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序説
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　　炭酸脱水酵素（carbonic　anhydrase［E．C．4．2．1．1］以下CA）は1932年に

MerdrumとRoughton（Merdrum　and　Roughton，1932）によりウシの赤血

球から初めて分離された亜鉛を含む金属結合酵素であり、これまでに哺

乳類では12種類のアイソザイムと、3種類のCA関連蛋白が見つかって

いる　（Fujikawa－Adachi　et　al．，1999）。

　CAの主な働きはCO2の水和と、H2CO3の脱水反応の触媒であり、

CO2＋H20⇔H＋＋HCO3’の反応を触媒する。そのターンオーバー数は、

6×105sec層1とされており、CAの存在下ではその触媒反応により転換速度

は107倍も早くなり、この酵素が生体内に存在しなければ、CO2の完全

な水和は行われないとされている（Stryer　et　a1．，1975）。またin　vitroでは、

さらに数種類のエステルの加水分解、アルデヒドの水和を触媒する多機

能酵素としても知られている（今堀ら、1984）。

　CAはCO2とH2CO3の転換を円滑にすることから、　CO2、　H20、　H＋

を産生する臓器、組織の機能と関係が深く（Taki　et　al．，1986）、生体内に

広く分布しており、呼吸、酸塩基平衡、イオンの輸送や骨の吸収などに

関与している（Tashian，1989，1992）。このCAのアイソザイムは、細胞

内での局在別に大きく分けられ、また酵素活性を持たないCA関連蛋白

も報告されている。細胞質型であるCA。1，一II，一IIIは初めて同定されたア

イソザイムであり、これまでの研究報告も多い。CA－1は主に赤血球と胃

粘膜上皮に存在し、その活性は全てのアイソザイムの中では中程度であ

る（Rickli　et　al．，1964）。　CA－IIは全てのアイソザイムの中で最も活性の
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高いアイソザイムであり、赤血球や消化管上皮、唾液腺、尿細管上皮な

ど体内に広く分布しており、骨の破骨細胞ではマーカー酵素としても知

られている（Spicer　et　aL，1982；Tashian，1989）。特に消化管上皮では、胃

の壁細胞においてH＋の産生に関与しており（Jacobson，1978）、一方小腸

ではHCO3一の産生に関与していることが示されている（Swenson，1991）。

CA－IIIは主に骨格筋に含まれており（Koester　et　al．，1977）、その活性は

低くCA－1の約5％であるが、　CA阻害剤のアセタゾラミドに抵抗性を持

ち、抗酸化作用を示すことが報告されている（Raisanen　et　a1．，1999）。一

方でCA－VIIとCA－XIIIは細胞質型であると報告されているがその詳細

は不明である。膜結合型であるCA－IVは、　glycosyl　phosphatidylinositol

（GPI）に結合して細胞外に存在しており、主に肺や腎尿細管に存在する

（Waheed　et　al．，1992）。膜貫通型には、　CA－IX，　XII，　XIVがあるが、その

詳細は不明である。ミトコンドリア型には、肝臓のミトコンドリアのみ

に存在するCA－VAと、肝臓以外の臓器に存在するCA－VBがある。そし

て唯一の分泌型としてCA－VIが報告されている（Hewett－Emmett　and

Tashian，1996）。これまでにCA－VIは、ラット、ヒツジ、イヌ、ヒトなど

様々な哺乳類の唾液中や唾液腺で分離され（Fernley　et　al．，1989；Parkkila

et　al．，1990；Ogawa　et　al．，1992；Asari　et　a1．，2000）、口腔内において酸塩基

平衡の調節をすると考えられている（Kivela　et　al．，1999）。このCA－VI

は、細胞内で分泌穎粒の形態をとるタイプと細胞質内にび慢性に存在す

るタイプの2タイプが存在することが報告されている（Ogawa　et　aL，
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1992）。一方でCA－RP　VIII，　CA－RP　X，　CA－RP　XIは酵素活性を持たないCA

関連蛋白とされ、その機能はまだ明らかとされていない。

　分泌型のCA－VIはこれまで唾液型とも呼ばれ、唾液腺を中心とした報

告が数多くある。しかし近年、唾液腺以外においてイヌの口腔粘膜や食

道など（Kasuya　et　aL，2007）、ウシの乳腺（Ichihara　et　aL，2003）など消

化器系以外の器官においτもCA－VIの存在が報告されている。また

CA－VIは炭酸脱水酵素としての機能以外に、ヒトの味蕾細胞においてア

ポトーシスを抑制する作用（Henkin　et　al．，1999a，b）や、ラットの細気管

支分泌細胞において成長因子として働いている可能性を示唆する報告

（Leinonen　et　a1．，2004）、嗅物質の感知やCO2濃度の感知との関連（Coates，

2001）など、多機能蛋白としての機能が示唆されている。

　一方で呼吸器における同様の研究は、前述したように消化器系をはじ

めとして他器官系統の粘膜系に対するCAの局在と機能に関する研究に

比べきわめて少ない。

　呼吸器系は鼻腔、咽頭、喉頭、気管、気管支の気道と肺（肺胞）から

なる、酸素・二酸化炭素のガス交換を行う独立した器官である。またガ

ス交換以外にも、体温や水分の調節、発声などの生理機能を有する。鼻

腔は線毛を有する偽重層上皮に覆われ、これらは前庭部、呼吸部および

嗅部の3部に区分され副鼻腔粘膜に連続している。気道上に存在する外

分泌組織としては鼻前庭に存在する鼻前庭腺や鼻腔粘膜上皮列および

気管・気管支粘膜上皮列に存在する単細胞性分泌細胞の杯細胞と、鼻粘
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膜呼吸部に独立する鼻腺、鼻粘膜嗅部に存在する嗅腺、上顎洞から中鼻

道に至る部分の粘膜下組織に存在する漿液性の外側鼻腺、咽頭および喉

頭粘膜下組織に存在する咽頭腺や喉頭腺、さらには気管・気管支にある

気管・気管支腺がある。これらの分泌物は一義的に言えば気道中に侵入

した異物を排除したり、吸気に湿度を与えたりする。

　呼吸器系、特に鼻腔におけるCAの分布に関する報告として、モルモ

ットの鼻腔でのCA－IIの組織局在（Okamura　et　al．，1996b）、マウスの鼻

腔におけるCA－IIとCA－VIの組織局在（Kimoto　et　aL，2004）、ヒトの鼻

腔におけるCA－1，一II，一III，一IV，一VA，一VB，一VI，一VII，一IX，一XII，一XIVの遺伝

子発現（Tarun　et　aL，2003）の研究などがある。これらの研究結果から、

CAは細胞質型と分泌型のアイソザイムが相補的に作用しながら、粘膜

面での外因性の酸の中和やイオンの輸送、粘膜層の保護に関与すると考

えられている。また嗅粘膜における報告では、モルモットにおいてCA－II

は形態的に嗅細胞と考えられる細胞に局在することが報告され

（Okamura　et　al．，1996b）、マウスでもCA・IIが同様に局在することが報

告されている（Kimoto　et　al．，2004）。機能的に、鼻腔粘膜でのCO2濃度

の感知がCA阻害剤によって影響を受けることがラットで報告されてい

る（Coates，2001）。また、　CAの呼吸器系、特に下部気道における報告と

しては、酵素組織化学によるモルモットの気管（Okamura　et　al．，1996a）、

免疫組織化学によるCA－IIのヒトの気管気管支腺（Spicer　et　a1．，1982）、

ラットの肺胞上皮（Chen　et　al．，2008）、そしてCA－VIのラットの気管と
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肺（Leinonen　et　aL，2004）での報告がある。これらの研究の結果から、

CAは下部気道においても、鼻腔と同様に粘膜層の酸塩基平衡の維持に

関わり、粘膜を保護すると考えられている。特に肺胞上皮ではガス交換

に重要な役割を果たしていると考えられるが、この部位におけるCAア

イソザイムの組織局在を示した報告はまだ少なく、主に膜結合型である

CA－IVの存在が示されているのみである（Waheed　et　aL，1992；Zhu　and

Sly．，1992）。

　一方、丁丁に属する涙腺、第三眼瞼腺、瞼板腺および三毛腺は涙液を

つくり、涙液は眼球表面の微小環境に関与するばかりか、鼻涙管によっ

て鼻腔へと排出される。そのため鼻腔内環境の調節因子を考える上では、

涙器との関係も考慮する必要がある。これまでにわずかではあるが、涙

器の中でも涙腺でのCAの局在が報告されており、ラットの涙腺におけ

るCA－VIの存在が免疫組織化学的に検討されている（Ogawa　et　a1．，1995）。

また、Ogawa　et　al．（2002）はヒツジの涙腺組織内にCAの局在を、免

疫組織化学とin　situ　hybridization　によって蛋白レベルと遺伝子レベ

ルで明らかにしている。これらの報告では分泌型であるCA－VIの存在が、

耳下腺などの唾液腺と比較して非常に微量ではあるが確認されている。

また涙液そのもののpHに関する報告では、イヌで第三眼瞼腺を外科的

に切除した際に涙液のpHが若干上昇し、第三眼瞼腺の分泌液が眼球表

面の微小環境の維持に関与していることが示唆されている（Saito　et　aL，

2001）。よって、涙腺ではCAが涙液の酸塩基平衡の維持に関与し、特に
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イヌでは第三眼瞼腺においてもCAが産生されている可能性が考えられ

る。そのため、呼吸器系におけるCAの存在や機能を検討するにあたっ

て、特に上部気道の鼻腔では涙液との関連も考慮する必要があると考え

た。

　近年これら呼吸器系や涙器におけるCA局在の報告が少数ながらみら

れ、また前述のようにイヌの第三眼瞼腺においてCAの局在が予想され

るが、これらの器官における体系だった検討は少ない。よって本研究で

は、呼吸器と一門においてCAの組織局在と遺伝子発現をイヌにおいて

詳細に検討することによって、鼻腔及び喉頭から肺胞に至る呼吸器系上

皮と、涙器付属腺におけるCA蛋白の発現や分泌動態、機能的側面を類

推することを目的とし、以下のように検討を行なうこととした。

　本研究において、第2章では鼻腔粘膜（鼻前庭部粘膜、鼻粘膜呼吸部、

鼻粘膜嗅部、外側鼻腺）、第3章では喉頭及び下部気道粘膜（喉頭蓋、

気管、気管支、肺）、また第4章では、涙器付属腺（涙腺、第三眼瞼腺、

瞼板腺、野毛腺）におけるCA蛋白の組織局在と遺伝子発現を検討する

こととした。

　その概要は、各組織でのCAアイソザイムの局在を明らかとするため

に免疫組織化学染色を行なった。さらに分泌型とされるCA－VIについて

は、CA－VI蛋白質をウェスタンプロット法にて検索し、さらにその産生

母地を明らかとするために遺伝子発現の確認をRT・PCRによって定性的

に確認し、さらに定量的PCRを行い相対的な遺伝子発現量を比較した。
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RT－PCRによって遺伝子発現の認められた組織では、　in　situ　hybridization

を行い組織上での遺伝子発現を確認した。また、イヌの涙器には、瞼板

腺や捷毛腺などの脂質合成細胞が見られるが、Noda　et　al．（1987）は皮

脂腺でのCA－1，一IIの組織局在を報告している事から、これらの細胞にお

けるCAアイソザイムの検討も合わせて行なった。イヌの第三眼瞼腺の

組織構造について、Martin　et　al．（1988）は漿液腺房とは異なり形態的に

脂質合成細胞と思われる細胞が認められたと報告している。この細胞に

ついての報告は他にはみられず、詳細が明らかとされていないことから

今回その確認のために脂肪染色を行い、さらに微細構造の確認のために

透過型電子顕微鏡にて観察し、脂腺のひとつである瞼板腺と比較した。
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第　2　章

鼻腔におけるCA－1，一II，一III，一VIの

　組織局在と遺伝子発現の検索
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　　　　　　　　　　　　　　　序文

　序説でも述べたように、CAは様々な器官で存在が確認されており

　（Tashian，1989，1992）、呼吸器系、特に近年鼻腔における分布が報告さ

れている（Okamura　et　al．，1996b；Kimoto　et　aL，2004）。これらの研究結果

から、CAは細胞質型と分泌型のアイソザイムが粘膜面での外因性の酸

の中和やイオンの輸送、粘膜層の保護に関与すると考えられている。ま

たCA－VIは、このような機能とは別に、鼻粘膜嗅部で嗅物質やCO2の感

知との関連が示唆されている（Coates，2001）。

　そこで本章では、イヌの呼吸器系の中で鼻腔について、CAの組織局

在と遺伝子発現の詳細を明らかとし、その機能的意義を類推する事を目

的として以下のように検索した。

　検索対象とするアイソザイムについては、これまでに涙器や呼吸器及

び他の器官において多くの報告がある細胞質型アイソザイムとして、

CA－1，一IIと、CA阻害剤のアセタゾラミドに抵抗性を持つCA－IIIを検討

した。また、近年涙器や呼吸器においても報告のある分泌型CA－VIは、

遺伝子発現に関する報告もされており、さらに多機能蛋白としても注目

されている事から検討する事とし、中でもCAアイソザイムの中で最も

活性が高く代表的アイソザイムであるCA－IIと、唯一の分泌型である

CA－VIを中心に比較検討した。

　各CAアイソザイム蛋白の検索は免疫組織化学染色によって行い、高

活性を示す代表的なアイソザイムであるCA－IIと分泌型であるCA－VIに
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ついては、遺伝子発現を確認するためにRT－PCRを行った。分泌型であ

るCA－VIについては、蛋白レベルでの局在をウェスタンプロット法を併

用して検索し、さらにその遺伝子の組織上での局在を明らかにするため

にin　situ　hybridizationを行い、遺伝子発現量の定量を目的として定量的

PCRも併せて行った。
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　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

