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ウシ角膜特異蛋白質のマウス ヒト眼組織における局在

川端 昌子,小西裕美子,三村 康男

徳島大学医学部眼科学教室

要  約

ウシ角膜に多量に存在する角膜特異蛋自質 (CSP)を精製 し, この CSPに対するラットポ リクローナル抗体

を作製 し,ベルオキシダーゼによる組織酵素抗体法を用いて,マ ウスおよびヒト眼球での CSPの局在を光学顕

微鏡的に検討 した。その結果,マ ウスでは,角膜上皮細胞,角 膜実質のケラ トサイ ト,角膜内皮,結膜上皮 ,

水晶体上皮細胞に CSPの存在が認められた。ヒトでは,角 膜上皮細胞 と角膜実質のケラトサイ ト,角膜周囲の

結膜上皮にCSPの存在が認められたが,水晶体には認められなかった.CSPの局在部位は種 により差がある

ことが明らかとなり,CSPの 存在部位 と種間の系統発生 とを関連づけて考えると,CSPは角膜の分化に関連 し

ていることが推察 された.(日 眼会誌 95:829-834,1991)
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Abstract
Rats were immunized by purified bovine cornea-specific protein (CSP) and anti-CSP polyclonal

antibody was produced. Localization of CSP in mice and human eyes was examined by immunohisto-
chemical methods with light microscopy using this antibody. In mice CSP was found in the corneal
epithelium, keratocytes, corneal endothelium, conjunctival epithelium and lens epithelium. In human
eyes CSP was found in the corneal epithelium, keratocytes and cojunctival epithelium, but it was not
found in the lens. These results confirmed a difference in localization of CSP between mice and human
eyes. It was suggested that the production of CSP might be associated with phylogenesis and that CSP
might also be associated with the development of the cornea. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95 : 829-834,
1991)
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I緒  言

1981年 Alexanderら 1)は ウシ角膜に多量に存在する

分子 量54,000の 可溶 性 蛋 自質 (角 膜 特 異 蛋 白質

cornea― specinc「otein:以 下 CSPと 略す)を 精製

し,Silvermanら 2)と ともに,CSPに対する家兎ポ リク

ローナル抗体を用いた免疫拡散法により,CSPが ウシ

角膜全層,結膜上皮および水晶体上皮細胞に特異的に

存在 し,他の眼組織および他臓器には存在 しないこと

を報告 している.ま た, モルモット,ブタ, ヒトなど

の哺乳類の角膜にも存在す るが,鳥類,両生類,魚類

の角膜には存在しなかった としている。1987年 Eype

ら3)は ,CSPに対する家兎ポ リクローナル抗体を作製

し,免疫 アルカ リフォス ファターゼ染色法を用いて

ラット眼球凍結切片での CSPの局在を調べた結果 ,

CSPは ラット角膜上皮細胞にび漫性に存在 し,特 に基

底細胞層の核上は濃染され,角膜実質ケラ トサイ トと

内皮細胞,水晶体上皮細胞にも存在したと報告 してい

る。

今回,こ の CSPに対す るラットポリクローナル抗体

を作製 し,ベルオキシダーゼによる組織酵素抗体法を

用いて,マ ウスおよびヒトの眼球組織における CSPの

局在を光学顕徴鏡的に検討 した。その結果, マウスと

ヒトで種 によりCSP局在部位に差異が認め られたの

で報告する。

II 実験方法

1。 CSPの抽出と精製

0℃ で保存,移送してきた新鮮なウシ眼球 より角膜

を切除 したのち,lmM EDTA-2Na/2.5%SDS/5%2‐
メルカプ トエタノール/50mMト リス塩酸緩衝液 (pH

8.0)を加え 8時間室温で静置 し,可溶性蛋白質を抽出

した。次に10,000× gで 20分間遠心分離し,そ の遠心上

清を7.5%SDS‐ポリアク リルア ミドディスクグル (ア

ドバンテ ック,CD-50)を用いて,電気泳動 し CSPを

純化 した。精製した CSPを 50mMト リス塩酸緩衝液

(pH 8.0)/0.lMNaClで 透析したのち,限外濾過法に

より濃縮 した.

