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要  約

胎生26 週,36 週および2 歳の人眼各1 眼の前房隅角組織をルテニウム・レッドで染色し, グリコスアミノ

グリカン(GAG) の電顕組織化学的検索を行った. 胎生26 週以降, Schlemm 管内壁内皮細胞の管腔側表面,

傍Schlemm 管結合組織における無定型物質, 内皮細胞に沿った基底板, 基底板様物質, および膠原線維周囲

に染色物を認めた.2 歳では, 内壁内皮細胞に沿った基底板の染色物は不明瞭で, 基底板様物質が多く染色さ

れていた.放線菌ヒアルロニダーゼ,コンドロイチナーゼAC, コンドロイチナーゼABC による酵素消化の結

果, 各細胞外成分にヒアルロン酸が, 内壁内皮細胞の管腔側表面以外にはコンドロイチン硫酸が, 膠原線維周

囲および無定型物質にデルマタン硫酸が含まれると考えられた. 以上より, 胎生期より既に線維柱帯にGAG

が存在して房水流出抵抗を形成しており,発達に伴い各種GAG の分布が変化を遂げることが示唆された.(日

眼会誌 96 : 57-66, 1992)
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Abstract

The ultrastructural localization of glycosaminoglycans (GAGs)in the developing: human outflow

apparatus was investigated. The aqueous outflow system from human eyes at 26th and 36th fetal week

and 2 years of age was stained with ruthenium red to identify GAGs with the transmission electron

microscope. Luminal surface of the inner wall of the Schlemm's canal, basal lamina of the endothelial

cells, basal lamina ・like material, amorphous substances and collagen fibrils in juxtacanalicular tissue

were associated with ruthenium red-stainable material. The basal  lamina of the endothelial cells of

Schlemm's canal wa8 stained less obviously in 2-year-old trabecular tissue. The composition of the

ruthenium red-stainable material was determined by treatment of each tissue with streptomyces

hyaluronidase,  chondroitinase AC, and chondroitinase ABC respectively.  Hyaluronic acid was

identified in each ruthenium red-stainable e χtracellular component. Chondroitin sulfate was identified

in all ruthenium red-stainable components except luminal surface of the canal. The presence of

dermatan sulfate was confirmed in the amorphous components and collagen fibrils of ju χtacanalicular
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tissue. The results suggest that GAGs in fetal trabecular tissue already contribute to the outflow

resistance and that alterations of the pattern of GAGs may take place as development proceeds. (Acta

Soc Ophthalmol Jpn 96 : 57-66, 1992)

Key words : Glycosaminoglycan, Trabecular meshwork, Fetal human eye, Ruthenium red, Enzyme

digestion

I

緒  言

房 水流 出抵 抗 は, 主 とし てSchlemm 管内 壁 直下 の

傍Schlemm 管 結 合組 織 に 存 在 す る と考 え ら れ て い

る1)气 房 水流 出抵 抗が ヒアル ロ ニダ ーゼの前 房内潅 流

に よって 減 少す る こ と3)̃5)から, ヒ ア ル ロニ ダ ーゼ 感

受 性の ダ リコスア ミノグ リカソ(GAG) が この抵 抗を

形 成す る重 要 な細胞 外成 分 として 注目 され る ようにな

り, 正常 成人 眼お よび 緑内障 眼の 房水 流出系 にお け る

GAG の 組 織 化 学 的 検 索 が 行 わ れ て き た6)̃12).

Mizokami6' は 正 常 成人 眼 の 傍Schlemm 管 結 合 組 織

に おい てGAG 一 蛋 白 複 合 体 と し て封 鎖 さ れ たGAG

を 顕示化し, ヒ アルロ ン酸お よび デル マ タソ硫酸一 蛋

白 複合体 が房 水流 出抵抗 と関 連を 持つ こ とを 示し た.

