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要  約

正常 屍体 摘 出眼 およ び原発 開放 隅角 緑内障(POAG) 眼 から 得た線 維柱 組織 をLowicryl K 4 M に包埋 し,

電 子顕 微鏡 試料 を作 製 した. Elastin をprotein A-gold 法 により免 疫染 色 し, 電 子顕微 鏡 にて観 察 した. また,

高 濃 度 か ら 低 濃 度 まで希 釈 し たブ タ膵elastase-1  (PPE) お よ び 循 環 形 態 の一 型 で あ る α1・antitrypsin・

elastase complex ( αiA-EL) を試料 に作 用 させ た後, 上 述 の如 く免疫 染色 し, 金 粒子 の集積 の変 化 を検討 し

た. 結 果 は, ①正常 屍体 摘出眼 お よ びPOAG 眼 とも対 照で は, elastic fiber 内 にelastin の 存在 を示 す金粒 子

の集 積 が認 めら れ た. ②PPE お よび α,A-EL はか なり低 濃度 で も金粒 子の 集積 を減 少さ せた. 本 研究 結果 か

ら, elastin は人線 維柱 組織 のelastic fiber 内 に存在 し, か なり低 濃度 のPPE お よび αiA-EL で も, 人 線維柱

組織 内 のelastin を分解 す るこ とが示 さ れた.( 日眼 会誌 97:1011-1027,  1993)
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Abstract

The aim of this study was to determine the localization of elastin and to estimate the influence of

porcine pancreatic elastase-1 (PPE)  and αi
 -antitrypsin-elastase comple χ (a-iA-EL), a circulating form

of PPE, 0n the elastin in human trabecular tissue. Trabecular tissues obtained from normal post-

mortem eyes and trabeculectomy specimens of primary open angle glaucoma (POAG)were used in this

study.  The tissues were embedded in Lowicryl K4M and sectioned for electron microscopy. Then the

sections were subjected to protein A-gold immunohistochemical staining to determine the localization

of elastin in the tissues. The sections were exposed to varying concentrations of PPE or αA-EL,

before immunolabeling, to evaluate the density of the gold particles in the tissue. The gold particles

were localized in the elastic libers of normal and POAG specimens. The density of gold particles was

reduced by relatively low concentrations of PPE and αIA・EL in both normal and POAG specimens.

These results suggest that elastin is localized in the elastic fibers of human trabecular tissues, and

relatively low concentrations of PPE or α,A-EL dissolve the clastin in the tissues. (J Jpn Ophthalmol

Soc 97 : 1011-1027, 1993)
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I 緒  言

弾 性 組 織 に お け る 重 要 な 構 成 要 素 で あ るelastic

fiberに は,e 】astinが 存在 す る こ とは よく知 ら れ て い

るj)̈ ).人線 維柱 組 織のelastic fiber は通常 のそ れ とは

微 細構造 が異 な る5)̃7)ため, “elastic-like fiber"と呼 ば

れ6)7',本来 のelastic fiber とは 異な るもの とし て考 え

ら れてい た. 最近, 免疫 組織化 学的 研 究に よ り, 人 線

維柱 組織 内の“elastic-like fiber"に もelastin が存 在 す

る ことが 確認 され8)9),また, 培養人 線維 柱 組織細 胞に

ス テロ イ ドを投 与 す る とelastin が産 生 され る こ とが

報告 され るlo)とと もに, 原 発開 放隅角 緑内 障(POAG)

で も線 維 柱 組 織 内 にelastin の増 加 が 観 察 さ れ て お

りI1), elastin が房水 流出 抵抗増 大 に関与 して いる可 能

性が示 さ れてい る.

