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発達期人眼の前房隅角の発生に関する組織化学的 0

電子顕微鏡的研究

一線維柱帯の形成 とグ リコサ ミノグ リカンの変化―

谷野 富彦1),樋田 哲夫2),東  範行3)

1)慶應義塾大学医学部眼科学教室,2)杏林大学医学部眼科学教室,3)国立小児病院眼科

要  約

胎齢 5週から22週 までの人眼標本 63眼 を使用 し,隅角の発生につ き組織化学的。電子顕微鏡的に検索 した。

胎齢 8週から 10週 の初期では間葉細胞が角膜原基 と虹彩原基の間に存在 し,相互に接触 しすでに細胞間には

デスモゾーム様の接着装置を認めた。これらの細胞は次第に伸長 し接着装置も多くなり,胎齢 20週頃にはシュ

レム管,傍シュレム管結合織が認められ,一部線維柱索の形成 も始 まり,成人と近似 した形態 となった。グリ

コサ ミノグ リカンについては初期はヒアルロン酸,後期はコンドロイチン硫酸とデルマタン硫酸が多く存在す

ると考えられた.電子顕微鏡的には胎齢 15週頃に細胞間に認めた著明なルテニウムレッ ド染色陽性物質は発

達に伴い減少 した。このことは,発達期においてもグリコサ ミノグリカンが房水流出抵抗 に関係 している可能

性を示唆するものと思われた。 (日 眼会誌 97:310-317,1993)

キーワー ド :発達期ヒト隅角,グ リコサ ミノグ リカン,組織化学,電子顕微鏡学,酵素消化試験
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Abstract

The development of iridocorneal angle and trabecular tissue was investigated histochemically and

electron microscopically. Sixty-three human eyes at from 5 to 22 weeks of gestation were used in this
study. For identifying glycosaminoglycans, alcian blue staining and enzyme digestion methods with
hyaluronidase and chondroitinase AC and ABC were carried out light microscopically. Electron
microscopically, specimens were stained with ruthenium red. In the early stage from 8 to 10 weeks,

mesenchymal cells between the primordium of the cornea and the iris became elongated and connected

with one another. Desmosome-like junctional complexes were observed in these cells. Schlemm's canal

and paracanalicular tissue were observed at 20 weeks and the structure of the meshwork became

similar that of adults. From findings of enzyme digestion methods, glycosaminoglycans in trabecular

tissue seemed to be mainly hyaluronic acid in the early stage, which was replaced by chondroitin
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sulfate and dermatan sulfate afterwards. Substances positive for ruthenium red, which seemed to be
glycosaminoglycans, was observed in intercellular spaees electron microscopically. They decreased
according to development. These findings indicated that the beginning of aqueous outflow might be
related to the decrease of glycosaminoglycans in trabecular tissue. (J Jpn Ophtholmol Soc gT:810

-317, 1993)

Key words : Developing human trabecular tissue, Glycosaminoglycan, Histochemistry,
Electron microscopy, Enzyme digestion method

