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家兎前房隅角線維柱網におけるCa十 依存性ATPaSe活性の

酵素組織細胞化学的研究 (図 11,表 1)
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要  約
家兎前房隅角線維柱網における Ca十

+_ATPase活 性部位を酵素組織細胞化学的に光顕及び電顕を用いて観

察した。その結果,Ca‥ ‐ATPase活性は,線維柱網内皮細胞の細胞膜,ミ トコンドリア,小胞体膜に存在 し,

さらに細胞質内基底部側のアクチン細線維の分布に一致 して認められた。内皮の細胞質内に見られた潤漫性の

酵素活性はミオシンATPaseと 考えられ,Ca++依存性の収縮による細胞の活発な形態変化の可能性が示唆さ

れた。隅角線維柱網内皮細胞が,細胞膜の adenylate cyclaseを 介 し,細胞内の cAMPと Ca++濃度の変化に

対応した,アクチンーミオシン反応に起因する細胞収縮や弛緩による形態変化に伴って,房水流出低抗が調節

されていると推測された。 (日眼会誌 93:396-403,1989)

キーワード :隅角線維柱網,Ca++‐ ATPase,ア クチンーミオシン反応,房水流出抵抗
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Abstract

Cytochemical localization of Ca** -ATPase activity in endothelial cells of rabbit trabecular

meshwork was studied by the method of Ando et al.

Ca"t-ATPase activity was localized on the plasma membrane, mitochondria, endoplasmic

reticulum, and the basal cytoplasmic matrk, which includes the actin fllament bundles beneath the
basal plasma membrane. Ca+t-ATPase activity associated with membranous organelles was consider-

ably reduced by quercetin, an inhibitor of ATPdependent Ca"-transport. Changes in the concentra-

tions of Ca (1-10mM) greatly influenced the activity of the cytoplasmic matrix. The most intense

activity was obtained at lmM Ca.

These flndings suggest that Ca**-ATPase of mitochondria and sarcoplasmic reticulum is related

to the active uptake of Ca'* by these structures, and the reaction within actin filament bundles may

reflect actomyosin ATPase activity.
The function of cAMP and actomyosin ATPase reaction may be to provide contractility of the
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trabecular meshv7ork resulting in an alteration of out■ o、v resistance Of aqueOus humOr drainage.

(Acta Soc OphthaIIn01 Jp■ 93:396-403,1989)
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I緒  言

我々は 前 報1)に お い て,Gipsonと Anderson2),

Ringvold3)ら と同様に,前房隅角線維柱網内皮細胞に
は多量のアクチン細線維が含まれていることを証明

し, この細線維による内皮細胞の形態変化が房水流出

低抗に影響をあたえていることを推察した。

また,近年,細胞の形態変化を起こす運動能をはじ
めとして種々の細胞活動に,cyclic adenOsine mono―

phosphate(cAMP)と Ca++が,細胞内二次信号物質
として関与 していることが,多数報告されている4).

最近 ,我々は,cAMPを生成するadenylate cyclase
活性が線維柱網内皮細胞の細胞膜およびギャップ結合

(gap junction)に 存在することを電顕細胞化学的に検

図 1 線維柱網部 (矢印),集 合管,血 管壁に Ca++―
ATPaseの 活性を示す,黄褐色の発色が認められ
た.Si強膜,I:虹彩。 (× 200)

出し,cAMPに よる内皮細胞の形態変化が,房水流出
抵抗に影響を与えていることを推測した5).

本研究においては,内皮細胞における Ca十十動態をあ

きらかにするために,細胞内 Ca++代謝に直接関与する

ca十 +_adenOsine triphosphatase(ca十 ■_ATPase)活性

の内皮細胞における局在を,光顕ならびに電顕にて,
組織細胞化学的に証明し,房水流出調節機構について

検討した。

II 実験方法

Ca++‐ ATPase活性の組織細胞化学的検出は Ando

ら6)の クエン酸鉛法に従った。

実験動物としては正常成熟白色家兎を用い,sodium
pentbarbitulate(nembutal)麻 酔下で,眼球を摘出し,

図 2 ATPを 除いた対照実験では,酵素活性の発色
は認められなかった。(矢印 :線維柱網部)Si強膜 ,
Ii虹彩.(× 200)
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直ちに 2%パ ラホルムアルデヒド単独,又は, 2%パ
ラホルムアルデヒドと0.125%グ ルタールアルデヒド