“Elastase" は, elastin 分解 作 用 を もっ12'酵 素 で あ

る. ブタ膵e 】astase-1 (PPE) は, 動 脈硬化 症, 高血 圧

症, 糖 尿病, 高 脂血 症に伴 う血 清脂質 異常 の改 善薬 と

し て広 く臨床 で 経 口投 与 されて お り, 腸管 か ら吸収 さ

れ血液 中へ 移 行し13), 血液 中 で は α
Γantitrypsin お よ

びff2-macroglobulin と いった 血 清 蛋 白質 と結 合 し て

複 合体を つ く り14', 組織 に移行 す る15)こ とが 明 らか に

さ れてい る. し かし, このPPE が線維 柱 組織 のelastin

を 分解 する か否 かについ て は不明 であ る.

そ こで 今回, まず, ① 正常 眼お よびPOAG 眼 の線維

柱組 織 のelastic fiber におけ るelastin の局在 をpro-

tein A-gold 法を用 いた 免疫染 色を 行い 検討 し た上 で,

② 高 濃 度 か ら 低 濃 度 ま で の 各 種 濃 度 のPPE お よ び

αi -antitrypsin-elastase compleχ (α,A-EL) を 作用 さ

せ, 線維 柱組 織 内 のe 】astinが 分解 さ れ る か否 か を,

elastic fiber内 の 金 粒 子 の 集 積 の 変 化 に よ り 検 討 し

た. その 結果, 人 線維 柱 組 織 のelastic fiber 内 には

elastin が存 在 す る こ とが 確 認 さ れ, かな り 低濃 度 の

PPE お よび αlAIiL で も同組 織内 のelastin を 分解 す

るこ とが判 明し たので こ こに報 告す る.

II 実 験 方 法

1. 電 子顕 微鏡 試料 作製

ア イ バ ン ク か ら 提 供 さ れ た 緑 内 障 の 既 往 の な い

51̃88 歳 の正常屍 体 摘出眼6 例6 眼 を, 遺 族 の同 意を

得 た上で 使 用し た. 死亡 か ら摘 出 まで2̃10 時 間であ

り, 眼球 は 摘出後 ただ ちに 眼球 保存 液(EP-II  R, 科 研

製 薬, 東 京) 中に4 ℃ で保存 し た( 表1). 角膜 移植 に

供し た後, ただ ちに実 体顕 微鏡(Wild  M  3 Z, Heerb-

日眼会誌 97 巻 9 号

rugg,  Switzerland) を 使用 し, 眼 球を まず 赤道 部で 前

後に 分げ, 硝 子体, 水 晶体, 虹彩, 毛 様体, 余 分な 角

強膜 を注 意深 く除 去し, 線維 柱組 織を 含む4mm 角 の

隅角 組織 片を 作製 した. また,42̃67 歳の 原発 開放隅

角緑 内障 患者6 例6 眼( 表2) からtrabeculectomy で

得ら れ た3 ×4mm の隅 角組 織を 含 む角 強膜 組 織 片 を

使用 した. 組 織片は, 切 除後た だち に4%  paraformal-

dehy  de/ 0.1%  glutara】dehyde/0.1 M sodium phos-

phate  (pH 7.4) 混 合液 にて4 ℃で24 時間 固定し た.

組織 固定 後, 0.1 M sodium phosphate (pH 7.4)/

0.1 M lysine/0.15  M NaCl 混 合液 にて20 分毎3 回洗

浄 後,30% か ら100% に 至 るethanol 系 列 で 脱 水 し

(-20 ℃), Lowicryl K 4 M (Chemishe Werke Lowi

GMBM  &  Co.  Waldkraiburg,  Germany) に浸 し,

-20 ℃ で48 時間紫 外 線重 合し包 埋 した.