I緒  言

隅角線維柱帯の発生に関しては,過去に多くの報告

が行われており,それによると人眼では胎齢 15週頃か

ら形成が始まり,胎齢28週頃までに完成するとされて

いる1)～9)が,そ の詳細についてはなお不明な点が少な

くない。一方, グリコサミノグリカンは一般に細胞 ,

間質の構築に重要であり,発達期においては細胞の誘

導に関して重要な行動を果たしていると言われてい

る1。 )。 近年,さ らにグリコサミノグリカンは隅角領域に

おいて房水の流出抵抗と関連をもっていることが指摘

されるようになり11)‐ 15),開
放隅角緑内障ではこれが増

加していることが知られている16).しかしながら発達

期における隅角領域のグリコサ ミノグリカンの検討は

まだなされていない。今回我々は,人眼隅角線維柱帯

の発生につき組織化学的・電子顕微鏡的に検索し, さ

らにグリコサ ミノグリカンに関しても検討したのでこ

こに報告する。

II 試料および方法

試料は胎齢 5週から胎齢 22週 までの人眼標本を光

学顕微鏡用 として 52眼,電子顕微鏡用として 11眼を

使用した(表 1)。 これらの眼球標本は死体解剖保存法

にそって入手 したものであり,胎齢は妊娠週数から算

定し,各眼組織の発達の程度をもってその裏付けとし

た。光学顕微鏡用試料は 4%パ ラホルムアルデヒド50

mMリ ン酸緩衝液で 3日 間固定 し,一部の標本はグ リ

コサ ミノグリカンの流出を防止するため 1%塩化セチ

ルピリジニウムを固定液に加えた。 これらはエタノー

ル系列で脱水 した後パラフィンに包埋 した。電子顕微

鏡用試料は 2%グ ルタールアルデ ヒ ド100 mMカ コ

ジル酸緩衝液で 3時間,ついで 1%四酸化オスミウム

100 mMカ コジル酸緩衝液で 1時間固定 し,ユ タノー

ル系列で脱水 したのちエポンに包埋 した。光学顕微鏡

的には各パ ラフィン標本の 3μm連続切片を作成 し

表 1 各胎齢における人眼眼球標本数

胎 齢   眼数   胎 齢   眼数

胎齢 週５

６

７

８

９

１０

１１

１２
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5(1)

6(1)

6

4

1

2(1)

3
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15

16

17
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①

①

①

①

　

　

①

　

①

括弧外 :光学顕微鏡用試料数

括孤内 :電子顕徴鏡用試料数

HE染色,マ ッソン トリクローム染色,ア ルシアンブ

ルー染色 (pH 2.5)を行った。超微形態はエポン包埋

標本の超薄切片を作成し,酢酸 ウラン・ クエン酸鉛染

色した後,電子顕微鏡下に観察を行った。

また,グ リコサ ミノグリカンに関しては光学顕微鏡

的にはアルシアンブルー染色 (pH 2.5)を行い,放線

菌 ヒアル ロニダーゼ消化試験
17)～ 19)ぉ ょびコン ドロイ

チナーゼ消化試験20)21)に よってその種類を検討 した。

ヒアルロニダーゼ消化試験は切片を脱パラフィン後 ,

放線菌 ヒアル ロニダーゼ (生化学工業)100 TRU/ml
を含む 100 mMリ ン酸緩衝液 (pH 5.0)で 40℃ , 5時

間処理し,そのアルシアンブルー染色性を酵素を含ま

ない同緩衝液,お よび蒸留水で処理 した切片と比較 し

た。 ヒアル ロニダーゼによって消化されない場合は
,

同眼球の隣接切片をコン ドロイチナーゼ ACあ るいは

ABC(生化学工業)5U/mlを 含む 50 mMリ ン酸緩衝

液 (pH 8.0あ るいは 7.5)で それぞれ 37℃ , 2時間処

理し,そ のアルシアンブルー染色性を酵素を含まない

同緩衝液,お よび蒸留水で処理 した切片と比較 した。

電子顕微鏡的にはルテユウムレッド染色を施行した。

標本固定時に 2%グルタールアルデヒド溶液および次

の洗浄カコジル酸緩衝液において 1%ル テニウムレッ
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ドを混合して染色を行い,つ いで 1%四酸化オス ミウ

ムにて後固定 し通常の方法でエポンに包埋した。 これ

らは他の標本 とともに比較,観察 しその局在を検討 し

た。

III 結   果

発達初期胎齢 6～ 9週の光学顕微鏡所見では表層外

胚葉と水晶体間に間葉細胞が入り,隅角線維柱帯や虹

彩はいまだ全 く形成されていなかった(図 1, 2)。 こ

の時期の電子顕微鏡所見ではこの部位に未熟な間葉細

胞が多数認められた。しかし, これらは既に一部は細

胞同士が相互に接着し,その間にデスモゾーム様の細

胞間接着装置が見られた。細胞間にはコラーゲンと思

われる細線維を認めた (図 5, 6)。

図 1 胎齢 6週の眼杯前縁.

