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Abstract

During the cytochemistry of paranitrophenylphosphatase activity (NPPase) in the retina, two
diffrent reactions, ouabain-insensitive, K-independent NPPase (non K-NPPase) and glucose 6 phos-
phatase (G6Pase) were discoved to reveal specific localaization restricted to the ER of Miiller cells.
The characterisity of these enzyme activities were analysed, and they were applied as an eletron
microscopic marker to detect precise cellular localization of Miiller cells in experimental pathological
conditions or in the transitional areas between optic nerve-retina or retina-ciliary body. The per-
ticipation of Miiller cells to barrier function was discussed in such conditions or areas. The activity
was observed not only under conventional elctron microscope but also under high voltage electron
microscope to observe three-dimensional views of cellular chang:es. Newly developed double staining
technique of Miiller cell-labeling enzyme activities and various penetrating tracers was also tried to
examine the role of Mtiller cells in blood-retinal barrier under high voltage electron microscopy
(HYEM). Developement of heterogenous cell membrane marker for retinal pigment epithelial cells
under electron microscopy was tried. Among various kinds of lectin, charged ferritin and enzyme
activities, only Mg-ATPase was found to be used as such marker for observation of functional cellular
polarity. Utilizing this enzyme cytochemistry, detection of cell membrane changes under isolation or
proliferation condition was caried out to simulate those of pathological retinal pigment epithelial
cells. It is noteworthy that the enzyme localization was rapidly changed according to morphological
change of cell membranes in such retinal pigment epithelial cells. The changing process of membrane
polarization during cell-isolation or proliferation was discussed with special reference to the roles of
pigment epithelial cells in pathologial conditions. (Acta Soc Ophthalmol Jpn. 92 : 1962-2014, 1988)

Key wards : Miiller cell, non K*-NPPase, High voltage EM, Kuhnt tissue, RPE, membrane polatity

IV Muller細胞の組織細胞化学および

その barrier研 究への応用

綱膜には神経細胞を支持して網膜の全体的構造を支

える網膜固有のグ リア細胞 として非常に大型の ミュ

ラー細胞 M● ner cellが存在する。 (表 1)にその模式

図を示すが, この Muller細 胞はその基底部を硝子体

に面している.こ の基底部はかな り幅広 く, しかも互

いに連続 して存在する1)2)。 っまり,眼球の層構造におい

て内境界膜 といわれたものの実態は,Muller細胞の基

底部の細胞膜構造である3).基底部 より網膜外方へ向

かう神経線維層 。神経節細胞層,内網状層においては

やや胞体が細 くなるが,側面の突起を伸ばして神経線

維間,神経節細胞核部あるいは神経節細胞とニューロ

ン細胞 とのシナプス結合の間隙を埋める。内顆粒層部

ではやや胞体が幅広 くなり, ここに核あるいはゴルジ

装置をもつ。 ここから再度細 くなって外網状層,外顆

粒層の視細胞胞体間を走る。視細胞核部やシナプス部

は Muller細 胞の細い細胞体がその隙間を うめるよ う

に保持 し,そ の細胞配列が一定の規則性をもって保た

れている。視細胞核部が終わ り内節部が始まる部位に,

光顕では一列になった膜様構造が観察され外境界膜 と

なずけられたが,電顕観察によってこの外境界膜は内

境界膜 と同様に実態のある膜構造ではなく,単 に視細

胞 とMuner細 胞 の側部細胞膜 にデスモ ゾーム deS‐

mosomeが この位置で水平に配列 しているにす ぎな

いことが判明した3)～7).外 境界膜から外方が,Muller

細胞の頂部であるが,視細胞内節の間隙に多数の徴絨

毛 microviniを 出している。つまり,感覚網膜におい

ては神経細胞が視細胞・ ニューロン細胞・神経節細胞

の三段階の構造であるのに対 し, この Muller細 胞は

その距離を単一の細胞 として存在する程長大な細胞体

を持つ。 この Muller細 胞は機能的な面でも興味を持

たれ, グ リアとしての網膜構造支持作用だけには止ど

まらず,最近では各神経細胞への栄養の調節や8)重 要

な電気現象9)に も関与していると報告されている。

一方,Muner細 胞は網膜脈絡膜変性,萎縮あるいは

療痕化等の病的状態において も盛んに研究 されて き

た。他の神経組織と同様に,グ リア細胞であるM●Her

細胞の果す役割が大きい事は,現在までの多くの病理

学的研究や実験病理学研究から間違いないものと思わ

れるが,幾つかの大きな問題のために病的状態におけ
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表 1

神 経線 維

0餞 lC
nerve fiber

神経節細胞
ganglion cell

双極細胞
bipolar cell

神経節細胞層 ganglion Ce‖ layer

内網状層   inner plexiform layer

内顆粒層   inneに nuClear layer
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inner limiting membrane

nerve fiber layer

outer plexiform layer

outer nuclear layer

outer limiting membrane

cone-rod layer

内境界膜

神経線維層

外網状層

外顆粒層

外境界膜

錐体・得体層

視細胞得体 視細胞錐体

る Muller細 胞の役割についてはまだまだ不明な点が

少なくないとい う現状である.

では,そ の問題点とは何であろ うか。ここで話を十

数年前へと戻 したい。その当時,私に与えられた最初

の研究テーマは,実験的に脈絡膜循環を障害し,蛍光

眼底造影を施行 して確認した病変部における網膜色素

上皮細胞の変化を形態学的に観察 し, この両者を比較

して網膜色素上皮細胞の蛍光色素に対するbarrierと

しての役割を解明することであった10)-16).蛍光眼底造

影所見として,障害初期 (直後から4日 目)に は病変

部全体で広範な蛍光色素の漏出が認められ, この時期

にはその漏出部に一致して網膜色素上皮細胞に空胞変

性や細胞脱落などいろいろな壊死性変化が認め られ

る10)～ 12).ゃがて,蛍光色素漏出が止 り,顆粒状蛍光や

萎縮性蛍光所見が認められるようになる12)～14)16).網 膜

色素上皮細胞 も正常細胞構造ではないにしても再生 し

た り,あ るいは色素を多量に含んだ細胞 と共に多重構

造を示すようになる。やがて再生 した網膜色素上皮細

胞は再度消失 していき,組織学的にも網脈絡膜萎縮像

色素上皮層  plgment eplthelial layer

を示すようになる12)13)15)16)。

ここで問題 となるのは,網膜色素上皮細胞が広範に

欠損して再生しきれず,そ の部をグリアと思われる細

胞の突起が直接感覚網膜側から進展して充填 した場合

でも(図 1, 2),蛍光色素が漏出しない点である.網

膜色素上皮細胞が変性脱落した場合に,蛍光眼底造影

色素が漏出することはその barrierと しての働 きを考

えれば充分納得できるし,互いにtight iunctionを持

つような状態まで再生した後漏出が停止することも納

得できる。ただグリア細胞の突起が周囲から多数集合

した形で充填 した場合にも,何故漏出が止るのだろう

か.し かも,電顕で観察してもこれら突起間には特に

細胞間結合装置がみられない,つ まり細胞間隙は開大

しているにもかかわらず漏出が阻止されるのは, どの

様な機構によるものであろうか.

もう一つの重要な問題点としては,今グリア細胞 と

書いたが, これは M■1ler細胞なのかあるいは網膜に

存在 す る他 の グ リア細 胞 で あ る ア ス トロ細 胞

astrocyteや マイクログリア細胞 rnicroglial cellな の

rod

amacrine cel
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い
〇
〇
〇
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であろうか, この様な重大な点が判然としなかったこ

とがあげられる。その理由として,本細胞は正常状態

において網膜の支持細胞としての機能を持つため,網
膜神経細胞の間隙を隙間なく埋めるために非常に複雑

な局在を占めている。そのため,時 として電顕 レベル

でも正確に同定する事が困難である事が少なくない。

しかも病的な状況では, さらに細胞突起や胞体の形が

複雑になるため,その同定はなお一層困難になる。蛍

光色素漏出を停止 さすことから見て,こ の M■ler細

胞 と思われる細胞は病的な状況ではある種の baFier

として働 くことが類推は出来るが,その細胞自体を正

確に同定出来ないとするならば,そ こからさらに研究

を進める事など全 く無意味である。もしMuller細 胞

を確実にしかもいかなる変性時においても正確にマー

ク出来る方法が特に電顕 レベルで存在すれば,私が

行ったような実験的網膜脈絡膜変性モデルの作製など

の研究においては計 り知れない有用性があるものであ

ると思われるし,病的状態における Muller細 胞の変

化の経時的な動態あるいはその果たす役割を理解する

事は決して困難ではなくなると考えられる。それが可

能になって始めて,M●ner細胞の barrierと しての役

割解明にも近ず く事が出来るようになるのではないだ

ろうか。

勿論,こ れまで幾つかの Muller細 胞をマークす る

ための組織細胞化学的方法は提唱 されてはいるが,後
述するような種々の問題点が指摘 され,その信頼性は

いささか疑間視されている現況である。この章では
,

われわれが網膜におけるある種の酵素検出の過程にお

曇″"“
iロ

いて発見 し,その後開発を加えた Muller細 胞同定の

ための新 しい電顕的酵素組織細胞化学的方法を紹介し

たい。さらにその方法応用して,Muner細胞の barrier

機能解明を試みた研究過程についても述べてい きた

い。

1.網膜 におけるウアバイン非感受性,カ リウム非異

存性パ ラナ イ トロフェニール フォスファターゼ活性

ouabain‐ insensitive, K‐ indepelndent paranitrO_

phenylphosphatase(non K‐ NPPase)の存在につい

て

水,イ オン輸送酵素として重要な Na‐ K‐ATPase活

性の検出法については先に第 1部,第 II章網膜色素上

皮細胞の項で述べた。われわれが網膜において本酵素

活性の組織細胞化学的検討を試みたのは,網膜色素上

皮細胞 もさりながら,視細胞における活性の局在を明

らかにしたかったためである。

(網 膜視細胞 における Na‐ K‐ATPase活 性検出の試

み)

多 くの電機生理学的研究により,視細胞 (粁体)に
おいては,表 2に示すように暗状態では外節と視細胞

内方部にかけて連続的な Naイ オンの流れがあること

が明らかにされた17)-23).Naの 流れは外節が光に反応

すると著明に減弱 して,視細胞全体の過分極 hyper‐

polarizationが 引き起こされることから20)21)24), この

Naイ オンの停止こそが,視細胞電気信号の本態であ

ると考えられるに至っている。流れを作るために,Na
イオンは外節原形質膜のイオンチャンネルを通って視

細胞内へ と流入するが,その流出は,外節以外の原形

日眼会誌 92巻  12号
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表 2
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視細胞内節

視細胞外節

明状態

して,Mayaharaら が開発 した Kイ オン依存性 par‐

anitrophenylphosphatase(K‐ NPPase)活 性 検 出

法49)50)を 応用 して Na‐ K‐ATPase活性局在の検 出を

試みた .

その実験方法について述べると,実験材料 としては

体重800～ 1,000gの 正常成熟モルモットを使用 した。

Pentobarbital sodium麻酔下に 0～ 4℃ ,0.25%グ ル

タールアルデヒドおよび 2%パ ラホルムアルデヒド混

液 (0.lMカ コジル酸緩衝液, 8%庶糖,pH7.4)に て

左心室から10分間潅流固定を行い,後極部から赤道部

までの網膜を脈絡膜を付けて細切 し2mm幅の小片 と

した。 さらに20分間同固定液中で前固定し,その後 1

～ 2時間0.lMカ コジル酸緩衝液 (8%庶糖,pH7.4)

中で洗浄を行った。この小片からVibratome,Micros‐

Hcer(堂 坂 EM社)あ るいは Cryotome(Jung社 )を

もちいて光顕用には15μ mに,電顕用には40μmの切

片を作成 し浸漬した.

以下に浸漬液の組成を示す。

K―依 存 性 NPPase(Na‐ K‐ATPase)(Miayahara

ら40)50))

グ リシンーKOH緩衝液 (pH9.0) 250.OmM
パラナイ トロフェニール燐酸 (Mig塩 )

(p―NPP)           10.OmM

光

Na+― K+―ATPase

暗状態

質膜に存在す る Na‐ K‐ATPaseの ポンプ作用によっ

て能動的にお こなわれるとい う実験結果が報告 され

た19)25)～ 28)。 このため,視細胞においては盛んに Na‐ K‐

ATPase酸素活性局在の検討がお こなわれるよ うに

なった。生化学的には,外節を分離 してその活性検出

が試みられたが,外節には高い活性が存在するとい う

意見27)～ 30)と ,内節にしか存在 しないという意見31)～ 33)

とにわかれて論議が交わされ,いずれとも決着がつか

ない情況であった。

その様な背景をもとに,組織細胞化学的にこの酸素

活性を検出して,その局在を明らかにしようとする試

みが,Wachstein‐ Meiselに よる Mg‐ATPase活性検

出法34)に Naや Kイ オンを添加す ることから始め ら

れたが,こ れ ら活性はまった くイオン依存性や Na‐ K‐

ATPaseの 特異的阻害剤である ouabainに よる明 ら

かな抑制がみ られず,信頼性に乏 しいとい う現状で

ぁった31)～ 41)。 そこで次には,こ の ouabainを tritium

ラベル したオー トラジオグラフィーが試み られた .

Sterhngら 42)43)は この方法を用いて視細胞内・外節を

比較した結果,gainは 視細胞内節あるいはそれより

内方に多 く分布すると報告 したが,光顕的な解像力の

限界から微細局在については不明であった。そこで
,

われわれは“
)-48)電 顕的に応用で きる組織化学方法 と

＝
ワ
ー
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ジメチルスル フ ォキサ イ ド (DMSO♪

25%V/V
レバ ミゾール            2.5mM
クエン酸鉛 (KOH液 中)      4.OmM

(最終 pH8.8)

コン トロール実験 として0.001～ 10mMウ ワバイン添

加,浸漬液か ら賦活 イオンであ る Kの 除去,lmM
PCMB‐ Sの添加,基質であるNPPの除去,活性化剤

である DMS061)の 除去,alkaHne phosphataseの 阻害

剤であるレバ ミゾール52)の 除去あるいは浸漬前の熱処

理 (∞
°
C,15分 )な どを行った。反応後,光顕用切片

には 1%イ オウ化アンモニウムを 1分間作用させ,発

色の後グ リセ リンゼ リーにて封入 した。電顕用には

1%オ スミウム酸にて後固定,エ タノール系列にて脱

水し,Spurrの エポキシレジン53)に て包埋 した.

(図 3～ 5)にモルモット視細胞内・外節部における

K‐ NPPase活性の光顕 (図 3)お よび電顕的局在 (図

4, 5)を示す.光顕でも活性は視細胞内節のほうが

強いことはある程度判別できるが, この部を電顕でみ

ると,活性は内節原形質膜にのみ局在することが明ら

かとなる(図 4).特 に外節の基部には内節の膜の延長

である突起が伸展 しているが, この様に複雑に入 り組

んだ部位においても電顕的観察をおこなえば,その局

在が完全に識別可能であった (図 5)n)。 これらのこと

から,視細胞における Na‐ K‐ATPaseは外節部を除 く

原形質膜に限局することが明らかで,生理学的な推測

を完全にうらずけることとなった。

(網膜におけるウアバイン非感受性,カ リウム非異存性

NPPase活性の存在 )

このように視細胞原形質膜に K‐NPPase活 性で現

され る Na^K‐ATPaseが 局在す る こ とは明 らかに

なったが,同時に網膜には非常に興味ある酵素活性が

併せて存在することも明らかになった。

網膜を K‐NPPase標 準浸漬液で反応 させると,視細

胞外節を除 く網膜全層で反応がほぼ陽性に認め られ

た。 とりわけ視神経線維層,内外網状層で反応が著明

であった。理論的に言えば, この反応はコントロール

実験においては全て認められなくなるはずである。 と

ころが,以下に示すような K‐ イオンを除去した浸漬液

で反応させた場合 (図 6),

K‐非依存性 NPPase

グリシンーNaOH緩衝液 (pH9.0)250.OmM
p‐NPP(Mg塩 )          10.OmM
DMS0              25%V/V

日眼会誌 92巻 12号

レバ ミゾール            2.5mM
クエン酸鉛 (NaOH液 中)     4.OmM

(最終 pH8.8)

あるいは Na‐ K‐ ATPaseの 特異的 な阻害剤であるウ

アバインを添加 した場合 (図 7)にはまだかなりの反

応が残存していた。この場合標準浸漬液による反応 と

は異なり,内境界膜 。視神経線維層あるいは内顆粒層

に強く, とりわけ内顆粒層を外方へ向かう線状の反応

が特徴的であった。しかも,浸漬液からNPPを除去 し

た り,PCMB‐ Sの添加あるいは浸潰前の熱処理を行 う

とこれらの反応 も完全に消失 した (図 8).

