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家兎前房隅角線維柱網内皮細胞のアクチン細線維の螢光

組織化学的,お よび電顕細胞化学的研究 (図 7)
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要  約

家兎前房隅角線維柱網内皮細胞内に多量のアクチン細線維が存在することを,蛍光組織化学的方法,お よび

電顕細胞化学的方法によって証明 し,そ の局在について観察検討 をおこなった。その結果,従来,強膜岬 を持

たない家兎において不明瞭であった線維柱網が,nitrobenzoxadiazole‐ phanacidin(NBD‐ ph)を用い,蛍光

組織化学的にアクチン細線維を観察することによって,aqueous plexus内 側に存在することを確認 した。更

に,heavy meromyosin(HMM)を 用いた電顕細胞化学的観察によって,内皮細胞内にアクチン細線維が

trabecdar conagen sheetに 沿って基底膜に平行に存在 し,収縮能 を有する可能性 を明らかにした。 これら

のことより,房水流出低抗がアクチン細線維 を含む内皮細胞の形態変化と深い関連性のあることが推察 され

た。 (日 眼会誌 93:389-395,1989)
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Abstract
Localization of actin fllaments in the endothelial cells of rabbit trabecular meshwork was studied

by the nitrobenzoxadiazole-phallacidin (NBD-ph) staining method for fluorescence microscopy and

modified heavy meromyosin (HMM) decoration method for electron microscopy.

Endothelial cells stained with NBD-ph exhibited intense fluorescence which was apparently
associated with the basal plasma membrane area. By the modifled HMM decoration method, labeled

actin fllaments were readily detected in the prefixed endothelial cells, because of the distinctive
arrowhead-like appearance, observed beneath the basal plasma membrane facing the trabecular
collagen sheet. The actin filaments were arranged with dual directionality within the bundle. In
contrast, intermediate (10nm) filaments in the deeper region of endothelial cells were always unlabeled

with HMM.
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The function of the actin filament bundles in endothelial cells may be to maintain the cell shape

and provide contractility of the trabecular meshwork resulting in an alteration of the outflow
resistance of aqueous humor drainage. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93: 389-395, 1989)

Key words: trabecular meshwork, actin filaments, nitrobenzoxadiazole-phallacidin (NBD-ph),

