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Deep― etching法 によるモルモット視神経乳頭部微細構造の観察
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要  約

モルモット視神経乳頭部 を quick‐ freeze,deep‐ etch,■ otary‐ shadow法にて三次元的に観察 した.飾状板

を通る視神経軸索は,20～ 25 nmの microtubule(MT),10～ 12 nmの neuromament(NF), さらにこれか

ら突出 している無数の cross‐ hnkerか ら成 り立っていた.こ の cross‐ linkerは ,近接するNF同志,MT同志 ,

NFと MTを結合 していたが,1軸索内の mitochondria,axoplasmic retic」 um,tubulo‐ vesicular structure

などの小器官もcross■inkerに よってMTや MFと 結合 していた。神経膠細胞は 10～12 mmの ,突起の少な

い,無数の中間系フィラメントを有 し,そ の豊富な突起により飾状板膠原線維を神経軸索から隔絶 していた.

飾状板膠原線維は主に,特徴的な縞模様 と突起 を有する30～60 mmの間質コラーゲンと,5～10 nmの網目状

線維から成 り立っていることが分かった.飾状板膠原線維を取 り巻 く基底膜構造 も立体的に観察された。(日 眼

会誌 97:370-377,1993)
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Abstract
Normal guinea pig optic nerve heads were examined using the quick-freeze, deep-etch, rotary-

shadow technique. This method visualized the three-dimensional organization of the cytoskeleton.
The axon cytoplasm was composed of 20-25 nm in diameter microtubules (MTs) and 10-12nm in
diameter neurofilaments (NFs) with numerous cross-linkers. These cross-linkers spanned between
adjacent NFs, adjacent MTs, and between NFs and MTs. The membranous organelles such as

mitochondria, axoplasmic reticulum, or tubulo-vesicular structures also were attached to the NFs and
MTs with the cross-linkers. Abundant intermediate filaments of 10-12 nm diameter within glial cell
components segregated axon bundles from laminar collagen fibers. The laminar flbers contained
interstitial collagens that were 30-60 nm in diameter with characteristic striae and sidearms, and 5

-10 nm wide mesh-like structures connecting the collagen flbril bundles to a surrounding basal

lamina. (J Jpn Ophthalmol Soc 97 :370-377, 1993)
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I緒  言

緑内障の視神経障害は,眼圧上昇に伴 うだけでなく,

正常眼圧でも視神経萎縮が進行する症例 (低眼圧緑内

障)も 見られ,そ の要因は複雑多岐に亘っていると考

えられるが, これ らの緑内障のメカニズムを解明する

ために飾状板は益々重要な要素になってきている.眼

圧上昇に伴 う飾状板での高速軸索輸送の障害は実験的

に証明され1)2),組
織学的にも軸索内への小器官の蓄積

が認められている3)。 しかし,こ の高速軸索輸送障害の

具体的な機序については未だ分かっていない.飾状板

の構築に関しても,最近になり,免疫組織化学を用い

た研究が盛んで各種 コラーダンを始め とした飾状板の

構成成分の解析が されてきているが4)～7), これらが分

子 レベルでどのように関わ りあい,構成 しているのか

まだ十分な研究がされていないのが現状である。

一方,急速凍結,デ ィープエッチ ング,回 転蒸着

(QF‐ DE‐ RS)法 は従来の凍結割断法より細胞内外の微

細構造の解析力に優れ8),神経軸索9)～12),神経膠(グ リ

ア)細胞内の構造13),細胞外マ トリックスの解析
14)に威

力を発揮している。特に神経軸索の徴細構造と機能に

関する研究においては,microtubule‐ associated pro‐

tein(MAP)が 微小細管 (microtubule l MT)の 架橋

1)割 断

ト

剃刀の刃

凍結組織片

3)回 転 蒸 着
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(cross‐ linker)を 構成している成分であることを証明

