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要

マウス胎仔眼組織 を対象 として,角膜 と水晶体におけ

るウシ角膜特異蛋 自質 (BCP 54)の 局在 をラット抗

BCP 54ポ リクローナル抗体 を用いた組織酵素抗体法に

よって検討 した。その結果,BCP 54は マウス胎生期にお

いて早期から発現 しており,角膜上皮,実質,内皮の各

細胞層,水晶体上皮,結膜上皮 と眼組織以外の表層外胚

葉にも広 く分布 していた。BCP 54は アルデヒド脱水素

酵素であることが明らかになっているが,そ の酵素作用
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を考慮 に入れると,BCP 54は 紫外線照射で発生する過

酸化脂質の分解およびグルタチオン系を介 した透明性維

持など,広範な外表組織のホメオスターシス維持に関与

することが推察 された.(日 眼会誌 98:137-141,1994)
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Abstract
Localization of bovine corneal protein 54K enzyme activity into consideration, we suggest that

(BCP54) in the prenatal mouse eye was examined by BCP 54 is involved in maintaining transparency and
immunohistochemical methods using rat anti-BCP oxidation-reduction balance of the cornea.(J Jpn
54 polyclonal antibody. BCP 54 was found from an Ophthalomol Soc 98 : 137-141, 1994)

early prenatal stage in corneal epithelium, kera-
tocytes, corneal endothelium, conjunctival epithe- Key words: Bovine corneal protein 54K (BCP 54),
lium, and surface ectoderm which would Prenatal mouse eye,Localization, Im-
differentiate in other organs except the eye. In munohistochemical methods, Alde-
other reports, it has been ascertained that BCP 54 hyde dehydrogenase
has an aldehyde dehydrogenase activity. To take its

I緒  言

ウシ角膜に多量に存在する分子量 54,000の 可溶性蛋

白質 (bOVine Corneal protein molecular weight 54,000

daltons:以下,BCP 54と 略す)は角膜に組織特異性を

もち,哺乳類に共通した抗原性を示すことが報告されて

いる1)2)。

我々は,こ の蛋自質を分離精製して角膜特異蛋

白質と呼び,生化学的性状,抗原性,組織局在について

報告してきた3)4)5)。 最近,BCP 54がアルデヒド脱水素酵

素活性を示すことが判明し,BCP 54と い う呼称が一般

的になってきたので,我々も今後 BCP 54と 呼ぶことと

する。

BCP 54の 局在について,我々はラット抗 BCP 54抗

体を用いた組織酵素抗体法で,成体マウスでは結膜上皮,

角膜上皮,実質,内皮細胞および水晶体上皮細胞に認め

られるが, ヒトでは角膜上皮,実質細胞のみに陽性であ

ることを報告している5)。 本論文は,マ ウス胎仔眼組織を

対象として,特に角膜と水晶体の発生過程 とBCP 54の
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局在の関係を酵素作用を考慮して検討したものである。

