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　　　The　effect　of　dexamethasone　on　the　cultured　human　trabecular　meshwork　wa白evaluated　electron－

microscopically．　The　tissues　were　obtained　from　14　normal　postmortem　individual　eyes，　aged　64－89　years．

Two　explants　were　dissected　from　each　of　the　eyes；one　of　them　was　cultured　as　a　control　specimen，　the　other

was　cultured　with　dexamethasone，　Dexamethasone　was　added　to　the　culture　medium　for　2　weeks　at　a

concentratiQn　of　1．9×10－4　M．　The　cultured　specimens　were　then　processed　for　transmission　electron　mi－

croscopy．　We　evaluated　the　electron　micrographs　to　determine　the　percentage　areas　occupied　by　the　cells，　the

extracellular　materials　and　the　empty　space　in　the　endothelial　meshwork　using　corriputer－assisted　mor－

phometry．　In　5　individual　specimens，　a　statistically　significant　increase　in　extracellular　materials　with

trabecular　cells　containing　numerous　intracytoplasmic　vacuoles　was　confirmed　2　weeks　following　the　adminis・

tration　of　dexamethasone。　In　addition，　fusions　of　trabecular　cells　were　usually　observed　in　such

dexamethasone－treated　specimens．　In　the　remaining　g　individual　specimens，　there　were　no　significant　mor－．

phologic　and　morphometric　differences　between『ontrol　specimens　and　dexamethasone・treated　specimens，

These　results　suggest　that　dexamethasone　may　affect　the　trabecular　meshwork　metabolisrn　to　cause　an

accumuIation　of　extracellular　materials．　Shinshuルted．　」，40’435－444，ヱ992

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　April　30，1992）

Key　words：human　trabecular　meshwork，　electron　microscopy，　morphometry，　organ・culture，

steroid－induced　glaucoma

ヒト線維柱組織，電子顕微鏡的観察，画像解析，器官培養，ステロイド緑内障

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　テロイド緑内障と呼ぼれている）が起こることが初め
　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　　言

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て報告されて以来，Armaly2）－5），　Becker6），　Becker

　ステPtイド点眼剤が登場して間もなくのこと，　　とMills’）8｝，　RohenらD）によって詳細に研究され，正

Frangois1）によって，この点眼剤を使用していると眼　　常眼圧者でもこの点眼剤を1ヵ月前後使用すると約36

圧が上昇し開放隅角緑内障（現在この型の緑内障はス　　％の者が房水流出率が低下し眼圧上昇をきたし放置す
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れば失明することが明らかにされてきた。　　　　　　　1％精製寒天ブPック培地上に静置し，これに10％牛

