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各種角膜ディストロフィーに対するレクチン組織化学の応用

原 田 敬志
*,水

野 計彦
**,小

嶋 一晃
料*,星

野  洸
***・

ネ名古屋大学医学部分院眼科,**名 古屋大学医学部眼科学教室

*林福井医科大学眼科学教室,林林名古屋大学医学部第 2解剖学教室

要  約

中間体 としてビオチン化 レクチンを使用するアビジンビオチンワサビペルオキシダーゼ複合体 を用い,2例

の顆粒状角膜ディス トロフィー,4例の格子状角膜ディス トロフィー,各 1例 の膠様滴状ディス トロフィーお

よび Reお‐Bicklers輪状角膜ディス トロフィーについて,角 膜移植の際に得 られた組織片を組織化学的に検

索 した。顆粒状ディス トロフィーでは,沈着物は,WGAに 2例 で陽性, 1例 で Con Aに 陽性 となった。格子

状ディス トロフィーでは,沈着物は 3例 で WGAに 陽性, 1例 で Con Aに陽性 となった。膠様滴状変性の沈

着物はWGAに 陽性で,Reis‐ B●cklersデ ィス トロフィーでは,陽性所見はみられなかった。したがつて,顆

粒状あるいは格子状ディス トロフィーの沈着物は,N‐アセチール‐D‐ グルコサ ミンを糖残基 として有する。さ

らに,α‐D_マ ンノースあるいはα‐D‐ グルコースを有する可能性 も高い。 (日 眼会誌 94i300-306,1990)
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Abstract

We described the staining pattern of deposits in 4 cases of the staining method employing corneal

dystrophy by avidin-biotin peroxydase complex employing biotinated lectins as intermediate products.

The specimens consisted of 8 keratoplasty specimens obtained from 2 cases of granular dystrophy and

4 cases of lattice dystrophy and one case each of primary droplet dystrophy and Reis-Biicklers

dystrophy. In two cases with granular dystrophy, deposits stained positively with WGA and with Con

A in one case. The deposits found in lattice dystrophy were stained with WGA in 3 cases and with Con

A in one case. The deposits noted in primary gelatinous droplet dystrophy were stained with WGA and

those in Reis-Biicklers dystrophy were not stained with any lectin.
The staining patterns suggested that the deposits found in granular and lattice dystrophy possess

N-acetyl-D-glucosamine as a sugar residue. They may possess alpha-D-mannose and/or alpha-D-
glucose. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 94: 300-306' 1990)
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I緒  言

角膜デイス トロフイーの うち,顆粒状角膜ディス ト

ロフィーにみられる沈着物は,非 コラーダン性蛋自で

ティロシン, トリブ トファン,ア ルギニンを含むとさ

れる1)2)。 また,格子状デイス トロフイーの I型は,そ
の沈着物がア ミロイ ドの細線維か らな る といわれ

る。).膠様滴状デイス トロフィーでも,ボ ーマン膜の前

後に塊状のア ミロイ ド沈着がみられる4)。
Reis・ Buck_

lersら の輸状デイス トロフィーでは,上皮下に顆粒状

の沈着物がみ られ5),ア ミロイ ド細線維 との関係が示

唆されている6)が ,詳細は不明である4)。

近年,発生 。分化・ 免疫 。がん化などの生命現象を

解明するために,細胞表面特異性を規定するものとし

て,細胞膜複合糖質の検索に,糖結合蛋白質であるレ

クチンを応用 した研究がさかんに行なわれ るように

なった.Su‐Ming‐Hsuら 7)は
,ビオチン化 レクチンを中

間体 とし,ア ビジン・ビオチン化 ワサビベルオキシダー

ゼ複合体 (Avidin‐ BiOtin_PerOxidase cOmplex)を 加

えた ABCシ ステムの高感受性や低いバ ックグラウン

ドを報告 した.著者 らも, この方法を応用 し,家兎や

豚,人角膜上皮および実質における糖複合体の存在様

式を検索 して, この方法の有効性を確認した8)。

今回は,角膜移植の際得 られた,上記 4種角膜ディ

ス トロフィーの角膜片に, ビオチン化 レクチン8種類

を作用 させ,沈着物や角膜実質の態度を観察 した.

