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眼内増殖組織のImmuno gold silver stainingに よる

光学顕微鏡的免疫組織化学 (図 4)
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要  約

手術的に切除された網膜前後増殖膜で,免疫電子顕微鏡的にGFAP陽性であった10標本を対象に,IGSS法

を用いて免疫光学顕微鏡的に観察 し,GFAP陽性細胞の増殖膜内での分布を検討 した。網膜前および網膜下増

殖膜 ともに,GFAP陽性細胞は,個個ばらばらに散在することはなく,ま た,全体に一定の密度で分布するの

ではなく,集団としてかたまって存在 していた。IGSS法 は,特定の種類の細胞の増殖膜全体での分布を調べ

るのに有力な方法であ り,増殖膜の構造や成立基盤 を検討する上で有用であると思われる。 (日 眼 92:

330-335, 1988)

キーワー ド:網膜前増殖組織,網膜下増殖組織,GFAP,IGSS,免疫組織化学

Abstracts
The distribution of GFAP positive cells in pre-and subretinal membrane of proliferative vitreor-

etinopathy was studied immunolightmicroscopically using the immuno-gold-silver staining flGSS).
GFAP positive cells were shown to exist in all 10 cases which had been shown to have GFAP-positive
cells immunoelectronmicroscopically. These cells were never seen to be distributed sporadically

through-out the membrane. The IGSS method is beneficial to investigate the distribution of speciflc

types of cells in the proliferative membrane, and therefore is useful to study the fundamental
construction of the membrane. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92:330-335, 1988)
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I緒  言

網膜前後増殖膜の特徴を知ることは,増殖性硝子体

網膜症の予防や治療の方法を探る第一歩であるが, ヒ

卜の網膜前後増殖膜の研究材料は,治療のために手術

的に切除されたものに限られ,当然ながら試料はきわ

めて微量である。そのため, これまで組織学的研究は

主として電子顕微鏡的になされてきた1)～ 8)。 これによ

別刷請求先 :606 京都市左京区聖護院川原町53 京都大学医学部眼科学教室 岡田 守生 (昭和62年 9月 25日 受付)

Reprint requests to: 4ヽ1orio(Dkada,ヽ 1.I).   IDept.of Ophthallnol,Faculty of〕 41ed"IKyoto Univ.

53 Shogoinka、 vara‐cho,Sakyo‐ ku,Kyoto 606,Japan

(Accepted September 25, 1987)



昭和63年 2月 10日

り,増殖膜を構成する細胞の超微形態がわか り, さら

に電顕的免疫組織学的手法を加えれば9)10),個 々の細

胞の由来を推測できるが,観察視野が狭いため増殖膜

の全体像や,細胞の分布状態がつかめないきらいが

あった。少ない試料を電子顕微鏡用標本 として包埋し
,

光学顕徴鏡用切片と電子顕微鏡用切片を連続 して作成

し,両者に,同 じ細胞を同定する免疫的手法を応用で

きれば, 目的とする種類の細胞の超微構造 とともに,

その細胞の増殖膜内での分布を知ることができる。前

回私達は,電子顕微鏡による免疫金 コロイ ド法を用い

て網膜前増殖膜に,神経膠細胞に特有 の蛋 自である

glial■brillary acidic protein(GFAP)陽 性細胞が関

与 していることを示 した10)が,金 コロイ ドの粒子が小

さいために光学顕微鏡では観察できなかった。今回,

同じ免疫電子顕微鏡用標本から免疫光学顕微鏡用切片

を作成し,immuno gold silver Staining(IGSS)法 を

用いることにより,光学顕微鏡的観察が可能 となり,

電子顕微鏡的観察 と対比検討した。

II 対  象

手術的に切除した増殖性硝子体網膜症の網膜前後増

殖膜で,電子顕微鏡的免疫金コロイド法で GFAP陽性

であった10標本を対象とした。

III 方  法

1.IGSS法の原理

IGSS法は,免疫金 コロイ ド法に銀増感を施行し,免

疫電子顕微鏡用標本から光学顕微鏡的観察を可能にす

る方法である。組織抗原に対する一次抗体 と,金 コロ

イ ドに結合した二次抗体を目的とする組織抗原に対し

て順に反応させると,金 コロイ ドは,二次抗体と一次

抗体を仲介として組織抗原の部位に付着する。ついで

銀増感処理を行 うと金粒子の周囲に銀が析出し,抗原

の存在部位が黒褐色に染色され,光学顕徴鏡的観察が

可能 となるn)(図
1)。 今回は,GFAPに対する抗体を

用いて IGSS法 で染色した。

2.試料の作成

切除された網膜前後増殖膜を,0.1%グルタールアル

デ ヒ ドお よび 3%パ ラホル ムアル デ ヒ ドを含む

Mg++,Ca++‐ iee Dulbeccoリ ン酸緩衝液 (pH 7.2)

(PBS)を用いて室温で 2時間固定 した。PBSで洗浄

し,0℃ の50%エ タノールで脱水した後,-35℃ でエタ

ノール系列の脱水を行い,LOwicryl K4M(Poralon

Equipment Ltd.England)に 包埋 し,紫外線照射で重

銀増感 処理

図 l IGSS法の原理

合 した。対照 として ヒト視神経を同様に処理 して用い

た。包埋 した試料は, ウル トラ ミクロ トーム (LKB‐

prOduckter AB Bromma Sweden)で薄切 し染色 し

まこ.

3.IGSS法

薄切した切片を,1%牛血清アルブミンを含む PBS

(BSA‐ PBS)で 5分問処理して非特異的反応の可能性

を除いた後,ウ サギ抗 GFAP抗体 (DAKO Corp.

