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人眼線維柱組織におけるエラスチンの電子顕微鏡

免疫組織化学的検索

海 平 淳 一

信州大学医学部限科学教室

要  約
正常および原発開放隅角緑内障 (POAG)眼の線維柱組織におけるエラスチンの局在を,α エラステンとト
ロポエラスチンに対する抗血清を用いて,プ ロテインA金法により電子顕微鏡免疫組織化学的に検索した。線
維柱組織内ではエラスチンの局在が,sheathを 伴わない弾性様線維,周期性のある sheathを伴う弾性様線維 ,

細顆粒様物質に囲まれた弾性様線維,さ らに connecting nbr通 sの 4種類の線維に認められた。これらの線維

ではエラスチンは低電子密度の無定型な部分に観察され,個体差は認められなかった。また,POAG眼では正
常眼にはみられないエラスチンの著 しい増加が Schlemm管 内壁直下の細線維様物質内に観察されたことか

ら,同疾患の発症にエラスチンが関与 している可能性が示唆された。 (日 眼会誌 97:1143-1150,1993)

キーワー ド:人眼線維柱組織,エ ラスチン,電子顕微鏡免疫組織化学,原発開放隅角緑内障
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Abstract

An electron lmicroscopic study on tlhe distribution of elastin in the trabeclllar inesihworlk of norrnal

hulman eyes and in that of eyes with primary open angle glaucolma(POAG)was done using a protein‐ A
gold imrnunohistochelnical method with antiseruni to either α‐elastin or tropoelastin.Four types of

elastic nbers、 rere found to have elastin:(1)elastic‐ like■bers without the sheath,(2)■ bers surround‐

ed with a sheath of periodic structure,(3)abers surrounded.with ine granular‐ like material,and(4)

connecting nbrils. No individual direrences、 vere observed in the labeling for these four types of

elastic fibers. Antigenic sites against elastin of the elastic■ bers were observed nlainly in the low

electron density amorphous elements.Iin tihe subendothelial layer of Schleninl's canal of tihe eyes、 vith

:POAG,a lnarked increase of elastin was noted within the area containing.■ ne nbrillar‐ like lnaterial.
′
11lis phenolnenon did not occur in age‐ matched norlnal eyes.The results suggest that elastin plays an

important role in the development of POAG。 (J Jpn Ophthalmol Soc 97:1143-1150,1993)
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I緒  言

線維柱組織 (以下 TM)に おける房水流出抵抗の異
常な増大が各種緑内障の病因であり,特に原発開放隅

角緑内障 (以下 POAG)においては,TM内 に種々の
細胞外基質の増加が電子顕微鏡 (以下電顕)レ ベルで

観察されている.こ のことから,TMに 存在する各種
細胞外基質が房水流出調節機構に関与しているものと

推測されている1)～
5)。 近年,こ れらの細胞外基質に対す

る組織化学的あるいは生化学的な検索がすすめられて

いるが,TMが 非常に微細な組織であることから,い
かなる細胞外基質が房水流出抵抗の直接的な原因であ

るのかは未だに明確でない。そこで,TMに 存在する
主要な細胞外基質の局在をより詳細に検索する目的

で,電顕免疫組織化学的な研究が試みられている。)～ 9).

生体内の多くの組織には,主要な細胞外基質の一つ

であるエラスチンを主成分とする弾性線維 (elastic

nber)が存在する。眼内においても弾性線維は Bruch

膜,視神経,結膜下組織,血管壁などに多 くみられ
る1。 )H)。 これらの組織における弾性線維は電顕 レベル

において周囲の少量の高電子密度の細線維 と中心部の

多量の低電子密度の無定型物質から構成されており,

エ ラスチ ンは一 般 に無定型物質 に存 在 して い

るn)～ 13)。 しかしながら,TM内 の弾性線維は細線維が
著しく多く,無定型物質が著しく少ないことから通常
の 弾 性 線 維 とは 異 な る もの と考 え られ て お

り2)0)14)～ “
),弾性様線維 (elasticllke nber)と 特別な

名前で呼ばれている
2).TM内 の弾性様線維は,組織化

学的にエラスチンに対する染色性が陽性で
6)14)15),角膜

と強膜岬の機械的な連結を担っていると考えられてい

る“
)17)。 また,弾性様線維中に少量存在する無定型物質

が膵臓 由来のエ ラス ターゼで消化 され ることか

ら2)6)15),こ の弾性様線維内の無定型物質にエラスチン

が存在するものと考えられていたが,そ の詳細は従来

の透過型電顕では観察困難であった。近年,Gongら 6)