II実 験 方 法

1.ラ ット抗 BCP 54抗体 F(ab')2フ ラグメン トの作

成

川端 ら5)が採用した方法を用いた。主な過程を以下に

記載する。新鮮なウシ角膜から可溶性画分を抽出し,

SDS‐ ポリアクリルア ミドディスクグルを用いて電気泳

動し,BCP 54を純化した。純化した BCP 54の 50 μgを

同量の完全フロイントアジュバントと混合乳化し,雌の

ルイスラットに腹腔内注射した。 1か月後に BCP 54 50

μgを 同量の不完全フロイン トアジュバン トと混合し腹

腔内注射後, 4日 目に心腔穿刺で採血し血清を得た。こ

の抗血清を硫安分画,DEAE‐ セルローズによりIgGを分

離し,ペプシン消化後セファクリル S-200で ゲル濾過し

て F(ab')2を 得た。得 られた抗 BCP 54抗 体を一次抗体,

ビオチン化家兎抗ラットIgGを二次抗体 として,ウ エス

タンプロッティング法により抗体の検定を行い,抗体の

特異性を確認して実験に使用した。

2.組織酵素抗体法

ddYマ ウスを交配し,妊娠第 9,11,13,15,17日 に

ペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール①)で麻酔

後屠殺して胎仔をとりだし,10%中性ホルマリンで固定

した。脱水・パラフィン包埋の後 5μmの薄切切片を作製

し,脱パラフィン後,蒸留水で洗浄した。0.3%H202/

20%メ タノールで内因性ペルオキシダーゼをブロッキ

ングした後,10%ウ シ血清アルブミンを反応させて,非

特異的抗体の沈着を阻止した。この標本に,作製したラッ

ト抗 BCP 54抗体 F(ab')2を 一次抗体, ビオチン化家兎

日限会誌 98巻  2号

抗ラットIgG抗体を二次抗体として反応させた後,ジ ア

ミノベンチジン (DAB)を基質としてペルオキシダーゼ

反応を行った.その後水洗し,メ チルグリーンで核染色,

透徹・封入して光学顕微鏡で観察した。なお対照 として,

一次抗体の代わ りに非免疫ラット血清を用いて同様の操

作を行い,陰性を確認した。

III 結  果

胎生第 9日 では前脳に明らかな oメic stalkを 認める

ことはできなかった。

胎生第 11日 では,図 1に示すように水晶体胞,表層外

胚葉にもペルオキシダーゼ染色像がみられた。

胎生第 13日 では,角膜は上皮および実質に相当する細

胞成分が増加している段階であるが, これらの細胞は図

2の ように染色された。水晶体胞内には,第一次水晶体

線維が形成されつつあり,結膜 となる表層外胚葉 ととも

に染色された。

胎生第 15日 では,角膜では上皮,実質,内皮の分化は

明瞭で,図 3に示したように角膜全層と水晶体に染色像

がみられた。結膜も染色された。

胎生第 17日 では,図 4に示すように第 15日 と同じく,

角膜の全層,水晶体,結膜上皮が染色された。

以上の所見を小括すると,BCP 54は マウス胎生期に

おいて早期から発現しており,角膜上皮,実質,内皮の

各細胞層,水晶体上皮,結膜上皮と眼組織以外の表層外

胚葉にも分布していた。

IV考  按

BCP 54は ,分離精製法,生化学的性質,抗原性に関し

図 l ddYマ ウス胎生第 11日 (免疫ベルオキシダーゼ法).

水晶体胞および表層外胚葉にベルオキシダーゼ染色像がみられた。
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図 2 ddYマ ウス胎生第 13日 (免疫ペルオキシダーゼ法 )。

角膜は上皮 。実質に相当する細胞成分が増加 しており,水晶体胞内には第一次水晶体線維が形成されつつあ
る段階であるが,角膜全体,水 晶体,お よび結膜となる表層外胚葉が染色された .
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図 3 ddYマ ウス胎生第 15日 (免疫ペルオキシダーゼ法)。

角膜は上皮 。実質 。内皮にほぼ分化しており,角膜全層 。水晶体に染色像がみられた

詳しく研究されてきたが1)～ 8),角膜における生理的意義

は不明であった。これら一連の研究とは別に前眼部組織 ,

特に角膜では高いアルデヒド脱水素酵素活性が認められ

ていたが9),最近,ウ シ角膜から精製されたアルデヒド脱

水素酵素が BCP 54と 同一であることが確認 されてい

る10川
。さらにアミノ酸配列の分析結果から,こ の酵素は

ラット肝細胞癌にみられる腫瘍関連アルデヒド脱水素酵

素 と類似性が高いことが明 らかにされている10)12)。

BCP 54の酵素 としての特性は,補酵素として nicotin‐

ainide adenine dinucleotide phosphate(以 下, ADPと
略す)よ りもnicotinamide adenine dinucleotide(以 下,

NADと 略す)を好むという点を除けば,基質選択性,温
度特性,pHプ ロフィールはラット肝細胞癌の腫瘍関連

アルデヒド脱水素酵素
10)13)と _致している。また,こ の酵

素特性は Evcesら 14)の 報告 したラット角膜のアルデヒ

ド脱水素酵素の特性とも一致している。

ラット肝細胞癌の腫瘍関連アルデヒド脱水素酵素と類

似した酵素は角膜以外に, ラットの上部消化管上皮細胞
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や膀眺の上皮細胞にも認められている15)16).上部消化管

では摂取された食物が分解される過程で生じる過酸化脂

質などを,膀洸では腎臓から排出される尿中に含まれる

有害物質を, この酵素で分解することにより消化管や膀

洸の上皮細胞を保護すると考えられている。角膜でも同

様に,紫外線照射で発生する有害な過酸化脂質を分解し

て,角膜の透明性維持に寄与していると考えられる17)。

また,BCP 54は 補 酵 素 NADを 還 元 して dihydro‐

nicotinamide adenine dinucleotide(以 下,NADHと 略

す)を 産 生 す る が,NADPを 還 元 し て dihydro‐

nicOtinamide adenine dinucleotide phosphtte(以 下,

NADPHと 略す)を産生する作用もあり,NADHは酸化

還元を介して,NADPHはグルタチオンの補酵素として

作用 して角膜内の還元型 グルタチオンの維持に役立

ち1°),角膜内皮は還元型グルタチオンとCa+十が存在する

と細胞接合体同士が近接して前房水の角膜内への水分の

侵入を制限する機構が証明されており18),角膜の脱水状

態と透明性維持への寄与が想定される。

我々が既に報告したように,BCP 54は マウス成体で

は発生学的に起源の異なる角膜全層の細胞成分と結膜上

皮細胞,水晶体上皮細胞に分布している。今回,マ ウス

胎仔眼組織での局在を検討した結果,胎生期の初期から

結膜上皮 。角膜上皮・ 水晶体上皮の起源である表層外胚

葉と,角膜実質および内皮の起源である神経堤に, とも

に BCP 54が 分布することを見出した。また,胎生初期に

は眼胞近傍以外の,将来表皮に分化するであろうと考え

られる表層外胚葉にも分布している。BCP 54がアルデ

ヒド脱水素酵素,すなわち組織のアルデヒドを分解し同

時に NADを還元して NADHを産生する酵素であるこ

日眼会誌 98巻  2号

とを考えると,細胞増殖が旺盛ではあるが,血管系組織

が未熟である胎生初期には,眼組織のみならず外表組織

にもBCP 54が広 く分布して,酸素供給の十分でない環

境での酸化還元状態を合目的に維持し,さ らに羊水に合

まれる有害な老廃物から胎仔を保護する.そ して分化が

進み血管系が構築されるに伴って前眼部に限局し,無血

管栄養である角膜や水晶体の代謝に必要なSH基の維

持を通じて,透明性維持機構への関与が想定される。す

なわち,BCP 54は 単に胎生期の角膜や水晶体の分化の

みにかかわっているのではなく,いわゆる代謝的生体防

御を含めた, より広範な外表組織のホメオスターシス維

持に関与すると推察される。
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