したり“
)16),順行性高速軸索輸送の担体蛋自であるこ

とが分かった kinesinの 軸索内での同定に使われてき

た17).眼組織では家兎角膜膠原線維の微細構造研究に

用いられてきたが18)19),細
胞内外の徴細構造を分子 レ

ベルにまで解像でき,立体観察 も可能で,免疫組織化

学的手法も応用できるこの QF‐DE―RS法を使って,今

回モルモットの視神経乳頭飾状板の神経軸索,グ リア

細胞,並びに細胞外マ トリックスを解析したので報告

する。

II 実験方法

眼底検査で視神経,網膜に異常のないことを確認 し

たモルモット3匹 6眼を用いた。 クロロホルムで窒息

死 させ,た だ ち に眼球 を摘 出 し,60 mM PIPES
(piperazine‐N.N′ ‐bis〔 2‐ethanesulfonic acid〕 :1,4‐

piperazinediethanesulfonc acid),25 mM HEPES(N‐

2‐ hydroxyethylpiperazine‐ iN′ -2-ethanesulfOnic

acid),10mM EGTA,2 mM MgC12の 入った 2%グ
ルタールアルデヒド (37°C)液で浸漬固定しながら視

神経乳頭部を切 り出し,更に縦断割にした.縦断割さ

れた視神経乳頭部試料 は同液 で 40～ 60分 固定後 ,

0.02%サ ポニン液に 10分浸し,蒸留水で 2回洗浄し凍

2)i4*)z)1->,
)Kft
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⇒
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図 1 急速凍結,ディープエッチング,回転蒸着法の実験手順 .
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図 2 視神経舗状板部の神経軸索とグリア細胞の微細構造 .

A:神経軸索内は 10 nmの 神経フィラメン ト (細長い矢印)と 20～ 25 nmの 微小細管 (太 い矢印),

更にこれらを結ぶ細かな架橋からなり, これらの間に ミトコンドリア(m),小胞状器管 (v)が 散見

される.(× 41,000)

B:神経軸索内の ミトコンドリア (m)に は隣の微小血管 (星 印)か ら多数の突起 (矢 印)が出てい

る.(× 80,000)

CIグ リア細胞は 10 mmの 大さの中間系 フィラメントが密に配列してその細胞骨格を形成してい

る。(× 12,000)
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た。これ らの架橋の長さは 8～ 60 nmと 様々であるが
,

NF間の,ま た NFと MTと の間の架橋は 20 nm以 上

と比較的長 く,一方 MT間,MTと軸索内小器官,NF
と軸索内小器官との間の架橋は 5～ 20 nmと 短い結合

になっていた。グリア細胞の骨格の特徴は図 2Cの よ

うな 10～ 12 nmの 細い,小枝様の結合突起をほとんど

持たない中間系フィラメン トであ り, これがグ リア細

胞内および細胞突起内に密に配列して存在 していた。

飾状板 より中枢 (retrolamina)部 分では (図 3),

神経軸索は ミエ リンで包まれ,その周 りをグ リア細胞

の突起が取 り巻いていた。飾状板部では (図 4A)神経

軸索は厚 さ 20 nmの 軸索輪に包まれ,飾状板膠原線維

からはグリア細胞を仲介にして隔てられていた。箭状

板を構成する間質コラーグンは直径 30～ 60 nmで ,周

囲はグリア細胞で完全に取 り巻かれていた。太い飾状

板膠原線維の間には 5～ 10 nm前 後の細い網状構造物

が見られ, これは基底膜 (basement membrane)に つ

ながっていた。この基底膜は箭状板膠原線維 とこれを

取 り巻 くグリア細胞との境界を成 し,互 いを隔ててい

た (図 4B).箭状板部の間質 コラーゲンを, エ ッチン

グを深 くして拡大してみると (図 4C),特徴的な周期

性のある縞構造を有する像が認められた。

箭状板前部 (pre‐ lamina)で は (図 5),膠原線維は

見当たらず,無髄神経軸索はグ リア細胞の突起によっ

て幾つかの東に分けられていた.グ リア細胞の突起は

神経軸索の長軸方向に垂直に走 っているものが多かっ

た.

IV考  按

従来の電顕超薄切片標本では,神経軸索内の MTや
NFは捕 らえることができるが,それらの細かい架橋

の形態までは捕えることはで きなかった.QF―DE‐RS

法が用いられるようになってから,蛙の脊髄神経9),亀

の視神経10),ラ ットの座骨神経11),兎 視神経12)な どをつ

かって神経軸索内のこれらの微細構造が明瞭に同定さ

れる様にな り,軸索輸送の機能に関する研究にも大き

く寄与することになった。つまり,図 2に も示 した様

な MTや NF,こ れらに関わる幾種類もの架橋の分析

が行われてきた。たとえば,NFど うしを結合 している

20～ 30 nlnの架橋は分子量 195,000の 蛋自である12),

MTど うしをつ ないで い る架橋 には,分 子 量 約

350,000`4)rnicrotubule  associated  protein  l A

(MAPlA)な る比較的長いものと,分子量 55,000か

ら62,000の “tau"蛋 自の短 い ものがあ り,こ れ らが

図 3 飾状板後部 (retro‐ lamina).