heavy meromyosin (HMM), outflow resistance

I緒  言

最近,β 交感神経作働薬による眼圧降下機序は,房水

流出抵抗の減弱によるとの知見が得 られてお り, この

際,前房隅角線維柱網内皮細胞がその形態を変化させ

ることによって,房水流出低抗に影響を及 |′ しゞている

と推定されているo2)。 また,内皮細胞のような非筋細

胞の細胞形態の変形,運動能,貪食能,分泌能など,

いわゆる・細胞の動 き"は,胞体内のアクチン細線維

(actin■ lament)に よって行われることが推測されて

いる3)。 これらのことは,ア クチン細線維の内皮細胞内

存在様式や極性を観察することによって,その細胞の

運動性を解明す ることが可能であることが示唆され

る。これまでにも,Gipson4)は ヒト眼,Ringvold5)は サ

ル眼の線維柱帯内皮細胞のアクチン細線維を電顕的に

観察 しているが, これらの研究で用いられた検出方法

は長時間を要するなど,方法論的に問題があり,示さ

れた写真では微細形態の損傷が著 しく,その成果は充

分とはいい難い.我 々は内皮細胞の運動機能を解明す

る手段 として,その形態変化が房水流出抵抗に関係す

ると考えられている内皮細胞内のアクチン細線維の局

在部位を,NBD‐ phanacidinを 用いた蛍光組織化学的

方法6)7)と ,前 固定試料 の heavy meromyosin修飾

法7)～ 9)に よる電顕的細胞化学的方法によって検討し,

細胞の運動機能 と房水流出抵抗について考察を行った

ので報告する。

II 実験方法

実験動物 としては成熟 白色家兎 を用 い,sodium
pentbarbitulate(Nembutal)に て麻酔後,眼球摘出を

行った。

1.蛍光組織化学的方法

Barakら 6)と Ohtukiら 7)の方法を併用した。

眼球摘出後直ちに角膜を切開し,前房を燐酸塩緩衝

0.25%グ ルタールアルデヒド(pH7.4)に浸漬しながら

隅角部を1～2mmの ブロックに細切 し,30分間前固定

を行った。燐酸 緩 衝液 で洗 浄後,cryostatで 厚 さ

12～ 20μmに薄切 し,切片をアルブ ミンスライ ドに伸

展,室温乾燥後,0.5%saponin液 に10分間浸漬した。

燐酸塩緩衝液で洗浄後,キ ノコ(Amanita pha1loides)

の毒素で F‐ アクチンと特異的に結合す るphanacidin

に,蛍 光 物 質 の NBD(7価 trobenz‐ 2‐ oxa■ ,3‐

diazole i励 起 波 長510～ 650nm,吸 収 波 長460～ 470

nm)を ラベル した NBD―phallacidin(NBD‐ ph)(2

unit/ml)液中で,室温, 1時間反応 させた.反応後 ,

燐酸塩緩衝液で洗浄, グリセ リンに封入し,蛍光光学

顕徴鏡にて観察 した。

対象実験方法は,上記と同様の過程で,NBD‐phを

除いて行った。

2.電顕細胞化学的方法

Ohtukiら7),Ishikawaら 3),Fujimotoら 9)の 方法を

併用した。

眼球摘出後,角膜を切開し,輪部を垂直にlmmの厚

さに細切した試料を,HEPES緩 衝 (pH7.4)0.1%グ

ルタールアルデヒド (GLA)で 10分間固定を行った。

つ いで,HEPES緩 衝 リングル液 で洗 浄後,0.5%
saponin液 ヤこ30夕)間を記晰占lノ ′こ. pOtaSSiurn burer(ptb)

で洗浄後,heavy meromyosin(H.M.M.)(0.5mg蛋

白/ml)で室温 1時間反応させた。ptbに て洗浄後,2%
GLAを含む0.1%タ ンニン酸溶液中で30分間再固定を

行った。水洗, 1%酢酸ウラニールのブロック染色 ,

水洗, 2%緩衝四酸化オスミウム液にて後固定後,エ
タノール系列で脱水 しspurr包 理 した。ついで,超薄切

片を作製し,無染色にて電顕観察 した。

III 結  果

正常家兎前房隅角には, ヒト眼 と異なり強膜岬は存

在せず,虹彩根部及び隅角底部には一帯に密度の粗な

結合織性の網 目様構造の組織で,線維柱網部の確定が

困難であった。隅角底部の最 も強膜側 に微細な管腔

(aqueous plexus)(図 1の A)が あ り, これは強膜(図

1の S)を貫 く集合管へつながっていた10).

蛍光顕微鏡 による観察では,NBD‐ ph染 色によっ

て,隅角底部強膜沿いの狭い範囲に,帯状の強い蛍光
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図 1 正常家兎隅角 :強膜岬がなく,線維柱網が不明

瞭であった。(ト ルイジンブルー染色).A:aqueOus
plexus,S:強 膜, I:虹彩。(× 150)

図 2b NBD― phanacidin処 理 :隅角部で強膜内側に

沿って,帯状の強い蛍光部が認められた(矢印).S:

強膜,I:虹彩.(× 180)
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図 2a NBD‐ phallacidin無処理 :隅 角部に蛍光は認

められなかった(矢 印).Si強膜,I:虹彩.(× 180)

図 3 強蛍光部,拡大 :線維柱に沿って線状の強い蛍光

が認められた (矢印)。 (× 400)