包埋 した試 料 から超 ミクロト ーム(Ultratome Ill,

LKB,  Sweden) を 用 い て1 μm の 薄 切 片 を 作 製 し

toluidine b】ueに て染 色し, 光学 顕微鏡 に て線 維柱 組織

の存 在を 確 認した 後, ダイア モン ドナ イフを 使用 して

厚 さ0.1 μm の 超 薄 切 片 を 作 製 し, 支 持 膜 処 理 し た

nickel grids に載 せた. 通常 の電 子顕 微鏡 像 は, 超薄 切

片を 酢酸 ウ ラン, クェ ソ酸鉛 の二 重電 子染 色を 行い,

目立HS-9 型 透過 電 子顕 微鏡 にて観 察し た.

2. 実験 物質

(1) ブ夕膵e 】astase-1131 (PPE)  ( エ ーザ イ, 東 京)

(2) αi
 -antitrypsin-elastase compleχ16)(α,A-EL)

症例
-

1

2

3

4

5

6

死 因
一
小脳出血

大腸癌

胃癌

腹膜炎

心不全

肺炎

表1 正 常屍 体 摘 出 眼

年 齢  性別 死亡 から 摘出までの時間

51   女      4 時 間

63   女     5.5 時 間

74   男      2 時 間

75   女      2 時間

85   男     10 時間

88   男      2 時間

表2 原発開放隅角緑内障眼

症 例 年 齢

2
2
2
0
2
7

4
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り
5
6
6
r
n
)

性 別

女

男

男

男

男

女



平成5 年9 月10日

1A

ブタ膵elastase-1 の人線維柱組織内elastin に及ぼす影響・保谷

NORMAL P  O  AG

1013



1014

1  B

NOR  MAL

1 x 10̃3

へ

P  O  A  G

日眼会誌 97 巻 9 号



平成5 年9 月10日

1C

q

I χ

ブタ膵elastase-1 の人線維柱組織内elastin に及ぼす影響・保谷

NORMAL POAG

図1  A. 1 B. 1 C.:PPE を作用させたelastic fiber.

NORMAL: 正常眼,POAG: 原発開放隅角緑内障眼, a. b. CONTROL: 対照,c̃v.1̃1 ×10-9

PPE 濃度(mg/ml).

( エーザイ, 東京)

PPE およびα1A-EL をそれぞれ0.05 M Tris-HCl

buffer (pH 7.5)に溶解し, 1  mg/ml から1  x 10-9mg/

mH こ至る希釈液を10 種類作製した, 各希釈液に超薄

切片を載せたgrids を,37 ℃で2 時間浸漬した. その

後, 後述の如くelastin免疫染色し, 透過電子顕微鏡に

1015

て 観察し た. また, 0.05 M Tris-HCl buffer (pH 7.5)

に37 ℃で2 時間 浸漬し た試 料を 対照 とし た.

3. Elastin 免疫 染色

Roth17'のprotein A-gold 法を も とに以 下 の 手 技 で

行 った. 超 薄切 片を載 せたgrids を0.05 M Tris-HCl

buffer  (pH 7.5)/bo  vine serum albumin (BSA)  (5
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2C

NORMAL

剛I艮会誌 97 巻 9 号

P  O  A  G

図2  A. 2 B. 2 C. :αIA・EL を作用させ たelastic fiber.

NORMAL: 正常眼,POAG: 原発開放隅角緑内障眼, a. b. CONTROL: 対照,c̃v.1̃1 ×10-9

α,A-EL 濃度(mg/ml).

mg/ml) 混合 液に 室温で1 時 間 浸漬し, 非 特異的 反応

を 除 去 し た. こ の 後, 0.05 M Tris-HCl buffer (pH

7.5)  /BSA  (5  mg/ml) 混 合 液 にて100 倍 に 希 釈し た

anti human aortic α-elastin rabbit serum (Elastin

Products Co.,  St.  Louis, MO,  USA) に 室温で4 時

間反 応 させた. 0.05 M Tris-HCl buffer (pH 7.5) で

洗浄後, 0.05 M Tris-HCl buffer (pH 7.5)/BSA  (5

mg/ml) 混 合液 にて30 倍に 希 釈し た15 nm protein

A-gold  (EY Laboratories, Inc.,  CA,  USA) 溶 液に

室温で2 時 間 浸漬し た. 再度,0.05 M Tris-HCl buffer

(pH 7.5) で 洗浄 後, 超 薄切片を 酢 酸 ウラン, クェ ゾ酸

鉛染 色し, 電子 顕 微鏡 にて観 察し た.
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図3  A. 3 B. 3 C.:PPE を作用させたelastic fiberのprotein A-gold 集積像.