箭状板後部では神経軸索 (ax)は 有髄であり,間隙は

グリア細胞 (g)で占められている。 (× 8,000)

結した。試料は急速凍結装置 KF 80(Reichert Jung)

にて-180℃ で急速凍結され,凍結割断装置 (Balzers

400D)内 に素早 く搬入された.そ の後の実験手順を図

1に示 したが,ま ず凍結割断装置内の圧が 4× 10-7

Torr以 下 に お いて,凍 結 試 料 を割 断 し (図 1の

1),-95℃ で 10分間ディープエ ッチングを行 う事に

より割断面上の水分を昇華させ,細胞内外のマ トリッ

クス微細構造を浮き上がらせた (図 1の 2).次 に,エ ッ

チングを終了させた試料を回転 させながら,そ の表面

に約 3nmの厚 さでプラチナを蒸着 させ,試料のレプ

リカを取 り,更 にカーボンを蒸着 させてレプリカ膜を

作成した (図 1の 3)).2%コ ロジオンでレプリカを

更に補強し,乾燥 させ,次亜塩素酸中に入れ組織成分

を完全に溶出させ,蒸留水で洗浄 し, フォルンバー膜

のグリッドに載せた。 レプリカ上のコロジオンを酢酸

イソア ミルで溶解 した後,100 kVの 透過型電子顕微鏡

(JEOL 100 CX)で 観察した (図 1の 4).

III 結  果

視神経軸索の微細構造は図 2(Aと B)の様に,軸

索に平行に並ぶ 20～ 25 nmの MTと 10～ 12 nmの 神

経フィラメン ト(neur01lament i NF)が 骨格を形成 し

て いた.MTも NFも 多 数 の 細 か い架 橋 (cross‐

linker)を有 し,こ れが MTと MTを ,NFと NFを ,

MTと NFを,それぞれ結合 していた。また軸索内小

器官である ミトコン ドリア,軸索小胞体 (axoplasmic

reticulum),小 胞状器官 (vesicular organene)も 軸索

内に点在 し,こ れらもMTや NFと 架橋で結合してい



374

MTの 高速軸索輸送の導管 として機能す る支 えに

なってる15)16)こ とが分かってきた。また,MTと ミトロ

ン ドリア,小胞体などの軸索内小器官 との間の架橋の

あるものは順行性高速軸索輸送の担体であるkinesin

である事も報告 されている17)。
今回の実験においても,

各々の架橋の同定 こそできなかったが,NFに関わる

架橋,MTに 関わる架橋の所見は捕 えることがで き

日眼会誌 97巻  3号

図4 視神経飾状板部 (lamina).

A:飾状板部では軸索 (ax)は無髄となり束をなして縦走している.飾状板膠原線維 (四角い粋内)

は軸索と垂直に走り,その間隙はグリア細胞 (g)によって隔てられている。(× 15,000)

B:A図の四角い枠の拡大写真.飾状板膠原線維は 30～ 60 nmの大い間質コラーゲン (細い矢印)

とそれを取り巻く網目状の構造物からなっている.箭状板膠原線維を取り囲むグリア細胞 (g)と は

基底膜 (太い矢印)に より隔絶されている.(× 34,000)

Ci飾状板膠原線維内の間質コラーダンの拡大像.間質コラーゲンに特徴的な縦縞模様が認められ

る。 コラーダンどうしも細かな突起 (矢印)により結合し合っている。(× 100,000)

た.こ れ らの架橋の,モ ルモ ットの箭状板前後での変

化についてはすでに報告したが20),緑 内障での高速軸

索輸送障害を分子 レベルで解析す るには,こ れらの架

橋に特に注 目する必要があると思われる.と いうのは
,

これらの架橋が,あ るところでは MTや NFに よって

形成されている,軸索内小器官の高速輸送のための

レールを構成 または支 えてい る と考 えられてい る

_ぷギlk
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思われる7)22)細 かな架橋が認め られ,ま た,こ の基底膜

