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各種哺乳動物の線維柱組織における糖残基の種差に関する

レクチンによる組織化学的研究

野 原 雅 彦

信州大学医学部眼科学教室

要  約

ウシ,ブタ,ウサギ,ラ ット,マ ウスの 5種の哺乳動物の線維柱組織における糖残基の組織化学的検索を行 っ

た。凍結切片を作製 し16種のビオチン化 レクチンで染色,ア ビジンビオチン化ペルオキシダーゼ複合体 を作用

させ DAB反応で発色を行い光学顕微鏡にて観察 した.線維柱組織の染色性は,ConA,PHA‐ E4,PHA‐ L“

WGA,ABA,LCA,RCA 60,RCA 120,DSA,SSAで は 5種 とも陽性,Lotusで は 5不重とも弱陽性であっ

た。MAMで はウシ,ブタ,ウ サギが陽性で他が陰性であり,PNAで はウシ,ブタ,ウ サギが弱陽性で他が

陰性であった.SBAではラットで弱陽性で他は陰性であり,UEA‐ 1,DBAで は 5種 とも陰性であった。5種

の哺乳動物の線維柱組織 における糖残基の局在性には種差が存在することが判明 した。今後,人線維柱組織に

おける糖残基を検索することにより,人眼に代わる実験モデルとして 5種のうちいずれかが使用できる可能性

が示唆 された.(日 眼会誌 97:1279-1285,1993)
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Lectin Histochemical Studies on Species Differences

in the Mammalian Trabecular Meshwork

Masahiko Nohara
Department of O\hthalm.ology, Shinshu Uniaersity School of Medicine

Abstract
Lectin histochemical studies were performed to clarify the species differences in the location of

glycoconjugates in the trabecular meshwork (TM) of various mammals, i.e., the mouse, rat, rabbit,
pig, and ox, to find an experimental model for human TM. Cryosections were made and stained with
sixteen kinds of triotinylated lectin followed by an avidin-biotin-peroxidase complex (ABC). Strong
positive reactions in the TM of all 5 kinds of mammals were observed for ConA, PHA-E., PHA-L.,
WGA, ABA, LCA, RCA 60, RCA 120, DSA, and SSA. The TM of the 5 kinds of mammals was weakly
positive for Lotus. Rabbit, pig and ox TM were positive for MAM and others were negative. Rabbit,
pig and ox TM were weakly positive for PNA and were negative in the other's. Rat TM was weakly
positive for SBA and was negative in the other's. The TM of all 5 kinds of mammals was negative for
UEA-I and DBA. It could be concluded that species difrerence exists in lectin binding site in the TM.
(J Jpn Ophthalmol Soc 97:1279-1285, 1993)
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I緒  言

哺乳動物における主要な房水流出路は人眼と同様に

隅角組織に存在する。哺乳動物の隅角組織の構築につ

いては,ウ シ,ウ サギ,ラ ットは Tripathiら ψ)に よっ

て,ブ タは Tripathiら 3)に よって,マ ウスは Vanden

Hoekら 4)に よって報告 されている。また,哺乳動物の

隅角組織には,線維柱組織や人眼の Schlemm管 に類

似した管状構造を呈する aqueous plexusが 存在する

ことから1),実 験動物 として人眼の房水流出機構のモ

デルとな り得るものと考えられ,緑内障の研究対象と

して使用されることが多い。

一方,種々の組織において,特定の糖残基に対し結

合特異性を持つ レクチンが,糖蛋白をはじめとする糖

複合体 の検索 に有用 であ ることが確 認 され て い

る5)～7).隅角組織においては,Vanden Hoekら 4)が マ

ウスの線維柱組織においてレクチンの結合性を報告

し,Rittigら 8)が 人線維柱組織におけるレクチン結合

部位の存在を報告している。また,Kurosawaら。)は カ

ニクイザルと牛胎児由来の培養線維柱細胞の表面にレ

クチン結合部位が存在することを報告 している。これ

らのことから,人眼と同様に種々の哺乳動物の房水流

出路においても糖複合体が存在し,線維柱組織におけ

る房水流出抵抗に何 らかの影響を与えるものと推定し

ている。

本研究では,糖複合体の標識物質 として 16種類のレ

クチンを用いて, ウシ, ブタ, ウサギ, ラット,マ ウ

スの 5種の哺乳動物の線維柱組織におけるレクチン結

合性を観察 し,組織化学的検索を行った。 さらに, 5

種の哺乳動物の線維柱組織におけるレクチン結合性の

種差について検討 した .