　実験に用いた成犬は、すべて本学解剖学第一研究室及び外科学研究室

より実習に用いた後にベントバルビタールの静脈麻酔下で放血死させ

た個体を使用した。本章の全ての実験において、検索部位として鼻前庭

部、鼻粘膜凸部、鼻粘膜呼吸部、外側鼻腺を採回し、陽性対照として耳

下腺を採材した。

HE染色

　成犬（ビーグル犬）5個体（雄5個体）より、HE染色に使用する組織

を摘出後、速やかにBouin液（飽和ピクリン酸、中性緩衝ホルマリン、

氷酢酸を15：5：1の割合で使用時に調整）にて12～24時間浸漬固定し

た。固定後、常法通りアルコール上昇系列で脱水し、キシレンで置換後、

パラフィン（HISTOSEC⑤、メルク）に包埋した。パラフィン包埋ブロッ

クはミクロトームで4Fmの切片へと薄切し、シランコーティングされた

スライドグラスに載せ、40℃の伸展板で伸展し、得られた組織切片を用

いてHE染色を行なった。　HE染色は常法通りに行い、1％エオジン・ア

ルコール溶液と0．1％マイヤーのヘマトキシリン液を使用した。

免疫組織化学染色

　成犬（ビーグル犬）5個体（雄5個体）より、免疫組織化学染色に使

用する組織を摘出後、HE染色と同様に組織切片を作製し、得られた組
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織切片を用いて免疫組織化学染色を行なった。抗体は本学獣医学部生理

学第一研究室西田二丁准教授より提供していただいた抗CA・1、抗CA・II、

抗CA・III、抗CA・VI抗家兎血清を用いた間接法を行なった。この抗体

の特異性はウェスタンプロット法とOuchterlony法によって確認され

ている（Asari　et　a1．，2000；Kasuya　et　aL，2007）。イヌにおいてもCA－VI

はその遺伝子配列の解析において分泌性蛋白質に特徴的なシグナルペ

プチドが含まれ、分泌型アイソザイムであるとされる（Kasuya　et　aL，

2007）。

　組織切片は常法どおり脱パラフィンさせ水和した後、内因性ペルオキ

シダーゼの活性阻止を目的として3％H202添加99．5％メタノールを室

温で10分間反応させた。続けて10％正常ヤギ血清（ヒストファイン

SAB・PO⑪キット、ニチレイ）を室温で60分間反応させた後、一次抗体

として各々抗イヌCA・1，・II，・III抗家兎血清（希釈倍率500～2000倍）、

抗イヌCA・VI抗家兎血清（希釈倍率100～400倍）を4℃で12～24時

間反応させた。また、陰性対照には、10％正常ヤギ血清を同条件で反応

させた。反応後、0．01M　PBS（リン酸緩衝生理食塩水、　pH　7．2）で洗浄

し、標識二次抗体（ペルオキシダーゼ標識抗家兎IgG）（GEヘルスケア・

ジャパン）を室温で60分間反応させ、0．01M　PBSにて洗浄した。発色

は、0．005％H202添加0．02％3－3’ジアミノベンチジン・テトラハイドロ

クロライド（和光純薬工業）を用い、蒸留水で反応を停止した。発色終

了後、ヘマトキシリンにより核染色を行い、常法どおりアルコールによ

13



る脱水とキシレンによる透徹後、ENTE：L：LAN⑪neu（メルク）を用い封

入し、光学顕微鏡にて観察した。抗CAアイソザイム抗血清に対する反

応が見られた細胞は（＋）、見られなかった細胞は（一）、反応が見られ

た細胞と見られなかった細胞が混在する場合は（±）と評価した。

ウェスタンプロット法

　成犬（ビーグル犬）3個体（雄3個体）より、ウェスタンプロット法

に使用する組織を摘出後、速やかに液体窒素にて凍結し、使用まで一80℃

で保存した。タンパク質の変性を防ぐため、三二した組織をProtease

Inhibitor　Mix／1M（GEヘルスケア・ジャパン）とRIPA　Buffer（シグマア

ルドリッチ・ジャパン）（1：50）でホモジェナイズ後、泳動するタンパ

ク質量を一定にするために、タンパク質量（1＝200）を吸光度計で測定

し、20μg／μ1に調整し、可溶化した物質は、SDS（ドデシル硫酸ナトリウ

ム）添加7．5％ポリアクリルアミドゲルにてタンパク質10μ1およびサン

プルバッファー（2％SDS，10％glycero1，5％2－mercaptoetanol，0．08％

bromphenol　blue、62．5mM　Tris－HCl　pH6．8）10μ1の計20μ1を電気泳動し、

PVDFメンブレン（日本ミリポア）上．に転写した。次いでPVDFメンブ

レンは500mM　NaC1／0．1％Tween－20／20mM　Tris－HCI　pH7．4（TBST）で洗浄

し、ブロッキングのため5％スキムミルクで4℃にて一晩反応した。その

後PVDFメンブレンは、抗CA・VI抗家兎血清で室温にて1時間反応し、

次にペルオキシダーゼ標識した抗体で室温にて1時間反応後、ECLプラ

14



スケモイルミネセンスリージェント（GEヘルスケア・ジャパン）を用

いて化学発光を惹起させ、イメージアナライザーLAS－3000（富士フイ

ルム）を用いて検出した。

RT－PCR

　成犬（ビーグル犬）5個体（雄5個体）より採材後、組織のRNA調製

に用いるまで、RNAIaterTM（タカラバイオ）中で一20℃にて保存した。RNA

の抽出はRNeasy　Mini　Kit（キアゲン）を使用し、添付のプロトコールに

従った。抽出したRNAは、使用まで一80℃で保存した。調製されたRNA

は、High－Capacity　cDNA　Reverse　Transcription　Kit（アプライド　バイオ

システムズ・ジャパン）を用いて添付のプロトコールに従ってcD：NAへ

と合成した。

（1）CA－II

　調製されたcDNAは、　EX　Taq　Hot　Start　Version（タカラバイオ）を用い

てPCR反応を行なった。プライマー配列は、　CA－II（XM　855990）　より

センスプライマーを5’。CAG　CAA　CCT　GAT　GGA　CTG　GCTG－3’、アンチ

センスプライマーを5’一GCC　TGC　TGT　GCA　GTG　GCT　GAG－3’とし、

358bpのPCR産物を生ずる設定とした。初期変性として95℃3分間、続

いて95℃30秒間、62℃30秒間、72℃30秒間の条件で35サイクル増幅

させ、最後に72℃5分間の伸長反応を行なった。得られたPCR産物5μ1

は、1．5％アガロースゲル（アガロースS、ニッポンジーン）を用いて電
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気泳動し、臭化エチジウム溶液にて染色した後、254nmの紫外線照射下

でこのゲルを撮影した。

　（2）　CA－VI

　PCR反応はCA－IIと同様に行なった。プライマー配列は、　CA－VI

　（ABO80972）よりセンスプライマーを5’一CAG　CGG　CTC　GGA　GCA

TAC－3’、アンチセンスプライマーを5’一GGC　TGG　ATC　CTG　CGG　TAG

TCA－3’とし、441bpのPCR産物を生ずる設定とした。初期変性として

95℃3分間、続いて95℃30秒間、64℃30秒間、72℃30秒間の条件で35

サイクル増幅させ、最後に72℃5分間の伸長反応を行なった。得られた

PCR産物はCA－IIと同様に撮影した。

（3）　β一actin

　内部標準としてイヌβ一actinを使用し、　PCR反応はCA－IIと同様に行な

った。プライマー配列は、β一actin　（AFO21873）よりセンスプライマー

を5’一GGG　AGATCG　TGC　GTG　ACAT－3’、アンチセンスプライマーを

5’一TCA　GCA　ATG　CCA　GGG　TAC　AT－3’とし、316bpのPCR産物を生ずる

設定とした。初期変性として95℃3分間、続いて95℃30秒間、56℃30

秒間、72℃30秒間の条件で35サイクル増幅させ、最後に72℃5分間の

伸長反応を行なった。得られたPCR産物はCA－IIと同様に撮影した。

定量的PCR

　成犬（ビーグル犬）1個体（雄1個体）より、定性的RT－PCRを行な
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つた際に得られたcDNAを鋳型にPCR反応を行なった。反応には

ZbgMan⑤Gold　RT－PCR　Kit（アプライド　バイオシステムズ・ジャパン）中

の7切Man　PCR　Core　Reagents　Kitを用い、イヌCA－VI　cDNAの塩基配列

を基に新たにプライマーを設定した。センスプライマーは5’一TCC　CTG

TAC　TGA　GAA　CGT　CCA　TT－3’、アンチセンスプライマーは5’一GAG　GGT

CTT　ATT　CTG　GTG　ATC　CA－3’とした。また、両プライマー間のターゲッ

ト領域に特異的にアニールするように乃gManプローブを設定した。鋳

型cDNA　1μ1を加えた反応液25μ1（最終濃度；200nMセンスプライマー、

200nMアンチセンスプライマー、100nM　7切Manプローブ、25mM　MgCl、

200μMdeoxyATP、200μM　deoxyGTP、200FM　deoxyCTP、400μM　deoxyUTP、

0．01U／μl　AmpErase　UNG、0．0025U／叫Ampli7切Gold　DNA　Polymerase、1

×7⑳Man　buffer　A）を、　ABI　PRISM　7700　Sequence　Detector（アプライド

バイオシステムズ・ジャパン）を使用し、50℃2分間、95℃10分間の初

期反応後、95℃15秒、60℃1分間の条件で50サイクルの増幅を行なっ

た。また、内部標準としてイヌβ一actinを使用した。既知のβ一actin　cDNA

塩基配列からプライマーと乃gManプローブを設定し使用した。

In　situ　h　bridization

　成犬（ビーグル犬）3個体（雄3個体）より各組織を摘出後、速やか

にDEPC（ジエチルピロカーボネート）処理水で作製した4％パラホルム

アルデヒド／PBS（4℃、　pH7．4）を用いて24時間浸漬固定した。固定後、
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常法どおりにアルコール上昇系列で脱水し、キシレンで置換後にパラフ

ィンで包埋した。パラフィン包埋ブロックより、ミクロトームを用いて

厚さ4μmの切片へと薄切し、シランコーティングされたスライドグラス

に載せ、40℃の伸展板で伸展した。

　RT－PCRで得られたイヌCA－VIのPCR産物をクローニングしたものを

鋳型として、DIG－RNA　Labeling　Kit（ロシュ・ダイアグノスティックス）

を用い、添付のプロトコールに従ってDIG－RNAプローブ（CA－VI　mRNA

に相補的なアンチセンスプローブ）を作製した。また、陰性対照として

CA－VI　mRNAと同一の塩基配列を持つセンスプローブも同様に作製した。

作製した組織切片を常法どおりに脱パラフィンを行なった後、0．1MPBS

で10分間洗浄し4鉢g／mlのプロテイナーゼK（タカラバイオ）で20分

間、0．IMPBS　10分間でプロテアーゼ処理し、後固定として4％パラホル

ムアルデヒドで10分間、0．IM　PBSで10分間処理した。次に0．2M　HCl

で20分間と0．IM　PBSで10分間にて脱プリン化を行なった後、上昇ア

ルコール系列で脱水を行い、風乾した。

　ハイブリダイゼーションと発色反応には、DIG　Nucleic　Acid　Detection

Kit（ロシュ・ダイアグノスティックス）を使用した。ハイブリダイゼー

ション溶液は、10mM　Tris－HCI（pH7．6）、10％dextran　sulfate、0．6M　NaCl、

0．25％SDS、　lmM　EDTA、　tRNA（200μg／ml）、50×Denhardt液（1％ポリ塩

化ビニル、1％ピロリドン、2％BSA）、脱イオン化した4％ホルムアミド

を用い、そこへ作製したアンチセンスプローブまたはセンスプローブを

18



加え、85℃3分間の処理で直鎖化を行なった後、湿潤箱内で組織切片に

載せ45℃で16時間反応させた。反応終了後、50℃の5×SSC（Saline

Sodium　Citrate　buffer，0．75MNaCl，75mMクエン酸塩）で3分間、50℃の

2×SSC（50％ホルムアミド）で15分間を2回行い洗浄した。次に

RNase（10μg／ml）を使用してRNase処理を37℃で30分間行い、TNE（10mM

Tris－HCL、500mM　NaCL、1mM　EDTA）で37℃10分間、2×SSCを50℃

20分間で2回、0．2×SSCを50℃20分間で2回の洗浄を行い、さらにDIG

Buffer　1　（100mM　Tris－HCI　pH　7．5，150mM　NaCl）で1分間2回の洗浄を

行った。次にblocking　reagent（ブロッキング試薬）を1．5％含むDIG　Buffer

1を室温で60分間反応させブロッキングを行い、DIG　Buffer　1にて500

倍希釈したanti－DIG　antibodyを4℃で12時問反応させた。抗体の洗浄

はDIG　Buffer　1で15分を2回、　DIG　Buffer　3　（100　mM　Tris－HCI　pH　9．5，

100mM　NaC1，50mM　MgC12）で3分間行った。発色はDIG　Nucleic　Acid

Detection　Kit（ロシュ・ダイアグノスティックス）の：NBT／BCIP（ニトロ

ブルーテトラゾリウム塩／5一プロモー4一クロロー3一インドリルーホスフェイ

ト、トルイジニウム塩）をDIG　Buffer　lで50倍希釈したもの（20Fg／ml）

を使用し、遮光した状態で2～8時間反応させた。発色反応はTE（10mM

Tris－HCI　pH8．0、　lmM　EDTA）で停止後、4％パラホルムアルデヒドで10

分間固定後、90％グリセロールで封入した。
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　　　　　　　　　　　　　　　結果

免疫組織化学染色

　各組織におけるCA－1，一II，一III，一VI各アイソザイムの組織局在を免疫組

織化学染色により調べた結果をTable1に示す。

　陽性対照として耳下腺を用いた。耳下腺を含む検索を行った全ての組

織において、全てのCAアイソザイム抗血清（以下、　CA抗血清）に対

する反応は細胞質にび慢性に見られた。なお、粘膜下組織の線維芽細胞

や血管内皮細胞は非特異的にCA抗血清に対して弱い反応を示した。鼻

前庭部粘膜では、重層円柱上皮と鼻前庭腺の導管上皮はCA－1，一II，一III，

一VI抗血清に陽性反応を示した（Figs．　la，1b，1c，　ld）。鼻前庭腺の漿液腺

房では、全てのCA抗血清に対して反応を示した細胞と示さなかった細

胞が混在していた。また、CA－VI抗血清に対する反応では、浅層の漿液

腺房でやや強い反応を示したのに対し、深層の漿液腺房では弱い反応ま

たは反応を示さない細胞が多く見られた。鼻粘膜嗅部上皮は嗅細胞、支

持細胞、基底細胞からなる（Fig．2a）。いずれの細胞も全てのCA抗血清

に反応を示した（Figs．2b，2c，2d，2e）。中でも嗅細胞と思われる細胞の一

部では、CA－II，一III，一VI抗血清に対して特に強く反応していた。嗅腺の

漿液腺房には、CA－1，一II抗血清に対する反応を示す細胞と示さない細胞

が混在していた。一方CA－III，一VI抗血清に対しては全ての細胞が反応を

示した。また、嗅腺の導管上皮は全てのCA抗血清に反応を示した。鼻

粘膜呼吸部では、粘膜上皮は偽重層線毛上皮と杯細胞からなる。線毛上
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皮は、全てのCA抗血清に対して反応を示したが、杯細胞は全てのCA