が電顕免疫組織化学的手法を用いて正常 ヒトTM内
のエラスチンの電顕レベルでの局在を報告 し,TM内
のエラスチンの性格づけがなされつつある。本研究で

は,TM内 のエラスチンの電顕レベルでの局在をより
高感度に検索し,加えて POAG眼におけるエラスチン
の局在ならびに正常眼のそれとの比較を検討する目的

で,組織内の抗原性をより保持できる親水性の包埋材
である Lowicwl K 4 Mに 冷包埋 した正常および

POAG眼 の TMに 対 して電顕免疫組織化学的観察を
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表 原発性開放隅角緑内障症例の概要
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拿術前眼圧は手術直前にGoldmann圧平式眼圧計で測定し

たものを記載した.

行ったところ,POAG眼 では TM内 のエラスチンの
局在に正常眼とは明らかな異差が確認されたのでここ

に報告する。

II 実験方法

1.組織 :研究に使用した正常眼の TMは ,眼球銀
行から提供された眼疾患の報告されていない 8例 8眼

(年齢 51～ 88歳)の摘出人眼から,角膜移植後に切 り

出した 4× 4mm角の TM組織片である。同組織の使
用に関しては摘出時に遺族の同意を得た。POAGの
TMは 7例 9眼の線維柱帯切除術後に得た TM組織
片である。術前の細隙灯検査では,すべての症例にお

いて偽落暦物質は認められなかった.緑内障症例の詳
細は表に示した。同組織の使用に関しては術前に,患

者に十分な説明を行い同意を得た。

2.抗 血清 :本研究では,す で にい くつかの文

献
6)n)13)で ェラスチンに対する特異性が確認されてい

るElastin Products社 (St.Louis,MO,USA)製 の,
ウサギ抗 ヒト大動脈 αエラスチン血清およびウサギ

抗牛胎児頸靭帯 トロポエラスチン血清を一次抗体とし

て用いた.

3.組織の固定および包埋 :TM組織片は角膜移植
後あるいは緑内障手術後,ただちに 4%パ ラホルムア
ルデヒドおよび 0.1%グ ルタールアルデヒドを含ん

だ,0.lMリ ン酸緩衝液 (pH 7.4)に 4℃ で 24時間固
定した。固定した組織は 4℃ で,0.lMリ ジンおよび

0.15M塩化ナ トリウムを含む 0.lMリ ン酸緩衝液

(pH 7.4)で 20分毎に 3回洗浄し, エタノール系列で

脱水後,-20°Cで Lowicryl K 4 Mに 包埋し,50時間紫

外線重合した。包埋した組織から厚さ 50 nmの超薄切

片を作成し,膜処理したニッケルグリッドに乗せた.
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4.電顕標本の染色と観察 :免疫染色は RothOの プ
ロテインA金法に若干の変更を加えた以下の手順で

行った。すなわち,ニ ッケルグリッド上の切片を室温

下で 0.05%Triton X‐ 100お よび 5 mg/ml牛血清ア

ルブミンを含んだ 0.05Mト リス塩酸緩衝液 (pH 7.5)

で 1時間,100倍に希釈した一次抗体希釈液で 4時間,

30倍に希釈したプロテインA金溶液 (標識金粒子径
15 nm)で 2時間の順に作用させた.一次抗体およびプ

ロテインA金溶液の希釈は 0.05%Triton X‐ 100お よ
び5mg/ml牛 血清アルブミンを含んだ 0.05Mト リ

ス塩酸緩衝液 (pH 7.5)で行った。免疫染色後, 2%
酢酸ウランとクエン酸鉛で電子染色を行い,観察は日

立 HS-9電子顕微鏡 (加速電圧 75 kV)で行った。

図 1 ウサギ抗ヒト大動脈 αエラスチン血清 を用い
て,プロテインA金法で染色した 51歳正常眼の線
維柱組織 .

Sheathを伴わない弾性様線維が観察される.標識金

粒子は主に弾性様線維内の低電子密度の無定型な部

分に認められる。

図 2 図 1と 同様の染色を行った68歳正常眼の線維
柱組織.

中等度電子密度で 45 nm程 度の周期性のある

sheathを伴う弾性様線維が観察される.

