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水晶体嚢緑内障の水晶体および線維柱帯における落屑

物質の糖残基の性質 を調べるために,16種類のレクチン

(PNA,RCA 60お よび 120,ABA,DBA,SBA,ConA,
LCA,WGA,DSA,PHA‐ E4お よび L4,UEA‐1,Lotus,

MAM,SSA)を 用いて,電子顕微鏡組織化学的に観察 し

た。その結果,水晶体嚢表面と線維柱帯の落層物質 は糖

残基 の性質が一致 し,β _galactOse,α _mannOse,N‐

acetyl‐ D‐ glucosamineお よびシアル酸残基の存在が示

唆 された。また,落屑物質中の微細線維,水晶体嚢内の
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要  約

linear densities(LD)と 放射状細線維,zondar lamella

も同様の染色性を呈 し,落層物質と関連があることが示

唆 された。さらにレクチンを用いて落層物質の検索,同

定 を行 うことが可能であることが示 された.(日 眼会誌

98:38-46,1994)

キーワー ド:レ クチン,電子顕微鏡組織化学,落層物質,

糖残基

I緒  言

水晶体嚢緑内障は落暦症候群に伴った緑内障である。

落暦症候群では虹彩,水晶体,線維柱帯,毛様体,毛様

小帯1),結膜2),後毛様動脈周囲3),皮膚
4)な どに落暦物質

の沈着がみられる。高率に緑内障を合併
5)す るため落暦

症候群の臨床的意義は高いが,落暦物質の起源,性質は

末だ明確に示されていない。

レクチンは特異的に糖 と相互作用するタンパク質ある

いは糖タンパク質で,免疫学的産物と異なる。当初,数

種類の植物から抽出されていたが,近年,細菌,真菌 ,

軟体動物,魚類の血清,哺乳動物の組織からも発見され,

糖鎖生物学の進歩とともに広く応用されている6)。

これまでレクチンによる落暦物質の研究についてはあ
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Meterial from Capsular Glaucoma
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Abstract
Exfoliative material of capsular glaucoma was fibrils and linear densities in the lens capsule, and

studied by electron microscopic lectin histochemis- zonular lamella was also similar to that of ex-

try using sixteen kinils of lectin ; PNA, RCA60 and foliative material, and suggested their close asso'

120, ABA, DBA, SBA, ConA, LCA, WGA, DSA, ciation with exfoliative material. These results also

PHA-E4 and Ln, UEA-I, Lotus, MAM, and SSA. The indicated that lectin can be employed in the detec-

results indicated that sugar residues in exfoliative tion and identification of exfoliative material in

material on the lens and trabecular meshwork have various tissues. (J Jpn Ophthalmol Soc 98:38-46,
the same characteristics, i.e., they contain glyco- 1994)

conjugates with sugar residues of B.galactosyl,
a-mannosyl, N-acetyl-D-glucosaminyl, and termi- Key words: Lectin, Electron microscopic histo-

nal sialic acid. The lectin staining pattern of chemistry, Exfoliative material,
microfibrils in exfoliative material, radially oriented Sugar residues
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まり報告されておらず, しかもそのすべては光学顕微鏡

(光顕)レ ベルの研究である。一方,落暦物質は組織化学

的染色によリアルシアンブルーおよびルテニウムレッド

に親和性をもつ酸性ムコ多糖7)8),PAS陽 性の中性多糖9)

を含むことが示されているものの,具体的な成分の多く

は不明である。よって, レクチンの特異的な糖鎖結合性

を利用して落暦物質の成分を研究することを試みた。特

に,落暦物質を構成する線維成分は微細構造であるため
,

レクチンの局在部位の判定においては電子顕微鏡(電顕)

レベルでの研究が必要と考えられた。そこで今回,筆者

はコロイ ド金電顕レクチン組織化学により,水晶体嚢緑

内障眼の水晶体および線維柱帯の落暦物質における糖残

基について調べた。

表 1 対象とした水晶体嚢緑内障症例
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II実 験 方 法

