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Amaranthin染色を用いたヒト網膜視細胞の

O―結合型複合糖質の同定

上原 文行 ,

柳田 豊子 ,

要

0‐結合型糖鎖である Gal β l,3 GalNAc残 基 とシアル

酸 α2,3 Gal βl,3 GalNAc残 基を特異的に認識 して結
△

するamaranthinの ヒト網膜における結合分布につ

いて,ABC法を用いて組織化学的に検索 した。Ama‐

ranthinは ,視細胞層,内網状層,神経節細胞層および神

経線維層に結合 した。視細胞層に関しては,錐体,行体

ともに,外節および内節の表面に結合 した。Gal β l,3

GalNAc残基だけを認識するpeanut agglutininは ,錐
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約

体表面だけに結合することから,錐体および粁体周囲に

はともに 0‐結合型複合糖質が分布し,そ の糖鎖の非還元

末端は,錐体周囲で Gal β l,3 GalNAcで あるのに対 し,

粁体周囲ではシアル酸 α2,3 Gal βl,3 GalNAcで ある

と結論される。 (日 眼会誌 99:286-288,1995)
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Abstract

The binding of amaranthin, specific for Gal B1,3 glycoconjugates are present on the surfaces of both

GalNAc and sialic acid Gal 81,3 GalNAc sequences, cones and rods : Gal Bl,3 GalNAc and sialic acid Gal

to the human retina was investigated with avidin- B1,3 GalNAc are terminal sugars of the glycocon-

biotinylated peroxidase. Amaranthin bound to the jugates around cones and rods, respectively. (J Jpn

cone and rod photoreceptors, inner plexiform layer, Ophthalmol Soc 99:286-288, 1995)

ganglion cells, and nerve fibers. Since peanut agg-

lutinin, specific for Gal f1,3 GalNAc, selectively Key words : Photoreceptors, Amaranthin, Lectin,
binds to cones, we conclude that O-glycoside-linked O-linked glycoconjugates

I緒  言

レクチンは糖鎖構造を認識 して結合する性質を有し,

複合糖質の研究に広 く用いられている。Peanut agg―

lutinin(PNA)は ,Cal β l,3 GalNAc残 基を認識し1),

正常網膜においては,錐体視細胞表面2)3)お よび錐体周囲

の光受容体間基質 (IPM)4)ヽ
6)に選択的に結合する。組織

切片をレクチン染色に先行 して neuraminidase処 理す

ると,PNAは粁体視細胞の表面にも結合するようにな

る7)-11)。 PNAの結合は,糖鎖末端にシアル酸が存在する

と阻害されることから,粁体周囲にもGalβ l,3 GalNAc

残基を有する0-結合型の複合糖質が分布しているので

あるが,通常はその糖鎖末端にシアル酸が存在すること

によって,PNAで染色されないのではないかと考えら

れる。このことは,最初に著者らのグループによって提

案され,他のグループによっても同様に考えられてい

る7)～ 11)。 しかしながら,組織切片をneuraminidase処理

した場合,neuraminidaseが 粁体を含む組織切片に結合
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し,その neuraminidaseに PNAが結合することによっ

て,粁体 もPNAで染色されるようになるのではないか,

という考 え方が Johnsonら 12)の グループによって示さ

れた。Neuraminidaseを 組織化学的研究に使用する限り

においては,常にこのような可能性は除外できないこと

から, どちらの考え方が正 しいのか今日に至るまで明確

にされないままになっていた。

ところで,最近,糖鎖末端のシアル酸の有無にかかわ

らず,Gal β l,3 GalNAc残基を認識して結合するンクチ

ンである amaranthin13)と jacalin14)が発見され,組織化

学的研究に使用されるようになってきた。 もし,こ れら

のレクチンが粁体周囲にも結合することが確認できれ

ば,そ こに Gal β l,3 GalNAc残 基を有する 0‐結合型の

複合糖質が分布していることの証明になるであろう。こ

の点に関して明確にしてお くことは,視細胞におけるシ

アル酸の生理学的意義を検討する上で重要であると考え

られる。そこで,iacalinよ りもさらに特異性の限定され

た amaranthin13)の ,ヒ ト網膜視細胞結合分布について

組織化学的に検索した。

II実 験 方 法

眼瞼扁平上皮癌の眼富内浸潤のために眼富内容除去術

を施行 した 1例,お よび脈絡膜悪性黒色腫のために眼球

摘出した 2例,合計 3眼から得た網膜を試料 としてレク

チン組織化学的検索を下記の方法で実施 した。すなわち,
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摘出眼球 を 4%paraformaldehyde,0.5%glutaralde‐