混液 (8%薦 糖 を含 む0.lMカ コジル酸 緩衝液,
pH7.4)に浸漬し,角膜切開を加え,隅角部を強角膜と

ぶどう膜を含め5mmに細切した試料を4℃ ,30分から
1時間固定した。固定後, カコジル酸緩衝液で洗浄し

た試料を OCT Compound(Tissue Tek II)に包理し,

ieezing microtomeを 用い,30～ 50μ mに薄切した。
切片を Ethylenediaminetetraacetic Acid(EGTA)2

mMを 含む0.lMカ コジル酸緩衝液に15分間予備浸漬
することによって,組織中の Ca++を除去した。予備浸

漬後,反応液 (ク エン酸鉛法 :Ando et al.6)な いし硝

酸鉛法 ;Wachstein‐Meise17))で 37℃ ,15分間反応させ

た。反応後,0.lMカ コジル酸緩衝液で洗浄 し,電顕用

には, 1%緩衝四酸化オスミウムで10分間後固定,エ
タノール系列で脱水し,Spurseponに包理した。超

薄切片を作製し,酢酸ウラニール単染色を施し,電顕
で観察した。又,光顕用には反応終了後,試料を蒸留
水で洗浄し, 1%硫化アンモニウム溶液で 1分間の発

色を行い,グ リセリンゼ リーに封入し,検鏡した。
対照実験としては,(a)CaC12を 除いた反応液,(b)

ATPを 除 いた反応液,(c)0.lmMク エルセチン

(quercetin:膜 輸送系 ATPase阻害剤)6)8)を 添加した

反応液を用いてそれぞれ反応させた。 また,反応液中
の CaC12 1,5,10mMそ れぞれの濃度に対する,酵素

活性の賦活効果を検討した.

III 結  果

(1)光顕的観察

1,5,10mMい ずれの濃度の Ca十 +存在下において
も,濃い茶色で染色された濃い Ca++‐ ATPase活 性が

強膜に沿った線維柱網部に認められた (図 1,矢印)。

又,線維柱網部に連なる集合管,強膜毛様体内の血管
壁にも強い Ca++‐ATPase活性が認められた.反応液
よりCa十 +を除いた対照では,線維柱網部,集合管にわ

ずかな Ca++― ATPase活性反応が認められたが,ATP
を除いた対照では活性反応は認められなかった(図 2,

矢印).

(2)電顕的観察

2%パ ラホルムアルデヒド単独固定後,反応 (ク エ

ン酸鉛法 pH 9.0)せ しめたものでは,酵素活性を示す ,

燐酸鉛の沈着は細胞形質膜全周(図 3,矢印), ミトコ

ンドリア基質 (図 4a,矢印),小胞体膜 (図 4b,矢 印)

に認められた.それ以外に細胞質内の基底部側に溺漫

性の沈着も認められた (図 3,キ 印 )。 この細胞質内基

底部側の燐酸鉛の沈着は,ア クチン細線維東領域に限

日眼会誌 93巻  3号

図3 酵素活性を示す鉛の沈着は,細胞膜 (矢印),ミ トコンドリア基質,小胞体膜と,
細胞質基底部側にび漫性に認められた (ネ 印).(2%パ ラホルム単独固定,反応後
pH9.0)TC:Trabecular conagen sheet(以下同)(バ ー,0.lμ m)

*
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図4a ミトコンドリア基質にCa++‐ ATPaseの 反応
産物の沈着が認められた (矢印).(バ ー,0.lμm)
図4b 小胞体膜にCa++ATPa"の反応産物の沈着が
認められた (矢印)。 (バ ー,0.lμ m)

局し (図 5,+印 ),10nm(中 間径)フ ィラメント領域
には観察 されなかった (図 5…印).こ の細胞質内の

Ca+tATPase活 性反 応 は Ca++濃 度lmMな い し5
mMで は強かったが,10mMで は減弱した。
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図5 Ca++‐ATPaseは ,の反応産物の沈着細胞質基
底部側にび漫性に認められ (*印 ),中間径 (10nm)

線維領域には認められなかった (**印 ).

2%パ ラホルムアルデヒドと0.125%グ ルタールア
ルデヒド混合固定では,細胞膜への燐酸鉛の沈着は認
められたが (図 6,矢印),小胞体, ミトコンドリア,
細胞質内基底部側への燐酸鉛の沈着は,認められな
かった (図 6, ネ印).