1.試 料 の作 製

対象は,臨床的に水晶体嚢緑内障と診断され,信州大

学附属病院眼科で眼手術を行った 10例 11眼 とした.8
例については線維柱帯切除術を, 2例については線維柱

帯切除術および水晶体嚢内摘出術を行うことを十分に説

明し,患者の同意を得た後,手術を施行し,10例 11眼の

線維柱帯組織片, 2例 2眼の水晶体組織を得た (表 1)。

Rothら 10)H)と Usudaら 12)の 方法に従い,ま ず試料を手

術室ですぐに 4%パ ラホルムアルデヒドおよび 0.1%グ

ルタールアルデヒドを含んだ 0.lM燐酸緩衝溶液 (pH

7.4)に入れ, 4℃ で 24時間固定した。次に,0.lMリ
ジンおよび 0.15M塩化ナ トリウムを含む0.lM燐酸緩

衝溶液 (pH 7.4)を 用い 20分毎に 3回洗浄し,-20℃ で

一連の上昇エタノール系列で脱水し,ロ ビクリル K4M
(Chemisheヽbrke Lowi GMBH&CO.Germany)に て

低温包埋を行い,-20℃ で 48時間紫外線重合し試料のブ

ロックを作製 した。試料を トリミングした後,厚 さ0.1

μmの超薄切片を超 ミクロトーム (UltOratOme EIII,

LKB Sweden)と ダイアモン ドナイフ(Diatome Swiss)

を用いて作製し, ホルンバール液 (応用工業 東京)で
支持膜処理したニッケルグリッドメッシュ (P01ySCien―

cesINC.Warrintton PA USA)に載せた。比較のため,

手術およびアイバンクから得た 3眼の落暦物質のない水

晶体と線維柱帯を同様に処理し,観察した。

2.レクチン染色

染色は Roth10)と Hsuら 13)の 方法に従った。切片を載

せたグリッドを 5 mg/mlの牛血清アルブミン(和光純薬

工業 大阪)を含む0.05Mト リス塩酸緩衝溶液 (pH 7.5)

で 1時間処理 した後,16種類の ビオチン標識 レクチン

症例年齢性別
得副踏
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表 2 使用 したレクチンと糖特異性6)15)-20)

レクチ ン 起  源 糖 特 異 性

PNA
RCA 60(Ricin)

RCA 120

ABA
DBA
SBA
ConA
LCA
ⅣヽGA
DSA
PHA‐E4

PHA‐L4

UEA‐ I

Lotus

MAM
SSA

Arachis hypogaea
Ricinus communis
Ricinus communis
Agaricus bisporus
Dolichos biflorus
Glycine max
Canavalia ensiformis
Lens culinaris
Triticum vulgaris
Datura stramonium
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Ulex europaeus

Lotus tetragonolobus
Maackia amurensis
Sambucus sieboldiana

Galβ  l‐ 3 GalNAc>α およびβGal

Galβ  l‐ 3 GalNAc,Galβ  l-4 GlcNAc

Galβ l-4 GlcNAc>βGal>α Gal

Galβ  l‐ 3 GalNAc

GalNAcα l‐3 GalNAc>α GalNAc
αおよびβGalNAc>α およびβGal

α:Mian>α Glc>GlcNAc
αMian>α Glc>GlcNAc
GlcNAc(β l‐ 4 GlcNAc)1-2>β GlcNAc
GlcNAc(β l‐ 4 GlcNAc)1-3=Galβ  l‐4 GIcNAc

bisecting GlcNAc

α‐Manを 持つ複合型糖ペプチド

αL‐Fuc

αL‐Fuc>L‐ Fucα l‐ 2 Galβ  l‐4 GlcNAc

Siaα  2‐ 3 Gal

Sia 2‐ 6 Ga1/GalNAc>Siaα 2‐ 3 Ga1/GalNAc

Gal : galactose, GalNAc : N-acetyl-D-galactosamine, Glc: glucose, GlcNAc : N-acetyl-D-gluco-
samine, Man: mannose, Fuc: fucose, Sia: sialic acid



