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Digitoninに より角膜上皮を 1層ずつ剥離 していく方

法を用いて,ウサギ角膜上皮の基底細胞層を走査型電子

顕微鏡により観察するとともに,細胞増殖の内因性の

マーカーとして proliferating cell nuclear antigen

(PCNA)を用い,免疫組織化学的に基底細胞の増殖動態

の検討を行った。基底細胞層は表層細胞よりかなり小さ

い円柱上の細胞として観察された。画像解析の結果,表

層細胞の平均細胞面積は 507.3± 46.6μ m2,基底細胞の

平均細胞面積は 39.5± 2.8μ m2であり,基底細胞と表層

細胞の面積比は約 13:1であった。PCNA陽性細胞は

正常角膜上皮の維持における基底細胞の役割

山田 昌和,真島 行彦
慶應義塾大学医学部眼科学教室

約

基底細胞にほぼ限局して見られ,角膜上皮伸展標本を用

いて求めたその陽性頻度は角膜中央部で 3.9± 0.7%,周

辺部で 4.2± 0.8%であり,部位差を認めなかった。これ

らの方法は角膜上皮基底細胞の形態や機能を知るうえで

有力な手段となり得るものと考えられた。 (日 眼会誌

99 :3-9, 1995)
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Abstract
A method of desquamating single layers of cor- mitotic rate (PCNA positive cells in the basal cell

neal epithelial cells through the use of digitonin layer) was approximately 4/o, and. showed no diffe-

allowed the observation of the basal cell layer by rence between the center and peripheral portion of
scanning electron microscope. Basal cells of normal the cornea. We think these two new methods are

rabbit corneal epithelium were observed as small, useful for the analysis of morphological and func-

round, and columnar-shaped cells, and the mean cell tional characteristics of corneal epithelial basal

areas of superificial and basal cell layers were 507. cells. (J Jpn Ophthalmol Soc g9 : 3-9, 1995)

3+46.6 pm2, and 39.5+2.8pm2, respectively. The

mitotic rate of basal cells was also evaluated im- Key words: Corneal epithelium, Basal cell,
munohistochemically using anti-PCNA (proliferat- Proliferating cell nuclear antigen,

ing cell nuclear antigen) monoclonal antibody and Proliferation, Scanning electron
the flat preparations of corneal epithelium. The mlcroscopy

I緒  言

角膜上皮には正常状態においてもturnoverが 見ら

れ1),分化と増殖,脱落の過程を経ながら動的に維持され

ていると考えられる
2)。 近年,角膜上皮の幹細胞は輪部上

皮の基底細胞層に存在することが明らかにされてきてい

る3)～ 5).幹細胞は潜在的には高い増殖能を有 している

が6),正常の状態ではあまり細胞分裂を行わず,増殖の役

割は transient amplifying Cenが 担っていると考えられ

ており,角膜上皮では基底細胞がこれに相当するとされ

ている7)。 このような正常状態での角膜上皮の維持は概

念的にはx,y,z hypothesisと して知られており
2),そ の

理論モデルも報告されている
8)が,角膜上皮の基底細胞

に関して transient amplifying cellと いう位置付けから

その役割を検討した報告は少ない。

今回,著者らは正常角膜上皮の維持に果たす基底細胞
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の役割を検討するために, 2つ の方法を用いることを試
みた。 1つ は走査型電子顕微鏡 (以下,SEM)に よる基
底細胞の観察であり,も う 1つ は角膜上皮伸展標本を用
い, pr01iferating cell nuclear antigen (以 下, PCNA)
を指標とした基底細胞の増殖動態の検討である。角膜上

皮は正常の状態では5～ 6層の細胞層から成 り立ってい

るので,通常の条件では基底細胞をSEMで観察するこ
とは不可能である。このため,界面活性剤の一種である
digitoninに より角膜上皮を 1層ずつ剥離して基底細胞

層を露出する方法9)10)を 用いた。この方法によりSEMに
よる基底細胞層の観察が可能 となり,画像解析も行うこ
とができた。 また,PCNAは DNA polymerase― δの付
随蛋白として DNA合成に密接に関連し,細胞周期の
Gl後期からS期にかけて増加することが知 られてお
りH)-13),細胞増殖の内因性のマーカーとして用いられて