これら反応を電顕にて観察すると,標準 K‐NPPase

の浸漬液で反応 させると,視細胞外節を除くすべての

部位で原形質膜に反応産物が認め られた.同 時に Mul‐

ler細 胞基底部の多数の滑面小胞体 (図 9),内顆粒層

の核膜(図 10), ゴルジ装置にも反応が認められた。小

胞体の反応は内境界膜～神経繊維層～内網状層では豊

富な滑面小胞体に,内顆粒層では核膜およびゴルジ装

置外槽に著明であった。外顆粒層 より外方では Muller

細胞が細 く,滑面小胞体も少なくなるため反応を所 々

認めるのみであった (図 11)。 また Muller細 胞以外に

は,視細胞, ニューロンあるいは神経節細胞の小胞体

には反応産物はまったく見られなかった.浸漬液への

ウアバイン添加,あ るいは第二の浸漬液を用いて K― イ

オンによる影響を除去すると,原形質膜の反応はほぼ

完全に消失 したが,Muller細 胞の小胞体の反応は全 く

変化せず (図 12),基質であるNPPの除去,PCMB‐ S

添加,熱処理を行 うとこれら小胞体の反応もまった く

消失 した(図 13)。 一方,視神経においては K‐ イオンの

存在の有無にかかわらず,全ての細胞において原形質

膜も小胞体においても反応は認め られず,グ リア細胞

である astrocyteや oHgodendrocyteの 小胞体にも反

応産物は見 られなかった (図 14)。

以上の結果か ら,モ ルモット網膜においては二種類

の NPPase活 性が存在する事が明 らかとなった。まず

第一に,原形質膜における反応は完全に K‐ イオンに依

存 し,さ らに Na‐ K‐ATPaseの特異的阻害剤であるウ

アバインにより阻害を受ける事から,従来の生化学的

報告と一致 し54)～ 56),Na‐
K‐ATPaseの部分反応である

K‐ phosphataseを 検出した事は間違 いないものと思

われる。これ ら Na‐ K‐ATPaseの 網膜における局在 と

その機能 との関連 について はす で に報告 して あ

る44)～46).第二の反応はこれ ら Na‐ K―ATPaseと の関

連がない事は明らかであるが,基質に依存し,PCMB‐
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このうち, acid NPPase,nOn_specnc alkaline phOs_

phataSeキ
'よ

ひヾ nOn‐SpeCinC aCid phOSphataSe lこ う尋1ン

ていえば,モ ルモ ット網臓 には この alkaline phOs_

phataseが 基質 としてβグリセロリン酸を用いても組

織細胞化学的には認められないこと44)～ 46),あ るいは浸

漬液への alkaline phOsphataseの 特異的阻害剤であ

るレバ ミゾールの併用49)50)さ らには浸潰の pHを考え

ると,そ の可能性は非常に少ないもの と思われる。

H‐ K‐ATPaseに関 しては62)～64),その特異的阻害剤で

ある nolinium bromideでは阻害されないことから判

別可能であった05)“ )。 これらを含めて,こ こで紹介でき

ない NPPaseの詳細については成書 (1980)60)を 参考

にされるとよい。この様ないわゆる non K‐ NPPase活

性の組織細胞化学的局在は組織によって ミトコンドリ

アであった り67),微
絨毛であった り49)50),さ らには

Muller細 胞の様に滑面小胞体であった り67)68)と _致

してはいないし, またこれらが果して同一の酸素活性

であるかどうかとい う可能性も今の所は不明である。

K‐ NPPase検 出のためには望 ま し くない この様 な

non K‐ NPPase活 性であるが,そ れが Muller細 胞の

ERにのみ検出されるとい う点において,膜にのみ存

在する K‐NPPase活 性 との比較は容易である。それど

ころか,網膜における Muller細胞のかなり貴重な光

顕 。電顕マーカーとなることは明らかである.

(他の Mtter細胞標識法との比較)

現在まで Mmer細胞の組織細胞化学的染色法 とし

ては,ル テニウムレッド法69)70),あ るいは渡銀染色法71)

が提唱されている。 しかしながらこれらの方法は決し

て常に Muller細胞 にのみ特異性があるわけではな

く,往々にして他の神経細胞 も染色される事があ り,

その信頼性はいささか乏 しい。さらにもし一歩譲って,

この様な方法で うまくMuller細胞が染められたとし

ても,用いられる染色剤の特性を考えた場合,Muller

細胞の胞体がびまん性に染色される可能性が高 く, こ

れ らの方法が電顕による観察にはまった く適していな

いこともまた明らかであろう。

一方,S‐ 100蛋 白72)あ るいはglial ibriHary acidic

protein(GFA)73)に よる免疫組織細胞化学的方法を用

いると時として Muner細 胞が染色 されることが明ら

かとなった72)-86)。 この反応は光顕上正確な Muner細

胞への反応を示 し,も し電顕へ応用 した としても Mul‐

ler細胞のglial iberが 染色されるので有用な方法で

あると考えられる。 しかしながら, この方法はそもそ

も電顕への応用自体が現在のところは非常に困難であ

表 3

15

*Ouabain -K+

! ouabain-sensitive

! K*-d"o"ndunt

Sで阻害を受けさらに加熱処理で失活する事から,少
な くともなんらかの phosphatase活 性である事は間

違いない。この様な K‐ NPPase酵素組織細胞化学にお

ける,K―非依存性,ウ アバインー耐性の NPPase活 性

の存在は生化学的にも,組織細胞化学的にも示唆され

てぃた57)～59).網膜においても,(表 3)に 示す様 な

NPPaseの 生化学的定量を行ったところ,む しろ Kイ
オンに依存する Na‐ K‐ATPase部 分反応 より (上方),

Kイ オン非依存性の活性の方がやや高 く存在するこ

とが判明した。そもそも NPPaseと は基質であるパラ

ナイ トロフェニール リン酸 (NPP)を加水分解 しうる

酸素の総称であ り,その化学反応は表 4の ごとく行わ

れる。 ところが, この基質を加水分解することが知 ら

れている酵素だけで も少なくとも10数 種類以上に及

び,本基質を用いて組織化学反応を試みる場合には
,

む しろ単一の酵素反応を検出している可能性が少ない

とい う危険が常に伴い,今後 K‐NPPase酵素組織細胞

化学をおこなう場合には,充分この様な活性の存在に

も留意 し,念入なコン トロール実験をおこなう必要が

あることを示している。その中には哺乳類に存在せず ,

組織化学反応の対象外のものも含まれるが,主だった

ものをあげると次ぎのようになる60)61).

O ouabain‐sensitive,K‐ dependent NPPase

(:)ouabain‐ insensitive,K‐ independent NPPase

OH‐ K‐ATPase

⊂)acid NPPase

(:)non_specinc alkaline phosphatase

(:)nOn_specinc acid phosphatase
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り,さ らには Muller細胞だけではなく,同様に glial

iberを もつ astrocyteや oligocyteな ども染 色 され

る72)～ 86)と ぃう欠点を持っている.特にGFAは組織細

胞化学的に正常 Muller細胞には反応を示 さず,病的

変化を示 した場合のみ染色性が増強して Muller細胞

が染め出されるとされている81)～86).し たがって,こ れ

らの蛋 白は現在の ところ組織細胞化学的 に有用な

Muller細胞単独のマーカーとはとてもいえない状態

であろ う.そ のため最近では新たに,carbonic anhy_

drase isoenzyme C(CA‐ C)に よる免疫組織細胞化学

が登場 してきた87)-91)。 これは少なくとも光顕 レベルで

は astroc♯eには正常でも異常でも反応 しないことが

示され,非常に有望なマーカーであると考えられる。

さらに,Muner細胞に対するある種の monoclonal抗

体, RET‐G2, RET‐ G392)あ るいは S‐ antigenか らの

monoclonal抗 体93)も など作製 されている。これらも

光顕 レベルでの免疫組織細胞化学反応がおこなわれ ,

少なくとも正常状態でも Moller細胞にかな り特異的

な局在を示 している。ただしこれらの方法も決して欠

点がないわけではなく,組織細胞化学的反応のために

は凍結切片でしかも標識物質に蛍光色素をもちいなけ

ればならなかった り92),あ るいは固定標本においては

かな り著明な artifactで ある核染色像を呈している所

見93)が 認められる。 さらに現在ではやっと光顕 レベル

の反応 しか行い得ず,微細な局在性を検討でき得るよ

うなところへ到達でき得るにはまだまだ検討の余地が

おおいにあるといってよいだろう.

これ らに対 して わ れ わ れ が示 した K‐非 存 性

NPPase反応は,視神経では認められず,astrocyteや

oligocyteの 小胞体にはまった く陰性であった。このこ

とからグ リア細胞すべてに共通 した酵素活性ではな

く,Muller細胞にのみ限局 しているとい う利点をも

つ。さらには,細胞の中でも小胞体にのみ限局してそ

の反応は電子顕微鏡下でも明確に認識でき得るので電

顕観察にもマーカーとしては充分適している。この様

な点から考えれば,最初に述べた様に病理学的応用あ

るいは種々の網脈絡膜変性実験へ応用しても, もしそ

の反応が検出されるのであれば Muller細 胞の経時的

動態を観察することは決 して困難ではないであろうと

考えられる。

2.■ on K‐ NPPaseと G6Pase活性の関係

さて, コン トロール実験の結果から, この non K‐

NPPase活 性が少なくともなんらかの燐酸酵素活性で

あることが判明したが, この反応が NPPに特異的な

日眼会誌 92巻 12号

表 4

N02

十 Pi

pNP

ものであるのかあるいは他の リン酸を基質 とした酵素

活性を検出した可能性があるのかとい う点については

今のところ不明である.基質 として NPPの かわ りに

用いた リン酸は,(表 5)に挙げたものである.こ れら

の反応液中で全 くnon K‐ NPPaseと 同様 な処置 を

行って み た。コン トロール 実 験 と して も同様 に

0.001～ 10mMウ アバイン,1.OmM PCMB‐ Sの添加,

基質除去,DMSO除去,alkaline phosphataseの 阻害

剤であるレバ ミゾールの除去あるいは浸潰前の加熱

(60℃ ,15分 )な どをおこなった .

(表 5)に示した様な種々の リン酸基質を NPPの代

りに用いた場合,網膜にはそれに対応 して光顕的に

色々な部位に酵素反応が現れたが, このなかで NPP

表 5

G6P (Glucose6-phosphate)

GIP (Glucose monophosphate)

F1, 6DP (Fructose 1, 6-diphosphate)
F6P (Fructose 6-phosphate)
Beta- g lycerophosphate

ATP (Adenosinetriphosphate)

ADP (Adenosinediphosphate)

AMP (Adenosine monophosphate)

TPP (Thiamine pyrophosphate)

TMP (Thiaminemonophosphate)

I TP ( lnosine triphosphate)

I DP ( lnosine diphosphate)

I MP ( lnosine monophosphate)

UTP (Uridinetriphosphate)

UDP (Uridine diphosphate)

UMP (Uridine monophosphate)

CTP (Cytidine triphosphate)

CDP (Cytidine diphosphate)

CMP (Cytidine monophosphate)

cTP (GuanosinetriphosPhate)

GDP (GuanosinediphosPhate)

GMP (Guanosine monoPhosPhate)

N02

OH

O

PPpN
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を用いた場合 とまった く同様に Muller細胞のみに限

局した局在を示 したのはグルコース 6リ ン酸 G6Pを

使用した場合のみであった94).反
応は内境界膜～神経

線維層に強 く,内網状層では外方へ降 りていく細長い

M● 1ler細胞の胞体が観察された.外網膜状層よりさら

に外方では Muner細 胞の胞体が狭細化するため反応

は著明ではなかった (図 15)。 F6Pを用いた場合は非常

に弱いがほぼ同様の局在を示 した。G6Pに よる反応

は,基質依存性があ り,熱処理や PCMB‐Sに よって完

全に失活した。さらに本反応はウアバインや Kイ オン

の有無によっては変化が認 め られ なかった。また

G6Pase活性検出の コン トロール実験 であるpH 5.0

カロジル酸緩衝液による前浸潰や,lmM Cuイ オン
,

10mMZnイ オン,CNイ オン,あ るいは Fイ オンによ

血液眼関門についての研究 第 2部 。上野

る前浸潰によっても完全に失活 した。

電顕 レベルで この反応を観察 して も,そ の局在は

non K‐ NPPase活 性の局在 とまった く同様であった。

反応は Muner細胞の小胞体,核膜,ゴ ルジ装置のみに

限局していた。内境界膜～神経繊維層～神経節細胞層

では Moller細胞が豊富な小胞体を持つため,非常に

著明な活性を認めた(図 16).浸 漬液へのウアバインの

添加や Kイ オンを除去してもこれ らの反応にはまっ

た く変化を認めなかった。しか しなが ら基質である

G6Pを 除去 した り,PCMB‐ S添加あるいは熱や pH
5.0の 酢酸緩衝液で前処理をおこな うと,小胞体の反応

は完全に消失 した。

視神経においては,全ての部位において反応は陰性

であった。神経要 素以外 に も,グ リア細胞 で あ る

59- (1971)
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astrOcyteや OHgocyteの 小胞体には反応産物はまっ

たく存在 しなかった (図 17)。

なおこれ ら各燐酸を用いた燐酸酵素活性の組織細胞

化学検出にはそれぞれの原法が存在するが, グルコー

ス 6燐酸 (G6P)を 基質 として用いた場合 には non

K‐NPPase活性 と同様の反応産物の局在を示 したた

め,G6Pa∞ 活性検出の原法である Wachstein‐ Meisel

法95)で の検索をすすめた。浸漬液の組成は,

G6Pase(Ⅵ rachstein‐ Meise195))

トリスマレイン酸緩衝液 (pH6.7) 80.OmM
G6P(Mg塩)          1.68mM
硝酸鉛              3.63mM

(最終 pH 6.7)

である。コン トロール実験 としては,0.lM酢酸緩衝液

(pH 5.0)に よる15分間の前浸潰,あ るいはlmM硫酸

銅,10mM硫化亜鉛,10mM塩化フッソ (ト リスマレ

イン酸緩衝液,pH 6.7)●
6)に よる15分間前浸潰をおこ

なった.Wachstein・Meiselに よる原法で G6Pase活 性

を検出した結果は光顕的にも電顕的にもまった くnon

K‐ NPPaseと 同一で,活性は Muller細胞の小胞体に

のみ限局 していた.コ ントロール実験の結果も同様で

あった。固定液中のグルタールアルデヒドの影響につ

いて検討 した結果も, この両者の間では差は見 られな

かった。

以上の結果からモルモット網膜においては,組織細

胞化学 的 には Muller細 胞 小胞 体 にのみ限局 して

G6Pase活 性も存在することが明らかとなった.しか

もこの活 性 は視神経 にお け るグ リア細胞 で あ る

astrOcメeや 01igocメeの 小胞体 には見 られず,non
K‐NPPase活性 と同様有力な Muller細胞の組織細胞

化学マーカー酵素活性であることは間違いない。

ここで問題 となるのは,こ の Muller細 胞の小胞体

という同一の部位に限局する反応産物が二つの異なっ

た酵素活性によるものか,あ るいは一つの酵素活性を

異なった基質によって検出した可能性があるかどうか

という点であろう.と いうのは Neilら 97)98)に よって肝

臓における G6Paseが p‐NPPを分解するとい う報告

がなされている。特に肝臓 におけるG6Paseの 至摘

pHは6.0～ 6.5であるので,p―NPPを基質にしたいわ

ゆる acid p‐ NPPaseあ るいは acid phosphataSeと の

鑑別が必要であるとされている。。)。 この両者を鑑別す

る手段 としては,pH5.0の 酢酸緩衝液による前浸潰が

おこなわれる99).すなわち,こ の前浸潰によりG6Pase

は完全に失活するが acid p‐ NPPaseは 影響を受けな
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いことを利用 した ものであるが,本 実験の non K‐

NPPase活 性はこの前浸潰によって失活したため,そ

の可能性は否定出来ないものと考えられる.し かしな

がら一方では,われわれが検出した non K‐NPPase活

性はアルカリ領域で検出されてお り, この様なアルカ

リ領域に示適性を持つ酵素が酸性領域の緩衝液での前

浸潰で失活することもまた当然であり, この様な方法

だけで同一酵素活性であるかどうか判定することはは

なはだ困難であろう。それでは,p―NPPが基質 として

働 く可能性を持ち,ア ルカ リ領域に至適 pHを持つ非

特異性 alkaHne phosphata"が問題 となって来るが,

その可能性も少ないことは先程述べた。

G6P以外の基質が共通性を持たないことはコン ト

ロール実験から明らかである。それでは,non―NPPase

とG6Paseは 異なった酵素であるが,た またま同一部

位に局在 しているのであろ うか。ここで非常に興味あ

るデーターを示 しておきたい。Yamamotoら 1。。)は肝

臓における K‐ NPPase酵 素組織細胞化学で肝細胞の

原形質膜にウアバインー感受性の反応を検出したが
,

小胞体にはまったく反応産物を認めていない。G6Pase

は肝細胞小胞体に著明な活性を持つことは有名な事実

であり,組織細胞化学にも実証されている。 このこと

は,明 らかに non K‐ NPPase活 性とG6Pase活性とが

異なるものであることをあらわしているのではないだ

ろうか。

この よ う|こ G6Paseの non‐ K‐ NPPase lま 共 ンこモル

モット網膜 Muner細胞小胞体 という同一部位に局在

する可能性が強いことが明らかとなった。G6Pase活

性は初期においては肝細胞に特有な酵素であると考え

られていたが,そ の後の研究によって広 く種々の臓器

の細胞に分布するとされている101)102).本酵素活性は
,

G6Pあ るいは carbamyl phosphate等を加水解す る

phOsphOhydr01ase activityと これ らが持つ リン酸基

を種々の糖や多価 アル コールヘ と転移 させ る phOs‐

phOtransferase activityと に 分 け る こ とが で き

る103).本 酵素の重要な機能は,ブ ドウ糖産生臓器にお

いては glycogenの 分解や糖新生によって生 じた G6P

を加水解 して,glucoseを 血中に放出することである

と考えられている104)。 モルモ ットの様な網膜に血管を

持たない種においては,Muner細胞に glycogen顆粒

が非常 に豊富 に存在す ることが明 らか となってい

る3).さ らにこれに関連 して glycogen代 謝に関連 した

酵素活性も高いものと報告 されている105)。 このように

Muller細胞の重要な機能の一つは glycogenの 代謝 と
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は正常の場合と全 く同様である106)～ ■2).

