は,水の輸送調節という重要なbarrier機 能が網

膜側からの因子によって行われる可能性を示している

のかもしれない.さ らに興味深いのは,同様な生理学

的機能を持つとされる脳質上衣細胞では cyclase活性

と同様に,phosphodiesterase反 応は同一条件では全

く検出されず対照的である。

(GTPase)

Ca‐ATPaseの結果で示した様に,網膜色素上皮細

胞の apical側 の原形質膜には ATPase活性は検出さ

れなかった.と ころが基質に GTPを もちいてわれわ
れが開発した GTPase活 性検出液120)で反応させたと

ころ,(図 21)の様に著明な反応が認められる。電子顕

微鏡で観察すると,視細胞外節先端部あるいは網膜色

素上皮細胞 apical細胞膜において著明な活性が認め

られた (図 22)。 Wheelerら 121)は視細胞外節において,

光―ロドプシン反応後の cGMP‐PDEase活性上昇に

は GTPase活性が必要であると報告した。詳しく述べ
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方 向 や選 択 性 が 決 定 され る とい う論 理 で あ

る138)140)141)。 こ
`DI兼
||こ tranSendOthelial tranSpOrtヤ こか

なりの依存性を示すことは, これら血管内皮細胞にお

けるミトコンドリアの数が他の毛細血管細胞に比べて

非常に多いこととも関連するといわれている142)143).

これ以降多くの研究者によって幾種類もの酵素活性

の検 出, た とえば Na‐ K‐ATPaseや alkline phos‐
phatase活 性の検出が試みられた,と ころがこれらの

酵素は細胞膜には局在するものの,luminal側細胞膜

とantiluminal側 細胞膜とでの明瞭な相違は見出ださ

れなかった.1984年 Inomataら 145)は さらに多 くの酵

素活性について検討 し,中 に luminal側 細胞膜 と

antiluminal側 細胞膜 とでの明らかな局在性の相違を

見せる酵素活性があることを報告し, これまで言われ

ていた,脳毛細血管内皮細胞が metabolicalな意味に
おいて細胞膜極性 polarityを 持つことを証明し,こ れ

らの機能が少なくともBBBの選択的透過性に関与し
ているとした.そ こで, これらの酵素群について脳毛

細血管内皮細胞と網膜毛細血管内皮細胞における局

在,活性の相違について比較検討を行 うことは,両者
の barrierと しての機能を比較することは大いなる意

味を持つものと考えられる.

(Thiamine系 酵素活性)

ビタミン Blは体内で リン酸エステル化されてチア

ミン 2燐酸 として糖代謝に重要に果た している。

thiamine pyrophosphatase活 性はこの thiamine di・

phosphateを thiamine monophosphateへ と分解し,

cocarboxylase量 を調整することで代謝を調節してい

る146).本酵素は一般に Golgi層板に見られるが,神経

細胞では細胞膜にも認められている147)148)。

脳あるいは脊髄毛細血管において本酵素の局在を見

ると明らかに antHuminal側 の細胞膜のほうに著明

な活性が検出される(図 23)。 ところが全 く同一動物に
おいて同条件下に本酵素を検出してみると,網膜毛細
血管内皮細胞においては反応は認められるものの (図

24),電顕下での反応産物は luminal,anti■uminal側

の細胞膜にも均―に見られる(図 25)。 つまり, この酵

素系に関しては脳毛細血管内皮細胞と網膜毛細血管内

皮細胞とでは全く異なる極性を示す。

thianline triphosphatase i舌 1生1ま thiarnine triphOs‐

phateを thiamine diphosphateと リン酸に加水解す

る酵素である.神経組織においては,thiamine triphos‐

phateは ビタミンBlの 活性型でないかと言われ,あ
る種の脳脊髄疾患においてその欠乏が認められてい

表 8

GTP  GDP
StimuluS―→び

ATP>+AMP(t)

Adenylcyclase( I )

cAMP(↓ ) 5′ AMP
cGMP(↓

t[ダ

5′ GIMP

PDEase(↑ )

G‐ protein(↑ )

GTPase(↑ )

ると,GTPと GTPaseを もつポリペプチ ド複合体が
必要であり,こ れは現在 G‐ proteinと あるいは trans‐

ducinと 呼ばれている。これで視細胞外節においては,

光―ロドプシンーG o protein― cGMP oPDEaseと いう
一つの系が考えられているが122)123),他 の細胞におい

ては, この G‐ proteinが adenylcyclaseに 1動 くという

報告もある。例えば,赤血球膜ではエピネフリンとい

う刺 激 に た い してβ o adrenergic‐ G・ protein‐

adenylcyclaseと い う系 が考 え られ て い る (表

8)124)-126).網膜色素上皮細胞の apical原 形質膜には

adenylcyclase活性も著明であるので, この GTPase

活性がこのどちらの系に関係するのかは今後の問題点

である。ただどちらであるにせよ,網膜色素上皮細胞
の原形質膜は basolateral側 ではATP優位であり,逆
に apical側 の原形質膜は視細胞外節 と同じくGTP
優位という膜基質特性に関しても異なるという結果が

得られたことは興味深い。 ところが,脳質上衣細胞で
は先程のように apicalで ATP優位であ り,し かも
cyclic nucleotide系 酵素は GTPase活 性を含めて全
く検出されない。

2.網膜毛細血管内皮細胞と脳毛細血管内皮細胞
1960年代になって,電顕的観察から脳毛細血管と網

膜毛細血管は共に隣接する内皮細胞膜の外葉が tight

iunctionに よって完全に閉鎖 されさらに細胞膜に

fenestrationも存在しないことが示され,他の組織に
おける毛細血管の構築とは異なることが明らかになっ

た26)。 この様な構築においては,電顕的 tracerの 細胞

内自由拡散は勿論のことfenestrationや細胞間を通

過しての侵入も認められないし5)8)9'27)-133),そ れどこ

ろかこの両血管 とも通常は pinocytotic vesicleに よ

る輸送も非常に数少ないとされている8)9)。 そのため ,

これら毛細血管内皮細胞を通過しての輸送は,あ る種
の carrier‐mediatedや 輸送関連酵素によるものでは

ないかと考えられてきた13)24)25)134)～“
2)。 たとえば多 く

の上皮細胞 と同様に tight iunctiOnを境にして管腔

luminal側 細胞膜と反管腔 antiluminal側 細胞膜 とで

の活性局在が異なることにより,あ る種の物質の輸送
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る149)。 本酵素反応 も脳・脊髄毛細血管内皮細胞では

luminalと anti■uminal側 の細胞膜とで活性の相違が

認められ,antHuminal側 の細胞膜で反応が著明であ

る (図 26).と ころが本酵素活性は先程の thiamine

pyrophosphatase活性とは異なり,網膜毛細血管内皮

細胞においては全 く活性が認められず (図 27), この酵

素系に関しても両者での極性は異なる。

(そ の他の phosphatase活性)

Inomataら 145)の報告によれば,彼 らが検討した各種

`1)phosphatase,ヽ
4g―」Ar「IPase o Non specinc alkaline

phosphatase,K‐ NPPase・ 等の中で,luminalと anti―

luminal側 の細胞膜とで活性局在の相違つまり極性を

示したものに 5'nucleotidase活 性がある。この事は,

Betzら 138)140)141)に よってすでに脳毛細血管内皮細胞

の fraction分 画による生化学的定量では特定の frac‐

tion中 に活性が強いと報告されていたことである。こ

れ らの結果からその fractionに は anti■ uminal側 の

細胞膜成分が多 く含まれると推測されている。Non

specinc alkaline phosphataseは 全ての膜分画におい

て優位の差がないとされ, この事は組織化学的にも確

認されている.Na― K―ATPaseの 部分反応である K‐

NPPaseは ある特定の分画に多いとされているが,組

織化学的にこの活性は脳毛細血管内皮細胞膜自身には

検出されていない.

5'nucleotidaseは AMP・ GMPIMP等 の nucleotide
5'monophosphateを 分解する酵素であり,nucleotide

の糖とリン酸との間にエステル結合を加水解する.例

えば AMPが本酵素によって分解されるとadenosine
を産生し,GMPであるとguanosineが 産生される(表
6).本酵素が血管に存在することの組織化学的歴史は

