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複合糖質を可視化する

大 塚 愛 二
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は じ め に

複合糖質は,糖 鎖 と蛋白質や脂質などが結合 して複

合分子 を構成 しているもので,そ の生理作用について

は広範囲に及んでいる.本 稿では,私 たちが手がけて

きた鉄 コロイド法 と高分解能走査電顕観察法を中心に,

複合糖質の可視化の手法について紹介したい.

光学顕微鏡による観察

光 学顕微鏡(光 顕)で 糖質 を観察す るには,古 典 的

な方 法 としては,PAS反 応 などが ある.こ れは,糖 に

含 まれ るアルデ ヒ ド基 とSchiff試 薬 との反応に基づ い

て いる.ま た,硫 酸 基や カルボキ シル基 を含む糖質 の

場合,荷 電基 に対す る静 電的結合 を利用す る陽性荷 電

鉄 コロイ ド法1)や塩基性色素の アル シアン・ブルー染色

法 な どが ある.類 似 の もの として,高 鉄 ジア ミン2,3)や

カチオン化 フェ リチ ン4)を用 いる方法が ある.カ チオン

化金 コロイ ド法5)があ るが,光 顕下 に確認す るためには

銀増 感が必要 である.特 異的 な検出 方法 としては,単

糖 またはオ リゴ糖 に特異的 に結合 す る蛋 白質 の レクチ

ンを用 い る方法や抗体 を用 いた免疫組織化 学染色 があ

る.プ ロテオグ リカンの ように糖鎖 と蛋 白質 とが組 み

合 わ さって巨大 な分 子 を作 っている場合,コ ア蛋 白質

や 結合蛋 白質 を標 的 として解 析 を進 め る こ とが で き

る6-8).何 を染め ているのか,何 を見て いるのかが問わ

れ ることになる場 合,化 学 的修飾や特異的 な酵素 に よ

る消化 に よって染色結果が どう変化す るか を確 認す る

必要があ る.

透過型電子顕微鏡による観察

透過型電子顕微鏡(透 過電顕)で 観察す るには,適

度 な電子密度(電 子線 の通 りに くさ)を 持 った もので

染め る必要があ る.糖 質 をよ く染 め るもの としてル テ

ニウム ・レッ ドな どが知 られてい る.電 顕 レベ ルでの

PAS反 応 に相当す るもの として,PAM反 応が知 られ

ている.酸 性基 を検 出す る方法 として,陽 性荷電鉄 コ

ロイ ド法9-11),高鉄 ジア ミン法2,3),カチオ ン化金 コロイ

ド法5),カ チオン化 フェ リチン法4)な どがある.糖 鎖 の

特 異的検 出にレクチ ンを用 いる場合,金 コロイ ドを標

識物質 として用 いる.急 速凍結デ ィー プ・エ ッチング・

レプ リカ法 に よって,複 合糖質 に他の物質 を結合 させ

ずに観察 す る試 みが なされてい る12).

走査型電子顕微鏡による観察

走査型電子顕微鏡(走 査電顕)で 複合糖質を観察す

る試みは,高 分解能走査電顕の開発に伴ってなされて
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◆ プ ロフ ィール ◆

医学部の学生時代か ら解剖学教室に出入 りし,学 生7～8人 位でLangmanのMedical Embryologyを 輪読 した

り,実 験の手伝 いの真似事 を した り,今 では正式 なカ リキュラムになっている教室配属の はしりのような もの をや

っていま した.大 学院に入ってか らは,脈 管系の研究 と顕微鏡の医生物学応用の研究を主 なテーマ として きました.

そ ういう中で,複 合糖質の組織化学やGlycocalyxの 走査電顕観察 も試みて きました.今 後 も方法論の改良を加 えな

が ら,人 が まだ見 ていない景色 を見ることに挑 んで行 きたいと思 っています.
― 昭和55年 岡山大学医学部卒業 ―
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きた13,14).これ らは,必 ず しも好結果 を得ていなか った.