凝固直後では,網膜全体の破壊が著明で各所に細胞

脱落による空胞形成が認められるが,こ の中で Muller

細胞のみはかなり正常に近い形態を保持しているし,

ERの反応も明瞭に認められる.そればか りか,通常で

は外境界膜部周辺では Muner細 胞胞体の占める割合

や ERの数も僅かで,光学顕微鏡用厚切切片下でも本

反応はわずかしか認めないが,凝固部やや周辺では中

心に向かうに従って,M●1ler細胞体の肥大化や ERの

増加が反応の増強から明らかである(図 20).こ れは電

子顕微鏡による観察では尚一層著明であ り,外顆粒層

から外境界膜まで ERが明らかに増加している像が認

められる (図21).

その後の経過は,Muller細 胞細胞核の下方や(図 22)

上方への (図23)移動現象さらには網膜全体における

反応の増加などすでに報告 した所見が認められる。こ

の頃になるとM●ner細胞核同志の隣接像が多 くみら

れるようになる。

変性の最終的段階においては,神経細胞の消失部位

を Muller細胞が複雑に充填 している。 この時期に網

膜上方では非常に反応が多い,つ まり肥大化 した Mul‐

ler細胞がさらに外側へ傷害中心部へ と向か うのが明

瞭に観察される(図 24).一 方これよりさらに外方では
,

これ ら Muller細 胞が偏平化 した網膜色素上皮細胞に

直接接 したり,網膜色素上皮細胞の欠落している部位

においては Bruch膜に到達する像が見 られる (図25).

この様に,non K‐ NPPaseあ るいは G6Pase活性を

もちいれば病的網膜においても変性した Muller細胞

を同定することは可能であった。網膜において反応は

Muller細胞にのみ限局 し,変性した他の神経細胞に検

出されることはなかった。ただし, ここにまだ一つの

問題が存在する。それは,変性した神経細胞には本活

性が認められなかったのであるが,他のグ リア細胞が

変性 した場合,何等かの理由で正常よりも活性が上昇

して反応が認められるのではないか とい う危惧が残

る.そのためわれわれはさらに追加実験を試みた。ア

ス トロサイトやオ リゴグ リアは視神経に多 く存在する

とされている.そ こで,YaGレ ーザーをもちいて,視

神経を出来るだけ深部まで凝固した11° )。 この様にアス

トロサイ トやオリゴグ リアが変性するようにして,同

様の条件にて網膜 と比較 しながら反応を行ったが,そ
れでも視神経変性部には全 く反応が光顕および電顕 と

も見られなかったH。).以上から,本酵素活性が変性状

態においてもMuller細胞同定に適 していることは明

蓄積と考えられる。特に網膜無血管動物においては
,

網膜神経細胞に対して一種の肝臓の働きをしていると

いう意見 も存在する。したがって G6Pase活性が強い

ことも,そ のグ リコーゲン代謝の一環であるglucose

の放出機能をあらわしているものと考えられる。これ

に対 して non―KNNppase活 性がどのような働 きをし

ているのかは不明である。ただ他のglycolyticな 酵素

活性 と同様に Muller細胞小胞体に限局 して存在する

ことは非常に暗示的であるように思われる。

3.non K‐NPPaseお よび G6Pase活性の実験的網

脈絡膜変性おける Muler細胞マーカーとしての応用

では,次の段階 として,non K‐ NPPaseや G6Pase

活性が変性 した網膜において もMuller細胞 にマー

カーとして検出することが可能なのであろうかとい う

実験を行わなければならないだろう。実験的網脈絡膜

変性・萎縮の作成方法としては,ジ アテル ミー疑固,

冷凍凝固および レーザー光凝固を網膜脈絡膜 に加 え

た106)～ H2)。 その理由としては以下のようなことがあげ

られる。 この様な組織細胞化学的実験に際 しては,固
定を通常の形態観察よりはかなり弱い条件で行わなけ

ればならない必要がある.必然的に,組織の保持の状

態が悪 くなるため,かなり多 くの材料を用いる必要が

生じる。それだけでなく,経時的な変化も追わなけれ

ばならないので,そ のためにもかなり多 くの材料を要

し,非常に難 しい手技を必要 とするような実験モデル

作成法を行 うことにはかな り困難であったか らであ

る。勿論 これまでに, この様な凝固をもちいた実験が

形態病理学的に多 く成されているという事 も結果の比

較 とい う点からは見逃せない。実験材料 としてはレー

ザー凝固を行 う必要があるため,有色モルモ ットを使

用した。ジアテル ミー凝固は,0.4%塩酸オキシプロカ

イン表面麻酔下に結膜を切開し,田川社製 ラジオメッ

サーをもちいて,経強膜的に0.5mm針で10秒間凝固を

加え検眼鏡で凝固班の出現を確認した106)～ 108).冷
凍凝

固としては,デ ィスポーザブルの凝固装置を用い,眼
底 に 白 い 凝 固 班 が 出 現 す る条 件 で 行 った (図

18)108)H2).次 ぎにレーザー凝固であるが,凝固時間0.1

秒・サイズ200μ m。 出力50～ 100mWの 条件でアルゴン

あ るい は ク リプ トン レーザーにて光 凝 固 を加 え

た109)～ 112)。 これらどちらの凝固群においても,凝固後

1日 から2カ 月の間眼底を観察しつつ,蛍光眼底造影

も同時に行って,それらの結果をもとに種々の期間に

おいて眼球の摘出を行った。凝固部位を必ず健常部位

を含むように組織片に細切してから (図 19)後 の操作
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作成した blockか ら,ま ず最初に ultratomeに て超薄

切片を作成 し,こ れを75～ 100kVの 加速電圧の通常の

透過電顕で観察し,反応の有無や程度について大体の

検索を行った。この際反応の電子密度の状態を知るた

めに,電子染色を行わないで観察した。超薄切片を通

常の透過型電顕を用いて観察を行った後,同一のブ

ロックからultrameお よびガラスナイフを用いて 1

～5μm厚 さの切片を作 り,コ ロイ ドコーティングした

グリッドにのせた.一部はまったく後染色を施さない

ままで, また一部はウラニルアセテー トのみで37°C,

30分間後染色を行った。 このグリッドを Hitachi社製

1,000kV超高圧電子顕微鏡 (岡 崎基生研)にて加速電

圧1,000kVの 条件下で観察を行った。

超高圧電子顕微鏡で3μmの厚 さを持つ切片を観察

すると,ま ったく無染色のままで これ らM● ner細胞

小胞体の反応は明瞭に観察する事が可能であった.さ

らに Muller細胞細胞核 も特異的な所見を示 し容易に

識別出来るため,二つの顆粒層のオリエンテーション

も比較的簡単であ り, したがって網膜各部位の判定に

は困難をともなわなかった。2μm以上の厚さを持つ切

片は,た とえ30分間,37℃ でウラニルアセテイ ト後染

色を施 しても切片の表層部のみが染色されかえって観

察が困難になることもあったため,今回の観察はすべ

て無染色下に行った。それでは,超高圧電顕をもちい

る利点を幾つかに分けて紹介し,そ れが Muller細胞

観察において実際どうであったかについて具体的に示

していく。

(複雑な局在を示す対象の観察)解 り易 くするために

(表 6)の シェーマで示すが,仮にかな り曲が りくねっ

た対象を観察した場合,通常透過電顕用の50Å 超薄切

片であれば, 1枚の切片上に観察可能な部位は対象の

切れ切れの断面のみである。 この対象の全体像を得る

ためには,お よそ40枚以上 もの連続切片をとぎれるこ

となく作製しなければならないことになり,技術的に

は非常に困難な作業 となる。これを2μmの厚切切片で

超高圧電顕観察を行ったとすると,そ の 1枚の切片の

厚さが超薄切片の40倍に当たるため, 1枚 の切片のみ

の観察で全体像の連続 した観察が可能になる.そ こで,

Muler細胞における具体的な例を示したい。

(図 26)に示すのは non K― NPPase反応を行いそれ

を通常透過型電顕で観察 した網膜外網状層付近である

が,内顆粒層の Muller細胞核膜には反応が認められ ,

さらに外顆粒層部の Muller細 胞小胞体にも反応が認

められるが,そ の間に位置する外網状層部では反応は

らかとなった。本法をもちいて観察した結果,各種の

凝固あるいは凝固の条件 に よって Muner細 胞 は異

なった変化を経時的に示すことも明らかとなったが ,

その凝固固条件による相違や時間的変化等の詳細につ

いては別著を参照 されたぃ106)～ ■2).

4.超高圧電顕 をもちいた観察

Moller細胞の胞体が長大であ りしかも複雑に入 り

組む突起構造を多数持つことは先に述べた。通常われ

われが光顕で観察する切片の厚 さは 1～ 10μ mである

が,透過電顕で観察する超薄切片は僅か500Å 程度の厚

さしかない。 したがって光顕、レベルではともか く, こ

のような細胞を透過型電顕で観察を行っても,ほんの

僅かな断面を見ているにしか過ぎないn3)。 しかもこの

様な超薄の連続切片を得ることの困難さについては電

顕形態学を研究する多くの者が経験 しているもの と思

われる。したがって,透過型電顕で Muller細胞の全体

像をある程度観察する事がなかなか難しいことはおわ

かり頂けると思 う。われわれは Muller細 胞に特異的

に検出される反応を示 したが,例えこの様な方法を用

いたとしてもそれを通常の透過型電顕で観察する以上

はその限界を避けては通れない。ここで反応産物の電

子密度が高い事を利用し,こ れを超高圧電子顕微鏡 (超

高圧電顕)に よる観察へ応用する事を試みた。なぜな

ら超高圧電顕では500kVか ら1000kVと いう高い加速

電圧領域で観察出来るため,100kV以 下の加速電圧 し

か出力できない電顕に比べて電子線の試料透過能が著

しく大きい. この大きな透過能はすなわち厚い切片で

も電子線が容易に透過 してしまう事を意味する。ただ

し,通常の電子染色を施しても,厚い切片ではほんの

表面のみ を染 色す る ことが 出来 るだけで あ るか

ら1“ ),観察対象には何か電子密度の高いマーカーが存

在しなくてはならなぃ●3).幸い,われわれが示 してい

る反応産物はかな り広範にしかも著明に電子密度が高

いため,そ れを Muller細 胞固有のマーカーとして利

用するならば光学顕微鏡で扱 う様な厚い試料の観察が

可能とな り,例え複雑な局在を示す細胞であっても何

とか観察 出来 るのではないか と考 えた か らで あ

るH5)n6).

切片の作成方法 としては,前固定,薄切,浸漬,後
固定を行い,その後型のごとくエタノール系列・ プロ

ピレンオキサイ ドで脱水しSpurrの epoxy resinに包

埋する所までは全 く同様である.ただし,反応の浸潰

時間とオス ミウム酸による後固定は通常電顕用の物 よ

りかなり長めに行わなければならない。この様にして
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ス突起の中でも,反応を認める Muller細胞を連続 し

た像として捕える事は厚切切片であるために比較的容

易であった。なおこの部での小胞体の密度はM薔 11釘

細胞胞基底部に比べると明らかに少なく,さ らに胞体

自身もかな り細 くなっていた(図 29).内顆粒層におけ

る小胞体の分布 も内網状層とほぼ同程度であったが
,

ここでは多 くの細胞核の中で Muner細胞の核にのみ

反応が認められ,連続した小胞体の反応 ともあいまっ

て印象的な所見を呈していた .

(連続切片観察の容易性)

先に述べたが,超薄切片を連続 して作製し,あ る特

定の対象をある程度立体的に観察す る方法が知られて

いる。ところが,作成法自体がかな り技術的に難しい

という問題を解決できたとしても, この方法はもう一

つの避けられぬ問題点が残されている。超薄切片の厚

さは約500Å であるため,も し仮に10枚の切片を電顕用

グリッドメッシュに載せられた としても,観察出来 う

る範囲は5,000Å すなわち0.5μmに しか過ぎない。 こ

れでは観察対象が非常に小さいかかなり限局した部位

であるかがせいぜいである。 ところが (表 7)の様に

超高圧電子顕微鏡で観察する厚切切片なら,ま ず扱い

が簡単なためかなり連続してグ リッドに載せることが

出来る。それに,切片が2μmと しても,5枚連続させ

られれば,そ の観察範囲は10μ mに も及ぶ。勿論そのグ

リッドを連続 して幾つも作製することも簡単であるの

で,実際にはかなりの範囲で連続 した立体的な広が り

を持った観察が可能である。

M●1ler細胞の観察においてその例を示す。われわれ

は変性網膜においては Muller細 胞の核が明らかに増

加していることを発見した(図 30).た だし,こ れらの

観察は超薄切片をもちいて何枚 もの写真を観察して得

られた結果である。かなり多量の写真を検討した結果

であるから,かなりの信憑性はあると考えていたが
,

それが単に核の多い部位ばか りが撮影されていたとい

う偶然性を完全に否定することは困難である。これま

での電顕観察の報告はMuner細胞の核を例に挙げる

までもなく,似た様な結果か ら結論を導き出している

ことが多い。その様な危惧も超高圧電顕下で連続した

厚切切片を観察することで解決で きる。図にその写真

を示すが,3μ mの厚さの連続切片 (図31)を幾つかの

ブロックで作製 し,正常状態 と変性網膜における Mul―

ler細胞の単位面積あたりの核数を比較 したところ,変

性網膜において Muller細 胞の核 はおよそ2.5倍 の増

加がみられた (図 32,33).こ の事は,M● ller細胞は変

, 50 nm (500 A)

50nm(500A)
2μm 」■L

____________■■____

●

●

●

ところどころわずかに認められるのみであった。 この

様な所見のみでは, これらが同一の細胞であるのか別

個の細胞であるのかはまったく不明である.と ころが

その部から厚切切片を作製して超高圧電顕で観察する

と,内顆粒層の核部から外網状層に向かってこの反応

が連続しているだけでなく,一旦内顆粒層で広 くなっ

た胞体がふたたび非常に狭 くなってシナプスの間を通

過 していく像が観察された。さらにこの狭 くなった胞

体が外顆粒層内方では再度広 くなるという興味ある結

果 も得 られた (図 27)。 つまり,外網状層部において

Muller細胞はかな り胞体が狭細化するため超薄切片

下では連続 して捕 らえることができなかったのである

が,(図 26)と (図27)と を比較 して見ると,厚切切片

での超高圧電顕観察の有用性は明らかであるものと思

われる。

網膜内境界部では,Muller細胞の小胞体の反応が著

明であるが, これを厚切切片で見ると超薄切片で見る

よりも小胞体が網 目状に連続している事がわかる (図

28)。 さらに神経繊維 と神経節細胞にはまった く反応が

存在せず,Muner細胞がこれら成分の間を埋めている

様子が明らかとなった。内網状層の反応の無いシナプ

／

／
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‐
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昭和63年 12月 10日

性時には明らかに細胞分裂を行っているとい う事実を

示す ものであるといえる。

(不均一の膜上に位置する対象の観察)

この利点を厳密にいえば,最初に挙げた (複雑な局

在を示す対象の観察)の項に含まれるのかもしれない。

ただわれわれが Muner細胞の核における反応を観察

している時に発見した興味ある結果としてここでは分

けて報告 したい。(図 34)に示すように核膜は小胞体で

構成されているため,K―NPPaseお よび G6Paseの 著

明な反応が観察され,印象的な像を示す。 ところが核

膜には核膜孔 と呼ばれる部位が存在し,こ れは小胞体

の切れ 目に当たるため,反応産物は見られない。超高

圧電顕において同部を観察 していると,斜めになった

核膜もかな り面積的に拡が りを持って観察できうる.

(図 35)に示すように,黒 く反応が出ている小胞体の中

に円形に自く抜けた核膜孔117)が 明瞭に認められる。こ

れを連続切片で観察していけば,核膜の様な複雑な形

態を持った面上の対象の観察が可能になる。もちろん,

(表 8)の 様 な面 としての観察ならフ リーズ フラク

チャー・レプ リカ法をもちいれば観察は十分出来 うる。

実際に細胞の核膜孔の分布の局在を示した例 もある。

ただ,明 らかに細胞が同定できるような条件下での観

察であれば問題はないのであるが,Muller細胞の核と

いうような,内顆粒層の様に多 くの種類の細胞の核が

混在 して存在している部位における観察にはこの様な

方法の有効性があることは間違いない。まして変性網

膜における複雑な局在を示す Muller細胞をフ リーズ

フラクチャー・ レプリカ法で正確に同定することは困

難である.現在われわれは連続切片における変性 M● 1‐

ler細胞核膜孔の分布について検討中である.

