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器官培養した豚眼線維柱組織に対する副腎皮質ステロ

イ ド薬 (ステロイ ド)の影響を形態学的,生化学的に (さ

らにレクチン電子顕微鏡組織化学的に)検討した。電子

顕微鏡による観察では,ス テロイ ド投与により弾性線維

の構成要素である細線維の増加が認められた。二次元電

気泳動の結果,ス テロイド投与により70 kDaと 66 kDa

と52 kDa付近の蛋白が増加した。 レクチンブロッ トの

結 果,66 kDa付 近 の 蛋 白 は Triticum vulgaris

(WGA)・ Datura stramonium(DSA)に よく:染色され

ることから,N¨ Acetyl‐ D‐ glucosamine(GlcNAc)を含
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む糖蛋白であると推測された。さらに, レクチン電子顕

微鏡組織化学の結果,弾性線維の細線維はWGA・ DSA
に反応陽性で,その反応性はステロイ ド投与により増強

していた。以上の結果から,ステロイ ド投与により線維

柱組織の超微形態と成分に変化が起こり,弾性線維を構

成する糖蛋白成分が増加することが示された.(日 眼会誌

99:995-1004, 1995)
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Abstract
The effect of corticosteroid administration on (DSA). The elastic fibers reacted positively to WGA

porcine trabecular meshwork (PTM) was studied by and DSA, and the degree of this reaction was
ultrastructural and biochemical analysis. Electron strengthened by steroid treatment. 'l'hese results
microscopic observations showed an increase of demonstrated that steroid treatment induces ultra-
elastic fibers in PTM treated with steroids. Two- structural and biochemical changes in pTM, and an
demensional polyacrylamide gel electrophoresis increase of elastic flbers containing glycoprotein
with silver staining showed an increase of proteins with N-acetyl-D-glucosamine. (J Jpn Ophthalmol
with molecular weights of 52 kDa, 66 kDa and T0 soc gg : 9g5-1004, 1g95)
kDa. The 66 kDa protein was assumed to be a glyco-
protein containing N-acetyl-D-glucosamine, as it Key words : Porcine trabecular meshwork, Ste-
was stained positively in the lectin blot analysis with roid, Lectin, Glycoprotein, Elastic
Triticum vulgaris (WGA) and Datura stramonium fiber

I緒  言

近年,ヒ ト線維柱組織における房水流出抵抗の増大が

各種開放隅角緑内障の病因とみなされており1),線
維柱

組織内における種々の細胞外基質が房水流出抵抗に関与

しているものと考えられている1)～ 7)。

最近,実験的に緑内

障の病因病態を明らかにするため,ス テロィド緑内障の

モデル実験が行われてきている8)～ 14)。 すなわち,ヒ トまた

はブタなどの動物の線維柱組織に副腎皮質ステロイド薬

(ス テロイド)を投与 しつつ細胞培養,ま たは器官培養し

線維柱組織の変化を解析するという手法である。これら

の研究により,ス テロイドは線維柱組織における蛋白お
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よび糖の合成に何らかの影響を及ぼし,房水流出抵抗を