II 実験方法

1.研究試料の作製

組織は,雄ウシ (3歳食肉和牛),雄 ブタ (1歳 ラン

ドレース種),雄 ウサギ (6か月白色家兎),雄 ラット

(10週 ウイスター系),雄 マウス(6週 BALB/c系 )の

隅角組織 (各 5眼 )で,屠殺後ただちに4× 4mm角の

大きさの組織片を作成した。Usudaら 10)の方法に従い

4%パ ラホルムアルデヒド/0.lMリ ン酸緩衝液,pH
7.4に て 4°Cに て 24時間固定後,0.lMリ ン酸緩衝

液,pH 7.4/0.15 M NaCl(0.lM PBS)で 5分ごと

4回洗浄,0.lMリ ジン/0.lM PBSで 60分洗浄し
,

再び 0.lM PBSで 5分ごと4回洗浄後,10%庶糖 ,
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15%庶糖,20%庶糖に順次浸透 して,nヘ キサン/ド ラ

ィァイスで OCT cOmpOund CⅥ iles lnc" Elkhart,

USA)に凍結包埋 した.ク ライオスタット (Damon

minOtolne IEC Co.Needham Heights,USA)ク こて 6

μmの凍結切片を作製し,ポ リ‐L‐ リジンコートスライ

ドグラスに採取 した。

2.レ クチン染色

染色は,Hsuら H)の 方法 に従 って行った.20 mM
PBSで 洗浄後 に 16種 類の ビオチン標識 レクチン 10

μg/mlを 60分作用させた。使用 したレクチン(生化学

工業,東京)は,表 15)～
7)で示 した如 く,ヒ ママメレク

チン (RCA 60,RCA 120),マ ッシュルームレクチン

(ABA),タ チナタマメレクチン(ConA),レ ンズマメ

レクチ ン (LCA), チョウセ ンア サ ガオ レクチ ン

(DSA), /」 麦ヽ層玉レクチン6VGA), ニホンニフトコレ

クチン (SSA), イングンマメレクチン (PHA‐ E4,

PHA‐ L4),ミ ヤコグサレクチン(Lotus),イ ヌエンジュ

レクチン (MAM), ピーナッツレクチン (PNA), ダ

イズレクチン (SBA),ハ リエニシダレクチン (UEA‐

I),ド リコスマメレクチン(DBA)で ある.20 mM PBS

で 洗 浄 後,avidin‐ biotin‐ peroxidase complex12)

(ABC)試薬 (Vector Laboratories lnc Burlingaine,

CA,USA)を 30分作用させ, さらに 20mM PBSで

十分洗浄 した後 0.05%3.3'‐ diaminobenzidine-4 HCI

(和光純薬,東京)と 0.01%H202の混合液で 10分間発

色の後,蒸留水で洗浄し反応を停止 した。1%メ チル

グリーン液で核染色を行い,段階 アルコールで脱水 し

キシレンで処理後,試料をカバーグラスで封入し光学

顕徴鏡 (Optiphot‐ 2, ニコン,東京)にて観察した。対

照として,そ れぞれのレクチンに特異的な0.lMあ る

いは 0.2Mの 濃度の阻害糖 (表 1)を レクチンを混合

して染色に用いた。

III 実験結果

本研究においては 5種の哺乳動物の隅角組織におけ

る線維柱組織の染色性を中心に観察 し,表 2の結果を

得た。ConAの 染色性はウシ,ブ タ,ウ サギ,ラ ット,

マウスとも線維柱組織は陽性であった (図 1).PHA‐

E4,PHA‐ L4,lVGA,ABA,LCA,RCA 60,RCA 120,

DSA,SSAの染色性も同様にウシ,ブ タ,ウ サギ,ラ ッ

ト,マ ウスとも線維柱組織は陽性であった。Lotusの

染色性はウシ, ブタ, ウサギ, ラット,マ ウスの線維

柱組織が弱陽性であった。MAMは ウシ,ブ タ, ウサ

ギの線維柱組織が陽性で, ラット,マ ウスの線維柱組
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レクチ ン 糖鎖特異性 阻害糖

RCA60: Ricittus coynmunzs toxin(ricin)( y<< t)
鳥

1‐ 3 GalNAc,Gal β l・ 4 Gal,LactOseGal
GlcN

RCA 120

ABA:
ConA:
LCA:
DSA:
Ⅵ/GA:

SSA:
PHA‐E4

Rた′iZκ ιO″″物 雰 agglutinin(ヒ ママメ)

4g´″ε″S″ψO″ι6(マ ッシュルーム)