(三次元的観察)

厚切切片を用いた観察では切片の厚さの分だけ立体

的な観察をすることは可能である。ただそれはわれわ

れが見る場合にはあくまで立体的な分布を平面に投影

し,そ れを頭の中でつみかさねて観察しているとい う

表 8

血液眼関門についての研究 第 2部・上野 67- (1979)

制約がある。ところが超高圧電顕をもちいると本当の

意味での立体的な観察が可能である。一定の厚 さを

持った対象を角度を変えて観察すればよいわけである

が,超高圧電顕ではそのためにグリッドを載せる台の

傾斜をいろいろ変化 さす ことが出来るようになってい

る。つまり水平面から左右に一定の角度で傾斜をつけ

て 2枚の撮影を行えば stereo― pair,撮影 された写真自

体は平面であっても,それを偏向のレンズをもちいて

左右眼で別々の像を見るようにするか,あ るいは立体

観察用の装置をもちいれば立体感のともなった像が観

察で きる(表 9).こ の手法をもちいて,現在ではいろ

いろな細胞内小器官の立体的観察が行われているが
,

Muller細胞においても同様の観察は可能であった.そ

の幾つかの例を示 してお くので,立体観察装置をおも

ちの方は試みていただきたい。まず網膜内方の M●ner

細胞を示す(図35,36).反応が出ている部が大体の分

布 と考えていただけばよい。三次元的な観察を行 うと,

Muller細胞の走行性や突起の局在がよく解る。核膜の

様な対象では,そ の凹凸の不均一性がよリー層明瞭に

なる(図 38,39)。 それよりも,変性網膜におけるM● 1ler

細胞の像は立体撮影を行えばよりその二次元的な広が

りが観察 しやすい。色素を含んだ細胞の周辺を Muller

細胞がどの様に取 り囲むかがよく御解 りいただけると

思 う(講演の中で,stereo写 真を供覧 した )。 このよう

に,Muner細胞とい う大 きな対象の場合,そ の複雑な

局在性の変化を正確に見ようとすれば,連続切片をし

かもこのように三次元的に観察していくことが絶対必

要 となってくることはまちがいない。

5。 網膜一視神経移行部および網膜―毛様体移行部

Ａ

Ｉ

▼

表

2,u m )50nm(500A,

CB
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図36

図36,37 ± 8度で撮影した stereo pair写 真.網膜内方

える.36.+8度 .37-8度 ×3,000

図37

2つの Muller細胞体が見

図38                                       図39

図38,39 ± 8度で撮影した ste“ o pair写 真.M●1ler細 胞核。38.± 8度.39.-8
度.× 8,000
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,マ

におけるMmler細胞マーカー酵素の組織細胞化学

病的網膜において果たす barrier機能 と並んで,正

常状態でもMuner細 胞が barrier機能 として重要 な

役割を演じているのではないかと考えられている部位

が存在する。それがすなわち,網膜が視神経 (図 40)

あるいは毛様体に (図 41)移行する境界部である.特
に網膜―視神経移行部にbarrierが 存在するのかある

いはこの部だけは欠落しているのか とい う点は,臨床

的にも先天性の optic pitあ るいは乳頭浮腫の成因な

どとの関係するため,多 くの BRB研究者の注目を集

めている。ただどちらも移行部であるため,細胞の構

成そのものが一層複雑であり,し かも,Muler細胞自

体も通常とはかなり形態を異にしている事から, これ

までの研究でグ リア細胞が関与 していることまでは明

らかとなったが,そ れが Muller細胞であるのかそ う

でないのかとい う点については全 く不明であった.こ
の様な移行部においてのM● 1ler細 胞 の barrierと し

ての働きを追及しようとするならば,それ以前にまず ,

Muller細胞がその構造的構成に関与 しているのかど

うかを確認する事が必要 となって くる。その手段 とし

て,われわれはこれまで述べてきた方法が有効である

のではないかと考えた。

(網膜―視神経移行部)

この境界部において,われわれがその barrier作 用

を検討せねばならない部位はニカ所ある。第一には網

膜が視神経と接する部位であり,第二には脈絡膜とい

う血管を多 く含んだ組織が視神経と接する部である。

解剖学的にこれら両者は古くから興味をもたれ,そ の

発見者の名をとって前者は Kuhntの 組織n3),後 者が

CB

Elschinigの 組 織 と呼ばれ て い る7)。 この うち Els―

chinigの組織 もbarrierと い う点では興味深いが,構
築的にはまず ミュラー細胞が関与 している可能性は少

ないため,こ こでは Kuhntの 組織に関しての結果を示

したい。

Kuhntの組織の barrierと しての重要性が着 目され

たのは,臨床上蛍光眼底造影所見から造影後期になる

と視 神 経 が 染 色 され る とい う事 実 か らで あっ

た1:9)122).同 時に構造学的にも興味を持たれ123)124),網

膜―視神経あるいは脈絡膜―視神経間にはいわゆる

barrierの欠落 している箇所があると推測した。そこで

tracerを 用いた組織細胞化学的な研究が試みられた。

diaminoacridine,rhodamine B注 入実験ではいずれ

も視神経は染色されず125),こ の部には deinite barrier

が存在するとい う結論が得られたが,視神経先端部で

はなお不明であると述べられていた.そ こで, この視

神経先端部に注 目して,nuoresceinあ るいは HRP注
入実験をおこなったところ,こ れ らの tracerは Kuhnt

の組織は通過できないが126)～ 132),Elschinigの 組織は

通過するとい う結果が得られた。ただここで問題 とな

るのは,Kuhntの 組織においては網膜一網膜色素上皮

細胞の連続の中に数個の originが 不明の細胞が見 ら

れるとされていることである。 この細胞は時に単にグ

リア細胞 と記 されていることもあるし131),adrocyte

とはっきり断定 してある場合 もみ られる(図 42)133)。 そ

こで Kuhntの 組織におけるbarrier機 能を調べ る以

前に,出来ればこれまで述べてきた方法を用いてこの

部位における Muller細胞を含めたグ リア細胞の構成

を明らかにしたいと考えた。
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包埋法の問題

(図43)に われわれがおこなった Kuhntの 組織にお

けるMuner細 胞反応の光顕像を示す。網膜移行部に

おける,つ ま りMuller細 胞に とってもその存在の末

端部では細胞 自身もかなり変形 し,垂直に細胞が局在

するのではなく,視神経部へ流れるように斜めに走る

のが解る。さらに詳しく見ると,Muller細 胞は網膜色

素上皮細胞 と連続 しているように見えるが,そ の詳細

は光顕 レベルでは不明である。そこで電顕での観察が

必要となってくるが, ここで問題 となるのは,非常に

特定された部位の切片を得ることや,非常に数少ない

物を特定 して観察を行お うとした場合, さらには限定

した部位での変性実験の場合等は,組織細胞化学にお

ける20～ 40μmの 浸潰切片の一般的な包埋では (図

44),超 薄切片作成時においてまずかなりの数のlμm
切片を作成 して,部位の同定をおこなわなければなら

ないとい う繁雑 さである。 この様な場合の時間と手間

を省 くためわれわれはスタンプ切片包埋法をもちい

た1“ )135)。 その概略を示してお く。

日眼会誌 92巻 12号

.4

1)ま ず円柱包埋板をもちいてあらかじめ円柱型の

Eponブ ロックを作成しておく。

2)包埋板の平坦な面に切片状の試料を水平にのせ

る。

3)Eponを 滴下して,上から円柱 ブロックで押え,

これを加温 して硬化さす (図 45).

こうして,円柱ブロックに切片を張付けた形で, ブ

ロックが完成する。これを実体鏡で拡大 して観察すれ

ば,容易に目的の部位の同定が可能であ り, カミソリ

刃で トリミングすればよい(図46).出来るだけナイフ

と試料 とのコンタクトには注意を払い,な るべ くに水

平な方向にセットする。さらに切片の厚さはせいぜい

40μmしかないため, トリミングで余 り厚い切片を最

初に落 してはならない。この方法をもちいれば,Kuhnt

の組織部を常に含む切片の作製は非常に容易であっ

た。

(図47)に Kuhntの 組織における Muller細胞組織

細胞化学像を示 した。この様に Muller細胞の末端は

いわゆる Kuhntの細胞 といわれるoriginが 不明の数

ヽ
■
・

BR



昭和63年 12月 10日 血液眼関門についての研究 第 2部・上野 71- (1983)

唸

七ヽ .

・
　
　
　
ｌ
ｌ

　

一一
　

●
０

＝
い
　

・

ｎ
一
　

一
　

ｎ
Ｖ

騒

_ィ _鸞
,|■

| .. ・

●
ヽ

■

．
，

ｒ

麟 晰

ｎ
Ｆ

ｎ
ｕ

鱚け
'撃・ _ 0し

“
 .譲 罐 |

5‡緩暉

ず1.

.     .r ,

■',

'.  
‐●.=

■
ヽ
ｒ
苺
　
・

一̈
“
一̈
・　
一）̈
　
凛
ｒ̈
．．　
・　
　
・〓
一
・
・■
　
・　
　
・

‐
　

　

　

．
―

●

　

　

―
■

‘

―

　

―
一一

．
‐
‥

．
．Ｌ

．
―
〓
訥
”
・
　

一

麟 ｌ
ｌ
ｌ
●
１

髯

||   
‐

・■■||、 |●‐|■■′

_‐ 艤
‐

ま 輌鰹
機

、
　

●
●



72- (1984)

個の細胞と接 している.それの細胞の反対側には,網

膜色素上皮細胞が連続 して連なることも解る.こ の細

胞には ERに反応産物が認められないため,少 なくと

もM』er細 胞 で な い こ とは 確 か で あ る.で は

astrocyteな のであろうか.われわれがこれまで述べ

てきた方法を使って多 くの切片を調べたところ, この

様な細胞内に時にメラニン色素顆粒が認められる。 こ

れらから, この細胞はどうやら網膜色素上皮細胞由来

の物ではないかと推論している。 これらの細胞 と網膜

色素上皮細胞 とは側面細胞膜同志が接 しているし,

Moller細 胞 とも明らかに側面同志の接着形態をとっ

ている (図 48).網膜色素上皮細胞 と Muller細 胞は共

に細胞学的には頂部 と側面・ 基底部を明瞭に持つ上皮

細胞様形態を示 しているが,その細胞の極性は全 く正

反対であり,網膜においては頂部同志が向かい合 う形

をとる。その様な上皮細胞の形をとる細胞同志が, こ

の網膜―視神経移行部で (図 48)の 様な接着形態をと

りえるなら, しかもその細胞間が tight iunction様結

合を持ち得るため,そ の部においてはかなりしっか り

した形態的 barrierと なってい るのではないだろ う

か.

これまでの実験から,脈絡膜毛細血管を通過 した

tracerは脈絡膜―視神経移行部であるElschinigの 組

織からは視神経内へ侵入するが,Kuhntの 組織の組織

を通過 して網膜下へ出現することはないとされてい

る。もし,どちらも astrocyteか らこれら移行部の細胞

が構成されているとするならば, この様な実験結果を

説明することははなはだ困難である。われわれが考え

たように,Kuhntの組織が網膜色素上皮細胞とMuner

細胞の連続形であるなら,上皮細胞の barrier機 能を

考えれば説明に不 自然さはない。

(網膜―毛様体移行部)

網膜―毛様体移行部 (鋸状縁)は多層よりなる神経

網膜が一層の毛様体無色素上皮細胞に移行する部であ

るため,や は り特異な細胞構成を示すと考えられてい

る136)～

“
0)。 従来の形態学的検索では,こ の部は主とし

て Muner細胞によって形成されているとする意見が

多いが,一方では移行部の中心には未分化型細胞が存

在するとの反論 もある137)138)。 この論争は,先程述べた

Kuh武 の組織の由来についての論議 と全 く共通 して

いるように思われる。いずれにせ よ, この移行部にお

いてもMuller細胞の局在や細胞形態を明らかにする

ことは非常に重要な問題である。barrierに 関しても,

毛様体部では BABが存在 し140,網膜部では BRBと

日眼会誌 92巻 12号

いうように区分されている機能が移行するはずである

から,同 部の細胞構築を新 しい観点で見直してみるこ

とに意義があることは間違いない。

組織細胞化学的観察は,やは りかな り限局した部位

であることから,Kuhntの 組織の観察と同様の方法を

もちいた 142)。 (図49)に 同部の Muner細胞像を示すが ,

通常網膜分 とは異なり,網膜外方部においてもMuner

細胞 ERの活性が著明である。 しかもMuler細胞の

核は網膜内・ 外方へかなり偏 って存在 し,ほぼ全体が

M■ ler細胞で しめられるとい うように変性網膜にお

ける様式を示す (図 50).毛様体無色素上皮細胞にも活

性は見 られるが,そ の程度は Muller細 胞に比べると

かなり弱い.反応様式もMuller細 胞では内方部に著

明であるのとは異なり,細胞質全体に均等にみられる。

これまで未分化細胞ともいわれた移行部でも活性は著

明であ り,反応の様式はMmler細胞 と毛様体無色素

上皮細胞のほぼ中間型,あ るいはやや毛様体無色素上

皮細胞に近い形を示していた。

Kuhntの 組織 と同時に,網膜一毛様体移行部におい

てもMuner細胞の著明な変化がみ られたことは興味

深い。 しかも超高圧電子顕微鏡を応用すれば,さ らに

その全体像の把握が容易になる(図51,52).Muller細

胞を主たる構成要素とするこれ ら両移行部における

Muller細胞 の構造変化は,神 経網膜部ほぼ全体 を

Muller細胞が占めさらに非常 に肥大 した胞体を持つ

ことであろ う。この事は,た だ単に網膜に分布して各

神経細胞を規則正しく配列させ ると言 う狭義の支持作

用とい うことだけでなく,神経網膜全体を両端でしっ

かり支えると言 う広義での支持作用 も有しているので

はないだろ うか。そのことはグ リアという意味を考え

る上で,一つの機能的な意義を如実に示しているので

はないかとい う気がする。barrier機能については未だ

余 り詳細が解 らないが,こ の様 な BABと BRBと の

移行部では,その主たる構成細胞であるMuller細胞

の占める役割がかなり大きいのではないかと考えられ

る。網膜下腔についていえば,そ の両端部は網膜色素

上皮細胞一M●1ler細 胞および毛様体無色素上皮細胞

一Muner細胞の接合で守られていることになる。た

だ,Kuhntの 組織においては側面同志の細胞結合 とい

う形態を とり,鋸状縁では Muller細 胞と毛様体無色

素上皮細胞は頂部同志で接合す る。細胞の種類として

はほぼ同一であるが,極性的には異なるこれらの事実

がなにを意味するのかも今の所は全 く不明である。 し

かし, この様な問題の追及がある意味で baderの さ
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らなる解明の突破 口になる可能性も大きい。

6.Mmler細胞特異酵素活性 とtracerの 二重染色

法

これまでの章で,K― NPPa鍵 および G6Pase活 性は

正常のみな らず病的状況において もMuller細 胞の

ERに限局 し,細胞同定のための良い光顕・電顕マー

カーとなることを述べてきた。それでは,複雑な局在

を示す Muller細胞は確実に同定出来得るわけである

から,も し同時にtracerを 染色することが可能であれ

ば,病的状態における Moller細胞がどの様に形態的

なbarrierと な り得 るかが明 らかになるか もしれな

い.こ の章の始めに,「網膜色素上皮細胞が欠損 し,そ

の間隙を Muner細胞の突起が進展して埋めても,そ
れまで漏出していた蛍光色素が停止するのは何故であ

ろうか」 という疑間を持ったと述べた.変性状態にお

ける蛍光色素の漏出や停止の組織細胞化学的観察につ

いては,nuorescein sodiumそ の ものを tracerと し

て,その局在性を凍結未固定クライオスタット切片・

蛍光顕微鏡で観察した試みがあげられる143)～ 146)。 ただ

し, これらはまず蛍光顕微鏡が光顕であること, さら

に蛍光顕微鏡の解像力が通常光顕に比べてもかなり落

ちしかも凍結未固定クライオスタット切片がかな り厚

いとい う数々の制約があるため,細胞の変化の詳細や,

微妙な tracerの 局在 とい うようなわれわれが最 も知

りたいことを明らかにでき得るレベルでの観察は不可

能である。われわれがこれから試みようとしている二

重染色法は,光顕のみならず電顕的に観察することも

理論的には可能であるため, この様な興味ある点を明

73- (1985)
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らかにし得る期待はおおいにあるといって良い.病的

状態においてのみならず,例えば先程述べた網膜移行

部の様な Muner細胞が正常でも複雑な局在をとる部

位においても,その tracerの 局在性 とM●ller細胞細

胞体の関係を明確に知るにはその利点は計 り知れない

物であるといって良いだろう.ただこれまでの組織細

胞化学に関する成書を調べても,同一切片上で二つの

異なった組織細胞化学反応を行 うについては,そ の様

な報告自体も数少ないし,操作においては多くの困難

があると書かれている。 もちろん,われわれが行おう

としているような試みはこれまで全 く成されてはいな

い。以下にわれわれが試みた事を失敗も交えて述べて

いくが,実験毎に試行錯誤の連続であったことは正直

言って確かである.

(tracerの 選択 と固定条件 )

それではtracerと しては何をもちいれば一番良い

のであろうか。これまで barrier研 究にもちいられた

tracerの 種類についてはすでに第Ⅲ章で述べてある.