40 日眼会誌 98巻  1号

液 :ピ ーナッツレクチン (PNA), ヒママメンクチン

(RCA 60お よび 120),マ ッシュルームレクチン(ABA),

ドリコスマ メ ンクンチン (DBA), ダイズ
｀
レクチン

(SBA),タ チナタマメンクチン (ConA), レンズマメン

クチン(LCA),小麦胚芽ンクチン(WGA),チ ョウセン

アサガオレクチン (DSA),イ ングンマメレクチ ン

(PHA‐E4お よび L4),ハ リエニシダレクチン (UEA‐ I),

ミヤコグサレクチン (Lotus),イ ヌエンジュレクチン

(MAM),ニ ホソニフトコンクチン(SSA)(表 2)(生化

学工業)の 20倍希釈液 (50 μg/ml)に 移し, 4℃ 湿室中

で翌朝まで染色した。その後,0.05Mト リス塩酸緩衝溶

液 (pH 7.5)にて 15分洗浄し,15 nmコ ロイ ド金標識ス

トレプトアビジン (Amersham UK)の 30倍希釈液で 2

時間室温で染色 し,再び0.05Mト リス塩酸緩衝溶液

(pH 7.5)で 15分洗浄した。酢酸ウラニルとクエン酸鉛

で電子染色した後,日 立 HS‐9透過型電子顕微鏡 (加速電

圧 75 kV)で 観察した。

陰性の対照染色としては一次抗体にそれぞれの阻害糖

を加えた染色 と, レクチン液を除いた染色を行い,陽性

の対照染色は今回陰性となったンクチンによる腎,大腸

の杯細胞の染色を用いた。

III 結  果

落暦物質は水晶体嚢の表面,線維柱層板間および層板

内に小さな塊 として観察された。水晶体嚢表面の落暦物

質は,主 として直径 30～ 40 nlnで 20～ 25 ninの 周期帯を

0日5μげTl

図 lB 同部の落層物質の強拡大電子顕微鏡写真

落暦物質 (Ex)に は約 25 nmの 周期帯 (細 い矢印)と

約 50 Шnの 大周期帯 (太い矢印)がみられる。

もった細線維から成 り,40～ 50 ninの 大周期帯も時に認

められた。さらに,そ の間に直径約 10 nmの 微細線維が

少数みられた (図 lA,B)。 水晶体前嚢の赤道部に近い

部分では,水晶体上皮から垂直または放射状に向かった

図lA 水晶体表面の落屑物質の電子顕微鏡写真.

落暦物質 (Ex)の直径は 30～ 40 nmで,長 さは不定である。直径約 10 nmの 微細線維 (矢 印)がみられる
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直径 10～ 15 nmの 細線維の東が認められた。時に上皮細

胞に濤をつ くり,そ こから放射状に向かった細線維の塊

としてみられた。また,長軸が水晶体上皮に平行な紡錘

41

形の,linear densities(LD)が 認められた。数か所で,

この LDと放射状細線維が接触している像が認められた

(図 2)。 線維柱帯においても落暦物質の形態はほぼ同様

平成 6年 1月 10日 落暦物質における糖残基の電顕組織化学的研究。甘利

図2 水晶体前嚢中間周辺部の電子顕微鏡写真.

水晶体上皮 (Ep)に陥凹がみられ,そ こから放射状細線維 (Fib)が広がっている。放射状細線維とLDの接
触 (矢印)がみられる.Cap:水晶体嚢
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図 3 線維桂層板間の落層物質の電子顕微鏡写真。

落暦物質は図 1と 同様に直径 30～ 40 nmで ,微細線維 (矢 印)も 認められる.Ex:落暦物質 TSi線維柱層

板 IS i線維柱間隙
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図 4A 水晶体表面の落層物質の電子顕微鏡写真 (COnA染 色 ).

直径約 10 nmの微細線維にも金粒子が局在 している (矢 印).Ex:落暦物質

図 4B 同部の落層物質の強拡大電子顕微鏡写真

(ConA染色 ).