増大させるものと考えられつつある。しかし,ヒ ト線維

柱組織は非常に微細な組織であり,ま た,大量に入手す

ることは困難であることなどから,数多 くの研究にもか

かわらず,こ の房水流出抵抗を増大させる物質の正体に

は未だ不明の点が多い。そこで,本研究では比較的大量

に入手することが容易であり,ま た,線維柱帯の構築や

抗原性などが人眼に比較的近いといわれている豚眼の線

維柱組織
13)を

材料として使用した。培養は対照群 とステ

ロイド投与群 とに分けて行い,多 くの研究で用いられて

いる細胞培養ではなく,よ り生体に近い状態で培養可能

な器官培養を採用した。 こうして得られた豚眼線維柱組

織を試料 として用いて,ス テロイド投与により引き起 こ

される形態と糖蛋白成分の変化について検討した。形態

学的解析法 として,光学顕微鏡,透過型電子顕微鏡,レ

クチン電子顕微鏡組織化学的手法を用いた。また,生化

学的解析法 としては,一次元,二次元電気泳動とそのレ

クチンブロットを行った。

II実 験 方 法

1.器 官 培 養法

材料 としては豚眼 (ラ ンドレース,1歳 )を摘出後,氷

冷保存 し12時間以内に使用した。器官培養の方法は既

報
15)に 準じて行った.すなわち,実体顕微鏡下で線維柱

組織を含む 6mm角の 6個の強角膜組織片を作製し,こ

れらの組織片を対照群 とステロイド投与群 とに分けて器

官培養 した。Eagle's minimum essential medium

(GIBCO)に 10%ウ シ胎児血清 (GIBCO)と 200Uペニ

シリンGを加えたものを対照群の液体培地 とし,さ ら

に,これにステロイドを加えたものをステロイド投与群

の液体培地 とした。ステロイドの濃度はリン酸デキサメ

タゾン (オ ルガドロン①,三共)10-4Mと した。培養はす

べて5%C02,湿度 100%,37° Cの条件下で 3週間行い,

培地は 3日毎に交換した。

2.形態学的解析法

光学顕微鏡および電子顕微鏡試料作製 と観察

器官培養後,組織片は直ちに2.5%グルタールアルデ

ヒドで固定した後,既報
15)に 準じてエポン樹脂で包埋し

た。次に,包埋された試料から超ミクロ トームを用いて

lμmの薄切片を作製し, トルイジンブルーで染色した

後に光学顕微鏡で線維柱組織を観察した。さらに,0.1

μmの超薄切片を作製した後,酢酸ウランとクエン酸鉛

で電子染色を行い,日立 HS-9透過型電子顕微鏡 (加速

電圧 75 kV)で線維柱組織を観察した。

3.生化学的解析法

1)二次元電気泳動

器官培養終了後の組織片から実体顕微鏡下で線維柱組

織を切 り出し,8M尿 素および Nonidet P-40を 含む試

料抽出液を加えてホモジネー トした。次に,遠心分離を
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行い不溶性成分を除去し,そ の上清を泳動試料 として使

用した。二次元電気泳動は 0'FarreH法 16)で
行い,一次元

目の等電点電気泳動は内径 lmmの ガラス管内に作 ら

れたポリアクリルアミドゲル中で行った.こ の際,対照

群 とステロイ ド投与群 との間で泳動する組織量が異なら

ないように調整 した.等電点電気泳動後ポリアクリルア

ミドグルを取 り出し,ス ラブゲル上に固定 し二次元目の

sOdium dOdecyl sulfate(SDS)電 気泳動を施行 した。ク

マシー染色 お よび Morrisseyの 方法
17)に よる銀染色 を

用いて泳動パターンを分析 した。

2)一次元 レクチンブロツト

前述のごとく,抽出した試料に 1%SDSを 含むサンプ

ルバッフアーを加え 100°Cで 5分間煮沸した。それ らを

対照群 とステロイド投与群 との間で泳動する組織量が異

ならないように調整した後に,Laemmliの 方法
18)に

従っ

て 7.5%SDS一ポ リアクリルア ミドゲルで電気泳動 し

た。次に,Towbinら 19)の 方法に従い,ト ランスファーブ

ロットを行い,ニ トロセルロース膜に転写 した.次に,

花井ら20)の 方法を用いてレクチン染色を行った。すなわ

ち,ニ トロセルロース膜 を 2%Tween/0.15 M sodium

phOsphate burer(PBS)pH 7.2で 洗浄後,3%Bovine
Serum Albumin(BSA)/0.15 M PBS pH 7.2で ブロッ

キングを行った.Tween‐PBSで再び洗浄後,4° Cの条件

下でペルオキシダーゼ標識 レクチンに一晩反応させた。

さらに,0.05Mト リス塩緩衝液で洗浄した後にナフ トー

ルで発色 させた。レクチンは表 1に ある 10種類を使用し

た。

3)二次元 レクチンブロツト

前述のごとく,二次元電気泳動後ニ トロセルロース膜

に転写し,一次元のものと同様にレクチン染色を行った .

レクチ ンは一 次元 レクチ ンブ ロットの結 果 か ら,

canavalia ensifOrlnis(ConA), Triticuln vulgaris

(WGA),Datura stramOnium(DSA)を 使用 した。

4.レ クチン電子顕微鏡組織化学

器官培 養 終 了後,既報
21)22)に

従 い組織片 は直 ち に

Lowicryl K 4 MI(chemische Werke Lowi GIMBH&

cO.waldkraiburg,Germany)に 冷包埋 した。包埋 した

組織から厚 さ 0.lμ mの超薄切片を作製し,既報
21)に

従

いレクチン染色を行った。一次元レクチンブロットの結

果から,ConA,WGA,DSA(生 化学工業)の三種のビオ

チン標識 レクチンを使用 し,15 nmコ ロイ ド金標識ス ト

レプ トアビジン (Amersham,UK)の 30倍希釈液で染

色 した。酢酸 ウランとクエ ン酸鉛で電子染色 をした後

に,日 立 HS-9透過型電子顕微鏡 (加速電圧 75 kV)で観

察した。

III 結   果

1.光学顕微鏡所見

光学顕微鏡 レベルでは,対照群 とステロイ ド投与群の
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CONTROL

STEROID

図 1 器官培養後の豚眼線維柱組織の電子顕微鏡写真 .

