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網膜光受容体間基質の分布に及ぼす固定法,光の影響
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要  約

白色成熟ラットを用い,眼球摘出及び組織固定時の光の条件 を変えて,光受容体間基質 (IPM)のコロイ ド

鉄染色像について比較検討 した.暗順応下,或いは蛍光灯下で眼球摘出 し,光 を遮断 して浸潤固定 した場合 ,

視細胞外節全体及び内節先端側半分の領域の IPMが ビマン性に染色 された.蛍光灯下で眼球摘出 し,浸潤国

定中に光をあてた場合,IPMの 染色像はその光の強 さと時間によって微妙に変化 した。即ち,光 の強さと照射

時間の増加 と共に視細胞外節中間部 IPMの染色性が低下 し,内 節の基底部から全体にわたリビマン性にIPM
の染色が増強 した。とくに蛍光灯下で潅流固定 した場合,内節部全体にわたってIPMが強 く染色 された。眼

球 を浸潤固定 しかできない場合,IPMを 厳密に組織化学的に検索するためには,固定中の光の影響を完全に除

去する必要があり,そ のためには固定瓶を眼球摘出後直ちにアル ミフォイルで覆 う方法が有効であると考えら

れる。 (日 眼会誌 95:441-444,1991)
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Abstract
By using albino, adult rats, the efrects of difrerent light conditions during enucleation and flxation

on the staining of the interphotoreceptor matrix (IPM) with colloidal iron were examined. When the
eyes were enucleated in the dark or under a fluorescent lamp, followed by immersion-fixing in the
dark, the IPM around the photoreceptor outer segments (OS) and apical inner segments (IS) was
uniformly stained. When the eyes were enucleated in the light, and were immersion-fixed in the light,
the staining pattern of the IPM was dependent on the light conditions during the fixation. By
increasing the intensity and the exposure-time of the light, the intensity of the interstitial IPM-
staining around the OS decreased except for the apical-and basal-regions, whereas that of the IPM
staining around the IS increased from the basal-to the apical-region. W'hen the rat was perfused with
the fixative in the light, the diffuse IPM staining around the IS was especially remarkable. In cases
in which it is only possible to apply immersion-fixation, it is necessary to remove the light effects
during the fixation in order to obtain consistent results with IPM-histochemistry. For this purpose,
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it ntay be erective t0 0。 ver the bOttle fOr nxatiOn with aluminunl fOil immediately after the enuclea‐

tion。 (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95:441-444,1991)

Key wOrds: InterphOtoreceptor matrix,Light,Imlnersion‐■xation,]Perfusion‐ ■xation,Rat

I緒  言

光受容体間基質(InterphOtOreceptOr matrix,IPM)

は,網膜色素上皮 と視細胞外節,内 節周囲の網膜下腔

を満たし,種々の重要な機能を有 している1)～6).IPMの

主要構成成分の一つである光受容体間レチノール結合

蛋白 (IRBP)が視細胞外節と網膜色素上皮細胞間の ビ

タ ミンAの 運 搬 を行 うことは広 く知 られ て い る

が5)6),そ の網膜下腔内局在については視細胞外節先端

に多いと報告 されているだけで7)8),IPMは 静的な不変

細胞外構造基質 としてとらえられてきた.し かしなが

ら最近筆者 らは,明暗の光環境の変化に伴ってラット

IPMの複合糖質の局在部位が変化することを発見 し

た.こ の IPM成分の局在の変化は,ラ ットを固定液で

潅流し,IPMを明,或いは暗の光条件下の存在すべ き

場所に瞬時に固定することによって明瞭に検出しえた

ものである。).し かしながら潅流固定法は,生体 ヒト眼

球の病理組織学的検索には用いることができず,浸潤

固定法を用いざるをえない状況にある。この場合,眼
球摘出時及び浸潤固定時の光の条件の違いによってそ

の組織化学的結果が異なって くる可能性があ り,異
なった条件のもとでは厳密な研究結果の比較検討は難

しいものと予想 される。そこで本研究においては,理

想的な眼球浸潤固定法の条件設定を目的として, ラッ

トを用い眼球摘出時及び浸潤固定時の光の条件をいく

つか設定して,そ の条件下の IPM分布について組織

化学的に比較検討 した。

II 実験方法

自色成熟 ラット(RCS‐rdy+:8～ 10週齢)を ,明 (7

AM照明 oni Cage部照度は20ft‐c以下):暗 (7PM照

明 o“)=12:12時 間周期下に飼育し, 2時間(9AM‐ 11

AM),明順応 (Cage部 照度は20ft‐ c)あ るいは暗順応

(絶対暗室)さ せた後,炭酸ガスを吸引させることに

よって安楽死 させ,直ちに以下の条件にて眼球を固定

した。各実験条件 ともそれぞれ 4匹ずつ (片眼のみ)