hyde/燐酸緩衝液 (PBS),pH 7.4を 用いて浸漬固定,ア

ルコール脱水,パ ラフィン包埋した。8μmの組織切片を

作成,脱パラフィンし,内因性 peroxidase活性を0.2%

H202で,レ クチンの非特異的吸着を2%牛血清アルブ

ミンで抑制した後,ビオチン標識 した amaranthin(10

μg/ml PBS)を 1時間反応させた。対照としては,0.2

Mガ ラク トースを含む amara並hin溶解液 を同様 に反

応させた。次に,Vectastain Elite ABC Kitと diamino―

benzidineを 用いて発色させた。腫瘍部 と健常部の観察

を同時に行ったが,今回の研究報告は,正常網膜視細胞

の O‐結合型複合糖質分布の同定を目的 としていること

から,健常部網膜のレクチン結合性についてのみ報告す

る。

III 結  果

3例 とも,後極部から周辺部網膜に至るまで,基本的

には同じamaranthin染 色像を示した。すなわち,視細胞

層,内網状層,神経節細胞層,お よび神経線維層が染色

された。眼富内容除去術を施行した眼瞼腫瘍の症例は全

範囲にわたって網膜が保存されていたが,錐体視細胞だ

けでなく梓体視細胞の割合も多く,両者が形態学的に容

易に区別できる赤道部の網膜の amaranthin染 色像につ

いて,図 1に示した。視細胞層に関しては,錐体 (基底

部が太 く先細になっている),粁体 (基底部から先端部に

図 1 ヒ ト網膜のビオチン標識 amaranthin染色像 .

A:Amaranthinは ,錐体 (矢印)・ 粁体視細胞の外節 (OS)・ 内節 (IS)の表面,内網状層 (IP),神経節細

胞層 (GC),お よび神経線維層 (NF)を染色している。B:ガラク トースを溶解させた amaranthinは ,網
膜のどの層も染色 していない。網膜色素上皮細胞 (PE)の メラニン色素だけが黒 くみえる.バーは 20μm
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至るまで細長い)と もに外節および内節の表面が強 く染

色されている (図 lA).ハ プテン糖であるガラク トース

を混合 した amaranthin溶解液 を反応させた対照切片

は,網膜全層にわたってほとんど染色されず,網膜色素

上皮細胞のメラニン色素だけが茶褐色に観察された (図

lB)。 したがって,上記の視細胞層,内網状層,神経節

細胞層,お よび神経線維層には,特異的にamaranthinが

結合したものと判定した。色素上皮細胞表面への結合の

有無については,色素上皮細胞内に分布するメラニン色

素に覆われているために判別できなかった.

IV考  按

Amaranthinは Gal β l,3 GalNAc残 基 とシア ル酸

α2,3 Galβ l,3 GalNAc残基の両者を特異的に認識 して

結合する13)。

今回の実験から,amaranthinは 錐体表面だ

けでなく,粁体表面にも結合することが明らかになった。

Gal β l,3 GalNAc残基だけを認識する PNAl)は,粁体

表面にはほとんど結合しなぃ7)～ 11)こ とから,amaranthin

は粁体表面には,そ の周囲に存在するシアル酸 α2,3 Gal

βl,3 GalNAc残 基残基を認識 して結合するもの とみな

される。著者 らは,シ アル酸 α2,3 Galを 特異的に認識す

る ″ωtt α%%″πsιζレクチン15)が,粁体周囲に結合す

ることも観察 している。これらの結果から,錐体および

粁体周囲にはともに O‐結合型複合糖質が分布 している

のであるが,そ の糖鎖の非還元末端 は,錐体周囲で Gal

βl,3 GalNAcで あるのに対 し,粁体周囲ではシアル酸

α2,3 Galβ l,3 GalNAcで あると結論づけることができ

る。

以上から,組織切片をレクチン染色に先行 して neura‐

minidase処理することによって,PNAが 錐体周囲だけ

でな く,粁体周囲にも結合するようになるのは,通常 ,

得体周囲に存在する Gal β l,3 GalNAc残 基の糖鎖末端

にシアル酸が存在するためである, という著者 らの考え

方
7)～ H)が

証明された。錐体 と粁体周囲の糖鎖末端構造の

違いの生理学的意義については,先に詳細に考察する機

会を得た16)が,今後 ともさらに種々の網膜疾患の病態 と

も関連させた研究を進めてい く必要がある。
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