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網膜内境界膜の超微細構造

―第 2報 ポリエチレンイミンによる網膜内境界膜・
陰性荷電部位の観察―

西 原 '告 美
岡山大学医学部眼科学教室

要  約
陽イオントレーサーのポリエチレンイミン (PEI)に よる浸漬法を用いて,家兎の網膜内境界膜の陰性荷電
部位 (anionic sites)を 透過型電子顕微鏡で観察 し,以下の結果を得た.1)こ の方法は手技が簡単で,網膜内
境界膜の anionic sitesを 正確にかつ短時間に観る上で非常に有効である。2)網膜後極部 (視放部,髄翼部 )
では PEI粒子が網膜内境界膜の透明層中にほぼ均等に付着 していた。3)PEI粒子の直径は平均20nmで ,
40～50mmの間隔で並んでおり,透明層の細線維の間隔と一致 した。4)網膜周辺部では透明層中の PEI粒子
の分布は疎で,不均―に付着 していた。5)眼球の全部位において,網膜内境界膜の緻密層には PEI粒子の付
着が観 られなかった。6)残存硝子体線維には PEI粒子が付着 していた.今回の結果より,網膜内境界膜の
anionic sitesは 荷電関門 (charge barrier)と して網膜硝子体間の物質移動の関門の役割を果たすと考えられ

た。 (日眼会誌 95:951-958,1991)

キーワー ド:網膜内境界膜,陰性荷電部位,ポ リエチレンイミン,荷電関門,透過型電子顕微鏡

Studies on the Ultrastructure of the lnner
Limiting Membrane of the Retina

-Distribution of Anionic Sites in the lnner Limiting Membrane of the Retina-
Hiromi Nishihara

Department of Ofhthalmolog, Ohayama Uniuersity Medical School

Abstract
For demonstrating ultrastructurally the distribution of anionic sites (AS) in the inner limiting

membrane (ILM) of the rabbit's retina, the immersion method with cationic tracer, polyethyleneimine
(PEI) was applied. This method was found to be simple and useful for the observation of AS in the
ILM. In the posterior pole of the eyeball (visual streak and medullary ray), PEI particles were
arranged evenly in the lamina rara (LR) of the ILM. The mean diameter of PEI particles was 20 nm,
and intervals between them (40-50 nm) were the same as those of fine strands in the LR. However,
the peripheral retina, the distribution of PEI particles were sparse and random, while in the lamina
densa (LD) of each ILM, PEI particles were absent. AS stained with PEI were present in the residual
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vitreous fibers. These results may provide the morphological basis for the theory that AS of the ILM
act as a charge barrier between the retina and the vitreous cavity. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95:951

-958,1991)

Key words: Inner limiting membrane of the retina, Anionic sites, Polyethyleneimine, Charge

barrier, Transmission electron microscopy

I緒  言

著者は前報
1)にて家兎の網膜内境界膜の網目構造を

観察し,網 目が形成する飾 (sieve)が容積関門 (size

barrier)と して,血管からの高分子の侵入を防御する

役割を果たして硝子体の透明性を維持していること
2)

