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要

正常人眼線維柱組織の細胞外マ トリックスがいかなる

物質から構成 されているかを解明するために I,III,IV,

V,VI型コラーゲン,プ ロテオグ リカン,ラ ミニン,フ イ

プロネクチン,エ ラスチン, トロンボスポンディンに対

する抗体 を用いてその局在を検討 した.正常屍体摘出眼

7眼から得た線維柱組織から凍結切片を作製 し,光学顕

微鏡酵素抗体法ならびに pre‐ embedding methodに よ

る免疫電子顕微鏡法により線維柱組織 における細胞外マ
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約

トリックスの局在を観察 した。本研究の結果,正常人眼

線維柱組織の細胞外マ トリックスは前述の 10種 のタン

パクを構成要素として含有 していること, ならびにこれ

らのタンパクの線維柱組織における局在が確認 された。

(日 眼会誌 98:533-539,1994)

キーワー ド :人眼,線維柱組織,細胞外マ トリックス
,

酵素抗体法,Pre‐ embedding methOd

人眼線維柱組織における細胞外マ トリックスの局在

北 島 秀 ―

信州大学医学部眼科学教室

Localization of Extracellularヽ 4atrix in II:[uコ nan′ I｀rabecular′ rissues

Shdchi Kitajima

Dιρα/′″″′θ/0リカι物′πο′οgノ,Sカグπs力%びπグυι不グ″Sθ力οοノぼ″″グα・π

Abstract

Trabeclllar tissues taken from seven nOrinal     proteoglycan, laminin, ■brOnectin, elastin, and
huinan eyeS Were SubjeCted tO thiS Study・ I´OCaliZa‐      thrOmbOSpOndin in the trabeClllar ineShWOrk。 (J Jpn
tiOn Of VariOuS typeS Of C01lagen I,III,IV,V,VI,    Ophthall■ ol Soc 98:533-539,1994)
proteoglycan, laminin, ■brOnectin, elastin and

thrOInbOSpOndin in the hulnan trabeclllar lnesh、 vork     :Key WOrdS:  IIulnan trabeclllar tissue, :E〕xtracel‐

Was investigated using ilnlnunohistochernical               llllar lnatrix, IInmunohistochemical

lnethods.The study revealed the presence and locali‐                 method
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I緒  言

房水の主要流出路である線維柱組織は,ぶどう膜網 ,

角強膜網,内皮網から構成されてお り,房水は索状組織

なら成るぶどう膜網,線維柱層板から成る角強膜網の網

状組織間隙を通過して内皮網内に達 し,Schlemm管 内

壁を通って Schlemm管腔内に流出し,そ の外壁に開ロ

している集合管を通って上強膜静脈内に流れていくこと

が知られている1)2)。 また,流出抵抗の主座は線維柱組織

に,そのなかでも内皮網あたりに存在するものと信じら

れている3)～ 5)。 _方,線維柱組織は基本的には線維柱細胞

と細胞外マ トリックスから構成されている。一般的に細

胞外マ トリックスの主要構成要素はコラーダンとエラス

チンという線維性タンパク,プ ロテオグリカンなどの複

合糖質,それにフィブロネクチン, ラミニンなどの接着

性タンパクである。人眼の線維柱組織について数多 くの

研究がなされてきているが,その細胞外マ トリックスに

関する研究はまだ緒についたばかりで数も少なぃ6)7)。

本研究では,正常人眼線維柱組織の細胞外マ トリック

スが如何なる物質から構成されているかを明らかにする

目的で, I,ⅡI,IV,V,VI型 コラーダン, プロテオグ

リカン, ラミニン, フィブロネクチン,エ ラスチン, ト

ロンボスポンディンに対する抗体を用いて酵素抗体法に

よる光学ならびに電子顕徴鏡的研究を行い,興味ある所

見を得たので報告する。

II 実験対象ならびに結果

死後 12～ 36時間を経過 していた 48～ 88歳までの正常
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遺体摘出眼 7眼 (48歳 ,66歳,74歳 2眼,77歳,84歳 ,

