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ラット虹彩における交感,副交感,知党の神経線維を

免疫組織化学法により同定 し,瞳孔散大筋,瞳孔括約筋

との位置的関係 に注目しなが ら電子顕微鏡的 に観察を

行った。用いた一次抗体は,① 抗チロシンヒドロキシ

ラーゼ (TH)抗体,② 抗サプスタンスP(SP)抗体,

および抗カルシトニン遺伝子関連ペプチド (CGRP)抗

体を混合,③ 抗 TH,抗 SPお よび抗 CGRP抗体を混合

の3種類で反応陽性と陰性線維に分類した。瞳孔散大筋

領域の支質の前房側ではTH陽性,SP/CGRP陽 性,

TH/SP/CGRP陰 性の3種の神経線維の分布比率は,

それぞれ18%,37%,45%で あり,散大筋領域の支質の
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約

後房側では,そ れぞれ 11%,3%,86%で あった。瞳孔

括約筋領域の支質では,そ れぞれ45%,26%,29%で ,

括約筋層内では,そ れぞれ23%, 1%,76%で あった。

以上の結果から,散大筋や括約筋に対する交感,副交感

神経の二重支配が, また,知覚神経は虹彩前房側の支質

内にもっぱら存在 していることが確認 された。(日 眼会誌

98:130-136,1994)

キーワー ド:チ ロシンヒドロキシラーゼ,サプスタンス

P,抗カルシ トニン遺伝子関連ペプチ ド,免

疫電子顕微鏡,ラ ット虹彩
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Abstract

We studied the sympathetic, parasympathetic and 45%o, 26%0, and 29%o in the sphincter stroma, and

sensory nerve fibers in the rat iris using electron 23yo, l%d, and 76%o in the sphincter muscle layer.

microscopic immunohistochemical techniques. Anti- These results confirm that the sympathetic and

bodies raised against tyrosine hydroxylase (TH), parasympathetic fibers doubly innervate both rat
substance P (SP), and calcitonin gene.related pe- iris sphincter and iris dilator muscles, whereas sen-

ptide (CGRP) were used alone or combined together sory nerve fibers innervate mainly the stroma. (J

to characterize the nerve fibers. The ratios of the Jpn Ophthalmol Soc 98:130-136, 1994)

TH-positive, SP/CGRP-positive and TH/SP/
CGRP-negative fibers were L8Yo, 37%o, and 45% in Key words: Tyrosine hydroxylase, Substance P,

the anterior half of the dilator stroma, llo/o, 3%o, Calcitonin gene'related peptide, Im-

and 86%o in the posterior half of the dilator stroma, munoelectron microscopy, Rat iris

I緒  言

虹彩は大きく交感,副交感,知覚の3種の神経によっ

て支配されている。交感神経は,最初アミン螢光法で,

次にニューロペプチ ドYやチロシンヒドロキシラーゼ

(TH)に対する抗体を用いた免疫組織化学法で観察され
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てきた1)～4)._方
,副交感神経5)6)や 知覚神経7)～10)も 同様に

神経ペブチ ドに対する免疫組織化学法で観察されてい

る。交感性および副交感性線維は特に瞳孔径調節に関与

するものとされ,瞳孔括約筋には副交感線維が,瞳孔散

大筋には交感神経が主に分布し,支配しているとされて

きたH)12)。 しかし,近年,多 くの生理学的,薬理学的研究

によって, この瞳孔径の神経調節機序は単純化されすぎ

ており,実際は, もっと複雑であることが指摘されるよ

うになってきていた。すなわち, ラットやイヌの瞳孔括

約筋においては, コリン作動性の興奮およびアドレナリ

ン作動性の抑制支配の存在,そ して瞳孔散大筋において

はアドレナリン作動性の興奮およびコリン作動性の抑制

支配の存在が報告されている13)～ 15)._方,サ ブスタンス

P(SP)を含む知覚線維は,虹彩の知覚,特に疼痛受容

の伝達に関係しているとされているが,SPに代表 され

るタキキニンはウサギの瞳孔括約筋を収縮させることで

も知られている16).

