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ブタ膵エラスターゼー1の人線維柱組織内エラスチンに及ぼす影響

一免疫組織化学的研究 :第 4報。偽水晶体嚢性緑内障眼での検討―
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要

ロビク リル K4Mに 包埋 した偽水晶体嚢性緑内障眼

の線維柱組織 を用いて,プロテイン A―金法によリエラ

スチン免疫染色 を行い,偽落屑物質 (PSX)に おけるエ

ラスチンの局在 を電子顕微鏡免疫組織化学的に検討 し

た。 また,同組織にブタ膵エラスターゼー1(PPE)を作

用 させた後,前述の如 くエラスチン免疫染色を行い,エ
ラスチンの免疫局在性の変化を検討 した。結果は,①
PSXにエラスチンの局在を示す金粒子の集積が多数認

められた。② PPEを 作用させると,PSXの金粒子の集
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積が減少 した。本研究結果から,偽水晶体嚢性緑内障眼

の線維柱組織 に見 られる PSXに はエラスチ ンが存在

し,PPEは ,そ のエラスチンを分解することが判明 した。

(日 眼会誌 98:527-532,1994)
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I緒  言

水晶体前面,瞳孔縁部などに白色ふけ様の沈着物とし

て認められる水晶体偽落暦を伴う開放隅角緑内障は,偽

水晶体嚢性緑内障と呼ばれ,偽落屑物質 (PSX)に よる

線維柱組織の閉塞が房水流出抵抗増大の原因と考える

説1)～5)が有力であるが,その本態については未だ不明で

ある。以前から,電子顕徴鏡学的研究が盛んに行われ,

PSXの微細構造が明らかにされるとともに,免疫学的研

究によって,PSXには多種の成分が存在する6)こ とが明

らかになりつつある。最近,弾性組織の構成成分である

弾性線維やオキシタラン線維 とPSXは,微細構造上常

に密接に関連して存在 している7)～9)と ともに,弾性線維

の成分である微細線維蛋自10),フ ィブリリンn),エ ラスチ

ン12),ア ミロイドP蛋白13),ビ トロネクチン14)な どの蛋白

が PSXに存在することが確認され,PSXは弾性組織に

おける細胞外物質,特に弾性線維の産生異常および変性

の結果から引き起こされるもの,つ まりは`弾性線維症'の

一つのタイプであることが示唆されている15).

そこで今回,弾性組織における重要な構成要素である

弾性線維に存在することが知られているエラスチンが,

偽水晶体嚢性緑内障眼の線維柱組織におけるPSXに存

在するか否かを,プ ロテインA―金法を用いた免疫染色

を行い検討した上で,エ ラスチン分解作用をもつブタ膵

エラスターゼー1(PPE)が PSX内のエラスチンを分解す

るか否かを金粒子の免疫局在性の変化により検討したの

でここに報告する。

II実 験 方 法

1.電子顕微鏡試料作製

電子顕微鏡試料作製方法の詳細は既報16)の 如 くである

が,67～ 87歳の偽水晶体嚢性緑内障患者 11例 12眼から

線維柱帯切除術で得 られた 3× 4mmの隅角組織を含む

角強膜組織片を使用 した。組織片は,切除後ただちに4%
パ ラホルムアルデ ヒ ド/0.1%グ ルタールアルデヒド/

0.lMリ ン酸緩衝液 (pH 7.4)の 混合液で 4℃で 24時間

固定した。

組織固定後,0.lMリ ン酸緩衝液 (pH 7.4)/0.lMリ

ジン/0.15M塩化ナ トリウムの混合液で洗浄後,エ タ

ノール系列で脱水し,ロ ビクリルK4Mに 冷包埋した。

包埋した試料から超 ミクロトーム (UltratOme III,

LKB,Sweden)を用いて,厚さ0.lμ mの超薄切片を作

製し,支持膜処理したニッケルグリッドに載せた。

2.エラスチン免疫染色

エラスチン免疫染色は既報16)と はぼ同様の手法で行っ

た。超薄切片を載せたグリッドを 0.05Mト リス塩酸緩

衝液 (pH 7.5)/0.05%ト ライトンX‐ 100/牛血清アルブ

ミン(5 mg/ml)混合液に室温で 1時間浸漬し,非特異的

反応を除去した。この後,0.05Mト リス塩酸緩衝液(pH
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7.5)/0.05%ト ライ トン X‐ 100/牛 血清アル ブ ミン (5