ラットを使用 した。眼球摘出,浸潤固定,潅流固定時

の照度は蛍光灯 (天丼)下では20ft‐c,蛍光灯 (ス タン

ド)下では100ft‐cであった。浸潤固定,潅流固定のた

めの固定液 には2.5%glutaraldehyde,2%parafor‐

maldehyde(0.lM phosphate buffer,pH 7.3,37℃ )

を使用した。また浸潤固定に先だって,固定液の移行

を早 くする目的で角膜をカミソリ刃で穿刺するととも

に,浸潤固定は原則 として約 4℃ のもとで一晩行った。

1.暗順応後,弱赤色光下で眼球摘出を行い,ア ル ミ

フォイルで被覆 した瓶の中で浸潤固定 した。

2.明 順応後,蛍光灯 (天丼)下で眼球摘出し,ア ル

ミフォイルで被覆した瓶の中で浸潤固定した。

3.明順応後,蛍光灯 (天丼)下で眼球摘出し,蛍光

灯 (天丼)下で 1時間浸潤固定した後,ア ル ミフォイ

ルで固定瓶を被覆して浸潤固定した。

4.明順応後,蛍光灯 (ス タン ド)下で眼球摘出し,

蛍光灯 (ス タン ド)下で 1時間浸潤固定した後,固定

瓶をアル ミフォイルで被覆した .

5。 明順応後,蛍光灯 (ス タン ド)下で眼球摘出し,

蛍光灯 (ス タン ド)下で 3時間浸潤固定した後,固定

瓶をアル ミフォイルで被覆した。

6。 明順応後,蛍光灯 (ス タン ド)下で19G針 を用い

て50～ 60mmHgの 圧力をかけ,ラ ットを 6分間潅流固

定 した。眼寓内容除去を行い,眼球をさらにアル ミフォ

イルで被覆 した瓶の中で浸潤固定 した。

一晩浸潤固定の後,眼球を上下方向に 2分割し, さ

らに数 時 間 浸 潤 固 定 した 後 水 洗 し,methanol‐

methylcenosolveを 用いて脱水,polyeder waxに包

埋 した。8μ mの組織切片を作成し,Rёhlichの 方法 1° )

ですべてのラットの切片をコロイ ド鉄染色した。上記

の各実験条件下の網膜色素上皮,視細胞外節,内節部

の IPMの染色部位の分布について光顕で観察,比較

検討した。なお,光顕 レベルでは染色部が細胞表面に

限局しているのか,網膜下腔内物質まで分布している

のかを区別するのは困難であり, これらを一括して観

察結果には IPMと して記載した。また,染色性にばら

つきが見られる場合には,各実験条件毎にすべての切

片を観察し,最 も代表的とみなされる所見を結果には

記載 した.

III 結  果

1.暗順応後,弱赤色光下に限球摘出し,ア ル ミフォ
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染色像が観察 された (図 lb).

3.明順応後,蛍光灯 (天丼)下で眼球摘出し,蛍光

灯 (天丼)下で 1時間浸潤固定した後,ア ル ミフォイ

ルで固定瓶を覆 って浸潤固定 した場合,上記のビマン

性の IPM染色像に加えて,視細胞外節先端部の IPM
が帯状に染色されるとともに,外節基底部から内節先

端部の IPMが弱 く染色された (図 lc).

イルで覆った瓶の中で浸潤固定した場合,視細胞外節

全体及び内節先端側半分の領域に,IPMの ビマン性の

コロイ ド鉄染色像が観察された.だが,内節基底側半

分の IPMは殆 ど染色されなかった (図 la).

2.明順応後,蛍光灯 (天丼)下で眼球摘出し,ア ル

ミフォイルで覆った瓶の中で浸潤固定 した場合にも視

細胞外節全体から内節先端にかけて ビマン性の IPM

図 1 網膜光受容体間基質 (IPM)の コロイド鉄染色像 (× 750)

a)暗順応下に眼球摘出し,光を遮断して浸潤固定した場合,b)蛍光灯 (天丼)下で眼球摘出し,光を遮断して浸潤固定
した場合.こ れらa)及 び b)の 光条件下では,視細胞外節全体及び内節先端側半分の領域の IPMが ビマン性に染色される.