ステロイド投与群では弾性線維の構成要素である細線維の増加が認められる.

CONTROL:対照群,STEROID:ス テロィド投与群,E:弾性線維の細線維,C:膠原線維
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線維柱組織の間に形態的な差は認められなかった。

2.電子顕微鏡所見

ステロイド投与群の線維柱組織では対照群のそれに比

して,弾性線維の構成要素である細線維が著明に増加 し

ていた (図 1)。
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3.二次元電気泳動

クマシー染色では対照群 とステロイド投与群 との間に

泳動パターンの差 は認 め られなかった。銀染色 を行 う

と,ス テロイ ド投与群では分子量 70 kDa(P15.4)と 66

kDa(P14.5)お よび 52 kDa(P15.6)の付近 に対照群
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では認められないスポッ トが認められた (図 2)。

4.一次元レクチンブロッ ト

各種 レクチンの染色性 は対照群 とステロイ ド投与群 と

もに, ConA, WGA, DSA, Lens culinaris(LCH),

Phaseolus vulgaris E 4(PHA‐ E4)で強陽性を示し,

Sambucus nigraagglutinin(SNA),PHA‐ L4で弱陽性

:)ヽ A

を示し,Ulex europaeus(UEA‐ I),Arachis hypOgaea

(PNA),Maackia amurensis(MAM)で はほとんど染

色されなかった.WGAと DSAお よび PHA―E4におい

て染色性に変化がみられ,他のレクチンでは対照群とス

テロイド投与群 との間に差は認められなかった。WGA,
DSAの染色性はステロイド投与群では,対照群に比べて
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図 3 器官培着後の豚眼線維柱組織の一次元レクチンプロット所見 .

Triticum vulgaris(WGA),Datura stramonium(DSA)で は矢印で示 した部位でステロイ ド投与群にバン

ドの染色性の増強が著明に認められる。Phaseolus vulgaris E 4(PHA‐ E4)では矢印で示 した部位でステロ

イ ド投与群にバ ンドの染色性の増強がわずかに認められた.ConA,LCHで は対照群 とステロイド投与群の

間に差は認められない。

Lane C:対照群,Lane S:ス テロィ ド投与群
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図 4 器官培養後の豚眼線維柱組織の二次元 レクチンブロッ ト所見。

WGA,DSAは 矢印に示 した部分で泳動スポットの増強が認められた
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6。 レクチン電子顕微鏡組織化学所見

WGAお よびDSAに よる染色では,対照群,ス テロイ

ド投与群 ともに,弾性線維の構成要素である細線維にレ

クチン結合を示す金粒子が認められ,ス テロイド投与群

では対照群に比べて金粒子数が増加 していた (図 5).

ConAに よる染色では,対照群,ス テロイド投与群 とも

に,膠原線維の周囲および弾性線維の構成要素である細

線維にレクチン結合を示す金粒子が多数認められたが,

対照群 とステロイド投与群の間に著明な差は認められな

かった (図 5)。

66 kDaお よび 60 kDa付近のバ ン ドで著明に増強 して

いた。PHA―E4でも,そ の染色性はステロイ ド投与群で

は対照群 に比べて 66 kDaお よび 60 kDa付近のバ ン ド

で僅かに増強 していた (図 3)。

5.二次元レクチンブロッ ト

WGA,DSA,ConAの 染色性はいずれ も陽性であ り,

WGA,DSAと もに 66 kDa(P14.5)付 近のスポットで,

対照群に比べてステロイ ド投与群のスポットの染色性が

増強 していた。しかし,ConAで は対照群 とステロイ ド投

与群 との間に差は認められなかった (図 4)。

WGA

DSA

ConA

cONTROL STERO!D

図 5 器官培養後の豚眼線維柱組織のレクチン電顕組織化学所見 .

WGA,DSAで はステロイ ド投与群で金粒子の付着が増加 している.

CONTROL:対照群,STEROID:ス テロイド投与群,E:弾性線維の細線維,C 膠原線維

籠

　

一
‘

・

一
Ｉ

Ｒ
¨

軌

1鑢
|

“
サ

●
ｔ
一
■
●
¨
●
　
　
―

●
´
一
●
マ
■
●

　

　

●
―

―
●

拳
|_

・二 .

||||111螂

痣
嶽ヽ.

