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猿実験緑内障眼における視神経飾状板・細胞外

マ トリツクスの免疫組織学的分析

新潟大学医学部眼科学教室

要  約

アルゴンレーザー隅角照射 によって作製 した猿実験緑内障眼の視神経飾状板における細胞外マ トリックス

(ECM),cOnagen type I～ vI,laminin,■ bronectin,α _elastinの免疫反応性,免疫局在性の変化につい
て biOtin‐ streptavidin法 を用いて免疫組織化学的に検討 した。conagen type I,III,v,vI,abronectin
などは強膜 に連続 し肥厚 した視神経飾状板の laminar beamに びまん性に染色が認め られその反応はほぼ維
持されていた。cOnagen type lv,lamininは laminar beamの 縁及び血管と考えられる部位に線状に認めら
れ,そ の染色は大 く不均―で反応性は強 くなっていた。α_elastinに 対する染色は prelaminar pOrtiOnで 著 し
く低下 し,視神経節状板でも軽度低下 していた。猿実験緑内障眼での乳頭陥凹の進行に伴 う視神経舗状板にお
けるこれらECM成分の変化 としてはα…elastinが 最 も著 しく,そ の他の成分は免疫局在性に関 して正常眼と
質的な差は認められなかった.(日 眼会誌 :95i303-310,1991)
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Abstract
The changes of immunoreactivity and immunolocarization of the extracellular matrices (ECM),

collagen type I through YI, laminin, fibronectin and alpha-elastin, of optic nerve lamina cribrosa in
argon laser induced glaucoma in monkey eyes were examined using a immunohistochemical method,
botin-streptavidin system. The results were consistent with the previous findings that in the experi-
mental glaucoma eyes, diffuse immunoreactivity of collagen type I, III, Y, YI, fibronectin were
detected in the thickened and irregular laminar beams, while linear staining for collagen type Iy and
laminin were seen around the laminar beams and vascular walls were densely, thickly and irregularly,
and futhermore immunoreactivity for alpha-elastin was reduced markedly in the glial columns and
moderately in the lamina cribrosa. In the lamina cribrosa with optic dise cupping in laser-induced
monkey glaucoma, the immunoreactivity for alpha-elastin was changed most greatly, and no qualitive
differences were detected in comparison with normal fellow eyes for the other ECM components.
(Acta Soc Ophtholmol Jpn 95 : 303-310, 1991)
Key words : Monkey experimentally induced glaucoma, Optic nerve lamina cribrosa, Extracellular

matrix, Immunohistochemistry, Collagen
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I緒  言

