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結膜上皮 ブラッシュサイ トロジーの細胞学的

および組織学的検討

深川 和 己
1),榛

村 重人1),島
崎   i間 2),坪

田 ―男2),小 口 芳久 1)

1)慶應義塾大学医学部眼科学教室,2)東京歯科大学眼科学教室

要  約

プラッシュサイ トロジーにより採取 される結膜上皮細胞数はどの程度か,結膜上皮のいずれの層の細胞が採

取されているかという点について,自 色ウサギ結膜 を用い組織学的に検討 を加えた。7回,14回 ,20回 のプラッ
シングによりそれぞれ約 1,000個 ,約 3′ 500個 ,約 10,000個 の細胞が採取 された。Periodic acid Schif(PAS)

染色後の光学顕微鏡による観察では,表層細胞,中間細胞のレベルまで上皮細胞の欠損 を示すのみならず,基
底細胞 まで及ぶ欠損を示す部分 も認められた.透過型電子顕微鏡,走査型電子顕微鏡による観察では,結膜上

皮全層の欠損 を示 した部においても,lamina densaが 連続 していた。このように結膜上皮細胞のみを多数 ,

Single Cell SuSpenSiOnと して採取することができるため,今後,プラッシュサイ トロジーを利用 して採取 し
た結膜上皮細胞の ■Ow cytOmetryを 用いたDNA量解析や,pOlymeraSe Chain reactio■ を用いた遺伝子解

析などへの応用が可能であると考えられる。 (日 眼会誌 97:1173-1178,1993)
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Abstract
The number of the cells and the layers of the conjunctiva which can be obtained by brush cytology

was studied on rabbit conjunctiva using cytological and histological methods. About 1,000, 8,500, and
10,000 conjunctival epithelial cells can be obtained by 7, 14, and 20 brush strokes histological observa-
tions showed that all varieties of the layers including basal cells were obtained without destroying the
basement membrane. This study showed that the brush cytology can offer single cell suspension only
from the conjunctival epithelium, and that brush cytology is usefull to investigate the conjunctival
epithelium by flow cytometry, polymerase chain reaction, and other methods. (J Jpn Ophthalmol Soc
97:1173-1178, 1993)
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I緒  言

結膜上皮は,眼感染症において感染経路,防御に重

要なだけでな く,ア レルギー反応を生じる外来抗原の

侵入経路, ドライアイにおける杯細胞の主座, またそ

れらの炎症の場 として非常に重要である。これまで診

断や,そ の病態生理の理解のために生検や結膜擦過細

胞診が用い られてきたが,近年,結膜上皮細胞を非侵

襲的に採取することが可能で,かつ定量的解析が可能

な impresslon cyto10gyが 広 く応用されるようになっ

た。しかし,生検は侵襲的であること,結膜擦過細胞

診では single cell suspenslonを 得 ることが困難で ,

各々の細胞 を観察するのには適 さないこと,impres‐

slon cytologyで は結膜上皮の最表層のみを観察 して

いることが多いことなど,そ れぞれに問題点がある。

結膜ブラッシュサイトロジーは特殊な小型のブラシ

を用いて結膜上皮細胞を採取する方法であり,非侵襲

的に多 くの細胞を比較的容易に single cen suspension

として得ることができるため,細胞を個別に観察する

ことが可能であると報告されてお り1)～3),今 後幅広い

応用が可能であると思われる。 しかし, ブラッシュサ

イ トロジーにより採取される結膜上皮細胞数はどの程

度か,結膜上皮のいずれの層の細胞が採取されている

かという検討は行われていない。そこで今回, これら

について組織学的に検討を加えたので報告する.

