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豚眼線維柱組織の器官培養

宮 永 和 人

信州大学医学部眼科学教室

要  約

豚眼 を用いて線維柱組織の器官培養 を行い,形態学的変化お よびグリコサ ミノグ リカン (glycosaminO‐

glycan,以下 GAGと 略す)合成能 を調べた。また,免疫組織化学的手法を用い トロンポスポンジンの局在につ

いて検討 した。線維柱組織 を含 む強角膜組織片 を 7日 か ら 21日 まで培養 し,こ れ らの うち一部 は3H_

ghcosamineぉ ょび35s_sulfateを 加えた培地で 48時間培養 した。この培養期間において組織片の形態学的変

化はわずかであり,グ リコサ ミノグリカン合成 もほぼ一定の割合であった。トロンボスポンジンは線維柱層板

内にその局在を認めた。この器官培養法を用いて,薬剤やホルモ ンの線維柱組織に与える影響を知 ることが可

能であることが示唆 された。 (日 眼会誌 97:1151-1156,1993)
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Porcine Trabecular Meshwork Organ Culture

Kazuto Miyanaga
Department of Ophthalmologt, Shinshu Uniaersity School of Medicine

Abstract
In order to investigate whether porcine eyes could be useful for trabecular meshwork (TM) organ

culture, changes in ultrastructure and synthesis of glycosaminoglycans (GAGs) of organ-cultured
porcine TM were studied. The presence of thrombospondin was also detected in porcine TM, using an
immunohistochemical method. Explants were cultured for periods of 7 to 21 days and subsequently
some of them were labeled with 3H-glucosamine and 3sS-sulfate for 48 hours. There was very little
change in the ultrastructure of the explants during our culture periods. The total incorporation of
3H-glucosamine and 3uS-sulfate into trabecular GAGs for up to 21 days showed similar patterns.
Immunoreactivity for thrombospondin was found in the trabecular sheets. This organ culture system
suggests a model for studying the various drug and hormone induced alterations in this tissue. (J Jpn
Ophthalmol Soc 97 : 1151-1156, 1993)
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I緒  言

緑内障の病理を解明する上で線維柱組織を培養によ

り維持させ,そ こでみられる経時的変化を観察するこ

とは重要な一手法である。1982年 Rohenら 1)に よるサ

ルおよびヒトの線維柱組織の器官培養が報告 されて以

来,房水流出機構の研究において線維柱組織の器官培

養法は種 々の薬剤やホルモンに対する形態的変化ある
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いは蛋白質,糖蛋自などの生化学的変化を知る上で有

用な方法として今日これらに関する報告 も増えてきて

いる2)-5)。 ところが,ヒ ト眼ではその入手が限られてお

り,研究に必要な一定の数の眼球を同時に培養するこ

とは困難である.そ こで,我々はこれに代わるものと

して豚眼を利用できないかと考え,豚眼の線維柱組織

を器官培養した。 3週間の培養ののち,そ の形態とグ

リコサ ミノグリカン (以下 GAGと 略す)合成能につい

て分析 し,加 えて光学顕微鏡 (以下光顕 と略す)。 電子

顕微鏡 (以下電顕と略す)酵素抗体法によリトロンボ

スポンジンの局在を検討した.

II 実験方法

1.豚眼線維柱組織片の作製および培養

屠殺後,氷冷保存 した豚眼 (ラ ン ドレース, 1歳 )