抗血清に対して反応を示さなかった（Figs．3a，3b，3c，3d）。鼻腺の漿液腺

房は、CA－III抗血清に対してのみ反応を示した。また、鼻腺の導管上皮

は全てのCA抗血清に対して反応を示した。外側鼻腺の漿液腺房は全て

のCA抗血清に対して反応を示さなかったが、線条導管と介在導管の上

皮は全てのCA抗血清に対して反応を示した（Figs．4a，4b，4c，4d）。

ウェスタンプロット法

　ウェスタンプロット法にて、鼻腔粘膜におけるCA－VI蛋白の検索を行

った。その結果、陽性対照とした耳下腺と比較して少量ではあるが、鼻

前庭部、鼻粘膜丁丁、鼻粘膜呼吸部、外側鼻腺の各部においてCA－VI

蛋白の存在が認められた（Fig．5）。

RT－PCR

　採材した各組織由来のトータルRNAを用いたRT－PCRによって、CA－II，

一VIの遺伝子発現を定性的に調べた。その結果、　CA－IIの増幅産物である

358bpのバンドと、CA－VIの増幅産物である441bpのバンド、内部標準

として用いたβ一actinの増幅産物である316bpのバンドは、検索を行っ

た全ての部位（耳下腺、鼻前庭部粘膜、鼻粘膜呼吸部、鼻粘膜嗅部、外

側鼻腺）において確認された（Fig．6）。

21



定量的PCR

　採材した各組織由来のcDNAを用いてCA－VIの定量的PCRを行なっ

た。CA－VIの測定値を内部標準として用いたβ一actinの測定値で補正を

行い、各組織でのイヌのCA－VI　mRNAの相対的な発現量を求めた。得ら

れたデータを片対数グラフとして表したものがFig．7である。その結果

を外側鼻腺での発現量を基準として比較すると、鼻粘膜嗅部での発現量

は約8倍、鼻粘膜呼吸部では約10倍を示した。一方で、陽性対象とし

た耳下腺では10万倍以上の発現量を示した。

In　situ　h　bridization

　RT・PCRによって得られたCA－VI増幅産物を用いて作製したRNAプ

ローブを使用して、in　situ　hybridizationを行い、組織上でのCA－VI遺伝

子発現の確認を行った。陽性対照として使用した耳下腺では、漿液腺房

は強い反応を示したが、導管上皮と粘液腺房は反応を示さなかった（Fig．

8）。検索を行った鼻前庭部粘膜（Fig．9）、鼻粘膜呼吸部（Fig．　lo）、鼻粘

膜二部（Fig．11）、外側鼻腺（Fig．12）の全ての部位において反応は見ら

れなかった。
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　　　　　　　　　　　　　　　考察

　本章では、イヌの鼻腔粘膜におけるCAアイソザイムの組織局在と遺

伝子発現について検索を行った。その結果、CA－1，一II，一III，一VIの各蛋白

が鼻腔粘膜の各組織に存在し、鼻腔におけるCA遺伝子の発現量は耳下

腺と比較して非常に低かったが、同部位で行なったCA－II，一VIの遺伝子

検索でその発現も明らかとなった。CA－VI蛋白はウェスタンプロット法

によりイヌの鼻腔粘膜に少量ながらも存在することが確認された。定性

的PCRによって示されたCA－VIの遺伝子発現がin　situ　hybridizationでは

検出できなかったのは、定量的PCRによってその発現量が非常に低いこ

とが示されたことから、in　situ　hybridizationの感度の影響であると考え

られた。

　鼻腔内におけるCAアイソザイムは、その緩衝能によって、上部気道

粘膜において産生される外因性の酸（細菌によって産生される）を中和

して粘膜を保護し（Kimoto　et　a1．，2004；Leinonen　et　a1．，2004）、粘膜上皮

細胞を介したイオンの輸送に関与する（Cavaliere　et　a1．，1996）と考えら

れる。粘膜上皮において産生される外因性または内因性の酸はCAによ

って急速に中和される（Anholt，1993；Paysan　et　aL，2001；Shusterman　et　aL，

2003）。消化器系上皮において、細胞質型のCA－IIと分泌型のCA－VIは

消化管粘膜を保護する相補的なシステムを持っている（Parkkila　et　al．，

1994，1997）と考えられている。これは、細胞質型アイソザイムが細胞

質内においてHCO3”を産生し、粘液中の分泌型アイソザイムCA－VIは
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CA－IIによって産生されたHCO3’を利用してH＋の中和を行い、酸塩基平

衡を維持しているとするものである。イヌの鼻腔においても同様のシス

テムが働いていると考えられる。鼻前庭部粘膜や鼻粘膜呼吸部の上皮で

は、細胞質型CAは細胞内で、また分泌型CAは導管内や粘液中で、上

部気道での呼気や吸気に接する粘膜上の酸塩基平衡の維持に関与し、微

小環境が保たれていると考えられる。鼻粘膜の漿液腺房では、鼻前庭腺

と嗅腺では全てのCAアイソザイムの局在が見られたが、外側鼻腺では

全てのアイソザイムの局在が見られなかった。また二三ではCA－IIIのみ

局在が見られた。このように鼻腔の各漿液腺房ではCAの局在パターン

が異なっていたことから、その分泌成分や腺房細胞の代謝の相違による

と考えられた。また、CA－IIIは抗酸化作用を示す（Raisanen　et　al．，1999）

ことから、鼻腺の漿液腺房の細胞では抗酸化作用が必要とされているか

もしれない。外側鼻腺はイヌでは特によく発達しており、体温調節の際

に行われるpanting時に必要とされる大量の漿液を産生する。外側鼻腺

では、導管上皮において細胞質型と分泌型の双方のCAが確認されたこ

とから、導管上皮細胞内での酸塩基平衡の維持や、導管内の分泌物に対

するHCO3．の供給に関与していることが示唆された。

　本研究において鼻粘膜下部では、モルモットやマウスでの報告と同様

に、イヌにおいても形態的に嗅細胞と思われる細胞が免疫組織化学染色

にて特に強く反応していた。ラットの口腔粘膜においてCAはCO2の感

知に関与している可能性が示唆されている（Komai　and　Bryant，1993）。
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鼻腔内には三叉神経の終末と嗅神経の終末が分布しており、これらの神

経終末は高濃度の（有害な）CO2や低濃度の（呼吸時の）CO2によって

刺激される。双方の神経終末の受容体は、CA阻害剤であるアセタゾラ

ミドによってCO2に対する反応が抑制されることが報告されている

　（Coates，2001）。鼻腔内には厚さ30μmの粘液層があり（Anholt，1993）、

この粘液層に分泌されたCA－VIは大気中のCO2を水和し、粘液層への

HCO3一とH÷の拡散を促進すると考えられている（Kimoto　et　aL，2004）こ

とから、イヌの鼻粘膜嗅部のCAはCO2濃度の変化を感知することに寄

与している可能性が考えられた。また、前述の鼻粘膜嗅部の表面を覆う

粘液層は支持細胞と嗅腺の分泌物に由来し、嗅物質と嗅細胞との接触に

不可欠であり、嗅物質はこの粘液層に溶解しなければ嗅覚は成立しない。

この粘液層におけるNa＋，　K＋，　Ca2＋などの電解質濃度は、嗅覚の感受性に

影響を与えることが示されている（Frings　et　al．，1991）。イヌの鼻粘膜二

部において、CAにより産生されたHCO3’は陰イオン交換体を介して粘

液層に分泌され、また同時に産生されたH＋はNa＋，　K＋一ATPaseなどを介し

て細胞外に輸送されると考えられる。この仕組みによってCAは、Na＋，　K＋，

Ca2＋などの電解質濃度を調製し嗅物質の感知に関与している可能性が考

えられた。

　イヌの鼻粘膜宇部では全ての上皮細胞と嗅腺の腺房や導管上皮に、細

胞質型CAと分泌型CAがともに存在した。一方マウスでは高活性の

CA－IIは一方向嗅細胞のみで見られた（Kimoto　et　aL，2004）ことから、
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イヌでは嗅粘膜におけるCAの役割が大きいことが予想された。

　このように鼻腔は上部気道という役割とともに感覚器としての機能

も併せ持つことから、CAの生理学的役割も多岐にわたる可能性が考え

られた。
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　　　　　　　　　　　　　　　小括

　イヌの鼻腔粘膜（鼻前庭部粘膜、鼻粘膜嗅部、鼻粘膜呼吸部、外側鼻

腺）において、細胞質型CAであるCA－1，一II，一IIIと分泌型であるCA－VI

の組織局在と遺伝子発現を検討した。その結果、免疫組織化学染色にて

鼻前庭部の重層円柱上皮と、鼻粘膜嗅部、鼻粘膜呼吸部の杯細胞を除く

全ての線毛上皮に全てのアイソザイムが存在した。また鼻前庭腺、嗅腺、

鼻腺の各漿液腺房ではアイソザイムによって異なるがCAの局在が確認

された。また鼻粘膜嗅部では、一部の嗅細胞がCA抗血清に対して特に

強く反応した。CA－VI蛋白はウェスタンプロット法によりイヌの鼻腔粘

膜に少量ながら存在することが確認された。またCA－II，一VIの遺伝子発

現は、全ての組織において定性的あるいは定量的PCRで確認されたが、

in　situ　hybridizationでは確認されなかった。

　イヌの鼻腔においてCAは鼻腔粘膜の上皮に存在し、その機能は酵素

が持つ緩衝能によって鼻腔粘膜の酸塩基平衡の維持に関与することと

考えられる。感覚器でもある鼻粘膜嗅部では、CAは嗅物質と嗅細胞の

接触に必要な粘液層の酸塩基平衡の維持やイオンの輸送に関与すると

考えられた。さらに、嗅細胞では抗CA血清に特に強く反応する結果が

得られたことから、CO2や嗅物質の感知との関連も示唆された。
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第　3　章

喉頭及び下部気道におけるCA－1，一II，一III，一VIの

　　　　組織局在と遺伝子発現の検索



　　　　　　　　　　　　　　　序文

　第2章において、イヌの鼻腔にCAが存在することが確認された。鼻

腔から先の下部気道においてのCA局在の報告は、序説で述べたように

まだ少数である（Spicer　et　a1。，1982；Okamura　et　aL，1996a；Leinonen　et　a1．，

2004）。また、同一の動物で、鼻腔から肺胞までの呼吸器を体系的に検

索した報告はまだない。そこで本章では、喉頭から気管、気管支、肺胞

に至る呼吸器系上皮におけるCAの組織局在と遺伝子発現を明らかとし、

呼吸器系におけるCAの機能を類推することを目的として、イヌを用い

て第2章と同様の方法で検索した。

　本章ではイヌの喉頭及び下部気道におけるCAの組織局在と遺伝子発

現について、第2章での鼻腔における検索と同様に、細胞質型であるCA－1，

一II，一IIIと、分泌型であるCA－VIについて検討した。各CAアイソザイム

蛋白の検索は免疫組織化学染色によって行い、高活性を示す代表的なア

イソザイムであるCA－IIと分泌型であるCA－VIは、遺伝子発現を確認す

るためにRT－PCRによる検索を行った。さらに分泌型であるCA－VIにつ

いては、蛋白レベルでの局在をウェスタンプロット法と免疫組織化学染

色を用いて検索し、その遺伝子の組織上での局在を明らかにするために

in　situ　hybridizationを行い、遺伝子発現量の定量を目的として定量的PCR

も併せて行った。
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　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

　実験に用いた成犬は、第2章と同様に、すべて本学解剖学第一研究室

及び外科学研究室より実習に用いた後にベントバルビタールの静脈麻

酔下で放血死させた個体を使用した。全ての実験において、検索部位と

して喉頭蓋粘膜、気管頚部、気管頚胸部、気管胸部、気管分岐部、右主

気管支、肺葉肺門部、肺葉尖端部を採材し、陽性対照として耳下腺を採

解した。

免疫組織ヒ学染色・ウェスタンプロット法・RT－PCR

　成犬（ビーグル犬）5個体（雄5個体）より、上記の部位を採材し、

第2章と同様のプロトコールにて行なった。

定量的PCR

　成犬（ビーグル犬）1個体（雄1個体）より、上記の部位を採材し、

第2章と同様に定性的RT－PCRを行なった際に得られたcDNAを鋳型に

PCR反応を行なった。

In　situ　h　bridization

　成犬（ビーグル犬）3個体（雄3個体）より、上記の部位を採材し、

第2章と同様のプロトコールにて行った。
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　　　　　　　　　　　　　　　結果

免疫組織化学染色

　免疫組織化学染色を用いて、各組織におけるCA－1，一II，一III，一VI各アイ

ソザイムの組織局在を調べた結果をTable　2に示す。陽性対照として耳

下腺を用いた。全てのCA抗血清に対する反応は細胞質にび慢性に見ら

れた。なお、粘膜下組織の線維芽細胞や血管内皮細胞は非特異的に弱い

反応を示した。

　喉頭蓋粘膜の全ての偽重層線毛円柱上皮、喉頭蓋腺の漿液腺房と導管

上皮は、検索を行った全てのCA抗血清に対して反応を示したが、喉頭

蓋腺の粘液腺房は反応を示さなかった（Figs．13a，13b，13c，13d）。気管で

は、気管頚部、気管頚胸部、気管胸部、気管分岐部で以下に示す場合と

同様の結果であった。気管粘膜では、全てのCA抗血清に対して偽重層

線毛円柱上皮は一様に反応を示した。気管腺の漿液腺房と導管上皮も同

様に全てのCA抗血清に対して反応を示した（Figs．14a，14b，14c，14d）。

一方、粘膜上皮の杯細胞と気管腺の粘液腺房では全てのCA抗血清に対

して反応を示さなかった。主気管支と葉気管支では、気管と同様に偽重

層線毛円柱上皮は一様に全てのCA抗血清に対して反応を示した。気管

支腺の漿液腺房と導管上皮では、全てのCA抗血清に対して反応を示し、

杯細胞と気管支腺の粘液腺房は反応を示さなかった（Figs．15a，15b，15c，

15d）。終末細気管支と呼吸細気管支では、単層線毛立方上皮は一様に、

全てのCA抗血清に対して反応を示し、特に線毛基部の細胞質は、基底
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膜側の細胞質よりも強く反応していた。細気管支分泌細胞は、全てのCA