いる。組織切片と角膜上皮伸展標本の双方を用いること

により,PCNA陽性細胞の分布と頻度をより定量的に評
価することが可能であった。 これらの検討から得られた
結果に若干の考按を加えて報告する。

II 方  法

1。 実 験 動 物

実験には体重 2～3贈の自色ウサギ 9匹 18眼を用い

た。自色ウサギはキシラジン塩酸塩 (セ ラクタール⑪)(25

mg)と塩酸ケタミン (ケ タラール③)(50 mg)の筋肉内注

射による全身麻酔後に,過量のペンドバルビタールナト
リウム (ネ ンブタール③)を静脈内投与して安楽死させ,
直ちに眼球を摘出した。なお,角膜上皮の細胞増殖には

日内リズムがある14)15)こ とを考慮し,本実験では午前 9

時に眼球を摘出した。

2.細胞増殖頻度の検討

摘出眼球のうち, 6眼は手術用顕微鏡下で強角膜切片

とし,こ れを半切した。半切した強角膜片のうち,半分
は5%パラホルムアルデヒド中で固定し,メ タノール系
列で脱水,パラフィン包埋し,3μ mの切片を作製した。
残りの強角膜片は,さ らに半切し,Gipsonら 16)の報告

した方法に準じて上皮細胞層全体を基底膜から剥離して

伸展標本を作製した。簡潔には2.5mMの ethylenedia―
minetetraacetic acid(EDTA)を 含むリン酸緩衝液に強

角膜片を入れ,37° Cで 2時間 incubateし た後,手術用顕

微鏡下で 2本の無鈎摂子を用いて上皮を実質から1枚の

シート状に剥離し,ス ライドグラス上で基底細胞側を上

にして伸展した。標本はそのまま100%エ タノール中で

2時間固定し,伸展標本とした。
組織切片は脱パラフィン後に,伸展標本はそのまま,
エタノールの下降系列で水和し,3%過酸化水素を含む
90%メ タノール中でペルオキシダーゼのブロッキング

を行った後に,ABC法により免疫組織染色を Histosta―
in‐ SAP Kit(Zymed Laboratiories)を 用いて行った。
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一次抗体には抗 PCNA mOnOc10nal antibody(On‐

cogene Science)を 用い,発色基質にはAECを ,対比染
色にはヘマトキシリンを用いた.陰性対照には一次抗体
を用いない標本と表層細胞側を上にして伸展,固定した

標本を用いた。

組織切片は,PCNA陽性細胞の頻度と分布の定性的解
析に用いた。伸展標本は,角膜中央部と周辺部で各々 3
か所ずつで約 1,000個 の基底細胞中の PCNA陽性細胞
数を光学顕徹鏡下で数え,こ れを細胞増殖頻度とした。

結果は平均値±標準偏差で示した。

3.SEMに よる形態学的検討
角膜上皮の基底細胞をSEMで観察するために, 4眼
をSokolら 9)の報告に準じた方法を用いて 1層ずつ角膜

上皮を剥離して行き,基底細胞層を露出した。角膜上皮
を 1層ずつ争」離する方法は以下の手順によった。まず,

摘 出眼球 を角膜 側 を下 に して 20″Mの digitonin
(Sigma)を 含む生理食塩水に浸し,37°Cで incubateし

た.時間は,1回 目は8分,2回 日で 14分,3回 目は 14
分と8分の 2回 とした。これを0.4%ト リパンブルーで

2分間染色し,37° Cの moist chambar内 で 15分間 incu―

bateした。眼球を生理食塩水で洗浄したのちに,25 mM
の HEPES(Sigma)と D/F12(Sigma)の 等量混合液
中で 37° Cで incubateす ると, トリパンブルーに染色さ

れた細胞層が自然に剥離した。ま」離に要した時間は, 1

回目で 30分間,2回日で 1時間,3回目で 1時間半程度
であった。この処理を3回目まで行い,基底細胞層を露
出した。

Digitonin処理を行った摘出眼球と,表層細胞層を観
察するための digitonin未処理の摘出眼球 (4眼 )を手術

用顕微鏡下で強角膜切片とし,2%グ ルタールアルデヒ
ドを含む pH 7.4の 100 mMカ コジル酸ナ トリウム緩衝

液中で 2時間固定した。1%四酸化オスミニウムで 1時
間,後固定を行い,50～ 100%のエタノール系列で脱水し,
42°Cで臨界点乾燥を行った。試料に金と白金を蒸着し,

