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要

実験的眼内炎における硝子体変化のメカニズムを解明

するために,イ ンターロイキン lβ (1′ 000 units)を 家兎

硝子体中に注入し眼内炎を作製し,硝子体の変化を検討

した.そ の結果,眼内炎は硝子体の液化 と硝子体ゲルの収

縮を促進させた.さ らに,電気泳動サンプルバッファーに

不溶性な硝子体コラーゲンの増加およびコラーゲン分子

の高分子量成分であるβ―および γ―成分の増加がみ ら
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れ,こ れらは硝子体コラーゲンが架橋形成 したためと考

えられた。眼内炎の硝子体ではコラーゲンの架橋形成が

起こり,こ れが硝子体の液化,収縮を引き起こすと推測さ

れた.(日 眼会誌 100:853-857,1996)
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Abstract
To investigate the molecular mechanisms of vitre- resulting from extensive cross-links of the collagen

ous changes during ocular inflammation, we studied molecules. The cross-links of vitreous collagen may
vitreous changes in an experimental ocular inflam- induce yitreous gel contraction and liquefaction.
mation induced by intravitreal injection of interleu- (J Jpn Ophthalmol Soc 100 : 853-857, 1996)
kin 1B in rabbits. Ocular inflammation caused gel
contraction, liquefaction, and increases in the Key words: Interleukin lp, Cross-link formation,
amount of insoluble material and high-molecular- Ocular inflammation, Vitreous col-
weight components of vitreous collagen, presumably lagen

I緒  言

眼球内で最大の容量を占める硝子体は,大量の水を含

有するゲルである。重量の 99%は水であ り,残 りの 1%
はコラーゲンやヒアルロン酸などの固形成分である1)。

硝子体のゲル構造は,コ ラーゲン線維の二次元的格子構

築の間に多量の水を保有 したヒアルロン酸が充満してい

ると考えられている1)～ 3)。

眼内炎を有する眼では,硝子体の液化,収縮が促進さ

れ,後部硝子体剥離が高頻度に認められる4)5)。
硝子体変

化のメカニズムに関する研究は少なく,未だ解明されて

いない。炎症による網膜血管柵の障害や炎症細胞から放

出される各種の酵素が硝子体変化に関与していると推測

されている6)7).

本研究では,眼内炎の実験モデルとして広 く用いられ

ているインターロイキンの硝子体注入によって誘発され

た眼内炎モデル8)～ 10)を用いて,眼内炎における硝子体の

変化を,特に硝子体コラーゲンの変化に着目し検討した。

炎症眼における硝子体変化のメカニズムの解明は,硝子

体変化に伴って生じる牽引性網膜剥離などの視力予後に

重大な影響を与える病態の治療,予防に貢献すると思わ

れる.
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II 方  法

1.イ ンターロイキン lβ による眼内炎の作製

白色家兎 5匹 (体重 2～2.5 kg)を「実験動物の飼養及

び保管等に関する基準」に従い取 り扱った。塩酸ケタミン

(ケ タラール0(20 mg/kg)と ペ ン トバルビタールナ ト

リウム (ネ ンブ タール①)(25 mg/kg)の 筋 注,お よ び

0.5%キ シロカイン点眼による麻酔後,30ゲージ針を硝

子体中央に挿入 し,右 眼 (炎 症眼)に は Human recom―

binantイ ンターロイキン lβ (IL-lβ )/0.1%ウ シ血清ア

ルブミン添加 リン酸緩衝液(Sigma,St Louis,MO)を 20

μl(1,000 units)注 入 し,左 眼(対照眼)に は0.1%ウ シ血

清アルブミン添加 リン酸緩衝液を 20 μl注入した。薬剤

注入部からの液漏出はなかった。硝子体注入 3日 後,過剰

ペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール①)の 静脈

内注射によって屠殺 し,直 ちに眼球 を摘出し氷上に移 し

た。

2.前房水蛋白濃度の測定

l ml注射器の付いた 27ゲ ージ針を角膜輪部から前房

に挿入 し,前 房水 を採取 した。BCA法 (Pierce,Rock―

ford,IL)11)を 用いて,前房水中の蛋白濃度を測定し,眼内

炎の強さの指標 とした。吸光度の測定にはDU-70 Spec―

trOmeter(Beckman,Funerton,CA)を 用いた。

3.硝子体液化度の判定

摘出眼球の角膜輪部から5mm後方の強膜を剪刀で

輪状に切開し,強膜,脈絡膜,網膜を取 り除いた後,硝子体

を水晶体後面から鈍的に剥離した。以下の手法12)に 従い,

硝子体全重量に占める硝子体ゲル重量の比率を算出し

た。取 り出した硝子体 を円形の濾紙 (Fisher no.1,10×

16 cm;Fisher,Pittsburg,PA)と プラスチックで被覆さ

れたガラス線維網 (網孔約 1.5mm)の 上に載せ,ゲ ル硝

子体から液化硝子体を分離した。液化 した硝子体は速や

かに濾紙に吸収された後,下のシャーンに滴下した。この

分離を室温で 30秒間行った後,濾紙に吸収された液体 と

シャーレに滴下 した液体の重量を測定 した。この両者の

合計を液化硝子体の重量とした。ゲル硝子体と液化硝子

体の重量の和を本来の硝子体の重量 と考え,次式によっ

て硝子体液化率を算出した。

硝子体液化率 (%)=

液化硝子体の重量 (g) ×100
ゲル硝子体の重量 (g)十 液化硝子体の重量 (g)