II 対象 と方法

体重 2.5～ 3.5 kgの 白色ウサギ6匹 12眼 を対象と

した。

1.プラッシュサイトロジー

ペン トバル ビタールナ トリウムにて静脈麻酔後 ,

各々の上下外側球結膜に 4-0絹糸にてマーキングをお

き,ブ ラッシュサイ トロジーを施行した(図 1).サ イ

トブラシによる擦過の回数は, 2匹 4眼ずつそれぞれ

7回 ,14回 ,20回 とし,方向は経線方向とした。ブラ

シの端か ら 5cmの 部位を保持 し, ブラシの柄がほ と

んどたわまない程度の力で擦過 した。これはブラシの

先端にかかる加重として約 1～ 3gで あった.

2.結膜上皮細胞の観察,計測

ブラッシュサイ トロジー施行後,サ イ トブラシを 1

mlの ハンクス液 (Hanks'solution)中 で 30回撹拌 し

て細胞 を緩 衝液中に浮遊 させ た後,サ イ トス ピン

(1,500回転 5分 )に てアルブミン処理のスライ ドガラ

スに塗布 し,乾燥固定後, ライ トギムザ染色を加えて

日眼会誌 97巻  10号

図 1 1静脈麻酔後,自色ウサギの球結膜にブラッシュ

サイ トロジーを施行 .

長さ2mmの ナイロンの毛が,幅 6mmにわた り植

えられているサイトブラシの先端から5cmの 部位

を把持した。

観察試料 とした。観察はオ リンパス AH‐ 2を 用いて

行った。また,l mm2中 の細胞数を直接鏡検下にて計測

した .

3.結膜上皮の検体の作成

外眼角に切開を加え,角膜を保持しながら結膜嚢底

部全周に切開を加えた後に,外眼筋,視神経を切除し

て眼球を摘出した。角膜中央部を穿孔し,経線方向に

強膜,脈絡膜,網膜と一体に結膜を切開し,上下外側

と3分割 した.それぞれをレザーブレードにて経線方

向に 2分割 し, 1眼につき6検体を作成した。

4.結膜上皮の観察

1)光学顕微鏡による観察

2%ホ ルムアルデヒドで固定後,ア ルコール系列で

脱水し,パ ラフィンで包埋 した。4μ m厚の切片を作製

し,脱パ ラフィンを行った後に,PAS染 色を加えて観

察試料 とした。観察にはオ リンパス AH‐ 2を 用いた。

2)透過型電子顕微鏡による観察

2%グ ルタールアルデ ヒ ドで固定後,検体を細切

し, 1%オ ス ミウム酸-0.lMリ ン酸緩衝液で再固定

した。アル コール系列で脱水 し,エ ポキシ樹脂で包埋

した.包埋 した試料から超薄切片を作製し,酢酸 ウラ

ンとクエン酸鉛で二重染色を行って,JEM‐ 1200‐EX

(日 本電子製)で観察した。

3)走査型電子顕微鏡による観察

2%グ ルタールアルデヒドで固定後,実体顕微鏡下

で強膜,脈絡膜,網膜を除去 し,1%オ スミウム酸-0.1

下 lli5勒
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III 結  果

1。 ブラッシュサイ トロジーにて採取 された結膜上

皮細胞

採取 された結膜上皮細胞は,比較的均一にそして個

別にスライ ドガラス上に塗布 されていたが,ほ とんど

の検体中で数個の細胞の凝集塊が認められた (図 2)。

細胞核比の小 さいやや小型の基底細胞 (B),細胞核比

の比較的大 きい中間細胞(I),核 が偏在し他端にブラッ

シュボーダーを持つ円柱細胞 (G)な どが観察された。

赤血球は認められなかった。

採取 された結膜上皮細胞は,サ イ トスピンにて 25

mm2の 範囲に均一に塗布されてお り,l mm2中 の細胞

数を 25倍 して近似的に塗布された細胞数とした。7回

の ブ ラッシ ン グで は 1,033± 1,016個 ,14回 で は

3,509± 2,131個 ,20回 では 10,666± 4,928個 の結膜上

皮細胞が採取 された。ブラッシユサイ トロジーの回数

が多いほど細胞数は増加した (図 3).