を考察した。しかし,網膜硝子体間の物質移動を容積

関門だけで規制することはできない.と言うのも,網

膜内境界膜の飾の穴,即ち孔 (pore)の直径はアルブ

ミン分子の長径3)と 等しいかまたは大きく,ア ルブミ

ンを通過させてしまうからである。では,他の関門と

して何が存在するであろうか。血液中の蛋白質はその

等電点の関係から陰性荷電を帯びているとされてい

る4)。 網膜内境界膜も陰性荷電部位 (anionic sites,以

下 ASと 略す)を 有 し,網膜硝子体間の荷電関門

(charge barrier)の 主体を成している事が予想される

が,未だかつて形態学的な証明はなされていない。

網膜内境界膜の荷電状態を形態学的に観察するに

は,浸積法 (lmmersion method)が可能なトレーサー

物質が必要である。なぜなら,静注法ではトレーサー

は硝子体に達するまでに血液網膜関間で阻止されてし

まう5)か らである。Schurerら
6)7)は この浸積法に適し

た p。lyethyleneimine8)(以下 PEIと 略す)と いう陽イ

オントレーサーを用いて, ラットの腎糸球体基底膜の

ASを観察していた。そこで,著者は PEIの 分子量,濃

度,浸積時間,使用する緩衝液,固定液を変えて検討

し,超薄切片法,透過型電顕により網膜内境界膜のAS

の観察に成功した。また,前報と同様,眼球の部位別

に ASの状態を検討できたので, ここに報告する。

II 実験方法

実験動物として,体重2.0～ 2.5kgの 成熟自色家兎

(7匹 14眼 )を使用した。ネンブタール麻酔下に眼球を

摘出し,角膜周辺部で割断してから,角膜,虹彩,水

晶体,硝子体を除去した。摘出眼球を実体顕微鏡下に

網膜剥離を起こさない様に注意しながら,視放部,髄

翼部,周辺部に分けた.0.5,1.0,2.0%の グルタール

アルデヒド (以下 GAと 略す)液で30分間前固定を行

い,0.15,0.5,1.0,2.0%の PEI溶液に 5,15,30,

45分間浸漬した後,0.2molカ ジコル酸緩衝液又は0.1

mol燐 酸緩衝液にて30分間洗浄 した。PEIは分子量

600(SIGMA Chein.Colnp.)と 1800(Polysciences,

Inc.)の低分子のものを 2種使用した。次に2.0%燐 タ

ングステン酸 と1.0%GA混 合液に 1時間反応させ ,

0.2molカ コジル酸緩衝液又は0.lmol燐酸緩衝液で30

分間洗浄し,2.0%オ スミウム液で後固定を 2時間行

なった。0.2molカ コジル酸緩衝液,0.lmol燐酸緩衝

液,GA液,PEI溶液,燐タングステン酸液,オ スミウ
ム液は薫糖を用いて浸透圧を400mOsmに全て調整し

た。PEI溶液は IN塩酸を,燐タングステン酸液はlN

水酸化ナ トリウムを用いて pH 7.4に調整した。0.2

m01カ コジル酸緩衝液,0.lmol燐酸緩衝液とGA液
は未調整で pH 7.4で あった。エタノールにて上昇系列

脱水,エポン包埋を行い,超薄切片を作成し,鉛染色

を施した後,透過型電子顕微鏡 (HS‐ 9)にて観察撮影

した。 1眼は GA液による前固定をしないで,眼球摘
出後すぐに PEI溶液に浸漬した。全例,残存硝子体に

は化学的物理的処理を全く施さなかった.

III 結  果

1.カ コジル酸緩衝液使用群

1)PEIの 分子量1800

(1)濃 度 :0.5%と 1.0%PEI溶液使用例では PEI

粒子の付着状態は良好であったが,1.0%の 方が粒子の

コントラストが良かった.0.15%で は PEI粒子の付着

及びコントラス トが悪かった.2.0%溶液使用例では網

膜内境界膜の亀裂が観られた。

(2)浸漬時間 :1.0%PEI溶液を30分間浸漬した例

は PEI粒子の付着が良好であった。 5分 ,ま たは15分

間浸漬した例は PEI粒子の付着が悪 く,透明層まで達

していなかった。45分浸漬した例は透明層の開大 と

ミュラー細胞膜の陥凹が観られた (Fig.1).

2)PEIの 分子量600

PEI溶液の全ての濃度,浸漬時間においてもPEI粒
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Fig. 1 Electron micrograph of the ILM treated
with immersion in 1.O%PEI (M.W. 1800) solution
for 45 minutes. Enlargement of the LR and notch-
ing on the Mtiller cell membrane (arrows) are
noted. x50.000

子が ミュラー細胞中に侵入し,空胞を形成していた
(Fig.2).

2.燐酸緩衝液使用群 PEI(分子量1,800,600共 )
を燐酸緩衝液に溶解させると,液が自濁沈殿した。

Fig. 2 The ILM treated with immersion in l.0o/o
PEI (M.W. 600) for 30 minutes. PEI particles
invade into the Miiller cell and form vacuoles
(asterisk). x12,500

3.固定液の条件 0.5%GA液 にて前固定した例は
PEI粒子の付着が良好であった.GA液 の濃度を上げ
るとPEI粒子の付着が低下した。前固定を省略した例
は硝子体線維の残存が多く,網膜内境界膜への PEI粒