　Rohenら9）は，ステPtイド緑内障のSchlemln管内　　胎仔血清（GIBCO，　Grand　Island，　NY，　USA），90

壁直下の内皮網内に基底膜様，細線維様物質の多量の　　％Eagle’s　minimurn　essential　medium（GIBCO）の

蓄積を観察しそれが流出抵抗増大物質であると考えた。　液体培地を加えて培養した。同一眼から得られた対の

F・anggi…1，　F・a・9・i・とVi・t・・ia11・は，このような　組織片の一方は対照群として・Xeの一方e＃ステPイ

物質の出現はステロイドのライソゾーム膜安定化作用　　ド投与群として2週間器官培養した。ステロイド投与

のため酵素が細胞外に放出されなくなり蓄積するとい　　群に対しては培養開始と同時にリソ酸デキサメサゾン

う説をたてた。ところが，近年の研究では，ステロイ　　ナトリウム（オルガドロン②，三共，東京）を1．9×

ドは分解よりも合成に影響を与えるというデータが優　　　10－4Mを加えた。培養2週目に各群の組織片を取り出

位になってきている。Weinrebら’2）一’4）によると，線　　し，　pH7，3の0．1Mリソ酸バッファーにて溶解した2，5

維柱細胞の核にはステロイドのリセプターが存在し，　　％グルタールアルデヒド固定液にて24時間固定した後，

細胞の代謝や行動に幅広く影響を与えていることが判　　同じバッファーにて溶解した1％四酸化オスミウム固

明している。またグリコサミノグリカンやプロテオグ　　定液にて1時間後固定した。組織片は同じバッファー

リカンの生化学的変化が動物眼やヒト眼の培養線維柱　　で洗浄しエタノール系列で型のごとく脱水した後エポ

組織に認められてはいるが，デキサメサゾソの影響に　　キシ樹脂（Quetol　812，日新EM，東京）に包埋した。

関しては結果が一定せず，今なおステPtイド緑内障の　　包埋試料は光顕的観察のために経線方向の薄切片（1

病因は不明のまま残っている15｝｝25〕。　　　　　　　　　μm）を作製し0．1％トルイジソブルーで染色した。透

　我々の教室では，正常ヒト線維柱組織を12週間以上　　過電顕用経線超薄切片（90nm）は，　LKBウルトラト

器官培養することに成功しており25），さらにこの方法　　　一ムIII（8800）とダイアモンドナイフ（DuPont，

を用いて2週間培養した線維柱組織の内皮網に関して　　Swiss）で作製し，単孔メッシュ（1slot，　EM資材，

透過電子顕微鏡像の画像解析を行ったところ，同一眼　　東京）にのせ酢酸ウラニウムとクエソ酸鉛にて染色し，

から得られた組織試料では，どの部分でも細胞成分，　　　日立HS－9透過型電子顕微鏡（加速電圧75kV）にて

細胞外成分，空白成分の占める面積百分率が同じであ　　観察した。

ることが判明した27）。そこでデキサメサゾソが内皮網　　　観察した内皮網はSchlemm管内壁内皮細胞から角

の3要素にどのような影響を与えるかについてを14眼　　強膜線維柱層板の最外層の内皮細胞の間とした。　・

のそれぞれ2ヵ所から得た対の培養線維柱組織を用い　　　細胞外成分は，線維要素として弾性線維と膠原細線

て画像解析し36％に細胞外成分の有意の増加を確認し　　維束があり，無定形要素として基底膜，基底膜様物質，

たのでここに報告する。　　　　　　　　　　　　　　　　細線維様物質，微細穎粒様物質が含まれた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各試料より，Schlemm管内壁中央部の内皮網を
　　　　　　　　II欄と方法　　　　2，。。。徹て5視購影した。この5視野はS，hl，mm

　死後12～36時間経過していた64～89歳（平均80歳）　　　管内壁の長さのほぼ4／5に相当する内皮網を含んでお

の正常屍体摘出眼14例14眼を使用した。これら14例の　　り，おのおののネガフィルムは約1，000μm2に相当し，

内訳は64歳男，64歳女，65歳男，78歳女，79歳男，79　　それから4，000倍の電顕写真を作製した。ここで，対

歳女，82歳女，83歳男，83歳女，84歳男，84歳女，87　　照群とステPtイド投与群との間で電顕像の対比検討を

歳女，89歳男，89歳女の男6例女8例であった。これ　　行った。続いて面積計測装置（サソコンタクト社製，

らの眼球はすべて角膜移植後に使用したもので提供時　　CA－100型，京都）を用いて，内皮網の構成要素であ

に家族の同意を得た。器官培養の方法は既報26｝27｝の通　　る細胞成分，細胞外成分，空白成分を計測した。おの

りで，大きさ約4×4mmの相接する線維柱組織を　　おのの試料の対照群ならびにステロイド投与群より得

含む組織片をおのおのの眼球から2個ずつ切り出して，　た5枚の電顕写真の計測値をt検定で比較し両者間に

図1　症例2，64歳男，対照群の内皮網　SC：シュレム管。×2，000

図2　症例2，64歳男，ステロイド投与により反応を示した内皮網。

　　内皮網内の細胞外成分が，図1に比べて増加しており，細胞質内空胞を有する細

　　胞が存在する。SC：シュレム管。矢印：細胞質内空胞。×2，000
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有意の差のあるものを求めた。　　　　　　　　　　　　B　計測所見（表1，2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ステロイド投与群のほうが対照群に比して細胞外成