金粒子は落暦物質 (Ex)の周辺部に多い。

で,微細線維もみられた (図 3)。

染色結果を表 3に示した。染色の程度に差はあったが,

PNA,RCA 60お よび 120,ABA,ConA,LCA,WGA,

DSA,PHA―E4,MAM,SSAの 11種類のレクチンに落

暦物質との結合がみられた。ConA,WGAの 代表的染色

結果を図示する。水晶体嚢表面では落暦物質に対し明ら

かな金粒子の局在がみられた。金粒子は細線維の中心よ

りも周辺部に多く分布していた。直径約 10 nmの 微細線

維にも金粒子の局在がみられた (図 4A,B)。 Zonular

lamenaには同程度からやや少数が観察された (図 5)。

水晶体嚢には金粒子の局在はなかったが,水晶体嚢内の

LDおよび放射状細線維には水晶体嚢表面の細線維 とは

ぼ同程度の金粒子が認められた(図 6)。 線維柱帯の落暦

物質における金粒子の分布も水晶体嚢表面と同程度で,

やはり細線維の周辺部に多かった(図 7).落暦物質に隣

接した膠原線維,弾性線維,長周期線維は落暦物質 と異

なった染色性を示した(表 3)。 表 3に示したように各レ

クチンによる落暦物質の染色性には,部位による違いは

ほとんどなかった。一方,DBA,SBA,PHA‐ L4,UEA‐ I

とLotusは陰性であった。なお,個体差はみられなかっ

た。

対照症例の水晶体と線維柱帯には落暦物質はみられな

かった。水晶体嚢には LDも 含めて染色はほとんど認め

られなかったが,zonular lamenaは落暦症侯群眼と同様

に染まった。線維柱帯では膠原線維,弾性線維,長周期

線維が水晶体嚢緑内障症例のこれらの線維と同様に染色

された。各レクチンの阻害糖を用いた陰性対照染色にお

いては,染色反応は陰性になるか,反応は明らかに減弱

した。レクチン液を除いた際には,染色反応は陰性となっ

苺
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図 6 水晶体前嚢中間周辺部の電子顕微鏡写真

(ConA染色 )。

放射状細線維 (Fib)と LDの両者に同程度の金粒子

の局在が認められる。Cap:水晶体嚢 Ep:水 晶体

上皮

落暦物質における糖残基の電顕組織化学的研究 。甘利

図 5 Zonular lamellaの 電子顆微鏡写真 (WGA染色).

ZL:zonular lamena AC:前 房
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図7 線維柱層板間の落層物質の電子顕微鏡写真

(ConA染 色).

金粒子は落暦物質 (Ex)の周辺部に多い。膠原線維

(C)と 弾性線維 (E)にも金粒子の局在がみられる。

EN:層板内皮細胞
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表 3 水晶体嚢緑内障における落層物質と隣接組織のレクチン染色性