抗血清に対して反応を示した（Figs．16a，16b，16c，16d）。肺では、　CA－1

抗血清とCA－III抗血清に対して、呼吸上皮細胞と大肺胞上皮細胞は反応

を示さなかったが、CA－II抗血清とCA－VI抗血清に対しては両細胞とも

一部の細胞で反応を示した（Figs．17a，17b，17c，17d）。

ウェスタンプロット法

　ウェスタンプロット法にて、喉頭及び下部気道におけるCA－VI蛋白の

検索を行った。その結果、陽性対照とした耳下腺と比較して少量ではあ

るが、喉頭蓋粘膜、気管、気管支、肺の各部においてCA－VI蛋白の存在

が認められた（Fig．18）。

RT－PCR

　採材した各組織由来のトータルRNAを用いたRT－PCRによって、CA－II，

一VIの遺伝子発現を定性的に調べた。その結果、　CA－IIの増幅産物である

358bpのバンドと、CA－VIの増幅産物である441bpのバンド、内部標準

として用いたβ一actinの増幅産物である316bpのバンドは、検索を行っ

た全ての部位（耳下腺、喉頭蓋粘膜、気管頚部、気管頚胸部、気管胸部、

右主気管支、肺葉肺門部、肺葉尖端部）において確認された（Fig．19）。
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定量的PCR

　採材した各組織由来のcDNAを用いてCA－VIの定量的PCRを行なっ

た。CA－VIの測定値を内部標準として用いたβ一actinの測定値で補正を

行い、各組織でのイヌのCA－Vl　mRNAの相対的な発現量を求めた。得ら

れたデータを片対数グラフとして表したものがFig．20である。その結

果を肺での発現量を基準として比較すると、喉頭蓋粘膜での発現量は約

19倍、気管頚部と気管頚胸部では約10倍、気管胸部では約19倍、気管

分岐部では約7倍、主気管支では約1．2倍を示した。一方で陽性対照と

した耳下腺では3万倍以上の発現量を示した。

　RT－PCRによって得られたCA－VI増幅産物を用いて作製したRNAプ

ローブを使用して、in　situ　hybridizationを行い、組織上でのCA－VI遺伝

子発現の確認を行った。陽性対照として使用した耳下腺では、漿液腺房

は強い反応を示した（Fig．8）が、導管上皮と粘液腺房は反応を示さなか

った。検索を行った喉頭蓋粘膜（Fig．21）、気管（Fig．22）、気管支（Fig．

23）、呼吸細気管支（Fig．24）、肺（Fig．25）の全ての部位において反応

は見られなかった。
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　　　　　　　　　　　　　　　考察

　本章では、イヌの喉頭及び下部気道におけるCAアイソザイムの組織

局在と遺伝子発現について検索を行った。その結果、喉頭、下部気道粘

膜及び肺胞におけるCA。1，。II，一III，一VI蛋白の存在とCA－II，。VIの遺伝子

発現が明らかとなった。CA－VI蛋白はウェスタンプロット法によりイヌ

の下部気道に少量ながら存在することが確認された。喉頭及び下部気道

におけるCA遺伝子の発現量は耳下腺と比較して非常に低かったため、

in　situ　hybridizationでの遺伝子発現が；確認できなかったと考えられた。

　下部気道粘膜の上皮では上部気道と同様に、酸による上皮の障害を防

ぐ仕組みが必要である。ヒトの気道粘膜において、酸は気道粘膜の線毛

の活動を抑制し、粘膜における抗菌活性を減少させ、細菌感染を起こし

やすくすることが報告されている（Nakayama　et　aL，2002）。呼吸器系に

おいても、消化器系と同様に細胞質型CAと分泌型CAによる相補的な

粘膜上皮の保護システムが必要と考えられ、これは粘膜上皮の細胞質型

CA－1，一II，一IIIの産生したHCO3’を利用して、分泌型CA。VIが粘液層の

H＋を中和するものである（Parkkila　et　a1．，1994，1997）。この仕組みにより、

CAは気道粘膜において酸塩基平衡を維持する事によって、粘膜上の細

菌によって産生される酸を中和し、抗菌活性を高め、粘膜上皮を保護し

ていると考えられている（Kimoto　et　aL，2004；Leinonen　et　al．，2004）。今

回、イヌの呼吸器上皮においてもCAの局在と遺伝子発現が明らかとな

ったことから、CAはこれまでの報告と同様に、鼻腔から気管支に至る
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呼吸器上皮においてその粘膜を保護していると考えられた。

　これまでに報告のあるモルモット（Okamura　et　al．，1996a）では、　CA

アイソザイムを持つ細胞は気道粘膜上皮の一部の細胞と気管腺の漿液

腺房であるとされ、ヒトでは、気道粘膜の線毛上皮ではCAの発現はみ

られず・気管腺の漿液腺房でみられたとされている（Spicer　et　al．，1982）。

一方、本研究ではイヌの喉頭及び下部気道上皮でCAアイソザイムの局

在が確認されたが、組織局在は気道粘膜の全ての線毛上皮で確認された。

イヌでは、高体温時にpantingという特徴的な魂胆呼吸を行い、大量の

漿液の気化熱で体温を下げる。Pantingの際には大量の気体が気道を通過

するために、イヌではモルモットやヒトと比較して呼吸器粘膜と大気の

接触する機会が増加すると考えられ、大気中の細菌との接触機会も増加

すると考えられる。そのためイヌの気道粘膜上皮に一様にCAが存在し、

細胞質型は細胞内でHCO3一を産生し、分泌型CAはこのHCO3’を利用す

ることで、粘膜上の細菌の産生するH＋を中和する可能性が考えられた。

また、ラットにおいて気管支の線毛上皮では線毛基底部が、免疫組織化

学染色でCA－VI抗血清に対して特に強く反応を示したと報告されてい

る（Leinonen　et　al．，2004）が、イヌでは気管支ではなく細気管支の単層

線毛上皮において、検索した全てのCA抗血清に対して線毛基底部が強

く反応を示した。気管支や細気管支の線毛上皮におけるCA抗血清の反

応の相違は種差によるものと考えられる。呼吸器粘膜におけるCA局在

を他の動物と比較すると、イヌの呼吸粘膜の上皮ではCA局在を示す細
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胞が一様に見られ、またCAの遺伝子発現も確認された。よってイヌの

呼吸器粘膜では、酸塩基平衡など微小環境の維持を果たす役目において

CAの役割がこれまでに報告されている他の動物より大きいと考えられ

た。

　またイヌの細気管支分泌細胞においてもラットでの報告と同様、CA

アイソザイムの局在が認められた。ラットでは成長段階でのCA－VIの発

現傾向から成長因子としての可能性が示唆されている（Leinonen　et　aL，

2004）。本研究においてもイヌの細気管支分泌細胞においてCAアイソザ

イムの局在が認められたことから、ラットと同様に成長因子としての可

能性も考えられるが、本研究では成犬のみを対象としているのでその意

義については今後の検討が必要である。

　肺はガス交換を行う器官であることから、肺胞上皮ではCAの存在が

予想される。しかしこの部位におけるCAアイソザイムの組織局在に関

しては、ラットの肺胞上皮におけるCA－II（Fleming　et　aL，1994；Chen　et　al．，

2008）の報告や、膜結合型であるCA－IV（Waheed　et　al．，1992；Zhu　and　Sly．，

1992）の報告などまだ少ない。本研究のイヌを用いた結果において、肺

胞では免疫組織化学染色で一部の呼吸上皮細胞と大肺胞上皮細胞が

CA－II，一VI抗血清に対してのみ反応を示し、遺伝子発現も確認された。

ガス交換時には、肺胞上皮や血管内皮細胞をCO2が通過する必要がある。

このCO2は、主に赤血球に存在するCA－IIによって血漿中のH＋とHCO3騨

から産生される。また、肺胞上皮細胞内のH＋とHCO3’は、肺胞上皮の

36



CA－IIやCA－IV、　CA－VIによってCO2に変換されることで、肺胞上皮や

血管内皮細胞の細胞膜を通過しやすくすると考えられた。

　呼吸器上皮におけるCAの局在を示した報告は少なく、また機能的意

義についても依然詳細が明らかとされていない。しかし本研究において、

イヌの呼吸器においてCAの局在と遺伝子発現が確認されたことから、

今後は培養下の嗅粘膜上皮や気道粘膜上皮において様々な化学物質や

菌の分泌物などを加えた条件下でのCA遺伝子の発現量の変化を確認す

ることで、この酵素の役割が明らかとなるであろう。
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　　　　　　　　　　　　　　　小樹

　イヌの喉頭及び下部気道粘膜（気管頚部、気管頚胸部、気管胸部、気

管分岐部・主気管支、肺）において、細胞質型CAであるCA．1，．II，。III

と分泌型であるCA－VIの組織局在と遺伝子発現を検討した。免疫組織化

学染色の結果、喉頭から細気管支に渡る全ての線毛上皮では、全てのCA

アイソザイムが存在したが、粘膜上皮の杯細胞ではCAアイソザイムの

存在は見られなかった。また、喉頭蓋腺、気管腺、気管支腺の漿液腺房

と導管上皮でも全てのCAアイソザイムの存在が確認された。細気管支

分泌細胞では、全てのCAアイソザイムが存在した。肺胞の呼吸上皮細

胞と大肺胞上皮細胞では一部の細胞のみでCA－IIとCA－VIが存在した。

また、ウェスタンプロット法によりCA－VI蛋白は少量ながら存在するこ

とが確認された。またCA－II，一VIの遺伝子発現は、全ての組織において

定性的及び定量的PCRで確認されたが、　in　situ　hybridizationでは確認さ

れなかった。

　以上より、イヌの喉頭及び下部気道においてCAは気道粘膜の上皮に

存在し、細胞質型CAと分泌型CAは鼻腔と同様に、HCO3’を用いた酸の

中和を行い、気道粘膜の酸塩基平衡の維持に関与すると考えられた。ま

た、気道粘膜の酸による線毛運動の抑制を防ぎ、粘膜を保護する可能性

が考えられた。これまでに報告された他の動物と異なり、気道粘膜の全

ての線毛上皮にCAが存在する事から、イヌの呼吸器系では微小環境の

維持に対するCAの役割は大きい可能性が考えられた。細気管支分泌細
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胞におけるCAアイソザイムの存在が確認されたが、その機能的意義は

不明である。肺胞上皮におけるCAアイソザイムは一部の細胞のみが局

在を示した。肺では、ガス交換においては赤血球に存在するCA－IIが主

に働き、血漿中のH＋とHCO3一からCO2を産生する。また肺胞上皮のCA．II

やCA－IV、　CA－VIは、肺胞上皮細胞内のH＋とHCO3一をCO2に変換するこ

とで、肺胞上皮や血管内皮細胞の細胞膜を通過しやすくすると考えられ

た。
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第　4　章

涙器付属腺におけるCA－1，一II，一III，一VIの

　　組織局在と遺伝子発現の検索



　　　　　　　　　　　　　　　序文

　第2章と第3章においてイヌの呼吸器系におけるCAアイソザイムの

局在を詳細に検討した。鼻腔には鼻涙管によって涙液が流入するために、

鼻腔内環境の調節因子を考える上では、三下との関係も考慮する必要が

あると考えられる。序説でも述べたが、ラットの涙腺（Ogawa　et　al．，1995）

や、ヒツジの涙腺（Ogawa　et　aL，2002）においてCAの存在と遺伝子

発現が報告されている・また、イヌの第三眼瞼腺の切除による涙液pH

の若干の上昇（Saito　et　aL，2001）が報告されていることから、眼球表面

の微小環境の酸塩基平衡を考える場合には、涙腺だけではなく涙液を産

生する涙器付属腺であるその他の腺（第三眼瞼腺、瞼板腺、随毛腺）に

おけるCA局在を明らかにする必要があると考えられる。

　そこで本章では、イヌの涙器付属腺である、涙腺、第三眼瞼腺、瞼板

腺、随指環における細胞質型CA－1，一II，一III、及び分泌型CA－VIの組織局

在と遺伝子発現を明らかにし、眼球表面の微小環境におけるCAの機能

無意義を類推する事を目的として、次のように検討した。

　第2章、第3章と同様に、各CAアイソザイム蛋白の検索は免疫組織

化学染色によって行い、高活性を示す代表的なアイソザイムである

CA－IIと分泌型であるCA－VIについては、遺伝子発現を確認するために

RT・PCRを行った。分泌型であるCA－VIについては、蛋白レベルでの局

在をウェスタンプロット法と免疫組織化学染色を用いて検索し、その遺

伝子の組織上での局在を明らかにするためにin　situ　hybridizationを行い、
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遺伝子発現量の定量を目的として定量的PCRも併せて行った。また、序

説でも述べたが、第三眼瞼腺に存在する形態的に脂質を分泌すると思わ

れる細胞がMartin　et　aL（1988）によって報告されていることから、この

細胞を同定するために、脂肪染色としてSudan黒染色を併せて行った。

さらに微細構造を確認するために透過型電子顕微鏡による観察を行い、

脂腺である瞼板腺の脂腺細胞との構造的な差異を検討した。
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　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