Cα″′́ι′́ノη θ″■あ物 ぉ(タ チナタマメ)

二′″s“″″″答〈レンズマメ)

Dα′′
`″

S/″ ,,つ0″″″(チ ョウセンアサガオ)

η″た″″ υ″なク/る (小麦胚)

S′ ,″ι″ご′′ss″み0″ηπ (ニ ホンニフトコ)

P物ゐ′0′%sυ″なクηs(イ ングンマメ)拿ErythrOagglitinating phytohernagglutinin

R力の″0″sυ″なα″s(イ ングンマメ)*Leucoagglulnating phytOheinagglutinin

Lο

`″

s力′″gο″ο′οらな (ミ ヤコグサ)

嘘 ″α″′″″″sぉ (イ ヌエンジュ)

ス″″らをゅOgα″ (ピ ーナッツ)

G″ι′″ ″しくダイズ)

υJOχ O″名Oψά漆 I(ハ リユニシダ)

DO′た力Osみグわ″夕s(ド リコスマメ)

(Cal β l-4 GlcNAc β l)2‐ 2,6 ⅣIan GlcNAc
α l

α―Fuc

Sia α 2-3 Gal

Cal β l‐ 3 GalNAc

GalNAc α l-3 Gal
α‐Fuc

CalNAc α l‐3 GalNAc

Gal,LactOse

Gal,GalNAc

Man,MM,MG
Man,MM,MG
ChitOoligOsaccharide

CIcNAc,Chit001igOsaccharide

Lactose

GlcNAc

Fuc

Lactose

Gal, Lactose

GalNAc
Fuc

GalNAc

Cal β l-4 GlcNAc

Gal β l‐ 3 GalNAc

α‐Mian,α ―Glc

Fuc‐ α l‐6 GlcNAc

Gal β l‐ 4 GlcNAc

GlcNAc

Sia α 2‐ 6 Gal

bisecting GlcNAc

PHA‐ L4

LOtus I

MAM
PNA:
SBA:
UEA‐ I

DBA:

Gal, D'galactose ; GalNAc, N-acetyle-D-galactosamine; GlcNAc, N-acetyle-D-glucosamine; Man, D.mannose; Glc, D-
glucose; MM, methyl-a'D-mannoside; MG, methyl-a-D-glucoside; Fuc, L-fucose; sia, sialic acid

表 2 各種哺乳動物線維柱組織のレクチン染色結果 3).UEA‐ I,DBAは ウシ,ブ タ,ウ サギ,ラ ット,

マウスとも線維柱組織は陰性であった。また UEA― Iで

は,人眼の Schlemm管 に相当する aqueous plexusは

染色 されず,他の レクチンにおいて も特に Schlemm

管内皮のみが特異的に染色される所見は見 られなかっ

た。以上の染色性は各眼に個体差は見 られなかった.

副所見として,ConA(図 1)で は,角強膜,毛様体

もウシ, ブタ,ウ サギ, ラット,マ ウスにおいて染色

されたが,MAM(図 2)では, ウシ, ブタ, ウサギの

角強膜は陰性となり,マ ウス,ラ ットでは弱陽性となっ

た。SBA(図 3)では,角膜がウサギで陽性,ウ シ
,

ラットで弱陽性で, またブタ毛様体が陽性 となった。

それぞれのレクチンに特異的な阻害糖を混合して染

色した陰性対照染色においては,染色性が消失ないし

減弱す ることを確認 した.ま た陽性対照染色 として,

線維柱組織がいずれの動物でも陰性であった UEA‐ I

においてラット小腸の杯細胞が陽性に染色され,DBA
においてはラットの肝臓の胆管上皮が陽性に染色され

るのを確認した13)～詢
.

織が陰性であった (図 2).PNAも 染色性がやや弱い

が,同様にウシ, ブタ, ウサギの線維柱組織が弱陽性

で,ラ ット,マ ウスの線維柱組織が陰性であった。SBA
の染色性はラットの線維柱組織で弱陽性で, ウシ, ブ

タ, ウサギ,マ ウスで線維柱組織は陰性であった (図

IV 考  按

レクチンは,1888年 Stinmarkに より赤血球の植物

凝集素 として発見され,1932年 Sumner6)に よって糖

に対 し特異的反応を示す ことが発見された.レ クチン

哺 手L 動 物
・́
  ウシ  ブタ  ウサギ  ラット マウス

RCA 60

RCA 120

ABA
ConA
LCA
DSA
WGA
SSA
PHA‐ E.