部位が認 め られ た (図 2b,矢 印)。 強拡 大 で は
,

trabecular sheetの 外側に線状の蛍光 として観察 され

た(図 3,矢印).対照の NBD―ph無処理によるもので
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図4 heavy meromyocinで 修飾されたアクチン線維束 (中 印)は trabecular collagen

sheet側 (TC)に多量に見られ,trabecular space側 (TS)には少なかった。アク

チン細線維東内にdense bodyも 認められた (矢印).(バ ー,lμ m)

図5 アクチン細線維はHMMと 結合し,矢 じり構造として観察された(▼▼▼).ま

た細線維東は,縦断面の部分 (Ⅲ 印)と ,横断面の部分 (料印)が認められた。ミオ

シン様線維も見られた (矢印).(バ ー,0.lμ m)
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図 6 conagen 由eet側 (TC)に存在するアクチン細線維 と細胞膜 との接着部に

dense materialが 認められた (矢印).細胞質内では中間径 (10nm)線維も見られ

た (*印 ).(バ ー,0.lμ m)

は隅角に,蛍光部位は認められなかった(図 2a,矢印)。

電子顕微鏡に よる観察では,内皮細胞のtrabecular

conagen sheetに 沿った基底部に,HMMに よって修

飾されたアクチン細線維東 (図 4,ネ 印)がみられた .

しかし,ア クチン細線維は線維柱網間隙側には少 な

かった。界面活性剤であるsaponinを 用いて可溶性蛋

白質を洗浄流出させているために,細胞質は明るくぬ

けて見えるが, ミトコンドリア,核等の細胞内小器官

の微細形態はよく保持されていた。また,ア クチン細

線維東内には dense bodyが 認められた(図 4,矢印).

アクチン細線維東は HMMと の結合によって特有の

“矢じり構造 ''と して観察された (図 5).線維東は縦

断面の部分 (図 5,ネ印)と ,横断面の部分 (図 5,**

印)がみられた。矢じり方向で示 されたアクチン細線

維の走行は,基底側形質膜 と水平方向に,帯状で連続

しているが,一定の方向性は認め られなかった。また ,

アクチン細線維に混在して ミオシン様線維も認められ

た (図 5,矢印).細胞膜には線維東 と結合する部に

dense material(図 6,矢印)が認められたが,矢 じ

りの方向は不明瞭であった。又, アクチン細線維束の

内側に散在する中間径(10nm)細線維も観察された(図

小 胞 体
(索翠み_で示つ

内 皮 細 胞

ミトコンドリア

10nmフ ィラメン ト

核

trabecu!ar c。 llagen sheet

宅 議 霧 =
図7 HMM修 飾法によるアクチン細線維存在部位

6,*印 )。 更に,ア クチン細線維東は細胞周辺部へも

広が りを見せ,trabecular conagen sheet側 に帯状に

存在していた (図 7).

IV 考  按

最 近 の フ ル オ ロ フ ォ ト メ ト リー (n uOrO‐

photometry)研究の進歩によって,従来より使用 され

ヽ
ヽ
ヽ

・ t■

,.

■■
‐.・



394

ていた緑内障治療薬で,交感神経作働薬 (エ ピネフリ

ン等)は房水流出量を増加させることによって眼圧を

降下させていることが明らかにされた1)2).我 々はこの

房水流出量の増加は,隅角線維柱網の形態変化による

流出抵抗の減少によるものと考え,本研究では,特に

隅角内皮細胞の細胞形状の変化 と房水流出抵抗との関

係について検討 した .

細胞形態と深 く関連する細胞内構造 として,細胞骨

格系を構成する細胞内線維が最近注 目されている。線

維成分は線維の太さによって徴小管,微細線維 (いわ

ゆるアクチン細線維)と ,両者の中間型 として中間径

細線維 (10nmフ ィラメント)の 3種類に分類されてい

る11)。 このうち,中間径細線維は細胞の形態保持に関与

し,微細線維は細胞の分泌能,貪食能や運動能など形

態変化において主要な役割を荷っていると考えられて

お り,ア クチン細線維の機能は G― アクチンから F‐ ア

クチンヘの重合や ミオシン線維 との共働により発揮さ

れるとされている3)12,13).

