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要

水晶体線維内部の細胞骨格構造に関して検討するた

め,8週齢の Wistar系雄ラッ ト5匹を用い,水晶体を皮

質部と核部に分け,急速凍結ディープエッチング法によ

り観察した.皮質部では細胞骨格を構成する直径 10～ 15

nmおよび約 5nmの細線維が不規則に走行 し,途中で

分岐しながら網目状構造を形成 していた.一方,核部での

細線維は平行の配列が多 く,皮質部に比べて線維間が密

になる傾向があり,網 目状 というよりは柵状に近い構造
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を示 した。この細線維が示す走行パターンが皮質部から

核部に至る過程で変化することは,水晶体線維細胞の分

化,伸長によって説明され,水晶体の透明性維持にとって

重要であると思 われた.(日 眼会誌 99:1236-1241,

1995)
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Abstract
The ultrastructure of lens fiber cytoskeleton was ultrastructural changes of cytoskeletons may be

studied by quick-freezing and deep-etching. Lenses related to the elongation and differentiation of lens

of 5 Wistar male rats were divided into lens cortex fiber cells and may be important for maintaining
and lens nucleus. Filamentous structures were clear- transparency of the lens. (J Jpn Ophthalmol Soc 99 :

ly observed in the cortical fiber cells, which had 1236-1241, 1995)

diameters in 10-15 nm or about 5 nm. They showed

a meshwork structure. On the other hand, the Key words: Lens cortex, Lens nucleus, Lens fiber,

filamentous structures showed a linear, dense, and Cytoskeleton, Quick-freezing and

laminar pattern in the nuclear fiber cells. These deep-etching method

I緒  言

水晶体線維の細胞骨格系に関する研究は 1970年代か

ら始められ,細胞骨格系の構成要素として,ミ クロフィラ

メント,中 間径フィラメン ト,微小管,ビーズ状 フィラメ

ントなどが局在することが,透過型電子顕微鏡 を用いて

確認されている1)～ 3)。 _方
,細胞骨格系の二次元的な観察

は,1978年 Hazlettら 4)に よって,続 いて 1980年 ,Brad―

leyら 5)に よって初めて走査型電子顕微鏡を使用して行

われたが,こ のときに中間径 フィラメン トとビーズ状

フィラメントによる網目状構造の存在が報告されてい

る。また,近年一般的になってきた急速凍結ディープエッ

チング法を用いた透過型電子顕微鏡による観察では,走

査型電子顕微鏡よりも高分解能で細胞組織内微細構造が

より生体内に近い状態で観察できるといわれている6)7).

しかし,こ の方法による水晶体線維細胞膜の微細構造に

関する報告
8)は あるが,細胞骨格系の二次元的観察に関

しての詳細な報告はない。今回,著者 らは同方法を用いて

ラットの水晶体線維細胞骨格系の観察を行い,若干の知

見を得たので報告する。
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II実 験 方 法

材料 として,8週齢の Wistar系 雄ラッ ト5匹を使用

した。ジエチルエーテルを用いて麻酔屠殺 した各ラット

の水晶体 を摘出し,直 ちに 4°C,2%パ ラホルムアルデ

ヒドで 30～120分 間浸漬固定 を行った後,実体顕微鏡下

で 4分割 し,さ らに,皮質部 と核部に分割 した。これらの

試料 を 0.lMリ ン酸緩衝液で洗浄後,0_5%サ ポニンで

30分間浸漬処理 し,再 び洗浄 した後,0.25%グ ルタール

アルデ ヒドで 30分間再固定 した。さらに,液体窒素冷却

銅ブロックを用いて急速凍結 し,液体窒素 中でメス刃で

凍結割断後,EIKO‐FD5Aお よび 3AS装 置 を用いて一

95° C,20～ 30分間ディープエッチングを行 った。次いで,

白金 とカーボンを回転蒸着 し,試料を取 り出 した後レプ

リカ膜 を回収 し,透過型電子顕微鏡 (日 立 H-7000型 )で

観察 した .

III 結  果

1.皮 質 部

水晶体皮質部では線維様構造物が不規則 に走行し,途

中で分岐 しながら網目状構造を形成してお り,水晶体線

維細胞膜付近では細線維がそのまま細胞膜 と連絡してい

る像が観察された(図 1).水晶体線維内部には,表面が平

滑で直径 10～15 nmの 細線維 と,さ らに細 い直径約 5

nmの細線維,そ して直径 10～20 nlnの顆粒状物質が直

線状に並ぶ構造物が観察された(図 2)。 皮質部において
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は,こ れらの中で最も多 く観察されるのは表面の平滑な