2.ラ ット感作

8週齢雌のルイスラット2匹を用い,上記方法で得

られた CSP 50μ gを 同量の完全 フロイン トアジュバン

ドと混合乳化後,腹腔内に注射した。さらに 1カ 月後

に同量の CSPを 不完全 フロイン トアジュバン トと混

合し,腹腔内注射した。 2回 目感作より4日 後に心腔
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穿刺により採血した.対照として, トリス塩酸緩衝液

を同様にフロイントアジュバンドと混合乳化したもの

を腹腔内注射した。

3.抗 CSP抗体の精製とF(ab′ )2フ ラグメント作製

得られたラット全血を室温で30分間静置したのち,

1,000× gで 10分間遠心し,血清を分離した.次に血清

に飽和硫酸アンモニウムpH 7.4を同量加えて抗体を

沈降させ,25,000× gで 10分間遠心分離した。再度遠心

沈澱を50%硫酸アンモニウムに懸濁し,10,000× gで

10分間遠心分離した.こ の沈澱を10mMリ ン酸緩衝液

pH8.0で溶解し,セ ファデックス G‐75(Pharmacia,

1.5× 48cm)を用いてグル濾過による脱塩を行なった。

次にDEAE‐ セルローズ(Whatman,DE‐52)を用いた

陰イオン交換クロマ トグラフィーにより, ラットIgG

を精製した。

精製したラットIgGを 限外濾過法により濃縮した

のち,50mM酢酸緩衝液 (pH 4.5)に透析し,1/10量

のペプシンを加え,35℃ で18時間消化した。0.5Mリ ン

酸-2Naを 加えて反応を停止させた後,0.lN NaOH
を加えてpHを 7.0に調整した。次にセファクリル S‐

200(Pharmacia,2.5× 35cm)を用いてグル濾過をお

こない,F(ab′ )2フ ラグメントを分離した。

4. ウエスタンプロッティングによる抗体の検定

部分精製した CSPを 8～ 25%SDS‐ ポリアクリルア

ミドグラジエントグルを用いて電気泳動した後,ニ ト

ロセルロース膜に転写し,今回作製したラット抗 CSP
ポリクローナル抗体 F(ab′ )2を一次抗体, ビオチン化

家兎抗ラットIgG抗体を二次抗体として結合させた

後,ア ビジンーベルオキシダーゼ (西洋ワサビベルオ

キシダーゼ :以 下 HRPと 略する)を反応させ,0.5
mg/mlジ アミノベンチジン(DAB)/0.lMト リス塩酸

緩衝液 (pH 7.3)/0.15%H202で 発色させた。

5.組織酵素抗体法

正常な8週齢雌の BALB/cマ ウスより摘出した眼

球 6眼を10%中 性ホルマリンで固定後,パ ラフィン包

埋した.5μ 薄切切片を作製し脱パラフィン後,蒸留水

で洗浄した。0.3%H202/20%メ タノールで内因性ペル

オキシダーゼをプロッキングし,10%ウ シ血清アルブ

ミンを反応させ非特異的抗体沈着を阻止した。これに,

今回作製したラット抗 CSPポ リクローナル抗体 F

(ab′ )2を 一次抗体, ビオチン化家兎抗ラットIgG抗体

を二次抗体として結合させたのち,DABを基質とし

て HRP反応を行なった.水洗し,メ チルグリーンで核

染色を行った後,透徹・封入し光学顕微鏡で観察した。
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された。角膜内皮細胞では淡 く細胞質が染色されたが,

実質線維成分 とボーマン膜は染色されなかった.水晶

体では,図 5の ように前嚢の上皮細胞の細胞質が淡 く

なお,対照として,正常ラットIgGお よび トリス塩酸

緩衝液で感作した ラット血清を一次抗体 として,同様

の染色を行なった。

また,脈絡膜腫瘍のために摘出した42歳男性のヒト

眼球 も同様にして, ラット抗 CSP抗体を結合させて,

DABを基質とした HRP反応を行ない,メ チルグリー

ンで核染色をした後,透徹・封入 し光学顕微鏡で観察

した。

III 結  果

今回作製したラット抗 CSPポ リクローナル抗体の,

ペプシン消化前 と消化後の20%SDS―ポ リアクリルア

ミドグル電気泳動の結果を図 1に示 した。精製 IgGは

H鎖 とL鎖の 2本のバンドとして認め られており,ペ

プシン消化後は F(ab′ )2が メジャーバ ン ドとして認め

られた。また,図 2に作製した抗 CSPポ リクローナル

抗体 F(ab′ )2に よるウエスタンプロッティングの結果

を示 した。Bの くで示す 1本のバン ドのみが認められ,

抗体の特異性が示 された.