NORMAL: 正常眼, POAG: 原発開放隅角緑内障眼, a. b. CONTROL: 対照,c̃v.1̃1 ×10-9

PPE 濃度Cmg/ml).

Ill 結  果

1. 透過電子顕微鏡所見

線維柱組織のelastic fiberは, ぶどう膜網, 角強膜

網, 内皮網のすべてに存在しており, 正常眼および

POAG 眼ともほぼ同様の所見を呈した.

1021

対 照 のelastic 汕er は, 内 部 の やや 低 電 子 密 度 の

amorphous な部 分はわ ずか で, そ れを取 り囲 む, 高電

子 密度 の細線 維成 分が ほ とん どを 占め てい た( 図1A.

a, b, 図2  A. a,  b) 。

PPE お よび α,A-EL を 作 用さ せた試 料で は, elastic

fiberの, 高電 子密度 の細 線維 には変 化を 認め ず, 内 部
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図4  A. 4B.  4C.: αiA-EL を作 用 させ たelastic fiber のprotein A-gold 集 積像.

NORMAL: 正常 眼,POAG: 原発 開 放 隅 角緑 内 障 眼, a.  b. CONTROL: 対 照,c̃v.1̃1 ×10 一9

tfjA-EL 濃 度(mg/ml).

のやや低電子密度のamorphous な部分が, より低電

子密度となり拡大したものが認められ, その所見を呈

するelastic fiberは, 高濃度ほど多数認められた( 図

1A,  IB,  1C,  2  A, 2  B, 2  C).

2. Elastin 免疫染色所見

正常眼およびPOAG 眼ともほぼ同様の所見を呈し

た.

① 対照では, elastinの存在を示す金粒子の集積は,

線維柱組織内のすべてのelastic fiber内に多数認めら

れ(図3  A. a, b, 図4  A. a, b), 高電子密度な細線

維で囲まれたやや低電子密度のamorphous な部分に

のみ集積していた.

②1  mg/ml̃1 ×10"6mg/ml のPPE を作用させた

試料では, ほとんどすべてのelastic fiberにおいて,
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内部の金粒子の数は, 対照(図3  A. a, b) に比べ明ら

かに減少していた(図3  A. c̃h, 図3 B.ĩp).1 ×

10̃7mg/ml̃1 ×10 9mg/ml のPPE を作用させた試

料でも, elastic fiber内の金粒子の集積が減少してい

るものが散見された( 図3  C. q̃v).

③1  mg/m 卜1 ×10 5mg/ml のα,A-EL を 作用 さ

せた試料では, ほとんどすべてのelastic fiberにおい

て, 内部の金粒子の数は, 対照(図4  A. a, b) に比べ

明らかに減少していた(図4  A. c̃h, 図4 B. ĩn).