反応液にクエルセチンを加えたものでは,細胞膜ヘ

家兎前房隅角線維網におけるCa++依存性ATPase活性 。小林他

図6 2%パ ラホルムアルデヒドと0.125%グ ルタールアルデヒド混合固定では,細胞
形質膜におけるCa‐―ATPaseの反応産物の沈着は認められたが (矢印), ミトコン

ドリア,小胞体膜,細胞質内の反応産物の沈着は,減弱ないし消失した(*印 ).(バ ー,

lμm)
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の燐酸鉛の沈着は認められず (図 7,矢印), ミトコン

ドリアおよび細胞質内の燐酸鉛の沈着は, 2%パ ラホ

ルムアルデヒド固定の場合と同様に,認められた (図
7, ネ印).

pH7.2の 反応液を用いた場合 (硝酸鉛法)では,細胞

膜のみに燐酸鉛の沈着が認められた (図 8,矢印)。
基質を除いた対照においては,いずれの部位でも酵

素活性を示す燐酸鉛の沈着は認められなかった (図

9).

日眼会誌 93巻  3号

表 1は以上の結果をまとめたものである.ま た,い

ずれの場合でも conagen sheet内 に認められた燐酸鉛

の沈着は非特異的なものである.

一方,集合管内皮細胞においては,細胞膜, ミトコ

ンドリア,小胞体膜に強い燐酸鉛の沈着が認められた。

IV考  按

近年,β・交感神経作働薬による眼圧降下作用は房水

流出抵抗の減弱によることが報告 されている
9)10)。 こ

図 7 反応液にクエルセチンを加えたものでは,細胞膜の Ca++―ATPaseの反応産物
の沈着は認められず(矢印),細胞質内の反応産物の沈着は 2%パ ラホルム固定時と
同様に,び漫性に認められた (ホ印)。 (バ ー,0.lμ m)

図8 pH7.2の反応液を用いた場合(硝酸鉛法)では,細胞膜にのみ Ca++‐ ATPaseの

反応産物の沈着が認められた (矢印).TS:trabecular space(バ ー,0.lμm)
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反 応 部 位

実 験 条 件
細 胞 膜

形 質 内細

線 維 領域

ミトコンドリア
小胞体膜

クエン酸鉛法(pH 9o)
パラホルムアルデヒド単独固定 十 十 十

同 上
グルタールアルデヒド混合固定 十

同 上

クエルセチン添加
(膜 の Ca十十_ATPase阻 害 )

十 十

同 上

対照 :ATP無 添加

硝酸鉛法  (pH 72) 十

の流出抵抗の低下は,隅角線維柱網内皮細胞の形態変
化によるものであることが推定され, これまでにも内

皮細胞の形態変化の原動力 となるアクチン細線維

(aCtin ■lament)の 存在が形態学的に証明されてい

る1)-3).

さらに最近,細胞の運動性や endocytOsis等種々の
細胞活動に関して cAMPや Ca++が細胞内二次信号物
質として関与していることが知られてきている。

一方,cAMPについては,西村ら5)は ,房水流出を調
節する隅角線維柱網において,cAMPを 生成する ad・
nylate cyclase活 性が内皮細胞の細胞膜およびギャッ

プ結合 (gap junctiOn)に存在することを示し,cAMP
による内皮細胞の形態変化が房水流出抵抗に影響を与

えていると推測した。

本研究においては,Ca+・ について,細胞内 Ca++代謝
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に直接関与する Ca++‐ATPase活性の内皮細胞におけ
る局在を明らかにし,房水流出調節機構を検討した。
ca十■とcAMPは 細 胞 内二 次 信 号 系 (secOnd‐
messenger)と してほとんどの細胞に存在することが

知られており,細胞内 Ca++は酵素や代謝機能の調節 ,
細胞骨格系の活性化, イオンチャネルやイオンポンプ

系の制御等に関与することにより,細胞一般の機能で
ある増殖性,運動性,分泌,貪食,膜輸送の賦活化等
に重要な役割を果たしている4).ca++は 形質膜の能動

輸送系によって細胞外に出される一方,Ca十■チャンネ

ルなどによって細胞内に入り, ミトコンドリア,小胞
体に貯蔵され,こ れらの生体膜を境として著しい Ca++

濃度差が形成されている。

cAMPと Ca+■はそれ 自身互いに密接な関係にあ
る。adenylate cyclaseに よって生成された cAMPは

,

ミトコンドリアや小胞体などの膜性構造物内の Ca+■

を膜外に移動させ,細胞質内 Ca++濃度を上昇させ,細
胞活性を高める。また,こ の膜外 Ca++濃度がたed
back機構を介して,adenylate cyclase賦 活化を調節
している。この様な相互作用によって secOnd messen_

gerと しての機能が営まれているH).