この うち粒子自体の分子径が大きいものは,脈絡膜毛

細血管や Bruch膜 も透過出来ないので,こ の試みにも

ちいるには不適当である。少なくとも通常は網膜色素

上皮細胞により阻止 されるレベルの tracerで ないと

適当とはいえないであろう。現在もちいられる一般的

な tracerで この条件を満たすのは,硝酸 ランタンある

いは各種の peroxidaseと い うことが出来 る. この う

ち,硝酸 ランタン147)は 電顕観察可能な tracer“ 8)で ぁ

るが,そ の細胞毒性はかなり強い。通常 この tracerを

使用する場合には,組織は 2%あ るいはそれ以上のグ

ルタールアルデヒドをもちいて,かな り長時間固定 し

た上で観察せねば,形態の保持は電顕観察に耐えられ

ない。これまでの多 くの報告を見てきても,例えこの

様な条件の固定を行った としても,最終的に形態の保

持が良いなどといえる写真は少ない。われわれがまず

反応 させる K‐NPPaseや G6Pase活 性は酵素反応の

ため,当然純形態的な強い固定を行ってしまうと,活

性が全 く失活してしま う。ちなみに網膜においてこれ

ら酵素反応で もちいる反応前の前固定の条件は,

0.25%グ ルタールアルデヒドおよび 2%パ ラフォルム

アルデヒドの混液で最高30分間である44"8)。 硝酸ラン

タンをもちいるために, 2%グ ルタールアルデヒドで

1時間固定を行 うのに比べると,固定条件はおよそ16

分の 1と いうことにな り, このギャップは決 して埋め

られるものではない。

それでは,peroxidase活 性はどうかとい うと,硝酸

日眼会誌 92巻 12号

ランタンとは異な り, これらは直接電顕下で可視的な

物質ではない。Grahamと Karnovskyが “
9)開 発した

この peroxidaseは 酸化還元酵素そのものである。per‐

oxidaseは 酵素の一種であ り,反応 としては perox‐

idaseに二種の基質すなわち水素受容体である加酸化

水素 と水素供与体である3-3′ diaminobenzidineを 働

かすことにより,茶褐色 。不溶性のしかも電顕的にも

可視性である色素が産生される事を利用する。この色

素の局在を tracerと して観察する方法であるから,原

理的にいえば酵素組織細胞化学反応そのものである。

したがって,強い固定は酵素である peroxidaseそ の

ものを不活化 してしまう危険があるため,固定に関し

ては, これまで出来るかぎり弱い条件がもちいられて

きた。この点から言えば,K‐ NPPase・ G6Paseと per‐

oxidase組 織細胞化学ではどちらもなるべ く弱い固定

をもちいるとい う制限があり好都合 といえる。

(浸漬液における各種問題)

固定の面では, どちらも弱い条件が不可欠であると

い う共通した性格があり,確かに好都合であるといえ

るが,一方弱い固定条件をもちいなければならないと

いう事自体は,形態的観察しかも電顕 レベルでの観察

であるという点からは非常に不利な条件であるといえ

る。

そもそも,酵素組織細胞化学その物を考えてみると,

形態学である以上は微細な局在の観察のためには形態

の保持を出来るだけ良くしなければならない必要があ

る.し かし一方では酵素活性は形態の保持を向上させ

るための固定条件を上げるに従って低下したり,失活

した りするとい う避けられない矛盾がある。これまで

の観察特に電顕観察では,出来るだけどちらの条件 も

満たす,つまりお互いを歩み寄 らす ことの出来得るぎ

りぎりの条件を検索することが必要不可欠であった。

そのように弱い固定しか施していない組織をまず切

片にして,その後高温の浸漬液中で撹拌しながら反応

させることは,確実に組織をさらにある程度損傷する

とい うことになるだろう。この点からいえば,組織を

blockの ままで浸潰 したはうが,形態の保持は良いも

のと思われる。ただし,実際には組織細胞化学の均等

な反応は50μm以下の切片の厚さでないと期待できな

いとされている150)～ 152).組 織細胞化学を行 う際には,

この点が何時もわれわれを悩ませる。 しかも今回挑戦

しなければならないのは, この様な反応を繰 り返 し行

う事に他ならない。このことは,反応を二度行 うため

の時間的・物理的問題から, これまで各々の実験過程
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LN sroup

lanthanum nitrate
(0.5%,1%.25%solutions)
intracardiac infusion

Ca.50ml

perfusion fixation

2%PFA′ 0.25%CLA
(30 min.)

L___
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表 10

HRP group

75- (1987)

MP sroup

horseradish peroxldase      microperoxidase

type ll(Sigma chemicals)   MP-11(Sigma chemicals)

10■ 5mg/1009b.w.      10-15mg/100g b.w
l_V. into femoral vein      l.V. into femloral vein

[______________      _ _____1~~~~丁 ~~
imrnersion fixatlon

2%PFA′ 0.5%GLA

__」 (lhr)

I
Sect ioning (20- 40 lm sections)

II-
lncubation ()

(non K-NPPase or G6Pase)

lncubation ②

(DAB+H202)

HRP: pH 7.6 1hr

MP : pH 8.8 3hrs.

Rinsins

Postf ixat i on

1%o Ammonium sulfide solution

LM TEM

において用いることが出来得た固定の条件よりもさら

に弱い条件が必要 とされることを意味する.一方では
,

各々の反応時間 も短縮 しなければならないことも意味

するかもしれない。この様に異なった反応を二種類同

時に行 うことは決 して単純な差し引きだけの関係で成

立するものではないことをお解 りいただけたと思 う。

実際今回の条件設定でもこの点がわれわれを悩ませた

最大の問題の一つであった153).

もう一つの問題点 としては,そ れぞれの反応の至適

pHの相違 とい うことがあげられる.HRP法 は1966年

Grahamと Karnovsky149)が 開発 したのであるが,そ
の後 Simionescuに よってさらに鋭敏な変法が開発 さ

ion (sraded ethanol)

Embeddins (Spurr's ePoxY resin)

可
HVEM
(1-31,m sections)

れた154).こ の方法における変更点は3-3′ diaminoben―

zidineと 過 酸 化 水 素 以 外 に 賦 活 剤 と して0.lM
imidasoleを もちいることである.確かにこの方法の

方が鋭敏であ り, より奇麗な活性局在が得 られる。そ

のためこの様な二重反応においてはこちらを使用する

ほうが勝っていることは先程から述べたように間違い

ない。ただし, ここで問題 となるのはこの変法の至適

pHが 8.8と アルカリ領域にあることである。non K‐

NPPaseの 至適 pHは これ と同様の8.8で あるため間

題はないが,Wachstein‐ Meiselに よる G6Pase活性検

出の至適 pHは 6.8と やや酸性にある。このため,も し

G6Pase活性をもちいようとするなら,そ の反応をア

0 1 M cacodylate

pH 7.4(

/

ヽ

buffef)

1oZ osmium tetroxide
thr. at 4 c )
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ルカリ領域で行 う必要がある。そこでわれわれは pH
9.0付近 に活性 の peakを もつ浸漬液 の開発 を行 っ

た153).

以下にその浸漬液の組成を示す。

G6Pase(Uenoら 153))

グリシンーKOH緩衝液 (pH9.0) 250.OmM
グルコース 6リ ン酸 (G6P)    10.OmMi
MgC12               3.8mM
レバ ミゾール            2.51nM
クエン酸鉛 (KOH液中)     4.OmM

(最終 pH 8.8)

本浸漬 液 は網 膜 において著 明 な活性 を示 し,

Wachstein‐ Meisel法 と比べて遜色はない.し かも反応

液は透明で,そ の安定性は勝っているものといえる。

ただ,生化学的定量にても,組織細胞化学的定量条件

においてもWachstein‐ Meisel法 とは異なり,本反応

には賦活イオンとして Mgが必要であるHl)116)153).

(光顕および電顕での反応)

このような問題点を解決 して反応を行った実際 の

G6Paseあ るヽヽヤまnon K― NPPaseと tracerと の [二 重

染色組織像を示 したい。その前に,実際の手技を (表

10)に示してお く。解 りやすいように(図 53)に G6Pase

活性単独,(図 54)に tracerで ある HRP単独の組織化

学反応の光顕像をまず示してお く.次の (図55)が こ

の両者を同一切片上で二重に反応 させたものである。

この三者の関係から解るように,両者の単独での反応

所見を加算 した反応 となっている。正常では HRPは

脈絡膜を染色 しているだけであるのが良 く解るが,二

重染色を施行 してもその反応が拡散するとい うことは

ない。また逆に G6Pase活性にも変化はなく,artifact

所見は認められない.microperoxidaSeは 先にのべた

ように,脈絡膜毛細血管を通過 しにくいため,脈絡膜

毛細血管内意に限局した像を示 している.そ のため変

性網膜におけるtracerと してはやや使いず らい とい

う欠点がある.そのことは別にして写真が示すように

われわれの試みは一応成功 したといえる。正常状態で

は Muller細胞 と脈絡膜が接近することはないために

余 り印象的な結果は示さないのであるが,先程述べた

ように網膜―視神経移行部においては (図56)に示す

ような興味ある結果が得られた。この反応からtracer

とM●Her細胞の位置的な関係は一 目瞭然である。拡

大してみると,Muller細胞と網膜色素上皮細胞からな

るKuhntの 組織を越えては tracerが 網膜下へ透過す

ることはないが,脈絡膜から視神経部に向かっては微
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漫性に減少するtracerの 侵入が認められる。

次にわれわれの目的の一つである。変性 M●ller細

胞の tracerに対する態度を観察す るために,ま ず同一

眼において時期をずらせてレーザー凝固を加え,各種

時期の病変を散在性に形成した.そ のうち,蛍光眼底

造影をおこなって未だ色素漏出が認められる病変 (図

57)と すでに漏出が停止したと考 えられる病変 (図58)

を選択 した。こうして選んだ二つの凝固時期が異な り,

当然 Muller細胞の変化も異なる病変部において, こ

れまで述べた二重染色を行った光顕像が,(図 59)と (図

60)で ある。 (図59)は未だ漏出が見 られる病変であ り,

(図60)で は漏出が認められない。まだ Mull∝ 細胞 も

充分肥大化 していないと考えられる時期では (図 59)

の様に トレーサーは変性した網膜色素上皮細胞を越 え

てかな り網 膜 内方へ と侵 入 して い る。ところが

G6Pase活 性 の所見か ら明 らか に Muller細 胞 が肥

大。伸展 している時期においては,も はや Muller細 胞

の領域を tracerが越える所見は認められない。

このように Muller細 胞が変性時においては何等か

のbarrierと しての働きを して いることは明らか と

なった。ただ光顕 レベルではその詳細が不明なため ,

次にこの切片を電顕で観察 した。電顕ではやはり二重

反応のための組織損傷の影響は多少見られたことは確

かであるが,(図 61)に示すように,Muller細 胞におけ

るERの特徴的な濃い反応 と,そ れよりはやや濃度が

薄いtracerの 侵入所見が細胞間に認められた。この病

巣の時期は,凝固後まだ蛍光色素の漏出が多少認めら

れる段階である。tracerは 網膜色素上皮細胞の破壊部

から網膜内方へと侵入している。 と同時にMuner細

胞の ERはある程度増加し,細胞そのものも肥大化 し

ていることがわかる.ま た Bruch膜 に接した M●ner

細胞間に tracerが侵入している像 も得られている (図

62)。 このように両者が同一視野に共に存在する場合に

は, どちらも黒い反応産物であるがゆえに,同一の濃

さを示す場合には鑑別がなかなか困難な場合 もある

が,tracerの 濃度や反応時間の調整を行えば,あ る程

度両者の鑑別は可能であった。 しかも一方の反応は細

胞内 ERに局在する物であるし,他方は細胞間隙に局

在するため,形態の保持が一定以上得られればその点

からも鑑別は困難ではないように思われる。

(二重染色法の超高圧電顕への応用 )

これらの二重染色の反応産物の局在をふたたび超高

圧電顕で観察することが可能であれば,先 に述べたか

なり立体的な関係が一層明白になることは間違 いな
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振 り返 らないといろいろな点で実験そのものの基盤が

危 うくなる危険性を学んでいたように思 う。最初に述

べたように,われわれが最初に検出を試みたのは
,

Na‐ K‐ATPaseつ ま りK‐NPPaseで あって,決 して

non K― NPPaseで はなかった。それが全 く阻害剤の影

響を受けない活性が同時に検出されたことから, これ

までに書いてきたような話が始まった といってよいの

である.こ のnon K‐NPPase活 性は K‐ NPPase活 性

組織細胞化学においてはあくまで a■ ifact的存在以外

の何者でもなかった。つまり決 して望ましい活性では

なかったのである. この様な活性が Muller細胞 とい

う限られた細胞に限局する事の正当性だけでも,相当

数の実験を繰 り返さねば確証を持つことは出来なかっ

た。G6Pase活性が non K‐ NPPaseと 同様の局在を示

す ことも,non K― NPPase活 性を検討 していくコン ト

ロール実験の過程で見出だす ことが出来た ものであ

る。さらに当初はこれら二つの活性が同一のものでは

ないかという危惧が大いにあった。その点は肝臓 との

組織細胞化学あるいは生化学的対比か ら,ま った く

別々の活性であるとい うことが明らかになったが,現
在でもこの non K‐ NPPaseの もつ機能的な意味は残

念ながら全 く不明である。次に網膜に血管が存在する

かしないかという点は Muller細胞にとって非常に重

要な意味を持つことは間違いない。実際網膜血管をも

たない動物種に関していえば,Muller細胞のグリコー

グン顆粒の蓄積が非常に顕著であるといわれている。

その理由に関しては, これまで血管がない様な網膜は

脈絡膜―網膜色素上皮細胞を通 してしか栄養を受ける

事が出来ず,そ のため Muner細胞は網膜の中の肝臓

の様な働きをしなければならないのではないか,ま た

そのため緊急に放出できるようにグ リコーダンを蓄積

しているのではないかといわれている。 この点に関し

てはかなり理屈にあっているように思えるが, これま

で余 り実験的に追及 されたことがないことも事実であ

る.確かに,われわれが網膜におけるG6Pase活 性を追

及 していく過程で,各種の動物を用いて検討 したかぎ

りでは,網膜に血管が無い動物において本活性が Mul‐

ler細胞に限局したことは事実であ り,そ の仮定をかな

り裏ずけるかの感 も持った時期 もあったのではある

が,一方,あ る種においては網膜に血管があるにもか

かわ らず Muller細 胞 に強い G6Pase活 性 が検 出 さ

れ, しかも神経細胞にもかなり活性が認められた。そ

うなってくると,機能的な意味においてもう一度この

酵素活性が持つ意味 も考 え直さねばならないものと

い。超薄切片下の反応が一定以上の濃度があ りさえす

れば,観察に関しては余 り問題は無いように思われる。

その前に tracer組 織化学でも,超高圧電顕観察をお

こなえば,同様の利点が充分期待できる物 と考えた。

(図 63)に網膜色素上皮細胞におけるHRP組織細胞化

学を厚切切片で観察した像を示す。この様に反応産物

が塞 き止められるために,あ る部位において一定の濃

度を保っている場合には立体観察は可能である。とこ

ろが, もしtracerが barrierを 通過して, しかもその

侵入の濃度が段階的に減少 していく様な場合,実際に

はこの様な観察の方が重要であるのであるが,一定量

以上に反応濃度が低下 してしまうと,超高圧電顕で観

察する厚切切片においては,反応を全 く観察すること

が出来 な くなってしま う。 しかもその様 に tracerが

barrierを 通過していく場合は,組織自体の変性や損傷

も強いとい うことを意味するため,形態の保持をでき

るだけ良 くしなければならないという問題 も生じてく

る。そのためには固定の条件を強めねばならないが,

それは同時に反応の低下を意味する事になる。それな

ら切片の厚 さを減少させていけば,そ の問題 もある程

度は解決でき得るのであるが,そ うなれば立体的な観

察とい う点ではかなリマイナス要素となってしまう.

(図 64)に Kuhntの組織周辺における,二重染色の超高

圧電顕を示すが,組織細胞化学的結果としてもまだま

だ改善の余地があるものといえる。しかしこの様な技

術的な点に関していえば,今後の実験の繰 り返 しで,

適切な条件を見出だすことは不可能ではないと確信し

ている。

7。 Muler細胞組織細胞化学のまとめ

以上,Muller細 胞組織細胞化学に関してのこれまで

の自分自身の研究の歴史 といったものを述べてきた。

あるポイン トに関してはくどいほど試行錯誤 と実験を

繰 り返 しているかの印象を与えたことは間違いないよ

うに自戒 している。ただ何故そ うであったのかという

間に関しては,以下のような理由があげられると思 う。

まず Muller細 胞 自体が今 日になってもその構造的に

も機能的にも充分解明されてはいないとい うことであ

る。確かに,文献や教科書を読めばある程度の知識が

得られることは確かであるが,そ れからさらに遡って

調べてい くと,余 りにも実験的な根拠が薄弱であった

り,単なる推論の域にしか止 どまっていないような事

柄が平気で記載 されていることも時に見受けられる。

そうなって くると,われわれのように新しい実験方法

を開発 しながら研究を行っていくためには,常に後を
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思っている。これまでの実験の過程においては,一つ

一つのステップがこの調子であったために,幾度も実

験を繰 り返す必要があったことはお解 りいただけたの

ではないかと思 う。

その様な経過であったため,こ の研究を barrier研

究のために用いることを考えた時は大いに戸惑いも

あったのであるが,われわれがそれを具体的にどの様

に利用 しようとしたかは既に述べた。例えば二重染色

に関 していえば,理論的には大いに可能であると確信

して実験に入ったにもかかわらず,そ の結果は惨漕た

るものであった。恥ずかしいことであるが,何回もの

失敗の後でやっと文献を読み直し,実に単純な点の間

違いに気付 くというようなことも度々経験 した.それ

だけではなく,二重染色法の超高圧電顕への応用のよ

うに,現在に至っても至適条件を見つけるために悪戦

苦闘を繰 り返していることも少なくない。その様な意

味で,こ の Muner細胞の barrier研 究はやっと端緒に

ついたというぐらいの意味しかないようにも思 うが,

結局はこのように苦労はしても,何等かの新 しい方法

の開発から取 り組まねば,そ の詳細を明らかにする事

は不可能ではないだろ うか。

V 単離および培養下における網膜

色素上皮細胞の形態的・

機能的細胞膜極性

網膜脈絡膜が様々な疾患や眼操作,例 えば光凝固,

ジアテル ミー凝固,冷凍凝固,強度の光等によって損

傷を受けると,網膜色素上皮細胞がしばしば欠損部を

補填するために増殖 した り,遊走 して他の部位におい

て増殖を来すことは組織学的によく観察 されることで

ある155)～ 177)。
先に述べた実験的脈絡膜循環障害におい

ては,蛍光眼底造影所見として,障害初期には病変部

全体で蛍光色素の漏出が認められ, この時期では形態

学的に網膜色素上皮細胞には漏出部に一致して空胞変

性や細胞脱落などいろいろな壊死性変化 (図65)が広

範に認められる171)～ 173)177)。 蛍光色素漏出が止った時点

で観察してみると,その様な細胞の壊死成変化は見ら

れなくなる。この時期の網膜色素上皮細胞は壊死性変

化を起こして脱落 した部分を細胞増殖によってすでに

充填 しており173)174)177),細 胞の形 こそ正常とはやや異

なるが,連続 した細胞間には tight iunctionも 存在し,

既に蛍光眼底造影色素に対しては barrier作 用を有す

ることは明らかである(図66)174).こ の様に蛍光眼底造

影 と形態学的観察の結果がよく一致 しているため, こ

れまでわれわれは barrierと しての働 きという点では

納得 してしまい,それ以上問題を追及する必要性につ

いては考えなかったように思われてならない。

正常網膜色素上皮細胞は脈絡膜 と感覚網膜 とを境

し,それぞれの組織に面するapicalと basolateralと

では形態的に異なる様式の細胞膜を有 している。第 II

章において,こ れらの細胞膜は機能的にも全く異なり,

この膜極性が,網膜 と脈絡膜における生理的環境や機

能調査を司どるための機能的 barrierと して重要な意

味を持つ事を明らかにした。それでは, この様に一旦

脱落してから後新たに増殖したような情況では,網膜

色素上皮細胞の膜極性やそれに伴 う機能的な側面で全
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表 11

Cell Dissociation

eye enuculated and
retina removed

+
0.02% (0.67mM) EDTA
8% sucrose in PBS

* (pn z.+)
4C, 20min

t
RPE removed

+
Pipettins 4c, 3min

+
lncubation 37C
0, 5, 10, 15, 30, and 60min

+
Centrifusation 100G
4C, 5min

みた。その後60分 までは medium中 で この状態を保

ち,各時期において100G, 4°C, 5分 間遠沈を行い組

織細胞化学操作を行 うために細胞を集めた.あ るいは
,

(表 12)の ように37°C,95%空気および 5%炭酸ガス培

養下に con■uentになるまで15日 以上に渡って細胞を

培養し,各時期にシャーレごとあるいはシャーレから

剥離して組織細胞化学検出を行った。さらに, コン ト

ロール実験 として chick embryo 7日 卵,生後 1日 目

のヒヨコおよび60日 目の成鳥からも同様に眼球摘出を

行い,同様の前固定を行い,Vibratome,Microshcer

あるいは Cryotomeで 20～ 40μ m浸潰用組織切片を作

成したうえで同様の操作を行った .