かなり古ぃ15)。 そもそも血管は adenosine量 が減少す

ると血流量が減少するという報告もみられる
151)。 これ

以外にある種の物質の血管内から外方への輸送と関係

するとも言われている。

5'nucleotidaseの 組織化学検出法は,古 く1947年

Gomoriが alkaHne phosphataseの 浸漬液において

adenylateに かえることにより,さ らに1957年 には

rヽachsteinと Meisel152)に よ りacid phosphatase浸

漬液を基本にした反応液が報告されている.いずれに

せよ,検出の原理は酵素による基質の加水分解により

生じた リン酸を金属イオンで補足し,その場に沈澱さ

す方法である.し かしながら,補足剤として用いた Pb

濃度が高いため,反応液が作成時から自濁したすると

いうような欠点が指適され,必ずしも良好な結果が得

日眼会誌 92巻  12号

られていない情況であった
153)154).そ こで,こ のWach‐

steinと Meisel法 152)を基に反応液中の金属濃度を低

下させて比較的安定した状態に持っていたとされるの

が,Uusitalo‐ Karnovsky法 155)である。一方,Robinson

ら156)は最近になって,Pbのかわ りにセ リウムCeを補

足剤として用いる組織化学法を報告した。Ceを補足剤

として用いる方法は,多 くの phosphatase検出に際し

て,Pbを用いた場合に起こる濃度依存性酵素阻害作用

あるいは基質の Pbに よる分解などの欠点が少ないと

される.と ころが,こ の Ce法は現時点では第一次反応

産物を光顕レベルで可視反応産物に変換する方法がな

く,そ のことが組織化学法として一つの大きな neck

になっている。

われわれが,網膜において本酵素の組織化学的検出

を試みた時,Wachsteinと Meisel法
152)では,前述した

浸漬液の白濁が決して無視できない程度に起こり, し

かも反応自体は固定条件を下げたにもかかわらず非常

に弱い情況にあった。Uusitalo‐ Karnovsky法 165)に お

いても自濁は存在し,反応も弱く加えて artifactで あ

る核染色も認められた。Robinsonの Ce法ではやはり

浸漬液に白濁を生じるが,それよりも本法は光顕によ

る観察ができないため非常に限局した部位での反応の

観察には困難さが伴 う。反応液の自濁は別として,な

ぜこれらの方法によると網膜における 5'nucleotidase

の反応自体が弱いのであろうか。われわれは Reisの 生

化学的報告
157)における,本酵素の至適 pHがかなり広

い,あ るいは組織や動物によりかなり異なるという点

に注目した107)～
110)。 これまで述べた反応液は,全てそ

の作成 pHを 7.2～ 7.4の 中性領域においている。とこ

ろが,脳や肝臓においてはpHがそれより高いとの報

告もみられる。そのため酸性およびアルカリ性の領域

において検討した結果,網膜においてはアルカリ性の

方に強い至適 pHを示すことがわかった。ただ,反応
pHを アルカリ性に移行さすと, この問題は勿論中性

領域においても無視出来ぬ問題であるが,nonspecinc

alkahne phosphatase活 性の混入 とい う危険が生じ

る。そこで反応液にnonspecinc alkaHne phOsphatane

活性の特異的かつ強力な阻害剤である bromotetra‐

misoP58)を 添加した。さらに,賦活イオンとして,Mg
よりその効果が強い Mnイ オンを添加 し活性のより

増強を期した。

以下にその浸漬液の組成を示す。

5'‐nucleotidase(Uenoら 107)～ 110))

グリシンーKOH緩衝液 (pH 9.0)250.OmM
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AMPま たは GMP(Na塩 )    10.OmM
塩化マグネシウム          3.8mM
レバ ミゾール             2.5mM
クエン酸鉛 (KOH液中)     4.OmM

(最終 pH 9.0)

この方法を用いて,網膜を浸漬したところ,(図28)
の様に非常に強い反応が網膜視細胞の細胞膜に限局し

てみられるようになった。反応は内方においてちょう

ど視細胞 とニューロン細胞が連絡する外網状層のほぼ

中間部分までに限局する。本反応はこれまで細胞膜に

限局してみられ,そのため細胞膜マーカー酵素ともい
われて いる。視細胞 において もcAMPあ るいは
cGMP代謝に重要な関与があるとされ,そ の代謝がさ
かんな視細胞細胞膜に反応を検出したことは意義深

い。ところが,脳脊髄毛細血管細胞膜で見られるよう
な antHuminal側細胞膜の方が活性が著明という結

果 (図 29)は,例え固定条件を下げても反応自体が網
膜毛細血管内皮細胞膜においては全 く見られず (図

30),こ の両網細血管細胞膜における酵素活性が全く異

なることが示された。

3.BRBお よび BBB構成細胞における機能関連酵
素局在の barrier機 構への関与 まとめ
以上,網膜色素上皮細胞と脳質上衣細胞および網膜
毛細血管と脳・脊髄毛細血管内皮細胞というこれまで

その形態学的特徴からbarrierと しての共通点が多い

ように推定されてきた細胞における,あ る種の物質輸
送や移動に関与すると考えられる酵素の組織化学的局

在性の面からの比較を行ってきた。 しかしながら, こ
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れら一連の実験を行ってみた結果,驚いたことにこれ

ら酵素活性は,時には一方でしか検出されなかったり,

例え共に検出された場合でも,全 く異なる細胞内局在

を示したことである。

この章を終えるにあたってそのことをもう少し整理

して考えてみたい.まず,網膜色素上皮細胞であるが,

われわれが本篇において示した酵素活性だけに限って

み て も,網 膜色素 上 細 胞 の細胞 膜 に お いて は

bas01ateralと apicalと に明瞭な局在の相違を示 し

た.つまり,同 じ網膜色素上皮細胞の細胞膜とはいっ

てもjunctional complexを 境にしてはその膜の性格

や機能にはかなりの違いがあるものと思われる (表

9).形態学的には,こ れまで barrierと しての働きに

細胞間に存在するtight junctionが重要視された。し

かしながら,極論ではあるが,(表 10)に示す様に網膜

色素上皮細胞が junctional complexで つながってい

る異なった二枚の連続した機能が異なる細胞膜という

様に解釈して見ると,例 えば脈絡膜毛細血管に相対す

る基底部細胞膜の機能的 barrierが 浮き彫 りになって

見えては来ないだろうか。勿論,そ の逆の意味での

apicalの 膜も特性を持っていることは間違いない。こ

の点に関しては,網膜毛細血管においてもまったく同

様の解釈が可能と考えられる。

つぎに,網膜色素上皮細胞と脳質上衣細胞における

酵素活性の比較では,網膜色素上皮細胞に検出された

酵素で脳質上衣細胞には検出出来ぬものが多く, この

両者でかなりの相違点がある.そ の中で,特筆すべき

血液眼関門についての研究 第 1部・上野

表 9

19- (1931)

表 10

上皮細胞 内皮細胞

tight iunCtiOn tight iunCtiOn

↓
tight iunCtiOn

は Ca‐ATPaseではないだろうか。この酵素活性は,網

膜色素上皮細胞では基底部に,脳質上衣細胞では

apicalに 活性が顕著であり,その局在に関して言えば

全 く逆,つ まりCaイ オンの能動輸送の方向が全 く異

なっている。

この様な膜酵素極性の相違は,脳・脊髄と網膜にお

ける毛細血管内皮細胞でも見られた。 これらは,形態
的によく似ているからというようなことからだけで,

これら両者の機能が全て同じであると論じることが早

計であることを示す結果である。それは単に細胞間は

しっかりとtight iunctionで守られているという点だ

けが同じであったにすぎないだろう。酵素活性だけで

論じることもまた些か早計であると言 う謗 りはまぬが

れないにしても, この点だけから見ても, これらがと

回亜亜□

PE
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ても同様な細胞としての機能を持っているとは信じ難

い.そ のことは結局機能という点から見た barrierと

しての面からも再度検討せねばならないことを示して

いる.こ れらの上皮および内皮細胞は発生学的な点で

同一 originと もされている.その点から,こ れら細胞

を同様なものとして論じられる研究者もある。それは

それで傾聴に値する意見ではあるが,考えてみれば,
細胞の発生の originが同一であるからといって,やは

り細胞は周 りの環境やその組織の持つ特性によって変

化するのかもしれない.例えば,眼球組織において,
発生が全 く同一 originで ある網膜色素上皮細胞 と毛

様体色素上皮細胞それに虹彩上皮とが全 く同一の機能

を持っているという証拠など何もない。さらに,網膜
色素上皮細胞は BRBに 関与 し,毛様体上皮細胞は
BABに関与していることも明らかである。われわれ
の前にはまだまだ解決すべき基本的な問題が横たわ

る.

III 網膜毛細血管および脈絡膜毛細
血管における細胞膜荷電バ リアー

surface charge barrierの 存在に

つ いて

これまでの barrierに 関する幾つかの総説を読まれ

た方でも, これから述べる「細胞膜荷電バ リアー」と

いう言葉は耳慣れないものと思 う.実際にこの様な現

象を発見したわれわれにも,そ の barrier機 能をどの

様に呼べば良いのか,果たして「細胞膜荷電バ リアー」
と呼称 してしまうことが適切であるのかどうかの確証

はない。それではこの細胞膜荷電バ リアーというもの

がいったいどのようなbarrierと しての現象や機能を

意味するかを説明しなければならないが,われわれが
この様な結論に達した背景にはこれまでに行われてき

た二つの大きな研究の流れが存在する。まず, これら

の歴史的背景を説明してから,本論に入ったほうが理

解して頂きやすいものと考える。そのためには,一旦

話を昭和36年 まで遡って論述したほうが良いだろう。

1。 これまでの tracer研究について
緒言の中で述べたように,barrierの 形態的研究は血

管や組織にその存在が明らかに他のものと鑑別可能な

可視物質,つまりtracer,を 注入し,組織切片の上で

それら物質の局在する位置からその浸透性を検討する

ことにあった。初期には光顕レベルで行われた実験も,

その分解能に限界があるため詳細にはあと一歩踏み込

めず,そ の後の研究の主流は光顕レベルから電顕レベ

日眼会誌 92巻  12号

ルヘと移行していった。眼科領域において最初に用い

られた電顕的 tracerは炭素粒子 coHoidal carbOnで

あり,昭和36年の日眼に山田が報告している159)。 次い

て桜木160)は43年 日眼に トロトラスト,conoidal thor‐

ium dioxide注 入実験の研究結果を発表した。 これら
の tracer注 入実験は炎症等による毛細血管透過性の

克進を見る意図で行われたものであるが,こ れ ら

tracerは 網膜網膜血管や脈絡膜毛細血管から直接的

に漏出する傾向は全く認められず,かえって正常にお
いてはこれら組織は tracerを 阻止するという事実が

明らかにされた。しかし conoidal carbonの 粒子径は

約250Aで あり, トロトラス トのそれは約150Aと ,一

般の生理的物質のそれに比べるとまだかなり巨大であ

るといえる。そのため, さらに粒子径が小さい tracer

の注入が試みられ,登場してきたのがフェリチン粒子
である。フェリチン粒子は分子量約900,000で あり,そ

の粒子径はおよそ100～ 120Aの 含鉄タンパクである.