を摘出後 12時間以内に使用した.脂肪組織,外眼筋 ,

テノン嚢を取 り除き0.2%ポ ビドンヨー ドに 10分 ,次

いで 70%ア ルコールに 30秒浸し,Dulbeccoの リン酸

緩衝溶液 (以下 PBSと 略す)で洗浄 した。これらのの

ち,結膜および角膜上皮を取 り除き赤道部で半切した。

水晶体,網膜,毛様体,脈絡膜を除去 し虹彩を根部で

切除 し,組織片を眼球の大きさに応 じて 4～6mmの長

さで円周 。子午線方向に切開を加え, 8個 の線維柱組

織を含む強角膜組織片を作製 した.こ れ らの組織片は
,

既報2)に 従いイーグル MEMに 10%ウ シ胎児血清な

らびに 200U/mlのペニシリンGを加えたものを液体

培地 とし,37℃ , 5%C02の条件下で 3週間まで培養

した。培養液は 3日 毎に交換した。また, これらの う

ち一部は 2お よび 3週間前培養後 48時 間ラジオアイ

ソ トープ (以 下 RIと 略 す)3H_glucosamine O.55

MBq/mlお よび35s_sulfate l.11lMBq/ml(New Eng‐

land Nuclear社 )を加えた培地で培養した。

2.固定

各培養期間を経た強角膜組織片を 2.5%グ ルタール

アルデ ヒドにて前固定 し0.l MPBSで 洗浄後, 1%
オス ミウム酸にて後固定を行いエタノール系列にて脱

水 しエポン樹脂で包埋 した。続いて包埋 されたエポン

プロックを LKBミ クロトームにて薄切 しトルイジン

ブルーで染色したのち,光顕にて観察 した。さらに超

薄切片を作製したのち透過型電子顕微鏡 (HS‐ 9,日 立 )

で観察を行った。

3.GAGの 分離および分析

RIを 加えた培地で培養 した組織片か ら線維柱帯の

みを取 り出し既報3)に ならい脱脂・蛋白消化・グル濾過
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を行った。まず,脱脂は各組織に対 して 10倍量のクロ

ロホルム :メ タノール (2:1)溶 液にて 1回の交換

を含め 24時間行 った。これをアセ トンですすぎ乾燥 さ

せた。蛋白消化 はパパインで行 い,緩衝液は 5mM
EDTA,2mM塩 酸システイン,200 mM酢 酸ナ トリウ

ム(pH 5.5)で ,緩衝液 100 μl当 た リパパインを 3 mg

添加し48時間,65℃ で消化した。消化 した蛋白は最終

濃度が 10%に なるようにTCAを 加えた後,2時間 ,

4℃ で沈降 させ 15分, 4℃ ,12,000gで 遠沈 して除

き, 上清は Blo‐ Gel P‐6DGカ ラム (BiO_Rad Labora‐

tories社 )で クロマ トグラフィーを行い,さ らに小さな

蛋白を除いた。これに 100%ユ タノールおよび5%酢

酸 カリウムを 3倍量加えて 12時 間,-20℃ で沈降 さ

せ,さ らに 90分 , 4°C,12,000gで遠沈して沈澱,乾

燥 させた。GAGの 酵素消化には放線菌 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,ケ ラタナーゼ(以上,生化学工業),lN塩酸お

よび 20%n‐ ブチル硝酸塩を使いそれぞれ ヒアル ロン

酸, コン ドロイチン硫酸,デルマタン硫酸, ケラタン

硫酸,ヘ パラン硫酸に分離し,それぞれの試料を液体

シンチレーシ ョンカウンター (パ ッカー ド社)にてカ

ウントした。

4.光顕。電顕酵素抗体法による トロンポスポンジン

の検索

トロンボスポンジンの検索にあたっては酵素標識抗

体法 (間接法)で免疫染色を行った。培養していない

組織片に対 してクライオスタットにて 6μmの凍結切

片を作製, アセ トン固定した後 0.3%過 酸化水素にて

内因性ペルオキシダーゼ除去を行い,抗 ヒトトロンボ

スポンジン抗体 (モ ノクローナル抗体 コスモ・バイオ

0367)を一次抗体 (4°C,一晩),抗マウス免疫グロブ

リンをベルオキシダーゼ標識二次抗体 (室温,60分 )

として反応 させた。ジアミノベンジジン(以下 DABと

略す)に て発色, メチルグリーンにて核染色を行い,

脱水,封入後鏡検 した.電顕用試料は二次抗体との反

応後,2.5%グ ルタールアルデ ヒ ドで再固定 しDAB
による発色, 2%オ スミウム酸による後固定の後,脱

水,エ ポン樹脂による包埋を行い,超薄切片作製後透

過型電子顕徴鏡 (前述)にて観察 した .