5。 対照 :対照染色 としては,一次抗体のかわ りに

100倍に希釈したウサギ正常血清を使用した染色と,

図3 図 1と 同様の染色を行った67歳原発性開放隅
角緑内障眼 (症例 5)の線維柱組織.
中等度電子密度の細顆粒様物質に囲まれる弾性様線

維が観察される.

■

図4 ウサギ抗牛胎児頸靭帯 トロポエラスチン血清を
用いて,プロテインA金法で染色 した 74歳正常眼
の線維柱層板 .

標識金粒子は主に弾性様線維内の低電子密度の無定

型な部分に認められるが, トロポエラスチンに対す
る標識金粒子の数はエラスチンに対するそれよりも

少ない。(矢尻 :弾性様線維)
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免疫染色を行う前にニッケルグリッド上の切片を室温

下で 0.l mg/mlに 希釈したブタ膵臓由来エラスター

ゼに 2時間作用させた後に免疫染色を行う方法で行っ

た.

III 結  果
1.弾性様線維 :正 常眼とPOAG眼 の TMに おけ
るエラスチンの局在を示す金粒子は,同様に,主に弾

性様線維内の高電子密度の細線維間の低電子密度の無

定型な部分に認められた.こ の弾性様線維に対する標

識は,ぶ どう膜網,角強膜網,内皮網のどの部分にお
いても同程度に観察され,個体差は認められなかった。

弾性様線維は特に内皮網においては,それを囲む周囲

図 5 ウサギ抗 ヒト大動脈 αエラスチン血清を用い
て,プ ロテインA金法で染色した 60歳原発性開放
隅角緑内障眼 (症例 4左眼)の線維柱組織 .

cOnnecting ibrilsが 観察 さオτる. 1票 識≦色‐粒・子
‐
|ま

45～ 50 nmの 周期性を持つこの線維性の構造物の主

に低電子密度の部分に認められる。

図 6 ウサギ抗 ヒト大動脈 αエラスチン血清を用い
て,プロテインA金法で染色した 81歳原発性開放
隅角緑内障眼 (症例 7)の内皮網 .
弾性様線維,connecting ibrilsと その周囲の細顆粒

様物質に標識金粒子が認められる。

日眼会誌 97巻  10号

の細胞外基質 (sheath)の形態学的特徴から,sheath

を伴わないもの(図 1),中等度電子密度で 45 nm程度

の周期性のある sheathを 伴うもの (図 2),中等度電

子密度の細顆粒様物質に囲まれるもの (図 3)の 3種

類に分類でき,それぞれの弾性様線維に αエラスチン

およびトロポエラスチンの局在を示す金粒子が観察さ

れた。ただし, トロポエラスチンに対する標識金粒子
の数はαエラスチンに対するそれよりも少なかった

(図 4)。

2.Connecting abrils:Rohenら 19)が内皮網におい

て,弾性様線維 とSchlemm管内壁内皮細胞とを連結

するように観察されると記載した,45～ 50 nmの 周期

性をもつこの線維性の構造物にも弾性様線維と同様の

図7 ウサギ抗ヒト大動脈αエラスチン血清を用い
て,プロテインA金法で染色した 63歳正常眼の
Schlemm管 内壁内皮細胞直下.

標識金粒子はほとんど認められない。(SC i Sch・

lemm管 )

図 8 図 7と 同様の染色を行った 72歳原発性開放隅
角緑内障眼 (症例 6)の Schlemm管内壁内皮細胞直
下.

弾性様線維 (E)と 細顆粒様物質 (G)に標識金粒子
が観察される他に,細線維様物質を含む領域に多数
の金粒子が観察される.(SC i Schlemm管 )
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図9 図 8と 同一眼のSchlemm管内壁内皮細胞直下.
標識金粒子は細線維様物質問の隙間の部分に存在する.

図 11 図8と 同一眼の細線維様物質.
細線維様物質内の一部では標識金粒子の周囲に高電子

密度の細線維が観察される。

図 10 図 7と 同様の染色を行った 60歳原発性開放隅

角緑内障眼 (症例 4左眼)の Schlemm管 内壁内皮細
胞直下.

細線維様物質内に線維状の構造をとらない標識金粒

子の集合が観察される.

αエラスチン (図 5, 6)と トロポエラスチンに対す
る標識金粒子が観察された.