88歳)(男性 5眼,女性 2眼 )を家族の同意を得て使用し

た。なお, この研究は中央検査部病理検査室内で,臨床

病理医の管理の下で行われた。線維柱帯を含む約 4mm
角の角強膜片を切 り出し,0.l M phosphate burered

saHne(PBS)で 作製した 4%パ ラホルムアルデヒド(pH

7.4, 4℃ )で固定した。24時間の固定後,10%シ ョ糖

加 PBSに移し,さ らに 24時間後 20%シ ョ糖加 PBSに

移した後,-80℃ ドライエタノールで急速凍結した。この

凍結組織からクリオスタット (Leitz 1780,Germany)

で 6μmの凍結切片を作製 し,ポ リーL― リジソコート付

スライ ドグラスに貼付し,30分間乾燥させた。この切片

を用いて後述の手順で光学顕微鏡 (光 顕)お よび pre‐

embedding methodを 用いた電子顕微鏡 (電顕)酵素抗

体法を施行した8)0)。

1.光顕酵素抗体法

作製 した切片をアセ トンで前処置し(室温 10分),0.05

M PBSで洗浄後(10秒 1回 ,3分 2回),100%メ タノー

ルおよび 0.3%過酸化水素 (H202)水溶液に浸漬し (室

温 30分),内因性ペルオキシダーゼ阻止を行った。以後

の手順はすべて湿室中で行ったが,10%ウ サギまたはマ

ウス血清で非特異的反応の阻止を行い (室温 15分),次

いで 1%ウ シ血清アルブミンPBS溶液 (BSA/PBS)で

希釈した一次抗体と反応させた(4°C,一晩)。 使用した

一次抗体 と希釈率は以下のとおりである。ウサギ抗 I型

コラーゲン抗体 (1/100,CEMICON,Segundo), ウサ

ギ抗III型 コラーダン抗体 (1/100,CEMICON),マ ウス

抗IV型 コラーダン抗体 (1/100,CEMICON), ウサギ抗

V型コラーダン抗体 (1/500,LSL,東京),マ ウス抗VI

型コラーダン抗体(1/500,TELIOS,San Diego),ウ サ

ギ抗プロテオグリカン抗体(1/100,TELIOS),マ ウス抗

フィプロネクチン抗体(1/100,IMMUNOTECH,Mar‐
seine),マ ウス抗ラミニン抗体(1/100,TELIOS),マ ウ

ス抗 トロンボスポ ンディン抗体 (1/20,IMMUNO‐

TECH),ウ サギ抗 α―エラスチン抗体(1/100,ELASTIN

PRODUCT,Owensvine)。 PBSで洗浄後 (5分 3回 ),

BSA/PBSで 100倍 に希釈 したペルオキシダーゼ標識

二次抗体 (抗 ウサギまたはマウス Ig‐ G)と反応させた(室

温 60分 )。 二次抗体としてはペルオキシダーゼ標識抗ウ

サギ Ig‐G(γ tt L鎖 ),ま たは抗マウス Ig―G(γ tt L鎖 )

(医学生物学研究所,名古屋)を使用した。以上の血清お

よび抗体を各切片上に 100 μlずつ滴下 して反応させた。

PBSで洗浄 (5分 2回 ,10分 2回 ,15分 2回 )した後,

3,3′ ―ジアミノベンチジン (DAB)溶液で 3～ 10分間発色

させた。DAB溶液の組成は0.2 M phOsphate burer

(PB)250 ml,蒸 留水 250 mlに DABO.lg,30%H202
溶液 100 μlを加えたものを使用した。 1分間流水水洗

後,1%メ チルグリーン溶液で約 10分間の核染色をし,

ユタノール系列による脱水,キ シレンで透徹した後,封
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入し観察した。