SEM(S-4000,Hitachi)を 用いて作製された試料を観察

し,写真撮影を行った。
得られた写真を用いて,セルアナリシスシステム (コ ー

ナン・メディカル)に よる画像解析を行った。各試料の

角膜中央部付近の写真から40個以上の細胞輪郭を入力

して,平均細胞面積を算出した。Digtonin未処理の試料
の値を角膜上皮最表層の平均細胞面積,digitonin処理後

の試料の値を基底細胞層の平均細胞面積 とし,結果は
各々の各時期 4眼ずつの値を平均値土標準偏差で示し

た。なお,表層細胞に関しては,細胞のごく一部のみが
露出していると思われる細胞は解析から除外した。また,

基底細胞層の細胞輪郭の入力に際しては,基底膜上での

細胞密度を知るために,細胞間の間隙はないものとして
入力を行った。
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a                                                    b

図 1 角膜上皮 (図 la)と 輪部上皮 (図 lb)の組織切片の抗 proHferating cell nuclear antigen(PCNA)
モノクローナル抗体による免疫組織染免所見 .

角膜上皮では基底細胞の一部に PCNA陽性細胞が見られる (*).輪部上皮では陽性細胞の割合が高く,
そのほとんどは基底細胞層に位置しているが翼状細胞にも陽性細胞が見られる (→ )。 バーは 100 μm

b

図 2 角膜上皮中央部 (図 2a)と周辺部 (図
2b)の伸展標本の抗 PCNAモノクローナ
ル抗体による免疫組織染免所見 .

PCNA陽性細胞は散在性に分布しており,
部位による陽性細胞頻度に差はない。

バー |ま 100 μrn

キ キ



III 結  果

1.細胞増殖頻度の検討

組織切片の免疫組織染色所見を図 1に示す。角膜上皮

では,PCNA陽性所見は基底細胞の一部と翼状細胞のご
く一部に散在性が認められたが,表層細胞には陽性所見
は見られなかった。輪部上皮でも陽性所見はほとんど基

底細胞に認められたが,一部には翼状細胞にも陽性所見
を認めた。

上皮伸展標本の PCNA染色所見を図 2に 示す。角膜
中央部 と周辺部ともに,PCNA陽性細胞が散在してお
り,中央部と周辺部で部位による差を認めなかった。 こ
れらの所見は組織切片の所見と相応するものと考えられ

た。輪部はEDTA処理によってもきれいに剥離するこ
とが困難であったこと,伸展標本中で輪部の同定が正確
に行えなかったことから,仲展標本での検討から除外し

た。なお,一次抗体を用いなかった標本と表層細胞側を
上にして固定した伸展標本では,わずかな非特異的陽性
所見が認められるのみであった。

基底細胞中に占めるPCNA陽性細胞の割合を上皮伸
展標本を用いて検討した結果,PCNA陽性細胞の割合は
中央部で 3.9± 0.7%,周辺部で 4.2± 0.8%であった。両

者の間に統計学的に有意差はなく,角膜上皮の中では部
位差はないものと考えられた (paired t― test).

2.SEMに よる形態学的検討
Digitonin未処理 (表層細胞層)と digitonin処理後 (基

底細胞層)の SEM所見を図3に示す。表層細胞は 3種類
の明るさ (dark ceH,medium cen,bright cen)を 持つ

多角形の細胞として観察された。一方,基底細胞は表層
細胞よりかなり小さい円柱状の形態を示し,各細胞間の

輝度はほぼ均―でコントラストに乏しかった。これらの

細胞が基底細胞であることは,標本の一部に基底膜が露
出している部分や翼状細胞が残存している部分があった
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ことで確認された。翼状細胞の大きさは表層細胞より小

さいものの,形態的には類似した扁平な形態を示すこと
から,基底細胞とは明瞭に区別することができた。基底
細胞の高倍の像では,細胞の表面に突起状の構造物が認
められた。この表面構造には細胞間でほとんど差はな

かった (図 4)。

画像解析を行 う と,表層細胞の平均細胞面積 は
507.3± 46.6μ m2,基底細胞の平均細胞画積は39.5± 2.8

μm2であり,基底細胞は表層細胞の約 13分の 1の大きさ

であった。

IV 考  按

角膜上皮の細胞増殖頻度については, これまでは主と

して3Hthymidine17)18)ゃ Brdu(bromodeoxywidine)19)20)

