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ヒ 冂 艮に お げ る 球 後 視 神 経 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 仟爿:卜

福 地 健 郎・岩 田 和 雄( 新牡人学臼`昂¦心科学放水)

要  約

ヒ ト眼, 正常 球後視 神経 におけ るtype l̃V collagen, laminin,  fibronectin の存在, 分 布に つい てbiotin-

streptavidin system を用い て免 疫組 織化 学的 に観 察し た. 間質 コ ラゲ ンであ るtype l 及 びtype 111 collagen

は軟 膜中隔, 軟膜, くも膜, 硬膜, 中心勳 静 脈周囲 のadventitia な どの問質 結合 組 織に び まん性 に認 めら れた.

一方, 基底 膜 の成分 であ るtype IV collagen 及 びlaminin は視 神経 線維 束 と軟膜, 軟膜 中隔, adventitia と

の境 界 に線状 に限局 して い た. また血管 壁, くも膜 も同様 に染 色 された. type V collagen 及 びfibronectin は

同 質 結 合 組 織 と基 底 膜 の両 方 に確 認 さ れ, 従 って 前 者 と後 者 が 複 合 し た パ ター ン で 染 色 さ れ た. た だ し

fibronectin で は基底 膜組 織で の染 色が より顕 著 であっ た. これ らは視 神経萎 縮, 緑内 障, そ の他視 神 経疾 患に

お け る細胞 外マ ト リッ ク スの変 化, 役割 を理解 する際 の 正常 コ ン ト ロ ール と な る と考 え ら れ る.( 日眼 会 誌

93 : 962-968,  1989)

キーワード: ヒト眼, 球後視神経, 細胞外マトリックス, 免疫組織化学

E χtracellular Matrix of the Human Retrobulbar Optic Nerve

Takeo Fukuchi and Kazuo Iwata

Department  of Ophtゐα/。θlogy, Niigala びniversity, School が 有心詒・a

Abstract

The presence and distribution of laminin, fibronectin and type l through V collagens were

determined in the human retrobulbal optic nerve using a immunohistochemistrical method, the

biotin-streptavidin  (B-SA)  system. Type l and type Ill collagens, which were interstitial collagens,

were detected diffusely within pial septa, pia mater, arachnoid membrane, dura mater and adventitia

around the central retinal artery and vein. Type IV collagen and laminin, which were basement

membrane materials, were localized linearly along- the borders between optic nerve fascicles and pial

septa,  adventitia,  pia mater. Also They were also stained in all vascular walls and the arachnoid

membrane.  Type V collagen and fibronectin were detected both in the interstitial connective tissues,

diffusely, and in the basement membranes, linearly.  Fibronectin was stained more intensively in the

basement menbranes than type V collagen. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93 : 962-968, 1989)
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I 緒  言

近年, 眼科領域でも細胞外マトリックス1)̃7)が注目

さ れてお り8)̃22),既 に視神 経 乳頭8)̃12),角 膜14)鵈 網

膜16) 叫̃ 前房隅 角8)21)22)などにつ い て 各成分 の分 布, 局

在, さ らに眼 疾患 と の関連 につ いて 研究, 報 告さ れて
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いる.- 力, 球 後 視神経 に関 して 存在 成 分につ いて の

報告8)l椒まあ る馘 詳細 な局 在に つい ての 報告18)や視 神

経疾患 にお け る変 化, 役 割につ い て の研究 はわ ずかで

あ る.

今回, 私 達は 手術的 眼 球摘 出を 行 った61 歳人 眼球 後

視神 経の細 胞外 マ ト リッ クス, 特 にtype l̃V col-

lagen,  lan!inin. 石bronectin の 分布につ い て酵 素抗 体

法染 色を 用いて 光学 顕 微鏡的 に観 察し た. これ は球 後

視神 経に関 す る組織 学的 研究 の ひとつ であ り, 各種 視

神経疾 患 におけ る細 胞 外マ ト リッ クスの変 化に つい て

研究 する際 の 正常 コン トp- ル として 意義 あ る もの と

考え ここ に報告 す る.

II 実 験 方 法

実 験に は右 眼脈絡 膜悪 性黒 色腫 の 疑いで 眼球 摘出 術

を 行われ た61 歳女 性の眼 球を 用い た.