,|■

璽

1.. 
・ |:

=ヽ
|:

■■

..彗
::

●
１

‐
　

一

ｍ
Ｔ

μ
口

５

中

じ

■
ｎ

】

ｆ

自

搬



1002

IV 考  按

本研究においては,豚眼の線維柱組織を対照群 とステ

ロイド投与群とに分けて器官培養したものを使用し,培

養後の線維柱組織を形態学的,生化学的に検討して,対
照群 とステロイド投与群 との間に変化のあることを示し

た。豚眼を用いたこのような研究は,細胞培養によるも

のがわずかに報告されているのみで,よ り生体に近い状

態で培養可能な器官培養を用いた研究報告は今までほと

んどなされていない。電子顕微鏡所見ではステロイド投

与群における弾性線維の構成要素である細線維の著明な

増加が認められているが, このような報告も過去にはな

されていない。また,二次元電気泳動を行い,銀染色を

行うとステロイド投与群において対照群では認められな

い泳動 スポットが分子量 70 kDa(P1 5.4)と 66 kDa

(P14.5)お よび 52 kDa(P15.6)付近に認められる。以

上から,ス テロイド投与により豚眼の線維柱組織では極

微量の蛋自の増加が起こり, しかもそれが線維柱組織の

弾性線維の細線維と何らかの関係のある可能性が示唆さ

れた。

次に, この変化をより詳細に生化学的に検討するため

に一次元 の レクチ ンブロットを行った。その結果,

ConA,WGA,DSA,PHA― E4,LCAで は染色性は強

陽性であったことから,豚眼線維柱組織はα‐Mannose

(α
‐Man),ま たは″Glucose(α ―Glc)お よび N‐Acetyト

D‐glucosamine(GlcNAc)を 糖鎖末端 に持つ糖複合体

を含むことが示唆される。WGA,DSAお よび PHA‐E4
では対照群に比べてステロイド投与群で染色性の増強す

るバンドが 66 kDaお よび 60 kDa付近に認められてい

る。WGA,DSAお よび COnAを 用いて二次元のレクチ

ンブロットを行ってみたところ,ConAではやはり差は

認められないが,WGA,DSAで は一次元 レクチンブ

ロットでも差の認められた分子量 66 kDa付近で,し か

も二次元電気泳動においてステロイド投与群に新たに出
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現 した泳動スポットにほぼ一致する部位 (66 kD,P14.5

付近)で,対照群に比べてステロイ ド投与群のスポット

が増強 していた.こ れ らのことから,二次元電気泳動の

銀染色の結果,差の認められた 70 kDaと 66 kDaお よび

52 kDa付近の泳動スポットのうち,少な くとも66 kDa

付近の泳動スポットは,WGA,DSAお よび PHA― E4と

親和性のあるGlcNAcを 糖鎖末端 に持つ糖蛋自である

可能性が示唆された。一方,WGA,DSA,PHA‐ E4と

同じくGlcNAcに 特異的に結合する LCHで は,一次元

レクチンブロットにおいてステロイ ド投与群で増強する

バンドは認められていない。これは同 じGlcNAcに 結合

するレクチンであって も,そ の結合特異性は表 1に 示 し

たごとく異なっているためと思われる.

次に,線維柱組織 におけるレクチン電子顕微鏡組織化

学で もステロイ ド投与で変化がみられた。ConA,WGA,
DSAと もに染色性は陽性であるが,ConAで は対照群 と

ステロイ ド投与群の間に著明な差 は認められていない。

一方,DSA,WGAで は対照群に比べてステロイ ド投与

群で増加 した弾性線維の構成要素である細線維に対する

金粒子の付着が増加 している。

以上のことをまとめると,以下の ことが推測される。

線維柱組織にステロイ ドを加えて器官培養すると,線維

柱組織の弾性線維の構成要素である細線維が増加 し, ま

た,分子量約 70 kDa(P15.4),52 kDa(P15.6)の蛋白

お よび分子量 66 kDa(P14.5)で GlcNAcを 糖鎖末端

に持つ糖蛋白が増加する.レ クチン電子顕微鏡組織化学

的方法を用いて検討 したところ, これ らの蛋自のうち,

少な くともGlcNAcを糖鎖末端にもつ糖蛋白は,ス テロ

イ ド投与により増加 した弾性線維の細線維の構成成分で

あることが示唆された。

過去の報告において,ス テロイ ド投与により線維柱組

織に生化学的変化が起 こり,特に糖蛋自の合成分泌が増

加することが示されて きている。Johnsonら 8)は ヒ ト前

眼部の器官培養においてステロイ ドを投与すると,グ リ

表 1 レクチンブロットに使用した 10種類のレクチン糖鎖特異性

レクチン(起源) 糖 鎖 特 異 性 製  造

WGA (Triticum vulgaris)