mg/ml)混合液で 100倍に希釈した。ウサギ抗 ヒト大動

脈 αエラスチン血清 (Elastin Products Co.,St.Louis,

MO,USA)に室温で 4時間浸漬した。0.05Mト リス塩

酸緩衝液 (pH 7.5)/0.05%ト ライ トン X‐ 100で洗浄後,

0.05Mト リス塩酸緩衝液 (pH 7.5)/0.05%ト ライ トン

X‐ 100/牛血清アルブミン (5 mg/ml)混 合液で 30倍に希

釈したプロテインA―金 (Amersham lnt.plc.Amer‐

sham,UK)溶液に室温で 2時間浸漬した。再度,0.05

Mト リス塩酸緩衝液 (pH 7.5)/0.05%ト ライ トン X‐ 100

で洗浄後,超薄切片を酢酸ウラン,ク エン酸鉛染色し,

電子顕微鏡で観察した。

3.エ ラスターゼ消化実験

ブタ膵エラスターゼ‐1(PPE)(エ ーザイ,東京)を 0.05

Mト リス塩酸緩衝液 (pH 7.5)に溶解し,l mg/mlの希

釈液を作製した。この希釈液に超薄切片を載せたグリッ

ドを 37℃ で 2時間浸漬した。その後,前述の如 くエラス

チン免疫染色し,透過電子顕微鏡で観察した。また,0.05

Mト リス塩酸緩衝液 (pH 7.5)に ,37℃ で 2時間浸漬し

た試料を対照とした。

III 結  果

1.エ ラスチン免疫染色所見

線維柱組織内のすべての弾性線維内にエラスチンの局

在を示す金粒子の集積が認められ(図 1),それは細線維

で囲まれた低電子密度の無定型な部分に集積していた。

落暦物質 (PSX)に も金粒子の沈着が見られ (図 1,

2),そ の集積は大い線維に接して認められた.金粒子の

集積密度は,弾性線維のそれよりやや粗であった。また,

その他の細胞外物質内には金粒子の沈着は認められな

かった。

2.エ ラスターゼ消化所見

ブタ膵エラスターゼー1(PPE)を作用させた試料では
,

すべての弾性線維において,内部の金粒子の集積は明ら

かに減少した(図 3)。 また,PSXは,そ の微細構造に変

化は見られなかったが,金粒子の集積はほとんど認めら

れなかった (図 3)。

IV 考  按

本研究結果から,偽水晶体嚢性緑内障の線維柱組織内

に存在する落暦物質 (PSX)内 に,エ ラスチンの存在を

示す金粒子の集積が認められ,エ ラスチンは PSXの構

成成分の一つであることが判明した。

PSXの構成成分については,以前から多くの研究が行

われてきた。Ringvold17)は ,ア ミノ酸分析により,PSX
にはコラーダンとは明らかに異なる蛋白が存在すること

を報告した。Dvorak‐Theobaldl),Harnish3),Horvent

Davanger19),Baba20)は ,組織化学的研究により,ム コ多

糖あるいは糖蛋自の存在を報告し,それが PSXの重要
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図 1 弾性線維 (EF)と 偽落暦物質 (PSX)の エラスチン免疫染色像 .

EFの みでなく,PSXに もエラスチンの局在を示す金粒子の集積が認め られる.

図2 PSXの エラスチン免疫染色像.

図 1と 同様,エ ラスチンの局在を示す金粒子の集積が認められる。

な構成要素であることを示した.ま た, アミロイ ドとの

関連についての報告も多く,瀬川21)は
,ア ミロイ ド線維 と

PSXは,と もに種々の蛋自分解酵素に抵抗性のある酸性

ムコ多糖あるいは糖蛋自複合体が存在し,ア ミロイ ド線
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維とPSXは ほぼ同一の線維であることを報告した。Rin‐

gvoldら 22)は,Psxは コンゴー赤に陽性で,チ オフラビ

ンTと Sに螢光発色を示し,抗 アミロイ ド血清で免疫反

応陽性であることから,“ amyloid―like substance"で あ
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ることを免疫学的に示唆 した。Maretojaら 23)は,Psxは
コンゴー赤に陽性反応を示すことから, アミロイドであ