眼 球は手 術的 摘 出後, 0.1M phosphate buffered

saline (PBS) で洗 浄し, 球 後1 .Omn! の部 位で 視神 経

を切 断, それ よ り後方を 球後 視 神経 部とし て 今回 の観

察 に用 い た. 組 織 は 未固 定 の ま ま す み や か に プ ラ ス

チ イク 製 包 埋 皿 に 入 れO.C.T.  compaund  ( と も に

TISSUE-TEK 社) を加 えた 後,-70 ℃チ オペ ソ タソ中

で急 速凍 結包 埋し た. 包埋後-70 ℃ フ リ ーザ ー中で 保

存し た. 酵 素抗 体 法染 色はSTRAVIGEN Immunohis-

tology Kit  (BioGenex Laboratories 社) に よ る

biotin-streptavidin  (B-SA)  System で 行 っ た.

Microtome-Cryostat  (INTERNATIONAL EQUIP-

MENT 社) を-20 ℃に設 定し, 厚 さ6̃8 μn! の凍結 切

片を 作製 した. 切 片はあ ら かじ め0.01%poly-L-lysine

1 Sigma 社) を 塗 布 し た ス ラ イ ド グ ラ スに 張 り 付 け

た.
 -20

℃の冷 ア セト ンにて5 分間固 定, 風乾し た 後に

0.01M PBS に て洗 浄し た. 以 下 の 処理 は すべ て室 温

下 の湿室 内で 行っ た. まず内 因 性 ペル オキシ ダ ーゼの

ブ ロ ッキン グのた めに3  %H202 で5 分間, 非 特異的 結

合 のブ ロ ッキン グのた めに5  %normal goat serum で

30 分間処 理し た.

一 次抗 体 として はrabbit anti (bovine)  type l col-

lagen(  1:600),  rabbit anti(bovine)type II collagen

(I : 400),  rabbit anti(bovine)type Ⅲcollagen 囗:

800), rabbit anti (bovine)  type IV collagen (1:

1000), rabbit anti (human)  type V collagen (1:

600), rabbit anti(mouse)  laminin 囗:1500),  rabbit

anti  (mouse) fibronectin 囗:1200)  ( 以 上 すべて

AD ・VANCE 社) のpo 】yclonal antibody を 用い た. 以
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上 の一 次抗 体を90 分間反 応 させ た. negative control

とし て非 標識nom!al rabbit serum を 用いた. つづ い

て二 次抗 体(biotinylated goat anti-rabbit immunog-

lobulin). さらに に標識 試 薬(horseradish peroxidase

labelled streptavidin) を そ れぞ れ40分 間反応 させ た.

発 色 はDAB  (diaminobentidin) も し く はAEC(3-

amino-9-ethylcarbazol) で行 った. 一 部の切 片は ヘマ

ト キシ リソで対 比染 色を 行 った. ク リス タルマ ウント

(Biomeda 社) で封 入し た後, 光学 顕微 鏡で 観察し た.

Ill 結  果

今 回の 標本で 酵 素抗 体法 によ る細胞 外マ ト リヽ,クス

の染 色 は視 神 経横 断面 の 各部 で 認め られ た. DAB で

発 色した 切片 は褐 色に, AEC で発 色し た切 片は赤 色に

染 色され た. 球後視 神 経に関 して, 新 鮮凍結 包埋, 切

片作 製後 に冷 ア セトン 固定を 行 った標 本で は, 各種一一

次抗 体, BSA system での反 応は 良好 であ った が, 切

片 の形 態 保 持 の 点 て多 少問 題 が めっ た. 全体 を通 じ

type l collagen とtype Ill collagen ( 図1),  type IV

collagen とlaminin  ( 図2  ), type V collagen と

fibronectin (図3) はそ れぞ れ類似 した 染色 パタ ーンを

示し てい た. type II collagen はい ず れの部 位に も有意

の染 色 像は 認めら れな かっ た. コント ロ ール とし て用

い た非標 識nomal rabbit serum に対 す る有意 の染 色

像 も認め ら れな かった( 図3).

(1) type l collagen ( 図1A),  type Ⅲcollagen  (図

IB,  C)

視神経 線維 重 の間隙 であ るpial septum にび ま ん性

の染 色 が認 めら れた( 図1A,  C). さらにpia mater,

arachnoid,  dura mater ( 図IB), 網膜中 心勣 静脈 周

囲 のadventitia な ども ほ ぼ同 様 の 濃 度 で び ま ん 性 に

染 色さ れた. 網膜 中心 動静 脈, 視神 経周 囲結合 組織内

の血 管 な どもそ れを とり まく よ うに び まん性に 染 色さ

れた.

