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要

ラット虹彩・毛様体における,0‐結合型の糖鎖にシア

ル酸 を付 加 す る酵素であ る α2,3‐ sialyLransferase

(α 2,3‐ ST)の mRNAの発現分布について,in situ

hybridization組 織化学的手法を用いて検索 した。毛様

体無色素上皮細胞に強度の,虹彩色素上皮細胞に軽度の

α2,3‐ STの mRNAの発現像が観察された。シアル酸を

含有する複合糖質の合成は,その糖鎖の非還元末端に

sialyltransferaseの 作用によってシアル酸が付加 され

ることによって終了することから,この酵素の発現部位
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約

では,シアル酸を含有する複合糖質が産生されているも

のとみなされる。したがって,過去の組織化学的研究で

同定された,毛様体無色素上皮細胞に豊富に分布するシ

アル酸を含有する複合糖質は,毛様体無色素上皮細胞自

身で多量に産生される複合糖質に由来するものであると

結論される。 (日 眼会誌 99:397-399,1995)
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Abstract

The distribution of α2,3‐ sialyltransferase(α 2,3¨     are considered to produce sialoglycoconjugates.

ST)InRNA in the rat iris and ciliary body was     :IIence,the source of the sialoglycoconjugates found

investigatedi with in situ ihybridizatiOn ihistOchemis‐      in tihe inner epitllelial layer Of the ciliary bOdy in

try. Strong expression of α2,3‐ ST mRNA was     previous histocllenlical studies is tihe saine epithelial

detected in the inner epithelial layer of the ciliary     cell.(J Jpn 10phthalmol Soc 99:397-399,1995)

body and weak expressiOn in the iris epithelium.

Since the synthesis of sialoglycoconjugates is com‐      lKeyヽⅣords: Iris, Ciliary body, α2,3‐ sialyltrans‐

pleted by terminal sialylation by the action of           ferase,imRNA,GIycoconjugates

SialyltranSferaSe(ST), the ST‐ eXpreSSed portions

I緒  言

複合糖質は,糖 を側鎖にもつ蛋白あるいは脂質で,種々

の細胞間相互作用の発現に関与 し1),虹
彩および毛様体

の上皮にも分布 していることがレクチン組織化学やオー

トラジオグラフィーを用いた研究によって明らかにされ

ている2)3)。 また,毛様体無色素性上皮細胞は,硝子体中

へも複合糖質を分泌していると報告
4)さ れている。とこ

ろで,組織化学的手法を用いた場合,日標とする複合糖

質が分布している部位は同定できるが,そ れが必ずしも

その部位で産生されたものとは限らない.オ ー トラジオ

グラフィーを用いた検索でも,日標 とする複合糖質が単

にその部位を通過している像をとらえただけの可能性が

ある。すなわち,いずれの手法を用いた場合にも,そ の
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産生細胞 を確定することはできない。それに対 し,in situ

hybridization組織化学的手法を用いると,目 的 とする物

質 を実際に産生 している細胞 を同定す るこ とがで き

る5)。

シアル酸を含有する複合糖質の合成は,そ の糖鎖の非

還元末端 にsialyltransferaseの 作用によって シアル酸

が付加 され ることによって終了する6)。 したがって,

sialyltransferaseの mRNAを 発現 している部位では,

シアル酸を含有する複合糖質が実際に産生されているも

のとみなすことができる。そこで,ラ ットの虹彩,毛様

体において,シアル酸を含有する複合糖質を産生してい

る部位を明らかにするべく,in situ hybridiZation組 織化

学的手法を用いて,0‐結合型の糖鎖であるガラクトース

βl,3N‐ アセチルガラクトサミンにシアル酸を付加する

α2,3‐ sialyltransferase(α 2,3‐ST)の mRNA7)の 発現分

布について検索した.

II実 験 方 法

先に報告した in situ hybridization組 織化学の方法 5)

に準じて,ブ タの肝臓からmRNAを精製,逆転写酵素を

日眼会誌 99巻 4号

図 1 ラッ ト虹彩・毛様体の digoxigenin標 識 RNAプ ロープのハイプリダイズ像 .