　実験に用いた成犬（ビーグル犬）5個体（雄5個体）は、すべて本学

解剖学第一研究室及び外科学研究室より実習に用いた後にベントバル

ビタールの静脈麻酔下で放吟死させた個体を使用した。

　弾器での検討のために、涙腺、第三眼瞼腺、上眼瞼（瞼板腺と捷毛腺

を含む）を採材した。また、陽性対照として耳下腺を採材した。

HE染色・免’組織ヒ学染色・ウェスタンプロット法・RT－PCR

　成犬（ビーグル犬）5個体（雄5個体）より、上記の部位を採材し、

第2章と同様のプロトコールにて行なった。

定量的PCR

　成犬（ビーグル犬）1個体（雄1個体）より、上記の部位を採材し、

第2章と同様に定性的RT－PCRを行なった際に得られたcDNAを鋳…型に

PCR反応を行なった。

In　situ　h　bridization

　成犬（ビーグル犬）3個体（雄3個体）より、上記の部位を採材し、

第2章と同様のプロトコールにて行った。
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脂肪染色

　成犬（ビーグル犬）3個体（雄3個体）より、第三眼瞼腺を摘出後速

やかに10％シュークロース／PB溶液に浸漬し、0．C．T．　compound（サクラ

ファインテック・ジャパン）で包埋した後、クライオスタットにて常法

通りに厚さ6μmの凍結切片を作製後、Sudan黒染色を行なった。

透過型電子顕∠鏡による微細構造の観察

　成犬（ビーグル犬）4個体（雄4個体）より、観察に供する組織とし

て第三眼瞼腺と瞼板腺を塗材した。採解した組織は0．1Mカコジル酸ナ

トリウム緩衝液pH7．2により表面を充分に洗浄した後、2．5％グルター

ルアルデヒド／カコジル酸ナトリウム緩衝液に4℃で浸漬固定した（前固

定）。前固定した組織はさらに実体顕微鏡下で1mm3の大きさに細切し、

続いて、0．1Mカコジル酸ナトリウム緩衝液pH7．2で3回各10分洗浄

し、1％一酸化オスミウム水溶液に2時間4℃で浸漬固定した（後固定）。

固定後、それぞれの組織を3回各10分洗浄し、定法どおりアルコール

上昇系列で脱水し、プロピレンオキサイドで透徹置換した。その後、樹

脂包埋のため、プロピレンオキサイド：エポン樹脂（主剤EPON812

45．6％、硬化剤MNA　23．6％、　DDSA　30．8％に、加速剤DMP・301．5％を

加えたもの、TAAB，　UK：）＝1：1を1時間、プロピレンオキサイド：エ

ポン樹脂＝1：3を一晩浸透させ、最終的にエポン樹脂に包埋した。樹脂

包埋切片は、超薄切片作製に先立ち、ガラスナイフで1μmの厚切り切片
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を作製後、メチレンブルー染色をした。その厚切り切片を光学顕微鏡で

観察し、瞬膜腺、瞼板腺の腺房の位置を確認した後、さらに必要部位を

残し、トリミングをした。厚さ100nmの超薄切片作製はダイヤモンド

ナイフを装着した超ミクロトーム（JUM・7、日本電子）で行った。その

切片を0．1％クエン酸鉛により電子染色し、電子顕微鏡（JEM・1210、日

本電子）にて観察した。
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　　　　　　　　　　　　　　結果

脂肪染色

　一般染色（HE染色）において、第三眼瞼腺の深部に脂質分泌細胞と

思われる細胞が認められた（Figs．26a，26b）。これらの細胞は、周囲の漿

液腺房とは独立して腺房を形成しており、Sudan黒染色にてその細胞質

に脂質を含むことが確認された（Fig．27）。

免疫組織化学染色

　免疫組織化学染色を用いて、各組織におけるCA－1，・II，一III，一VI各アイ

ソザイムの組織局在を調べた結果をTable　3に示す。陽性対照として耳

下腺を用いた。全てのCA抗血清に対する反応は細胞質にび慢性に見ら

れ、粘膜下組織の線維芽細胞や血管内皮細胞は非特異的に弱い反応を示

した。

　涙腺では、漿液腺房はCA－1抗血清に対して反応を示さなかったが、

他のCA－II，一III，一VI各抗血清に対しては少数の細胞のみが弱い反応を示

した。導管上皮ではCA－1，一II，一III各抗血清に対して、反応を示した細胞

と示さなかった細胞が混在していた。一方CA－VI抗血清に対しては全て

の細胞が陽性反応を示した（Figs．28a，28b，28c，28d）。第三眼瞼腺では、

漿液腺房はCA－1，一II，一III，一コ口全てのCA抗血清に対して、一部門細胞の

みが反応を示した。導管上皮と脂腺細胞は、全てのCA抗血清に対して

反応を示した。特にCA－II抗血清とCA－VI抗血清に対する反応は、導管
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上皮の管腔側で強い反応を示した（Figs．29a，29b，29c，29d）。瞼板腺は脂

質分泌を行なう脂腺細胞から成り（Fig．30）、これらの細胞は全てのCA

抗血清に対して強く反応を示した。特に、劇的の辺縁にある未分化な細

胞は管腔側の細胞よりも強い反応を示した。これらの腺の導管上皮細胞

は、全てのCA抗血清に対して弱い反応を示した（Figs．31a，31b，31c，31d）。

紅毛腺は瞼板腺と同様に脂腺から成り、CA抗血清に対する反応は瞼板

腺と同様に全てのアイソザイムで見られ、腺房の辺縁にある細胞がより

強く反応し、導管上皮の反応は弱かった（Figs．32a，32b，32c，32d）。

ウェスタンプロット法

　ウェスタンプロット法にて、涙器におけるCA－VI蛋白の検索を行った。

その結果、陽性対照とした耳下腺と比較して少量ではあるが、涙腺、第

三眼瞼腺、上眼瞼（瞼板腺と随毛腺を含む）の各部においてCA。VI蛋白

の存在が認められた（Fig．33）。

RT。PCR

　採材した各組織由来のトータルRNAを用いたRT－PCRによって、CA・II，

一VIの遺伝子発現を定性的に調べた。その結果、　CA－IIの増幅産物である

358bpのバンドと、CA－VIの増幅産物である441bpのバンド、内部標準

として用いたβ一actinの増幅産物である316bpのバンドは、検索を行っ

た全ての部位（耳下腺、涙腺、第三眼瞼腺、上眼瞼）において確認され
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た（Fig．34）。

定量的PCR

　採材した各組織由来のcDNAを用いてCA－VIの定量的PCRを行なっ

た。CA－VIの測定値を内部標準として用いたβ一actinの測定値で補正を

行い、各組織でのイヌのCA－VI　mRNAの相対的な発現量を求めた。得ら

れたデータを片対数グラフとして表したものがFig．35である。その結果

を上眼瞼での発現量を基準として比較すると、涙腺での発現量は約26

倍、第三眼瞼腺では約70倍を示した。一方で陽性対照とした耳下腺で

は2万倍以上の発現量を示した。

　RT－PCRによって得られたCA－VI増幅産物を用いて作製したRNAプ

ローブを使用して、in　situ　hybridizationを行い、組織上でのCA－VI遺伝

子発現の確認を行った。陽性対照として使用した耳下腺では、漿液腺房

は強い反応を示したが（Fig．8）、導管上皮と粘液腺房は反応を示さなか

った。検索を行った涙腺（Fig．36）、第三眼瞼腺（Fig．37）、瞼板腺（Fig．

38）、随毛腺（Fig．39）の全ての部位において反応は見られなかった。

透過型電子顕∠鏡によるz細構造の　察

　第三眼瞼腺の終末部を構成する細胞を透過型電子顕微鏡で観察する
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と、それぞれの細胞の形態的特徴から3種類の細胞に分類できた。

　一つ目は、細胞の基底側に偏位する大型円形で不均整な核を持つ細胞

で、このタイプの細胞の特徴は核上部の細胞質に全て均一な高電子密度

の分泌穎粒を持っていることで、この細胞を1型とした（Fig．40）。

　二つ目は、大型円形もしくは扁平で不均整な核が細胞の基底側に偏位

するもので、この細胞には核上部の細胞質に、2，3種の異なる電子密度

の分泌穎粒が認められ、この細胞をII型とした（Fig．41）。

　三つ目は、細胞の基底側に偏位する大型円形もしくは扁平で不均整な

核を持ち、核上部の細胞質には、形態の異なる2種類の穎粒を持つもの

であった。少数の穎粒は、前述した細胞にみられた穎粒のような高電子

密度な穎粒であったが、大多数の明野は空胞様構造であり、この細胞を

III型とした（Fig．42）。

　瞼板腺の終末部を構成する細胞を透過型電子顕微鏡で観察すると、腺

房辺縁部にある未分化な細胞では核は大きく細胞の大部分を占め、脂質

滴は存在していなかった（Fig．43）。

　しかし、さらに腺軍側のより分化した細胞では、核に対し細胞質の占

める割合が増大し、細胞質内に脂質滴も多数観察された。脂質滴は形、

数、大きさはさまざまであり、それぞれは限界膜によって画されていた。

腺腔側に近い細胞の脂質滴は互いに融合し、次第に大きくなり、限界膜

も消失していた（Fig．44）。

　完全に分化した成熟細胞は最終的には細胞全体が崩壊していた。また
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その場合、核は萎縮し星形になるものやまたは破壊されているものがみ

られた。細胞全体は大きくなり変形し、脂肪滴は互いに融合し巨大化し、

大部分の限界膜は消失し、細胞質基質は著しく乏しくなっていた（Fig．

45）。
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　　　　　　　　　　　　　　　考察

　本章では、イヌの涙器におけるCAアイソザイムの組織局在と遺伝子

発現について検索を行った。その結果、CA－1，一II，一III，一VIの各蛋白の組

織での存在とCA－II，一VIの遺伝子発現が明らかとなった。　CA－VI蛋白は

ウェスタンプロット法によりイヌの涙器に少量ながら存在することが

確認された。また、涙器におけるCA遺伝子の発現量は耳下腺と比較し

て非常に低かったが、その存在が確認された。定性的PCRによって示さ

れたCA－VIの遺伝子発現がin　situ　hybridizationでは検出できなかったの

は、第2、3章での呼吸器で述べた理由と同様であると考えられた。

　これまでに涙器でのCAアイソザイムの局在に関して、ラットの涙腺

で一部の漿液細胞がCA－VI抗血清に反応を示した報告や（Ogawa　et　al．，

1995）、ヒツジの涙腺でラットと同様に一部の漿液細胞が免疫組織化学

染色でCA－VI抗血清に反応を示し、さらにCA－VI　mRNAの発現が

RT・PCRとin　situ　hybridizationによって確認されている（Ogawa　et　al．，

2002）。これらの報告では、CA蛋白が認められた漿液細胞は涙腺全体の

少数であり、その遺伝子発現も耳下腺と比較して非常に少量であった。

本章での実験結果はこれらの報告と類似するものであった。また、第三

眼瞼腺の導管では、CA－II，一VI抗血清に対する反応が導管上皮の管腔側

で強い反応を示した。Vince　et　al．（1998）は赤血球膜においで、　CA・II

とHCO3’の輸送体であるAE－1（陰イオン交換輸送体1；Anion　Exchanger

l）の結合を報告している。これは、HCO3’の輸送や合成に関与する酵素
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群が複合体を形成し、その酵素反応の効率を上げるものであり（Srere．

lg87）、近年この複合体は、　bicarbonate　transport　metabolonという概念と

して提唱されている（Sterling　et　aL，2001）。今回の導管上皮における管

腔側でのCA－IIのより強い発現は、この複合体との関連が考えられた。

　涙器付属腺は、涙腺、第三眼瞼腺、瞼板腺、短毛腺などから成り、こ

れらの腺は涙液を産生する。この涙液は3層から成り、最外層の脂質層

は主に瞼板腺の分泌物に由来している。この脂質層は涙液を均等に広げ

涙液の安定化に関与する。中間層の水階層は、イヌではその70％が涙腺

由来であり、30％が第三眼瞼腺由来であり（Gelatt，1991；Helper，1996）、

角膜を湿らせまた角膜上皮に栄養を供給している。最内層の粘液地層は、

結膜にある杯細胞に由来し、涙液を密接に角膜へ付着している。涙腺と

第三眼瞼腺の腺房細胞に関する分類で、イヌの第三眼瞼腺には、ブタな

どに見られる深第三眼瞼腺（ハーダー腺）にある細胞と類似した脂質細

胞が見られたとの報告がある（Martin　et　a1．，1988）。今回の研究で、イヌ

の第三眼瞼腺において形態的に脂腺細胞と考えられた細胞は、脂肪染色

であるSudan黒染色で細胞質に脂質滴を含むことが確認された。透過型

電子顕微鏡による観察結果と、Martinら（1988）による結果を照らせば、

高電子密度の穎粒を持つ細胞は、PAS反応とアルシアンブルー染色

（pH1．5）で陽性であったとの報告より、今回分類した1型とII型細胞

は漿液性あるいは漿粘液性分泌細胞であり、四型細胞は脂質分泌細胞と

思われた。したがってこの八型細胞は涙液の脂質層を形成する脂質を供
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給する細胞のひとつと思われる。しかしこの細胞が、一般的な脂腺細胞

のような全分泌を示す形態を確認することは出来なかったことから、瞼

板腺のように脂質を産生していると考えられるが、その分泌形態は異な

っている可能性が示された。

　一方、瞼板腺の電子顕微鏡による微細構造の観察では、腺房細胞は皮

脂腺細胞と非常に酷似していた。この細胞は腺腔に向かうにつれ変性し、

細胞そのものが分泌物となり、腺腔に全分泌される。よってこれらの細

胞は、涙液の最外層である脂質層の形成に関与していると考えられる。

これまでに脂腺細胞におけるCAアイソザイムの局在の報告は、皮膚皮

脂腺にCA－1，　CA－IIが発現していると報告がある（Noda　et　a1．，1987）が、

この脂質分泌細胞におけるCAアイソザイムの機能的意義は依然不明で

ある。しかしin　vitroでは、　CAは数種類のエステルの加水分解を触媒す

ることが知られており（今堀ら1984）、第三眼瞼腺や瞼板腺、随毛腺の

脂腺細胞におけるCAアイソザイムは脂質代謝が盛んであるとされる腺

房辺縁の未分化な脂腺細胞でより強く発現していたことから、細胞が作

る脂質あるいはその形成過程における脂質代謝との関連があることが

示唆された。これはCAの新たな機能を示唆していると思われる。今後

は、CAと脂質代謝とゐ関連を明らかとするために、涙器付属腺以外の

脂腺におけるCAの局在を検討する必要があると考えられる。

　涙腺、第三眼瞼腺などの涙器付属腺によって産生された涙液は、眼球

表面を覆うことによってそこでの微小環境を維持する重要な役割を果

53



たしていると考えられる。涙液全体の30％を産生する第三眼瞼腺は、イ

ヌにおいては涙腺と同様にその存在意義は大きく、外科的に切除した場

合には、乾燥性角結膜炎の発症が増加すること（Brooks　et　aL，1991）や、

涙液産生量の減少及び涙液のpHの若干の上昇（Saito　et　a1．，2001）が報

告されている。これらの報告から、分泌型であるCA－VIは、耳下腺など

の唾液腺に比較して非常に微量ではあるが涙液中に分泌され、涙液中で

HCO3噂を産生することで、大気中のCO2の拡散によって生じるH＋を中和

し角膜上皮の保護を行っていると考えられ（Ogawa　et　al．，2002）、角膜上

皮における細胞質型CAアイソザイムと相補的にその緩衝能によって角

膜上皮を保護していると考えられる。また細胞質型であるCA－1，一II，一III

は、涙腺や第三眼瞼腺の腺房や導管上皮における微小環境の酸塩基平衡

の維持やイオンの輸送に関わり、第三眼瞼腺や瞼板腺、捷毛腺では脂質

代謝への関与や腺房での局所の酸塩基平衡と関わっている可能性が考

えられるが、その詳細について更なる検討が必要である。また、涙器に

よって産生された涙液は鼻涙管を経由して鼻腔内へと流れる。涙器付属

腺で産生・分泌された涙液中に含まれるCA－VIの量は非常に少量である

が、涙液中のCAが鼻腔に注ぎ込むことによって多少なりとも鼻腔内環

境の維持に関与していることが推論された。
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　　　　　　　　　　　　　　　小括