2.結膜上皮の組織所見

1)光学顕微鏡所見

ブラッシュサイ トロジー 7回施行後の結膜上皮では

Mリ ン酸緩衝液(pH 7.2)で 再固定 した。さらに,2%
タンニン酸による導電染色,1%オ ス ミウム酸-0.lM

リン酸緩衝液 (pH 7.2)に よる再 々固定後,ア ルコー

ル系列で脱水 し,酢酸イソアミルによる置換,C02臨 界

点乾燥,イ オンコーターによる金蒸着を順次行い
,

JSM‐ 6400(日 本電子製)で観察 した。

(個 )

10667± 4928

3509± 2131

:033土 1016

図 2 サイトスピンにて,ス ライドガラスに塗布された結膜上皮細胞 (ラ イトギムザ染色).

比較的均―であり,個別に塗布されていたが,破壊された細胞や細胞の凝集塊も認められ

た。

B:細胞核比の小さいやや小型の基底細胞,I:細胞核比の比較的大きい中間細胞,G:核が

偏在し他端にブラッシュボーダーを持つ円柱細胞.
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図3 プラッシュサイトロジーの回数 とスライドガラ

ス上に塗布 された上皮細胞数 (近似 ).

プラッシュサイ トロジーの回数が多いほど細胞数は

増加した。
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図4 ブラッシュサイトロジー施行後の結膜上皮の光

学的顕微鏡所見 (PAS染色).

aiブ ラッシュサイトロジー 7回施行後.表層細胞 ,

中間細胞のレベルまで上皮細胞の欠損を示す部分の

ほか,一部基底細胞まで及ぶ欠損を示す部分も認め

られた。

biブ ラッシュサイトロジー14回 施行後.基底細胞

まで及ぶ欠損が認められた.基底膜はほとんど障害

されていなかった。

表層細胞,中間細胞のレベルまで上皮細胞の欠損を示

す部分の他,一部基底細胞まで及ぶ欠損を示す部分 も

認められた (図 4a)。 ブラッシュサイ トロジー14回施

行後では欠損の範囲が広がる傾向を示 し,20回 施行後

はほとんど基底細胞まで及ぶ欠損が認められた (図 4

b)。 このようにブラッシュサイ トロジーの回数が多い

と結膜上皮の欠損が多い傾向があったが,定量的検討

はできなかった。また,基底膜の傷害は認められなかっ

た。

2)透過型電子顕微鏡所見

ブラッシュサイ トロジーを 20回 施行した検体中の
,

結膜上皮全層の欠損を示した部を透過型電子顕微鏡に

て観察した。結膜上皮全層の欠損を示した部において

日眼会誌 97巻  10号

も,lamina densaはほぼ連続 していた。20回施行 した

検体中のごく一部で, コラーダンの僅かな脱出を伴 う

断裂が認められた (図 5,矢印)が ,固有層の細胞の

脱出は認め られなかった。

3)走査型電子顕微鏡所見

ブラッシュサイ トロジーを 20回施行した検体中の,

結膜上皮全層の欠損を示した部を走査型電子顕微鏡に

て観察した。結膜上皮は帯状に欠如 し,20回施行 した

検体中において透過型電子顕微鏡による観察よりも大

きい基底膜の破壊が認められたが,固有層の細胞は認

められなかった (図 6).

IV考  按

サイ トブラシを用いたプラッシュサイトロジーは,

婦人科領域を中心に開発された方法である。その利点

の 1つ は,採取 される細胞が非常に多いことであるが,

これはサイ トブラシがマイナスに荷電 しているため

に,細胞のマイナス荷電に反発 して緩衝液中に細胞が

遊離 しやすいからであるといわれる2)4)-6)。

ヒト結膜上皮に対するプラッシュサイ トロジーの場

合, 7回 の擦過で 5,000～ 10,000個 の結膜上皮細胞が

採取可能であると報告されているが,今回の結果では

自色ウサギの場合は採取される細胞数が少なかった。

この理由として,自色ウサギの結膜上皮細胞がブラッ

シュサイ トロジーに際して壊れやす く,細胞のマイナ

ス荷電が減少 して緩衝液中に遊離 しにくかった こと

や,自色 ウサギの結膜上皮細胞の細胞間接着が ヒトに

比較して強固であった可能性が考えられ,結膜の状態

によって採取 される細胞数が異なることが予想 され

る。ブラッシュサイ トロジーの回数が多いほど採取 さ

れる細胞数 も多いことが明らかとなったが,結膜の状

態や細胞採取の目的により回数を決定することがよい

と考えられる.