虹彩におけるこうした各種神経線維の機能について,

形態学的には, 3種の神経線維の正確な分布と密度を知

ることで,それら神経線維の生理機能への関与の強弱を

推測することが可能である。 3種の神経線維の存在は光

学顕微鏡的,電子顕微鏡的にすでに個別的には観察され
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ているが,分布比率についての報告は一切ない。そこで

今回,我々はラット虹彩について,免疫組織化学法を用

いて神経線維を同定分類し,神経線維の分布と数につい

て詳しく調べ,各種線維の分布比率を算出した。

II実 験 方 法

体重 250～ 350gの 成熟 SDラ ット18匹 を用い,ベ ン

トバルビタールナ トリウム0.05%溶液 0.3 mlの 麻酔下

に注入固定を行った。

1.光学顕微鏡試料 :ラ ット12匹,24眼 を用いた。

3.5%パ ラホルムアルデヒドと0.19%ピ クリン酸を含

有する0.lM燐酸緩衝液で灌流固定を行い,摘出眼球か

ら虹彩を採取,同 じ固定液で 1日 浸漬固定後,0.3%
Triton X 100含有の燐酸緩衝生理食塩水 (PBS)に 2

～4日 間浸した。さらに,3%H202液 に 5分間室温で浸

漬,PBSで 3回洗浄したのち,次の通 りの一次抗体と2

～4日 間浮遊法で反応させた。①抗ラットチロシンヒド

ロキシラーゼ (TH)ウ サギポリクローナル抗体 (藤田保

健衛生大学医学部解剖学講座永津郁子教授から供与17))

(希釈倍率 1:4000),②抗サブスタンス (SP)ウ サギポ

リクローナル抗体と抗ラットカルシトニン遺伝子関連ペ

プチ ド (CGRP)ウ サギポリクローナル抗体 (それぞれ

A

図 1 抗チロシンヒドロキシラーゼ (TH)染色による瞳孔括約筋部の電子顕微鏡写真 .

A:連続撮影された 18枚の写真を張 り合わせた合成写真.図中の枠の部分を描画図 (図 2B)で示 した。AC:
前房,PC:後房 B:Aの 一部を拡大したもので,図 2Bの枠にあたる。陽性線維は矢尻,陰性線維は失印

で示 してある。
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図 2 各染色による電子顕微鏡合成写真の描画図.

抗チロシンヒドロキシラーゼ (TH)抗体染色 (A,B),抗サブスタンス P(SP)抗体および抗カルシトニン遺

伝子関連ペプチ ド(CGRP)抗体の混合による染色 (C,D),抗 TH,抗 SP,抗 CGRP抗体の混合による染色

(E,F)を 行った。

陽性線維は黒丸,陰性線維は白丸で示してある。瞳孔散大筋の薄層は太線で,瞳孔括約筋の前後の境界は斜

線によって示 してある。支質中の細胞や虹彩の上皮細胞の核は,網掛けで示 してある。A,C,E:瞳孔散大筋

部,B,D,F:瞳孔括約筋部.

AC:前房,PC:後房,S:支質,ID:瞳孔散大筋,IS:瞳孔括約筋,E:上皮細胞層
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Cam bridge Research B10_chemical社 )を混合 (それ

ぞれ 1:4,000),③ 抗TH(1:8,000),抗 SP(1:
4,000),抗 CGRP(1:4,000)を 混合したものである。

抗体 と希釈には 0.3%Triton X 100と 0.3%牛血清ア

ルブミン含む PBSを用いた。PBSで洗浄後,二次抗体で

あるビオチン化抗 ウサギIgG抗体 (Vectastain ABC

キット:VECTOR社 ),次 に,西洋 ワサ ビベルオキシ

ダーゼ標識ス トレプ トアビジンで反応 した。さらに
,

0.025%3,3'‐ ジアミノベンチジン (DAB)含有 トリス塩

酸緩衝液中に 5分浸漬し,0.03%H202を 加え,15分間呈

色反応を行った。全載標本を光学顕微鏡 (光顕)で観察

した.