過 去 に Tarkkanen A.ら 12)が ヒ ト眼,谷 口13)と

Futa14)が家兎眼において前房隅角の ATPaseの 局在
を Wachstain‐ Meisel法 7)を用いて報告した。しかし,
この方法では,我 々の実験結果に於いて記載した様に,

隅角線維柱網内皮細胞の細胞膜のみに活性が認めら

家兎前房隅角線維網におけるCa十■依存性ATPase活性・小林他

図9 ATPを除いた対照実験では,いずれの部位にも,Ca++‐ ATPaseの反応産物の
沈着は認められなかった (バ ー,o.lμ m)

表 1 実験条件別の Ca++‐ ATPase活性反応部位
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れ,ATPaseに よる膜輸送経路の存在を推定するのに

止まっている。

本研究において,我々は,Andoら のクエン酸鉛法を

用いることによって,線維柱網内皮細胞における Ca十
■

代謝に関与する Ca++‐ATPase活性が細胞膜, ミトコ

ンドリア,小胞体,お よび細胞質内基底部側に存在す

ることを観察した (図 10:反応部位を模式図で示す).

そして,細胞膜における反応は, クエルセチンによっ

て阻害されたことから,膜能動輸送系 ATPase活性に

対応する
8)と 考えられる。また,細胞質内基底部側に瀾

漫性に見られた沈着物はグルタールアルデヒド混合固

定では失活してしまった (表 1)こ とから,収縮に関

係する Ca+十依存性の ミオシンATPase活 性を示して

いると考えられる
6)15).

我々は,線維柱網内皮細胞におけるアクチン細線維

の局在を,光顕的には NBD‐ phanacidin法 で,また ,

電顕的には heavy meromyOSin法 で検討し,ア クチン

細線維が基底膜側に多量に存在することを証明し

た1).興 味あることに,本研究結果におけるミオシン

ATPase活性に対応す る Ca++―ATPaseの 活性部位

β―交感神経作働薬

AT,

AT,

トリア・小胞体

日眼会誌 93巻  3号

が,光顕的ならびに電顕的に,線維柱網内皮細胞内の

アクチン細線維の存在部位と,ほぼ一致した。

一方,非筋細胞内のアクチン細線維は一般の筋細胞

同様,Mg,ATP存 在下で Ca++に依存性でアクチン

ー ミオシン反応により収縮作用を有することも,証明

されている16).

(1滋霧で示つ
内皮細胞

小 胞 体

ミトコンドリア

10nmフ ィラメント

核

trabecular collagen sheet

=郵==摯
=“
エ     アクチンフィラメント

図10 Ca++‐ ATPase活性反応部位

Ca■

細 胞 外

cat-ATPase
内皮細胞形質膜

細 胞 内
Ca■ チャンネル

ヽ
ヽ
ハ

ー

，

Ｐ
‐

Ｖ

放

●,,′

C●

細胞内C計濃度の上昇

ミオシンCa■―ATPaseの

活性化

収 縮

受容体

内皮細胞の形態変化

房水流出抵抗の変化

図11 細胞内 Ca++‐ ATPaseの 局在と作用
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以上のことから,次の様な線維柱網内皮細胞におけ
る房水流出機構の一つの経路が推察される。線維柱網

では神経線維や自由終末が認め られ,房水流出の調節
には交感神経系が関与 してお り17),β_交感神経作働薬

点眼により流出抵抗を低下 させ ることも知 られてい

る。)10).図 11に示 した様に,β 作働物質が内皮細胞膜上

の adenylate cyclaseを 賦活 し,細胞内 cAMP濃 度が
上昇する。そ して,cAMP依 存性蛋白キナーゼが活性
化され,膜カルシウムチャ不ルの燐酸化を起 こす こと
によって,チ ャネルが開 き,細胞内に Ca++が 流入す
る18).さ らに, ミトコン ドリアや小胞体に存在す る
Ca++‐ ATPaseに よって,貯蔵 されていた Ca十+も ま
た,cAMPに よって細胞質側に放出される19).結果的
に,細 胞 内 Ca++濃 度 が 上 昇 し,ミ オ シ ン Ca■ +_

ATPaseの 活性化が起こり細胞収縮が誘起され,内皮
細胞の形態変化に伴って,流出抵抗に変化が生 じると
考えられた。また,細胞膜の Ca++‐ATPaseは 膜 カルシ
ウムチャネル とは別に,Ca++の流出に関与すると考え
られた。

しか し,ア クチン細線維 の重 合 を阻害す る cyto‐
chalasin Bや EDTA(ethylenediaminetetraacetic

acid)を作用 させると,流出抵抗が減少するとい う報
告20)21)も あ り,内皮細胞の形態が三次元的にどのよう
に変化 し,流出抵抗に関係 しているのかは今後更に詳
細な検討を要すると思われる。
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