サイ トブラシを用いたブラッシュサイ トロジーの 2

つ目の利点 として,single cen suspensionが 得やすい

ことが報告 されている.今回の観察でも多くの個別の

細胞が認め られたが,数個の細胞塊も数多く存在 して

いた。今後, フローサイ トメ トリーなどを用いた解析

のためには,完全な single cen suspensionを 得る方法

を検討す る必要があると思われる。

ブラッシュサイ トロジーの 3つ 目の利点として結膜

上皮のみが,各層にわた り採取 されるということが今

回の実験によって明らかとなった。核細胞比の小さい

細胞は表層細胞もしくは中間細胞,核細胞比の大 きい
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小型の細胞は基底細胞 と考えられた.ま た, ライ トギ

ムザ染色のみでは確定しにくいものの,核が偏在 し他

端にブラッシュボーダーを持つ円柱細胞はその形態か

ら杯細胞 と思われた。ブラッシュサイ トロジーを施行

した結膜上皮は,基底細胞までの欠損を示す部位を含

め種々の程度で欠損してお り, 7回 ,14回 の施行では

1177

基底膜がほとんど保たれていた。7回 ,14回 ,20回 と

施行の回数を増やす と欠損の範囲が広がる傾向を示

し,20回 の施行ではかな り広範囲の上皮が欠損 してい

た (図 7).

20回施行後の結膜の透過型および走査型電子顕微

鏡による観察で,基底膜の断裂が僅かに認められた.

ブラッシュサイ トロジーの組織学的検討・深川他

図5 プラッシュサイトロジー施行後の結膜上皮の透過型電子顕微鏡所見.

結膜上皮全層の欠損を示した部においても,lamina densaは 連続していたが,ご く一

部でコラーダンの僅かな脱出を伴 う断裂 (矢印)が認められた。固有層の細胞の脱出
は認められなかった.

図6 プラッシュサイトロジー施行後の結膜上皮の走査型電子顕微鏡所見.

結膜上皮は帯状に欠如しており,所々に基底膜の断裂が観察された.
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20回擦過

表層細胞

中間細胞

基底膜

～
ヘ ノ

～ ～ ～~｀′̂′
ハ

ノ`́
~`｀

ノ
´`

“ ～
粘膜固有層

図 7 白色ウサギの球結膜に対するプラッシュサイト

ロジーにより採取 される上皮の部位の模式図.

基底細胞までの欠損を示す部位を含め種々の程度で

欠損していたが, 7回,14回,20回 と施行回数が増

加すると欠損の範囲は広がる傾向を示した。20回の

施行に際して基底膜の断裂が僅かに認められた。

光学的顕微鏡による観察ではほとんど認められなかっ

たこと,透過型 よりも走査型電子顕微鏡による観察の

方が傷害が大きい傾向であったことから,試料の固定 ,

保存にも問題があった可能性があると考えられた。一

方,人眼結膜上皮に対するブラッシュサイ トロジーの

場合, 7回の擦過を行 うのみであるため,基底膜に対

する傷害はさらに少ないものと考えられる。

このように結膜上皮細胞のみを多数,完全ではない

が single cell suspensionと して採取すること力`‐で`き
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るため,今後, ブラッシュサイ トロジーを利用 して採

取 した結 膜 上 皮 細 胞 の ■ow cytometryを 用 いた

DNA量 解析や,polymerase chain reaction(PCR)

を用いた遺伝子解析などへの応用が可能であると考え

られる。
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