フェリチンは分子の中央部を電子密度の高い鉄 ミセル

として占め,透過型電顕で十分なコントラストを示し,

個々の分子を同定することも可能である160。 その性質

が利用され,電子顕微鏡的 tracerと して用いられるよ

うになったが,臓器や動物種の違いによってその毛細
血管透過性がかなり異なるとされている。たとえば腎

glomerulusの 毛細血管では inestrationを 自由に通

過するが,筋毛細血管では pinocytosisの みにより透

過するとされている162)～“
4)。 _方
,脈絡膜毛細血管にも

fenestrationが存在 し165)166),家 兎においてはフェリチ

ンのたnestrationか らの通過がわずかは見られると

いう意見 と165)～ 167),pinocytosisに よってのみ Bruch

膜側へわずか透過するとする意見
168)と に別れ,さ らに

ラットではこれ らの どちらの現象もみ られていな

ぃ169)170)。 ところが,こ のフェリチンにしても粒子径が

100Å 以上のものであり,例えば生理的な意味でその透

過性が注目されるタンパクすなわちヘモグロビンやア

ルブミンの粒子径のオーダーである数十Åに比べると

はるかに大きい。そこではぼ20Å の粒子径である硝酸

ラ ン タ ン cOHOidal lanthanumが も ち い られ
た171)172).血 液中に注入された硝酸ランタンは即座に

脈絡膜毛細血管の fenestrationを 通過して Bruch膜

を染色し, さらに網膜色素上皮細胞細胞間隙へと入り

その tight iunctionで塞き止められた173).

ここまでの研究で用いられた tracerを 比較 してみ

ると(表11),脈絡膜毛細血管の inestrationの通過に

関しては,その tracerの粒子径が最も重要な因子とな
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idase HRPと 呼ばれる)が過酸化水素により茶褐色・

不溶性の色素となること, さらにこの色素は電顕的に

も可視性である180)181)こ とを報告した。peroxidaseは

酸化還元酵素の一種であり,必ず過酸化物に由来する

酵素を介して酸化作用が営まれるという特徴を持つ .

この反応には (表12)に示すような二種の基質すなわ

ち水素受容体と水素供与体が必要である。前者の代表

が過酸化水素であり,後者の代表が芳香族アミンすな

わち benzidine系の薬品である。その反応を一般式で

示すと表のようになるが,即時に反応が完成するので

はなく,Complex I,II,IIIと 呼ばれる酵素―水素受容

体中間結合体の発生が認められている。この結合体が

最後に酵素と水とに分解し,遊離する原子状の酸素が

水素供与体を酸化 。発色せしめる.そ もそもこの方法
は細胞内に存在する peroxisomeの 検出のために開発

されたものであるが,peroxidase自 身が比較的容易に

抽出可能であるため, しかも分子量40,000,粒子径約

50～ 60Å とかなり微粒子タンパク酵素であり,その毒

性も少なく類似の径を持つタンパクなどの物質の透過

性を観察するにはかなり期待出来得るtracerで ある

と考えられた.

HRPを用いた tracer研究は現在までも広 く各組織
で行われてきた。網膜毛細血管や脈絡膜毛細血管にお

けるHRPの通過性ついても,Shiose183)を はじめこれ
までに多くの研究結果が報告されている

184)～ 203)。 血管

内に注入された HRPは ,網膜毛細血管から漏出する
ことはないが,脈絡膜毛細血管からは即座にたneゞ ra‐

tionを通過しBruch膜及び RPE細胞間隙を染色し,
最終的に RPEの tight iunctionお よび細胞膜によっ

て塞き止められる。これらの多くの実験結果は一致し,

かなり信頼性の高いものと考えられ今日に至ってい

る.こ の HRPに よる実験結果および先程から述べて

きた他の tracer実験結果から,脈絡膜毛細血管を透過

するかしないかは,その物質の粒子の大きさによって

抑制されるという概念がさらに一般化したことは事実

である。言い換えれば,脈絡臓毛細血管に存在する

表 11

分 子 径

fluorescein      (5.5)～ 1l A

colloidal carbon

throtrast

ferritin

colloidal lanthnum

dextran

g lycogen

250A

100～ 150A

loo～ 120A

20A

125～ 225A

200～ 300A

るかの印象を受ける。実際に,い くつかの論文には,

outer retinal barrierの 構成は脈絡膜毛細血管・Bruch

膜・網膜色素上皮細胞からなり,物質の透過性は, ま

ず巨大なものは脈絡膜毛細血管の fenestrationを 通

過出来ず,それより小さいものは通過しても粒子径が

ある程度大きいと Bruch膜 で補足される。さらに小さ

なものはこの両者を通過するが,最終的には網膜色素
上皮細胞を通過することが出来ないと要約されてい

る。ただし,硝酸ランタンは分子量こそ小さいものの

生理的物質ではなく,それどころかかなり生体に対し

て強い毒性を持つ。これは生体注入するtracerと して

は致命的であり,そ の毒性が強ければ透過性そのもの

が毒性と生体の耐性との関係によって成立してしまう

危険がある。(勿論,透過しないと言 う現象に関しては,

ある程度の意味を持つものであるが)その観点から出

来るかぎり粒子径が小さくしかも出来得るかぎり毒性

も少ないtracerの 出現が期待された。

straus174)-178),  Karnovsky179),  Grahanlと

Karnovsky180)は 3-3'diaminobenzidineを 電子供与体

として働かすことにより,peroxidase(西洋フサビか

ら抽出 した peroxidaseの ため horseradish perox―

表 12

Peroxidase E[60)-itfi
AH2(水素供与体)+H202~~~)A(水 素供与体の酸化物)+2H20

光 顕 酸化還元色素 +H202

(DAB)

酸化色素 +2H20

電顕 酸化 DABが OsO。 と反応 ―――――→ osmium black
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HRP

catalase

myeloperoxidase

lactopercxidasc

hemoglobin

myoglobin

cytochrome C

heme- undecapeptide
(m icrcperoxidase)

heme-noapeptide

heme-mtapeptide

表  13

分 子 量

40000

240000

160000

82000

68000

17800

12300

1880

inestrationの 大きさを潜 り抜けられるかどうかとい

う物理的な因子が係わる問題であるといえ,その概念
に矛盾する結果はこれまで一見したところ何もない。

2.螢光眼底造影とtracer実 験 との相関について

先ほど述べたように,HRPの 粒子径は50～ 60Å で
ある。したがって,HRPよ り粒子径がさらに微細なも
のに関しても,fenestrationの 大きさという物理的な

制限という点から考えれば当然透過していくものと推

測されてきた。硝酸ランタンはそれよりも更に小さく

約20Å であるが,こ の tracerは通過が阻止される場合

にはある程度の信頼性があるが,脈絡膜毛細血管の様
に通過してしまう場合には,その毒性による細胞障害
の影響を頭から無視してしまうのはいささか都合が悪

い。これらtracerの 透過性の問題は,生理的な意味合

Cytochrome C

日眼会誌 92巻  12号

いでも重要であるが,BRBを 考える場合には螢光眼底

造影所見との相関性という点で臨床的にもわれわれに

とって特に重要な意味をもってくる。

螢光眼底造影において,barrierの 破綻と特に関連す

るのは螢光眼底造影色素である nuoresceinが inner

barrierで ある網膜毛細血管とouter barrierで ある網

膜色素上皮細胞をこえて漏出現象 leakageを 起こす

ことであろう。outer barrierの 障害としては,中心性

漿液性脈絡膜症や脈絡膜毛細血管よりの新生血管を伴

う黄斑症等による網膜剥離があげられる.inner bar‐

rierの障害としては,糖尿病性網膜症や網膜静脈閉塞

症における毛細血管閉塞性変化のための網膜浮腫があ

げられる。これら障害の in situでの変化を見るために

これまで様々の方法で障害を実験的に惹起し,HRP
に代表されるtracerの 注入

187)～ 203)や
螢光眼底造影に

使用する nuoresceinを 注入して凍結乾燥 し螢光顕微

鏡による観察
204)～ 207)が試みられてきた。それらの観察

結果から,網膜色素上皮細胞や網膜毛細血管という細

胞 レベルでの障害がある場合には,tracerや nuores‐

ceinの invasionが 起こることが確かめられ,臨床的に

推測されてきたいくつかの仮説の正当性が証明され

た。ただここで問題になる点がなかったわけではない。

まず,nuorescein注 入による観察は光学顕微鏡のレベ

ルでしか行えないという制約がある。 しかも螢光顕微
鏡という通常光学顕微鏡よりさらに解像力の点での制

約があるため,細胞の微細な障害というレベルまで踏
み込むことなど到底不可能である.し たがって,今後

われわれが治療や予防という点で大いに考えねばなら

ない,疾患の初期における細胞の微細変化の観察につ

いては期待できる観察方法ではない.HRP等 の電顕

1630

1550

10A

10A

表 14
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る226)。 これ ら微細 ヘ ムタンパ クのなかで,heme‐

undecapeptideは 別名 microperoxidaseと 呼ばれて

いる222)～ 224).