1×10"6mg/ml̃1 ×10 9mg/ml のα!A-EL を 作用 さ

せた試料で払elastic fiebr内の金粒子の集積が減少

しているものが散見された( 図4 B. o, p, 図4  C. q

̃v),

IV 考  按

電 子顕 微鏡 的にe 】astic fiberは 低電 子密度 なamor-

phous な部 分 と, それを 囲 む構 造で, 約10̃12 nm の

高電 子 密 度 な 細 線維 から 構 成 さ れ て お り, 成 熟 し た

elastic fiber は, amorphous な部 分が多 くを 占 めて い

る1)4. 一方, 人 線維柱 組織 のe 】astic fiber は細 線維 成

分 が 主 で, amorphous な 部 分 は わ ず か し か 存 在 せ

ず5)̃7), "elastic-like fiber"と呼 ばれ てい る6)7).著者 の

所 見で も同 様 な構造 を示 して お り, amorphous な部 分

は わず かで, そ れを 取 り囲む 高電 子密 度の細 線 維成 分

が ほ とん どを 占 めて いた( 図1  A. a,  b, 図2  A. a,

b). Elastin は, elastic fiber の細 線維 に囲 まれ た低電

子 密度 なamorphous な部 分に 存 在す る と 言わ れ てお

りI)` 4',この ことは, 免疫電 子顕 微鏡 的 に も確 認 され て

い る18)̃22).本報 告で も, elastic fiber 内 部 の細 線維に

囲 ま れた 低電 子 密度 なan!orphous な 部 分 に多 く の金

粒 子が 認め られ( 図3  A. a,  b, 図4  A. a,  b), こ の

部 分にelastin が 局 在す る こと が確 認 さ れ た. こ れに

対 して, 各種濃 度 のPPE お よ び α,A-EL を 作 用 させ

る と, 低 電 子 密 度 な 部 分 が 拡 大 し( 図1ÃC,  2  A

̃C), 金 粒子 の沈着 が減 少 した( 図3ÃC,  4 ÃC).

こ の こ と は, PPE お よ び αjA-EL に よ って, elastic

fiber内 のelastin が 分解 さ れ た こ とを 示 し て お り,

PPE お よ び α,A-EL と もl mg/ml̃1 ×10  9mg/ml

まで 濃度 に よる差 があ る ものの, か なり の低濃 度 まで

elastin 分解 作用を 持 つ ことが 証明 され た.

人 線維 柱 組 織に おけ るelastin に関 す る研 究 は 少 な

い. Liitjen-Drecoll ら61は, elastic fiber 内 にpancrea-

tic elastase で 分解 さ れる成 分があ り, elastin の存 在

を示 唆し た. また, Murphy ら町よ免疫 螢 光抗体 法 で,
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光 学 顕 微鏡 レ ベ ル に お い て, 線 維 柱 層 板 のcentral

core にelastin の局在 を証 明し た. 金を 標識 とし た 免

疫 電 子顕 微鏡的 研究 では, Gong ら9)がEpon-Araldite

に包埋 した 人線 維柱 組織 におい て, elastic fiber 内 の

electron lucent な 部 分 に特 異 的 に 金粒 子 の 集 積 を 認

め, elastin が この 部分 に局在 する こ とを 証明 し, さら

に 彼 らは, porcine pancreatic elastase (Type Ⅲ)