組織細胞化学的反応は,単離 した網膜色素上皮細胞

あるいは網膜切片を 1%グルタールアルデヒド(0.lM

カコジル酸緩衝液)にて,直ちに10分 間 4℃ で前固定

を行い,洗浄 の後各種 の フェリチ ン標識 レクチ ン

(Con‐ A,DBA,WGA,PNA,UEA‐ 1,SBA,iMPA,

BPA,GS-1,GS‐ 2)あ るいはカチオン化フェリチン
,

ア ニオ ン化 フェリチ ン,鉄 コ ロイ ドさ らに Mg‐

ATPase, K― NPPase, non specinc alkaline phos‐

phatase,5′ nucleotidase,Ca‐ ATPase等の細胞膜酵素

活性について反応を行い,脱水・包埋ののち電顕的に

観察した。

ここに挙げた レクチンとは,特定の糖構造と特異的

く変化を示す事はないのだろうか。その様な網膜色素

上皮細胞は変性 した周囲組織の生理学的 balanceを

保つために,その機能的な極性をふたたび回復し, も

ともと有する役害」を呆たしているのだろうか.あ るい

は,異なる環境に適応するために, これまでとは全 く

異なる機能的極性を持つ細胞 として存続 しているので

あろうか。

もともと発生の過程において,網膜色素上皮細胞は

他の神経細胞などに比べると,比較的早 く細胞分裂や

増殖を終了してしまう細胞である178)-184)。 その様に決

して正常状態では分裂増殖を行わないことが前提 と

なっている細胞が,何等かの障害のために分裂増殖を

行わなければならないような状況下では,果たしても

ともと持っている性格をそのまま受け継いだ形で再生

でき得るのであろ うか。そ ういった意味で機能的 bar―

rierと しての性格が変化し得るかどうかという点は,

非常に興味ある問題であるといえる。

1.実験条件の設定

この様な問題の解明の手掛か りをつかむためには
,

理想的には実験的病変を作成して,経時的に変性部の

網膜色素上皮細胞における機能的な極性を組織細胞化

学的に観察すれば良いのであるが, この様な方法であ

ると,観察する部位の網膜色素上皮細胞が単に変性 し

ているだけなのか,あ るいは一度脱落して増殖してき

たのかを鑑別す る有効な手段がないとい う問題があ

る。もちろん将来的には工夫を重ねてその様な方法論

に基いた観察を行わなければならないのであるが,実

験条件をなるべ く一定にし, しかも組織細胞化学観察

のために多 くの材料を得なければならないという制約

のために,現時点では網膜色素上皮細胞を単層分離 ,

単離さらに培養条件へと環境変化させるという条件で

の細胞膜極性の経時的な変化について観察を行ってみ

た。

実験材料 としては,chick embryo 7日 卵の網膜色素

上皮細胞を用いた。 これは最終的に培養まで行 うとい

う条件を考慮 して,最も培養を行いやすぃ185)～
"5)と ぃ

う点から選択 した。方法を (表 11)に示すが,網膜色

素上皮細胞の単離は,embryoか ら眼球摘出後,Eagle'

s medium中 で神経網膜を剥離し,網膜色素上皮細胞

を露出した.次に0.02%EDTA中 に4°C,20分浸潰 し,

それから機械的に網膜色素上皮細胞を Bruch膜 から

単層剥離した,trypsinは 細胞膜の構造に影響を及ぼす

と考えられるため, 4°C, 3分間のピペ ッティングの

繰 り返しのみで出来るかぎり細胞を単離することを試
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表 12

Cell Culture

eye enuculated and
retina removed

+
0.02% EDTA in PBS
r. t., 60min

+
RPE removed

+
Pipetting r.t., 3min

t
Cetrifugation 100G
r. t., Smin

+
Eagle's MEM
20% fetal calf serum
37"C. 95% air-5oZ COz

に結合する分子量およそ 5～ 10万の多価性 リガン ドの

糖結合蛋 白質である。レクチンの多 くは植物から抽出

されているが,そ の中でもマメ科植物が大部分を占め

ている。細胞には多様な複合糖質が存在していること

が知 られてお り, これら複合糖質の糖鎖構造が,細胞

形成や細胞 レベルでの認識過程で重要な働きを持つ と

される196)～ 199)。 こうした糖鎖の性状やその変化をレク

チン結合性の有無や結合パターンの変化として組織細

胞化学的に捕 らえることが可能である200)～ 217).レ クチ

ンに関する生化学的研究の発展 と共に,組織細胞化学

的に利用することが出来る種類も増加した。 レクチン

そのものは顕微鏡下で直接観察出来る物質ではないた

めに, レクチンに何等かの可視物質を結合させて局在

を観察する必要がある.こ れら標識としては,蛍光色

素,HRP,おrritin,金 コロイ ド,ア イソトープ等が使

用され,あ らかじめレクチンー標識の coniugateを 作

製して反応 させた り (直接標識法)ま ず レクチンを組

織と反応 させてから改めて標識する間接標識法などが

組織細胞化学的に開発されてきた (表 13)。 これ ら一連

の組織細胞化学的方法の詳細については成書を参照 さ

れるとよい200)303)。
今回の実験においては細胞単体で

の観察など電顕下での観察が必須であるため,HRP
およびフェリチンをその標識物質 として用いた .

これらレクチンをマーカーとしてもちいる事を試み

た理由は,ある種の上皮細胞においてレクチンは細胞

日限会誌 92巻  12号

表 13

―>糖 鎖 Eヨ lectin

HRP

co‖ oidal gold

FITC

ferritin

細胞膜

膜 表 面 に お い て も分 布 の 極 性 が み られ る た

め200)～ 217),細胞膜形成の機序や205)206),細 胞膜の分化過

程
207)あ るいは細胞の極性207)～209)を 観察するのに用い

られているためである。その他,電荷フェリチンに関

しても,同様に細胞膜における分布の極性が報告され

ているし212)213), ここにもちいた各種酵素なども特定

の細胞ではその分布に部位における相違が見られるこ

とがあるためである。

2.網膜色素上皮細胞膜極性マーカーとしての適性

まずわれわれは組織中における網膜色素上皮細胞 と

単離直後の網膜色素上皮細胞におけるこれらマーカー

の局在についての観察を行った。少なくともこれら両

者において,apicalと basolateralの 細胞膜を組織細

胞化学的に鑑別可能な程度の反応を示すことをマー

カーの基準 と考えたからである。

まずわれわれが使用した レクチンの種類を (表14)

にあげる。結論からいうと,残念ながらこれらレクチ

ンの中で網膜色素上皮細胞の apicalと basolateral細

胞膜を組織細胞化学的に鑑別可能な反応を示した種類

は見出だす ことが出来なかった。その一例を (図 67,

68)に 不す。ある種のレクチン (こ こでは Con A‐ HRP
とCon A―ferritinを使用 している)は細胞膜に非常に

安定 した反応 を示すが,そ れ らの反応は明 らか に

apicalと basolateralの 細胞膜を均一に標識し,網膜

色素上皮細胞膜表面における特定の糖鎖の存在は明ら

かになったものの,われわれが 目的としている細胞膜

極性のマーカーとして用いる事は不可能であった.以
下電荷フェリチン,各種酵素などを次々に試みたが,

結果はレクチンの場合とほぼ同様であった。特にある



昭和63年 12月 10日

表

レクチン (略 称)

Concanavalin A     (Con A)

Dolichos biflorus    (DBA)

Triticum vulgaris (Wheat Germ)

(WGA)

Arachis hypogaea (Peanut) (PNA)

ulex europaeus (uEA_t)

Glycine max (SoY Been)

(SBA)

Maclura pomilera (MPA)

Bauhinia purpurea (BPA)

血液眼関間についての研究 第 2部・上野 83- (1995)

Griffonia Simplioifolia(CS-1)

Griffonia simplicifOha(GS-1)

(- D- GalactoPYranoside

N-acetyl - D-galactosamine

D-galactose

d- D- galactopyranoside

c-and l-D-liked
2- acetamido- 2- deoxY

- D- glucopyranoside

種の酵素は切片上の組織細胞化学反応においては明 ら

かに apicalと basolateral細 胞膜において局在性の相

違を示していても,単離等の操作によって直後にその

反応が非常に減弱した り,消失 した りすることも多 く

非常に不安定であるという問題 も明らかになった。

3.Mg‐ATPase活性の局在

(単離網膜色素上皮細胞における活性)

ところがこれ らの酵素活性の うちで,Mg‐ATPase

活性のみが興味ある局在を示す ことを発見した。以下

に使用した浸漬液の組成を上げるが, これらのどの浸

漬液を用いた場合にも,反応は全 く同一の局在を示 し

た.

硝酸鉛法 (Wachsteinと Meise1218))

0.2Mト リス 。マレイン酸緩衝液   80mM
ATP(Na塩 )(125mg/100ml)  0.83mM
O.lNIヽ江gS04               10mヽ Л

2%硝酸鉛            3.6mM
(最終 pH 7.2)

クエン酸鉛法 (Ogawaと Mayahara219))

0.2Mト リス塩酸緩衝液       28mM

ショ糖              8%
ATP(Na塩 )           3.OmM
O.015MヽlgS04            3.8mNI
O.5%ク エン酸鉛 (35mM NaOHに溶解 )

2.Onlヽ4

(最終 pH 9.0～ 9.4)

クエン酸鉛法 (Andoら 220))

1.OMグ リシンKOH緩衝液 (pH9.0)250mM
レバ ミゾル                 2.01n卜 4

ATP(Na塩 )            3.OmM
100mM(ま たは10, 1,0.lmM)MgS04

10.OmM(1.0,0.1,0.01mM)

10mMク エン酸鉛 (50mMKOHに溶解)

4.OmM

(最終 pH 9.0～ 9.4)

chick embryo 7日 卵眼球の網膜色素上皮細胞にお

ける Mg‐ATPase in situ活性は,apical細胞膜に著明

な活性,lateralに 弱い活性が認められたが,basalの

細胞膜には全 く反応が存在 しなかった。したがって,

これら活性からある程度 apicaL lateralと basal細 部

膜の区分を付けても差し支えない物 と考えられる。 こ

の活性局在は機械的に網膜色素上皮細胞を Bruch膜

から剥離 した直後にも全 く変化が見られない安定した

ものであった (図 69)。 ところが,単離後 5分を経過す

るとapical側の villiは まだ形をとどめしかも活性 も

組織における場合 と同様に著明であるが,basal側 細

胞膜では基底部陥凹いわゆるbasal infoldingが 消失

し,次第に平滑・円形へと変化する。lateral細胞膜も

次第に陥凹を減弱し,興味あることに最初存在 した活

性が全 く消失する (図 70)。 単離10分 を経過す ると,

apical細 胞膜における細胞膜の凹凸も消失 して,細胞

はさらに円形に近 くなって,形態学的な膜極性の区分

は全 く不明 となる.こ の時期には興味あることに Mg‐

ATPase活性が極僅かな部分を除いて全周の細胞膜

で見られる様になる(図 71).同時に原形質内には空胞

が多数見 られるが, この空胞には活性が著明な物 と全

く認められないものの二種類が存在する (図72,73)。

15分経過すると,先程まで著明であった表面の膜活性

は消失するが(図 74),原 形質に幾つか存在する空胞に

は活性が認め られるものが依然 として存在す る (図

75)。 この後60分まで観察を続けたが,こ れ以後の各時

期においては細胞膜にもあるいは空胞にも活性が検出

されることはなかった (図 76).

(培養網膜色素上皮細胞における活性)

14

糖結合特異性

α―D― mannopyranoside

α―‐[)― glucopyranoside

Metyl 1,2-acetamide

- 2-deoxy-D-galactose

NAc.- (l 1-4) -D-Glucosaminide

N, Nldiacetyl -chitobiose

Metyl d-D- galactopyranoside

.t- L- fucose

``―
D― Cal NAo

′アーD― Cal NAc.

α―D― galactose
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一方,培養条件下 3日 までは,網膜色素上皮細胞は

円形から非常に偏平な形を示すようにな り, メラニン

色素も僅か存在するのみである.細胞膜には所々大き

な陥入が認められるようになるが,概 して細胞そのも

のが未熟であり,形態的には細胞極性が明瞭であると

はいえない段階にある.こ の時期,Mg‐ATPase活性は

細胞膜に全 く認め られないが,特筆すべきことに ER
には反応産物が認め られた(図 77)。 培養10日 になると,

apicalお よび lateralの細胞膜は再び著明な陥入を示

す様になってくるが,basalに は依然 としてその様な

陥入は見られない。形態学的には同様に陥入した膜で

あるが,組織細胞化学的には apicalに は反応が全 く認

め られず,著明な活性を示す lateral細 胞膜 とは対照

的である(図 78)。 15日 以後細胞は培養下においても次

日眼会誌 92巻 12号

第に立方上皮細胞の形態を呈する。apicalに は著明な

viniが存在 し,basalに は infoldingが 区別できる。lat―

eral細胞膜には陥入は認められない。これら細胞で反

応を行うと,著明な反応産物は apical細胞膜にのみ限

局する (図 79)。

(発生過程の網膜色素上皮細胞における活性)

われわれはこれら一連の実験を chick embryo 7日

卵網膜色素上皮細胞 とい う特殊 な材料を用いて行っ

た。この様な実験を行 うに当たってもう一つ確認して

おかねばならないのは,出 発点が発生段階にある細胞

であるため,正常の発生過程においても Mg‐ATPase

活性の局在性が変化するのか どうか という点であろ

う。そこで生後 1日 目のヒヨコにおける活性局在を組

織細胞化学的に観察した.発達の過程において形態学
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は元の apical細 胞膜 の特性を示す とい う。しか も

apical細 胞膜 のみを選択的に標識 す る酵素や マー

カーは最終的には細胞全周にみ られ るようにな り,

basolateralを 標識 したマーカーは原形質内に陥入 し

ていった空胞膜内面にしか見られないという興味ある

結果を明らかにしている。

網膜色素上皮細胞においても,最初は apical細 胞膜

にみられた活性がやがて全周の細胞膜で見られ, しか

もこの時期に原形質内に活性を示すものと示さないも

のとの異なった空胞が多数見られたことは非常に興味

深い。推測の域を出ないが,こ の事実は basolateralの

細胞膜のほうがかな り選択的に原形質内へと陥入する

可能性を示 したものであるのかもしれない。

これまでの実験病理学的観察において,網膜変性に

おいては多 くの色素を含んだいわゆ るmacrophage

と称 される貪食能の著明な遊走細胞がみ られ,そ の

originが論議されてきた。網膜色素上皮細胞由来であ

るという意見もあれば229)～ 231),余 りに形態極性を持た

ない点から,一方では別の originを 考える報告232)も

み られるが,今回単離網膜色素上皮細胞が形態を変え

るだけでなく,膜における酵素活性まで短時間の内に

変化さすという結果は, この点に関して非常に示唆に

富んでいるようにも思える.