Optic nerve lamina cribrosal)2)は 眼球外へ向か う視

神経線維を機械的に,ま た機能的に支持してお り,眼

圧上昇によって生ずる緑内障性視神経障害の発症,進

展にとって重要な役割を果たしていることが推定 され

ている3)～ 5)。 特にこの部の結合組織成分は,眼圧による

圧迫に対して力学的に抵抗している組織と考えられる

ことから,lamina CribrOSaの 結合組織に関する研究が

行われてきた。その一例として視神経乳頭の トリプシ

ン消化標本を走査電顕的に観察 した研究があげ られ

る6)7).こ の流れのなかにあって細胞外マ トリックス

(以下 ECMと 略す)に関する免疫組織化学的アプロー

チが注 目されている.ECMは組織構造の維持,細胞の

生存環境の提供,細胞分化・増殖への影響など様々な

機能を持ち,生体の維持にとって非常に重要な組織で

あることが認識 され,近年各分野で注 目を集めてい

る8)～ n).特 に lamina cribrosaに 関 して,ECMは眼圧

に対 して直接抵抗する組織であるとともに,視神経線

維を取 り巻 きその代謝を維持している点でも重要であ

る。従って ECMの個体差,先天的異常,加齢などによ

る後天的変化,病的変化などが lamina CribrOSaの 機

械的,機能的耐圧能の個体差や低下を引き起こす可能

性が考えられる。

現在までのところ,lamina CribrOSaの ECMに関す

る免疫組織化学的ァプローチは主に conagenな どの

structural  proteinと lanlinin, ■brOnectinな  と'の

glycOproteinに 関 して研究 されてお り12)-24),正 常人

眼12)～15),正常猿眼16)～ 18)に おける各成分の分布,局在な

どがほぼ明らかにされている。我 々も既に正常人眼 ,

正常猿眼16)に おいて分布。局在を観察 し報告した。今回

は猿眼に argon laSer隅 角過剰照射を行い実験緑内障

眼を作製 し,緑内障性視神経乳頭陥凹を生じた lamina

cribrosaに おけるECMの免疫反応性,免疫局在性に

どのような変化が起きているかについて検討した。眼

圧上昇によって生ずる乳頭陥凹にともなう視神経乳頭

各組織の変化に関する研究25)～ 27)は 古 くから数多 く行

われてきたが, この研究は lamina cribrOSaの 特 に

conagenを始めとするECM成分の変化に注 目した研

究である。

II 実験方法

実験にはカニクイサル (cynomolguS mOnkey)3頭

を用いた。左眼はコントロール眼 とし,右眼に実験的
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に緑内障眼を作製 し左右眼を比較 した.猿の年齢など

に関しては不明である。実験緑内障眼は argon laSer

の隅角過剰照射によって作製 した。照射条件は spot

size looμ rn, tinle o.losec, ipo、 ver 600^-800mW‐ で`,

線維柱帯色素帯部に全周に渡 って照射した.眼圧が上

昇しない場合はこれを繰 り返 した。眼圧上昇後,一週

毎に眼圧測定 とTopcon社 製同時立体眼底カメラに

よる観察,撮影を繰 り返した。各猿はそれぞれ眼圧上

昇後2.5カ 月, 3カ 月, 5カ 月に(3例 の眼圧経過を図

1に示 した。)過剰量のベン トバル ビタール (1lmg/

kg)静注及びケタラール (9mg/kg)筋 注により苦痛を

与えることなく速やかに屠殺 し抜眼した。この時点で

右眼処置眼のすべての視神経乳頭に大きく深い明かな

陥凹を認めた。

標本の作製方法は既報18)に 準 じ,眼球摘出後,0.lM

phosphate buffered saline(PBS)‐ で`洗浄し, 球後1.0

mm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社 )を加えた後 ,

液体窒素に浸 したイソベンタン中で急速凍結包埋 し

た。Microtome‐ CryoStat(INTERNAT10NAL
EQUIPMENT社 )の庫内を-20℃ に設定しておき,た

だちに厚 さ6～ 8μm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°C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
18)に 準 じSTRAVIGEN Im‐

munOhist010gy:Kit(BioGenex Laboratories社 )|こ

よる Blotin― StreptaVidin(B‐ SA)systemで 行った。一

20℃ の冷アセ トンで 5分間固定,風乾 した後に,0.01

M 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。まず内因性ペルオキシダー

ゼのプ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)collagen type III

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

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

600), rabbit anti(rnOuSe)larninin(1 :1500), rabbit
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anti(lnouse)■ bronectin(1:1200)(以 _L ADVENCE
社, :東京), rabbit anti(human)collagen type vI(1 :

1000)(Cheinicon社 , U.S.A.),rabbit anti(human)

α‐elastin(1 :500)(Elastin Product社 , U.S.A.)の

polyclonal antibodyを 用いた.以上の一次抗体をいず

れも90分間反応 させた。いずれの一次抗体についても

右眼処置眼 (緑内障眼)の切片と左眼非処置眼 (正常

コン トロール眼)の切片とを同時に染色 した.こ れら

の抗体の特異性の検定はそれぞれ Ouchterlony法で

行った。negative controlと しては非標識 normalrab‐

bit serumを 用いた.

