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正常猿眼における視神経節状板 e細胞外マ トリックスの

免疫組織化学的分析

福 地 健 郎

新潟大学医学部眼科学教室

要  約

正常猿眼視神経論状板の細胞外マ トリックス,特に conagen type I～ VI,laminin,■ bronection,α ‐elastin

の分布・局在について biotin‐ streptavidin systemを 用いて免疫組織化学的に観察した。conagen type I及

び type IIIは 強膜に連続 し,飾状板の laminal beamが びまん性に染色 された。中心血管周囲の adventitiaに

も連続 してお りこの部もやはりびまん性に染色 された。conagen type IV及び lamininは 飾状板ではlaminal

beamの縁に沿って線状に存在 し, また beam内 の血管 もring状 に染色 された。conagen type V, VI,

■bronectinは type IIIな どと同様,飾状板の beamに びまん性に存在 したが,beamの 縁や血管に線状の強い

染色を伴っていた。α‐elastinは glial column,laminar beam内 に視神経線維を横切るように細かいband状

に豊富に認められた。これらの結果から細胞外マ トリックスの conagenを 始めとする蛋白成分の分布・局在に

関 して,既報の人眼と猿眼で差は認められず質的に同一であると考えられた。 (日 眼会誌 94i1024-1030,

1990)
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Abstract

The presence and distribution of collagen type I through VI, laminin, fibronectin and alpha-

elastin were demonstrated in the normal monkey optic nerve lamina cribrosa, using a immunohisto-
chemical method, the biotin-streptavidin (B-SA) system. Interstitial collagens, collagen type I and III,
were detected diffusely within laminar beams continuously with surrounding sclera. The adventitia
around the central artery and vein, and pial septa were also stained with collagen type I and III.
Collagen type IV and laminin, which were basement mambrane materials, were localized linearly
along the margin of the laminal beams, pial septa and adventitia. They were also stained in all
vascular walls. Collagen type Y, VI and fibronectin were similar with collagen type I and III, but their
linear staining was more intense onto the margin of the laminar beams and the pial septa. Rich
immunoreactivity for alpha-elastin was found in the glial columns and the laminal beams. The
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presence and distribution of the structural protein components of the ECM of the monkey optic nerve
lamina cribrosa was the same as that previously reported in human. (Acta Soc Ophthalmol Jpn g4:
1024-1030, 1990)

Key words : Normal monkey eye, Optic nerve lamina cribrosa, Extracellular matrix, Immunohisto
chemistry, Collagen