Segawa11' は, 原発 開放 隅角 緑内障 眼の 傍Schlemm 管

結 合 組 織の 細 胞 外無 定 型 物質 に コン ド ロ イ チ ン硫 酸

一蛋 白 複合体 が存 在す るこ とを示し, 房 水流 出能 の低

下 との関 連を 示唆し た. また, 最近T  awara ら12)は,

クプロ メロ ニッ クブル ー染 色を用 いて正 常 成人眼 の線

維柱 帯 におけ る硫 酸系 プロ テ オグ リカンの局 在を 明ら

か にし, 特に ヘパ ラソ 硫酸 タイプ のプ ロテ オ グリカ ン

が房 水流 出抵 抗の形 成 に重要 であ る と報告し てい る.

一 方, 発育異 常緑 内障 眼に おいて は, 傍Schlemm 管

結 合組織 が組 織学的 に正 常 より厚 く存 在して お り, こ

の ため 大きな 房水 流出抵 抗を 有す るこ とが主 要 な病因

であ る と考え られ てい る13)` 15).こ れは 胎生期 の線 維柱

帯 の構造 に類 似し てい るこ とか ら14)16),発 達過 程 にお

け る分化 障害 に よるも のと考 えら れる. し かし, 胎生

期 の線維 柱帯 にお けるGAG の 存在 につ い て は知 ら れ

て おらず, また発 育異常 緑内 障の 発症 に線維 柱帯 の発

達 の未熟 性がGAG のレ ベルで どの よ うに 関与 して い

る かは明 確で ない.

発達過 程の 房水 流出系 に おけ るGAG の 局在 を解 明

す るこ とは発 育異常 緑内 障等 の発 症機 序を考 え る上 で

も重 要 と思わ れる. 今回, 胎 生期 お よび生後 の発 達過

程 にあ る正 常 人 眼を 用 い て 前房 隅 角 組 織 の ル テ ュ ウ

ム・ レ ッド( 以下RR) 染 色を 行い, 酵 素 消化 に よ る

GAG の電顕 組 織化学 的 検索を 行 った ので報 告す る.

II 対 象 お よ び 方 法

1. 対 象

胎生26 週, 胎生36 週 お よび2 歳 の人 眼を 各1 例I

眼 ずつ用 いた. 胎生 期 の眼球 は, 出 生後 間 もな く死 亡

し 得ら れた もので, 死因 は胎生26 週 の児 では 超未 熟児

に よ る重 症仮 死, 胎生36 週 の児で は 呼 吸不 全であ り,

両 者 とも先天 奇形 は 認めな かっ た. 死 亡 よ り眼球 の固

定 まで に要し た 時間 は4 時 間以 内であ った. 眼 軸長 は,

胎 生26 週 眼 で は12 mm, 36 週眼 で は17.4  mm で あ

り, 胎生 週数 に比 して 小眼 球や 明ら かな形 態 異常 は認

め なか った.2 歳 の眼 球 は, 網 膜芽 細胞 胚 のため 摘出

後, 速や か に固定 さ れた もので, 腫 瘍は 後極 部 のみに

局 在し てお り, 前 眼部 へ の浸潤 や, 眼圧上 昇 は 認めて

い な かった. 眼球 摘出 はす べて 家族 の同 意 のも とに 行

わ れた.

2. 方 法

各摘 出眼球 を赤 道部 のや や前 方で 半切 後,1% セ チ

ル ・ピ リミジュ ウ ム・ ク ロラ イドを 含む4% ダ ルタ ー

ル・ア ルデ ヒド, 0.1 M カコ ジレ イト緩 衝液(pH 7.4)

中 に1 時間保 存し, 同 液中 で実 体顕 微鏡 下 に前房 隅角

部 の組 織を眼 球 の子午 線方 向 に厚 さ約1mm の ブロ ッ

クとし て前眼 部 の4 象限 から 少な く とも4 つ ずっを 切

り出し た. そ の後, 以 下 の群 に分け て検 討し た.