を 作用 させ る とelastic  fiber内 の金 粒子 の集積 が明 ら

か に減 少す るこ とを示し た. 手 法は 異な るもの の, こ

れ らの報 告は, 今回 の著者 の研 究結果 を支 持す るも の

であ る. また, Horstmann ら23)は, 人 線維 柱組 織内 の

elastin は 総蛋 白 量 の7% 程 度の 微量 な蛋 白 で あ る こ

とを 示し てい る が, Yun ら10)は, 培養 人線 維柱 組織細

胞 に ステロ イドを 加えて 培 養す ると, elastin が細 胞内

外 に増加 する こ とを 報告 し, elastin が ステ ロイ ド緑内

障 お よびPOAG の眼 圧 上昇 機序 に 関与 し て い る可 能

性を 示唆し た. 瀬 川11)は, POAG 眼 の線 維柱 組織で は,

内皮 網内Schlemm 管 内 壁直 下 の細 線維 様 物質 内 に大

量のelastin が存 在す る こ とを確 認し,POAG で は,

elastin を含 む 細線 維 様無 定 形 物質 が房 水 流 出抵 抗 増

大の 原因で あ る可能 性を示 唆し た. 本研 究にお いて は,

elastic fiber 内のelastin にの み着 目して お り, そ の結

果, elastic fiber にお け るelastin の免 疫局 在性 は, 正

常 眼, POAG 眼 と も同 様で あ るこ と が 明 ら か に なっ

た. 今回, POAG 眼 の内皮 網内Schlemm 管内 壁直 下

の細 線維 様物 質 内 のelastin に 関し て は検 討し て い な

い が, 今後 検討 す る予 定で あ る.“elastase 吋こよる 消化

実 験 で, Ltitjen-Drecoll ら6)の 使 用 し たpancreatic

elastase の種類 と濃 度は 不明で あ るが, Gong ら9)は,

600 U/ml と高 濃 度 のporcine pancreatic elastase

(Type Ⅲ) を使 用し てい る. 電子 顕微鏡 試 料作 製方法,

“elastase" の種 類, 作用 時間 な ど条 件 が異 なるた め, 単

純 に 彼ら9)の結果 と比較 は で きな いが, 本 研 究結 果 か

ら 乱 高濃 度 のPPE が金 粒 子の 集積 を 減少 さ せ る こ

とは 明 ら かで あ る と と も に, ま た, か な り低 濃 度 の

PPE が金 粒子 の 集積 を減 少 さ せて お り, elastin を 分

解す るこ とが 証明 され た.

PPE は, 腸 管 か ら 吸 収 さ れ13), 血 液 中 で は α1,

antitrypsin お よ び α2-n!acroglobulin と 言 っ たin-

hibitor と 結 合 し て 複 合 体 を つ く り 循 環 し て い る

が14), Tsujii ら1,)は, tfiA-EL も酵 素活 性を保 持し てい

るこ とを示 し た. 今回の研 究で, PPE のみ ならず 各種

濃度 のat  A-EL を 作 用 さ せ た場 合 で も, elastic  fiber

へ の 金 粒 子 の 沈 着 が 減 少し た こ と か ら, α1A-EL も
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elastin 分 解 活 性 を も つ こ と が 明 ら か に な っ た.

本 研 究 結 果 か ら, PPE,  ^A-EL と も か な り低 濃 度 ま

でelastin 分 解 作 用 を 有 す る こ と が わ か り, 生 体 に お

い て 線 維 柱 組 織 内 のelastin を 分 解 す る に 十 分 な 濃 度

のPPE が 移 行 す れ ば, 同 組 織 内 のelastin を 分解 可 能

で あ る と 考 え ら れ る. ま た, 線 維 柱 組 織 内 のelastin が

分 解 さ れ る こ と に よ っ て, 房 水 流 出 抵 抗 が減 少 す る か

否 か は, 現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る が,e 】astin がPOAG

の 房 水 流 出 抵 抗 増 大 の 原 因 と な っ て い る 可 能 性 が 報 告

さ れ て い るlo川)こ と か ら, 経 口投 与 さ れ たPPE が 線 維

柱 組 織 へ 移 行 し, 同 組 織 内 のe 】astin が 分 解 さ れ れ ば,

POAG 眼 に お い て 増 大 し て い る房 水 流 出 抵 抗 が 減 少

す る 可 能 性 が あ る こ と が示 唆 さ れ た. PPE の 線 維 柱 組

織 へ の 移 行, お よ びPPE に よ る 房 水 流 出 率 の 変 化 に

関 し て は, 今 後 検 討 す る 予 定 で あ る.

本 論 文 の 要 旨 は, 第97 回 日 本 眼 科学 会 総 会(1993 年6

月, 札 幌) に お い て発 表 し た.

稿 を 終 え るに あ た り, 御 指 導, 御 校 閲 を賜 った 恩師, 瀬 川

雄 三 教 授, な ら びに 本 学第 一 解 剖教 室, 臼 田信 光 助教 授 に 深

謝 い た し ます.
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