つづいて二次抗体 (biotinylated goat anti‐ rabbit

immunoglobulin), 標識試薬 (streptavidin labeled

peroxidase)を それぞれ40分 間反応 させた。発色は

DAB(diaininObentidin)も しく|ま AEC(3‐ amino‐ 9‐

ethylcarbazole)で 行い,一部の切片では対比染色をへ

マ トキシリンでおこなった。切片はクリスタルマウン

ト(Blomeda社 ,U.S.A.)で封入した後,光学顕微鏡

的に観察 した。

III 結  果

右眼眼圧上昇眼 (以下緑内障眼とする)においても

正常眼 (既報)と 同様に,非標識 normal rabbit serum

に対する染色 (図 2c)及 び,conagen type IIに 対す

る染色はいずれの部位にも認められなかった。また今

回観察 した緑内障眼はいずれも検眼鏡的に明かな視神

経乳頭陥凹を認めた眼で,いずれの成分に関しても,

0 123
Case 3

形態上の個体差,陥凹の程度による差がわずかに見ら

れたが ECMの 変化は基本的には同一であった。

1. Collagen type I, III(図 2a, b)

lamina cribrosaは scleraと 連続 し著明な陥凹を示

していスニが, collagen type I, III Iま lamina cribrosa

にびまん性に染色が認められた。lamina cribrosaは 全

体 としては肥厚し横ずれが著 しく,最表層部を除いて

他の部はいずれも同様の濃度で染色された。いずれの

緑内障眼においても部位によって lamina cribrosa最

表層部でごくわずかに染色が強 くなっているのが認め

られた。

2。 collagen type IV, lantinin(図 3a, b, c, d)

conagen type IV,lamininに 対する染色は laminar

beamの 縁 と血管 と考えられる部位に沿って認められ

た。最表層部では laminar beamの 間隙が狭まり圧縮

された部が認められた。また beamの 縁を取 り巻 く線

状の染色は正常眼に比較 して太 くirregularと なって

いた。一方,lamina cribrosaの後方部は beamが 著明

に肥厚 していており,beamを取 り巻 く染色 もまた太

くirregularと なっていた。

3. collagen type V, VI, ■brOnectin(図 4a, b,

c)

基本的染色パターンは SClera,laminar beam,pial

septaな どにびまん性に認められるとともに,laminar

beamや pial septaの 縁がより明瞭で,ま た血管 と考

えられる部位により染色が強いなどの特徴が認められ

た。緑内障眼における変化は conagen type I,IIIと 同

図 1 カニクイサル 3症例の眼圧経過 (右眼 :レ ーザー処置緑内障眼,左眼 :正常コ

ントロール眼)



様で表層部に部位によって染色が強い部があり,一方

肥厚 した lamina cribrOsaに はやは りびまん性に染色

が認められた。■bronectinで conagen type V,VIよ

りびまん性の染色が強い傾向が認められた。

4. α‐elastin (|ス 15b)

ghal columnに沿った染色が著 しく低下していた。

laminar beamへ の染色も軽度低下 していた。lamina

cribrosa最表層部に染色が強 く集積 した例があった。

またその染色パターンは正常では細かい直線的 band

状であるのに対 して緑内障眼の特に laminar beam内

では band状の染色は屈曲,蛇行したものが多かった。

IV 考  按

ECMの 成分は大きく,1)線維成分を構成する col‐

lagenと elastin,2)laminin,■brOneCtinな ど の

glycOprOtein,3)い わゆる無構造物質 として認められ

る proteoglyCanに 分 け られ る3)～ H)。 この うち optic

nerve lamina cribrOsaの ECMに関す る免疫組織化

学的研究ではまず力学的強度を規定すると考えられる

conagenな どの 前ruCtural prOteinが 注 目され,つい

で larninin,■ brOnectinな どの」yCOprOteinに ついて

日眼会誌 95巻  4号

図 2 a〔 cOllagen type I,DAB, 文寸上ヒ染色 (十 ),×

67〕 lamina cribrOSa(LC)は 著明に後方へ屈曲し
,

それに一致して conagen type Iへ の染色はびまん

性に認められた。(PS i pial ∝pta).b〔 COllagen

type III,DAB,対比染色(― ),× 100〕 conagen type

IIIに 対 しては type I同 様に sclera及 び lamina

cribrOsa(LC)にびまん性に認め られた。lamina

cribrosaの beamは肥厚し,横崩れが著しい。最表

層部にごくわずかに染色が強くなった部位が認めら

れた(↓ ).c〔 cOntrOl,DAB,対 比染色 (― ),× 100〕

非標識 nOrmal rabbit serumに 対 してはいずれの

部位にも有意の染色像は認められなかった。
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研究が行われつつある12)～ 24)。 現時点においてこれらの

成分の分布,局在12)-18),個 体差,発生 19)。 成長・加齢20)