II 材料 と方法

角膜移植術の際に得 られた,顆粒状角膜ディス トロ

フィー 2例,格子状角膜デイス トロフィー4例 ,Reis‐

Bucklers角 膜デイス トロフイー 1例,膠様滴状ディス

トロフイー 1例の角膜をレクチンによる組織化学の試

料として用いた。それぞれの試料は,HE染色や PAS
染色, コンゴーレッド染色,マ ッソン・ トリクローム

染色,な らびに電顕的検索を行ない,病理学的診断を

確定した。

採取 した角膜片は,ただちにバ ッファーホルマ リン

に固定し,通常のパラフィン標本を作製 した.キ シレ

ンで脱パラフィンを行ない,100%,90%,75%の 段階

アルコールを経て,燐酸緩衝液 (PBS)で 洗った。 3%
過酸化 水 素 水 に10分 浸漬 し,牛 血 清 アル ブ ミン

(Sigma)30mgを 120mlPBSに 溶解したものに反応さ

せた.PBSに通したのち,10μ g/mlの レクチンに40分

ないし1時間浸漬した。 レクチンとしては,ハ リエニ

シダレクチン(UEA‐ 1), ピーナッツレクチン(PNA),
ダイズマメンクチン (SBA), ヒマレクチン I(RCA‐

I),ナ タマメレクチン (COn A), レンズマメレクチン

(LCA),小麦胚 レクチン (WGA), ドリコスマメレク

チン(DBA),の 8種類を選択し,しかもビオチンで標

識化されているものを使用 した。PBSで洗洛後,ア ビ

ジン・ ビオチン化 ワサ ビペルオキシダーゼ複合体を,

その場で調整し30分間作用 させた。これを PBSで洗

い, トリス緩衝液で0.1%と した DAB(diaminOben‐

zidine)と 0.02%過酸化水素水との等量混合液で発色

させた。

一部には, メチルグ リーン液で染色を実施 した。

対照 としては, レクチンを加える前に,それぞれの

レクチンに特異的な阻害糖を15分間,0.2Mだ け作用

させた .

III 結   果

顆粒状角膜デイス トロフィーでは,上皮下に認めら

れる沈着物がWGAに 明瞭な染性を示した(図 1)。 ま

た, 2例中 1例では,上皮下に存在する沈着物が COn

Aに陽性となった他,matrix全体がやはりCon Aに
より染色された(図 2)。 膠様滴状ディストロフィーで

は,上皮および実質内の沈着物が,WGAに染性を示し

た(図 3).症例 5の 格子状角膜ディストロフィーでは
,

図 1 顆粒状角膜デイストロフイー.症例 1.上皮下
の沈着がWGAに染性を示す。×350.
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実質内にみ られる沈着物が WGAに 対 し点状の明瞭

な染色性を示した(図 4).さ らに,PNAに 対しては
,

matrix全 体が弱く反応を示 した(図 5).症例 6の同角

膜ディス トロフィーでは,沈着物は WGAに 染性がみ

られたが,COn Aには染色されなかった。そ して,

日眼会誌 94巻  3号

matrix全体が Con Aに 陽性となった (図 6).症例 7

の格子状角膜 ディス トロフイーでは,沈着物がやや

WGAお ょび COn Aに反応した (図 7).最後の格子

図3 膠様滴状ディストロフィー.症例 3。 上皮下の

無構造 な沈着物の辺縁がWGAに 染性を示す.

×350.

図2 顆粒状角膜ディストロフィー.症例 2.上皮下

の沈着物はCon Aに染まり,実質全体もCon Aに

陽性となった。×350.

暮

図4 格子状角膜ディストロフィー.症例 5.実質深

層の沈着物の内部に,WGAに対し明瞭な染性を示

す。×350.

図5 格子状角膜ディストロフィー.症例 7.PNAに
対しては,角膜実質全体が陽性となった。×350.
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図 6 格子状角膜ディストロフィー.症例 6.Con A
による染色では,沈着物は染まらないが,実質全体

が陽性となつた。×350.

図7 格子状角膜デイストロフイー.症例 7.沈着物
は,ややWGAに染色性を示した。×350.

状角膜デイス トロフィーの症例 8では,WGAの み染

性を示 した .