1) ルテ エウ ム・レ ッド(RR) 染 色

1,000  ppmRR を 含 む4% ダル タ ール ・ア ルデ ヒ ド,

0.1 M カコジ レ イト 緩衝液(pH 7.4) で2 時 間室 温に

て 固定お よび 染 色を 行っ た. 0.1  M カ コジ レイ ト緩衝

液 で洗浄 後, 1,000  ppmRR を 含む1% オ ス ミウ ム酸,

0.1  M カ コジ レ イト 緩 衝 液 で3 時 間 後 固 定 し, エ タ

ノ ール系 列で 脱 水, ア ラルダ イト包 埋を 行 った. 眼球

の 子午 線方 向 に厚 さ80̃90  nm の超 薄 切片 を 作製 後,

電 子染 色を行 わ ずに電 子 顕微鏡 的 に観察 し た. 観 察部

位 はす べて, Schlemm 管 内壁 の中央 部 と, そ れ に隣接

す る傍Schlemm 管結 合組 織 とし た.

2) 酵素 消化に よ るGAG の成 分検索
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1c

図1 ルテエウム・レッド染 色した傍Schlemm 管結合組織の電 顕像.1a : 胎生26 週,

lb : 胎生36 週,1c: 2 歳.

胎生26 週,36 週ではSchlemm 管 内壁内皮細胞に沿った基底板(矢じ り)の部位 に,

断続的 にルテ エウム・レッド陽性を示したが,2 歳の同部位では不明瞭であった.

基底板様物質( 矢印小), 無定型物質(*), 膠原線維(CF) 周囲にルテエウム・レッ

ド陽性を示した. Schlemm 管内壁内皮細胞の管腔側表面(矢印大)にもルテエウ ム・

レッド陽性物質を認めた.SC:Schlemm 管内腔,EN:Schlemm 管内壁内皮細胞,

ENN:Schlemm 管内壁内皮細胞の核,EL: 弾性様線維( ×25,000, ルテエウム・

レッド染 色),

下記 の酵 素に よる 消化 実験 を 行っ た.

a) 放 線菌 ヒア ルil ニ ダ ーゼ: 隅 角 組織 を0.1  M 燐

酸 緩衝 液で 洗浄後, 放 線菌 ヒ アル ロニダ ーゼ( 生化 学

工 業)100  TRU/ml を含む0.1  M 燐 酸 緩衝液(pH 5.5)

で 消化 した.

b) コ ソ ド ロ イ チ ナ ーゼAC: 隅 角 組 織 を0.05  M

ト リス塩酸 緩衝 液に24 時 間保存 した 後, 2.5 U/ml の

コソド ロ イチ ナ ーゼAC( 生化 学工業) を 含む0.05  M

ト リス塩酸 緩衝 液(pH 7.5) で 消イ匕し た.

c) コ ソド ロ イ チ ナ ーゼABC: 隅 角 組 織 を0.05  M

ト リス塩酸 緩衝 液に24 時 間保存 した 後, 2.5 U/ml の

コソ ドロ イチ ナ ーゼABC( 生化 学工 業)を 含む0.05  M

ト リス塩酸 緩衝 液(pH 8.0) で 消化し た.

酵 素 に よ る消 化 は す べ て37 ℃で2 時 間 行 った. ま

た,a) お よびb)c) に対し, 酵 素を含 まな い液 で の対 照

実験を 行 った. 以上 の処 理後, 0.1  M カコジ レ イト緩

衝液で洗浄し,1) に従ってRR 染色を行った.

RR は組織浸透性が極めて悪く, 同一資料でも切片

によって染色性が異なる可能性があるため, それぞれ

の資料表面から約5 μm の部位について比較検討し

た。

Ill 結  果

1. 通常 のル テニ ウム ・レ ッド(RR) 染 色

1) 胎生26 週: 通常 の電 子染 色を施し た電 顕 像 にお

いて は, Schlemm 管 内 壁内皮 細胞 に沿 って 基底 板 がほ

ぽ連 続的 に認 め られた17)が,RR 染 色を 行 うと, こ の部

位 は断 続的 にRR 陽性を 示 し た. ま た榜Schlemm 管

結合 組織 の基 底板 様物 質, 無定型 物質, 膠 原線 維 周囲

にRR 陽 性を 示し た. Schlemm 管 内 壁内皮 細胞 の管 腔

側表 面に もRR 陽 性物 質を 認め た( 図la).