DSA (Datura stramoniun-r)

LCFi (Lens culinaris)
PFIA-84 ( Phaseolus vulgaris)
I']HA-L-l (l'haseolus vulgaris)
ConA (Canavalia ensiformia)
l,NA (Arachis hypogaea)

UEA-l (Ulex europaeus)

SNA (Sarnbucus nigraaggh-rtinin )

NIAM (Maackia amurensis)

GlcNAc(β l‐ 4GlcNAc)I-2
Sia

Galβ l-4GlcNAc
GIcNAc(β l-4GlcNAc)]-3

α‐Mano α‐Glc・ Fuc αl-6GlcNAc

bisecting GIcNAc

α‐Manを 持つ複合型糖ペプチド

α―Man・ α―Glc・ GlcNAc
Galβ l-3GalNAc・ α‐Gal・ β‐Gal

L‐ Fuc

β―Gal

Sia α2‐3Gal

生化学工業

生化学工業

生化学工業

生化学工業

生化学工業

生化学工業

生化学工業

EYラ ボラトリーズ

EYラ ボラトリーズ

Gal : Galactose, Man: Mannose, Fuc : Fucose, Lac: Lactose, Sia : Sialic acid, GlcNAc
N-Acetyl-D-glucosamine, GalNAc : N-Acetyl-D-galactosamine
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コサ ミノグリカン合成 は低下するが,35s_メ チオニンに

ラベル される分子量約 29,55 kDaの細胞内蛋自の増加

と分子量約 48,60～ 66,105 kDaの 蛋自の分泌が認めら

れると報告 している.Partridgeら 9)は ヒ ト線維柱組織を

16時間細胞培養してステロイドを投与すると,35s_メ チ

オニンにラベルされた分子量約 35,65,70 kDaの細胞内

蛋白が増加 し,分子量約 40,90,100 kDaの 蛋自が分泌

されると報告している。また,Yunら 12)は ヒト線維柱組

織にステロイドを加えて細胞培養すると,細胞内外にエ

ラスチンが増加し,こ れが房水流出抵抗増大に関与 して

いる可育旨
′
隆について述べている。Tripathiら 13)は

豚目艮線

維柱組織 の細胞培養 を行い,ス テロイ ドを加 えると 56

kDaの 蛋自が出現し,し か もそれはある種のレクチンと

親和性 をもつことから,シアル酸を含む糖蛋白であると

指摘 している。本研究の結果 とこれら過去の報告では,

ステロイ ドを投与するとある種の蛋白もしくは糖蛋白が

増加す るという点ではほぼ一致した。分子量およびレク

チン結合性などの点で若干の相違点が認められるが, こ

れらは実験に使用した眼球の種差および培養方法,解析

方法の相違など,実験方法が異なることから,単純に比

較することはできないと思われる。また,本研究では過

去の研究ではなされていない二次元の電気泳動 とそのレ

クチンプロットを行い,前述のごとくさらに詳 しく,増
加 した蛋白・糖蛋自の性状を解析し得た。

本研究で増加の認められた蛋自は, どのようにして増

加 したのであろうか。 これまでの多 くの研究報告では,

ステロイ ド投与により線維柱細胞における蛋白合成が増

加するとしている。しか し一方で,Snyderら 23)は ヒト線

維柱組織 にステロイ ドを加 えて細胞培養および器官培養

すると,あ る種のプロテアーゼが減少 し,細胞外基質の

turn overが 長 くなり,そ の結果,房水流出抵抗を増大さ

せる物質の蓄積が起 こるとしている。ステロイ ド投与に

よる房水流出抵抗の増大 は,線維柱細胞における蛋自合

成の結果なのか,プロテアーゼ減少による細胞外基質の

turn overの遅延によるものなのか,あ るいはその両者

によるものなのか,本研究からはこの問題に対する解答

は得 られない。また, これらの増加する蛋白 。糖蛋自の

ア ミノ酸配列などは未だ不明である。今後はこれらの間

題を課題 とし,研究をさらに進めて行 きたいと思う。

稿を終えるにあたり,本研究の御指導と論文の御校閲をい

ただきました信州大学医学部眼科学教室教授瀬川雄三先生に

深謝いたします。また,実験の御指導をいただきました解剖学

第一講座自田信光先生ならびに寺沢 求先生に,さ らに,実験

に御協力をいただきました当眼科学教室野原雅彦先生ならび

に小島秀伸先生に感謝いたします.
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