3.細顆粒様物質 :弾性様線維の周囲や Schlemm

管内皮細胞直下に見られる中等度の電子密度を持つ細

顆粒様物質には標識金粒子は通常観察されなかった

が,上述の弾性様線維や connecting ibrilsの 付近に,
わずかではあるが細顆粒様物質の中にαエラスチン

に対する標識金粒子のみが認められた (図 6).

4.細 線 維 様 物 質 :正 常 眼 の TMで は,主 に
Schlemm管内壁内皮細胞直下に存在する細線維様物

質にはαエラスチンに対する標識金粒子は殆ど認め

ギ|ト
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られなかった(図 7).と ころが,POAG眼においては
正常眼と異なり,α エラスチンに対する標識金粒子が

細線維様物質内に多数存在 した(図 8, 9)。 この増加

した金粒子は弾性様線維や connecting nbrilsに 認め

られたような線維状の構造を示さず,ほ とんどの場合 ,

高電子密度の細線維を伴っていなかった。金粒子の増

加は細線維様物質全体に観察されたが,Schlemm管内

壁内皮細胞直下のいくつかの部分では,その部分に金

粒子が集合しているように観察された (図 10)。 また ,

一部では金粒子の周囲に通常の弾性様線維に比べると

少ないが,高電子密度の細線維が金粒子に添って観察
された (図 11).

5.膠原線維,長周期線維,基底膜,基底膜様物質 :

これらの細胞外成分には,標識金粒子は全く認められ
なかった。

6.対照 :一次抗体のかわ りにウサギ正常血清を使

用して染色した場合も,切片にエラスターゼを作用さ
せた後に染色を行った場合も,エ ラスチンおよび トロ

ポエラスチンに対する染色性は認められなかった。

IV 考  按

種々の正常組織や器官において,ユ ラスチンはほと

んど共通のア ミノ酸構造 を持っているとされてい

る20)。 それ故,本研究ではエラスチンの構成成分である

αエラスチンとトロポエラスチンに対する抗血清を

TMに おいてもエラスチンの局在を検索する標識物
質の一つとなり得るものと考えて使用した。大動脈を

はじめとする,血管系の弾性線維は多量のエラスチン

を含んでいるが21),腱組織や TMと いった未熟な組織
の弾性線維のエラスチンの含有量は前者に比べて著し

く少量であり2)22),こ れらの未熟な組織においてエラ

スチンを検索することは容易ではない。Murphyら 17)

は lμmの切片を用いた間接免疫螢光抗体法を用い
て,TMに おけるエラスチンの局在を光学顕微鏡 (以
下光顕)レベルで観察している。彼らは,エ ラスチン

はぶどう膜網と角強膜網に証明されるが,内皮網には

証明されなかったと報告している.著者も予備実験と
して ABC法を用いた光顕 レベルでの検索を行った
が,TM内 のエラスチンの詳細な観察は困難であっ
た。そこで,種々の固定液および固定条件,染色条件
での免疫染色を試みた上で,本研究で用いた電顕免疫
組織化学的手法を Lowicryl K 4 Mに 冷包埋 した切片

に用いたところ,高感度で特異性の高い観察結果が得
られた。 また,組織を Lowicryl K 4 Mに 冷包埋 した
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ため,TMの 層板状構造 とSchlemm管 の管状構造を
保った状態をどの切片でも観察ができた。

Gongら 6)は Epon・ Aralditeに 包埋 した正常人眼の

TM内 のエラスチンの局在をプロテインA金法にて
検索している.彼 らは弾性様線維の中心の部分にエラ
スチンが局在すると報告しており, この染色結果はエ

ラスチンが弾性様線維の無定型物質に局在するという

本研究の結果と一致している。 このことは従来「弾性
様線維」と特別な名称をつけられていたこの線維性構

造物がエラスチンを含んだ真の「弾性線維」であるこ

とを示している。また,本研究では Rohenら 19)が観察

した connecting ibrilsも エラスチンを含んだ弾性線

維の一形態であることが確認された .