4. BRBに おける Inicroperoxidaseの tracer実 5実

以上から,お よそその粒子径が10Å とnouresceinの

粒 子 径 に ほぼ 等 し ヽヽ microperoxidaseや heme‐

octapeptideを 注入 し,そ の局在 を調 べ ることは

tracer研究としてはかなりの意味を持つものと思わ

れる。実は,われわれが最初に述べた “細胞膜荷電バ

リアー"と いう現象が存在するのではないかというこ

とに気付いたのは,ま ず HRPの 注入実験を行いこれ
までの網膜毛細血管や脈絡膜毛細血管の透過性に関し

てのを報告を再確認し,つづいで microperOxidaseで

も同様に確認のうえ別の実験系に応用しようとしたこ

とに始まった。

まず HRP注 入実験であるが,材料 としてはモル
モットおよびラットをもちいた。体重100gあ たり10～

15mgを大腿静脈より注入し,直後 より24時 間まで
の間隔で灌流あるいは浸漬固定を行った。組織細胞化

学的手技に関しては先程のべた Graham‐Karnovsky

法180)に準じて行ぃ227)228),そ れぞれ光顕と電顕切片を

作製し観察した。これまで述べ られてきたように,

HRPは脈絡膜毛細血管を注入後す ぐに通過 し (図
31),Bruch膜 を通過して網膜色素上皮細胞細胞間隙

に達し (図 32),細胞間 tight iunctionに よって塞き止

められた(図 33).続いて,microperoxidase注 入実験
であるが,体重100gあ たり10～ 15mgと HRPと 同量
を注入後 HRPと 同様の時間に切片を作製して調べて
も,光顕上では脈絡膜血管や毛細血管管腔にはその酵
素反応が著明に認め られるが,そ の局在や状態は

HRPと は異なり, これらの血管から外部へと流出す
る傾向が認められなかった(図 34)。 電顕切片を作製し

て, さらに詳細に観察しても(図 35),か なりに時間を

経過 した場合わずかに Bruch膜中や網膜色素上皮細

胞基底細胞膜に反応産物が見られるのみであ り (図

36),HRPが これらの組織を即座に通過するのに比べ

る と非常 に対照的 な結果が得 られた。microper―

oxidaseの このような傾向は, さらに何度も実験を繰

り返したが変わることはなかった。一方,網膜毛細血

管に関しては, これまでの報告の通 り229)230),HRP・

microperoxidase共 に管腔内からの流出は全く認めら

れなかった。

それでは何故この様な現象が起 こったのであろう

か.粒子径から考えれば,HRPの 有効粒子径がほぼ

的に観察可能なtracerは 電子顕微鏡的なレベルでも

観察可能であるが,nuoresceinの 粒子径である 5

～11Å に比べれば粒子径という点のみに限ってもまだ

まだずれがあり,得 られた結果について直接的に比較
することはまだまだ困難である。

microperoxidase(MP)に ついて

一つの試みとしては,nuoresceinに なるべく粒子径

が近いより微細な電顕 tracerの 使用を試みることで

あろう。その様な眼科だけの問題を少し離れて,HRP
よりもさらに微細に tracerの 開発の重要性は各組織

の生理的な現象を解明するためにも非常に重要であ

り,こ れまでも盛んに行われてきた。先ほど述べた

HRPの検出反応を用いて,HRPに似たしかもより微
細な粒子の組織細胞化学的検出が試みられた.それは,

例えば毛細血管の inestrationの 透過性の観察や ,

tight iunctionの透過性をより微細な tracerを用いる

こ とで観察す る必要 に迫 られ て の こ とで あっ

た208)209)。 それらtracerの 一覧表を(表 13)に示す。こ

こにあげた agentは 全て peroxidase様 活性 perox‐

idatic activityの 性格を持つものであり,その検出法
理論は HRPと 全く同じである210)211).

この中で,catalaseは 52Å というほぼ HRPと 同様
かそれ以上のの粒子径を持つし212)-2“ ),myeloperox_

idase lま 44180)215), lactoperoxidaseは 36216), hemog_

loginは 28217)と 未だ比較的大きい存在である.myOg‐

loblinは 17218)219),cytochrome cは 15181)と かなり微糸田

になるが,そ のヘムグループが粒子の中に埋もれてい

ることから,perOxidatic activity lまかなり弱 tヽ という

欠点がある。そのため,こ の cytochrom cと いう比較

的微細な分子からヘムだけを出来るかぎり取 り出せ

ば,粒子径もさらに小さくなるし,peroxidatic activ‐
ityの増強も見込まれる222)～ 224)。 そこで (表 14)の模式

図のように cytochrom cを 塩酸及び pepsinで 処理し

ア ミノ酸 を104か ら11に した も の が,heme‐
undecapeptideで ある。これは分子量1,880で ,その粒

子径は約10と 計測されている225).し かも cytochrom c

と比べると,その peroxidatic activityは 約100倍増強

する。この heme‐undecapeptideを さらに trypsinで

処理 し,ア ミノ酸 を 2個 落 とした ものが heme‐
nonapeptide, 3個落としたものが heme‐ octapeptide

であり,分子量は1,630と 1,550で 粒子径はおよそ10Å
である225)。 しかも,こ れら agentの生体に対する影響

も cytochrom cな どに比べるとcremaster testの 結

果か らも非常 に少ない とい う利点 も示 されてい
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HRP

MP 10A 4.85

30Åであるのに対して,microperoxidaseは 10Åであ

り, これまでの トレーサー研究から考えられていた,

透過性は物質の粒子径の大きさに依存するという概念

が全 く当てはまらない。 これは,tracerと いうものの
本質を考える場合には,非常に興味ある大問題である。

少なくとも脈絡膜毛細血管に関しては,おnestration

の口径とは異なる要因が存在しなければ, この様な結

果は得られないであろう。逆に言うなら,HRPと mi‐
croperoxidaseが もつ何か異なる要素が, この様な現

象を明らかにしたのであろう。そこで, これら二つの

tracerの 粒子系以外の性質 というものを対比 してみ

た。tracerと して粒子系以外に重要な因子は,次のよ

うな物が考えられる。まず,tracer粒子が持つ電荷 。

血液中タンパクとの結合能 。peroxidatic activity・ 粒

子の細胞毒性・組織細胞化学反応の条件など色々なも

のがあげられるが,こ れらの点に関しては Simionescu

の非常 に詳細を極めた報告があ り
225),isoelectric

pointつ まり粒子荷電状態以外は問題がないことが明

らかである。そこで (表 15)に不した isoelectric pOint

を見ていただくと,microperoxidaseは 4.85で ,われ

われが使用した HRP Type II,IXの それは7.4お よび

8.4～ 9.2で あることがわかる。つまり,tracer粒 子の

荷電状態としては,microperoxidaseは anlonic陰性

であり,われわれが使用した HRPは cationic陽 性な
いしneutral中 性である.

この様に tracer粒 子の荷電状態が異なることが,脈

絡膜毛細血管透過性を修飾する因子であるとするなら

ば,tracerに 相対する毛細血管細胞膜特に luminal内

腔側の細胞膜の荷電状態が大いに問題となってくるだ

ろう。そこで,われわれは次に網膜および脈絡膜毛細

血管内皮細胞における膜荷電の in situで の研究を試

みた。

5。 網膜および脈絡膜毛細血管内皮細胞における膜

荷電の in situでの研究

Singerと :Nicolsonンこよる nuid inosaic rnode1231)|こ

日眼会誌 92巻 12号

表 16

outer

:nner

t l lllノ

VYV

よって示 された よ うに,細 胞 膜 は主 として hos‐

pholipidか らなる脂質とタンパク質とから構成されて

いる。脂質は lonお よび polar headを外側に向け,内

方には脂肪酸の chainを伸ばした bnayerの 状態で存

在する。タンパク質はこの Hpid bilayerの なかに

polypeptide chainを 折れ込ませ,一部は埋まった形

で, または両側に突出した形で存在する。その表面か

ら突出した部分には色々な糖鎖の末端が露出している

が,こ れがその種類によって十か―に荷電している(表

16).そ のおのおのの荷電を総合すると,netの状態と

しては細胞膜表面は陰性に荷電していると考えられて

いるが(polyanionic),結 局その程度はどちら側に荷電

している末端が多いか,或いはどの様な局所的集束を

見せるかによるとされる。したがって, もし管腔側に

陰性荷電の局在が著明であれば,microperoxidaseの

様に陰性荷電粒子は細胞膜からの反発があり,逆に陽

性荷電を持つ分子は細胞膜に引き寄せられやすい状況

が予想される。

この様な細胞膜の荷電局在を観察する (少なくとも

細胞膜 レベルでの局性を観察するためには電顕での観

察が不可欠である)組織細胞化学的方法としては, コ

ロイ ド鉄法 ferric colloid, ルフ・ニウムレッ トruth‐

enium red法あるいはカチオン化フェリチン CatiOn‐

izedたritin法があげられる。

(コ ロイド鉄法)

鉄コロイド粒子の表面には無数の Fe02基が露出し

ている。これらは細胞表面の負荷電基との間に多くの

静電結合を形成し,共有結合 (50～ 100Kca1/mol)に 匹

敵する強固な結合であるとされる
232)233)。 ただ,こ の方

法は pH 2.0以上で不安定になり,それ以上の pH領域
では使用出来ない点である。そのため,こ の方法は生理

的な条件では用いられにくかったが,Senoら 234)～ 288)

によってコロイド鉄にカコデル酸緩衝液を加えるとそ

cationic

neutra I

anionic

表 15

有効分子径
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表 17

Frozen cryo- ultrathin soction

Freeze fracture

れ以上の pH域でも安定することが明らかにされた。

その コロイ ドである Fe―Cacは正荷電を維持 したま

ま,pH l.6～ 7.6の間で安定である。また,理論的には

pH l.4で 染色すればムコ多糖類の硫酸基を,4.0で は

ムコ多糖の硫酸基とカルボキシル基を, さらに蛋自の

等電顕点以上ではこれらと共にタンパクの酸性基に結

合する。ただし,欠点としてコロイド鉄自体の形や大

きさの点で不揃いである事があげられる。

(ルテニウムレッド法)