　イヌの涙器付属腺（涙腺、第三眼瞼腺、瞼板腺、随毛腺）において、

細胞質型CAであるCA－1，一II，一IIIと分泌型であるCA－VIの組織局在と遺

伝子発現を検討した。その結果、涙腺と第三眼瞼腺の一部の漿液腺房で

CAアイソザイムの存在が確認され、脂腺細胞である瞼板腺や瞳毛腺、

第三眼瞼腺の脂腺細胞でもCAアイソザイムが確認された。　CA－VI蛋白

はウェスタンプロット法によりイヌの涙器に少量ながら存在すること

が確認された。またCA－II，一VIの遺伝子発現は、全ての組織において定

性的・定量的PCRで確認されたが、　in　situ　hybridizationでは確認されな

かった。また電子顕微鏡による微細構造の確認によって、イヌの第三眼

瞼腺には漿液、漿粘液を産生する細胞以外に、脂質生成を行なう細胞が

あることが明らかとなった。

　以上より、イヌの州際においてCAは涙液産生を行う漿液腺房の一部

と脂腺細胞に存在し、CA－VIは涙液中に分泌され、　CA－1，一II，一IIIは局所

においてその緩衝能によって涙液や眼球表面の酸塩基平衡の維持に関

与することで、角膜上皮の障害を防いでいると考えられた。さらに、分

泌型CAは鼻涙管を経て鼻腔内へ至り、鼻腔内の局所における酸塩基平

衡の維持に関与する可能性が考えられた。また脂腺細胞におけるCAの

存在が示されたが、その機能については脂質代謝との関連が示唆された。
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章5第

総括
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　上部気道であるイヌの鼻腔粘膜（鼻前庭部粘膜、鼻粘膜嗅部、鼻粘膜

呼吸部、外側鼻腺）において、細胞質型CAであるCA－1，一II，一IIIと分泌

型であるCA－VIの組織局在と遺伝子発現を検討した。その結果、免疫組

織化学染色にて鼻前庭部の重層円柱上皮と、鼻粘膜嗅部、鼻粘膜呼吸部

の杯細胞を除く全ての線毛上皮に全てのアイソザイムが存在した。また

鼻前庭腺、嗅腺、鼻腺の各漿液腺房ではアイソザイムによって異なるが

CAの局在が確認された。また鼻粘膜嗅部では、一部の嗅細胞がCA抗

血清に対して特に強く反応した。CA－VI蛋白はウェスタンプロット法に

よりイヌの鼻腔粘膜に非常に少量ながら存在することが確認された。ま

たCA－II，一VIの遺伝子発現は、全ての組織において定性的あるいは定量

的PCRで確認されたが、　in　situ　hybridizationでは確認されなかった。

　よって、イヌの鼻腔においてCAは鼻腔粘膜の上皮に存在し、その機

能は酵素が持つ緩衝能によって鼻腔粘膜の酸塩基平衡の維持に関与す

ることと考えられる。感覚器でもある鼻粘膜嗅部では、CAは嗅物質と

嗅細胞の接触に必要な粘液層の酸塩基平衡の維持やイオンの輸送に関

与すると考えられた。さらに、嗅細胞ではCA抗血清に特に強く反応す

る結果が得られたことから、CO2濃度や嗅物質の感知との関連も示唆さ

れた。

　次に、鼻腔から連続するイヌの喉頭及び下部気道粘膜（気管頚部、気

管頚胸部、気管胸部、気管分岐部、主気管支、肺葉肺門部、肺葉尖端部）

において、細胞質型CAであるCA－1，一II，一IIIと分泌型であるCA．VIの組
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織局在と遺伝子発現を検討した。免疫組織化学染色の結果、喉頭から細

気管支に渡る全ての線毛上皮では、全てのCAアイソザイムが存在した

が、粘膜上皮の杯細胞ではCAアイソザイムの存在が見られなかった。

また、気管腺、気管支腺の漿液腺房でも全てのCAアイソザイムの存在

が確認された。細気管支分泌細胞では、全てのCAアイソザイムが存在

した。肺胞の呼吸上皮細胞と大肺胞上皮細胞では一部の細胞のみが

CA．II，一VI抗血清に反応した。また、ウェスタンプロット法によりCA－VI

蛋白は少量ながら存在することが確認された。またCA－II，一VIの遺伝子

発現は、全ての組織において定性的及び定量的PCRで確認されたが、　in

situ　hybridizationでは確認されなかった。

　以上より、イヌの喉頭及び下部気道においてCAは気道粘膜の上皮に

存在し、細胞四型CAと分泌型CAは鼻腔と同様に、HCO3一を用いた酸の

中和を行い、気道粘膜の酸塩基平衡の維持に関与すると考えられた。ま

た、気道粘膜の酸による線毛運動の抑制を防ぎ、粘膜を保護する可能性

が考えられた。これまでに報告された他の動物と異なり、気道粘膜の全

ての線毛上皮にCAが存在する事から、イヌの呼吸器系では微小環境の

維持に対するCAの役割は大きい可能性が考えられた。細気管支分泌細

胞におけるCAアイソザイムの存在が確認されたが、その機能的意義は

不明である。肺胞上皮におけるCAアイソザイムは一部の細胞のみが局

在を示した。・肺では、ガス交換においては赤血球に存在するCA。IIが主

に働き、血漿中のH＋とHCO3’からCO2を産生する。また肺胞上皮のCA．II
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やCA．IV、　CA－VIは、肺胞上皮細胞内のH＋とHCO3’をCO2に変換すると

考えられた。

　イヌの涙器付属腺（涙腺、第三眼瞼腺、瞼板腺、聴毛腺）において、

細胞質型CAであるCA－1，一II，一IIIと分泌型であるCA－VIの組織局在と遺

伝子発現を検討した。その結果、涙腺と第三眼瞼腺の一部の漿液腺房で

CAアイソザイムの存在が確認され、脂腺細胞である瞼板腺や捷毛腺、

第三眼瞼腺の脂腺細胞でもCAアイソザイムが確認された。　CA．VI蛋白

はウェスタンプロット法によりイヌの涙器に少量ながら存在すること

が確認された。またCA－II，一VIの遺伝子発現は、全ての組織において定

性的・定量的PCRで確認されたが、　in　situ　hybridizationでは確認されな

かった。また電子顕微鏡による微細構造の確認によって、イヌの第三眼

瞼腺には漿液、漿粘液を産生する細胞以外に、脂質生成を行なう細胞が

あることが明らかとなった。

　以上より、イヌの子器においてCAは涙液産生を行う漿液腺房の一部

と脂腺細胞に存在し、CA－VIは涙液中に分泌され、　CA－1，一II，一IIIは局所

においてその緩衝能によって涙液や眼球表面の酸塩基平衡の維持に関

与することで、眼球表面の微小環境を維持し角膜上皮の障害を防いでい

ると考えられる。さらに涙液中の分泌型CAは、鼻涙管を経て鼻腔内で

局所の酸塩基平衡の維持に関与すると考えられた。また脂腺細胞におけ

るCAの存在が示されたが、その機能については脂質代謝との関連が示

唆された。
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要約
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　　炭酸脱水酵素（carbonic　anhydrase［EC．4．2．1．1］以下CA）は、亜鉛を含

む金属結合酵素で・CO2＋H20⇔H＋＋HCO3●の両方向の反応を触媒する。現

在までに哺乳類では12種類のアイソザイムと、3種類のCA関連蛋白が

報告されている・一般的な細胞質型アイソザイムとしてはCA－1，一II，．III

などがあり・唯一の分泌型アイソザイムとしてはCA－VIが知られている。

CAの主な機能はpH調節に不可欠なHCO3’を供給し体内の酸塩基平衡を

維持することである。近年CA－VIは鼻腔における嗅物質やCO2の感知、

細気管支分泌細胞における成長因子としての機能が示唆されるなど、多

機能蛋白としての役割も注目されている。体内におけるCA局在は、赤

血球、腎臓、骨、消化器系などにおいて多数報告されており、体組織全

般においてその局在が明らかにされてきている。一方、このような蓄積

されたデータの中で、生命活動に必要な呼吸ガスの交換器官である呼吸

器系器官、および鼻涙管を通して気道と機能的な関連を持つことが推察

される涙器付属腺におけるCAの局在に関する報告は非常に少ない。そ

こで本研究ではこれちの器官におけるCAアイソザイムの局在と遺伝子

発現を明らかにし、それらの機能的意義を推論することを目的に、イヌ

の呼吸器系器官として鼻腔領域、喉頭・気管・気管支・肺の領域、涙器

付属腺について3章に分けて検討した。検索対象としたアイソザイムは、

これまでに呼吸器系に存在しているという報告のあるCA－1，一II、　CA阻

害剤であるアセタゾラミド抵抗性という特徴を持つCA－III、及び唯一の

分泌型であるCA－VIとした。
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　全てのCAアイソザイムの検索は免疫組織化学染色法を用い、さらに

分泌型のCA－VI蛋白の検索ではウェスタンプロット法を併用した。　CA

遺伝子発現の確認は、CA－IIとCA－VIでは定性的PCRを行い、さらに

CA－VIについては定量的PCRとin　situ　hybridizationによる検索も行なっ

た。また、涙器付属腺においては、免疫組織化学染色法によるCAの組

織局在の観察の他、CAアイソザイム抗血清に反応が見られた第三眼瞼

腺および瞼板腺の脂腺細胞の微細構造について透過型電子顕微鏡を用

いて観察した。

【鼻腔におけるCA－1，一II，一III，一VIの組織局在と遺伝子発現の検索】

　免疫組織化学染色法による観察では、粘膜上皮と導管上皮では検索を

行った全てのCAアイソザイム抗血清（以下CA抗血清）に対する反応

が見られた。鼻前庭腺、嗅腺、鼻腺の各漿液腺房では一部の細胞におい

てCA抗血清に対する反応が見られたが、外側鼻腺の漿液腺房では全て

のCA抗血清に対する反応は見られなかった。粘液腺房や杯細胞では全

てのCA抗血清に対して反応は見られなかった。鼻粘膜物部では一部門

嗅細胞でCA－II，一III，一VI抗血清に対して特に強い反応があった。　CA－VI

蛋白はウェスタンプロット法によりイヌの鼻腔領域に少量ながら存在

することが確認された。定性的PCRでは、　CA－II，一VI双方の遺伝子発現

が、検索を行った全ての部位で確認された。定量的PCRの結果、外側鼻

腺でのCA－VI遺伝子の発現量と比較して、鼻前庭部での発現量は100倍
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以上、鼻粘膜嗅部や鼻粘膜呼吸部での発現量は約10倍だった。In　situ

hybridizationでは、　CA－VIの遺伝子発現は確認されず、この結果は下部

気道や涙器付属腺においても同様であった。これは、定量的PCRより

CA．VIの遺伝子発現量が低いことが明らかとなっており、検出感度以下

であったためと考えられた。

　イヌの鼻腔内におけるCAアイソザイムの機能は、その緩衝能によっ

て上部気道粘膜において産生される外因性の酸を中和し粘膜を保護し、

鼻前庭部粘膜や鼻粘膜呼吸部では、このようなCAの機能によって上部

気道での呼気や吸気に接する粘膜上の酸塩基平衡を維持し、微小環境が

保たれていると考えられた。鼻腔粘膜の各漿液腺房や導管上皮では、細

胞質型CAは細胞内の酸塩基平衡の維持やイオンの輸送を、また分泌型

CAは導管内の分泌物中の酸塩基平衡を維持していると考えられた。鼻

粘膜嗅部では既に報告されているモルモット、マウスと同様、イヌにお

いても一部の嗅細胞がCA抗血清に対して特に強く反応していた。鼻粘

膜雪叩でのCAの存在意義は、粘液層の酸塩基平衡の維持やイオンの輸

送による電解質濃度の調節を通して、CO2や嗅物質の感知という機能に

関わることと考えられた。
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【喉頭及び下部気道におけるCA－1，一II，一III，一VIの組織局在と遺伝子発現

の検索】

　免疫組織化学染色法による観察では検索を行った全てのCA抗血清に

対する反応が、喉頭をはじめとする気道粘膜上皮、漿液腺房とその導管

上皮に見られた。一方で、粘液腺房や杯細胞では全てのCA抗血清に対

する反応は見られなかった。細気管支分泌細胞では、全てのCA抗血清

に対して反応が見られた。肺では、呼吸上皮細胞と大肺胞上皮細胞は、

CA－1，一III抗血清に対して反応は見られなかったが、高活性型である

CA－IIと分泌型であるCA－VIに対しては両細胞とも一部門細胞で反応が

見られた。CA－VI蛋白はウェスタンプロット法によりイヌの喉頭及び下

部気道領域に少量ながら存在することが確認された。定性的PCRでは、

検索を行った全ての部位でCA－II，一VI双方の遺伝子発現が見られた。定

量的PCRの結果、肺でのCA－VI遺伝子の発現量と比較して、喉頭から

気管支での発現量は約10倍、主気管支での発現量はほぼ同量だった。

　ヒトにおいて、気道上皮の粘液中の酸が増加することによって細菌の

感染性が高くなることが報告されていることから、本研究のイヌにおい

て気道上皮のCAアイソザイムの機能は、鼻腔と同様にその緩衝能によ

って、粘膜上の酸を中和し気道粘膜を保護している可能性が考えられた。

気道粘膜上皮のCA局在は、モルモットなどの報告では一部の上皮での

み見られたとされているが、イヌでは一様に見られた。イヌは体温調節

の際にpantingを行い、大量の気体が気道を通過する際の気化熱で体温
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を下げる。そのためイヌの気道上皮は、大気との接触が多く、CAは気