2.電顕酵素抗体法

作製した切片を10%シ ョ糖加 0.05 M PBSで 洗浄 (5

分 3回 )後,過ヨウ素酸 (114 mg/100 ml生 食)と 10分

間反応させ,内因性ペルオキシダーゼ阻止を行い,10%
ショ糖加 PBSで洗浄した (5分 3回 )。 次いで,前述の

光顕酵素抗体法 と同様に二次抗体 との反応までを行っ

た。正常ウサギまたはマウス血清との反応は室温 30分 ,

一次抗体との反応は 4°C,16時間,二次抗体との反応は

室温 2時間,洗浄にはすべて 10%シ ヨ糖加 PBSを用い

た。10%シ ョ糖加 PBSで 5分間 3回洗浄した後,2.5%
グルタールアルデヒド固定を室温 30分,DAB単独液反

応 (DAB 20 mg/100 ml Tris HCl,室温 30分),H202

加 DAB液反応 (DAB 20 mg/100 ml Tris HCl+0.005%

H202室温 5～ 10分)の手順で発色させた。0.l M PBSで

5分間 3回洗浄した後,2%四酸化オスミウムで室温 60

分間の後固定を行いエタノール系列で脱水し,酸化プロ

ピレンに 8分間 3回浸漬した。切片を酸化プロピレンと

Queto1 812樹 脂 (日 新 EM,東京)の混合液に浸漬し順

次混合比を高めた後,樹脂を満たしたゼラチンカプセル

をスライ ドグラス上の切片にかぶせ,60℃ 48時間重合し

た。重合の終わった樹脂ブロックをスライ ドグラスの下

面からガスバーナーで加熱し,切片を樹脂ごとスライド

グラスから剥離した。 この手順で得られたブロックから

UltratOme III ①(LKB,Sweden)で 電顕用超薄切片(0.1

μm)を作製し,無染色で透過型電子顕微鏡 (Model HS‐

9, 日立)で観察した。

対照実験 としては,それぞれの一次抗体との反応また

は二次抗体 との反応を省略し,他の手順は前述の方法と

すべて同一の方法を用いて免疫染色を行った試料を観察

した。

III 結  果

I型 コラーダン :角膜,強膜に比較すると,線維柱組

織は酵素抗体法ではより強く染まり,個 々の層板はほぼ

均質に染色され(図 1, 2, I),電 顕下では層板内の膠

原細線維自身が染色されていた (図 3, I)。

III型 コラーダン :IⅡ型は I型 とはぼ同程度の染色性を

呈し(図 1, 2,IH),染 色部位は I型 と同様に電顕下で

は層板内の膠原細線維自身に陽性反応が認められた (図

3,II)。

IV型 コラーダン :角 膜のデスメ膜,線維柱組織,

Schlemm管内外壁,集合管ならびに血管壁,毛様体筋の

基底膜が染まり(図 1,IV),層板では基底膜が強く染色

され (図 2,IV),電 顕下では層板の基底膜 ならびに

Schlemm管壁直下に陽性反応が認められた(図 3,IV).

V型 コラーゲン :線維柱組織は角膜,強膜に比し強く

染色され(図 1,V),層板は均質に染色され(図 2,V),

電顕下では層板の基底膜近傍の膠原細線維や中心部の膠
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ン, ラミニン, フィブロネクチンが含まれており,加齢

とともに基底膜が肥厚するとい う電顕所見12)や IV型 コ

ラーダンが加齢とともに増加するという生化学的結果13)