本法は Luft239)240)により細胞表層ないしは細胞間基

質中の酸性物質の検出に広 くもちいられてきた。ルテ

ニウムレッドは 6価のカチオンであり,試料中の酸性

基と静電的に結合すると考えられている。ルテニウム

レッドが後固定に用いるオスミウム酸と反応すると電

子密度が上がり,試料切片上で高いコントラス トを示

す。ただし,ルテニウムレッドは原則的には細胞内ヘ

侵入することがないので,例 えば細胞中の構造が細胞

膜と連続するかというような点を検討するには有用で

あるが,われわれが行おうとしている,組織内の荷電
の分布を広 く検討するためには適していない。

(荷電化フェリチン)

通常 フェリチンnat市 e ferritinは 等電点 pI=4.6

で,中性領域では陰性荷電である。フェリチン分子の

遊離 カルボキシル基を carbod五mideで 活性化 した

後 , N,N‐ dimethyl‐ 1,3‐ propanediamineや 1,6‐

diaminohexane等 の R―NH2形親核試薬と反応させて

4級か 1級アミン化合物に変換させると, フェリチン

を正荷電状態 (pI=8.5)に できる.こ れが標識用のカ

チオン化フェリチンで,生理的 pHの範囲でも使用可

日眼会誌 92巻  12号

能であり, コロイ ド鉄とは異なりその形や大きさは一

様である241)～
244)。 ァニオン化フェリチンの方は,通常

フェリチンをさらに succinylationし ,pIお よそ3.4か

ら3.8へ と下げて安定化さす
245)～ 247)。

(組織細胞化学的検出法とその問題点)

コロイド鉄や荷電化フェリチンをどの様に組織化学

的に陰性化した部位に局在させるかという方法に関し

ては, これまで直接的に en blocで浸漬させる方法,

あるいは sectionを 作成して浸漬する方法が用いられ

てきた。ただここで問題となるのは,先程も述べたよ

うにフェリチン自身が電顕の高倍率下で充分識別でき

るだけの大きさを持った粒子 (粒子径約100～ 120Å )

であることである.こ の事は電顕でその receptorが 識

別可能であるという利点とは全く逆の意味で,例えば

生体膜を貫通しないあるいは固定された組織であって

もsectionが 光顕 レベルで用いるほど厚ければ,(表

17)の左側のシェーマで示すように目的の部位までに

均等な浸透が期待できないという欠点を持つ。実際に,

組織化学的には完全に溶解した物質を組織に浸漬させ

た場合でも,均等に局在する限度はおよそ40～ 50μ m
といわれている248)～

250).勿論,直接的に外表に露出し

ているような部位における結合部位の観察はen bloc

でも充分な結果が得られるけれども,それ以外の部位

になれば sect ionの ほんの表面から近い部分だけが旨

くすれば標識されるということにもなりかねない.そ

こで,例えば血管内腔 luminalの 結合部位などの観察

にはこの様な方法を用いることは好 ましくない。

Simionescuをはじめ多 くの研究者251)～263)は,血管に

おけるこれらreceptorの詳細な観察を報告している

が,彼 らの用いたのは lumina側の細胞膜のreceptor

の観察には血管内に直接的に潅流注入することであ

り,cOnagenで おおわれる abluminalの 細胞膜の観察

では,前処置として conagenase等の酵素でそれら線

維を除去して浸漬を行う方法をとっている
254).確 かに

これらの方法でも,その結合部位をある程度観察する

ことは可能であるが,そ こに酵素処理という一つの好

ましいとはいえない条件での処置が追加されるため,

ある程度局在が修飾される危険もまた増すわけめあ

る。

ここで一つの例を示したい。われわれもまた脈絡膜

血管の陰性荷電部位の検出のために,ま ず凍結で20

μm程度の切片を作成して,鉄 コロイ ドで染色してみ
た。結果は先ほど述べたように,切片のほんの一部で

のみ脈絡膜血管内皮細胞特に luminal側 に結合(図 37)

椰
〃
ヽ
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表 19

Frozen thin― sectiOn iabeling
(TOkuyaSu. J. Cell BioL′  1973)

Fixation:2% OIutaraldohyde in 0 1M● hosphate buffer(P3).
pH 7.4. lhr. 4・ C

Washin9:0.lM PB,30min′ 4℃ .

1. lnfusion in 2.OM sucrose in O.lM PB overnight at

2. Rapid freozing by llquid nitrogen.

3.Cryomicrot¨y aocOrdino to the method of TOkuyasu.
(J.Cell Bi● |_ 57. 551′  1973)

4.Recove"nO to Formvar ooated grids.
5.Washing to remove sucrose with PBs cOntaining lomM 91ycine.
6 Reaction 、″ith 20メιg CatiOniZed― ferritin(E Y laboratory lnc.
San Mateo)′ /ml in PBS atゎ om tem"rature fOr 30min.
7.Washing with PBS.
8 Refixation with l% olutaraldehydeす 。r 10min at room temperature.
9 Wlashing vvith PBS.

lo. uranyl staining.
11.Embeddhg in methylce‖ ulose.
12. Examination under JEM 100CX el● ctron microscope(EM).

この方法で,う まく割断された部位を観察すれば,(図

39)の ように浸透しにくい円板膜内部における標識も

可能である.ただし, この方法は割断された表面だけ
しか見られないと言う欠点は全 く変わらないため,広
く結合部位を観察するというような目的には適 さな

い。写真は網膜色素上皮細胞 apical部 (図40),(図 41)

は基底部カチオン化フェリチン結合部位をこの方法を

用いてみたものであるが,表面からほんの一部のみ観
察可能であることがわかる。

凍結超薄切片浸漬法

もう一つの可能性は,超薄切片をもちいて反応させ
る方法である。もちろん, クライオスタットで得られ

るような数μmの厚さでももはや問題にならないの
で,まず凍結試料を作成し, これを凍結装置が付いた

電顕の超薄切片を作成するミクロトームを使用し,そ
のナイフ部の温度を下げて,出来るだけ薄い切片を得
るのがこの方法の原理である270)。 こうして得られた凍

結の超薄切片の厚さはおおよそ500Åであり,浸透性の

悪い物質でもこれぐらいまでなら容易に反応部位に結

合する(表 17)。 例えば免疫組織細胞化学において抗体

をフェリチン等の可視物質と結合した場合,やはりそ
の浸透性が問題になるが,本法はもともとこの様な問
題を解決するためにTokuyasu270)に よって開発され

たものである(表 19)。 その例を示すと,視細胞外節内
には浸透しがたいと述べたが, この凍結超薄切片法を

用いると (図42)の ように円板膜におけるレクチン結

合部位が容易に検出できる。

(網膜色素上皮細胞における荷電フェリチンの結合

部位)

そのような結果から見れば, これら二つの浸漬方法

のうちで,広い範囲での分布を観察出来 うるという点

表 18

Freeze fracture :abeling

(Pinto da Silva et al.. J. Histochem. Cytochem..
29, 917. 1981)

1. lnfusion in 10-30% glycerol-
2. Rapid freezing by liquid propane.
3. Crushing with a liq. nitrogen-precooled copper hammer
4. Thawins at 37'C.
5. Washing in lmM glycil slycine.
6. Reaction with 20ps cationized lerritin/ml in PBS for

30min, 4"C.
7. Washins with PBS.
8. Postfixation with 1% osmium tetroxide.
9. Washing.

10. Uranyl staining.
11" Routine procedures for EM.

12. Examination under a JEM 100CX EM.

を認めたが,多 くの部位では反応がまったく認められ
なかったり,あ るいは逆に強い拡散傾向が認められた
り(図38),か なり不均一な染色性を示した。これまで,

特に Bruch膜における荷電状態もまた tracer通 過に

影響があるのではないかという考えから,こ の領域に

おいてもこれらマーカーを用いて検討を行った報告が

みられている。 しかし,いまいったような浸透性の間
題が重要であるにも拘らず, これまでの報告では切片

での浸漬やひどいものでは en blocで の浸漬を用いた

ものもみられる258)～263)。 中には非常に奇麗な局在を示

して,その機能的意味合いについて論じている報告も

見られるが,い まいったように基本的にその様な方法
で均等な局在を得るのは不可能であり,ほんの一部分
の局在を取 り上げて検討してみたところで,その正当
性にはいささか疑間が残る。

freeze‐ fracture labeling法

それでは, この浸漬という問題に関してはどの様に

解決へ近ずいていけばよいであろうか。 ここに二つの
可能性を示 してみたい。まず最初は freeze‐ fracture

labeling法 264)～268)で ある。この方法は,特に細胞内に

存在するような器官の表面を標識するのに適してい

る。つまり浸漬したい部位の表面を奇麗に割断して,

均等に原形質内や細胞小器官の内部をも外方へ露出し

た上で標識する方法である (表 17)。 その方法 (表18)

および実例を示すと269),視細胞外節内にある円板膜の

さらに内部を標識しようとした場合,単に外節をその
まま浸漬しても, フェリチンは細胞膜を容易には通過

しないし, さらに円板膜自体も閉鎖された膜であるた

め,その膜内部へ浸透するチャンスは非常に少ない。
それならば,外節部において円板膜を含めて,奇麗な
面として割断してしまい,マ ーカーを浸透させてみた。
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では,凍結超薄切片法が優っていると思われる.勿論,

凍結超薄切片自体は通常われわれが透過電子顕徴鏡で

観察している樹脂から得られる超薄切片よりはかなり

厚いため,本 当に微細 な局在性を観察 したければ

freeze‐ iacture labeling法の法が適 している。した

がって, この両者を併用して観察をおこなうことが,

正確かつ均一な標識部位の検討には必要であると考え

られる.