PHA‐ L4

Lotus

MAM
PNA
SBA
UEA‐ I

DBA

十

十

十

十

十

十

十

＋

十

十

十

＋

十

十

十

＋

十

十

＋

＋

＋

＋

一

一

＋

一

一

＋

＋

＋

＋

十

十

■

十

＋

＋

十

十

十

一

一
　

一

十

■

＋

十

十

＋

十

十

＋

＋

＋

＋

十

一

一

一

＋

＋

＋

＋

十

十

＋

十

＋

＋

＋

十

＋

ブタの線維柱組織をConAで染色して強陽性の所見を十 ,

反応陰性の所見を一,中等度の所見を+と 表現した。
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図 l ConA染色.

線維柱組織 (TM)はいずれも陽性に染色されている

図 2 MAM染 色 .

ウシ (A), ブタ(B), ウサギ (C)で 線維柱組織 (TM)
が陽性に染色されている。
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は,細胞を凝集した り糖複合体を沈降させる糖結合性

の蛋白もしくは糖蛋自であり,免疫反応以外の産物で

ある。 レクチンには特定の糖構造 と特異的に結合する

特徴があるので,酸素を用いて可視化すれば,組織化

学的マーカーとして各 レクチンに対応する糖残基を同

定することが可能である7).

本研究では凍結包埋を行い切片を作製 したが, これ

は反応性を保つためである。包埋法による差について

は,Bonviciniら “
)が角膜のレクチン染色においてパ

ラフィン切片と凍結切片を比較 し両者に差があること

を報告 し,Pattwaniら 17)は格子状変性症角膜の レク

チン染色において凍結切片の方がパラフィン切片より

結合性が強いことを報告している.Paniwaniら 18)は
,

ウサギの角膜のパ ラフィン切片において ConAで実

質が弱陽性に染色されるとしている.今回,副所見で

述べたように凍結切片ではウサギ角膜の実質が強陽性

に染色されてお り,凍結切片において反応性がよく保

たれていることが示された。本研究においては凍結切

片を作製 し, ビオチン化 レクチンを作用 させ ABC試
薬を用いて染色したため,感度の良い染色を得ること

ができた.こ の陽性所見は,阻害糖を用いて十分陰性

とすることができる。一方,線維柱組織で陰性であっ

た所見については,他の組織を用いて染色を行い過去

の報告 と同じ陽性所見を得ることができた。感度が高

く,陽性,陰性の対照をともに十分 とることができる

ことから, この方法は妥当であると考えた.

Vanden Hoekら 4)は アラルダイ ト樹脂包理 して螢

光標識 レクチンを用いて検索 し, 6週 のマウスの線維

柱組織が WGA,ConA,RCA 120に染色されると報告

している。林ら19)は
,パ ラフィン包埋 しABC試薬を用

いて検索 し, ブタの線維柱組織 とSchlemm管 様の脈

管は UEA‐Iにおいて陰性と報告 している。本研究では

凍結包埋 しABC試薬を用いているが,マ ウスの線維

柱組織は WGA,ConA,RCA 120で は陽性に染色さ

れ,ブ タの線維柱 組織 とSchlemm管 様 の脈 管 は

UEA‐ Iでは陰性 となった.こ れらのレクチンにおいて

は,包埋法や染色法が異なっても陽性,陰性の所見は

過去の報告 と同じ結果 となった。

今回使用した各 レクチンの特異的糖残基は表 15)-7)

のとおりである.5種の哺乳動物の線維柱組織がいず

図 1～ 3 A:ウ シ.B:ブ タ.Ciウ サギ.Diラ ッ

ト.Elマ ウス.TM:線 維柱組織.CSi角 強膜.*i
aqueous plexus.

ヽ L

C

C S‐

D 50「m

100Pm

′′

図 3 SBA染色.

ラット(D)で線維柱組織 (TM)が弱陽性に染色され
ている。
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れも陽性に染色されたのは,RCA 60,RCA 120,ABA,