道粘膜に広く存在する可能性が考えられた。また本研究ではラットと同

様、イヌにおいても細気管支分泌細胞にCAアイソザイムの局在が確認

された。この局在の意義についてラットではCAの成長因子としての機

能が示唆されていることから、イヌにおいても同様に成長因子としての

可能性が考えられたが、本研究では成犬のみ対象としていることから、

その意義については今後の検討が必要である。肺胞上皮におけるCAア

イソザイムの局在は、一部の細胞でCA－IIとCA－VIが見られたのみであ

った。肺では、ガス交換においては赤血球に存在するCA－IIが主に働き、

血漿中のH＋とHCO3’からCO2を産生する。また肺胞上皮のCA－IIやCA－IV、

CA－VIは、肺胞上皮細胞内のH＋とHCO3’をCO2に変i饗すると考えられた。

【涙淵付属腺におけるCA－1，一II，一III，一VIの組織局在と遺伝子発現の検

索】

　免疫組織化学染色法による観察では全てのCAアイソザイム抗血清に

対する反応が、涙腺と第三眼瞼腺の一部門漿液腺房と導管上皮、また第

三眼瞼腺と瞼板腺、瞳毛革の脂腺細胞に見られた。瞼板腺や下毛腺の脂

腺の腺房では、腺房辺縁の未分化な細胞でより強い反応がみられた。

CA－VI蛋白はウェスタンプロット法によりイヌの涙器付属腺に少量なが

ら存在することが確認された。遺伝子発現の検討結果は、呼吸器系と同

様にCA－II，一VIの定性的PCRの結果、両アイソザイムの遺伝子発現が確
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認された。定量的PCRの結果、上眼瞼（瞼板腺と捷毛腺を含む）での

CA－VI遺伝子の発現量と比較して、涙腺や第三眼瞼腺での発現量は10

倍以上だった。

　涙腺、第三眼瞼腺などの四物付属腺によって産生された涙液は、眼球

表面を覆うことで、その部位の微小環境の維持にとって重要な役割を果

たしている。イヌにおいて涙液全体の30％を産生すると言われる第三眼

瞼腺は、涙腺と同様にその存在意義は大きく、外科的に切除した場合に

は乾燥性角結膜炎の増加や、涙液産生量の減少及び涙液のpHの若干の

上昇が報告されている。このことから涙腺や第三眼瞼腺で産生され涙液

中に分泌されたCA－VIは、涙液中でHCO3聯を産生することで、大気中の

CO2の拡散によって生じるH＋を中和し角膜上皮の保護を行っていると

考えられ、角膜上皮における細胞質型CAアイソザイムと相補的にその

緩衝能によって角膜上皮を保護していると考えられる。さらに鼻涙管を

経て鼻腔内へと注ぎこむことで、鼻腔内の微小環壌の維持に関与してい

る可能性が考えられた。また、押手付属腺の腺房や導管上皮にみられた

細胞質型アイソザイムであるCA－1，一II，一IIIは、他の組織と同様に微小環

境の酸塩基平衡の維持やイオンの輸送に関わっていると考えられる。ま

た、第三眼瞼腺でCAアイソザイム抗血清に反応を示した脂腺細胞は、

ブタなどに見られる深第三眼瞼腺（ハーダー腺）にある細胞と類似し、

涙液の最外層の脂質層を形成する脂質を供給する細胞のひとつと思わ

れた。この脂腺細胞を透過型電子顕微鏡により観察すると、その微細構
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造が同じ涙器付属腺である瞼板腺の脂腺細胞とは異なることが明らか

となった・脂腺細胞中にCAがあるとの報告は未だなく、その存在意義

は不明である。しかし脂質代謝がより盛んな脂腺の腺房辺縁にある未分

化な細胞が・脂質を豊富に含み全分泌される直前の分化した細胞と比べ

て強く反応したことから、この酵素が細胞内の脂質代謝に何らかの役割

を果たしている可能性が考えられ、CAの新たな機能を示唆していると

思われた。
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図表
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Table　l

鼻腔における免疫組織化学染色の結果

　　　　　　　　　　　　　　　　CA－1 CA－II　　　CA－HI　　　CA－VI

鼻粘膜前庭部

　　　鼻前庭腺

鼻粘膜嗅部

　　　　嗅腺

鼻粘膜呼吸部

　　　　　鼻腺

外側鼻腺

粘膜上皮

漿液腺房

導管上皮

粘膜上皮

漿液腺房

導管上皮

粘膜上皮

漿液腺房

導管上皮

漿液腺房

導管上皮

十
±
十
十
±
十
十
　
十

十

十
圭
十
十
±
十
十
　
十

十

十
±
十
十
十
十
十
十
十

十

＋
土
＋
＋
十
＋
＋
　
＋

十

＋：CA抗血清に反応がみられた　一：CA抗血清に反応がみられなかった

±：CA抗血清に反応がみられた細胞とみられなかった細胞が混在
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Table　2

　　喉頭及び下部気道における免疫組織化学染色の結果

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CA－I　　　CA－II　　CA－111　　CA－VI

喉頭蓋

　喉頭蓋腺

気管

気管腺

気管支

気管支腺

細気管支

肺

　　粘膜上皮

　　漿液腺房

　　粘液腺房

　　導管上皮

　　粘膜上皮

　　漿液腺房

　　粘液腺房

　　導管上皮

　　粘膜上皮

　　漿液腺房

　　粘液腺房

　　導管上皮

　　粘膜上皮

細気管支分泌細胞

　呼吸上皮細胞

大肺胞上皮細胞

＋
＋
　
＋
十
十
　
＋
＋
＋
　
＋
＋
＋

十
＋
　
十
十
＋
　
十
十
十
一

十
十
十
±
±

＋
＋
　
＋
＋
＋
　
＋
＋
＋
　
＋
＋
＋

＋
＋
　
＋
＋
＋
　
＋
＋
＋
　
＋
＋
＋
±
±

＋：CA抗血清に反応がみられた　一：CA抗血清に反応がみられなかった

±：CA抗血清に反応がみられた細胞とみられなかった細胞が混在
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Table　3

涙器における免疫組織化学染色の結果

CA－1 CA－II CA－HI CA－VI

涙腺

第三眼瞼腺

瞼板腺

随毛腺

漿液腺房

導管上皮

漿液腺房

脂腺腺房

導管上皮

脂腺腺房

導管上皮

脂腺腺房

導管上皮

±

±
十
十

十
十

十
十

±
±

±
十
十

十
十

十
十

±
±

土
十
十

十
十

十
十

±
十

±
十
十

十
十

十
十

＋：CA抗血清に反応がみられた　一：CA抗血清に反応がみられなかった

±：CA抗血清に反応がみられた細胞とみられなかった細胞が混在
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Fig．1a

鼻前庭部 CA－1（scale；100μm）

重層円柱上皮と導管上皮（→）はCA－1抗血清に反応を示した。

漿液腺房（＊）は反応を示す細胞と示さない細胞が混在していた。
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重層円柱上皮と導管上皮（→）はCA－II抗血清に反応を示した。
漿液腺房（＊）は反応を示す細胞と示さない細胞が混在していた。
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Fig．1c

鼻前庭部 CA－III（scale；100μm）

重層円柱上皮と導管上皮（→）はCA－III抗血清に反応を示した。

漿液腺房（＊）は反応を示す細胞と示さない細胞が混在していた。
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’

CA－VI（scale；100μm）

重層円柱上皮と導管上皮（→）は
、CA。VI抗血清に反応を示した。

漿液腺房（＊）は反応を示す細胞
　と示さない細胞が混在していた。
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Fig．2a

鼻粘膜薗部　田染色　（scale；50μm）

嗅粘膜は一般的に、管腔側より支持細胞の核（S）

基底細胞の核（B）の3層を示す。
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Flg．2b

鼻粘膜嗅部　CA－1（scale；100μm）

粘膜上皮は嗅細胞、支持細胞、基底細胞のいずれの細胞もCA－1抗血清に反応を示した。

導管上皮（→）も同様であった。

嗅腺の漿液腺房（＊）は反応を示す細胞と示さない細胞が混在していた。
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Fig．2c

鼻粘膜嗅部　CA－II（scale；100μm）

粘膜上皮は嗅細胞、支持細胞、基底細胞のいずれの細胞もCA－II抗血清に反応を示した。

導管上皮（→）も同様であった。

嗅腺の漿液腺房（＊）は反応を示す細胞と示さない細胞が混在していた。

一部の嗅細胞が、特に強く反応していた。
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CA－III（scale；100μm）

粘模上皮は嗅細胞、支持細胞、基底細胞のいずれの細胞もCA－III抗血清に反応を示した。

導昔上皮（→）も同様であった。

嗅腺の漿液腺房（＊）は反応を示した。

一部の嗅細胞が、特に強く反応していた。
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Fig．2e

鼻粘膜嗅部　CA－VI（scale；100μm）

粘膜上皮は嗅細胞、支持細胞、基底細胞のいずれの細胞もCA－VI抗血清に反応を示した。

導管上皮（→）も同様であった。

嗅腺の漿液腺房（＊）は反応を示した。

左下図　（scale；20μm）

一部の嗅細胞が、特に強く反応していた。
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Fig．3a

鼻粘膜呼吸部　CA－1（scale；100μm）

ヤ

線毛上皮はCA－1抗血清に反応を示したが、杯細胞は反応を示さなかった。

導管上皮（→）は反応を示した。

鼻腺の漿液腺房（＊）は、反応を示さなかった。
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Hg．3b

鼻粘膜呼吸部

’　　f

CA－II（scale；100μm）

線毛上皮はCA－II抗血清に反応を示したが、杯細胞は反応を示さなかった。

導管上皮（→）は反応を示した。

鼻腺の漿液腺房（＊）は、反応を示さなかった。
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鼻粘膜呼吸部　CA－III（scale；100μm）

線毛上皮はCA－III抗血清に反応を示したが、杯細胞は反応を示さなかった。

導管上皮（→）は反応を示した。
鼻腺の漿液腺房（＊）は、CA－III抗血清に対してのみ反応を示した。

∵・・㌧！；め’覧’　●‘、’．’・’・急・．

’計．・卜．，　ぺ　、・　一ぴ一ぺ　．一・・．
　　　ド　　　　　　　　　　　　の　　コ　ゆ　　　　　るノ
　　　　　カ　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

　　　　、　．　　　’　　　．ノ　　　　　　一．
　　　ワ　　　　6　レ　　　　　　　　　　　’

Fig．3d

鼻粘膜呼吸部　CA－VI（scale；100μm）

線毛上皮はCA－VI抗血清に反応を示したが、杯細胞は反応を示さなかった。

導管上皮は反応を示した。

鼻腺の漿液腺房（＊）は、反応を示さなかった。
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Fig．4a

外側鼻腺　CA－1（scale；100μm）

漿液腺房（＊）はCA－1抗血清に反応を示さなかった。

線条導管（→）と介在導管は反応を示した。
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Fig．4b

外側鼻腺　CA－II（scale；100μm）

漿液腺房（＊）はCA－II抗血清に反応を示さなかった。

線条導管（→）と介在導管（矢頭）は反応を示した。
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Fig．4c

外側鼻腺　CA－III（scale；100μm）

漿液腺房（＊）はCA－III抗血清に反応を示さなかった。

線条導管（→）と介在導管は反応を示した。
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Fig．4d

外側鼻腺　CA－VI（scale；100μm）

漿液腺房（＊）はCA－VI抗血清に反応を示さなかった。

線条導管（→）と介在導管（矢頭）は反応を示した。

　　　、　　　　、

わ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゴ

ー　　騰

80



　　　　　1　　　2　　　3　　　　4　　　　5

Fig．5

鼻腔でのウェスタンプロッティングの結果

1：耳下腺2：鼻前庭部3：鼻粘膜呼吸部4：鼻粘膜嗅部5：外側鼻線

検索を行った全ての部位で少量のCA－VI蛋白が確認された。

Fig．6

鼻腔でのRT－PCRの結果

1：耳下腺2：鼻前庭部　3：鼻粘膜呼吸部4：鼻粘膜嗅部　5：外側鼻腺

検索を行った全ての部位でCA－II，一VIの遺伝子発現が確認された。
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Fig．7

鼻腔でのCA－VIの定量的PCRの結果

外側鼻腺でのCA－VI　mRNAの発現量を基準にして比較すると、鼻前庭部では100倍以上、

鼻粘膜嗅部と鼻粘膜呼吸部では約10倍だった。
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Fig．8

耳下腺in　situ　hybridization　CA－VI（scale；100μm）

漿液腺房（＊）は強い反応を示したが、導管上皮（→）と粘液腺房は反応を示さ
なかった。
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Fig．9

鼻前庭部　in　situ　hybridization　CA－VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。

（＊）：鼻前庭腺
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Fig．10

鼻粘膜嗅部　in　situ　hybridization　CA－VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。

（＊）：嗅腺
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Fig．11

鼻粘膜呼吸部　in　situ　hybridization　CA－VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。

（＊）：鼻腺

（→）：導管上皮
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Fig．12

外側鼻腺　㎞situ　hybridization　CA－VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。

（＊）：漿液腺房

（→）：導管上皮
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Fig．13a

喉頭蓋　CA－1（scale；100μm）

偽重層線毛円柱上皮及び喉頭蓋腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）は、
CA。1抗血清に反応を示した。

喉頭蓋腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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Fig．13b

喉頭蓋　CA－II（scale；100μm）

轟　　　鴨

），∴、ゲ圏・

左上図　（scale；50μm）

偽重層線毛円柱上皮及び喉頭蓋腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）は、
CA－II抗血清に反応を示した。