による変化などが検討され,我々も人眼,正常猿眼に

おけるECM, 主に collagen type I～ Vl, α‐elastin,

laminin,■ brOnectinの 分布・局在 につ いて報告 し

た18)。 今回は猿眼に実験的緑内障を作製 し,眼圧上昇に

より視神経乳頭陥凹を生じた飾状板においてどのよう

な ECMの変化が起きているかについて検討した。人

眼緑内障眼での ECMの変化を調べた報告は既にいく

つか見られる21)～ 23)が ,そ こで観察 されるECMの 変化

は予め存在 したものか,陥凹の進行に伴って生じた結

果か明らかではない。今回の研究は他眼をコントロー

ルとしておりこれ と比較した変化は明 らかに眼圧上昇

の持続とそれに伴 う乳頭陥凹の進行 と共にみられた二

次的変化であると結論することがで きる24)。 また視神

経乳頭陥凹の進行に伴 う視神経線維を取 り巻 く環境の

変化をとらえるという意味で,視神経線維の代謝など

の影響を考える上でも意義あるもの と考えられる。

これまでの ヒト緑内障眼における ECMの変化に関

する報告として, まず Tengrothら 21)は視神経乳頭の

cOnagenを 生化学的に分析 し緑内障眼では正常眼 と

C
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比較 し,著明に Conagenの concentratiOnが 高く,そ
の組成にも変化があることを報告した。一方,Heman_
dezら 22)は

免疫組織化学的方法で cribriform plateの

COmpressionに よる ECMの集積,conagen type lv
による厚 くirregularな 基底膜の形成,elastic nberの

断裂 と消失,conagen type vIは laminar coreに 集積

し基底膜に厚 く存在 していることを報 告 し,Floyd
ら23)は 末期の緑内障の一眼において prelaminar pOr‐

tionへの lamininの 集積を認めたと報告 している。こ

れに対 し今回と同様な猿実験緑内障眼における変化に

ついては MorrisOnら 24)に よる報告 が あ るのみで,

severeな 緑内障眼においては laminar beamの厚 さ

は増加 し正常眼と同様の濃度で conagen type l,IH,

307

elastinが染色され,astrOcyteに 伴 うbeamを取 り巻

く基底膜は厚 くなっていたと報告 している。

今回の観察の結果, これまでの緑内障眼に関する報

告と同様にサル実験的緑内障眼においてもECM各成

分の存在,分布 という質的な点に関してそれぞれ左眼

非処置正常眼 との間に光顕 レベルでは明らかな差は認

められなかった.ただし間質性線維性コラーゲンであ

るtype I,III,v,ハ ィブリッドコラーゲンと呼ばれ

る type VI, ■bronectin lま 月巴厚 した lainina cribrOsa

及びpial septaに びまん性に認められ,一方基底膜 コ

ラーダンである type IV,及 び lamininは lamina cri_

brosa及 び pial septaを 取 り巻 く染色が厚 く強 くなっ

ていた。 これに対 して ″elastinは正常眼でよく染色
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図 3 a〔collagen type IV,DAB,対比染色(十 ),× 67〕 collagen type IVに 対しては正常眼と同様に lamina
cribrosa(LC)の beam縁に沿 うように線状の染色が認められた。最表層部で線状の染色が密になった部
位 (↓ )があり,ま た prelaminar regiOn部ではnerve nberの 存在する部位に COuagen type IVに 対す
る細かいdepositが 認められた(▼ ).b〔 laminin,DAB,対比染色(+),× 133〕強拡大では lamina cribrOsa

及び pial septaの 縁に沿って線状の染色が明瞭に認められる (▼ )。 C〔conagen type IV,DAB,対 比染
色 (― ),× 100〕 最表層部では beamの 間隙が狭まりcollagen type lvに対する線状の染色が強くかつ密
となっていた (↓ )。 (PS i pial septa).d〔 laminin,DAB,対 比染色 (― ),× 200〕 lamininに対する染
色はcollagen type lvと 同一であつた.lamina cribrosaの 表層では laminar beamが狭まり,後方では
肥厚していた。いずれの部位でも線状の染色は太 くiregularに なっていた (▼ ).
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a 図 4 a〔collagen type VI,DAB,対 比染色 (― ),×