I緒  言

近 年,細 胞 外 マ ト リック ス0～4)(extraceHular

matrix:以下 ECMと略す)が注 目されている.既に

眼組織に関 しても角膜5)0),網 膜7)8),前
房隅角

9)10),視
神

経乳頭11)-21)へ の各成分の分布,ま た各種疾患 との関連

などが報告 されており,我々も人眼の球後視神経でそ

の分布 。局在 について報告 した22)。 この うち lamina

cribrosaの ECMは組織学的な興味だけでなく,ECM
の特に組織構造の維持とい う機能 との関連から緑内障

性視神経障害 との関係が注 目されている。

今回,私達は monkey eyeの lamina cribrOsaに お

け るECヽ1, 特 に collagen type I～ VI, laminin,

lbrOneCtin,α ‐elastinの 分布,局在を酵素抗体法を用

いて免疫組織化学的に観察 した。これは視神経乳頭の

構築に関す る組織学研究のひとつであり,primateの

実験緑内障眼,実験的視神経萎縮眼な どにおけ る

ECMの変化や意義を追求する際の正常コン トロール

となる。

II 実験方法

実験にはカニクイサル (cynOmOrgOus mOnkey)3

頭 3眼, 日本猿 (Japanese monkey)2頭 2眼を用い

た。各 materialの 年齢などに関する情報は不明であ

る. 眼球摘 [」後, 0.lM phosphate burered saline

(PBS)で洗浄 し,球後1.Ommの 部位で視神経を切断 ,

さらに眼球から視神経乳頭部のみを切 り出し今回の実

験に用いた。組織は未固定のまま速やかにプラスチッ

ク製 包 埋 皿 に 入 れ 0.C.T.cOmpOund(と も に

TISSUE‐ TEK CO.)を加えた後,液体窒素に浸 したイ

ソペ ンタ ン中 で急速凍 結 包埋 した。MicrotOme‐

Criostat(INTERNAT10NAL EQUIPMENT社 )の

庫内を-20℃ に設定 しておきま,た だちに厚 さ 6～ 8

μmの凍結切片を作製 した.切片はあらかじめ0.01%
poly‐L-lysin(Sigma社,U.S.A.)を 塗布 したスライ ド

グラスに張 り付けた。スライ ドグラスはケースに入れ ,

密封し-70℃ の超低温フリーザー中で保存 した。

酵素抗体法染色は既報 に準 じSTRAVIGEN Im‐
m.unohistlogy Kit(BloGenex LabOratOriesえ土, U.S.

A.)に よる Biotin‐ Streptavidin(B‐ SA)systemで 行っ

た.-20℃ の冷アセ トンで 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

下の湿室内で行い,ま た各処置後の洗浄は0.01M PBS

で 5分間,3回ずつ行った.ま ず内因性ベルオキシダー

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分問処理 した。

一次抗体 としては rabbit anti(bOvine)conagen

type I(1:200), rabbit anti(bovine)collagen type

II(1 :400), rabbit anti(bovine)c01lagen type III

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

1000), rabbit anti(huFnan)C01lagen type V・ (1 :

600), rabbit anti(rnouse)larninin(1 :1500), rabbit

anti(mOuse)ibronectin(1:1200)(以 上 ADVENCE
社, ラに1月に), rabbit anti(huFnan)C01lagen type VI(1 :

1000)(以 上 Cemicon社 ,U.S.A.),rabbit anti(human)

α―elastin(1:500)(Elastin PrOductた し, u.s.A.)の

p01yClonal antibodyを 用いた。これらの抗体の特異性

の検定はそれぞれ Ouchterlony法で行った。

以上の一次抗体をいずれも90分間反応させた。nega‐

tive controlと して非標識 normal rabbit serumを 用

いた。つづいて二次抗体 (biotinylated gOat anti‐

rabbit immunogloblin), 標 識 試 薬 (streptavidin

labeled peroxidase)を それぞれ40分間反応 させた。発

色 |ま DAB(diaminobentidin)も しくはAEC(3・ ainino‐

9‐ ethylCarbazole)で 行い,一部の切片では対比染色を

ヘマ トキシ リンでおこなった。切片はクリスタルマウ

ン ト(BiOmeda社 ,U.S.A.)で 封入した後,光学顕微

鏡で観察 した。

III 結  果

全体を通 して conagen type Iと III,及 び c01lagen

type V,VI,lbronectin, さらヤこcollagen type IVと

lamininの 間でそれぞれ互いに類似 した染色像を示 し
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ていた.一方,conagen type IIに対する染色はいずれ

の部位にも観察されなかった。また negative control

として用いた非標識 nOmal rabbit serumに対する染

色も認められなかった (図 4c).猿眼によって lamina

図 2 a[collagen type IV,DAB,× 50], b[collagen

tyep IV,DAB,× 100], c[laminin,DAB,× 100],

lamina cribrosaの beamの 縁 (▲ ), pial septaの

縁 (△)に沿って線状に染色されている (a,b,c).

scleraそ の ものには有意の染色は認め られない

(a)。 強拡大では laminar beamの 縁に沿って染色

されているのがより明瞭である (b,c).glial col‐

umn,laminar beam,pial septaに は血管に対する

と考えられるring状の染色が明瞭に認められる(○

内)(b,c).