そこで,凍結超薄切片法を用いて網膜色素上皮細胞

においても荷電フェリチンの結合部位の観察を行っ

た.(図 43,44)の様に apical部においても基底部にお

いてもカチオン化フェリチンは細胞膜に著明に結合す

るが, アニオン化フェリチンの結合はどちらの膜にも

見られず(図45,46),freezeiacture labehng法 と同

様の所見 (図40,41)が得られる。この事は,網膜色

素上皮細胞膜はこと荷電という点に関してだけいえば

細胞膜の部位による極性は持っていないことを示すも

のであるし,膜表面全体が強く負に荷電している状態

を示す結果である。

(網膜細胞血管における荷電フェリチンの結合部位)

網膜血管におけるカチオン化フェリチンとアニオン

化フェリチンの局在について観察をを行った。まず ,

(図47,48)にカチオン化フェリチン結合部位を示す.

網膜毛細管内皮細胞においては興味あることに, カチ

オン化フェリチンは管腔内面の細胞膜に著明に結合す

るが基腔側胞膜での結合性は明らかに低下している。

これをアニオン化フェリチンで標識すると(図49,50),

管腔内にはまったく結合が見られないが,逆に反管腔
側には僅かであるが結合性が見られる。この事は,網

膜毛細血管内皮細胞は管腔内は陰性に強 く荷電する傾

向にあるが,反管腔側細胞膜はむしろ陽性荷電末端も

比較的多く存在するという,異なった荷電極性を示し

たことになる。

(脈絡膜毛細血管における荷電フェリチンの結合部

位)

網膜色素上皮細胞は全体として陰性に荷電している

ことがわかったが,網 膜色素上皮細胞 とな らんで

outer BRBを 形成しているとされている Bruch膜や

脈絡膜細血管細胞膜の荷電はどうであろうか。 (図 51)

の様に Bruch膜 はやは リカチオン化フェリチンがよ

く結合している.Bruch膜 は主としてコラーグン線維
から形成されているが, これは恐らくコラーダン線維

が陰性に荷電していることによるものと思われる。(図

52)の 様にアニオン化フェリチンはほとんど結合性を
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示していない。

脈絡膜毛細血管内皮細胞においては,管腔側に著明

なカチオン化フェリチンの結合が認められる。この結

合性は脈絡膜毛細血管のfenestrationの 部において

もかなり顕著に認められている。Bruch膜に面する反

管腔側においても,程度はやや減弱するもののカチオ

ン化フェリチン結合は著明であった(図 53)。 これに対

して,ア ニオン化フェリチンはどちら側の細胞膜にも

ほ
`′

ゴ結合性を示さない(図 54)。 このことから,脈絡膜

毛細血管は網膜毛細血管内皮細胞とはやや異なり,管

腔および反管腔側細胞膜とも陰性の荷電末端が多く配

列している可能性を示す。

6.網膜および脈絡膜毛細血管細胞膜荷電とtracer

の透過性について

(網膜毛細血管細胞膜荷電とtracer透過性)

網膜毛細血管から網膜内に向かっては microperox‐

idase,HRPと も流出は認められなかった。この荷電状

態の異なる tracerが どちらも塞き止められるわけで

あるから,網膜毛細血管細胞膜においては余り荷電状

態が tracer透 過性には関係する可能性は少ないもの

と考えられる.解剖学的にも,網膜毛細血管内皮細胞
膜はいわゆる窓構造 fenestrationは なく,こ の点から

考えても,荷電状態だけで透過性が an or noneに 影響

されることは考えにくい.それでは全 く無関係なので

あるかと言えば,膜荷電はこの様な tracerの 即座の透

過性に関与するよりは,むしろ細胞膜に tracerが近寄

りやすいか,近寄 りにくいかというような状況には関

与するのかもしれない。

網膜毛細血管における HRPの透過性に関しては,
これまで幾つもの報告がなされている。 これらの結果
は一様に HRPは網膜毛細血管の管腔内から管腔外ヘ

の透過を認めていない。それでは,管腔外方から管腔
内方に向かう透過性はどの様になっているのであろう

か.Raviolaら "6)が報告したサルの実験では,血管に

投与した HRPは網膜毛細血管管腔内細胞膜で完全に

塞き止められるが,硝子体に投与した HRPは網膜毛

細血管管腔外から管腔内へ透過するという興味ある結

果を示している(表20).た だし,管腔外から内方への

透過は多数の pinocytotic vesideに よって運ばれる

という。この事実は一つの重要な結果を示している。

脈絡膜毛細血管 とは異なり,基本的にたne■ration

を有しない網膜毛細血管においては,tracerの荷電状

態には関係なく全て細胞膜が阻止すると考えられるこ

とは妥当であろう。がしかし,血管内腔は陰性荷電が
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HRP O

血液眼関門についての研究 第 1部 。上野

硝 子 体

網膜毛細血管

RPE

Bruch H

choriocapillaris

pl

7.0

8.0

5.7

ラ長: 23

15分

HRP Typell Type \[
(neutral) (anionic)

強く,反管腔側は陽性末端もかなり存在するという異

なる荷電性が,反管腔側から内腔側へ向かう一方通行

のvesicular transportと 何か密接に関係する可能性

は大いにあるのかもしれない.網膜色素上皮細胞の貪

食性がその対象の荷電性によってある程度変化するこ

とが報告されているが
271),_般 に細胞膜表面が負荷電

状態にあるため,正荷電の物質の方が取 り込まれやす

いとされる272)～ 273)。 しかし細胞によってはこれとは逆

の貪食性を示す場合も観察されている
272)273)。 その場

合には細胞膜の負荷電性が低いかあるいは正荷電領域

を特 に持つのではないか と推測 されてい る
272).

Raviolaら がもちいた HRPは Type IIの中性であっ
たため,今後もさらに検討を加える必要があるが,網

膜毛細血管内皮反管腔側細胞膜は,陰性荷電の分布が

少なく,陽性荷電末端も多いという特殊な構造を有し

ていたことから,物質の移動に関してはかなり特異な

性格を有 していることは間違いないものと思われる

(表 19).血 管内皮細胞原形質内を例えpinocytosisに

よって透過するにせよ,細胞膜の荷電状態は一つの方

向性を持った barrier作 用に関与 しているに違いな

い.

(脈絡膜毛細血管細胞膜荷電とtracer透過性)

脈絡膜毛細血管は解剖学的におneirationを もつ

ため274),こ れまでいろいろな物質が容易に通過できる

と考えられてきた。最終的にこの透過性を制約する因

子は,物質の分子径とたnestrationの 直径であると考

えられてきたことは先に述べた。しかしそれでは,分

子径の大きい HRPが容易に透過するのに,そ れより
/」 さヽい nlicroperoxidaseが 通過 しヤこくいことヤま全 く

相反する事実である。ここに, もし脈絡膜毛細血管管

腔内細胞膜の荷電が影響するとすればこの事実が説明

できるのではないだろうか。

30分 60分 60分   30分

33- (1945)

○

hemoglobin

lactoperoxidase

cata lase

表 20

vesicular
transport

RPE

表 21

●

○

ヲ長1 22

有効分子径

28～ 32A

36A

52A

Bruch's
menrbrane

30分

15分

Type X
(cationic)

60分

MP

′  ●θ  θ

θ ● ● ′

Choriocapillaris

(anionic)

θ
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荷電の局在か ら,脈絡膜毛細血管内腔細胞膜は
fenestrationの部をも含めてかなり強く陰性に荷電し

ていることがわかった。そうすれば (表21)の ように,

陰性の荷電をもつ microperoxidaseが 管腔内細胞膜 ,

特に fenestrationの 部に近寄 りにくいことから,透過

性が悪くなることは充分納得できる.逆に,正荷電を
もつあるいは中性の HRPの方が内腔細胞膜へ近寄 り
やすいため,全体として,こ の差が透過性の違いになっ

ているものと考えられる。

ここで少し話を戻して,miCroperoxidaseと 同様な

各種ヘム蛋自の透過性を脈絡膜毛細血管でみた興味あ

る実験が Pinoら によってなされている21D.用 いられ

たヘム蛋白を(表22)に示すが,中性の hemoglobin(粒

子径約28～ 32Å )は時間の経過と共に通過し, さらに
カチオンであるlactoperoxidase(粒 子径約36Å )も 同

様である。ところがアニオンである catalase(粒子径

約52Å )はかなりの時間が経過しても通過しない。こ

れからも,物質の荷電状態が,脈絡膜毛細血管透過性
に深く関与していることがわかる。もちろんこの様な

実験だけでは各 tracerの 粒子径が異なるという問題

があるため,次にわれわれは同じHRPで も荷電状況
が異なる Typeを もちいて275)～ 278),脈絡膜毛細血管透

過性の実験を行った227)228)。 これによると全ての HRP
は透過するが,脈絡膜毛細血管,Bruch膜 を通過して

網膜色素上皮細胞に到達する時間がやは り陰性化

HRP(Type VIII)で最も遅いという重要な結果が明
らかとなった(表23).Bruch膜 も陰性に荷電している

とのべたが, この事も陰性荷電物質の透過性を遅 くす

る重要な要素であることも間違いないであろう。実際

ある種の実験的変性眼においては261),Bruch膜 の荷電

性が変化すると報告しているものもみられる。

7.細胞膜荷電 barrierに ついて まとめ
以上のように,血管内皮細胞膜はそれ自体の荷電の

状況で,各種の物質の透過性をある程度コントロール

している可能性があることは確かである.これまでの

単一の トレーサーを用いるのみの実験では単に通すか

通さないかを観察するのみ,つ まりどちらかといえば

通過させないための機構についての推論しか出来な

かった。しかもtracerに関していえばその分子径のみ

が問題とされ,そ のため透過性は分子径という物理的

制限によってコントロールされるかのような概念が広

く一般化してしまった。今回われわれが示した細胞膜

荷電 barrierは 通 し易くあるいは難くする関所の働き

をするものではないかと思われる。実際にこの様な
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barrierが どのような働きをしているのかの確証を得