水晶体と眼杯前縁の間隙に間葉細胞が見られるが,角

膜,虹彩は形成されていない。(Ci角膜原基,L:水 晶

体原基)(HE染色,× 100)

図3 胎齢 12週の隅角部.

虹彩や毛様体の発生が始まっている。隅角は形成され

つつあるが,い まだシュレム管や線維柱帯はみられな

い.(Ci角膜,L:水晶体)(HE染色,× 100)

日眼会誌 97巻  3号

胎齢 12～ 15週 ごろになると角膜 と虹彩はかな り形

成されてきたが,隅角線維柱帯の構造は光学顕微鏡下

でもいまだ不明瞭であった(図 3)。 電子顕微鏡的には

間葉細胞は長い胞体を有し,一部は伸長し, さらに互

いの接着が認められた,細胞間には多数のコラーダン

細線維が出現 し,細胞間隙は胎齢 6～ 9週 に比して開

大していた (図 7, 8)。

胎齢 20週になると光学顕微鏡では細胞成分の減少

と一部層板の形成およびシュレム管 と傍シュレム管結

合組織が認め られ,角強膜網,ぶ どう膜網への分化は

不十分ではあるが,傍 シュレム管結合組織とは明らか

に区別 して存在 した(図 4)。 電子顕微鏡所見では間葉

細胞はさらに相互に伸長,接触 し,各細胞間にはデス

モゾーム様の接着装置が多数見られ,細胞間隙はさら

10型m

図 2 胎齢8週の眼杯前縁.

角膜や虹彩は形成されているが,隅角線維柱帯やシュ

レム管はいまだ明らかでない。(C:角膜,L:水晶体)

(HE染色,× 100)

図4 胎齢20週の隅角部。

毛様体や虹彩,角膜の発達とともに隅角には線維柱帯

とシュレム管が認められる。(C:角膜,Li水 晶体,矢

印 :シ ュレム管)(HE染色,× 100)
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図 5 胎齢 9週 の隅角領域の電子顕微鏡所見

間葉細胞は互いに接着している。(ACi前房 )

(× 1,750)

図6 図 5の 強拡大所見.

細胞間にデスモゾーム様の接着装置が認められる

(AC:前房,矢印 :デ スモゾーム様の接着装置)

(× 2,850)

図 8 図 7の強拡大所見.

細胞間に周期を有するコラーゲンが多数みられる。(矢

F口)(× 2,700)
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図7 胎齢 15週の隅角部.

細胞は仲長し,間隙は拡大し,細胞間に多数のコラー

ダン線維がみられる。(ACi前房)(× 1,150)
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図9 胎齢 20週の隅角部.

細胞はさらに伸長し,互いに接着し,網 目構造を形成

している.(AC:前房)(× 2,700)

2um

図 10 図 9の強拡大所見.

多数の伸長した胞体が複雑に接着している.(× 6,700)
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図 11 胎齢 14週のアルシアンブルー染色所見.

角膜,虹彩実質とともに隅角組織は陽性を示す。(ア ル

シアンブルー染色,× 60)

100 Pm

図 13 胎齢 17週 のアルシアンブ

ルー染色所見 .

角膜,虹彩実質とともに隅角組

織は陽性を示す。(ア ルシアンブ

ルー染色,× 60)

図 14 図 13の ヒアルロニダーゼ

消化後の所見 .

ヒアルロニダーゼでは完全には

消化されなかった。 (× 60)

ヽ

捏針
』m

図 12 図 11の ヒアルロニダーゼ消化後の所見 .

角膜,虹彩,隅角組織のアルシアンブルー染色性は減

弱 している.(× 60,

図 15 図 13の コンドロイチナー

ゼ ABC消化後の所見.