の取 り込みを用いて検討されており,最近ではフローサ
イトメ トリーを用いた細胞周期の検討

21)も
報告されてい

る。今回は,細胞増殖のマーカーとして PCNAを用い,
増殖頻度をより定量的に評価するために,伸展標本を用
いた検討を行った。PCNAは DNA polymerase―δの付
随蛋白としてDNA合成に密接に関連 し,細胞周期の
Gl後期からS期 にかけて増加することが知られてい
る11)～ 13).PCNAは ,厳密にはS期に特異的に発現するわ

けではないが,その染色のパターンは BrdUと ほぼ同じ

であることが報告されている
11)。

今回の組織切片の免疫組織染色所見では,PCNA陽性
所見は角膜上皮では基底細胞とごく一部の翼状細胞に認

められ,従来の
3H_thymidineや BrbUの取り込みを指標

とした報告
17)～ 20)と ほぼ相応するものと考えられた。ま

た,細胞増殖頻度の測定には,よ り多 くの細胞を評価し
て定量性を高めるために伸展標本を用いた。従来の報

告
17)～ 21)では正常角膜上皮の細胞増殖頻度 (S期の細胞の

頻度)は 1.0～ 3.1%と されているが, これらの報告では

全角膜上皮細胞中の増殖頻度が示されている。今回の検

a                                                    b

図 3 角膜上皮の表層細胞層 (digitonin未 処理 :図 3a)と 基底細胞層 (digitonin処理後 :図 3b)の走査
型電子顕微鏡所見。

表層細胞は 3種類の明るさを持つ多角形の扁平な細胞として観察された.基底細胞の平均細胞面積は表層
細胞に比べ約 13分の 1で,円柱状の形態を呈 し,細胞間のコントラストに乏しい.バーは 10 μm

.ヽ |・

「
「
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図 4 基底細胞膜 (digitonin処 理後)の走査型電子顕
微鏡による強拡大所見.バーは lμm

討では基底細胞中の PCNA陽性細胞頻度を細胞増殖頻
度としたことを考慮すると,約 4%と いう値はこれまで

の報告に相応するものと考えられた。ただし,今回の検
討では角膜中央部と周辺部で PCNA陽性細胞頻度に部
位差を認めなかった。Haaskioldら 22)23)は細胞増殖の指

標として3Hthymidineに よるlabelling indexを 用いた

場合 (S期 )と colcemidを用いて細胞分裂像 (M期)を
用いた場合を比較し,実際の細胞分裂率は周辺部と中央

部で差がないにもかかわらず,labelling indexで は角膜

周辺部や輪部の値が中央部よりも高いことを示し,label‐

ling indexの結果の解釈には慎重になる必要があると報

告している。PCNA陽性細胞頻度にはこのような部位差
が見られなかったことは,標識物質の前投与の必要がな
いことに加えて,実際の細胞増殖頻度を反映する指標 と

して有利に働く可能性があるものと考えられた。

本研究では,界面活性剤の一種であるdigitoninを 用
いて,角膜上皮を 1層ずつ剥離する方法9)10)を用いること

により,従来のSEMでは不可能であった基底細胞層の
観察を行うことができた。この方法では,digitoninが 作

用するのは一番表層に位置する 1層の細胞層に限られ,

これが剥離した後の残存した細胞層の構造は表面構造を

含めて良く保存されると報告
9)さ れている。基底細胞は,

これまで SEMで観察されてきた表層細胞とは大きく異
なる形態を呈し,表面積が小さく縦長で円柱状の形態を
示した。基底細胞の形態は,光学顕微鏡や透過型電子顕

微鏡などによるcross sectionalな 観察でも推測される

が,SEMに よる像はこれらの点を明瞭に示すことがで
きる点で意義があるものと思われた。また,細胞の表面
に認められた構造物は,その長さや密度から未発達な
microviniと も考えられた。Sokolら 9)は digitonin処 理

後に表面に露出した翼状細胞にmicroviHiが存在し,そ
の発達の程度が上皮細胞の maturationの程度を示して

いると報告している。ただし,基底細胞のmicroviniの 存

在に関しては明らかにされておらず,今回認められた表

面構造が microviniであるのか,interdigitationで ある

のかについては,検討の余地があるものと思われる。
今回の検討では,基底細胞の平均細胞面積は 39.5±
2.8μ m2であり,基底細胞は表層細胞の約 13分の 1の大