2) 胎 生36 週:Schlemm 管 内 壁 内 皮 細 胞 に 沿 った
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図2 放線菌ヒアルロニダ ーゼで消化した榜Schlemm 管結合組織.a: 胎生26 週,b: 胎生36 週.

内壁内皮細胞に沿った基底板( 矢じり), 基底板様物質( 矢印), 膠原線維(CF) 周囲の染色性はいずれ

も軽度低下していた. 無定型物質(*) の染色性は著明に低下し ていた. Schlemm 管内壁内皮細胞の管

腔側表面に認められた染色物は消失していた.SC:Schlemm 管内腔. ENN : Schlemm 管内壁内皮細胞

の核( ×25.000, ルテエウム・レ ッド染 色).
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図3 コソドロイチナーゼAC で消化した傍Schlemm 管結合組織.al 胎生26 週,b:2 歳.

無定型物質(*) および膠原線維(CF) 周囲の染 色性は, 放線菌 ヒフルrlニダーゼによる消化を 行った

場合よりも低下していた厂また, 内壁内皮紐胞に沿った基底板, 基底板様物質 の染色性は消失し ていた.

SC:Schlemm 管内腔,GV: 巨大空胞, ENN:Sch 】emm 管内壁内皮細胞 の核(×25,000, ルテエウム・

レ ッド染色).
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貽生 朗線維.柱帯の グリコ.スフ ミノグリカソ・杉浦

図4 =1 ンドロイチナー-ゼABC で消化し た傍Sch 】emm 管結合組織.a: 胎生26 週,b: 胎生36 週.

無定型物糺 内壁内皮細胞に涓った基底板, 基底板様物質, 膠原線維周囲の染色性は消失していた.SC:

Sch]emm 管内腔,GV: 巨人空丿趾EN:Schlemm 管内壁内皮細胞, ENN : Schlemm 管内壁内皮細胞

の核. EL  : m 生様線維( ×25,000, ルテエウム・レッド染色).
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表1 酵素消化後のルテニウム・レッド染色性の変化

RR stainable

component

Luminal surface of sc

Basa 凵amina

Basa 囗amina-like material

Amorphous substances

Co 】lagell nl〕rils

Streptomyces

hyaluronidase

Q-)

↓

↓

↓

↓

Enzyme

Chondroitinase

AC

Q

g

丶

↓

↓

)
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Chondroitinase

ABC

-
丶
l

χ
f

丶
l

χ

ぐ

ゝ

消化に用いた酵素を上段に, ルテウム・レ ッドで染色された細胞外成分を左端に示 す

↓: 低下, (-): 消失, RR : ruthenium red, sc : Schlemm's canal

表2 胎生期, 発達過程 の線却柱帯 におけるGAG の分布

Glycosalllino g]yeans

RR  stainab】e

component

Luminal surface of sc

Basa 囗amina

Basa 囗amina-like material

Amo  印hous substances

Collagen fibrils

Hyaluronic

acid

十

十

十

‐
ヤ
+

Cho  ndro 雨【l

sulfate

一
 

十

仟

↓
-
j

Dermatan

su]fate

十

卜

GAG のタイプを上段 に, ルテエ ウム・レ ッドで染 色された細胞外成分を 左端 に示 す.

RR : ruthenium red, sc : Schlemm's canal

基底板 の部位に, 断続的にRR 陽性を示した. 傍

Schlemm 管結合組織の無定型物質および膠原線維は

胎生26 週に比してやや多く分布しており,基底板様物

質, 無定型物質, 膠原線維周囲にRR 陽性を示した.

Schlemm 管内壁内皮細胞の管腔側表面にもRR 陽性

物質を認めた( 図lb).

3)2 歳: 胎生期眼球と異なり,基底板が不明瞭であ

り,RR の染色性も不明瞭であった. Schlemm 管内壁

内皮細胞より離れて基底板様物質が胎生期に比して多

く認められ,RR 陽性を示した.無定型物質, 膠原線維

周囲, Schlemm 管内壁内皮細胞の管腔側表面の物質に

RR 陽性を示した( 図1  c).