直径 10～15 nmの細線維であったが,表面のすべてが平

滑なものは少なく,部分的に表面の不整な凹凸を示すも

のが多 くみられた。また,顆粒状物質が整然と直線状に並

ぶ構造物もわずかであるが観察された。

2.核  部

水晶体核部では分岐した直径 10～ 20 nmの線維様構

造物が認められたが,平行の配列が多く,皮質部に比べて

細線維間が密 となる傾向があり,網目状 というよりは柵

状に近い構造を示した(図 3).核部では表面が平滑な直

径 10～15 nmの細線維は観察されず,直径 10～20 nmの

顆粒状物質が直線状に並ぶ構造物がそのほとんどを占め

ていた(図 4).ま た,核部でみられるこのタイプの細線維

には,表面に不整な凹凸がわずかにあるものから,顆粒状

物質が整然 と並ぶ線維,あ るいは大小不揃いの顆粒状物

質が線状に密に近接して並ぶ線維など,そ の形態変化が

観察された (図 3)。

IV考  按

水晶体は,水晶体上皮細胞から分化する線維細胞が層

状に整然と高密度で配列する組織である。その線維細胞

に含まれる蛋白質は他の組織 と比べると高い濃度で存在

しており,水晶体がレンズとしての機能を果たすことが

できる一要因 となっている。この水晶体蛋白はクリスタ

リンと呼ばれ,高濃度で存在 しても凝集 しない性質を

持っている9)。

今回,急速凍結ディープエッチング法によ

図 1 水晶体皮質部 (弱拡大 )。

線維様構造物が網目状構造を形成 してお り,写真中央には線維細胞膜が帯状 にみられ (小矢印),細線維がその

まま細胞膜 と連絡 しているのが観察 される(大矢印).
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図 2 水晶体皮質部 (強拡大 )。

水晶体線維内部には,表面が平滑で直径 10～ 15 nmの 細線維 (大 矢印)と ,さ らに細 い直径約 5nmの細線維

(小矢印),そ して直径 10～20 nmの顆粒状物質が直線状に並ぶ構造物 (矢 じり)が観察 される。

図 3 水晶体核部 (弱拡大)。

直径 10～ 20 nmの 線維様構造物が認められるが,平行の配列が多 く,皮質部に比べて細線維間が密となる傾

向があり,柵状に近い構造を形成している.核部で観察される細線維には,表面に不整な凹凸がわずかにある

もの (小矢印)か ら,顆粒状物質が整然と並ぶ線維,あ るいは大小不揃いの顆粒状物質が線状に密に近接して並

ぶ線維 (大矢印)な ど,そ の形態変化が観察される。
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り水晶体線維細胞内部の観察を始めた ところ,こ のクリ

スタリンのため,線維細胞内の様子は均質で無構造なも

のでしかなかった。そこで,試料を0.5%サ ポニンで浸漬

処理 し,そ の後に急速凍結ディープエッチング法を行い

観察することによって,初 めて線維細胞内の細胞骨格系

が確認できた。サポニン処理は,細胞内可溶性蛋自質のた

めに細胞骨格が明瞭に観察できない場合に用いられる化

学的処理法の一つであり,細胞膜にコレステロールのミ

セルを作って小孔を開ける方法である10)。 これを急速凍

結ディープエッチング法に併用すると,そ の細胞膜破壊

作用により可溶性蛋白質が除去され,細胞骨格が観察で

きるようになった。クリスタリンを高濃度に含む特徴を

もつ水晶体の観察には,こ のサポニン処理は非常に有効

であると考えられた。

こうして細胞骨格系が露出し観察可能 となったが,水

晶体線維の細胞骨格系の構成要素は,ミ クロフィラメン

ト,中間径 フィラメント,微小管,ビ ーズ状 フィラメント

などであるといわれている1)～ 3)。

今回の観察では直径約 5

nmの細線維 と直径 10～20 nlnの 細線維が認められた

が,そ れぞれの形態,直径からミクロフィラメントと中間

径フィラメントが考えられ (図 2),一方,核部のほとんど

を占めた細線維は顆粒状物質が直線状に並ぶ形態とその

直径からビーズ状フィラメントと考えられた (図 4)。 そ

れらよりもやや径の太い細線維もみられたが,は っきり

と微小管 と同定できなかった。中間径フィラメントに関

してはニフトリの水晶体を対象に,皮質部のみに局在し,

核部には存在しないとする報告
H)がある。また,ビーズ状
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フィラメン トに関しては,や はリニフトリの水晶体を対