Reis‐ Bucklers角膜輪状デイス トロフィーでは,上
皮下の沈着物は,WGAに もCon Aに も染まらなかっ

た。

なお,各角膜デイス トロフィーにおいて見い出され

た沈着物の, 7種類のレクチンに対する染色態度を表

1に一括 して掲げた。

IV 考  按

今回の実験で用いた,緒言で述べた ABCシ ステム

は,従来から用いられているPAP法 よりはるかに高

感度であることが,近年の研究により,明 らかにされ

た。 ビオチン化レクチンを利用するABCシ ステムに

よって,糖脂質蓄積症9)や涙液分泌減少症 1° )に おける

結膜生検に応用することを試み,満足のいく結果を得

表 1 沈着物の各種レクチンに対する染色性

症例番弓 診   断 RCA-1 ヽヽ
‐
GA UEA DBA SBA Con A PNA

顆粒状ディストロフィー 十

顆粒状ディストロフィー 十 +

膠様摘ディストロフィー 十 +

Reis― Bucklers

W+'ff.7a^lv7t- +

ffi+r*.7t^lc7t* + + 十

格子状ディストロフィー 十
一

格子状ディストロフィー +

ヽ
ヽ

ヽ

二∵轟 ‐‐~・¨
～=____
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ヽ_

｀  を
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図 8 格子状角膜ディス トロフィー(症例 5).沈着物

も実質組織 もCOn Aに全 く染色性を示 さない。

×350.

ている。

レクチンには,すでに500以上の種類が見い出されて

いる。組織化学の うえからいえば,反応する特異的な

糖残基が共通している複数のレクチンを使用すれば,

対応する糖残基を推測する場合に確実性が増す。この

意味から,D― マンノースあるいは D― グルコースに親

和性を示す LCAと COn A,2-ア セタミドー2-デ オキシ

ーD― ガラク トースに親和性を示す BBAと SBA,そ し

て D― ガラクトースに親和性を示す PNAと RCA, と

が今回の実験に用いられていることは,それぞれのレ

クチンに該当する糖残基の存在を類推するのに好都合

と考えられる.

レクチン染色で もっとも困難な問題を提供するの

は,対照染色である.生じた染色が該当するレクチン

によるものであ り,その他の反応物によって惹起され

るものでないことが確認されなければならない。 この

ような裏付けを与えるため,今回の実験では, レクチ

ンを加える前に,それぞれのレクチンに特異な阻害糖

(inhibiting sugar)を ,0.2M,15分 間作用させた。そ

して, これにより全 く反応の生じないことを確認しえ

た.し たがって,今回の実験で得 られた染色反応は,

いずれもレクチンによることが明らかとなった。

顆粒状角膜ディス トロフィーの 2例は,HE染色 ,

マ ッソントリクローム染色,および電顕的には特色あ

る梓状体の存在により,診断が確定 したものである。

2例に共通 して上皮下に認められる沈着物は,WGA
に対し明瞭な染色性を示した。Con Aに対しては, 1

例で染性がみられ, さらに実質の mamx全体が Con

日限会誌 94巻  3号

図9 Reis‐ Bucklers角膜ディストロフィー (症例 4)

の電顕所見.上皮細胞 (EP)内 に空胞を認める.基
底膜 (b)は正常.ポ ウマン膜 (B)には,多数の異

常沈着物 (△ 印)をみる。×12,000.

Aに陽性となった。Paniwaniら い)は ,自 験例と同様の

方法でレクチン染色を実施 し,WGAお よびRCA陽

性例を 7例中各々 2例 と1例 とに見い出したが,COn
Aは陰性の結果 となった。一方, 自験例では,Con A

は,WGAほ ど首尾一貫した染色態度はとっていない.

さらにまた,自 験例では,RCA‐ Iは陰性の結果となり,

またこのレクチンと同様 D‐ ガラク トースに特異性を

>

‐―・
|●0.5u

l    ...畠■占■...`二
~~ .
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示す PNAに よっても,なお陰性 となった結果から,沈