きさであった。この数字自体は固定による収縮の影響や

digitonin処 理による影響,SEM:に よる観察系の誤差な
どを含んでいると考えられ,効 υあθの値をそのまま示す

ものと考えることはできない.中でも最も影響が大きい

と思われるのは固定による収縮の影響である。ただし,

固定による組織収縮の程度は同一の固定条件を用いた場

合にはほぼ一定であるとされている24)ので,表層細胞 と

基底細胞の面積比は大まかな値として用いることができ

ると考えられる。

近年,specular microscopy25)～
27)ゃ confocal micr。 _

scopy28)29)を用いて物 υグυθの角膜上皮を細胞レベルで

観察する試みがなされている。Specular microscopyに

より表層細胞の形態を観察することは比較的容易であ

り,角膜移植術後や円錐角膜,コ ンタクトレンズ装用者
など様々な病態でその形態に変化が見られることを著者

らは報告
25)～ 27)してきた。ただし specular microscopyで

は基底細胞の形態を観察することは特殊な場合に限定さ

れていた。一方,confocal microscopyは 基底細胞層を観

察することが可能な方法として注目されている28)29)が ,

明瞭な画像を得ることがやや難しい点や SEMな ど組織
学的な方法との比較がなされていない点が問題点として

残されている。今回示 した基底細胞層のSEM像 は,
specular rnicrOscopy‐ や confocal  lnicroscopyで れ

υわθで得られる基底細胞の像と相応しており,これらの

方法により得られる所見を把握する上でも良い資料にな

り得るものと考えられた。

今回得られた結果から,正常角膜上皮の維持に果たす

角膜上皮基底細胞の役割について X,Y,Z hypOthesis2)

の観点から考察する。表層細胞の脱落 (Z成分)が どの位

の割合で起こるかは正確には知られていないが,3H_
thymidineを用いた検討により大まかには 1日 1層の割

合で turnoverが起こると報告されている1)。 また,X,Y,
Z hypothesisに 基づいた角膜上皮の維持に関する理論

モデル8)では,正常状態では細胞の周辺部から中央部へ

の移動の速度は 1週間に 150 μm程度とあまり大きくな
く,短期的には基底細胞の増殖を表す X成分と表層細胞
の脱落を表すZ成分がほぼ釣り合うとされている。した

がって,表層細胞の損失 (Z成分)を基底細胞の増殖 (X

成分)ですべて補うためには,少なくともこれと同数の
基底細胞が増殖する必要がある30)。 これらに従うと,今回

の検討で求めた表層細胞と基底細胞の面積比から, 1日

に基底細胞のうち 7.8%が増殖する必要がある計算とな

る。

一方,基底細胞中の PCNA陽性細胞頻度は約 4%で
あった。この値は日内リズムでは増殖が盛んな時間帯に

相当する午前 9時のものであるので,Fogleら “
)の報告



を基に 1日 の平均を換算すると3.1%と なる。また,角膜

上皮細胞の 物 υあθでの細胞周期は知られていないが ,

一般には細胞周期のうち,S期の長さは細胞の種類によ
らずほぼ一定であり,8時間程度であるとされている31)。

したがって,3.1%と いう値をある時点で S期 にある細

胞の頻度 とすると,24時間のうちではその 3倍の約 9
～10%の基底細胞が S期に入る,つ まり細胞増殖のサイ

クルに入るものと考えることができる。 この値は先に計
算された表層細胞の脱落分を補うために必要な基底細胞

の細胞増殖頻度の 7.8%と いう値よりやや大きく,正常

状態での基底細胞の増殖頻度は角膜上皮の維持に十分で

あることが示唆された。長期的には幹細胞が存在する輪

部からの上皮細胞の供給が必要であるが,基本的に角膜
上皮細胞層を細胞数の上から維持 しているのは tran‐

sient ampifying cenと しての角膜上皮基底細胞である

ことを改めて示唆するものと思われる。

稿を終えるにあたり,御校閲を賜りました小口芳久教授に

深謝いたします。また,慶応義塾大学医学部電子顕微鏡室,藤

原達司先生に心から感謝いたします。

本論文の要旨は第 17回角膜カンファランスにおいて発表

した。
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