ともよく一致する所見である。Ⅳ型 コラーグン, プロテ

オグリカン, ラミニン, フィブロネクチンが血管壁にも

認められたが, この所見は他組織ではよく知られた所見

であ り, ラミニンがIV型 コラーグソならびにプロテオグ

リカンと結合し,細胞の基底膜への接着に関与している

ものと思われる14)。

膠原細線維は主として I型 コラーダ

ンで染色され,その他Ⅲ型ならびにV型 コラーゲンの局

在も認められた.こ の所見は生化学的結果ともよく一致

している。層板を構成する膠原細線維は径が 10～ 100 nm

とさまざまで多 くは 40 nmであるが,径 の細いものが

III,V型 コラーダンに相当するものと思われるが,本研

究ではその同定は困難であった。おそらくV型 コラーダ

ンはIV型 コラーダンと結合し, I型 コラーダンはHI,V
型コラーダンと結合しているものと思われる15)。 その他,

層板内の所々にエラスチンの陽性所見が認められた。そ

の存在部位は弾性線維のそれとよく一致しており,弾性

線維を構成する 15 nmの 細線維東に囲まれた内部に局

在が認められた。加齢とともに増加する長周期線維なら

びに弾性線維輸は,Lutjen_DrecOnら 16)が
報告したよう

に本報告でも縞状にⅥ型コラーダンで染色されるところ

から, これらの線維や物質に少なくともVI型 コラーダン

が含まれていることは確かである。また,層板内部の膠

原細線維間には他組織とは異なり, トロンボスポンデイ

ンが局在す るとい う所見は興味 あ る所見であ る。

Tripathi7)が はじめてその存在を指摘 したが,ト ロンボス

ポンディンは流出抵抗物質としても注目すべき物質であ

ると思われる.

内皮網は他の網状組織とは異なり,層板状構造は呈さ

ず,線維柱細胞,膠原細線維,弾性線維,基底膜様無定

形物質から成 り,加齢とともに基底膜様無定形物質が減

少するとともに弾性線維輸物質が増加 してくることが知

られている12)。

本研究では内皮網においてもI,ⅡI,IV,

V,VI型 コラーダン,プ ロテオグリカン,ラ ミニン,フ イ

ブロネクチン,エ ラスチン, トロンボスポンディンの存

在は確認できたが,今回用いた pre―embedding法 では内

皮網の徴細構造の保存が不良のため,Schlemm管 内壁

直下に存在する基底膜様無定形物質や弾性線維輪物質の

同定が困難であったが,IV型 コラーダ4 プロテオグリ

カン, ラミニン, フィプロネクチンの点状局在が内壁直

下に観察された。今後は組織の徴細構造の保存性に優れ

たロビクリル K41MIに 包埋し,pOst― embedding法 を用
いて内皮網の微細構造を保持しつつ細胞外マトリックス

の局在を明らかにしていく必要がある。本研究で明らか

にされた細胞外マ トリックスの各構成要素が何らかの形

で流出抵抗増大に関与していると思われるので,今後は

組織の微細構造を保存しながら各構成要素の局在を詳細

原細線維の一部が染色されていた (図 3,V)。

Ⅵ型コラーダン :角膜,強膜に比し線維柱組織が強く

染まり,層板は均等に染まり(図 1, 2,VI),電 顕下で

は長周期線維ならびに弾性線維幹が陽性所見を呈 した

(図 3,Ⅵ ).