水品体表面 放射状
の落暦物質 細線維

LD ZontTar
lamella

線維柱帯の 膠原  弾性  長周期
落暦物質  線維  線維  線維

PNA
RCA 60

RCA 120

ABA
DBA
SBA
ConA
LCA
WGA
DSA
PHA・ E4
PHA‐ L4
UEA・ I

Lotus

MAM
SSA

1+
2+
2+
1+

2+
2+
2+
2+
3+

2+
2+
2+
2+
3+

2+
1+

1+
2+
2+
1+

1+
2+
2+
1+

2+
2+
2+
2+
3+

2+
1+

1+
1+
2+
1+

2+
1+
2+
1+
1+

1+

1+
2+
2+
1+

2+
2+
2+
2+
3+

2+
1+

1+

1+
1+

1+
1+
1+
1+
1+
1+

1+  1+

1+  1+

1+  l十

2+
1+

1+
1+

た。また,所見が陰性であった DBA,SBA,UEA‐ I,Lotus

においては,陽性対照として腎臓,大腸の杯細胞で染色

性を示すことが確認された。

IV考  按

レクチンは赤血球を凝集させるタンパク質 として,

1888年 ,Stinmark6)に より発見された。糖の発見や研究

に有用で精製が容易であることなどから,近年,細胞組

織化学,細胞の分化,神経細胞経路,細菌の種類の研究

などに広 く応用され,糖鎖生物学の発展とともに生物学

や医学の研究上重要な役割を担 うようになってきた。現

在,多数のレクチンがこれらの研究に用いられているが,

その糖結合特異性を利用して,細胞表面の構造や機能の

解明に役立っている。

落暦物質は電顕観察から直径 17～ 58 nmで,25～ 35

nmと 50 nmの 2種類の周期性をもつ線維状の物質であ

り,水晶体嚢表面と線維柱帯の落暦物質は両者の超微形

態が共通していると報告されている14)。 今回の観察でも

落暦物質はこのような形態を呈し,水晶体嚢表面 と線維

柱帯の落暦物質の形態はほぼ一致していた。レクチン染

色の結果とそれぞれのレクチンの糖結合特異性6)15)-20)か

ら判断して,こ れ らの部位に存在する落暦物質 には

RCA 60,RCA 120で中等度,PNA,ABAで 弱陽性で

あったことによりβ‐galactoseの 存在が,ま た ConAと

LCAが中等度陽性であった ことによりα‐mannoseの

存在が,WGA,DSAか らN‐ acetyl―Dglucosamineの 存

在が,MAMと SSAか らシアル酸残基の存在が示 され

た。したがって,本研究では水晶体嚢表面の落暦物質と

線維柱帯の落暦物質は,形態学的に同じ構造をもつだけ

ではなく, レクチン染色で示される糖残基の性質も一致

することが明らかとなった。

Ringvoldら 21)は 落暦物質の細線維がさらに微細線維

に分枝 している電顕写真から,細線維は直径 8～ 10 nm

の徴細線維から構成されるとした。本研究では分枝は観

察されなかったが,落暦物質の間に直径約 10 nmの微細

線維がみられ,落暦物質 と同様の染色性を示 した。

Bertelsenら 22)は放射状細線維が水晶体上皮細胞から

分泌されているようにみえる電顕写真を報告し,落暦物

質は水晶体上皮から産生されるとした。今回の研究でも

電顕写真で直径 10～ 15 nmの放射状細線維が水晶体上

皮から分泌されるように観察され,さ らに落暦物質と同

様の染色性を示した。

LDは発生源や性質は不明だが,通常,長軸が水晶体上

皮に平行な微細顆粒の集合体で水晶体前嚢中間周辺部に

多く,落暦症候群や加齢 とともに数が増し,落暦物質あ

るいは毛様小帯と関連があるとする説もある23)。
今回,落

暦症候群の LDは落暦物質 とzonular lamenaの 染色性

と類似していた。一方,対照症例のLDには染色性が認め

られず,落暦症侯群では LDの糖鎖構造が変化する可能

性が示唆された。

Zondar lamellaは水晶体嚢における毛様小帯の侵入

部である24)。 Garnerら 25)と Streetenら 9)は アルデ ヒド

ーフクシン,オルセインなどによる組織化学特殊染色で

落暦物質と毛様小帯の染色性が類似していたことを報告

した。今回のレクチン染色においても落暦物質と毛様小

帯の一部であるzonular lamenaは 類似 していた。以上

のように超微形態あるいは組織化学的染色から,その類

似性が推定されてきた 5種類の線維状構造物,すなわち

水晶体嚢緑内障における落暦物質の細線維,微細線維,

水晶体嚢内の放射状細線維,LD,さ らにzonular lamena

の間の糖残基の相同性が本研究により確認された。

一方,水晶体嚢緑内障の線維柱帯における膠原線維,

弾性線維,長周期線維には落暦物質と異なった染色がみ

られたが,対照症例のそれぞれの線維の染色性とは一致

一
　

一
　

一
　

一
　

一
　

一
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していた。よって,落暦症候群ではこれ らの線維の糖鎖

構造は正常眼と同一であることが示された。

これまでに落暦物質の レクチン染色性 については
,

Streetenら 26)と Hietanenら 27)の
光学顕徴鏡 (光顕)に よ

る報告がある。その結果は今回のものと類似 していたが
,

い くつかの相違点がみ られた。Streetenら 26)は UEA‐ I

が強陽性で ConAが 弱陰性か ら陰性,Hietanenら 27)は

SBAが 中等度陽性であった とした。ところが,本研究で

は ConAは中等度陽性で,UEA‐ Iと SBAは陰性であっ

た。染色に用いるレクチンの標識法には各種あるが
,

Streetenら 26)は ペルオキシダーゼ と結合 した レクチン

を使用 してお り,一方,Hietanenら 27)は
筆者 と同様にビ

オチン標識 レクチンを用いて,その染色特異性の高さを

論 じている。また,筆者は標本作製にあたって低温包埋

した樹脂切片を用いている。一般的に樹脂包埋標本にお

いては,熱処理を行 うよりは低温重合を行 う方が感度の

良い染色結果が得られるといわれているn)。 また,Pan―
jwaniら 28)は パラフィン包埋における組織の熱処理がレ

クチンの染色性に変化を生 じさせると指摘 している。こ

れらの標本作製 と染色試薬の違いが,異なった結果を生

じさせた主因と考えられた。

落暦症候群は, これまで眼内に限局した症候群と考え

られていたが,最近,眼周囲組織や皮膚さらには肺,心
臓,肝臓などの全身諸臓器に落暦物質様細線維が存在す

ることが報告され29)30),落
暦症候群は全身的な症候群で

はないか と考えられ始めた.本研究で用いた方法および

それにより得 られた落暦物質の糖残基の知見は,今後眼

内と眼外の落暦物質の異同を研究するうえで, また眼外

にその存在を検索するための有用な手段 とな り得ると考

えられる。

本論文の要旨は第97回 日本眼科学会総会において発表し

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閲
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