従来より, アクチン細線維の光顕 レベルでの証明と

して,蛍光標識 アクチン抗体法14),蛍
光標識 HMM

法15)等 が用いられていた。これまでに,Griersonら 16)

が, ヒト眼培養隅角線維柱網内皮細胞に蛍光抗体法に

よって多量のアクチン細線維が存在することを証明し

ている。しかし, この方法は長時間を要し,生体組織

での応用は困難である。本研究において用いた NBD‐

phanacidin法 は操作が短時間で細胞膜浸透処理が容

易であるために,細胞の微細形態が良好に保たれ,生
体組織にても使用が可能である。

この方法を用いた結果,隅角線維柱網部において,

アクチン細線維の存在を示す強い蛍光部位は aqueous

plexusの内側に,脈絡膜方向へ帯状に連続して観察 さ

れた。これにより,正常家兎隅角では,強膜岬がなく

周囲組織と区別できなかった隅角線維柱網が, この蛍

光所見からaqueous plexusに 接 して存在しているこ

とが明らかにされた。また,強拡大で強い蛍光は,隅
角線維柱に接 して線状に認められ, アクチン細線維は

内皮細胞内に存在することが示唆された (図 3).

隅角線維柱網内皮細胞内のアクチン細線維の局在の

電顕 レベルにおける観察に関 しては,Gipsonら 4)に

よってヒト眼で,又,Ringvoldら 5)に よってサル眼で ,

HMM修 飾法を用いて試みられている。しかし,いず

れもHMM浸 透のために,未 固定の試料を長時間グ リ

セロール処理 しているために,内 皮細胞の形態の損傷

が著しく,それに伴いアクチン細線維の細胞外流出も
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増加し,本来の全線維の観察には支障がある.本研究

では,我々は前固定 した試料を saponinで 処理す る7)

ことにより,微細構造を良好に保持 し,ま た,HMM修
飾後タンニン酸固定を行 うこと17)に よって,内 皮細胞

内に明瞭なやじり構造を示す, アクチン細線維を観察

することができた。

そ の結 果,ア クチ ン細 線 維 は,内 皮細胞 内 の

trabecular collagen sheet側 , 特ンこ基底1膜沿い|こ , 水

平方向で東状に存在し,さ らに周辺部にまで連続 して

いた.こ の様なアクチン細線維は,細胞運動と機械的

支持の,二重の構造を有していると推察される3).細 線

維は細胞膜にみ られた dense materialと も結合 して

いたが, この部での矢じり構造の方向は不明瞭であっ

た。このアクチン細線維束内には,又, ミオシン様細

線維が認められ(図 5,矢印), アク トミオシン反応で

この線維東が収縮 し得る可能性を示唆している.又 ,

細線維東内に dense bodyも 見 られ, これはアクチン

細線維束の収縮実験
18)で認められる dense bodyと 類

似していたことから,収縮能が存在することが推察 さ

れた.こ の収縮能を持つアクチン細線維を多量に含む

内皮細胞は,細胞 自身の収縮変形によって線維柱網間

隙を広げ,房水流出抵抗を減少させることが示唆され

る.

しか し,ア クチン細線維 の脱重合剤である cyto‐

chalasin Bを サル眼前房内へ注入し,内皮細胞を変形

させた り,動 きを止めると流出抵抗が減少する19),あ る

いは Ca‐■ee緩衝液による潅流ないしキレート剤であ

る EDTA(ethylenediaminetetraacetic acid)を 作用

させ低 Ca状態にすると,間腔にまたがっている内皮

細胞の突起内のアクチン細線維が脱重合され,流出抵

抗が減少するという報告もある20)の で,内皮細胞内ア

クチン細線維の収縮能,すなわち内皮細胞の形態的変

化と房水流出抵抗の減少との詳細な関係は,今後の研

究に待たなければならない。
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