着物には,RCA‐ Iに対するレセプターはないと考えら

れる。 したがって,顆粒状角膜デイス トロフィーにみ

られる沈着物は,現在のところ,N‐ アセチールーD― グル

コサ ミンを糖残基としている可能性が高い。

Pa●waniら 12)は,沈着物が コンゴー赤で染色 され

る8例の格子状デイス トロフィーについて,COn A,
″ヽGA,RCA‐ I,PNA,SBA, で レクチンレセプター

を検出した。それによると,沈着物は,Con A,WGA,
RCA―I,に陽性に染まったが,PNAお よびSBAには

,

いずれも陰性 となった.一方,自 験例では,WGAは 3

例で陽性 となったが,Con Aに対 しては,わずかに陽

性も含めて陽性が 2例,残る 2例では陰性 となった。

RCA― Iは,わずかに 1例でやや陽性を示 したにとど

まった.さ らに,PNAと SBAについては,Paniwani

ら12)と 同様に,全 く染色性がみ られなかった。したがっ

て,格子状デイス トロフィーについては,沈着物に
,

WGAに 対するレクチンレセプターが存在することは

十分考えられるが,Con Aに 対するレセプターに関し

ては,さ らに,検討の余地があるといえる.沈着物は,

WGAに 特異的に反応する N― アセチールーD― グル コ

サ ミンを糖残基 として有すると考えられる.

膠様滴状デイス トロフィーでは,組織学的に,上皮

下組織 と実質表層とに, アミロイ ドの染性を示す不定

形の好エオジン性物質がみられる13)14).こ のような,膠

様滴状デイス トロフィーにおける沈着物に対し, レク

チンによる組織化学的研究を実施 した報告は,著者 ら

の知る限 り,ま だないようである。沈着物は,WGAに
は陽性で,RCA‐ Iにはわずかに陽性を示す結果が得 ら

れた。本症 と同様の,ア ミロイ ドから成る沈着物が角

膜実質のほぼ全層にわた り散在する格子状ディス トロ

フィーと比較すると,両者に共通 してWGAは 沈着物

を陽性に染色するが,Con Aは,本症では陰性である

のに対し,格子状デイス トロフィーでは,半数で陽性

となっていた。RCA‐ Iは ,本症ではわずかに陽性であ

り,格子状デ ィス トロフィーでは,1/4の 症例でわずか

に陽性となった。他のレクチンに対 しては,両者 とも

染色性を示 さなかった。

免疫組織学的手法を用いてア ミロイ ド沈着物の検索

を施行した研究15)に よれば,本症のア ミロイ ドは AP
たん自であるのに対し,格子状デイス トロフィーの際

認められるア ミロイ ドには,AA蛋 白も加わっている

という。 しかし, このAA蛋白も検出し得なかったと

する報告 もあ り:6),ァ ミロイ ド沈着物の詳細について
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はなお今後の検討が必要であろ う。今回 レクチンレセ

プターを検索する実験の結果から,同 じ様 にア ミロイ

ドとして一括 されている本症および格子状 デ ィス トロ

フイーの沈着物を区別す る見解 は見い出 され なかっ

た。さらに症例を増 し,特に Con Aに対す る染色性が

常 に陰性か どうか注意を払 うべきであろ う。

Reis‐ Bucklers輪 状 デ イス トロフィーでは,基底膜

の欠損の他,ま だ正常に保存 されたボーマン膜内部に

は,コ ラーゲン線維の配列の乱れがみ られている17).さ

らに,実質表層にも, フィラメン トあるいは顆粒状構

造を有す る好酸性沈着物が認められる18)")。
組織化学

的には,塩基性 フクシンとメチレン青, マ ッソン トリ

クロームに明瞭な染色性を示す とい う18)。
今回の レク

チン反応性を検出する実験では,RCA‐ Iや WGA,COn
Aを含めすべての レクチ ンに対 し陰性 の結果 となっ

た。 したがって,本症に認め られる沈着物はア ミロイ

ドを表現す るとい う示唆がある。)が , レクチン染色の

上か らは,格子状デ ィス トロフィーで認め られるア ミ

ロイ ド沈着物 と性格を異 にするものと考 えられ る.症
例をさらに集積 し,染色態度の判定を続 ける必要があ

ろ う。

レクチン染色にあた って,今回の実験では以前のパ

ラフィンに包埋 した試料を使用 したため,試料の酵素

活性 は幾 らか失 なわれている点を考慮すべ きであろ

う。 しか し,今回の実験で,各々の レクチンに対す る

染色の,定性的に結果は十分得 られた と思われ る.今
後は,得 られた試料から凍結切片を作製 した うえで レ

クチン染色を行な うことが望 ましい.

御校閲を賜わった名古屋大学医学部眼科学教室主任粟屋

忍教授に深謝いたします。
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