るのはまだまだ先のことであるとしても,網膜の生理

的環境を一定にするためには,barrierが全ての物質を

塞き止めてしまうなどということは考えにくい.例 え

ば血液中を移動する物質単位時間・単位面積あたりの

透過性を制御し,それによって全体 としての透過性を
コントロールするという様な働きをしているのかもし

れない。もちろん an or noneの barrierと は異なり,

ある程度周囲の環境にもその透過性は影響され得るだ

ろうし,あ る程度荷電情況が変化 してもさらにそれを

back upす るような機構も存在するのであろう。それ

が脈絡膜毛細血管からさらに内方に位置し別の意味で

の barrierの 役割を果たす網膜色素上皮細胞であり,

網膜毛細血管周囲に存在するグリア細胞ではないかと

思 う.先の章で述べた, これら細胞における膜輸送機
構は,その前に血管の透過性によってコントロールさ

れているのかもしれない。

このbarrier機 能に関しては,正常状態においても
やっとその端緒が明らかになりつつあるといってよい

ため,それが病的な情況でどの様な意味合いを持つの

かという点に関してなどにもわからない状態である.

しかしここに一つの非常に興味ある組織が存在してい

る。腎糸球体における蛋自の透過性は,その蛋自の分

子径および荷電の状態によって左右されると考えられ

ている。正常における糸球体毛細血管蹄係においては

これまでの研究から,カ チオン化フェリチン結合部位

が多く存在する。このようにかな り負に荷電している

ため (polyanion),正 荷電の蛋白は通過しやすいが,

負荷電の蛋白例えば albumin等 は通過 しにくいとさ

れている。この polyanionを形成するおもな因子は,

シアル酸やグリコスアミノグリカン等の酸性ムコ多糖

類であり252)～ 257),組 織細胞化学的にはコロイド鉄に

よって青色の色調に染まることが確かめられている。

ところが,実験的腎炎の動物においては,蛋白尿が著
しい時期においてそれら酸性ムコ多糖類による色調が

かなり低下しているのが観察される。 ヒト腎炎におけ

る biopsy組織においても,病型別に染色を行うと,著

しい蛋白尿を示す症例ほど,こ れら polyanion現象も

著しく減少するとされている279).こ れこそわれわれが

述べてきた細胞膜表面における荷電の barrierと して

の役割を暗示しているような印象を うける.脈絡膜や

網膜血管におけるこれら細胞膜荷電 barrierは,正常
においては蛋自の透過性をかなリコントロールする要

因ではないだろうか。一旦それが破壊されると,脈絡
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膜から網膜下あるいは網膜毛細血管か ら網膜内へ異常

な蛋自の漏出がみ られるのかもしれない。実際かなり

高蛋自で非常に吸収が遅い網膜剥離や網膜浮腫をきた

す疾患をわれわれは臨床的にもよく経験 しているので

はないだろうか。今後,実験的に病巣を作製 して, こ

の様な荷電 barrierの 損傷について さらに多面的に検

討 していく事を一つの目標にしたいと思っている。

表 説 明

表 1 形態的 barrier研 究と生理学的 barrier研 究の
概念の相違

表 2 BRBに おけるinner BRBと Outer BRB構成
細胞

表3 BRB,BAB,BBBの 各 barrierに おける血管内
皮型 barrierと 上皮型 barrier構成細胞 .

表 4 Na― K‐ ATPase enzyme complexに おける反応

模式図.①はリン酸化反応を,②は脱 リン酸化反応を

示す.反応においては,Naイ オン 3個が細胞外へ,
Kイ オン 2個が細胞内へ能動的に輸送される.こ の

うち,K‐ NPPase活性は②の脱 リン酸化反応を代表
する.こ の反応の場合,リ ン酸は細胞膜内方へと放出

される。

表 5 代表的な細胞 Caイ オン調整機構の模式図.な
お,Na‐Ca交換反応においては,Naイ オンの動きが

Na‐ KヽATPaseと の相関するといわれている.

表 6 cGMPお よび cGMP代 謝 模 式 図.な お 5'
AMPaseお よび 5'GMPaseは 5'nucleotidaseと 同

義である.

表 7 暗状態および明状態における,視細胞外節円板
膜上の PDEase活 性の変化 と外節原形質膜の Na
チャンネルの開閉の関係を示す。

表 8 組 織 に お け る刺激 とGTPase, Cyclase,
PDEaseの 関係 を示す。この場合反応は Adenyl

cyclaseを 賦活化して,細胞内 cAMPレ ベルを上昇
さす場合と,PDEaseを活性化して,cAMPあ るいは
レベルを下げる可能性がある.

表 9 網膜色素上皮細胞における各酵素活性の局在の
模式図

表10 上皮細胞および血管内内皮細胞の膜極性の模式

図

表11 各 tracerの 分子径

表12 光顕・電顕におけるPeroxida∝ 反応の一般化

学式

表13 各種 Peroxidase tracerの 分子量と分子径

表14 Microperoxidaseを はじめ とす る低分子 per―

o対dase作 製の原理.Cytochrome Cを pepsinや

twpsinで消化してアミノ酸結合を切断する。

表15 HRPお よび Microperoxidaseの 有効分子径と
等電点.HRPに は各荷電が異なる Typeが 存在す
る。MPは負に荷電している。
表16 細胞膜表面の模式図.細胞膜に埋めこまれるか
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たちで存在するタンパク質の末端の糖鎖はその種類

によって正か負に荷電している。

表17 凍結超薄切片標識法とFreeze fracture標 識法
の模式図.切片がある程度の厚みを持っていると,標

識の情況がかなり異なる危険がある。

表18 Freeze fracture標識法の手技の実際

表19 凍結超薄切片標識法の手技の実際

表20網膜毛細血管における硝子体内投与 された
HRPと 血管内投与された HRPの動き,お よびそれ
ぞれに面する細胞膜の荷電状態を示す模式図.血管

内腔は強く負に荷電しているが,反管腔側では正荷
電を示す部分も存在する。vesicular transportは反

管腔側からのみ認められる。

表21 脈絡膜毛細血管における荷電状態と,血管内ヘ

投与された各 tracerの動き。内腔側は強く負に荷電

しているため,負荷電のtracerは 通過しにくい。さ

らには脈絡膜毛細血管のみでなくBruch膜 ,網膜色

素上皮細胞膜も強く負に荷電されており,総合的に

負荷電 barrierを 形成している。

表22 各 peroxidase tracerの 有効分子径と等電点

表23 HRPの荷電が異なるtypeに おける,脈絡膜毛
細血管。Bruch膜 の通過情況.中では負に荷電してい

るType VIIIの 通過が最も遅い。この結果はMPの
通過性とかなり近似している。

図 説 明

図 1 モルモット血管内へ投与された HRPは Bruch
膜 (BR)を染めるが,網膜色素上皮細胞基底および

側部細胞膜でその移行が阻止される,OSi視細胞外
節.× 5,000

図2 その tight iunction部 (矢印)の拡大写真.HRP
が阻止されているのがわかる。×46,000

図3 モルモット網膜色素上皮細胞の電顕写真.網膜
内方へは apical villiを もち,基底部には basdal in‐
foldingを もつ形態的極性を示す.OS:視細胞外節 .
BR:Bruch膜 .× 3,500
図4 ラット網膜毛細血管の電顕写真.内皮細胞(EN)
によって囲まれ,そ の脇に pericyte(PC)が存在す

る。×2,500

図 5 モルモット網膜における K‐ NPPaseの 光顕的
活性.光顕レベルでは,他の部分に比べると網膜色素

上皮細胞 (PE)の活性は判然としない。×400

図 6 モル モット網膜色素上皮細胞におけ る K‐
NPPaseの 電顕的活性.反応産物は,基底部細胞膜

(二重矢印)にのみ見られ,apical細胞膜 (矢印)に

は認められない。×4,500

図7 モルモット網膜色素上皮細胞基底細胞膜におけ
る K‐ NPPaseの電顕的活性の拡大写真.反応産物
は,細胞膜の原形質寄りに認められる.こ の局在は,

Na― K‐ATPaseに おける K‐ NPPaseの リン酸放出

方向に一致する。×24,000

図 8 モルモット網膜における Ca‐ ATPaseの 光顕的
活性.反応は視細胞内節(IS)お よび網膜色素上皮細
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胞 (PE)に認められる。×400
図9 モルモット網膜における Ca‐ATPaseの 電顕的
活性.反応産物は,基底部細胞膜 (二重矢印)にのみ
見られ,apical細胞膜 (矢印)には認められない。さ

らに活性は細胞膜以外に ミトコンドリア(▲ )に も見

られる.× 5,000

図10 モルモット脳室上衣細胞における Ca‐ATPase
の電顕的活性.反応はapical細 胞膜に限局する。さ
らに繊毛にも反応が認められる。×5,000

図11 カエルパ ラフィーゼ上皮細胞 における Ca‐
ATPaseの電顕的活性.非常に強い反応がapical細
胞膜に局在する。さらに活性はミトコンドリア (矢