2. 酵素消化によるGAG の成分検索

I) 放線菌ヒアルロニダーゼ

胎生26 週,36 週, および2 歳とも, 内壁内皮細胞に

沿った基底板, 基底板様物質, 膠原線維周囲の染色性

はいずれも軽度低下していた. 無定型物質の染色性は

著明に低下していた. Schlemrr!管内壁内皮細胞の管腔

側表面に認められた染色物は消失していた( 図2 a,

b).

2) コソド ロイチ ナ ーゼAC

胎 生26 週,36 週, お よび2 歳 と 輻 無定 型 物質 およ

び膠 原線維 周囲 の染 色 性は, 放 線菌 ヒ アルロ ニダ ーゼ

に よる消化 を行 った 場 合よ りも 低下し てい た. ま た,

内壁 内皮細胞 に 沿っ た基 底板, 基底板 様物 質 の染 色性

は消失 して いた( 図3  a, b).

3) コン ドロ イチ ナ ーゼABC

胎生26 週,36 週, お よび2 歳 と 乱 無 定型 物質, 内

壁内皮 細胞 に洽 っだ 基底 板, 基底 板様 物質, 膠 原線維

周囲 の染色 性は 消失 して いた( 図4 a, b).

以上 の酵素 消 化 の結果を 表1 に 示す.

IV 考  按

Thornfeldt ら18)は, 胎生 期人 眼に おけ るGAG の光

顕 組 織 化学 的 検 索 を 行 い, 胎生 期 の強 膜 や 角 膜 には

GAG が存 在 す るが, 線 維 柱帯 に は どの 胎生 週 数 にお

い ても 認め られ なか った とし てお り, それ以 後胎 生期

の 前房隅 角 におけ るGAG に つい て の詳 細 な検 討 は行

わ れて いな かっ た.

今回 の検討 で, 胎生 期人 眼 の前 房隅角 組織 をRR で
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染色し, 電顕的に観察したところ, 線維柱帯にRR 陽

性の細胞外成分を認めた.RR は, GAG と強い親和性

を持つことが知られているが, 一部の糖蛋白や糖脂質

をも染色する19'20)ため, GAG に特異的でないこと, 組

織浸透性が悪いことが欠点としてあげられる. そのた

め,RR 染色の前に放線菌ヒアルロニダーゼ,コソドロ

イチナーゼAC, コンドロイチナーゼABC の各酵素に

よる消化実験を行い, それぞれの資料表面から約5

μm の部位について比較検討した. その結果,RR 陽性

の種々の細胞外成分は, それぞれの酵素により染色性

の低下または消失を示したことから, 胎生期の線維柱

帯に既にGAG が存在することが示された.

RR 染色の前に放線菌ヒアルロニダーゼで消化を行

うと, 胎生26 週,36 週, および2 歳とも, 内壁内皮細

胞に沿った基底板, 基底板様物質, 膠原線維の染色性

は軽度低下し, 無定型物質の染色性は著明な低下を示

した. またSch 】emm 管内壁内皮細胞の管腔側表面に

認められた染色物は消失していた. 放線菌ヒアルロニ

ダー-ゼはヒアルロン酸を特異的に分解し, 種々のコン

トロイチソ硫酸, コントロイチンは分解されないこと

が知られている2弋従ってヒアルロン酸は,内壁内皮細

胞に沿った基底板, 基底板様物質, 膠原線維周囲に存

在し, また無定型物質に含まれる主なGAG であり,

Schlemm 管内壁内皮細胞の管腔側表面に認められた

染色物の本体であると考えられる.