cribrosaの 形態に個体差は認められたが,今回の研究

の目的である ECMの分布とい う質的な点ではいずれ

も同一であ り個体差は認められなかった.ま た日本猿

とカニクイサルでは視神経乳頭の大 きさという点で前

日眼会誌 94巻 11号

図 l a[c01lagen type I,DAB,× 50],b[c01lagen type III,DAB,× 100].lamina cribrosaは 周囲の

sclera及 び後方の pial septaと 連続しており,いずれもびまん性に染色されている(a).lamina cribrosa

はscleraを横切る方向にひだ状にびまん性に染色されている。血管は明瞭ではないがほぼ同様の濃度で染

色され,い くつか確認できる (b).(○内)
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者がより大きかったが,質的な差は認められなかった。

1。  C01lagen type I(図 la), collagen type III(図

lb)

両者は共に scleraで びまん性に染色され,それに連

続 して lamina cribrosaの beamが 同様の濃度でびま

ん性に染色された.ま たこれらは pial septaゃ 中心血

管を取 り巻 くadventitiaな どと連続 していた。強拡大

ではいくつか血管 と考えられる染色が確認できたが周

囲の結合組織に比較 し特に染色の濃度に差は認められ

なかった。

2. collagen type IV(図 2a,b), laminin(図 2c)

両者 ともlamina cribrosaの beamそ のものには染

色は認められず,beamの 縁に沿ってそれを取 り巻 く

よ うに線状に認め られ,こ の染色は pial septaと

nerVe■ber bundleの 境堺に認められる線状の染色と
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連続 していた。また scleraと の移行部では後方は pia

materと nerVe iber bundleの 境界に認められる線状

の染色,及び前方は Jacobyの 境界組織縁の染色と連

続 していた。adventitia表 面の染色とも連続 していた。

また larninar bearn,pial Septa,adventitia,scleraな

どには ring状 の染色が認められ血管 に対する染色 と

考えられた。また adventitia内 では細かい band状の

染色が認められた .

3。 collagen type V(図 3c), collagen type vI(図

3a,b), lbrOnectin (図 3d)

sclera,そ れに連続する lamina cribrOsa,pial septa,

adVentitia,dura mater,araChnOid,ipia materな と
｀
の

いわゆる間質結合組織がびまん性に染色された。ただ

しこれ らはいずれ も lamina cribrosaの beam縁 や

pial Septa,adVentitiaと nerVe fiber bundleと の堺界

平成 2年11月 10日  正常猿眼における視神経飾状板・細胞外マ トリックスの免疫組織化学的分析・福地

図 3 a[Collagen type VI,DAB,× 50], b[c01lagen type vI,DAB,× 100], c[c01lagen type V,DAB,×
100],d[丘bronectin,DAB,× 100].scleraは びまん性に染色されそれと連続 してlamina cribrOsa,pial
septaも びまん性に染色されている (a)。 しかしcOnagen type I,IIIと 比べ laminar beamの縁 (▲ ),

pial septaの縁 (△ )に沿った染色はより強調されてお りoptic newe nber bundleと の境界が明瞭であ
る (a,b,c,d).血 管と考えられる染色もより明瞭に認められる。b,c,d)(○内).■bronectin(F)で は
よりびまん性の染色が強い傾向が認められた (d).
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などが明瞭に染色されまた血管に対すると考えられる

ring状 の染色もより強 く,従って conagen type,I,III

とcOnagen type IV,lamininの 両者 が混合 したパ

ターンで染色されたと考えられた。ただし■bronectin

に比較 し,cOnagen type V,VIで 線状の染色がより明

瞭であった。

4. α―elastin(図 4a,b)

″elastinに対する染色は glial columnか ら lamina

cribrosaに連続して optic nerve nber bundleを 横切

る方向に細かい band状に認められ,pial septaに移る

とその染色は減少した。scleraや adventitiaな どにも

同様に band状の染色が認められた。screla,pial septa

に比較 し laminal beain,glial column,adventitiaで

の染色がより強かった。

IV考  按

細胞外マ トリックス (ECM)は生体の細胞間隙を満

たす様 々な巨大分子の集合体で,組織の硬度・弾性・

柔軟性を規定し組織の構造を維持するとともに,細胞

の生存環境を提供し細胞の分化・増殖に影響を与える

日眼会誌 94巻  11号

図 4 a[α‐elastin, DAB, ×50], b[α ‐elastin,

DAB,× 100].glial columnと laminar beamには

Optic neⅣ e nber bundleを 横切る方向に細かい

band状の染色が豊富に認められた (a, b)(↓ ).