象に,皮 質部では直径 7～9nmの 中心軸 となる細線維

(ア クチン)に 直径 12～ 15 nlnの 球状小片が不規則に付

着した形で存在すること,核部ではより凝集され,集合し

た形 となって存在することが報告
5)11)さ れている。さら

に,水晶体の中心部に近づ くにつれて中間径フィラメン

トは徐々に減 り,ビ ーズ状フィラメントが増 えることも

報告5)H)さ れている。これらは,遠心分離によって細胞骨

格線維を単離 した状態,ま たはグリセリン処理を施した

状態での観察結果であるが,今回の観察でも皮質部にお

いては中間径フィラメントが比較的多 く存在 し,核部に

おいて観察された細線維はいくつかの形態上の変化がみ

られるが,ほ とんどがビーズ状フィラメントであった。ま

た,中間径フィラメントは細胞骨格の主要構成線維であ

るとともに,細胞の分裂,分化などにおいて重要な役割を

果たしていると考えられている12)～ 16)。 皮質部において中

間径フィラメントが多くみられ,核部ではみられなかっ

たことは,Lieskaら 17)が皮質部線維細胞を分化の中間的

状態にあるものとして,最終的に分化した細胞 としての

核部線維細胞 と区別した報告 と一致しており,皮質部細

胞が分化途上の細胞であることの特徴を示していると考

えられた。

以上のように細胞骨格線維を単離した状態ではなく,

急速凍結ディープエッチング法を用いることによって,

いわば生体内に近い形で,かつ明瞭に観察することがで

きたが,こ れら細胞骨格系の役割 としては,調節に伴う水

晶体の形状の変化に対する機能3),膜
蛋白合成 に関する

水晶体線維微細構造の電顕的観察 。大西他

図4 水晶体核部 (強拡大)。

直径 10～20 nmの顆粒状物質が直線状に並ぶ構造物がほとんどを占めている(矢印)

・‐
1‐撥
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枠組みとしての機能
18),上 皮細胞から皮質部,核部へと至

る分化に関する機能19)な どが提案されている。そうした

機能 との関連性において,細線維走行に規則性が存在す

ることは十分に考えられたが,今回の観察では細線維の

走行パターンとしては,皮質部においては網目状構造を

示 し,核部においては柵状構造を示 していた(図 1,3)。

この皮質部と核部の走行パターンの相違は水晶体線維細

胞の分化,伸長の点から説明しやすいと思われる。すなわ

ち,水晶体は赤道部上皮細胞が細胞分裂を起 こして順次

水晶体線維に成長 し,徐々に水晶体中心部に移動 してい

くことによって大きくなるため,水晶体皮質部には含水

量の多い水晶体線維が配列しているが,中心部に近づけ

ば近づ くほど圧縮され,脱水硬化 した水晶体線維が並ぶ

ことになる。これが水晶体核部であり,水晶体皮質部 と区

別される。この皮質部 と核部の水晶体線維構造の差異に

関する報告は多数なされており,内部構造に関しては脱

核現象,細胞内小器官の消失,細胞内クリスタリン粒子密

度の増加などがあげられる20)21)。 この線維細胞の周辺部

から中心部へ向かっての移動 と変化を考えると,皮質部

の線維細胞は水晶体上皮細胞から分化 してまだ間もない

線維細胞であるから,細胞骨格 としての細線維配列は比

較的疎な網目状構造になっていると考えられる(図 1)。

これに対して核部の線維細胞は中心部への移動の際に圧

縮され扁平化し,こ れに伴い線維内部の細線維配列 も細

胞の長軸と垂直の方向に圧縮され,重層化し,柵状を呈す

るようになったと考えられる(図 3)。 また,今回観察され

た核部での細線維の柵状配列は非常に整然としてお り,

細線維がこのような配列をとるようになるためには,水

晶体線維が中心部に移動するに従って各フィラメントが

一方向に平行に配列するための,何 らかのメカニズムが

存在するのではないかと考えられる。

水晶体の透明性を成立させているさまざまな因子の中

に,水晶体線維細胞自体の整然 とした規則正しい配列 と,

その線維細胞内の構成蛋自質の規則的な層状分子配列が

ある。また,水晶体を通過する光の散乱の半分は,線維細

胞の原形質,そ の中でも特に細胞内に豊富に存在する細

胞骨格系が原因 となっている9)。 これらのことから,今回

の実験でみられた細胞骨格系を構成する中間径フィラメ

ント,ビーズ状フィラメントなどの細線維が細胞内で示

す走行パターンが,皮質部の網目状構造から核部に至っ

て重層化した規則的な柵状構造を呈するようになること

も,光の散乱を防ぎ,透明性維持の一要因として働いてい

るのではないかと考えられた。

今回の実験 に用いた水晶体 は,球形で調節力のない

ラットのものであるが,RaFertyら 3)は
,水晶体の形状お

よび調節力の有無により,水晶体上皮細胞,水晶体線維細

胞内での細線維の分布が異なると報告してお り,こ のよ

うに調節機能 と細胞内微細構造の関連があるとすれば,

今後,調節力を有する種の水晶体について,そ の細胞骨格
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の構 造 を比較検討 す る こ とも必要 と思われ た。

稿 を終 えるにあた り,昭和大学藤が丘病院電子顕微鏡室,中

野清子氏 ,鬼木弘明氏 に心か ら感謝いた します.な お,本論文

の要旨は,第 98回 日本眼科学会総会で発表 した .
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