組織酵素抗体法では,BALB/cマ ウス角膜では,図
3,4に示すように上皮細胞全体にわたって抗 CSP抗

体結合による茶褐色のベルオキシダーゼ染色像が認め

られた。とくに基底部細胞の核 と核膜,細胞質が強染

された。角膜実質のケラトサイ トもその細胞質が強染

図 1 精製ラットIgGの ペプシン消化前後20%SDS‐

ポリアクリルアミドグルの電気泳動パターン.レ ー

ン1・ 5:分子量マーカー, レーン2:感作ラット

の血清,レ ーン 3:陰 イオン交換 クロマ トグラ

フィーによる精製 IgG分画,レ ーン4:ペ プシン消

化後のF(ab′ )2分画.

<

図2 ウエスタンプロッティング法による抗体の検

定.レ ーン左 :分子量マーカー, レーン右 :部分精

製した CSPを 8～25%SDS‐ ポアクリルアミドグラ

ジエントグルにて電気泳動したのちニトロセルロー

ス膜に転写し,Aはクマジーブリリアントブルーで

染色した.Bは精製したラット抗 CSP抗体を一次抗

体,ビ オチン化家兎抗ラットIgGを二次抗体とする

ABC法を行いDABで発色させた。BではCSPの
バンドのみが染色された。

図3 BALB/cマ ウス角膜 (免疫ベルオキシダーゼ

法,× 160).角膜上皮細胞は全体に濃く染色された。

角膜実質のケラトサイトと角膜内皮細胞の細胞質は

染色されたが角膜実質の線維成分とボーマン膜は染

色されなかった。

BA

100Jm
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図4 BALB/cマ ウス角膜 (免疫ベルオキシダーゼ

法,× 320)。 図5の強拡大像。上皮基底部細胞の細胞

質と一部の核および核膜が強染されており細胞膜は

染色されていない。

図5 BALB/cマ ウス水晶体 (免疫ベルオキシダーゼ

法,× 160).水晶体前嚢上皮細胞の細胞質が淡く染色

されたが,水 晶体核および皮質は染色されなかった。

染色されたが,赤道部上皮細胞と水晶体核および水晶

体皮質は染色されなかった。また結膜上皮非杯細胞で

は核が強く陽性を示し,細胞質も淡く染色された.強

膜内の実質細胞の細胞質にも陽性所見を認めたが,虹

彩,毛様体および網膜,脈絡膜,視神経は染色されな

かった。なお,ddYマ ウスでも同じ結果が得られた。

ヒト角膜中央部では,図 6, 7に示すように,角膜

上皮細胞および角膜実質のケラトサイトの細胞質に,

抗 CSP抗体の結合がみられたが,角膜内皮細胞,実質

線維成分,基底膜およびボーマン膜には陽性所見を認

めなかった。特に角膜上皮細胞では基底層の細胞の細

胞質と一部の核及び核膜が顆粒状に強染されていた。

基底層から表層にかけて,扁平化と共に細胞質のみが

淡くび漫性に染色されていた.ま た角膜実質のケラト

図6 ヒト角膜(免疫ペルオキシダーゼ法,× 250)。 角

膜上皮細胞および実質のケラトサイトは抗 CSP抗

体結合による染色像がみられた。

20メ :11

図 7 ヒト角膜実質―内皮 (免疫ベルオキシダーゼ

法,× 820).角 膜内皮細胞および実質の線維成分は抗

CSP抗体結合による染色像はみられなかった。

サイ トは,細胞質のみが中等度染色された。図 8に示

すように,輪部角膜では,上皮細胞は核 と細胞質が同

程度に染色された。また結膜上皮および結膜下組織で
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図 8 ヒト角膜輪部 (免疫ペルオキシダーゼ法,×

120).輪部角膜の上皮細胞は核と細胞質が同程度に

染色された。輪部結膜では上皮基底層の一層の細胞
の核が濃く染まり,上皮表層の細胞はび漫性に淡く

染まった.強膜は細胞成分および線維成分ともに染

色されなかった.