(2)  type IV collagen ( 図2A,  B,  C),  laminin  (図

2D)

視神 経線 維重 とpial septum との境 界部 に線 状 の染

色が認 めら れた( 図2A,  B). こ の染 色は視 神経 線維 束

を 完全 に取 り囲 んで おり どの部 位に も例 外な く認め ら

れた. 視神 経の 周辺 部のpia mater との境 界に 同 様の

染 色 が認め られ, こ れら の成分 がpia mater 中 に突 出

し てい る 像が認 めら れた(図2B).  pial  septum の結 合

組織そ の ものに は染 色 が認 め られ ず, pial septum 内

では 血管 の周囲 にの み染 色が認 めら れた. 視神 経線 維
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図1A 〔視 神 経 周辺 部, type l collagen,  AEC, 対比 染 色( 十), ×20]pial septum, pia mater が び ま

ん 性に 赤 く染 色 され て い る.B じ視神 経 周 辺部, type Ⅲcollagen,  DAB, 対 比 染色( 十), ×33]pia

mater,  arachnoid,  dura mater の3 層 の 視 神 経鞘 は い れず もび ま ん性 に 染 色さ れ て い る.C 〔視 神

経 内type Ill collagen, DAB, 対比 染 色(-), ×100]pial  septum 全 体 が び ま ん性 に染 色 さ れ てい

る. 血 管 周囲( →) も ほぼ 同 様 の濃 度 で 染色 され てい る.

図2A 〔視 神経 中 央 部type IV collagen, DAB, 対 比 染 色( 十),×20 〕視 神経 線 維 束 とpial  septum

及 び中 心 動静 脈 周 囲 のadventitia  (AD) との 境界 が 線 状に 染 色 さ れて い る. 中 心 動脈(CA), 中 心 静

脈(CV) の 周 囲 も 染 色さ れ てい るが 中心 動 脈 に よ り強 い.B 〔視 神経 周 辺部. type IV collagen,

DAB, 対 比 染 色( 十),x100 〕 同 様に 視 神 経線 維 束(OF) とpial septum, pia mater (PM) との 境

界 が線 状 に染 色 さ れて い る. こ の染 色 がpia mater 内 に突 出 し た 部分( ▲) が見 ら れ るがCohen の

“pale subsurface fillet" に一 致 し た 染 色 と考 え られ る. pia mater, pial septum 内 の血 管( →) も染

色 され てい る.C 〔視 神 経 周辺 部, type IV collagen, DAB, 対 比 染 色( 十), ×33]pia mater (PM)

とdura mater (DM) はarachnoid  CAR) 側 の表 面 が ともに 線 状 に 染色 さ れ てい る( ▲).  arachnoid

は そ の表 面 を 被 わ れ る よ うに染 色 が 認め られ る.D 〔視 神 経 内, laminin,  DAB, 対 比 染 色( 十), ×

100 〕type IV collagen と同 様 に視 神 経 線維 束(OF) とpipiall septum (PS) と境 界 が線 状 に染 色 さ

れ て い る. pial septum 内 の血 管( →) も染 色 され て い る.

図3A 〔視 神 経内. type V collagen, DBA, 対 比 染 色(-), ×20]pial septum が び ま ん性 に染 色 さ

れて い る( ▲).  type l, Ⅲcollagen に比 べ 視 神経 線 維 東 と の境 界 に よ り染 色が 強 い 傾向 が 見 られ る

(→).B 〔視 神 経内, fibronectin,  DAB, 対 比 染色( 十), ×50]type V collagen と類 似しpial  septum

やadventitia  (AD) は び ま ん性 に 染 色 され, さ らに 視 神経 線 維 束 との 境 界( ▲) 及 び中 心 静 脈(CV)

を始 め 血 管周 囲( →) が より 強 く染 色 さ れて い る.C 〔視 神経 周 辺 部, control,  DAB, 対 比 染 色( 十), ×

33 〕 非 標識normal rabbit serum に 対し て はい ず れ の部 位 に も染 色 像は 認 め られ な か った.

(OF ; optic nerve fascicules, PS ; pial septum, PM ; pia mater, AR ; arachnoid, DM ; dura mater,

AD ; adventitia, CA ; central artery, cv ; central vein)
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束内 には 血管 に伴 う と考 え られ る染 色が認 めら れた.

arachnoid で は周 囲を取 り巻 く ように 線 状, 輪 状 に染

色 されて いた. pia mater, dura mater で はarachnoid

側 の表面 を被 うように線 状 に染 色され, そ の他血 管 に

伴 う線状 の染 色が 認め られた( 図2C). 網膜中 心動 静脈

周 囲に も濃厚 な染 色が認 め られ るが, 静脈 に比 べ動脈

に より染 色が 強か った( 図2A).  adventitia 内 もpial

septum と同 じ く血管 周囲 のみが 染 色さ れた.