Fig. 3 The ILM in the visual streak treated with immersion in I.\Yo PEI (M.W.
1800) for 30 minutes. PEl-positive particles (Ca. 20 nm in diameter, arrows) are
arranged evenly in the LR at intervals of 40-50 nm. In the LD, PEI particles are
absent. x50,000
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子の付着が悪かった。

4.部位別差 0.5%GA液 で前固定 し,1.0%PEI
(分子量1,800)溶液に30分間浸漬させてから燐タング

ステン酸で染色し,オ スミニウム後固定,脱水,エポ

日眼会誌 95巻  10号

ン包埋を行なった。超薄切片を作成し,鉛染色を施し

て透過型電顕にて部位別差を検討した。

1)網膜後極部 (視放部 visual streak):PEI粒 子が

網膜内境界膜の透明層中にほぼ均等に付着していた。

Fig. 4 The ILM in the medullary ray treated with the same method as Fig. 3.

The distribution of PEI particles (arrows) are similar to that of the visual

streak. PEI stained particles (arrowheads) are found on the residual vitreous

fibers. x50,000

Fig. 5 The ILM in the peripheral retina treated with the same method as Fig'

3. In the LR, PEI particles (arrows) are distributed sparsely and randomly. In

the LD, PEI particles are also absent. x50,000
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Fig. 6 Schema of ultrastructure of the inner limiting membrane of rabbit's retina (posterior pole).
The lamina densa (LD) of the inner limiting membrane (ILM) expands three-dimensionarily into the
meshwork structure with numerous sieves. The sieves are composed of fine strands with 10 nm in
diameter, and elongate to form channels just like a junglegym. The pore diameter varies from 10 to
25 nm (mean 13.5 nm). Fine strands in the lamina rara (LR) of the ILM are 6-8 nm in diameter and
40-50 nm in intervals, connect the LD with the Muller cell plasma membrane. Vitreous fiber, 14-16
nm in diameter, invades the LD directly, perpendicularly or obliquely.
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PEI粒子の直径は平均20nmで ,40～ 50nmの間隔で並

んでいた。網膜内境界膜表面の残存硝子体線維には

PEI粒子が付着していたが,緻密層には全く見られな

かった (Fig.3).

2)髄翼部(medunary ray):PEI粒 子の付着状態は

視放部とほぼ同様であった (Fig.4)。

3)周辺部 (peripheral retina):透 明層中の PEI粒

子の分布は疎で不均―に付着 していた。緻密層には

PEI粒子の付着はみられなかった (Fig.5)。

IV考  按

Schurerら 6)7)以来,PEIに よる浸漬法を用いて他組

織のASの分布が多数報告されている。)~・ ).浸漬法の

利点は生検組織を用いて臨床応用できる点であ り
10),

各種糸球体腎炎における腎糸球体基底膜の ASの減少

と配列の乱れが蛋白尿の出現に関与していることが明

らかにされた6)10)n).

PEIは ethyleneimineの重合体で,活性の陽イオン

性をもつ水溶性ポリマーとして,工業製品に使用され

ている3)。 又,上記の操作条件下では塩基性であるた

め,酸性物質と結合する。それ自体は電子密度は高 く

ないが,その中に含まれる窒素原子が重金属イオンと

結合するので,燐タングステン酸を反応させると高電

子密度をもつ粒子を形成し,電子顕徴鏡下で観察する

ことができる。).

Fig.6は著者の前報 1)と 片山12),松岡
13)の データを

もとに描いた家兎の網膜内境界膜 (後極部)の模式図

である。前報
1)にて緻密層の網 目構造中の孔 (pore)の

直径を計測し,眼球の部位別の差なく10～ 25nm(平均

13.5nm)の値を得た。PEI分子はこの孔を通って透明

層に達し,燐タングステン酸 と反応して平均直径20nm

の粒子を形成し,ASと 結合するものと思われる。緻密

層 と ミュラー細 胞膜 とを 連 結 す る細線 維 (■ne

strands)の 間隔と透明層に付着 した PEI粒子の間隔

(40～ 50nm)は一致することから,網膜内境界膜の AS

は透明層の細線維中に存在することが推測できる。一

方,主にIV型 コラーダンで構成される緻密層
14)に は眼

球のすべての部位において PEI粒子は付着しておら

ず,網膜内境界膜の緻密層において ASは存在 してい

なかった。

ASを形態学的に観察す る方法 として,塩基性の

rutheniuin. red15)～
17), c。

11。 idal irOn16), cationized

ferritin16)18)19)な どの トレーサーが知られているが,こ

れらは分子量が大きい点で浸漬法には不向 きであ
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る9). :Pino R■ 6)|ま rutheniunl red, colloidal iron,