ることを示唆 した。Davangerら 24)も ,組織化学的に

PSXと アミロイ ドの類似性を指摘しているが,一方,

Streetenら 15),Darkら 25)は
,組織化学的および微細構造

上の特徴から,PSXと アミロイドの関連を否定した。

Harnishら 26)は,PSXは抗 BM lPG抗体に反応する

が,抗 Type Iお よび抗 Type IIコ ラーダン抗体には反

応しないことから,PSXに は基底膜プロテオグリカンが

存在することを示し, また,最近,免疫電子顕徴鏡で基

底膜関連成分であるラミニン,フ ィプロネクチン,Ⅳ型

コラーゲン,ヘパラン硫酸およびコンドロイチン硫酸化

プロテオグリカンな どが PSXに存在す ることが知 ら

れ27)28),PSXは基底膜の生合成における異常から作られ

ることを示唆する報告 も多ぃ20)29)～ 31)。

Streetenら は,免疫組織化学的に PSXと チン小帯の

免疫学的類似性を示し,PSXはチン小帯の細線維に関連

した糖蛋白を含む線維であること10)32),ま た,オ キシタラ

ン線維 との類似性33)を 示唆し,Takeiら 34)は
,電子顕微鏡

学的に,PSXは チン小帯の細線維成分を含有することを

示唆した。Garnerら 35)は,PSXと チン小帯がアルデヒド

フクシンとクロームヘマ トキシリンに同様の染色性を有

することから, これらはオキシタラン線維 と同様な線維

であることを示し,PSXは ,弾性線維の細線維に関連し

た物質であることを示唆した。また,Streetenら 10)は
,

PSX内に弾性細線維関連蛋白を有することを報告した。

Liら は,弾性線維の成分であるフィブリリンH),エ ラス
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チン12),ア ミロイ ドP蛋白13),ビ トロネクチン14)が Psx

に存在することを免疫組織化学的に証明し,PSXは弾性

線維における弾性線維系の異常および変性によって引き

起 こされるものである可能性を示唆 し,Rohら 36),

Streetenら 15)も ,微細構造上 PSXと 弾性線維は密接に

関連して存在することを報告し,`弾性線維症'の一つのタ

イプであることを示唆した。

本研究で使用 したウサギ抗 ヒト大動脈 αエラスチン

血清は,過去の報告
12)16)で も明らかなように,免疫学的特

異性が高く,本研究結果において,エ ラスチンの存在を

示す金粒子の集積が弾性線維 とPSXの教に認められ,

他の細胞外物質には認められなかったことから,PSX内
にエラスチンが存在することは明らかであり,Liら 12)の

報告を支持するものであった。また,ユ ラスチン分解作

用をもつ PPEを作用させることにより,弾性線維およ

びPSXの金粒子の沈着がほとんど認められなかったこ

ともそれを裏付けている。

弾性線維の細線維は,そ の形態と大きさを保つための

骨組みとしての役割をもち,その中にエラスチンを包み

込んでいる37)。 可溶性エラスチン(ト ロポエラスチン)は ,

細線維東間や周囲に集合して規則的に配列し合い,架橋

を形成し,そ の結果として不溶性エラスチンとなり,弾

性線維を形成することが知られている38)。 そして,そのエ

ラスチンも細線維も種々のタイプの線維芽細胞,平滑筋

細胞および血管内皮細胞などが合成していることが知ら

れている39)～ 42)。 また,Ylmら 43)は ,培養人線維柱細胞に

ステロイ ドを加えて培養すると,エ ラスチンが細胞内外

図3 ブタ膵エラスターゼー1を 作用させた弾性線維 (EF)と PSX.

図 1でみられた金粒子の集積はほとんど認められない。
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に増加することを報告し,人線維柱細胞がエラスチン合

成能をもつことを示している。したがって,線維柱細胞

がエラスチンの合成過程に何 らかの異常を来し,その結

果としてエラスチンを含む異常物質であるPSXを産生

していることが予想される。

最近,培養人線維柱細胞にステロイドを投与するとエ

ラスチンが産生される43)と ともに,原発開放隅角緑内障

眼で線維柱組織内にエラスチンの増加が観察 されてお

り44),ェ ラスチンが房水流出抵抗増大に関与 している可

能性が示唆されている。一方,偽水晶体嚢性緑内障に対

するステロイ ドレスポンスは,原発開放隅角緑内障とは

異なる45)た め,本質的には原発開放隅角緑内障 とは異な

る続発性緑内障と考えられているとともに,前述の如く,

PSX内 にはエラスチン以外に種々の蛋自が存在するこ

とが報告されており,それらの成分の合成異常の関与も

否定できない。しかし,本研究結果から,PSXに もエラ

スチンが存在することは明らかであり,それが房水流出

抵抗増大に関与している可能性は十分考えられる。また,

PPEを作用させることによって,そ のエラスチンが分解

されることも判明した。よって,偽水晶体嚢性緑内障に

おいて,も し,PSX内のエラスチンが房水流出抵抗増大

に関与しているのであれば,PPEに よリエラスチンを分

解することによって,房水流出抵抗が減少することが予

想される。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜った恩師,瀬川雄
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