プロテオグリカン :線維柱組織,Schlemm管内外壁,

集合管ならびに血管壁が染色され(図 1,2,PG),電顕

下では層板を構成する線維柱細胞の細胞質,基底膜, さ

らに膠原細線維間の一部も染色され,Schlemm管 壁直

下にも陽性反応が認められた (図 3,PG)。
ラミニン :線維柱組織,Schlemm管内外壁,集合管な

らびに血管壁が染色され (図 1, 2,LN),電 顕下では

層板の基底膜ならびにSchlemm管壁直下に局在が認め

られた (図 3,LN)。

フィブロネクチン :線維柱組織は弱く染色されたが,

Schlemm管壁,集合管ならびに血管壁は前者 より強 く

染色され (図 1, 2,FN),電 顕下では層板の基底膜や

Schlemm管内壁直下に陽性所見が認められた (図 3,

FN)。

エラスチン :角膜,強膜はほとんど染まらず,線維柱

組織,毛様体が強く染色された(図 1,EL)。 層板内では

内部に点状の陽性所見が見られ(図 2,EL),電顕下では

層板内部に点状に弾性線維の存在部位に一致して陽性所

見が認められた (図 3,EL)。

トロンボスポンディン :角膜,強膜は染まらず,線維

柱組織のみがよく染まり,層板は均等に染色され(図 1,

2,TS),電顕下では膠原細線維間が染色されていた(図

3, TS)。

IV考  按

本研究結果は正常人眼線維柱組織の細胞外マ トリック

スには,角膜,強膜のそれとは異なり,少なくとも I,

HI,IV,V,VI型 コラーダン, プロテオグリカン, ラミ
ニン,フ ィブロネクチン,エ ラスチン, トロンボスポン

ディンが含まれていることを明らかにした。この結果は,

Murphyら 6)の
行った螢光抗体法 を用いた光顕所見や

Tripathiら 7)の
光顕所見ともよく一致している。

本研究では酵素抗体法で染色した試料を光顕のみなら

ず,電顕でも同時に観察したので,前二者の光顕像では

局在が不鮮明であったものが,本研究では細胞外マ ト

リックスの個々の構成要素の局在がより鮮明に判明し

た。

線維柱組織の うち,ぶ どう膜網 と角強膜網は基本的に

同じ構成要素から成 り,外表面に線維柱細胞,細胞の内

面に接して基底膜,層板の中心部には膠原細線維東 と弾

性線維が存在 し,加齢とともに 100 nmの 周期を有する

長周期線維や弾性線維の周囲に弾性線維輪と呼ばれる物

質が増加して くることが知られている10)～ 12)。 本研究によ

ると,こ の基底膜にはⅣ型コラーダ4プ ロテオグリカ
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図 1 酵素抗体法で染色した正常人眼線維柱組織の光学顕微鏡像.

I(I型 コラーダン)角膜,強膜に比し線維柱組織 (矢印)がより強く染まっている。77歳 .

Ⅲ (Ⅱl型 コラーダン)線維柱組織 (矢印)が角膜,強膜より強く染まっている。74歳 .

IV(IV型 コラーダン)線維柱組織 (矢印),デ スメ膜,毛様体,血管壁が染まっている.48歳 .

V(V型 コラーダン)線維柱組織 (矢印)が他組織より強く染まっている.48歳 .

VI(Ⅵ型コラーダン)線維柱組織 (矢印)が強く染まっている。88歳 .

PG(プ ロテオグリカン)線維柱組織 (矢印),毛様体が染まっている.65歳 .

LN(ラ ミニン)線維柱組織 (矢印),Schlemm管内外壁,集合管壁,デスメ膜が染まっている。65歳 .

FN(フ ィブロネクチン)線維柱組織 (矢印),Schlemm管内外壁,集合管壁が染まっている。84歳 .

EL(エ ラスチン)線維柱組織 (矢印),毛様体が染まっている。74歳 .

TS(ト ロンボスポンディン)線維柱組織 (矢印)が染まっている。74歳 .

(図 2以下も括弧内は図 1と 同様)
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図 2 酵素抗体法で染色 した正常人眼線維柱組織の拡大光学顕微鏡像 .

I 線維柱層板がほぼ均質に染まっている。

Ш  線維柱層板が染まっている。

Ⅳ  層板,特に基底膜が染まっている。

V 層板が均質に染まっている.

VI 層板が均質に染まっている。

PG層 板,特に基底膜が染まっている。

LN層 板,特に基底膜が染まっている.

FN Schlemm管 内外壁ならびに層板が染まっている.

EL層 板が染まり,層板内に点状,線状の陽性所見が認められる.

TS層 板内が均質に染まっている。
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図3 正常人眼線維柱組織の酵素抗体法で染色した電子顕微鏡像.

I 線維柱層板内の膠原細線維が染色されている (矢印)。

HI 層板内の膠原細線維 (矢 印)が染色されている.

IV 線維柱細胞 (E)直下の基底膜 (矢印)が染色されている。
V 線維柱細胞 (E)直下の基底膜近 く (矢 印)と 中心部近 く (矢 印)の膠原細線維が染色されている.

VI 層板内の長周期線維 (矢印)が縞状に染色されている。
PG線維柱細胞 (E)の 細胞膜,基底膜 (矢印), さらに層板内の膠原細線維間 (矢印)に陽性所見が認められる.

LN線維柱細胞 (E)の 基底膜 (矢 印)が染色されている。
FN Schlemm管 (SC)内壁 (矢印)直下に陽性所見が認められる。
EL層板内に点状の陽性所見 (矢印)が認められる.線維柱細胞 (E)。

TS層板内の膠原細線維間に陽性所見 (矢印)が認められる。線維柱細胞 (E).
バーは 0.5 μrn
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