ConA,LCA,DSA,WGA,SSA,PHA‐ E4,PHA‐ L4

であった。 このことから, 5種 の線維柱組織には Gal

βl‐ 3GalNAc, Galβ  l-4 GlcNAc, α‐Man, α‐Glc,

Fuc‐αl‐ 6 GlcNAc,GlcNAc,Sia α 2‐6 Gal,bisecting

GIcNAc,(Gal β l‐ 4 GlcNAc β l)2‐2,6 Man α lの糖

残基が存在するものと考えられた。LOtusは ,ウ シ,ブ

タ, ウサギ, ラット,マ ウスが弱陽性であった ことか

ら,α―Fucの糖残基がやや量は少ないが含有されてい

ると考えられた.以上の糖残基については,種を問わ

ず線維柱組織 に存在すると考 えた.一 方,MAM,
PNA,SBAの レクチンについては陽性,陰性の所見が

種によって異な り,種差があると考えた。MAMで は

ウシ, ブタ, ウサギに陽性で, ラット,マ ウスが陰性

であったことから, ウシ, ブタ, ウサギの線維柱組織

には Sia α 2‐ 3 Galの 糖残基が存在 し,ラ ット,マ ウス

と種差が存在することが考えられた。PNAで はウシ
,

ブタ,ウ サギに弱陽性で,ラ ット,マ ウスが陰性であっ

たことから,ウ シ,ブ タ,ウ サギの線維柱組織には Gal

β l‐3 GalNAcの 糖残基が存在 し,ラ ット,マ ウスと種

差が存在す ることが考えられた。同じGalβ  l-3 Gal‐

NAcの 糖残基でもPNAは 他の同じ糖残基につ くレ

クチンと染色性が若干異なったが, これはレクチンに

よる反応性の違いではないかと考えられた。SBAでは

ラットで弱陽性のため,そ の線維柱組織には GalNAc

α l‐3 Galの糖残基がやや量は少ないが存在 し,ウ シ
,

ブタ, ウサギ,マ ウスでは陰性であったことから, こ

の糖残基が存在 しないか,あ ってもごく微量 と思われ ,

両者に種差が存在することが考 えられた.UEA‐ Iと

DBAは 5種 とも陰性であ り, これらの線維柱組織に

は α‐Fuc,GalNAc α l‐3 GalNAcの 糖残基が存在 し

ないか,あ ってもごく微量であると考えた。

表 1において示 したように UEA‐ Iと Lotusは とも

に α‐Fucの糖残基に反応するが,本研究においてこれ

ら 2つ のレクチンの結果は異なった。LOtusは ,α―Fuc

の H,Lea,LeX構造に反応する20)の に対し,UEA― Iは

α‐Fucの H構造のみに反応する21)た め,認識す る α‐

Fucの属する分子が異なることによると思われた。

人眼の線維柱組織における糖残基について,過去に

6種類のレクチンを用いた報告がある。パラフィン包

埋 しABC試薬を用いる方法で,Rittigら
3)は 人線維柱

組織では,WGA,ConA,PNAは 陽性,SBA,UEA‐ I,

DBAで陰性 と報告 し,林 ら")も 人線維柱組織 では

UEA‐Iは陰性 と報告している.こ れら人眼における結
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果 と本研究における他 の哺乳動物の結果 を比較す る

と, 5種 の哺乳動物の線維柱組織の染色性に種差の入

らオしなか った WGA, ConA, UEA‐ I, DBAの レクチ

ンでは人眼 と染色性が同 じであった.SBAではラット

のみ弱陽性で, ウシ, ブタ, ウサギ, マウスで陰性で

あった。PNAで はウシ,ブ タ,ウ サギに弱陽性であ り,

ラット, マウスで陰性であった. これ らの ことから,

人眼 との染色結果 と本研究結果 と比較す ると, ウシ
,

ブタ, ウサギの線維柱組織の糖残基が人眼 と類似 して

いると考 えられた.本研究においては 16種類の レクチ

ンを用いたが,今後, 人線維柱組織の染色性について

も残 り 10種類の レクチ ンについて調べ る必要がある

と思、オ,れた。

以上の ことから,13種 類の レクチンには種差が見 ら

れなか ったが,SBA,MAM,PNAに おいて種差がみ

られた ことから, 5種 の哺乳動物の線維柱組織におけ

る糖残基は若千の種差が存在 していることが判 明 し

た。 今後,人線維柱組織 における糖残基の局在をさい

に詳 しく検索することによリウシ,ブ タ,ウ サギ,ラ ノ

ト,マ ウスのいずれかの隅角組織が人眼に代わる実験

モデル として使用で きる可能性が示唆 された .

本論文の要旨は,第 96回 日本眼科学会(1992年 5月 ,横

浜つ,な らびに第 58回中部日本眼科学会は992年 10月 ,大

阪♪において発表した.

稿を終えるにあたり,本研究に際し御指導と論文の御校

間をいただいた恩師瀬川雄三教授に深謝致します。また,実

験の御指導をいただいた本学第一解剖学教室自田信光助教

授ならびに同教室員各位に感謝致します.
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