sclera,pial septaに も染色が認められるが,lamina

cribrosa及 び glial columnにおいてより強く染色

が認められた (a,b).c[cOntr01,DAB,× 50]非

標識 normal rabbit serumに 対 してはいずれの部

位にも有意に染色像は認められなかった.(いずれも

SC;screal,ILC;lamina cribrosa,PS;pial septa,

GC;glial coluinn)

もの とされている1)～ 4)。

特に視神経乳頭の ECMに 関

しては緑内障性視神経障害 との関連が重要で,な かで

もlamina cribrosaが 注 目されているH)～ 21)。 その理由

はlamina cribrosa及 びぞの各チャンネルを形成して

いるECMが眼球外へ向かう視神経線維東を機械的

に,ま た機能的に支持していることからlamina cri‐

brosaに おけるECMの成分・分布・密度などの個体

差,病的変化などが,視神経そのものの眼圧に対する

抵抗性の減弱とか,部位差,個体差を引き起こしてい

る可能性が推定されるからである。

我々は既に人眼でECMの lamina cribroSaに おけ

る分布・局在について観察した21)が
,今回は猿正常眼に

おけるECM,特にconagenを 始めとするstructural

protein成分などの分布,局在について調べた。視神経

乳頭の構造に関して猿眼は人眼とよく類似しており,

緑内障による視神経障害に関する実験動物としてしば

しば用いられている。今回の目的はECMと いう観点

から猿眼のlamina cribrosaの 構造を免疫組織化学的

に再検討することにあり,ま た猿実験緑内障眼におけ

るECMの変化を検討する際の正常コントロールとす
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ることである。