コントロイチナーゼAC による消化を行うと, 胎生

26週,36 週, および2 歳とも,無定型物質および膠原

線維周囲の染色性は, 放線菌ヒアルロニダーゼによる

消化を行った場合よりも低下していた. また, 内壁内

皮細胞に沿った基底板, 基底板様物質の染色性は消失

していた. コソドロイチナーゼAC は,ヒアルロン酸,

=・ンドロイチソとコンドロイチン硫酸(4,  6) を分

解することから, これらの細胞外成分にはコンドロイ

チン硫酸も含まれると考えられる. Tawara ら12)は正

常成人眼の検討で, 基底板, および基底板様物質にヘ

パラン硫酸の存在を示しているが, 今回の対象におい

てはコンドロイチナーゼAC による消化で染色性が消

失したことから, ヘパラソ硫酸が存在していてもごく

僅かであったか, あるいはin VIVO では存在していて

も組織の固定, 染色の段階での脱落等により染色され

ていなかった可能性が考えられる.

コンドロイチナーゼAC による消化で残存していた

無定型物質および膠原線維周囲の染色性は, こ・ソド9

イチナーゼABC による消化で消失していた. コント
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ロ イチ ナ ーゼABC は, ヒア ル ロン酸, コン ドロ イチ

ン, コン ト9 イチ ソ硫酸(4,  6), さ らに デル マタソ

硫酸を 分解 す る. 従 って, こ れら の細胞 外成 分に はデ

ルマ タソ硫 酸 も含 まれ ると考 えら れる. 以上 よ り, 発

達 過程 の線 維柱 帯 にお けるGAG の分 布 は, 表2 のよ

うに なる.

今回 の検 討か ら, 胎生26 週に は既 に各種GAG が産

生 され てお り, これ らは成 人 眼の房 水流 出系 におけ る

と同様 に, 胎生期 より房水 流 出抵抗を 形 成して い るこ

とが示 唆さ れた. さ らに, 胎 生期 眼球 のSchlemm 管 内

壁 内皮細 胞 に沿 った基 底板 は, 断続的 にRR 陽 性を示

し てい たの に対し,2 歳の 眼球 の同部 位で は不 明瞭 で

あ った こと,2 歳 の眼球 で は胎生 期眼 球 より も基底板

様物 質 が比較的 多 く染 色さ れてい たこ とか ら, 正 常 眼

の 発 達 に 伴 って 傍Schlemm 管 結 合 組 織 に お け る

GAG の分 布が変化 す るこ とが 推察 された.

また, 培 養 され た線維 柱 帯細 胞 か産 生す るGAG の

組成 は, 培 養 初期で は大 部分 が ヒアル ロン酸 であ る の

に対し, 長 期培 養す る と相対的 に ヒア ル ロン酸は減 少

し, 硫酸系 のGAG が 増加 する こ と22)23)や, 同 様の 現象

が角膜 の発 達段 階24)に おいて も 起こ るこ とか ら 乱 発

達, 加齢 な ど, あ る状況下 で は産生 さ れるGAG の成 分

比 が変 化す る可 能性 もあ ると考 え られ る.

線維 柱帯 におけ るGAG の 量 お よび組 成 は, 線維 柱

帯 細胞 によ って調 整 されて い ると考 えら れる. 線維 柱

帯 細胞 の発達 過程 で 分化障 害があ る と, その調 整機 能

が 未熟で あ るため に, 1)  GAG が過 剰に産 生 され る,

2)GAG の代 謝が 悪 いた め多 量 に 蓄 積 す る,3) 産生

さ れるGAG の 組成 が正常 眼 と異 な るな どの 理 由で,

正 常 眼 よ り房 水 流 出抵 抗 が 増 大 する こ と が考 え ら れ

る. 正常 眼 にお い ては 発達 に 伴っ て傍Schlemm 管 結

合 組 織 のGAG の 分 布 が 変 化 す る こ とが 示 唆 さ れ た

が, 発育 異常 緑内障 で は, 線 維柱 帯細胞 の発 達過 程で

分化障 害 があ るた めに, 胎生 期 のGAG の 分布 が正 常

の変化 を 遂げ ず, 大 きな 房水 流出抵 抗を 生じ るこ とが

発 疱 と関 連を 持つ 可 能性 があ る と考 え られた.

稿を終えるにあたり, 御校閲を賜った山本 節教授に深

謝致します.また,御指導を賜った溝上図義助教授に感謝致

し ます.
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