III結  果

1.培養線維柱組織の形態

培養 0, 1, 2, 3週 間後の線維柱組織を光顕,電

顕にて観察 した (図 1～ 9).光顕においては培養によ
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図 1 培養前線維柱組織の光学顕微鏡像 .

線維柱組織 (TM)と 隅角房水叢 (AP)がみられる.

図 3 培養 14日 の線維柱組織の光学顕微鏡像 .

TMi線 維柱組織,APi隅角房水叢.

図 5 培養前線維柱組織の電子顕微鏡像 .

巨大空腔を有する隅角房水叢 (AP)と 線維柱組織

(TM).

図 2 培養 7日 の線維柱組織の光学顕微鏡像.

TM:線維柱組織,AP:隅角房水叢.

図4 培養 21日 の線維柱組織の光学顕微鏡像.

TM:線維柱組織,APi隅角房水叢.

図 6 培養前線維柱組織の電子顕微鏡像 .

線維柱細胞,C:コ ラーゲン細線維,E:弾力線Ｃ
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図7 培養 7日 の線維柱組織の電子顕微鏡像 .

TC:線維柱細胞,C:コ ラーゲン細線維,E:弾 力線

維.構成要素の微細構造は培養前と同様である.

図 8 培養 14日 の線維柱組織の電子顕微鏡像.

TCi線維柱細胞,C三 コラーダン細線維,E:弾力線

維.構成要素の微細構造は培養前と同様である.

図 10培養 豚 眼線維柱組織 の GAG生 合成 (3Ⅱ _

glucosalnine)

HA:ヒ アル ロン酸,CS:コ ン ドロイチン硫酸,

DS iデ ルマタン硫酸,KSiケ ラタン硫酸,HSiヘ
パラン硫酸,REM:未 消化の GAG.バ ーは標準誤

差を示す。値は平均値士標準誤差(n=5)を示す。
ネ
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p<0.02
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図 11培養 豚 眼線維柱組織 の GAG生 合成 (¨S‐

sdfate)

HA:ヒ アル ロン酸,CS:コ ン ドロイチン硫酸 ,

DSiデルマタン硫酸,KS:ケ ラタン硫酸,HSiヘ
パラン硫酸,REM i未消化の GAG.バ ーは標準誤

差を示す。値は平均値土標準誤差 (n=5)を 示す .

り前房側の数層の細胞に消失が認められたが,残る組

織の構築は隅角房水叢 (angular aqueous plexus, ヒ

トの Schlemm管 に相当する)に至 るまで保存されて

おり,細胞および核の形態,細胞間接着,隅角房水叢

の内皮細胞の配列には変化を認めなかった。電顕によ

る検討では内皮細胞における細胞膜および核膜の保

存,細胞内小器官,核の染色性は,ほぼ培養前の組織

Ｒ
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∝

図9 培養 21日 の線維柱組織の電子顕微鏡像.

TCi線維柱細胞,Ciコ ラーグン細線維,E:弾力線

維.構成要素の微細構造は培養前と同様である.
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図 12 線維柱組織の免疫組織化学的光学顕微鏡像 .

線維柱層板が トロンボスポンジン陽性像を呈する (矢

印).

図 13 線維柱組織の免疫組織化学的電子顕微鏡像 .

層板内コラーダン細線維間に トロンボスポンジン陽性

顆粒が存在する (矢 印).