(3)  type V collagen  (図3A),  fibronectin  (図3B)

前 二 者 の 複 合し た パ タ ーンで 染 色 され た. つ ま り

pia】septum,  pia mater,  arachnoid,  dura mater,

adventitia など の間質 組織 はび まん性 に染 色 さ れ, そ

れに 加え て視神 経線 維束 とpial septum, pia mater の

境 界部, 各部に おけ る血管 周 囲が よ り強く線 状に 染色

され てい た. 網 膜中 心動 静脈 の周 囲もtype IV col-

Iagen な どと同 様に染 色 され たが や は り動 脈が 静 脈に

くら べよ り濃厚 であ った. た だし, type V collagen で

はび まん 性染 色の傾 向が 強く, 一 方fibronectin につ い

ては 線状 の染 色が顕 著であ る とい う点で多 少違 い が認

めら れた.

IV 考  案

細胞 外 マト リ ックスは生 体の 細胞 集団 また は遊 離細

胞 の間 隙を 満た す様 々な巨 大 分子の 集合 体であ り, 組

織の 硬度や 弾性を 規定 し, 組織 の構 造の維 持 のみ なら

ず細胞 の生 存環境 を提 供し, 細 胞の 分化や 増殖 に 影響

を 与 える もの と され てい る1) 气̃ 現時 点で 細 胞外 マト

ド タク ス の 成 分 と し て はtype l̃ χII collagen,

laminin,  fibronectin, elastin, vitronectin, tenescin,

glucosaminoglycan など が知ら れて いる が, これ らは

大 きく線 維成 分 を構 成 す るcollagen とelastin, い わ

ゆる無構 造 物質 として 認め られ るproteoglycan, 及 び

fibronectin, laminin な どの糖 蛋白 質 に分け られ る4)5).

近年, 細 胞 外マ ト リック スに関 する研 究 の進歩 に伴い

臨床 の 分野で も各種疾 患に おけ る変化, 役 割な どにつ

い て 盛 ん に 研 究 さ れ て い る. 眼 科 領 域 で も 既 に 角

膜14)15)17)̃19),網 膜16)̃20),視 神 経 乳 頭8)̃12),前 房 隅

角8)21)22)などで, そ の局在, 分布 さらに 各種 眼疾 患 との

関 係につ いて 研究 が行 われ てい る. 私 達は 今回 ヒ ト眼

球 後視 神経 の細胞 外 マト リッ クスの 分布, 局在 につい

て 光 顕的 に観 察 し た. 視 神 経 の構 造 に 関し て は既 に

Cohen23', Anderson ら24)25)らに よって 電顕 レベ ルの 微

細 構造 まで詳 細に観 察 されて い る. 今 回の 目的 は細胞

外 マト リ ック スの 分布 とい う観点 から 球後 視神経 の構
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造を 再検討 す るこ とにあ り, こ の研究 は組 織学的 見地

によ っ たもので あ る.

まず, 視 神経 の間 質結 合組 織 としでdura mater.

arachnoid,  pia mater の3 層 の視 神経鞘, pial se-

ptum, 中 心動 静 脈を 取 り巻 くadventitia があ げ ら れ

る23)̃26)が, こ れら の各 部は抗type  I及びtype  III co】-

lagen 抗 体に対 して び まん性 に染 色 された. type  I col-

lagen とtype Ⅲcollagen は 線維形 成 性の 間質 コ ラ ー

ゲン の代表 であ る. type l collagen は いわ ゆ る間質結

合 組織 の主 成分 であ り広 く全 身に 分布 して い る. そ れ

に対し てtype Ⅲ は 胎生 期皮 膚や 新生 結合 組織 に豊富

に存在 し, その 他type l に伴 って 少量 成分 とし て存在

す る とされ てい る. またtype Ⅲ は細 網線維 を構 成 す

る=1 ラ ーケン と考 えら れて い るI)2覽 眼組 織 につ いて

はKonomi ら13'は強 膜に はtype l のみ が存 在し, 強膜

篩 状板, dura mater と眼球 外壁 の移 行部, 脈絡膜 血管

な どでtype l とtype Ⅲ が ともに 認め られ た と報 告し

て いる. 今 回の結 果で は球 後 視神 経に関 して は どち ら

の 成分 につい て もそ の局在 に 差は なく, dura mater.

pia mater, pial  septum など の間質 結 合組 織は等 し く

染 色さ れて いた. 間質 コ ラ ーゲン の一つ であ るtype II

collagen は 全身的 に は主 に軟骨 に 存在2)33し, 眼組 織に

関 してSwan ら27)はbovine の 硝 子 体中 に 存 在 す るこ

とを報告 して い る. 今回の 結果 では 視神 経内 のい ずれ

の 部位 にもtype II collagen に対す る染 色は 確認 され

な かっ た.