アルシアンブルー染色性はほぼ

消失している。 (× 60)
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に大きく開大し,網 目構造が形成されていた。しかし,

胎齢 6～ 20週のいずれの時期にも壊死 した細胞や こ

れ らを貪食するマクロフア~ジ などの細胞は見られな

かった (図 9,10)。  このように胎齢 20週頃には,隅

角線維柱帯の構造はシュレム管,傍 シュレム管結合組

織が認められ,角強膜網には線維柱帯の形成も始まり,

それ以前に単に間葉系細胞が存在 している状態から比

較 して成人とかな り近似した形態 となっていた。

グリコサ ミノグ リカンについては胎齢 5～ 12週 ご

ろまでは隅角組織はアルシアンブルーで染色された

(図 11,12).胎齢 12～ 14週頃になると隅角組織のアル

シアンブルー染色性はヒアルロニダーゼ処理にて減弱

日眼会誌 97巻  3号

■

■
■
■100μm

100μ m

ヨ



平成 5年 3月 10日 発達期人眼隅角の発生に関する研究・谷野他 315
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図 17 胎齢 22週 のルテニウムレッド染色所見.

ルテニウムレッド陽性物質は減少し,細胞表面にわず
かに認められる。(ル テニウムレッド染色,× 3,350)

(ACi前房)

う膜網,角強膜網に関 しては発生的には毛様体の上皮

性部 と同様,神経外胚葉の関与もあるとされている。

今回我々の検討では壊死 した細胞やこれらを貪食する

細胞は見られず,早期 より網 目構造を形成 していた。

このことは細胞が再配置 され間隙が開大され隅角線維

柱帯が形成される説を支持するものと考えられる。

グ リコサ ミノグリカンは発達期初期の細胞の誘導に

関与 していると言われてお り,ま た一般にはコラーグ

ンの産生に関し, プロコラーダンが細胞外において重

合する際に重要な役割を果たしていることが知られて

いる10)24).今 回我々は発達期におけると 卜隅角線維柱

帯のグ リコサ ミノグ リカンの分布を検討 し,角膜,強
膜においてコラーダンが急速に増加している時期に一

致 して,グ リコサ ミノグ リカンの著明な蓄積を認めた。

これ らはコラーグンが盛んに産生されている時に合わ

せてグ リコサ ミノグ リカンも多 く産生されていること

と一致 している9)25)。

さらにグリコサ ミノグ リカンの種類を ヒアル ロニ

ダーゼ, コンドロイチナーゼ ACお よびコン ドロイチ

ナーゼ ABCに よる消化試験により検討 した結果,隅
角線維柱帯に存在するグ リコサ ミノグ リカンは胎齢 5

～12週ではヒアル ロニダーゼ処理によってほとんど

消化 されることよりその大部分はヒアルロン酸である

と考えられた。胎齢 12～ 14週になると隅角組織にはヒ

アル ロン酸に加えてコン ドロイチン硫酸が出現してい

るものと思われた。さらに胎齢 17～ 20週 になると隅角

線維柱帯に存在するグ リコサ ミノグリカンはヒアルロ

ン酸 とコンドロイチン硫酸,デルマタン硫酸の混在で

‐
イ

　

メAC

図 16 胎齢 15週のルテニウムレッド染色所見.

隅角の細胞間には著明な陽性物質の集積 (矢印)を認

める.(ル テニウムレッド染色,× 5,000)(ACi前房)

するが,完全には消失 しなかった。一方 コン ドロイチ

ナーゼ処理を行 うとほぼ完全な消化が得 られた。さら

に,胎齢 17～ 20週頃になるとヒアルロニダーゼによる

消化は更に不完全であった。また, コン ドロイチナー

ゼACにても完全な消化は得 られなかったが, コン ド

ロイチナーゼ ABCにてほとんどが消化された (図 13,

14,15)。 周産期に至るとヒアルロニダーゼではほとん

ど消化されず, コン ドロイチナーゼ ACにても完全な

消化は得 られなかったが,コ ン ドロイチナーゼ ABC
で消化されたため,大部分はコンドロイチン硫酸,デ
ルマタン硫酸 となっているものと思われた .