67〕 conagen type VIに 対する染色は,conagen

type I,IIIに類似し,lamina CribrOSa(LC)でび

まん性に染色された。laminar beam及び pial septa

の edgeで染色が強い傾向を認めた (↓ ).b〔 COト

lagen type V,DAB,対 比 染 色 (― ),× 200〕

adventna(AD)も びまん性に染色 され central

aiery周囲の染色が明瞭である。c 

“

bronectin,

DAB,対比染色 (一 ),× 200〕 ibroneCtinに対する

染色もほぼ同様のパターンであるが, よりびまん性

の染色が強く,ま た prelaminar regionに おける血

管に対する染色も明瞭である (○ 内).
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され るglial columnで の反応性の低下が著 しく,

lamina cribrosaの 最表層部で集積が認められ,そ の後

方では また低下 していた。 これ らの結果 は elastic

aberに関してなど一部に違いはあるが,進行した緑内

障眼の所見としてはこれまでの報告のヒト眼,猿眼の

いずれの結果 ともほぼ一致 している。これ らの ECM
の変化からは実験緑内障眼においては視神経線維の脱

落,消 失 に と も なって lamina CribrOSa及 び

retrOlaminar pOrtiOnで はいわゆる結合組織の骨組み

を持ってお り組織の修復 。再構築が活発に行われてい
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図 5 a〔 正常コントロール眼,α―elastin,DAB,対 比染色(― ),X100〕 .b〔実験緑内障眼,α‐elastin,DAB,

対比染色 (― ),× 100〕 ″elastinに対してはscleraゃ arachnOid membraneが正常と同様に染色されてい

るのに対して ghal COlumn(GC)に 沿った染色は著しく低下していた。この切片では lamina CribrOSa(LC)

のごく表層部で α‐elattinが 集積し染色が強くなっていた (↓ )。 (aは文献19),Fig.4と 同一)
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ると考えられた。またこれ らの変化は単なる組織修復

による結果のみであるか,眼圧上昇に対するghal cen

を始めるとする細胞 レベルでの反応の結果であるか不

明だが,両者のいずれもが関与 している可能性が考え

られる.以上から,乳頭陥凹の進行に伴って lamina

Cribrosaは 肥厚 し,conagenな どの structural pro‐

teinは維持 されるか増加 し,硬度が増すことが考えら

れる。また elastinの 低下に伴い弾性が低下し,結果的

に視神経乳頭の可塑性の低下が引き起 こされ得 る。

従ってこのような視神経乳頭では眼圧の影響でさらに

加わった形態変化が非可逆的な変化となる可能性が考

えられ,臨床的にも28)実
験的にも29)眼 圧低下による

cupの reversib‖ tyは早期緑内障眼で著 しく,進行し

たものではわずかであることが報告されているが,今
回の結果はこの事実 と関連があるかもしれない。

ただ し今回の研究は緑内障進行にともな う視神経乳

頭の組織切片上の各成分の免疫組織化学的分布・ 局在

に関して検討 したものであ り, この方法のみで ECM
の眼圧に対す る抵抗性について追求することは難 し

い。ECMと 組織の硬度・ 弾性の関係については col‐

lagenの 存在や成分だけでな くその配列や Caの沈着

などの他の要素も複雑に関与 していることが知 られて

いる.こ の分野に関 しては未だ不明な部分が多 く,

lamina cribrosaの ECMと 眼圧に対する力学的抵抗

性という問題については, さらにECMに 関する基礎

的知見及び方法論における新たな発見を待たねばなら

ない。また厚 さ 6～ 8μmの凍結切片を光顕的に観察し

たものであるため詳細にわたる観察には限界があり,

また定性的な手法であるため量的な比較にも限界があ

る。今回認めた変化の電顕的超微細構造 との関係につ

いては今後検討の予定である。また今回の結果に関連

して既 に lamina Cribrosaに おけるproteoglycanの

分布やその conagenな どとの相互作用などに関する

研究が始められている30)が
,lamina cribrosaの 構築上

の強度変化を論ずるのに重要なポイン トとなるもので

同様の対象を用いて検討の予定である.

稿を終えるにあたり岩田和雄教授の御指導,御校閲に深

謝いたします.ま た実験等に関して御指導,御助言いただき

ました関 伶子先生,黒澤明充先生,沢 口昭一先生,共 同実

験者の白柏基宏先生,原 浩昭先生にこの場を借 り感謝い

たします。
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