は,角膜周囲の細膜上皮基底層の一層の細胞の核が濃

染され,上皮表層の細胞がび漫性に淡染され,周辺結

膜上皮および杯細胞は全く染色されなかった。しかし,

強膜岬部を境に,強膜は細胞成分および線維成分共に

角膜特異蛋白質の組織局在・川端他

表 1 各動物での CSPの局在
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図9 ヒト水晶体 (免疫ベルオキシダーゼ法,× 160)。

水晶体は抗 CSP抗体結合による染色像はみられな

かった。

染色されなかった。また図 9に示すように,水晶体は

染色されず,虹彩,毛様体,網膜,脈絡膜および視神

経 も染色されなかった。

IV考  按

今回の実験で,蓄歯類であるマウスでは角膜全層の

細胞成分,結膜上皮細胞,強膜実質細胞および水晶体

前嚢の上皮細胞とに,CSPが存在するのに対して,霊
長類であるヒトでは角膜上皮細胞と角膜実質のケラト

サイトおよび角膜周囲の結膜上皮細胞に存在すること

が判明した。マウスと同じ誓歯類であるラットでは,

CSPは角膜上皮細胞,角膜実質のケラトサイト,角膜

内皮細胞,水晶体上皮細胞および結膜上皮細胞に存在

したと,Eypeら 3)は報告している。Silvermanら 2)の報

告では,偶蹄類であるウシでは,角膜全層,結膜上皮,

水晶体上皮細胞に CSPは存在している.以上をまとめ

ると表 1の ようになる。これらのことより,CSPは哺

乳類に共通して存在するが,種により局在部位に差が

あることが明らかとなった。これは CSPの 産生部位
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マウス

ヒ ト

ウ シ

+
(川 端 ら,1991)
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ラット
(Eypeら , 1987)
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と,種間の系統発生 とに関連性があることが示唆 され

る。

Silvermanら 2)は ,発生学的に,角膜上皮は水晶体上

皮と起源が同一であることから,水 晶体上皮細胞中の

CSPの 存在は発生学的に説明されるかもしれないと

している。また眼組織以外の表層外胚葉を起源 とする

他臓器には存在せず,水晶体皮質にも存在 しないこと

から,CSPは水晶体上皮の分化を研究するうえで有用

なマーカーになりうると考えている。しかし今回の実

験で, 1眼ではあるが, ヒトの眼組織において,水晶

体上皮 には CSPは 存在せず,CSPが 水晶体 分化の

マーカーである可能性は少ないと考えられる。 ヒト
,

マウス, ラット, ウシにおいて,種により若干の差は

あるものの,表層外胚葉由来の角膜上皮および結膜上

皮と,近年神経堤 (neural crest)由 来であることが

明らかとなってきた4)5)角 膜実質に,すなわち発生学的

に起源の異なる組織に共通に CSPが存在す ることが

明らかとなった。発生学上,角膜の発生過程は,マ ウ

ス6)ぉ ょび ヒト7)と もに,水 晶体原基が確立 された後

に,水晶体 より出される誘発因子により,表層外胚葉

から角膜上皮が分化し8)9),さ らに,神経堤から細胞が

遊走 して きて角膜内皮,つ いで角膜実質が分化する4)

と考えられている。これらのことより,CSPは水晶体

上皮の分化 より,む しろ角膜 とくに角膜輪部基幹細胞

の分化に深 く関わっているのではないか と考 えられ

る。 これを確認するために,今後胎生期の眼組織の発

生過程におけるCSPの 局在を検討したいと考 えてい

る。

稿を終えるにあたり,御懇篤なる御指導をいただいた徳
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