と同様の所見を示 したが,一部の培養細胞において核

における仁の出現があ り,エ ラスチン, コラーゲンは

やや増加する傾向があった。

2.GAGの生合成

2お よび 3週間器官培養した線維柱帯における3H_

glucosamineと 35s_sulfateの GAGへの取 り込み量を

表 したのが図 10と 11である.有意差検定を Student's

t‐ testに よ り行 った 結 果,ケ ラ タ ン硫 酸 の3H_

glucosamineの 取 り込み量において 2, 3週間の相対

的増加による有意差 (p<0.02)が 認められたが,そ の

他のGAGでは有意差を認めなかった .

3. トロンボスポンジンの局在

トロンボスポンジンの検索を培養 していない線維柱

組織で光顕 。電顕酵素抗体法を用いて行ったところ,

コラーグン細線維間に トロンボスポンジンの局在を示
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す粒子が認められた (図 12,13).

IV考  按

今回,線維柱帯の器官培養の材料として豚眼を使用

したことについては,そ の入手が量的に容易であるこ

ととtripathiら 6), Bahlerら 7)も
述べているように眼

球の容積,房水流出能,線維柱帯の構築が比較的 ヒト

に近いことで, ヒトに代わるモデルとして好 ましい条

件を持っていることなどによる.器官培養は以前から

我々の教室で行っている方法2)に 準 じて行ったが, ヒ

ト眼より汚染の危険性が高いと考えられたため,眼球

の洗浄に関 して汚染に対す る予防効果をあげ るた

め8),従
来 の抗生剤に代わ リポ ビ ドンコー ドお よび

70%ア ルコールを使用した。

豚などの下等哺乳類では強膜岬が発達 しておらず ,

ぶ ど う膜網 と角強膜網 の 区 分 が不 明瞭 で あ り,

TripathPは ヒトの線維柱組織に相当する部位 に対 し

て隅角網状組織 (angular meshwork)と 区別 してい

る。今回培養 した線維柱組織においては 1-3週間に

わた り, この隅角網状組織の主要な部分はほぼ培養前

の状態に保たれていたが, この うち前房側の数層の細

胞に消失がみ られた。この消失 した細胞はヒトのぶど

う膜網の一部に相当すると思われるが, ヒトおよびサ

ルの器官培養においてもぶどう膜網に他の部位 より早

期に細胞消失がみられることはこれまでにも報告され

てお り,Johnsonら 4)はぶ どう膜網が角強膜網や内皮

網とは細胞系統が異なることを示唆するものではない

かと考察 している。

また,糖質 として房水流出抵抗の要因にあげられて

いるGAGについて,そ の合成能を培養線維柱組織の

生化学的反応をみる指標 として検討したが,今回の培

養法にて GAGの 生合成が行われていたことを示す結

果が得 られた。 2～ 3週間の生合成のパターンは3H_

gluCosamineにおいて, コン ドロイチン硫酸, ヒアル

ロン酸が優位 を占める点につ いては Acottら 5)(ヒ

ト),Yueら 10)(サ ル),Nishiyama3)(ゥ サギ),crean
ら口)(ウ シ)の報告した結果 と同様であった。

トロンボスポンジンは分子量 450 kDの 糖蛋 自で

Tripathiら 12)に より正常の ヒ トおよび豚の線維柱組

織における存在が確認されてお り, この細胞接着分子

と老化や原発開放隅角緑内障にみられる細胞充実性の

減少との関連が注目されている。 この報告の中で ヒト

の抗体に対 して豚眼も同様の反応がみられたと述べて

いるが,我 々が今回用いた豚眼に対 してこのことを確

平成 5年 10月 10日 豚眼線維柱器官培養 。宮永
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かめるため,酵素抗体法にて免疫染色を行った結果 ,

ヒ トと同様 に コラーゲン細線維 間 にその局在 を認 め

た .

房水流出抵抗の原因 となる物質がい くつか想定 され

てきている今 日,我々の行った 3週間にわたる豚眼の

線維柱組織における器官培養法が確立 された。 これに

より薬剤やホルモンのこの組織 に与 える生化学的,形

態学的変化を知 ることが可能 となった。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲いただいた瀬川雄三

教授に深謝いたします.
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