　　　　　　　　III結　　　果　　　　　　　　　　分が有意に増加し，空白成分が有意に減少したものが，

A　透過電子顕微鏡所見（図1－6）　　　　　　　　　　表1にみられる様に5症例認められた。細胞成分には

　ステロイド投与により細胞外成分の増加が認められ　　有意の差はみられなかった。これら以外の9症例では，

た5症例ではすべて内皮網内のみならず線維柱組織内　　表2の様に，細胞外成分，空白成分とも有意の差はみ

の細胞にしばしば多数の空胞を有する細胞が観察され　　られなかったが，2症例では細胞成分の増加がみられ

た。この細胞は核，仁ともに大きく，リボゾーム，粗　　た。

面小胞体，糸粒体やゴルジ装置がよく発達しており，　　　　　　　　　　　N　考　　　察

多数の空胞内には低電子密度から高電子密度に至る比

較的均質な物質が内包されており，細胞外にはこの細　　　　本研究で示されたように，正常ヒト線維柱組織を培

胞が産生したと思われる細胞外物質が散在していた。　　地にステロイドを加えて2週間器官培養すると，対照

角強膜網の線維柱層板には，対照群に比し顕著な細胞　　　に比して内皮網内の細胞外要素が有意に増加し，線維

融合が認められた。　　　　　　　　　　　　　　　　柱層板に細胞融合が生じる群，すなわちステロイドに

　対照群とステロイド投与群との間で有意の差が認め　　反応する群と反応しない群とに分かれる。反応する群

られなかった9症例では，両者の電顕所見に差はなく，　の割合が36％となったがこの割合は，報告された臨床

多数の空胞を有する細胞も細胞融合も認められなかっ　　例7）8）のステロイド反応群の割合ともよく一致している。

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　本研究で示されたステロイドに対する反応性の有無と，

表1　内皮網における面積百分率（％），ステロイドに反応した群

讐蜘　　　　CS　　ECM　　ES
　1　　　　　　Contro1君羊　　　　　11．8±　3．8　　　　　33，1±　5．2　　　　　　　　55・1±　2・7

f．83　　　Dex．投与群　　13．1±8．1　　56，5±7．3卓　　　　30．4±8．0榊串＊

　2　　　　　　Control君羊　　　　　10．2±　3．7　　　　　23，3±　2．9　　　　　　　　66・5±　4・6

m．64　　Dex．投与群　　　10，9±3．3　　40．6±3．8＊＊＊＊　　48．4±3．1＊＊＊＊

　3　　　　　 Control君羊　　　　 13．1：ヒ　3．8　　　　21．7±　7．0　　　　　　　65．2±10．3

f，79　　　Dex，投与群　　　9．9±3．0　　39．6±5，7＊艸　　　50．5±8．4＊

　4　　　　　　Contro1君羊　　　　　14．1±　3．9　　　　　39，1：ヒ　5．2　　　　　　　　－46．8±　5．1

m．83　　Dex．投与群　　20．1±5．8　　48．5±4．7＊＊　　　31．4±7．7＊＊＊

　5　　Control群　　21．8±7．1　　28．8±5．6　　　49。4±3，1
f，89　　　Dex．投与群　　21，5±6．7　　40、3±5，7榊　　　　38．2±3．6桝＊

n＝5．Mean±SD，，　f，：female，　rn．：male，　Dex．：デキサメサゾソ，

CS：細胞成分，　ECM：細胞外成分，　ES：空白成分．

＊：Pく0．05．　＊＊：P＜0．02，　＊＊串：P＜O．01．　＊＊＊＊：P＜0．001．

図3　症例2，64歳男，ステロイド投与群の内皮網の空胞を有する細胞の拡大像

　　空胞内には種々の電子密度の物質が存在する。x6，000

図4　症例2，64歳男，ステロイド投与群の内皮網の空胞を有する細胞の強拡大像

　　細胞の近傍に細胞外成分が散在している。×10，000

図5　症例2，64歳男，対照群の線維柱層板×4，000

図6　症例2，64歳男，ステロイド投与群の線維柱層板

　　図5と異なり，層板が互いに癒合している。×4，000
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表2　内皮網における面積百分率（％），ステロイドに反応しなかった群