(培養網膜色素上皮細胞における Mg‐ATPase活性の

局在)

われわれの実験から明らかになった第二の点 として

d i ssoc i ati on

表 15

culture

O min

5 min 3rd day

10 min

10th day

15 min

的 に網膜色素上皮細胞 |ま lateral細 胞 膜 では inter‐

digitationを消失 して平滑になる傾向にある221)224).視

細胞外節は余 り発達 しておらず,apical vmiの長さは

7日 卵網膜色素上皮細胞 とその変化は見 られない。

Mg‐ATPase活性はこの時期には活性が全体にやや減

弱するものの, 7日 卵網膜色素上皮細胞の場合とほぼ

同様に apicalに 強 くlateralに は弱い状態を示 した。

basal細 胞膜には同様に活性は検出されなかった (図

80)。 生後60日 を経過 した成鳥における網膜色素上皮細

胞は ヒヨコ網膜色素上皮細胞に比べると,形態学的に

は apical villiが さらに視細胞外節の大部分を包み込

むほどに延長 している位 しか変化がないのに対 し (図

81),Mg‐ ATPase活性は全ての細胞膜で検出されなく

なる (図 82).

(Mg‐ATPase活性局在の経時的変化について)

われわれの一連の実験で明らかになったのは,単離

された りあるいは培養 という特殊な環境下におかれた

網膜色素上皮細胞は,非常に様々な形態学的極性の変

化を示すという点と共に,Mg‐ATPase活性 とい うあ

る程度機能と関連 した酵素活性をその極性のマーカー

として使用した場合に,そ の活性の変化が形態上より

もさらに目まぐるしく変化したという点であるといえ

よう.特に Mg‐ ATPase活性局在の変化は,こ れまで

形態学的観察からのみ単に推定されていたよりも遥か

に drasticな 変化であったといえる。それ らの変化を

解 り易 くするために,おのおのの場合の網膜色素上皮

細胞の形態学的極性の時間的変化 とMg―ATPase活

性局在 とを (表 15)の シェーマに示 した。

単離直後から10分程度まではapical viniが かろ う

じて存在 し,し かもそこに Mg―ATPaseが局在すると

い う点では基本的には余 り変化がないものといえるだ

ろ う。 ところが10分を経過すると酵素局在の変化はか

な り目まぐるしい。この時点ではこれまで apicalだ け

に局在 した活性が円形になった細胞膜の全周に認めら

れる。さらに活性の著明なものとまった く活性のない

二つの異なった種類の空胞が原形質内に混在 し, さら

にその後細胞膜の反応が全 く消失するような情況にお

いても,依然 として反応が存在する空胞が存在するこ

とは,細胞学的な見地からも非常に興味深い現象であ

るといえる。細胞を単離した場合, もともと存在した

細胞膜が空胞によって原形質内に陥入していく現象は

Fujimotoら 225)～ 228)に よって膀洸上皮細胞で観察 され

ている。彼等の実験においては,膀洸上皮細胞におい

ては単離15分後に形態的膜極性が失われ,細胞膜表面

C

′
　
　
゛

′

`ゞ60 min

15th day
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表 16

development

7 days
chick embryo

1 day
after birth

60 days
after birth

は,培養下においても活性局在が変化するという問題

であるといえる(表 15)。 それだけではなく,培養下の

変化は明らかにシェーマに示す (表 16)発生の変化と

も異 な る もので あった221)～ 224)。 in vitr。 にお け る

confluentな 網膜色素上皮細胞は,こ れまで in vivoに

おける成熟網膜色素上皮細胞の形態学的特性 とはやや

異なる点はあるけれども191)192),例 えば apical vini・

basal infolding,junctional complex等 の存在から,

ほぼ極性やその機能が等 しいものであるかのように考

えられてきた。簡単にしかも純粋な網膜色素上皮細胞

が容易に入手できる方法 として,培養網膜色素上皮細

胞を材料 として使用した数多 くの実験が報告されてい

る現状である。しかし,今回の結果を見る限 り,形態

学的に同じような構造をしているからといって,そ の

機能的な意味合いも常に同様ではないことが明らかに

なった。例えば,培養網膜色素上皮細胞を用いて多 く

の貪食実験が行われ,い ろいろな点で興味ある事実が

明らかにされてきている.と ころが,細胞膜表面が in

vivoと 明らかに相違す る構造や性格を持っていると

するならば,当然貪食 とい うような最初の過程におい

て細胞膜の認識が必要 とされる現象では,in vitroと

in vivoに おける反応や動態 も異なっているかもしれ
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ないとい う危惧が生じてくる。その原因が脈絡膜毛細

血管や感覚網膜に挟まれた環境下において存在するべ

き網膜色素上皮細胞が,培養のような特殊な条件下に

移 されたことだけによるものかどうかは,今回の実験

系のみでは勿論不明であ り,今後の課題 となる。実際

に,培養液の組成によって,細胞の状態が変化すると

い う結果も報告されている233).こ の点が明らかにされ

ない限 り,培養細胞をもちいて生理的意味合いを持つ

実験を行 うことには常に危険が伴 うことをわれわれは

心 しなければならないであろう。

4.単離・培養網膜色素上皮細胞の形態・機能的極性

の変化  まとめ

以上,単離され,培養された網膜色素上皮細胞は様々

に形態的極性を変化させるが,そ れ以上に機能的極性

の変化が顕著であることを述べてきた.も ちろん,わ

れわれが用い得た膜極性のマーカー自体には未だ多く

の問題が残されている。 しかし, より正確に極性を示

しうるマーカーを見出だす努力を続けていけば,近い

将来には網膜色素上皮細胞における細胞膜極性の実態

を明らかにできるかもしれない.そ の様な積極的な意

味合いからは程遠いとしても,一旦変性 し分裂増殖し

たような網膜色素上皮細胞は形態的には相似していた

としても,機能的にはもともとの細胞 とは異なる膜の

性格を持つのではないかという可能性はわれわれにい

ろいろな示唆を与えてくれたように思 う。

これまでの結果を網膜脈絡膜萎縮における網膜色素

上皮細胞の変化に投影 して考えてみると非常に興味深

い.実際に網膜脈絡膜変性や萎縮状態において,網膜

色素上皮細胞の変性脱落部を周囲の網膜色素上皮細胞

が分裂して埋めさらに形態的 barrier機能が復活して

蛍光眼底造影色素の漏出を止められたとしても,も は

や機能的 barrierと して完全には働 き得ずに,次第に

周囲組織に影響を及ぼす可能性は否定できない。勿論

その変化の程度にもよるであろうが,網膜色素上皮細

胞の変化がある程度の範囲に及べば,それに栄養を依

存 している視細胞等にもかならず変化が及ぶはずであ

る.例 えば,あ る疾患で網膜剥離が吸収 し一見正常に

回復 したかのように見えても,そ の後網膜脈絡膜が次

第に変性萎縮していくことを見ることも決 して希では

ない。また,網膜色素上皮細胞は眼底検査でも蛍光眼

底造影でも明らかな変化を示 しているにもかかわ ら

ず,視力が良好に保たれているとい うような黄斑部疾

患の症例も確かに存在する。ところが, この中で網膜

色素上皮細胞の状態には余 り変化がみられないのに,

”
Ｓ
Ｓ

θ

′   θ

⑮

θθθ

(1lD
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えていかねばならない方向性が示唆 された といえよ

う。

第二には,網膜色素上皮細胞および網膜毛細血管内

皮細胞における細胞膜荷電 barrierの 存在について述

べた。特に脈絡膜毛細血管においてはこれまで分子量

の小さい物質はその fenestratiOnを 容易に通過す る

とされてきた。 ところが毛細血管内腔はかなり陰性に

荷電されてお り,分子量が小さくとも,陰性荷電を有

する物質はかな り通過 しにくいことが明 らか となっ

た。網膜毛細血管 もluminalと antiluminalの 細胞膜

とでは,そ の荷電情況がかなり異な り,luminal細 胞膜

は強い陰性荷電を示すのに対 して,antiluminal細胞

膜は陰性荷電性が低 くさらに陽性荷電の糖鎖末端 もか

なり認められる。この様な荷電性は,今後 tracer研 究

や取 り込み現象を追及するにあたっては,是非考慮を

すべき重要な問題である.

第二には,新 しい Muller細 胞研究のための組織細

胞化学的方法を示 した。これ ら non K‐ NPPaseや

G6Pase活性は M●1ler細胞 ERに特異的に局在し,変

性網膜においても Muller細 胞の変化を十分捕 らえる

ことができるマーカーとなった.さ らにその反応性は

厚切切片下の超高圧電顕でも十分観察可能であり,立
体的電子顕微鏡観察へも応用し得 る。 この方法を応用

して,網膜―視神経あるいは網膜―毛様体移行部にお

けるMuller細胞の barrierと しての役割を考 えるこ

とも可能となった。またこの酵素活性 とtracer活 性と

を同一切片上で観察する二重染色法の開発過程につい

て述べ, これらが光学顕微鏡だけでなく電子顕微鏡下

でもMuner細胞の barrierと しての役割を追及 し得

る手段 となることについて論述 した。

第四には,変性 。再生した網膜色素上皮細胞膜の形

態的・機能的極性について考えた。apicalと basolat∝‐

al細胞膜 とを標識するマーカーの試みについて述べ
,

その中で Mg―ATPaseをマーカーとして,単層分離 ,

単離,培養下へとその環境を変化 させた場合,網膜色

素上皮細胞は形態的のみならず機能的細胞膜極性をも

目まぐるしく変化 さすことが明らかとなった。これら

は今後増殖した網膜色素上皮細胞の極性を考えるうえ

では,かなり興味ある現象であった と考える。

以上がこれまでおこなってきた研究の要約である.

緒言の中で, これまで形態学的 barri釘 研究は物質を

塞き止める方向性で研究が進められ,生理学的には選

択的透過の方向性研究が進んできた と述べた。私が試

みてきた研究は,形態学的手段はもちいたけれども,

時間の経過 と共に視力が徐々に低下 して行くというよ

うな症例に遭遇す ることも決して希ではないように思

う.少 なくともある一定の期間は視機能に変化がない

わけであるから,例え網膜色素上皮細胞が変性した と

しても,それがあるレベルまでであ り,周囲組織への

影響は少なかった ものと推測される。それが徐々に視

機能の変化を来 し始めるとい う背景には,網膜色素上

皮細胞は既に本来 とは異なる機能的な側面を示してい

る事があるのかもしれない。実験的な網膜変性におい

ても,網膜色素上皮細胞の変性の程度には余り変化が

みられないのに,視細胞の変化は進行しているとい う

場合もみられた。つまりこれらは,網膜色素上皮細胞

のもつ本来の機能的な役割を考えると,代謝・貯蔵・

蓄積等といった機能以外に,機能的 barrierと いう面

でも影響を受けてお り,それが結果 として周囲組織に

徐々に影響を与えるということに成 ったかもしれない

事を示しているのかもしれない。 この様な場合には網

膜色素上皮細胞のみの変化が視力低下の要因という訳

ではないにしても今の所この可能性を全 く否定出来得

る根拠も何もない。例えば,あ る種の黄斑部疾患にお

いてその原因が網膜色素上皮細胞の変化だけではない

にしても,そ の膜極性の変化や機能極性の変化が原因

の一つとして無視出来得るものであると言えるだろう

か。今後, この様な実験をさらに積み重ねていけば
,

網膜脈絡膜変性・萎縮の原因の端緒が明らかになるの

ではないかとも期待する。

VI 終わ りに

以上,主に 4章にわけて私な りに研究してきた bar‐

rier,勿論その中で もBRBについてのみであるが,に

対する考え方,そ の研究の進め方について述べてきた .

第一番目には,網膜色素上皮細胞および網膜毛細血

管内細胞における輸送関連酵素や細胞内調節因子に関

連する酵素活性には apicalと bas01ateral,luminalと

antiluminalと の細胞膜ではその局在性 に相違があ

り, これらが物質の選択的透過や輸送量の調節に関係

しているのではないかということを述べた。またこれ

ら眼組織におけるbarrier細 胞 と対応する脳室上衣細

胞および脳毛細血管内皮細胞とを比較 してみると, こ

れまでは発生学的に同一 originで あ り,そ の barrier

としての機能もまた同様ではないかと推測されてきた

これら細胞に関しては,い ろいろな酵素活性の点では

局在や出現の相違点が認められた。 これらから,特定

の物質の輸送に関 しては, これらをある程度別けて考
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主として後者の方向性を強 く持っていると思 う。特に

輸送酵素活性や細胞膜素面荷電 barrierは 物質を通 さ

ない存在ではなく,通 しにくい存在あるいは一定量を

維持 した り,場合によって量を調整する方向に働 くの

ではないか と考える.し たがって,上皮細胞や血管内

皮細胞において通さないとい う働 きの代表 として考え

られてきた tight junctionに しても,それは細胞膜の

極性を連続 して維持し,単 に欠損部がないようにする

ために存在 しているものとも考えている。極論すれば,

もし単純 な barrierと しての機能のみが必要であるな

ら,脈絡膜毛細血管の様な fene゛ rationな どはまった

く無用の物であ り,網膜毛細血管 と同様な構造をもつ

脈絡膜毛細血管が存在していても全 くおかしくないわ

けである。それがそうでないということは,生体 とい

うものを考えた場合,必ず何等かの意味があることを

示すのではないだろうか。このあとがきを書きなが ら,

何故かそのような気がしてならない。

しかし一方では,余 りにも方法の開発に時間を要 し

たために,その様なbarrier機 能の本質までに迫 るこ

とができなかったことを深 くお詫びしたい.こ の様な

実験には追試が何度も必要 とされ,講演が終わ って長

い期間を経た今 日までも追試を繰 り返 して来たが,そ

れでもある部分で未だ自分な りの確証を得ることが出

来ないでいる。講演の中では, ここに記した以外の新

しい approach,例 えば tracerの 蛍光電子顕微鏡への

応用234)あ るいは凍結未固定試料を凍結状態のまま電

子頭微鏡観察するcryo transたr systemで の barrier

研究235)な どについても触れたが,ま だ現在においても

各種追加実験を行っている情況であり,自 分な りの確

証を得 られてからまたの機会に報告させていただ きた

い。

ただ研究を施行して行く過程で,本質まで明 らかに

は出来ず とも, これまで当た り前のように述べ られ ,

われわれ も当た り前のように受け入れてきたことの中

には,必ず しも正しくないことがあることを沢山経験

することが可能であった。例えば,網膜色素上皮細胞

と脳室上衣細胞,網膜毛細血管内皮細胞 と脳毛細血管

内皮細胞 とは barrierの総説においては同様のものと

してよく例に出されている。また再生した網膜色素上

皮細胞は barrierと しても再生するかのように述べて

いる報告 も,恥ずかしい事ではあるが,私自身が以前

に書いた報告 も含めてかな り多いことも事実である。

「必ず しもそ うでないこともある」事を示すことは余 り

積極的な意味での研究成果ではないかもしれないが,
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少なくとも今後何をどの方向で明らかにしていけばよ

いかとい う示唆は与えてくれたような気がする。この

ような結果は正直なところ日眼宿題報告の持つ意味合

いから大 きく外れるかも知れないという危惧を感 じる

けれども,宿題報告とはその限られた期間のものだけ

ではなく,私にとってはこれからも与えられ続けてい

く宿題 とその重みを解釈 し,今後もBRBの研究を続

ける予定である。

この研究の報告の機会をお与えいただきました日本眼科
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表 説 明

表 1 網膜構造の模式図.層構造との関係を示すが,

Muner細胞が長大な細胞体を持つことがわかる.

表2 暗状態の視細胞におけるNaイ オンの流れは,

光が外節ロドプシンに当たると外節原形質膜のチャ

ンネルが閉じてとだえ,細胞の過分極が引き起こさ

れる.

表 3 モルモット網膜におけるNPPase活 性の生化

学的定量。いずれも上方の部分がウワバインあるい

は Kイ オンに感受性を示した活性であり,下方の反

応が non K‐ NPPase活性を示す。モルモット網膜に

はかなりnon K・ NPPase活性が存在することがわ

かる。

表4 p‐ NPPが NPPaseに よって加水分解されると,

paranitrophenyl(p‐ NP)と リン酸が産生される。

NPPase反応は, この遊離したリン酸を補足する。

表5 コントロール実験にもちいた各種 リン酸。 この

うち,non K‐ NPPaseと 同様の反応局在を示したの

は,G6Pお よびF6Pの みであった.