2.電子顕微鏡試料 :ラ ット3匹 3眼を用いた。灌流固

定後,虹彩を摘出, 4等分し,免疫組織化学染色に用い

た。電子顕微鏡 (電顕)試料においてはTriton X 100の

濃度を低 くしたこと(0.1%),お ょび H202処理を省略し

たこと以外,光顕試料と同様である。反応後,各虹彩片

をオスミウム固定,ア ルコール脱水,エ ポン包埋した。

瞳孔括約筋中央部,次に虹彩中央部 (瞳孔散大筋)の 2

か所で超薄切片を作成した。虹彩の円周方向に約 200

μmの長さで,虹彩全層を含む連続写真を撮影 (3,000

倍),合成写真を 18セ ット作成し (図 lA),著者のうち

3人が独立して,合成写真上の神経線維を陽性と陰性に

分類,計数し,それらを平均し,200 μmあたりの本数と

した。

III 結  果

光顕,電顕観察 :光顕試料においては陽性神経線維や

神経束は,数珠状あるいは平滑で,虹彩全域にわたって

均一に網工を形成しており,虹彩の各部,すなわち,耳
側,背側,腹側,鼻側部位による分布の違いは認められ

なかった.電顕試料ではすべての陽性線維は,軸索基質

や小胞構造が DAB沈着のために高い電子密度を示 し

た.神経線維の多 くは,束を形成していたが,単独で走

行しているものもあった。神経東では,陽性と陰性線維

の混合がしばしば認められた。ほとんどの神経線維は無

髄であったが,前境界膜近 くの結合組織には有髄線維が

稀に認められた。この有髄線維はいずれの抗体にも陰性

であった。TH陽性線維 (図 2A,B,図 3A)は虹彩全域

にわたって分布しており,その少数は瞳孔散大筋の近傍

にみられたが,接触する像は認められなかった。TH陽性

線維の径は細かった.SP/CGRP陽性線維は (図 2C,D,

図 3B)は もっばら支質中に存在し,一部,瞳孔括約筋の

近傍に集まっていた (図 2D)。 なお,支質中の毛細血管

の周囲には SP/CGRP陽性線維が最 も多かった。この

SP/CGRPの 線維の径は大小さまざまであった。TH/
SP/CGRP陽性ならびに陰性線維 (図 2E,F,図 3C)は ,

いずれも虹彩全域にわたって分布していたが,一部のも

のは瞳孔散大筋に接近し,ま た瞳孔括約筋の内部にも存

図 3 各種抗体により免疫染色を行ったラット虹彩に

みられた陽性,陰性神経線維の電顕像 .

陽性線維は矢尻,陰性線維は矢印で示 してある。
A:抗 チロシンヒドロキシラーゼ (TH)抗体染色.

瞳孔括約筋部の支質にみられた神経の東.写真中央

左側には核膜嵌入を示すシュワン細胞の核がみられ

る。B:抗サブスタンス P(SP)抗体および抗カル

シ トニン遺伝子関連ペプチ ド(CGRP)抗体の混合に

よる染色.瞳孔散大筋領域の支質にみ られた神経の

東。 この東においては,陰性線維の方が陽性線維よ

りも多かった。C:抗 TH,抗 SP,抗 CGRP抗体の

混合による染色.瞳孔括約筋筋層内にみられた神経

線維.核は筋細胞のものである。
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表 1 各種神経の分布 :観察例 (1,2,3)の 数値は虹彩円周方向 200 μmあ たりの本数

抗体の組み合わせ

部 位   n=3 TH SP/CGRP TH/SP/CGRP

陽 性  陰 性  陽 性  陰 性  陽 性  陰 性

瞳孔散大筋

前部

後部

1

2

3

”

５７

●

６‐

９

２７

１９

47

74

175

51

57

47

83

147

40

数

　

　

　

　

数

べ

　

　

　

　

　

本

方
１
２
３

打

平
　
　
　
　
　
平

４

２

″

１４

９
　
　
２０

ｎ

24.3      73.7 5.3     109.3      34.7     185.7

瞳孔括約筋

前部

後部

(筋層内)

平均本数  18.0  77.5 0.5 31 16 60.5

なお,瞳孔括約筋後部に関しては3例中1例 において神経線維数が異常に少なく除外した。

THi抗チロシンヒドロキシラーゼ (TH)抗体染色.SP/CGRP:抗 サブスタンスP

(SP)抗体および抗カルシトニン遺伝子関連ペプチ ド (CGRP)抗体の混合による染色.

TH/SP/CGRP:抗 TH,抗 SP,抗 CGRP抗体の混合による染色.