catiOnic ferritinを 用いた浸漬法で, ラットの Bruch

膜のASを観察している。しかし,40μ mの厚さに細片

化したものを長時間 (2時間から24時間)浸漬してお

り, 自然な状態とは言えない。 これに比べ,PEIを用
いた方法は細片化することがなく,短時間にかつ正確

に網膜内境界膜の ASを観察できる点で優れている。

Essnersら 9)は ,自 色家兎の Bruch膜 の ASを PEI

による浸漬法で観察している。彼 らは分子量1,800と

40,000か ら60,000の PEIを使用 しているが,後者は

Bruch膜への付着が悪く,前者がこの研究に適してい

るとしている。今回,著者は分子量600の PEIも 使用し

たが,PEI粒子がミュラー細胞中に侵入し,空胞を形

成していた。このように分子量が小さすぎても不適で,

網膜内境界膜の観察においても分子量1,800の PEIが

最適であった.換言すれば,分子量1,800の 物質は緻密

層の孔を通過する事ができると言えよう。

また,Essnerら
。)は Bruch膜に付着した PEI粒子の

直径が18nmで ,粒子の間隔が50nmと 報告しており,

今回の網膜内境界膜の結果とほぼ一致した。しかし,

彼らは眼球の部位別差までは検討していない。

腎糸球体基底膜の ASの本態は内外透明層中に豊富

に存在するプロテオグリカンのヘパラン硫酸とされて

いる20)。 また,Pinoら 16)は ,ヘパ リナーゼで処理する

と網膜色素上皮細胞,Bruch膜,脈絡膜毛細血管内皮

細胞の基底板の ASが消失する事から,ヘパラン硫酸

の存在を指摘している。ヘパラン硫酸はヘパリンと同

様に抗凝血作用を有しているので,腎炎の発症に重要

な役割を演じている糸球体毛細血管内の凝血機転に対

して阻止的に作用していると考えられている。 3:見在の

処,網膜内境界膜のヘパラン硫酸は検出されていない

が,透明層の細線維中に存在し,網膜硝子体間の病変

において抗炎症作用の役割をはたしていることが充分

推測できる。

Tolentinoら 2)は硝子体の透明性を維持するための

関間を血液硝子体柵 (blood‐ Vitreal barrier)と いい,

網膜内境界膜の他に硝子体皮質層 (cortex layer)をあ

げている。そして皮質層での濾過機構は硝子体中のコ

ラーダン線維とヒアルロン酸の密度状態による飾効果

と考えている。Balazs21)は硝子体中のヒアルロン酸は

強い陰性荷電を持ち,電荷相互の斥力で硝子体は膨張

し,ま た,陽性荷電分子の侵入を中和することにより

阻止するという仮説を立てた。今回の結果から残存硝

子体線維には PEI粒子が付着 しており,こ れは硝子体
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層の ASは網膜後極部 と比べ疎でかつ不均一であるこ

とからも,網膜硝子体間の関門は網膜後極部が主であ
ると推察できた。

PEIに よる浸漬法は手技が簡単であ り,網膜内境界
膜の ASを正確にかつ短時間に観察する上で非常に有
効な方法である。また,網膜硝子体間の病変を実験的
に作成 し,網膜内境界膜の ASの変化をこの方法で観
ることは興味深い。

稿を終えるにあたり,本研究の主題を賜 り,御懇篤なる御

指導と御校閲をいただいた恩師松尾信彦教授に深謝致しま

す。また,直接御指導下さった松岡 徹講師,腎臓の基底膜
についてお教え下さった本学第二内科槙野博史講師に御礼

申し上げます。さらに技術協力をいただいた当教室の細田

彰,光岡建之の諸氏に感謝致します。なお本研究は,文部省

科学研究費 (一般研究 C‐ 63570830研究代表者松岡 徹)の
援助を受けた。付記して謝意を表する.本論文の要旨は第56

回日本中部眼科学会にて報告した.
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