讐蜘　　　　・・　　ECM　　・・
　6　　　　　　　Contro1霜羊　　　　　　　　18．7±　8．0　　　　　　　　　35．5±　5．2　　　　　　　45．7：ヒ　9．6

m，89　　Dex．投与群　　　　22．1±8．1　　　　38．9±3。8　　　39．0±11．4

　7　　　Control群　　　23．6±4．9　　　28．1±8．8　　　48．3±10．3
m，65　　Dex．投与群　　　22，1±5．4　　　　31．0±3．9　　　46．9±6，4

　8　　　　　　Contro工君羊　　　　　　　12．0土　4，3　　　　　　　　38，3±10．2　　　　　　53．6±　8．8

m．84　　Dex，投与群　　　19．7±3．O＊＊　　　38．0士8．0　　　41．9±9．7

　9　　　　　　Control群　　　　　　 12．3±　3．2　　　　　　　33．0±　4．4　　　　　　54．9±：　3．O

f．87　　　Dex，投与群　　　　11．8±7，3　　　　　26，0±7．1　　　　62．2±12．5

　10　　　　　　Control君羊　　　　　　　14，5±　2。9　　　　　　　　37．9±10．8　　　　　　47．7±13，2

m．79　　Dex．投与群　　　　19．3±3．8＊　　　　36．5±11．5　　　44，1±12．0

11　　　　　　Control君羊　　　　　　11．0：ヒ　3．7　　　　　　　33．6：ヒ　4．4　　　　　　55．5：ヒ　7．8

f．82　　　Dex．投与群　　　　14，3±4．8　　　　35，1±6．4　　　50．5±10．1

12　　　　　　　CQntrol群　　　　　　　 16，3：ヒ　5．9　　　　　　　　　24．6±　3．4　　　　　　　59．2：ヒ　7．7

f．84　　　Dex．投与群　　　16．8±7，0　　　　20．3±3．3　　　62．9±6．0

13　　　　　　　Control群　　　　　　　 16．3±　5．1　　　　　　　　　24，6±　5，1　　　　　　　59．11：　8．6

f，64　　Dex．投与群　　　14，8±2．0　　　　26．7±6。8　　　58．5±6．0

14　　　　　　Control君羊　　　　　　　16．7±　3．8　　　　　　　　29．5±　3．1　　　　　　53．8±　5．O

f．78　　　Dex．投与群　　　　16．7±4，5　　　　31．9±4．8　　　51．3±6．5

n　＝5．Mean±SD．，　m．：male，　f．：female，　Dex，：デキサメサゾソ，

CS：細胞成分，　ECM：細胞外成分，　ES：空白成分．

＊：Pく0．05．　＊＊：Pく0．02．　＊＊＊：P＜0．01，　＊＊＊＊：P＜0．001，

症例の性別，年齢との相関は今回は症例数が少なく検　　た線維要素は，加齢とともに無定形要素にとって代わ

討できなかったが，細胞外成分の増加はステロイドに　　られることも明らかにされている34）。教室での追加研

よって引き起こされたものと思われ，その所見と一致　　究（未発表）によると，ステロイドで有意に増加する

して線維柱細胞の活性化と種々の電子密度の内容物質　　細胞外成分は微細穎粒様無定形物質ではなくて基底膜

を含んだ多数の空胞の出現があげられる。同様な所見　　様無定形物質であることが確かめられている。前述の

は，サル線維柱組織を器官培養したJung24⊃の研究で　　ごとくこの基底膜様無定形物質には種々の物質が含ま

も認められ，器官培養された人眼の線維柱組織にハイ　　れているが，最初に考えられるのがグリコサミノグリ

ド・コーチゾンを加えたTripathiら28）の研究でも報　　カンの増加である。教室での結果（第56回日本中部眼

告されている。内皮網の細胞外成分は線維要素と無定　　科学会，1990年11月，神戸）によると，ステロイドの

形要素から構成されているが，前者は弾性線維と膠原　　投与によってグリコサミノグリカンの合成が抑制され

細線維であり，後者は基本的には基底膜様無定形物質　　るというデータが出ている。Johnsonら35）によると，

と微細穎粒様無定形物質から構成され七いる。基底膜　　培養ヒト線維柱組織にステロイドを加えると，コンド