近年,我 々は,小 腸上皮細胞の刷 子縁 を覆 う糖衣 の三

次元構築 を観察す るこ とに成功 した15).

陽性荷電鉄コロイド法

陽性に荷電 した鉄 コロイ ドを用いて組織中の陰性荷

電部位の酸性ムコ多糖類acid  mucopolysaccharides

(glycoseaminoglycan)を 検 出 す る 方 法 は,古 く Hale

反応1)と して知 られて きた.こ れには,多 くの変法 が開

発 されたが,と くに妹尾(本 学第一病理)ら は,カ コ

ジル酸緩衝 液 を用 いて中性域か ら酸性域 まで安 定な染

色用鉄 コロイ ド液 を開発 した9).さ らに,村 上 らは,抱

水 ヒ ドラジン ・カ コジル酸緩衝液 を用いて改良 し,極

微粒 子で安 定域 の広 い(pH0.8～7.6)コ ロイ ド液 を開

発 した10).ま た,親 水性樹脂 に包埋 した電顕用超薄切 片

を染め る方法 を考案 した11).この染 色法 を用 いて,腎 組

織10,16,17),中枢神 経組織18-22),軟骨23),末 梢神経組織24),

腹膜 ・胸膜 ・心膜(体 腔膜)17,25,26),リンパ 性組織27)など

の組織化 学的検 索 を行 って きた.そ のい くつか を紹介

す る.

中枢神 経組織 では,成 体の脳 ・脊髄の一部の神 経細

胞の周囲にpH1.5の 強酸1生域 で も染 まる被膜が存在 し

て いることが確 認 された(図1).酵 素消化法 とレクチ

ンを併用 した解析 を行 った結果 を もとに,硫 酸化プ ロ

テオグ リカン複合体 が コラー ゲン様 リガン ドを介 して

膜糖蛋 白質に結合 しているモデルを提唱 している21).こ

図1陽 性 荷 電鉄 コロ イ ド染色(pH1.5)(プ ロシア青 反応)

お よび抗calbindin-D-28K免 疫染 色(DAB反 応)の 二

重染 色 を行 った ラ ッ ト内側 小 脳核 神経 細 胞(n)の光 顕像

神 経細 胞体 と樹状 突起 が鉄 コロ イ ドに よ く染 まるプ ロテオ グ リ

カ ンに網 目状 に覆 われ て い る(太 い矢 印).抗calbindin-D-28

K抗 体 陽性 部分(細 い矢印)は,小 脳皮 質Purkinje細 胞 の軸

索終 末 シナ プス ボ タンで,プ ロ テオ グ リカ ン神 経周 囲網 の網 目

に収 まって い る.×2,000.

のプロテオ グリカン複合体 は,神 経細胞の周囲に網 目

状 をな してお り,そ の網 目の中にシナ プスボタンがす

っぽ りと収 まっていることを,鉄 コロイ ド染色 と免疫

染色の2重 染 色で明 らかに し(図1)20),シ ナプ ス周囲

柵(perisynaptic barrier)と 呼んでい る21).近 年,こ

のプ ロテオ グ リカンを コン ドロイチナーゼ などで分解

してや ると,シ ナプ スの可塑性 が高 まるこ とが明 らか

に されてい る28).す なわち,こ の シナ プス周囲柵は,完

成 した シナプスを安定化 させ,シ ナプス間の微小環境

を保持 す る働 きが ある と考 えられ る.