印)お よび繊毛の basal bodyに も認められる。×
5,000

図12 ラット網膜色素上皮細胞 におけるadenylate
cyclaseの 電顕的局在.反応産物は網膜色素上皮細胞

apical villi細 胞膜にみられるが,視細胞外節 (OS)
には僅かに見られるのみである。さらに強い活性が

gap junction (矢 IF口 )′こも
'存

:7生

=す

~る
.× 15,000

図13 ラット網膜におけるguanylate cyclaseの 光顕
的局在.活性は視細胞外節先端部 (OS)お よび網膜
色素上皮細胞 (PE)にのみ存在する。網膜毛細血管
(矢印)には反応は見られない。×480
図14 ラット網膜色素上皮細胞におけるguanylate
cyclaseの 電顕的局在.強い活性が,視細胞外節円板

膜 (OS),網膜色素上皮細胞 apical villi細 胞膜さら
にはgap junctionに 見られる。×13,000

図15 ラット網膜における cGMP‐ PDEaseの 光顕的
局在.著明な活性が視細胞外節先端部 (OS)お よび
網膜色素上皮細胞 (PE)に のみ存在する。網膜毛細
血管 (矢印)には反応は見られない。×480
図16 ラット網膜視細胞外節 (OS)に おけるcGMP‐
PDEaseの 電顕的局在.反応は円板膜,原形質膜に局
在する.弱い反応が視細胞内節(IS)細胞膜にも認め
られる。×14,000

図17 ラット網膜におけるcGMP・ PDEa"の 光顕的
局在.cGMPを 基質にした場合とは異なり,視細胞
外節 (OS)の反応はかな り弱い.新たに外網状層
(OP)に反応が出現する。×480
図18 ラット網膜色素上皮 細 胞 におけるcGMP‐
PDEaseの電顕的局在.強い活性が,視細胞外節円板
膜 (OS),網膜色素上皮細胞 apical villl細 胞膜に見
られる.cyclaseと は異なり,gap junctionに (矢印)

反応は存在しない.× 19,000

図19 ラット網膜色素上 皮 細 胞 におけるcGMP‐
PDEa∝ の電顕的局在.活性は網膜色素上皮細胞
apical vini細 胞膜に見られるが,視細胞外節円板膜
(OS)に はほとんど見られない。またgap junctionに

(矢印)反応は存在しない.× 17,000
図20 ラット網膜色素上 皮細 胞 におけるcGMP‐
PDEaseに 対する阻害剤の IBMXの効果の電顕写
真.視細胞外節円板膜 (OS),網膜色素上皮細胞
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apical villi細胞膜の活性はほぼ阻害されている.×

18,000

図21 ラット網膜におけるGTPase活性の光顕的局
在.強い活性が視細胞外節先端部 (OS)お よび網膜
色素上皮細胞 (PE)に存在する.× 480

図22 ラット網膜におけるGPTase活性の電顕的局
在.強い活性が,視細胞外節円板膜(OS),網膜色素
上皮細胞 apical vini細 胞膜に見られる.× 15,000

図23 ラット脳血管内皮細 胞 にお けるThiamine
pyrophosphatase活 性の電顕的局在.反応産物は反
管腔側細胞膜にのみ局在し,管腔側 (L)細胞膜には
認められない。×9,000(猪 俣賢一郎博士の御好意に

よる)

図24 ラット網膜 にお け る Thiamine pyrophos.
phatase活 性の光顕的局在.反応は外網状層 (OP)
にある毛細血管に認められる (矢印).視細胞外節
(OS)矢 網膜色素上皮細胞 (PE)には見られない。×

650

図25 ラット網膜血管内皮細胞におけるThiamine
pyrophosphatase活 性の電顕的局在.反応は脳毛細
血管内皮細胞とは異なり,管腔側 (L)。 反管腔側細
胞膜共に認められる.× 25,000

図26 ラット脳血管内皮細胞におけるThiamine tri‐
phosphatase活 性の電顕的局在.反応産物は反管腔
側細胞膜にのみ局在し,管腔側 (L)細胞膜には認め
られない。×16,000(猪俣賢一郎博士の御好意によ

る)

図27 ラット網膜血管内皮細胞におけるThiamine
triphosphatase活 性の電顕的局在.反応産物は反管
腔側細胞膜にも,管腔側 (L)細胞膜にも全く認めら
れない。×13,000

図28 ラット網膜における5'nucleotidase活性の光顕
的局在.反応は外網状層 (OP)か ら視細胞節 (OS)
にかけて著明であり,視細胞に限局していることが
わかる。基質としてGMPを もちいた.× 480
図29 ラット脳血管内皮細胞における 5'nucleotidase
活性の電顕的局在.反応は管腔側(L)細胞膜に弱く,
反管腔側細胞膜で強い。×22,000

図30 ラット網膜血 管 内 皮 細 胞 に お け る 5'nu‐
cleotidase活 性の電顕的局在.反応は管腔側 (L)細
胞膜にも反管腔側細胞膜にも見られない。×6,000

図31 モルモット網膜における静脈内注入 された
HRPの 局在の光顕的反応.脈絡膜毛細血管を通過し
た tracerは 脈絡膜 (CH)を強く染めている。なお視
細胞内節 (IS)に は,内因性 peroxidase活性がコン

トロール実験でも見られる。×400

図32 モルモット網膜色素上皮細胞における静脈内注
入された HRPの局在の電顕的反応.HRPは Bruch
膜 (BR)を通過するが,網膜色素上皮細胞細胞間隙
(矢印)を越えることはない。×4,000
図33 モルモット網膜色素上皮細胞内方部における静
脈内注入された HRPの局在の電顕的反応.HRPは
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凍結超薄切片法によるアニオン化フェリチンの標

識.視細胞外節 (OS)も 網膜色素上皮細胞の apical
viniも 全く標識されることはない。×33,000

図46 ラット網膜色素上皮細胞 (PE)基底部細胞膜の
凍結超薄切片法によるアニオン化フェリチンの標

識.Bruch膜 (BR)も 網膜色素上皮細胞の基底部細
胞膜も全く標識されることはない.× 18,000

図47 ラット網膜毛細血管内皮細胞における凍結超薄
切片法によるカチオン化フェリチンの標識.管腔側
細胞膜 (L)はかなり標識されるが (二重の矢印),
反管腔側細胞膜 (矢 印)に は標識部は少 ない。×
24,000

図48 ラット網膜毛細血管内皮細胞における凍結超薄
切片法によるカチオン化フェリチンの標識拡大写

真.管腔側細胞膜 (L)の著明な標識 (二重の矢印)
と対照的に,反管腔側細胞膜 (矢印)には標識部は少
ない。×32,000

図49 ラット網膜毛細血管内皮細胞における凍結超薄
切片法によるアニオン化フェリチンの標識.管腔側
細胞膜 (L)は全く標識されないが,反管腔側細胞膜
(矢印)には僅かではあるが標識部 (矢印)が見られ
る.× 26,000

図50 ラット網膜毛細血管内皮細胞における凍結超薄
切片法によるアニオン化フェリチンの標識.反管腔
側細胞膜 (矢印)には僅かではあるが標識部 (矢印)
が見られる.× 23,000

図51 ラットBruch膜 の凍結超薄切片法によるカチ
オン化フェリチンの標識.Bruch膜 にも標識は著明
である。PE:網膜色素上皮細胞.× 26,000
図52 ラットBruch膜 の凍結超薄切片法によるアニ
オン化フェリチンの標識.Bruch膜 も,網膜色素上皮

細胞 (PPE)も 全く標識されない。×18,000

図53 ラット脈絡膜毛細血管内皮細胞 (CE)一 Bruch
膜 (BR)一網膜色素上皮細胞 (PE)に おけるカチオ
ン化フェリチンの標識。いずれも著明に標識 されて

いる。脈絡膜毛細血管内皮細胞 (CE)では内腔 (L)
側細胞膜,特にfenestratiOn部 (矢印)での標識が強
い。また血管反管腔側細胞膜にも標識がみられる。×

40,000

図54 ラット脈絡膜毛細血管内皮細胞 (CE)一 Bruch
膜 (BR)一 網膜色素上皮細胞 (PE)におけるアニオ
ン化フェリチンの標識.いずれも全く標識されるこ
とはない。矢印は feneiration部を示す。×40,000
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図38 ラット脈絡膜―Bruch膜 (BR)一網膜色素上皮
細胞 (PE)における,20μm切片で標識したコロイ
ド鉄の局在.反応は脈絡膜毛細血管 (CC)管腔側に
認められるが,網膜色素上皮細胞基底細胞膜などで
はかなり不均―である。赤血球 (R)表面も標識され
ているのがわかる。×10,000

図39 ラット視細胞外節円板膜内面における freeze‐
fracture法 によるフェリチンの標識.矢印の方向に
割断されている。視細胞外節円板膜内方がフェリチ
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図40 ラット網膜色素上皮細胞 (PE)apical細胞膜の
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図41 ラット網膜色素上皮細胞 (PE)基底部細胞膜お
よび Bruch膜 (BR)の freeze―fractu“ 法によるカ
チオン化フェリチンの標識.標識は割断された部分
ではんの一部にみられる (矢印).× 29,000

図42 ラット視細胞外節円板膜内面における凍結超薄
切片法によるフェリチンの標識。かなり広範かつ均

等に円板膜が標識 されていることがわかる.×

18,000

図43 ラット網膜色素上皮細胞 (PE)apical細胞膜の
凍結超薄切片法によるカチオン化フェリチンの標

識.網膜色素上皮細胞の apical viHiは 強く標識され
る。×33,000

図44 ラット網膜色素上皮細胞 (PE)基底部細胞膜の
凍結超薄切片法によるカチオン化フェリチンの標

識.網膜色素上皮細胞の基底部細胞膜も強く標識さ
れる.× 26,000

図45 ラット網膜色素上皮細胞 (PE)apical細胞膜の
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