”

“

“

“

４

２

本数

”

３６

Ю

５１

２０

２

平均 53.3

26

10

35.3

108

13

在していた。

神経線維の分布数とその比率 :上皮細胞層には神経線

維はみられないため,観察計数対象領域 としては,上皮

細胞を除いた残 りの部分を前後に 2等分した。瞳孔散大

筋部では支質を前房側と後房側の 2部に分け,瞳孔括約

筋部では括約筋前房例の支質と筋層部に分けた。それぞ

れの部分について,TH陽性,SP/CGRP陽性,TH/SP/
CGRP陰性線維の数を数え,平均本数を算出した (表

1)。

1.瞳孔散大筋部前房側ではTH陽性,SP/CGRP陽
性,TH/SP/CGRP陰性の 3種の神経線維が混在してい

た。分布比率は,それぞれ 18%,37%,45%で あった.

2.瞳孔散大筋部後房側では,それぞれ 11%, 3%,

86%で あった。

3.瞳孔括約筋部前房側では,それぞれ 45%,26%,

29%で あった。

4.瞳孔括約筋層部では,それぞれ23%,1%,76%で

あった。

IV 考  按

虹彩支配神経線維について,免疫組織化学法などで分

類し,その分布比率について報告されたことはない。今

回,我々は免疫組織化学法を用いてラット虹彩の神経線

維の同定 と分類を試みた。 ドーパ ミン合成酵素である

THは カテコラミン含有細胞の良いマーカーとして確立

されており18),TH陽 性線維を交感神経とみなした。知覚

神経線維のマーカーとしては神経ペプタイ ドであるSP

や CGRPが考えられるが,モ ルモットで SP陽性線維の

ほ とん どが CGRP陰 性であることが報告 されてい

るH)。 一方,ラ ットでは,SPと CGRPの共存する線維以

外にも,CGRP陽性かつ SP陰性という線維がみられた

との報告もある19)。 よって,ラ ット虹彩における知覚神経

線維検出のためにはSPと CGRPの 2種類を混合 した

方がより多くの知覚線維が観察できると考えた.実際,

SPと CGRPは虹彩に知覚神経線維を送る三叉神経節の

細胞に存在することが報告されており10),SP/CGRP陽

性線維はほぼ知覚線維と判断してもよいと思われる。

副交感神経線維のマーカーとしては vasoaCtive inte‐

stinal p01ype,ide(VIP)が あるが,抗 VIP抗体では

ラット虹彩の線維は染色されなかったと報告 されてお

り20),実際,我々が用いた抗 VIP抗体でも染色されな

かった。また,ア セチルコリン分解酵素である acetyl‐

choHne esteraseの 組織化学法も利用できるが21),予備的

に行った観察で陽性像が明らかに異型の 2つのパターン

を示し,今回の観察には利用しなかった。また, アセチ

ルコリン合成酵素であるchoHne acetyltransferaSeに

対する免疫組織化学法も有用であるが,末梢神経系にお

ける反応は満足いく状態ではないといわれている22)。 以

上のことから,本研究では 3種類の神経を識別するのに

TH,SP,CGRPの 3種を上記の如く,単一あるいは混合
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感線維 とみなしたが,陰性線維であるから全 く別種の線

維を含む可能性がある。たとえば,神経ペプチ ドである

エンケファリンやニューロテンシンまたは,最近注 目さ

れている酸化窒素合成酵素を含有する線維も含まれる可

能性を考慮 しなければならないであろう4)24)25)。

一方,SPは本来侵害 (疼痛)知覚に関係しているとい

われているが,瞳孔括約筋における SP陽性線維が種々

の哺乳動物で非 コリン,非ア ドレナ リン性の収縮を引き

起こす といわれている26)27)。
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陽性線維は瞳孔括約筋の間に殆 どみ られなかった もの

の,一部の線維が瞳孔括約筋近傍の支質に存在していた

ことは, ラットにおいて SPが括約筋の弱い収縮を引 き

起 こす とい う薬理学的所見を支持 していると思われる。

また,最近,SPやそれに関連するタキキニンが一次知覚

神経の中枢内終末 と同様,末梢の終末でも神経伝達物質
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,

これらの線維が上述の機能 と関係していることを示唆 し

ている。
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