表6 超高圧電子顕微鏡および通常電顕による観察の

相違点。この様な対象を観察する場合,通常電顕では

下段に投影したほんの一部分を観察しているだけで
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する Na´ K―ATPaseの特異的阻害剤であるウアバ

インの影響をみたコントロール反応.全体に活性は

減弱するが,かなり強い活性が神経線維層 (NF)と
内顆粒層 (IN)に残存する。また内網状層 (IP)内
顆粒層 (IN)には細 く垂直に走る反応が依然として

みられている.そのほかの層では活性はほぼ消失す

る。特にその効果は外網状層(OP)と 視細胞内節 (IS)

で著明である。×480

図 8 モルモット網膜における K‐ NPPase活 性に対

するPCMBの 影響をみたコントロール反応.反応は

全て消失する.× 480

図 9 モルモット網膜内方部における K‐NPPase活
性の電顕像.著明な活性が Moller細 胞 ERに 局在

し,特徴的な所見を呈する.IL:内境界膜,× 20,000

図10 モルモット網膜内顆粒層における K‐NPPase
活性電顕像.著明な活性が M■ller細胞核膜 (M)に
局在し,特徴的な所見を呈する。なお,双極細胞 (BI)

の核には反応が認められない。×18,000

図11 モルモット網膜外境界膜 (▼)付近における

K‐NPPase活性電顕像.こ の部では M■ler細 胞 ER
は数少なく,反応は僅かである.し かしその反応に

よって(矢印)Muller細胞は識別可能であった。Pi
視細胞核,× 14,000

図12 モルモット網膜内境界膜 (IL)付 近における

K‐NPPa∞ 活性に対する浸漬液からKイ オンを除

去したコントロール反応.細胞膜の反応産物は見ら

れないが,Muller細胞 ERの 反応は著明である。

NFi神経線維.× 20,000

図13 モルモット網膜内境界膜 (IL)付 近における

K‐NPPase活性に対する基質除去の影響をみたコン

トロール反応.反応は全て消失し,Muller細 胞の ER
が認められる.× 26,000

図14モ ル モット視神 経 (OP)付 近 に お け る K‐

NPPase活 性の光顕写真.網膜とは異なり,視神経に

反応は見られない.PE:網膜色素上皮細胞,× 180

図15 モルモット網膜におけるG6Pase活 性の光顕写

真.反応の局在は non K‐ NPPaseと 全 く同様であ

る。かなり強い活性が神経線維層 (NF)と 内顆粒層

(IN)に 残存する。また内網状層 (IP)内顆粒層 (IN)
には細 く垂直に走る反応が認められる.× 480

図16 モルモット網膜内方部におけるG6Pase活 性の

電顕像.non K‐ NPPaseと 同様に,著明な活性が

M■ ler細 胞 ERに局在し,特徴的な所見を呈する。
IL i内境界膜,× 8,000

図17 モルモット視神経 (OP)付近におけるG6Pa∝

活性の光顕写真.やはり視神経に反応は見られない。

PE:網膜色素上皮細胞.× 180

図18 モルモット摘出眼球におけるジアテル ミー凝固

斑 (矢 印).

図19 モルモット摘出眼球におけるジアテルミー凝固

斑を含んで細切した組織片.

図20 モルモット網膜レーザー凝固部 1日 目における

ある.

表7 超高圧電子顕微鏡では対象の体積的な分布が容

易に観察できる.

表8 超高圧電子顕徴鏡では通常電顕に比べると複雑

な面上における対象の分布の観察が逢かに容易であ

る.

表 9 超高圧電子顕微鏡傾斜撮影によるstereo pair

立体的観察.超高圧電子顕微鏡撮影では,試料のほ う

が傾斜する。

表10 tracerと non K‐ NPPaseあ るいはG6Pase活
性の二重 。同時検出の実際の手技 .

表11 網膜色素上皮細胞単離の手技の実際.

表12 網膜色素上皮細胞培養の手技の実際.

表13 細胞膜表面の糖鎖末端とレクチンおよびその標

識材料の関係の模式図.こ のため,標識が存在する位

置と,実際の糖鎖の微細局在はやや異なる。

表14 単離および培養網膜色素上皮細胞の極性観察に

もちいた レクチンと,そ の特異的に結合する糖鎖を

示す.

表15 単離 (diSsoCiation)お よび培養 (culture)に お

ける,網膜色素上皮細胞の形態的極性および Mg―

ATPase局在の時間的変化を示す模式図.

表16 chick embryO網 膜色素上皮細胞が発生学的に

示す.形態的膜極性の変化とMg―ATPase活性の局

在の変化を示す模式図.

図 説 明

図1 実験的脈絡膜循環障害 6カ 月後におけるサル網

膜の光顕写真.広範に網膜色素上皮細胞 (PE)が消

失し,グ リア細胞が Bruch膜 に接している。×240

図2 その部の電子顕微鏡写真.線維状の胞体をもつ

グリア細胞が Bruch膜 (BR)に直接接する.× 1800

図3 モルモ ット網膜における K‐NPPase活 性光顕

写真.視細胞外節 (OS)には反応がみられないが,

視細胞内節 (IS)に は反応がみられる。そのほか,神
経線維層 (NF),外網状層 (OP)に も著明な活性が

存在する。また内網状層 (IP)内顆粒層 (IN)には

細く垂直に走る反応がみられている.× 480

図4 モルモ ット視細胞における K‐ NPPase活 性電

顕写真.反応は視細胞内節(IS)細胞膜に限局し,視
細胞外節 (OS)に は見られない。×17,000

図5 モルモ ット視細胞外節部における K‐NPPase
活性電顕拡大写真.外節を保持する内節の細胞膜で

あるcalceal processに (矢 印)反応がみられるが,

外節 (OS)には全く見られない。×28,000

図6 モルモ ット網膜における K‐NPPase活 性に対

する浸漬液か らKイ オンを除去 したコントロール

反応.かな り強い活性が神経線維層 (NF)と 内顆粒

層 (IN)に残存する。また内網状層 (IP)内 顆粒層

(IN)には細 く垂直に走る反応が依然としてみられ

ている.そのほかの層では活性はほぼ消失する。×

480

図7 モルモ ット網膜における K‐NPPase活 性に対
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Muler細胞の活性.矢印で示すごとく,凝固部にお

いては網膜外方で Mtter細胞の反応が増強する。×

480

図21 モルモ ット網膜 レーザー凝固部における Mul‐

ler細胞の ER活性の電顕像.ERが著明に増加して ,

Mmer細 胞 が肥大化 しているのがわかる.ま た

Muller細 胞核 (M)も 増加している。×6,000

図22 モルモット網膜レーザー凝固部外境界膜 (OL)

部における M●1ler細 胞のER活性の電顕像 (M)が

視細胞核 Muller細胞核 (P)と 並び,下方へ移動 し

ているのがわかる。×8,000

図23 そルモット網膜レーザー凝固部内境界膜(IL)部

における Muller細 胞のER活性の電顕像.Muller

細胞核 (M)が内境界膜まで上方移動しているのが明

らかである。

図24 モルモ ット網膜 レーザー凝固部における Mul‐

ler細胞の ER活性の光顕像.全体に反応が昂進し,

病巣中央へ周辺部からMiller細 胞が斜めに伸びて

きている。内顆粒層 (IN)は 余 り反応が著明でなく,

核が移動しているのがわかる。×480

図25 モルモット網膜レーザー凝固部 Bruch膜 (BR)

付近における M■ ler細胞の ER活性の電顕像.反応

を示す Muner細 胞が Bruch膜 に直接接している。

(M)Muller細胞核.× 9,000

図26 モルモット網膜外網状層 (OP)付近における

Muller細 胞の ER活性の電顕像.内顆粒層 (IN)お

よび外顆粒層 (ON)に見られるMuller細胞の反応

は外網状層 (OP)では見られない。×6,000

図27 モルモット網膜状網状層 (OP)付 近における

M■1ler細胞の ER活性の超高圧電子顕微鏡像.活性

は連続し,外網状層 (OP)ではかなり細胞体が狭細

化していることが明らかとなった.切片の厚さは2

μm.N:内 顆粒層,ON:外顆粒層,M:Muner細
胞核,× 6,000

図28 モルモット網膜神経節細胞層および内網状層

(OP)付 近におけるMuller細胞の ER活性の超高圧

電子顕微鏡像.ERが連続しているのがわかる.ま た

M■ler細胞は内網状層ではかな り胞体を細 くして

いる。切片の厚さはlμm.× 28,000

図29 モルモ ット網膜内方部における Muler細 胞の

ER活性の超高圧電子顕微鏡像.反応が内境界膜

(IL)か ら内顆粒層まで連続しているのがわかる。ま

た M01ler細胞は内網状層 (IP)で はかなり胞体を細

くし, しかも突起を伸ばすのがわかる。切片3μ m.

M:Muller細 胞核×2,400

図30 モルモット網膜レーザー凝固部内顆粒層(ON)

部における Muller細胞核 (M)の電顕像.こ の視野

のみで核は 5つ も見られ,核の数が増加している。×

6000

図31 電顕用 メッシュにのせた 4枚 の連続切片 (1

～4).切片の厚さは3μ m.

図32 正常内顆粒層 (IN)におけるMuller細胞の核
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(M)は この倍率では, 2～ 3個である.× 6,000

図33 レーザー凝固による変性網膜においては,同 層

を同倍率で撮影すると,平均 5～ 6個のM011er細胞

核 (M)が見られる.× 6,000

図34 1M■ler細胞核 (M)の 核膜では核膜孔で円形に

反応が欠如する (▼ ).× 9,000

図35 Muller細胞核の超高圧電子顕微鏡撮影.円 い核

膜孔の配列が平面的に観察される。×16,000

図40 モルモット網膜―視神経移行部の光顕写真.括
弧の部が Kuhntの 組織である.× 400

図41 モルモ ット網膜―毛様体移行部の光顕写真.矢
印が移行部であり,CBは毛様体を示す.× 400

図42 Kuhntの組織の電顕写真.矢印の部にKuhnt組

織と呼ばれる細胞が存在するが,通常形態観察では,

その詳細は不明である.× 3,000

図43 モ ル モット網膜―視 神 経 移 行部 にお け る

G6Pase活性の光顕写真.矢印の部で反応がある

M●ller細 胞と色素を持った網膜色素上皮細胞 (PE)

が連続するように見える.× 180

図44 モルモット網膜のMicroslicerに よる非凍結浸

潰用切片.切片の厚さは約40μ m.電顕用 トリミング

で観察できるのはこれぐらいの範囲であるため,特
定の部位を観察するためには,かなリトリミング用

光顕切片を作製して,同定せねばならない。

図45 スタンプ標本の実際

図46 スタンプ標本の実際.矢印に網膜切片が見える。

この方向なら,かなり広い視野が得られる。

図47 モルモット網膜 Kuh武 部の M●ller細胞(M)活

性の電子顕微鏡写真。Muller細胞先端がかなり網膜

色素上皮細胞 (PE)側 に進展 してきている.× 3,000

図48 同部拡大.メ ラニン:顆粒を有する網膜色素上皮

細胞 (PE)と ERに反応を認めるMtller細 胞 (M)

が側面同志で接続している。その細胞間には tight

iunctiOnが あるかのように見える (矢印).× 10,000

図49 網膜―毛様体移行部の Muner細胞活性.網膜全

体に活性がみられる (▼ )。 CB毛様体.× 400

図50 同部の電顕写真.Muner細胞核 (M)が外方へ

下降し,胞体も幅広く,網膜―視神経移行部と同様の

像を示す。P:視細胞核,OL:外 境界膜,× 6,000

図51 網膜―視神経移行部 Muller細胞反応の超高圧

電子顕微鏡像.矢印が Kuhntの 組織を示すが,網膜

色素上皮細胞 (PE)と Muner細胞 (M)の関係が良

くわかる。×1,500

図52 網膜―毛様体移行部の Muller細 胞活性の超高

圧電子顕微鏡像。M●1ler細胞 (M)が非常に肥大化

していることがわかる。NPEは毛様体無色素上皮細

胞であるが,そ の間にある未分化型と呼ばれる細胞

の活性は弱い.× 4,000

図53 モルモット網膜 G6Pase活 性の光顕像.反応は

主として,神経線維層 (NF)と 内顆粒層 (IN)に 強

い。×400

図54 モルモット網膜静脈 内投与 HRP活性の光顕



昭和63年 12月 10日 血液眼関門についての研究 第 2部 。上野 93- (2005)

停止するが,重層した網膜色素上皮細胞間には tight

junctionが認められた (矢 印).× 3.600

図67 単離直後の網膜色素上皮細胞における COn A‐

HRPの 標識.網膜色素上皮細胞細胞膜全体に渡る著

明な標識が認められる.× 7,000

図68 同条件における網膜色素上皮細胞の細胞膜の

Con A‐ feritinの 反応.矢印の部にとくに強い標識

が認められる。×24,000

図69 chick embryo 7日 卵網膜色素上皮細胞単離直

後の Mg―ATPase活性.apical,basolateral全 ての

細胞膜に陥入が認められるが,反応は apicalと lat‐

eral細胞膜のみに限局する.× 12,000

図70 単離後 5分の網膜色素上皮細胞の Mg‐ ATPase

活性.basal細 胞膜は円形になり,lateral細 胞膜(L)

も次第に突起を失いつつある。Mg― ATPase反応は

apical細胞膜 (A)に のみ認められる。×10,000

図71 単離後10分 の網膜色素上皮細胞の Mg‐ ATPase
活性.細胞膜は陥入を失い円くなる。反応は (▼ )を

のぞく膜全体で陽性である。また原形質内には空胞

を多く含むが,反応を示すもの (矢 印)と 反応がない

空胞 (▽)の二種類が存在する.× 10,000

図72 同空胞の拡大写真.反応あ り (▼),反 応なし

(▽ ).× 17,000

図73 同空胞の拡大写真.× 18,000

図74 単離後15分 の網膜色素上皮細胞の Mg・ ATPase
活性.細胞膜は陥入を失い円形のままであるが,細胞

膜にみられた Mg‐ ATPase活性は消失する.原形質

内には空胞を含むが,こ の うちの一部 には Mg‐

ATPase反応が認められる (矢 印).× 6,000

図75 同空胞の拡大.× 15,000

図76 単離後30分の網膜色素上皮細胞の Mg‐ ATPase
活性.細胞は円形であり,膜形態極性もみられず,

Mg‐ ATP反応も全 く認められない。×6,000

図77 網膜色素上皮細胞培養 3日 目電顕写真.膜の形

態極性は判然としない。Mg‐ATPaseも 細胞膜には

見られない。ただし,ERには所々反応がみられるも

のがある。A:apical側細胞膜,× 10,000

図78 網膜色素上皮細胞培養10日 目電顕写真.apical

部 (A)には villi様 陥入が認められる.特に lateral

(L)細胞膜では陥入が著明で,Mg‐ATPa∝ 活性も著

明にみられる.× 13,000

図79 網膜色素上皮細胞培養15日 目電顕写真.apical

部にはviniが 認められ,著明な Mg‐ATPaseも存在

する。lateral細 胞膜の陥入は見られなくなり活性も

消失する。basal細胞膜には僅か陥入が出現するが,

活性は局在しない。×15,000

図80 生後 1日 ロヒヨコ網膜色素上皮細胞における

Mg‐ATPa∞ 活性の電顕写真.Lateral細胞膜で陥入

が見られなくなり,反応も減弱する。apical viniに

は活性がみられる。basal細胞膜には活性は局在し

ない.× 6,000

図81 生後60日 ロニフトリ網膜色素上皮細胞おける

像.視細胞内節 (IS)に 内因性 peroxidase反応がみ

られるが,脈絡膜毛細血管からの HRP漏 出のため

脈絡膜 (CH)は強 く染色される。×300

図55 モルモット網膜におけるG6Pase活 性 とHRP
反応の同一切片における二重染色像.ど ちらの反応

も検出されていることは明白である。図53と 図54と

を比較されたい。×360

図56 同法による網膜―視神経移行部の G6Pase活 性

とHRP反応の二重染色像.脈絡膜か ら漏出した

tracerは M■ller細胞の斜めに走る部位で (矢 印)止

まっているように見える。視神経内へは脈絡膜から

の漏出が認められる.× 200

図57 モルモット網膜 レーザー凝固直後の蛍光眼底造

影像.凝固部から蛍光色素の漏出が認められる。

図58 モルモット網膜 レーザー凝固 5日 後の蛍光眼底

造影部からの蛍光色素の漏出は認められない。

図59 蛍光色素漏出が認められる時期の凝固部におけ

る二重染色光顕像.Muller細 胞の反応はまだ弱く,

脈絡膜からの著明な tracerの 網膜内侵入が認めら

れる。PE:網膜色素上皮細胞.× 350

図60 蛍光色素漏出が停止した時期の凝固部における

二重染色光顕像.Miller細 胞の反応が増強 し,

tracerも 網膜内へ とは侵入していないように見え

る。CHi脈絡膜.× 350

図61 蛍光色素漏出が認められる時期の凝固部外網状

層 (OP)付近における二重染色電顕像.濃いERの
反応が Muller細 胞細胞 (M)の 位置を示すが,一方

薄い HRPの 反応が細胞間隙に存在するのがわか

る.tracerの 反応は内顆粒層 (IN)よ り内方ではほ

とんど見られなかった。Pi視細胞核,N:ニ ューロ

ン細胞核.× 5,000

図62 蛍光色素漏出が認められる時期の凝固部 Bruch

膜 (BR)付近における二重染色電顕像.ERに反応

を示す Muler細胞 (M)突起の間隙に著明な MPの
侵入像がみられた.こ のように通常は脈絡膜毛細血

管から流出しにくい MPであるが,変性時には容易

、に網膜内へと侵入する.× 7,000

図63 モルモット網膜色素上皮細胞におけるtracer

の超高圧電子顕微鏡像.細胞間隙に貯留する (矢 印)

tracerの 像がかな り立体的に認め られ る.BR:
Bruch膜.× 4,500

図64 モルモット網膜―視神経移行部における二重染

色の超高圧電子顕微鏡像.Cは 毛細血管を示 し,

tracerの 貯留がみられるが,Moller細胞 (M)部ヘ

向かうかもしれない tracerの 漏出は厚切切片では

コントラストの問題でとらえるのが困難である。×

2,000

図65 実験的脈絡膜循環障害 1日 後におけるサル網膜

色素上皮細胞の電顕写真.細胞は強 く壊死性変化を

来している.× 4,000

図66 実験的脈絡膜循環障害 7日 後におけるサル網膜

色素上皮細胞の電顕写真.こ の時期蛍光色素漏出は
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Mig‐ATPa∝ 活性の電顕写真。apical viniは かなり

延長するが,Mg‐ATPase活性は消失する。basalに

も lateralの 細胞膜にも活性は見られない。×7,000

図82 生後60日 ロニフトリ網膜色素上皮細胞 apical

細胞膜拡大写真.Mg‐ATPase反応は全 く存在 しな

い.× 34,000
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