喉頭蓋腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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Fig．13c

喉頭蓋 CA－III（scale；100μm）

偽重層線毛円柱上皮及び喉頭蓋腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）は、
CA－III抗血清に反応を示した。

喉頭蓋腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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Fig．13d

喉頭蓋
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CA－VI（scale；100μm）左下図　（scale；50μm）

偽重層線毛円柱上皮及び喉頭蓋腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）は、
CA－VI抗血清に反応を示した。

喉頭蓋腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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Fig．14a

気管粘膜　CA－1（scale；100μm）

線毛円柱上皮及び気管腺の漿液腺房と導管上皮（→）は、CA4抗血清に反応を示した。

粘膜上皮の杯細胞と気管腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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Fig．14b

気管粘膜　CA－II（scale；100μm）左下図　（scale；50μm）

線毛円柱上皮及び気管腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）は、CA．II抗血清に反応を
示した。

粘膜上皮の杯細胞と気管腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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Fig．14c

気管粘膜　CA－III（scale；100μm）左下図　（scale；50μm）

線毛円柱上皮及び気管腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）は、CA．III抗血清に反応を示
した。

粘膜1二皮の杯細胞と気管腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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　　　　CA－VI（scale；100μm）

線毛円柱上皮及び気管腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）は、CA－VI抗血清に反応を
示した。

粘膜上皮の杯細胞と気管腺の粘液腺房は反応を示さなかった。

Fig．14d

気管粘膜
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　　　　　　　左下図　（scale；50μm）

88



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5「㍗

　　　　　　　　　　　　　　　　　’．　　　　　　）　　　　　　　　　　　　　　　　　’㌦　　　　　阪　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　ノド　　　　　　　ロつ　　　　　ち

　　　　　　　　　　　　ヤ　　　ロひ
　　　　汐㌔一∵引㍉＼∴．　＼一1
　　　　　　　　　　　、　　　　　7　｛

　　ξ　G．㌔　　一　　㌧＼・㌧、．
野・’

1一「　　『＊
　　　　　．一一’6唱

臥’　　　　　　　・一　．　　　　　　「　．　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　ロ陸　，．　・．　　　　／

＼　ド 　　　　　　　　　　　　　　■■■9ゲ
　　　ロ　ヘ　　　　　　　　　　　　ログム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　しの
咲冒ゼ @　　　　一へ　　’．〆　　　　　　　　　7　　　　　　．一．晦、．τ

Fig．15a

気管支粘膜　CA－1（scale；100μm）

線毛円柱上皮及び気管支腺（＊）の漿液腺房と導管上皮はCA－1抗血清に反応を示した。

粘膜上皮の杯細胞と気管支腺の粘液腺房は反応を示さなかった。

1＿、！I ?｣．’机　　　㌦　　乳，
　　　‘’斌　壷∵　　　・　　・デへ　　’鰍，
レ　　　　　　　サゴ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ちレ

《；ζぜ∴　。ら∫浄　ハ

ミ〆；＼串㌻り1で1　　　　’
　　／．　紹“　　・　，3

　　　　　　■■■■■■■■1　　　　■■■■■■■■■■■■■■■

Fig．15b

気管支粘膜　CA－II（scale；100μm）左下図　（scale；50μm）

線毛円柱上皮及び気管支腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）はCA．II抗血清に反応
を示した。

粘膜上皮の杯細胞と気管支腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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Fig．15c

気管支粘膜

線毛円柱上皮及び気管支腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）はCA－III抗血清に反応を示
した。

粘膜上皮の杯細胞と気管支腺の粘液腺房は反応を示さなかった。

　　　　CA－III（scale；100μm）左下図　（scale；50μm）
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Fig．15d

気管支粘膜　CA－VI（scale；100μm）左下図　（scale；50μm）

線毛Fq柱上皮及び気管支腺（＊）の漿液腺房と導管上皮（→）はCA。VI抗血清に反応を示
した。

粘膜上皮の杯細胞と気管支腺の粘液腺房は反応を示さなかった。
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Fig．16a

細気管支　CA－1（scale；100μm）

単層線毛上皮と細気管支分泌細胞はCA。1抗血清に反応を示した。
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Fig．16b

細気管支　CA－II（scale；100μm）

単層線毛上皮と細気管支分泌細胞（→）はCA－II抗血清に反応を示した。
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Fig．16c

細気管支　CA－III（scale；100μm）

単層線毛上皮（矢頭）と細気管支分泌細胞はCA－III抗血清に反応を示した。
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Fig．16d

細気管支　CA－VI（scale；100μm）

単層線毛上皮（矢頭）と細気管支分泌細胞（→）はCA－VI抗血清に反応を示し
た。
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Fig．17a

肺胞上皮　CA－1（scale；100μm）

呼吸上皮細胞、大肺胞上皮細胞ともにCA－1抗血清に反応を示さなかった。
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Fig．】7b

肺胞上皮　CA。II（scale；50μm）

少数の呼吸上皮細胞（→）と大肺胞上皮細胞（矢頭）が、CA－II抗血清に
弱い反応を示した。
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Fig．17c

肺胞上皮

呼吸上皮細胞、大肺胞上皮細胞ともにCA－III抗血清に反応を示さなかった。
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Fig．17d

肺胞上皮 CA－VI（scale；50μm）

少数の呼吸上皮細胞（→）と大肺胞上皮細胞（矢頭）が、CA－VI抗血清に
弱い反応を示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　94



　　　　　　　　　　　　　　、螢

　　1　　　　2　　　　3　　　　4　　　　5

Fig．18

喉頭及び下部気道でのウェスタンプロッティングの結果

1：耳下腺　2：喉頭蓋3：気管4：気管支5：肺

検索を行った全ての部位で少量のCA－VI蛋白が確認された。

Fig．19

喉頭及び下部気道でのRT－PCRの結果

1：耳下腺　2：喉頭蓋3：気管頚部4：気管頚胸部5：気管胸部
6：気管分岐部　7：主気管支8：肺葉肺門部　9：肺葉尖端部

検索を行った全ての部位でCA－II，。VIの遺伝子発現が確認された。
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Fig．20

喉頭及び下部気道でのCA－VIの定量的PCRの結果
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肺でのCA－VI　mRNAの発現量を基準にして比較すると、喉頭蓋から気管分岐部までは
約10倍、主気管支ではほぼ同量だった。
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Fig．21

喉頭蓋　in　situ　hybridization　CA－VI（scale；100μm）

CA－Vlの遺伝子発現は確認されなかった。

（＊）：喉頭蓋腺
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Fig．22

気管粘膜　in　situ　hybhdization　CA－VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。

（＊）：気管腺
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Fig．23

気管支粘膜　hl　situ　hybddization　CA－VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。
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Fig．25

肺胞上皮　in　situ　hybridization　CA－VI（scale；100μm）

CA。VIの遺伝子発現は確認されなかった。
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第三眼瞼腺　HE染色（scale；100μm）

（→）：T字軟骨

（矢頭）：漿液腺房

（＊）：深部にある脂腺様細胞

　　も　　コ

灘≒
　　馳　　ヤ

　　　蘇・、1．　　鍵コ・，

　　　　　・繍ノ斑も

　　　　・’轟．繁ζ酬熱
　　　’hこ藩蝦冨虐・．、

　　　　　　　　　　　　　　頂Fi＆27
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第三眼瞼腺　Sudan黒染色（scale；100μm）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脂腺様細胞による腺房（＊）における
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脂肪染色の結果、脂質を含むことが明らか
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　となった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（→）：導管上皮
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Fig．28a

涙腺　CA－1（scale；100μm）

漿液腺房（＊）はCA－1抗血清に反応を示さなかった。

導管上皮（→）は反応を示す細胞と示さない細胞が混在していた。
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Fig．28b

涙腺　CA－II（scale；100μm）
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＼　‘　　　　　　　　　　　　　　　　　，q）

漿液腺房（＊）は少数の細胞のみがCA－II抗血清に弱い反応を示した。

導管上皮（→）では反応を示す細胞と示さない細胞が混在していた。
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Fig．28c

涙腺　CA。III（scale；100μm）

漿液腺房（＊）は少数の細胞のみがCA－III抗血清に弱い反応を示した。

導管上皮（→）では反応を示す細胞と示さない細胞が混在していた。
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Fig．28d

涙腺　CA－VI（scale；100μm）
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漿液腺房（＊）は少数の細胞のみがCA－VI抗血清に弱い反応を示した。

導管上皮（→）では全ての細胞が反応を示した。
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Fig．29a

第三眼瞼腺　CA－1（scale；100μm）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

漿液腺房（矢頭）は少数の細胞のみがCA－1抗血清に弱い反応を示した。

導管上皮（→）と脂腺細胞（＊）は、全ての細胞で反応を示した。

　　

E、

Fig．29b

第三眼瞼腺 CA－II（scale；100μm）

漿液腺房（矢頭）は少数の細胞のみがCA－II抗血清に弱い反応を示した。

導管上皮（→）と脂腺細胞（＊）は、全ての細胞で反応を示した。
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第三眼瞼腺
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CA－III（scale；100μm）

漿液腺房（矢頭）は少数の細胞のみがCA－III抗血清に反応を示した。

導管上皮（→）と脂腺細胞（＊）は、全ての細胞で反応を示した。
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Fig．29d

第三眼瞼腺　CA－VI（scale；100μm）
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漿液腺房（矢頭）は少数の細胞のみがCA－VI抗血清に弱い反応を示した。

導管上皮（→）と脂腺細胞（＊）は、全ての細胞で反応を示した。
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Fig．30

瞼板腺　HE染色（scale；100μm）左下図（scale；50μm）

瞼板腺は脂質分泌を行なう脂腺細胞（＊）から成り、腺房の辺縁側は未分化な細胞、
管腔側はよく分化した細胞からなる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　’一
Fig．31a

瞼板腺　CA－1（scale；100μm）

脂腺細胞（＊）はCA。1抗血清に反応を示した。

腺房の辺縁にある未分化な細胞は管腔側の細胞よりも強い反応を示した。
導管上皮は、弱い反応を示した。

Fig．31b

瞼板腺　CA－II（scale；100μm）

脂腺細胞（＊）はCA－II抗血清に反応を示した。

腺房の辺縁にある未分化な細胞は管腔側の細胞よりも強い反応を示した。
導管上皮は、弱い反応を示した。
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脂腺細胞（＊）はCA－III抗血清に反応を示した。

一飯の辺縁にある未分化な細胞は管腔側の細胞よりも強い反応を示した。
導管上皮は、弱い反応を示した。
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Fig．31d

瞼板腺　CA－VI（scale；100μm）

　　　　　　　鴨；‘　ゆ、、．　「

♂曝彰㌔・∴

　　f。

脂腺細胞（＊）はCA－VI抗血清に反応を示した。

腺房の辺縁にある未分化な細胞は管腔側の細胞よりも強い反応を示した。
導管上皮は、弱い反応を示した。
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Fig．32a

下毛腺　CA－1（scale；100μm）

脂腺細胞（＊）はCA4抗血清に反応を示した。

導管上皮（→）は、弱い反応を示した。
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　Fig．32b

　捷三身　CA－II（scale；100μm）

脂腺細胞（＊）はCA－II抗血清に反応を示した。

導管上皮（→）は、弱い反応を示した。
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Fig．32c

捷毛腺　CA－III（scale；100μm）

脂腺細胞（＊）はCA－III抗血清に反応を示した。

導管上皮（→）は、弱い反応を示した。
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Fig．32d

捷毛腺　CA－VI（scale；100μm）
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脂腺細胞（＊）はCA－VI抗血清に反応を示した。

導管上皮（→）は、弱い反応を示した。
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　　　　　　　　　1　　　　　2　　　　　3　　　　4

　　Fig．33

　　涙器付属腺でのウェスタンプロッティングの結果

　　1：耳下腺　2：涙腺3：第三眼瞼腺4：上眼瞼（瞼板腺、捷毛腺を含む）

　　検索を行った全ての部位で少量のCA－VI蛋白が確認された。

Fig．34

涙器でのRT－PCRの結果

1：耳下腺　2：涙腺3：第三眼瞼腺4：上眼瞼（瞼板腺、捷毛腺を含む）

検索を行った全ての部位でCA－II，一VIの遺伝子発現が確認された。
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Fig．35

涙器付属腺でのCA－VIの定量的PCRの結果

上眼瞼（瞼板腺、庭蝋腺を含む）でのCA－VI　mRNAの発現量を基準に比較すると、
涙腺と第三眼瞼腺は10倍以上だった。
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Fig．36

涙腺㎞・i加hybhdizati・n　CA－VI（・ca1・；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。

（＊）：漿液腺房

■

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

Fig．37

第三眼瞼腺　in　situ　hybddization　CA－VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。
（→）：T字軟骨

（矢頭）：腺房
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Fig．38

瞼板腺　in　situ　hybridization　CA－VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。
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Fig．39

三毛腺　in　situ　hybridization　CA。VI（scale；100μm）

CA－VIの遺伝子発現は確認されなかった。

　（＊）腺房

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n2



Fig．40

第三眼瞼腺　透過型電子顕微鏡像（4000倍）

1型細胞

全て均一な高電子密度の分泌穎粒（→）を

持っている。

（N）：核
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Fig．41

第三眼瞼腺　透過型電子顕微鏡像（6000倍）

II型細胞

異なる電子密度の分泌穎粒（→、矢頭）が認
められた。

（N）：核

Fig．42

第三眼瞼腺　透過型電子顕微鏡像（4000倍）

III型細胞

少数の高電子密度な穎粒（→）と、大多数の
脂質滴様穎粒（矢頭）を持っている。
（N）＝核
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Fig．43

瞼板腺 透過型電子顕微鏡像（2500倍）

未分化な脂腺細胞
腺房辺縁部にあり、脂質滴は存在しなかった。
（N）：核

Fig．44

瞼板腺 透過型電子顕微鏡像（2500倍）

中程度に分化した脂腺細胞
核に対し細胞質の占める割合が増大し、
細胞質内に脂質滴（→）も多数観察された。
（N）　　　：核
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透過型電子顕微鏡像（2500倍）

高分化な脂腺細胞
腺房管腔側にあり、脂質滴（→）は互いに
融合し巨大化し、細胞質基質は著しく乏し
くなっていた。

（N）：核
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