電子顕微鏡下にグ リコサ ミノグリカンの局在をルテ

ニウムレッド染色で検討すると,胎齢 15週頃では著明

な陽性物質が隅角部に存在する細胞間に認め られた。

これらは発達に伴い減少がみられ,胎齢 22週頃では細

胞表面ないしはコラーダン細線維周囲に陽性物質が存

在するのみであった (図 16,17).

IV考  按

隅角線維柱帯の発生に関しては従来猿眼や人眼で光

学顕微鏡下,電子顕微鏡下に検討されている1)~9)。 それ

によると人眼の電子顕微鏡所見では胎齢 15週 ごろか

ら形成が始まり,胎齢 20週以降シュレム管が急速に発

達し,胎齢 26週頃からシュレム管が完成してこの頃か

ら房水の流入が始まると推測 されている。線維柱帯の

形成については中胚葉組織が分割して形成されるとい

う説1)2)と 中胚葉組織が再配置 され細胞間隙が開大 さ

れて形成されるという説3)4)の 2説がある。また,ぶ ど

′
・

r

′■●
:

′
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あるが,次第にコン ドロイチン硫酸の比率が増加して

いることが示された。 このように,隅角線維柱帯に存

在するグリコサ ミノグ リカンの種類は発達期において

初期では大部分が ヒアル ロン酸であり,ついでコン ド

ロイチン硫酸,デルマタン硫酸へと変化 してゆくもの

と考えられた。このことは角膜,強膜におけるグリコ

サ ミノグ リカンの推移に関する過去の知見にも一致 し

ている20)21).

一方, グリコサ ミノグ リカンに関して Baranyら 口〉

がウシ睾丸 ヒアルロニダーゼ溶液を前房に還流 した後

に房水流出抵抗が減少す ることを初めて報告 して以

来,房水の流出抵抗に重要な役割を果たしていること

が知 られるようになった12)～

“
).さ らに Armalyら

“
)は

開放隅角緑内障患者の前房隅角には非常に多くのグ リ

コサ ミノグリカンが存在することを示 し, グリコサ ミ

ノグ リカンが眼圧の調節に関与することが数多く報告

されている。また,房水流出抵抗がおもにどこの部位

に存在するかはこれまで さまざまに議論 されてきた

が,現在では傍シュレム管組織が最大抵抗の場 として

考えられている22)。 田原 ら23)～ 26)は正常人眼の隅角線維

柱帯のグリコサ ミノグ リカンの局在およびその機能に

関 して研究し,傍シュレム管組織,基底板,細線維様

物質に分布するグリコサ ミノグリカンが房水流出抵抗

に関係 していると報告 している。

今回発生期における隅角部のグソコサ ミノグリカン

の変化をこの点から検討すると,電子顕微鏡的にはそ

の量の減少が認められ, また質的にはその構成成分は

消化試験の結果より初期にはヒアルロン酸の害1合 がほ

かのグリコサ ミノグ リカンに比して多いが,発達にと

もない胎齢 20週頃からヒアルロン酸の割合は減弱し,

コン ドロイチン硫酸,デルマタン硫酸が主たる構成成

分 となるものと考えられた。従来,房水流出は胎齢 20

週頃から始まるもの と考えられてお り6)27),今 回の所

見はこの時期 とも一致 している.

形態学のみからは動的機能に関しては十分言えない

ものの,線維柱帯が急速に発達 し,シ ュレム管内に房

水の流入が始まる時期に一致してグリコサ ミノグ リカ

ンの種類の変化および細胞外における減少が見られた

ことは,発達期においてもグリコサ ミノグリカンが房

水流出抵抗に関係 している可能性を示すひとつの所見

となるかと思われる。 したがって今後正常の発達期の

みならず,発達緑内障等の小児期の緑内障研究におい

てグ リコサ ミノグ リカンの分布を検討することも必要

なものと考えられる。
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