様無定形物質はRohenら29）のいうType　I　plaqueに　　Pイチン硫酸，デルマタン硫酸の合成が低下し，その

相当し微細穎粒様無定形物質はType　III　plaqueに相　　代わりに35　S一メチオニンでラベルされるタンパクが

当する。基底膜様無定形物質には，グリコサミノグリ　　出現するという。Partridgeら36），　Polanskyら37）38〕に

カソ3°）31），プロテオグリカソ32），r1型コラーゲソ33），　　よると，35S一メチオニソでラベルされる36，65，70

ラミニソ33）の存在が明らかにされており，微細穎粒様　　kDの細胞タンパクと40，90，100kDのタソパクが細

無定形物質にはラミユン33）の存在が知られている。ま　　胞外に分泌されたり，54－56kDならびに64－68kDの
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タソパクが出現するという。教室の研究（第96回日本　　出現率と本研究結果とは統計学的に有意差は認められ

眼科学会総会，1992年5月，横浜）では35S一メチオ　　なかった。以上から我々の器官培養法は眼圧は測定で

ニソが線維柱細胞の空胞内ならびに細胞外要素に存在　　　きないものの，種々の薬剤の線維柱組織に与える影響

することが確認されているので，ステロイドで増加し　　を検討するにはきわめて有用な実験モデルということ

た無定形物質には線維柱細胞で合成され分泌された，　　ができる。

P・lan・kyらs7’38’のいうタソ”質が含まれているも　　　　V結　語
のと思われる。Tripathiら2a〕はステロイドを加えると

シアル酸を含有する糖タソパクが増加するとし，ブタ　　　正常人（64～89歳）14例より摘出した14眼よりおの

でも56kDのシアル酸を含有する糖タソパクの出現を　　おの1対の線維柱組織片を切り出し，一方には培地に

報告している39）。本研究で認められた無定形物質もこ　　ステPイドを加え他方は対照として，いずれも2週間

れらと同質のものと思われるがその本体の解明には今　　器官培養を行った後，透過電子顕微鏡試料を作製し，

後の生化学的研究が必要である。最近の研究によると，　形態学的変化を比較検討し，内皮網の①細胞成分，②

流出抵抗はグリコサミノグリカソよりはむしろタンパ　　細胞外成分，③空白成分の面積百分率を画像解析にて

クによって起こるといわれているので4°），この無定形　　求め次の結論を得た。

物質の増加が流出抵抗増大を引き起こすものと思われ　　　　5症例では，内皮網に細胞外成分の増加と多数の空

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞を有する細胞の出現が認められ，線維柱層板では細

　本研究の線維柱層板にみられた細胞融合はシアル酸　　胞融合がしばしば観察された。

含有の糖タソパク質が増加することによると考えられ　　　その他の9症例では対照群とステロイド投与群との

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　間には有意の変化は認められなかった。これらの結果

　本研究では36％に無定形物質の増加が認められたが，　　より，細胞外成分の増加が流出抵抗増大をきたし眼圧

最近行われたClarkら41）のヒト全眼の器官培養を用い　　上昇をきたすものと推測された。

た研究では，24眼中10眼すなわち42％に眼圧の上昇が

起こり，ステロイドに反応した例での線維柱組織には　　　本論文の要旨は第93回日本眼科学会総会（1989年5

層板の肥厚，細胞融合，細胞の活性化，細胞外要素の　　月，京都）で発表した。

増加が認められたとしている。培養方法が異なり本研　　　稿を終えるにあたり，御指導と御校閲を賜った恩師，

究結果との直接的な比較はやや困難ではあるがκ2検　　瀬川雄三教授に深く謝意を表します。

定によると，Clarkら41）のxテロイドに反応した例の
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