これまでの研究 11)～ 21)に よって adult humanお よび

mature primateの 正常眼における細胞外マ トリック

ス特に conagen type I～ IV,laminin,α _elastinな ど

の分布,局在がほぼ明らかにされている.Hernandez
による人眼11)12)の ,MOrrisOnら の猿眼15)16)の

報告,さ

らに今回の観察結果などの一致 した所見として,間質

性コラーダンである conagen type I,IIIは laminar

beamと 呼ばれ る lamina cribrOsaの 個々の beamに
存在し,基底膜の構成成分である laminin, heparan

Sulfate prOteOglyCan, collagen type IV Iま larninar

beamの縁,及 び血管に伴って存在す ること,ま た

lamina cribrosaに は elastinが 豊富に存在すること,

COnagen type IIは 視神経乳頭部には存在 していない

ことなどが明か となってきている.特 に Hernandez

らは C01lagen type IV,lamininな どの基底膜成分が

視神経線維を横切る方向に,数層の連続 した looseな

膜状組織を形成 し,こ れが elastinと ともに組織に弾

性を与えると考えている。従って,lamina cribrosaは

基本的には硬度を与えるconagen type I,IIIな どの存

在する間質性の層 と弾性を与える conagen type IV,

lamininな どによって構成された基底膜性の層,さ ら

に astrocyteな どで構成された細胞成分の層が交互に

重なり合って構成 された複雑な組織であると考えるこ

とができる。また laminar beam及 びglial columnに

α‐elastinが 豊富 に確認されたのはこれまでの報告 と

同様で,従 って正常眼の lamina cribrOsaを 含む視神

経乳頭部は眼圧の変化にある程度適応することが可能

な組織構造であると考えられることができる.さ らに

この研究では conagen type,v,type vIについても検

討 したが,lamina Cribrosaで は両者 ともlaminar

beamそのものはびまん性に染色 され,ま た beamの

縁や血管 と思われる部位に強い線状の染色が認め ら

れ,従 って collagen type I,type IIIと c01lagen type

IV,lamininの 二つのパターンが混合 したパターンで

染色された。これは MorrisOnら ,Goldbaumら の所見

とはぼ 同様 で あ る。一 方,lamina cribrosaに は

■bronectinは存在 しなかった とい う報告12)も あるが

今回の結果では ibronectinに対す る染色は conagen

type V,type VIに 類似してお り,laminar beamゃ
pial septaに はびまん性に認められ,ま た beamの 縁

や pial septaの 境界部や血管周囲 と考えられる部位に

より強調された染色を示していた .

lamina cribrosaの ECMに関 して今回調べた成分

1029

に関 しては α―elastinの 染色密度に差があった点を除

けば,他の間質結合組織,つ まりsclara,dura mater,

pia mater,pial Septa,adventitiaな どとの間に構成成

分上の差は認められなかった。Hernandezll)は lamina

cribrosaに は conagen type IVが 豊富に存在す るこ

とからscleraな どとは異なった中枢神経系の構造物

であるだろ うと述べているが, これは conagen type

IVの 存在部位 に関する解釈の誤 りと考 え られ る。

lamina cribrosaの beamは 血管を含む結合組織性の

層板構造であって,glial cellが その周囲を取 り巻 き組

織 学 的 に そ の境 界 に は 必 ず 基 底 膜 を 伴って い

る23)～26).こ の astrocyteの 基底膜はグリア境界膜 と呼

ばれ中枢神経系と中杯葉性間質組織の境界を形成 して

いる27)と
考えられてお り,こ の基底膜に conagen type

IVお よび lamininが 存在 している。従って飾状板は軟

膜中隔などの髄膜組織 と同様に血管 とともに後に侵入

して きた 中胚葉性組織 の一 つ であ る と考 え られ

る17)27)28)。

また以上の結果 より,猿正常眼の lamina cribrosa

をECM,特 に conagenを 始めとする structural pro‐

tein成分とい う観点で, ヒト眼と比較 した場合,形態

の差にともなう量的な差はあるものの,存在する成分

やその分布・局在など質的な点では差は認め られな

かった。従 って猿眼は ECMと い う点でも人眼とよく

類似してお り,実験的緑内障眼の動物モデルとして適

当と考えられた。

ただ し今回の観察は厚 さ 6～ 8μ mの凍結切片を光

顕 レベルで観察したものである。従って本当にびまん

性か,本当に laminar beamの 縁に線状に限局 してい

るのか,ま た血管の染色に関 してもこの部の血管が

glial co11lnin,larninar beam,pial septa,adventitiaレ こ

限局してお り,対比染色で確認 した染色パターンが細

かい ring状 の染色であるとい うことから判定 したが
,

酵素抗体法染色のみの切片ではすべての血管を確認で

きるわけではなく,ま た血管のどの部分が染色された

のかなどの所見の確実性 とい う点ではさらに検討が必

要 と考えている.lamina cribrosaは 眼組織の中でもよ

り微細で複雑な構造をしてお り,猿眼は人眼と比べよ

リコンパク トで lamina cribrOsaは よリファインであ

る.従ってこれ以上の観察には免疫電顕法などの方法

によって, より微細な構造 と各成分の分布の関係を明

らかにすることが必要 と考えられ現在準備中である。

さらに引き続いて type VII以 降の conagenや glycO_

prOtein,proteoglycanな どの ECM成分の分布・局在 ,

平成 2年 11月 10日  正常猿眼における視神経箭状板・細胞外マトリックスの免疫組織化学的分析 。福地
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それらECM成 分の相互関係や相互作用 とい う点に関

して検討の予定である。

欄筆にあた り岩田教授の御指導,御校閲に深謝いたしま

す.ま た写真等で御協力いただいた荒木幸夫技官,動物の飼

育で御協力いただいた佐藤 弘技官にこの場を借 り感謝い

たします.
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