から節状板膠原線維に向かっても多数の架橋が認めら

れた。このように飾状板の基底膜はグリア細胞 と節状

板膠原線維 との間の密接な結合に関わっていることが

分かった。

飾状板の膠原線維は直径 30～ 60 nmの 太い間質 コ

ラーグンから成 り, これらは飾状板部分における膠原

線維の免疫組織化学により, I型 とIΠ型のコラーダン

であることが分かっている6)7)22).今 回の実験では
,

エッチング時間が 10分 と比較的短時間であったため
,

コラーゲンなどの細胞外マ トリックスの描出には不十

分であったが, これら間質 コラーダンの同定は容易で

あるばか りでなく,更にこの間質 コラーゲンどうしを

結んでいる細かい架橋も観察できた。他の組織でこれ

らの間質コラーダン間の架橋が V型やVI型,更にプロ

テオグリカンによって構成されていることが分かって

いる事と23)～ 25),飾
状板でもこれ らの成分が免疫組織化

学的に証明された事より,今回見 られた架橋 もこれら

の成分から成ると考えられた。また, この間質 コラー

ダンを含む節状板には,細かい線維状のマ トリックス

が沢山認められ,基底膜に向かっても突起を出しこれ

と結合しているのが観察された. これらの成分の中に

もV型,Ⅵ型やプロテオグリカンが含まれていると思

われるが,詳 しい同定はまだされていない。QF‐DE―RS

法に免疫組織化学的手法を合わせた immunodecora‐

tion technique12)17)を 応用すればこれらの成分の同定

も可能にな り, これからの課題である.

今回ラットや家兎より発達 した節状板を持つモル

モット26)を 材料 としたが,以上の様に,こ れまで観察す

ることができなかった視神経飾状板部の軸索内, グリ

ア細胞内,節状板細胞外マ トリックスの微細構造が

QF‐ DE‐ RS法 により詳細に解明 されることが分かっ

た。これから更に,QF― DE‐RS法 に免疫組織学的手法

を組み合わせて,眼圧上昇に伴 うこれらの変化を検討

する事により,緑内障の視神経障害のメカニズム解明

に貢献できると思われる.

本論文の一部 は第 96回 日本眼科学会総会において発表

した.ま た本研究は文部省科学研究費一般研究 01570973の

補助を受けた .
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図 5 飾板前部 (pre‐ lamina)。

飾板前部では膠原線維はみられず,無髄神経軸索が層

をなして走し,層間をグリア細胞の突起 (g)が 占有し

ている。(× 13,600)

し16),ま たある架橋は,例 えば kinesinの 様に高速軸索

輸送の担体であるからである20)。
実験的緑内障で飾状

板部分で軸索輸送が傷害され,車由索内小器官が蓄積さ

れることが分かっているが, この現象は,機械的な障

害によるか虚血性変化で生じるかは別 として,軸索の

主成分であるMTや NFだけでなく,軸索輸送にかか

わっている架橋にも影響が及んで引き起こされている

事も考えられる。マウスの末梢神経結繁により,軸索

の逆行性の担体蛋 自のひとつである dynein(MAPl
C)が結繁部位に蓄積する,と いう実験21)は上記を示唆

するものである.

モルモット視神経箭状板部のグ リア細胞 も,QF‐

DE‐ RS法 により,特徴的な中間系 フィラメントが明瞭

に描出され,軸索線維や飾状板膠原線維 との関わ りも

把握できた.グ リア細胞突起内のフィラメントは直線

的で相互の架橋が少なく,密に分布 しているが,細胞

内小器官は乏 しく,神経軸索線維を幾重にも取 り巻 く

ように,軸索線維 と飾状板膠原線維の間に介在 し,組
織構造的にも軸索線維を保護しているようである.特
に箭状板部ではグ リア細胞とその突起は豊富で,軸索

線維の方向と垂直に分布しているのが良く分かった。

グ リア細胞 と神経軸索の境界は互いの細胞膜であ り,

一方膠原線維 とは必ず基底膜を境にして接していた。

この基底膜からグ リア細胞の細胞膜には, タイプIVコ

ラーダンやラミニン, ファイブロネクチンから成ると
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