本研究では弾性様線維の周囲に細胞外物質を伴わな

いもの,connecting nbrilsと 類似した周期性のある細

胞外物質を伴 うもの,周囲に細顆粒様物質を伴 うもの

の 3種類の弾性様線維を正常眼とPOAGに おいて観
察したが,POAG眼では従来の電顕レベルでの形態学
的研究で,弾性様線維を囲む細胞外物質 (Rohen's
plaque III)の増加が報告されている2)3)。 この形態学的

変化は,POAG眼 の TM内 に弾性様線維 と関係する
何らかの細胞外基質が増加しているということを示唆

している。一方,Alvaradoら 4)は ,従来の透過型電子

顕微鏡で観察される正常眼とPOAG眼 の TMに おけ
る細胞外物質の量的な違いは房水流出抵抗の変化を説

明するには少なすぎると考え,従来の観察法では観察
できない細胞外物質の変化が重要な役割を果たしてい

るのではないかと述べている.エ ラスチンは免疫組織
化学的手法を用いなければ,直接その局在を観察する
ことはできない.も し,TMに おける細胞外物質の局
在や量的な変化が房水流出抵抗の増大をもたらすなら

ば,本研究で観察された POAG眼の Schlemm管内壁
内皮細胞直下に存在する細線維様物質のエラスチンの

増加沈着も房水流出抵抗の増大に関与している可能性

があるものと考えられた .

エラスチンを産生する細胞は種々のホルモンやビタ

ミン類に暴露すると,その産生量が変化することが知
られている23)24)。 また,Yunら 25)は免疫螢光抗体法を
用いて,培養線維柱細胞がデキサメサゾンの暴露に

よって種々の細胞外基質のなかでエラスチンのみの産

生量を増加することを報告している。これらのことは,

エラスチンがステロイ ド緑内障 とおそらくPOAGに
おける房水流出抵抗の成因と関係するだろうことを示

唆している。
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Exp Eye Res 51: 691-699, 1990.

9) Marshall GE, Konstas AG, Lee WR: Im-
munogold Ultrastructural localization of col-
lagens in aged human outflow system. Ophthal-
mology 98 : 692-700, 1991.

10) Hogan MJ, Alvarado JA, Weddell JE: His-
tology of the Human Eye. An Atlas and Text-
book. Philadelphia, WB Saunders Co, ll2-182,
328-363, 538-606, 1971.
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munocytochemical analysis of elastin in the
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Sci 33 : 2891-2903,1992.

12) Schwartz E, Fleischmaler R : Association of
elastin with oxytalan fibers of the dermis and
with extracellular microfibrils of cultured skin
fibroblasts. J Histochem Cytochem 34: 1063

-1068, 1986.

13) W'hite JF, Hughes JL, Kumaratilake JS, Fan-
ning JC, Gibson MA, Krishnan R, et al:
Post-embedding methods for immunolocaliza-
tion of elastin and related components in tis-
sues. J Histochem Cytochem 36: 1543-1551,
1988.

14) Yamashita T, Rosen DA : The elastic tissue
of primate trabecular meshwork. A histologic
and electron microscopic study. Invest Ophthal-
mol Vis Sci 3: 85-95, 1964.

15) Iwamoto T : Light and electron microscopy of
the presumed elastic components of the
trabeculae and scleral spur of the human eye.

Invest Ophthalmol Vis Sci 3 : 144-156, 1964.

16) Tripathi RC: Comparative physiology and
anatomy of the aqueous outflow pathway. In:
Davson H, et al (Eds): The Eye Vol 5. New
York, Academic Press, 163-358, 1974.

17) Murphy CG, Yun AJ, Newsome DA, Alvarado
JA: Localization of extracellular proteins of
human trabecular meshwork by indirect
immunofluorescence. Am J Ophthalmol 104 : 33

-43, 1987.

18) Both J : The protein A-gold technique-a
qualitative and qualitative approach for
antigen localization on thin sections. In: Bul-
lock GR, et al (Eds): Techniques in im-
munocytochemistry, New York, Academic
Press 108-133, 1982.

19) Rohen JI[, F\rta R, Liitjen-Drecoll E : The
fine structure of the cribriform meshwork in
normal and glaucomatous eyes as seen in tan-
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574-585, 1981.

最近,Hernandezn)が ,電顕免疫組織化学的手法を
用いて POAG眼 の視神経乳頭におけるエラスチンの
質的変化を報告 している。彼女は重症例ほど線維状の

構造をとらないエ ラスチンが増加す ると記載 している

が,こ の結果は本研究で観察された TMに おけるエラ
スチンの細線維様物質への局在所見 と類似 している.

これらの所見が眼圧の上昇による二次的変化なのか ,

POAGの 病因に深 く関与しているのかは,未だに不明
であるが,本研究で用いた電顕免疫組織化学的手法は
POAGの 病因を解明する有用な手段 とな り得るもの
であると考えられた .
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