A:α 2,3-sialyltransferase(α 2,3‐ ST)の antisenseプ ローブのハイブリダイズ像.毛様体には,その上皮と

考えられる部分にびまん性のシグナルが観察される。虹彩の上皮 と考えられる部分には,散在性のシグナル

が観察される.バーは 100 μm
B:α 2,3‐ STの sen∞ プロープのハイブリダイズ像.虹彩・毛様体 とも,全体的に微弱なシグナルしか観察さ

れない。バーは 100 μm
C:α 2,3-STの antisenseプローブのハイブリダイズ像 (Aの 2つ の矢印ではさまれた虹彩先端部の強拡像 )。

虹彩色素上皮細胞の細胞質に,散在性にシグナルが観察 される。バーは 25 μm
D:毛様体部の α2,3-STの antisenseプ ローブのハイブリダイズ像 (Aの 2つ の矢じりではさまれた毛様体

部の強拡像 )。 毛様体無色素上皮細胞の色素上皮細胞側の細胞質に強度の,基底側 (硝子体側)の細胞質に軽

度のシグナルが観察される.バーは 25 μm
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用いて c―DNAを合成し,α 2,3-STの cDNA7)の塩基配

列に特異的なプライマー (5′
―GCTCGTCCGTTAGGCG―

TG‐ 3′ :5′―TGAGGCTGGGCCACCAAG‐ 3′)を 用 いて

PCRを行い,そ のcDNAを選択的に増幅,分離した。さ

らに,そ の cDNAを プラスミッドのBluescript SK(+)

に組み込みクローニングし,T3RNA polymeraseを用

いてantisenseの RNAプローブを,T7RNA polymer‐
aseを用いて senseの RNAプ ローブを合成 し,同時に

digoxigenin櫂吾識した.

自色 Wistarラ ット (生後 6週齢)を 4%paraformal―

dehyde,0.5%glutaraldehyde/燐 酸 緩 衝 液,pH
7.4(PBS)を 用いて灌流固定し,眼球を摘出した。眼球

を同固定液を用いてさらに一晩,浸漬固定した後,アル

コール脱水,パ ラフィン包埋し,8μ mの組織切片を作成

した。組織切片を脱パラフィンし,proteinase K(0.68

U/mI PBS)を 用いて 37° Cで 40分間消化した後,α 2,

3-STの antisenseあ るいはsenseの RNAプ ローブを,

45° Cで 36時間ハイブリダイズさせた。次に,非特異的に

吸着したプローブを洗い流した後,アルカリフォスファ

ターゼ標識 した digoxigeninに対する抗体を室温で 2時

間反応させ,最後にアルカリフォスファターゼの発色反

応を行った。

III 結  果

まず,光学顕微鏡の弱拡大の観察で,虹彩上皮部に散

在 性 に,毛 様 体 上 皮 部 に び まん性 に,α 2,3‐ STの
antisenseプ ロープがハイブ リダイズしている像が同定

された (図 lA)。 α2,3‐STの senseプローブを用いた場

合,虹彩・毛様体 とも,全体的にほとんど微弱なシグナ

ル像しか観察 されなかった (図 lB)。 強拡大の観察では,

虹彩色素上 皮細胞の細胞質 に,散在性 に α 2‐ 3増Tの
antisenseプ ローブのハイブ リダイズしているシグナル

が同定された (図 lC)。 また,毛様体無色素上皮細胞の

色素上皮細胞側の細胞質に強度の,基底側 (硝子体側 )

の細胞質に軽度の,α 2,3‐ STの antisenseプローブのハ

イブリダイズしているシグナルが同定された (図 lD)。

Antisenseプ ローブのハイブ リダイズのシグナル (図 1

A,C,D)は ,senseプローブのハイブリダイズのシグナ

ル (図 lB)と 上ヒ較してはるかに強かったことか ら, これ

らの信号が検 出された上皮細胞 に α2,3-STの mRNA
が分布 しているものと判定 された。
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IV 考  按

Haddadら 4)は ,家兎の硝子体中の複合糖質は,毛様体

無色素上皮細胞によって分泌されると報告している。著

者 ら3)も サルを用いて,虹彩色素上皮細胞 よりも毛様体

無色素上皮細胞の基底側に,0-結合型,N―結合型複合糖

質 ともに豊富に分布 していることを報告した。今回,ラ ッ

トの毛様体無色素上皮細胞に強度の,虹彩色素上皮細胞

に軽度の α2,3‐ STの mRNAの 発現像が観察 された こ

とは,シ アル酸を含有する O‐結合型複合糖質が前者で多

量に,後者で少量産生されることを示 している。過去の

組織化学的研究で同定された,毛様体無色素上皮に豊富

に分布する複合糖質は,今回の結果から,毛様体無色素

上皮細胞自身で多量に産生される複合糖質に由来するも

のであることが明確になった。 この複合糖質は,硝子体

中へも分泌されるのかも知れない。シアル酸を含有する

複合糖質は,網膜色素上皮細胞 と視細胞 との間の相互作

用に関して報告
5)さ れているの と同様 に,毛様体無色素

上皮細胞による貪食,毛様体無色素上皮細胞 と硝子体膜

との接着などの生理学的役割に関与 している可能性があ

る。
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