体 腔漿 膜,す なわち腹膜 ・胸 膜 ・心 膜の表面は中皮

細胞に覆われている.そ の 自由表面にはpH1.5の 強酸

性域で も陰1生に荷電す る(解 離す る)酸 性基 を豊富に

もつ ことは以前か ら知 られていた.こ のこ とは陽性荷

電鉄 コロイ ド染色 によって確 かめ られ(図2A),さ ら

にメチル化 ・ケン化 な どの化 学修飾や レクチンの応用

A

B

図2A:陽 性荷 電鉄 コ ロイ ド染色(pH1.5)を 施 したマ ウス

の腹 膜 中皮細 胞(m)の透過 電顕 像.微 絨 毛 を含 む 自由表面

に顕 著 な鉄 コ ロイ ド沈着 が見 られ る.B:図2Aと 同 じ

領 域 か らFeに 特 異的 な特性X線 が検 出 され,沈 着 物が

鉄 コロイ ドに よるものであることが確 認 された.A×24,000.
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A B

C
図3　 マ ウス小 腸 の絨毛 上皮 細 胞の刷 子縁 表面 糖衣 層 の高分解 能 走査電 顕 に よ る観察

A:グ ル ター ルア ルデ ヒ ド固定後,pH7.0の 緩 衝 液 で洗浄 し,オ ス ミウム後 固定 した もの.糖 衣 は剥 脱 し,微 絨 毛(v)の表 面 が露 出 し,

膜 蛋 白質 と思 われ る小顆 粒構 造(矢 印)が 見 えて い る.B:洗 浄 緩衝 液 をpH9.0に した場合.糖 衣 の一部 が保 存 され てい る(矢 印)

が,多 くの微 絨 毛先 端(v)が露顕 して い る.C:pH11.0の 緩衝 液 で洗浄 した場 合.糖 衣 層(矢 印)が 保 存 され,乾 燥処 理 を含 む試 料作

成過 程 に よ く耐 えて,剥 脱 して いな い.糖 衣 はやや 太 くなっ た顆 粒状 の部分 とそ れ をつ な ぐフ ィ ラメ ン ト状 の部 分 が あ り,隣 り合 う微

絨毛 に由来 す る部分 も互 い に連結 し細 密 な叢状 を呈 す る.A,B,C×200,000.
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などによりその本態がシアロムチンであることを証明

した25,26).光顕的に鉄 コロイ ドの沈着を証明するには三

価の鉄に特異的なプロシア青反応を用いるが,電 顕的

には通常電子密度の高い微粒子 として認識される.鉄

であることを証明するには,特 性X線 による分析を試

みるとよくわかる(図2B)(未 発表).シ アロムチン

糖衣によって覆われた漿膜中皮細胞層は,そ の豊富な

陰性荷電によって互いに反発 し合 い,滑 らかな動 きを

保障し癒着 を防いでいるものと考 えられる.

高分解能走査電顕観察

高分子化合物の複合糖 質を走査電顕で直接観察する

試みは,高 分解能走査電顕の開発に伴ってなされてき

た.我 々は,最 近,腸 管上皮細胞自由表面に見 られる

糖衣glycocalyxの 超微構造を三次元的に観察するこ

とに成功した15).通常の試料処理方法では剥離脱落しや

すい糖衣 を,固 定後の洗浄に用いる緩衝液のpHを ア

ルカ リに調製することによって良好に保存することが

できた(図3).従 来の透過電顕像では隣 り合 う微絨毛

に由来する糖衣は結合 していないという説があったが,

この高分解能走査電顕観察によって隣 り同士互いに完

全に連結 して三次元的な細密な網状 を呈することを明

らかにした.こ のことは,病 原体などの侵入を防ぎ,

消化管内腔から一定の微小環境 をもって腸管上皮細胞

を保護するという機能的意義があると考えられる.

まとめと展望

以上,我 々の取 り組みも含めて,複 合糖質の可視化

方法について概説した.方 法については,多 くの方法

が考案されてお り,目 的にかなった方法でアプローチ

するべ きであろう.生 きた細胞で観察する方法につい

ては,ま だ不十分な面が多く,今 後の研究が待たれる.

糖質系(グ リコーム)は,ゲ ノムープロテオーム系の次

の段階にあ り,そ の多様な分子構造 と機能,病 態にお

ける変化ついては不明の点が多 く,今 後の研究課題 を

多く含んでいる.
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