一 方. type IV collagen は基底 膜 コ ラー ゲンとし て,

またlaminin は基 底膜 を構 成す る糖蛋 白 質の 一つ とし

て知 ら れてい る2川6).電 顕的 に は 前 者が 基底 膜 全体 に

存在 のに 対し て, 後者 はlamina lucida に局 在す る点

で多 少 異 なる と されて い る2)が, 光顕的 観察 では そ の

判別 は不可 能で 今回 の 観察で ほぼ 同 様の 染色 像が 得ら

れた. まず特 徴的 なの は視 神経 線維東 とpia mater.

pial septum. adventitia な どの間 質結 合 組織 との境 界

に沿 って 線状 の染 色が 認め られ た. nerve tissue 及び

oligodendroglia は 結 合 組 織 や 血 管 と の 間 に

astrocyte の突 起が 存 在 し て い る. こ のastrocyte は

nerve tissue, oligodendroglia 側 にはbasement mem-

brane を 持たず, それ に対 して 結合 組織, 血 管 との境 界

にはbasement membrane を 持 ってい る. こ の境 界部

はneuroectoderm  mesoderm junction と呼ば れて い

る20)22)がこ の基 底膜 成 分が線 状に 染 色さ れた もの と考

えら れる. 特に 視神 経 周辺部 のpia mater との境 界 部

にはこ れら の成 分の突 出し た 像が 認め ら れ, Cohen19'
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の"pale subsurface fillet"と呼 ば れるastroglia のpia

mater へ の突 出部 に涓 った基 底膜 成 分と 考えら れる.

pia mater. pial septa, adventitia 自身 は染 色 されず,

その 中に 存在 する 血管 の基底 膜 と考え られ る円形 の染

色 像が多 数観察 さ れた. またarachnoid は線 状, 輪 状

に染 色 されmeningeal cell の 基 底膜 に 対 す る染 色 と

考え られ た.

type V collagen は まず 基底 膜へ の存在 が報 告 さ れ

たが, 実際 には 細胞 の表 面, 他の型 の コ ラー ゲン線維

の周 囲に 存在し, 様 々な 結合 組織 に広 く分 布す るこ と

が報 告さ れ2)現在 ではtype l, Ⅲcollagen など とと も

に 線 維 性 の 間 質 コ ラ ー-ゲ ン の 一 つ と 考 え ら れ て い

る15). 一一方, fibronectin は 基底 膜, 細 胞表 面, 血 漿中

など 広く存 在し てお り, 主に 細胞相 互, 細胞 と基 質 の

組織 の接着 の役 割を 果た してい る こ とが推定 さ れてい

る2川. 今回 の観 察で はこ れら二 つ の成 分に関 して は共

に結 合組織で は び まん性 に染 色 され, さら に基底 膜で

は線 状に染 色が 強調 され た像 が得 られ た. 間 質結 合組

織に 広く 分布す るの に加 え基 底膜 に も存 在 する とい う

点 で 類似し てい るた め と考え られた. た だし, type V

collagen で は 間 質 結合 組 織 に対 す るび まん 性 の 染 色

が強い のに対 し て, fibqonectin は基 底膜 組織 に対 する

線 状 の 染 色 が よ り 強 い 点 で 多 少 異 なっ て い た.

fibronectin に 関し て, 中 枢 神経系 ではmajor compo-

nent で は な い7)と さ れ て い る かに 視 神 経 乳 頭 部 で

scleara な ど の同 質 結 合 組 織 で も 認 め ら れ た と の 報

告9)があ り, ま た視 神経 につ い て蛍 光 抗 体法 で検 出 し

た報告18)とほぼ 同様 であ る こと から今 回の 結果 は妥 当

なも のと考 えてい る.

ただし, 今回 の実験 に用 いた 一一次 抗体 に関 して, 特

にtype Vl̃ χII collagen とのcross-reaction につ い

て は検討 され てい ない. 今後 この 点 につ い て も確認 し,

さらにtype Vl̃XII collagen につい て もそ の分布,

局 在を検 討 の予定 であ る.

擱筆にあたり写真作製等で御協力いただきました荒本幸

雄技官に深謝いたします.
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