Sa並abaぬara USA)を 室温で 1時間反応 させた。

BSA‐PBSで 3回洗浄の後,抗 ウサギーIgG抗体結合

金 コロイ ド (Janssen PharmaceutiCa Belgium)と 室

温で 1時間反応 させた。PBSで 3回洗浄した後,電子

顕微鏡的免疫金 コロイ ド法では, これを蒸留水で洗浄

後,酢酸 ウラニールで染色して鏡検 した10)。

光学顕微鏡用,す なわち IGSS法には,ひ き続 き切片

を2.5%グ ルタールアルデヒドで10分固定し,水洗後 ,

クエン酸緩衝液 (pH 3.85)で処理 し,銀増感液(77mM
ヒドロキノン,5.5mMク エン酸銀を含む200mMク エ

ン酸緩衝液(pH 3.85))を反応させた。定着液(Janssen

Pharmace■ ica Belgium)で 反応を停止後,水洗 し,

トルイジンブルーで後染色を行い鏡検 した。Negative

controlは ,一次抗体にかえて正常 ウサギ血清を作用

|
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させ非特異的反応がないことを確認 した。

IV結  果

対照 とした ヒト視神経では,IGSS法 により視神経

の GFAP陽 性細胞が褐色に染色された(図 2).一 次抗

体 に代 えて正常 ウサギ血清 を反応 させた negative

controlで は,反応は全 くみられなかった。

網膜前増殖膜の IGSS法 の 1例 を図 3に示 した。

GFAP陽性細胞は細胞質が褐色に染まって見え,増殖

膜の中でばらばらに散在するのではなく,集団として

かたまって分布する(図 3a)。 一次抗体にかえて正常 ウ

サギ血清を用いた negative controlで は反応が見られ

ず,褐色に染色された部分は認められない (図 3b).

ICSS法で褐色に染まるGFAP陽性細胞は,長い突起

を持った細胞で(図 3c),電 子顕微鏡的免疫金 コロイ ド

法によ り細胞内の中間径 フィラメン トに GFAPの 局

在を示す金粒子がみられた (図 3d)。

網膜下増殖膜の 1例 を図 4に示す.外周に GFAP陰
性の細胞があ り,内部に褐色に染まった GFAP陽性細

胞が集団を成 していた(図 4a)。 褐色に染まった細胞を

電子顕微鏡的金 コロイド法で観察すると,細胞質内に

中間径 フィラメントの東をもち,こ れに沿って GFAP
の局在を示す金粒子が認められた (図 4b).

検索 した10標本すべてにおいて,IGSS法 で褐色に

染まる GFAP陽性細胞は,増殖膜組織内で集団を成 し

て存在 し,個個ばらばらに存在することはなかった。

V考  案

増殖性硝子体網膜症の増殖膜について, これまでの

電子顕微鏡的観察 1)～8)か ら膜を構成する細胞の候補が

あげられ,光顕的
12)13)お よび電顕的10)免疫組織化学的

方法により,神経膠細胞に特有の蛋白質であるGFAP
陽性の細胞の関与が示された.し かし,得 られる試料

が微量であ り,同 じ試料から光顕および電顕両方の免

疫組織学的検索を行 うのはなかなか困難で,電顕的に

GFAP陽性細胞が確認されても,その細胞の増殖膜内

での配置配分がわか りにくく,全体像はつかみに く

かった。IGSS ttH)に より免疫電顕用試料の光顕免疫

組織学的観察が可能 となり,電顕的にGFAP陽性が確

認される細胞の,増殖膜内での分布が観察できるよう

になった.増殖膜内でGFAP陽性細胞は,個個ばらば

らに散在することはなく,ま た,全体に一定の密度で

分布するのではなく,集団としてかたまって存在 して

いた。増殖膜では,それを構成する複数種の細胞が均

日眼会誌 92巻  2号

等に分布するわけではなく,あ る細胞はかたまって存

在してお り,増殖膜の組成は部位によって性質を異に

すると考えられる.IGSS法 は,特定の種類の細胞の増

殖膜全体での分布を調べるのに有力な方法であり,増

殖膜の構造や成立基盤を検討する上で有用であると思

われる。

本研究は,文部省科学研究費一般 A‐ 61440075,お よびC・

62570798の援助を受けた。記して謝意を表する。なお,本論

文の要旨は,第 91回 日本眼科学会総会において講演した。

図の説明

図 2 ヒト視神経の抗 GFAP抗 体を用いた IGSS法

(posit市 e control).GFAP陽 性細胞が褐色に染色さ

れる。矢印は視神経乳頭部.90倍 .

図3 網膜前増殖膜の1例 .

3a 抗 GFAP抗体を用いた IGSS法.GFAP陽性細

胞が褐色に染色される(矢印).ト ルイジンブルー染

色,90倍 .

3b 抗 GFAP抗体にかえて正常ウサギ血清を用い

た IGSS法 .褐色に染色された部分は認められない。

トルイジンブルー染色,90倍 .

3c GFAP陽性細胞の電子顕微鏡所見.GFAP陽性

細胞は長い突起を持つ.4,500倍 .

3d GFAP陽性細胞の免疫電子顕微鏡所見.細胞内

の中間径フィラメントに沿ってGFAPの 局在を示

す金粒子が認められる (矢印).核 (N)には金粒子

の付着を認めない.60,000倍 .

図4 網膜下増殖膜の1例 .

4a 抗 GFAP抗体を用いた IGSS法 .増殖膜の内部

の細胞が褐色に染色され (GFAP陽性)(矢印),外
周の細胞は染色されない(GFAP陰性)(矢頭).180

倍.

4b GFAP陽性細胞の免疫電子顕微鏡所見.中間径

フィラメントに沿ってGFAPの局在を示す金粒子

が認められる.90,000倍 .
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