一方,内 節基底側半分の IPMは殆ど染色されていない (RPE:網膜色素上皮 :OS:視細胞外節 :IS i視 細胞内節 :矢
印 :外境界膜).c)蛍光灯 (天丼)下で,眼球摘出, 1時間浸潤固定してから光を遮断した場合,上記 (a,b)の ビマン
性の IPM染色像に加えて,視細胞外節先端部 (小矢頭)の IPMが帯状に染色されるとともに,外節基底部から内節先端
部 (大矢頭)の IPMが ごく弱く染色される (矢 印 :外境界膜).d)蛍光灯 (ス タンド)下で眼球摘出, 1時間浸潤固定し
てから光を遮断した場合,視細胞外節先端部 (小矢頭)及び外節基底部から内節先端部 (大矢頭)の IPMが帯状に染色さ
れるとともに,外節中間部及び内節基底部 (矢 印)の IPMが弱 く染色される.e)蛍光灯 (ス タンド)下での固定時間を
3時間に延長した場合,dの所見に加えてさらに視細胞内節部の IPMの染色がビマン性にわずかに増強する(矢 印 :外境
界膜).f)蛍光灯 (ス タンド)下で潅液固定 した場合,d,eの 所見に加えて視細胞内節全体にわたるビマン性のIPMの 染
色像が観察される (矢印 :外境界膜).
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4.明順応後,蛍光灯 (ス タン ド)下で眼球摘出し,

蛍光灯 (ス タン ド)下で 1時間浸潤固定した後,固定

瓶をアル ミフォイルで覆った場合,祝細胞外節先端部

及び外節基底部から内節先端部の IPMが帯状に染色

されるとともに,外節中間部及び内節基底部の IPM

が弱く染色された (図 ld).

5,蛍光灯 (ス タン ド)下での固定時間を 3時間に延

長した場合, 1時間の場合 と同様の所見を呈するとと

もに, さらに視細胞内節部の IPMの染色が ビマン性

にわずかに増強した (図 le).

6.蛍光灯 (ス タンド)下で潅流固定した場合,視細

胞外節先端部 IPMの帯状の染色像のほかに内節全体

にわたるビマン性の IPMの 強い染色像が観察 された

(図 lf).

1.と 6.の実験条件下では,切片間,あ るいは異なっ

た眼球部位による染色性 (IPM分布)のばらつきは全

く見られなかった。2.か ら5.の 実験条件下では, ごく

一部 (2割 以下)の眼球部位で,そ れぞれの前後の実

験条件 と類似 した染色パターンが見られたが,それは

主として赤道部から周辺部にかけてであった。

IV 考  按

暗順応あるいは明順応のいずれの条件下で眼球摘出

した場合でも,固定瓶をアル ミフォイルで被覆 して浸

潤固定中の光因子を除去した場合,視細胞外節全体に

わたるビマン性の IPM染色像 (暗順応パターン9))が

得られたのに対し,浸潤固定中に光をあてた場合には
,

IPMの染色像はその光の強 さと時間によって微妙に

変化した。後者は暗順応パターン9)と 明順応パターン9)

の間の中間型 としてとらえた。即ち,浸潤固定の場合 ,

明順応下に眼球摘出しても,その後の完全固定までの

光の条件の違いによって暗順応パターン9)の 方へ近づ

いてしまい,図 lfの如き明順応の典型パターンは潅流

固定によってのみとらえられた。 したがって,潅流固

定できる場合には,暗順応パターン。)と 明順応パター

ン9)の両者について比較検討することが望ましいが
,

生体 ヒト摘出眼球の組織化学的検査など,浸潤固定 し

かできない状況下においては, コントロールが容易で

染色結果に再現性の得 られやすい暗順応パターン9)に

ついてのみその検出を試みるべきであろう。即ち,眼

球摘出時の光条件の違いに関係なく,摘出後速やかに

暗所下で組織を浸潤固定する必要がある。そのために
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は固定 瓶 を アル ミフ ォイルで覆 う方法 が最 も簡便 かつ

有効 で あ る と考 え られ る。今後 は,視細胞 ,と くに IPM

の厳 密 な組織化学的検 索 を行 うため には,眼球 の浸潤

固定 中 の温度を低 く保 つ だ けでな く,光 を完全 に遮 断

す る こ とに も注意 を払 う必要性があ るで あ ろ う。
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