4.硝子体コラーゲンの抽出

Burk13)の 方法に基づき硝子体コラーゲンを抽出した。

採取した硝子体にprotease inhibitOrS(0.5 mg/L leupe―

ptin, l nlmo1/L ethylenediaminetetraacetic acid

disodium,0.7 mg/L pepstatin,0.2 mmo1/L phenyl‐

methane sulfonyl nuoride)を 混ぜ,氷上でホモジナイズ

した。超高速遠心分離 (100,000 X g,45分 )を行い,沈殿物

を 0.5 mo1/L酢 酸 に溶解 し,沈殿物 10 mgに つ き l mg
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の pepsin(Sigma)を 混 ぜ,4° Cで一晩撹拌 した。超高速

遠心分 離 (110,000× g,30分 )を 行った後,上 澄 み を pH

7.2に 中和 し,0.01 mo1/Lリ ン酸水素ナ トリウムおよび

蒸留水の外液に対し,そ れぞれ 4° Cで一晩透析 した。さら

に,凍結乾燥 した.一眼につき約 0.5 mgの 硝子体 コラー

ゲンが抽出された.

5。 硝子体コラーゲン分子量の測定

抽出 したコラーゲンを 0.5 mo1/L酢酸に溶解 し,こ れ

に電 気 泳 動 サ ンプル バ ッファー[2%sodium dodecyl

sulfate(SDS),0.0625 nlo1/L Tris― HCL,pH 6.8,10%

glycerol,5%2‐ mercaptomethanol,0.025%bromo‐

phenol blue]を 混ぜ14),5分
間加熱 した。試量 20 μlポ リ

アクリルアミド電気泳動ゲル (Bio‐ Rad,Richmond,CA)

に注入 し,定電圧下 (200 mV/gel)で 約 45分間,電気泳動

を行った。電気泳動ランニングバッファー として,0.124

mo1/L Tris,0.959 mo1/L glycine,0.5%SDSを 用いた。

電1気 泳 動 ゲル をcoonlassie blue(Diversined Biotec,

NewtOn,MA)で 染 色 し15),乾
燥 後,吸 光 度 計 (DU‐ 70

SpectrOmeter)で スキャンした.コ ラーゲ ンペ プタイ ド

の分子量は,ポ リアクリルアミド電気泳動ゲル上の移動

距離か ら算出した。分子量既知のウシ皮膚 type Iコ ラー

ゲ ン(VITROGEN 100,3.O mg/ml,Celtrix Labora‐

tOries,PaloAltO,CA)を 分子量の基準 として用いた16)。

免疫 ブロット法を用いて,硝子体から抽出 した蛋自が

タイプ IIコ ラーゲンであることを同定 した 17)18).

6.データ解析

データの解析には,ノ ンパラメトリック検定法 (Mann―

Whitney U test)を 用い,有意水準が 5%未 満のものを

統計学的に有意とした。

III 結  果

1.細隙灯顕微鏡による観察

硝子体注入 6時間後,IL-lβ を 1,000 units注 入 した

右眼では,著明な結膜充血,虹彩充血,前房混濁および前

部硝子体混濁を認めた。この炎症所見は注入 24時間に最

も顕著 となり,注入 3日 後においても持続 していた。一

方,0.1%ウ シ血清アルブミン添加 リン酸緩衝液のみを

注入 した左眼 (対照眼)で は,投与 24時間後にごく軽度の

図 1 摘出眼球の前眼部写真.

炎症眼(E)で は対照眼 (C)と 比べ,虹彩の充血が著し

い .

C E
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なコラーゲンのパターンを示した19)～ 21)。 電気泳動ゲル上

の硝子体コラーゲンα―鎖の濃度は炎症眼 と対照眼 との

間に明らかな差を認めないが,炎症眼のβ―および γ一成

分の濃度は対照眼のそれらと比べ増加 していた。α―鎖に

対するβ‐成分の濃度比 は,炎症眼では 0.122で あり,対

照眼の 0.106と 比べ有意に高率であった(表 3,pく 0.05).

図 3 抽出した硝子体コラーゲンを電気泳動サンプル

バッファーに溶解 したところ.

炎症眼(E)か らのサンプルには沈殿物 (矢印)が認め

られ,電 気泳動サ ンプルバッファーに不溶性 の コ

ラーゲンが増加 している。Cは 対照眼か らのサンプ

ル _

図 4 家兎硝子体コラーゲンの sodium dodecyl sul‐

fate polyacrylamide gel electrOphOresis.

レーン 1は対照眼か ら抽出した家兎硝子体コラーゲ

ン.レ ーン 2は インターロイキン lβ を硝子体注入

3日後の眼球から抽出した家兎硝子体 コラーゲン.

矢印の α,β および γはそれぞれ硝子体 コラーゲン

α―鎖,β―および γ一成分を示す.硝子体 コラーゲンα
―鎖の濃度は炎症眼 と対照眼 との間に明 らかな差を

認めないが,炎症眼のβ―および γ一成分の濃度は対

照眼のそれらと比べ増加 している。

表 3 電気泳動ゲル上の硝子体コラーゲンα―鎖に対す

るβ一成分の濃度比

結膜充血,虹彩充血,お よび前房中にわずかなフレアを認

めるのみであった (図 1)。

図 2は ,摘出眼球の強膜,脈絡膜,網膜を取 り除き,硝子

体を水晶体後面から鈍的に剥離後,直ちに眼を吊り下げ,

硝子体を観察した写真で,炎症眼から摘出した硝子体は

対照眼のそれと比べ明らかに混濁 しており,固 く弾力性

がなくなっていた。

2.前房水蛋白濃度

硝子体注入 3日後における前房水蛋自濃度の中央値

は,対照眼では3.9 mg/mLで ,炎症眼では48.7 mg/mL

であり,炎症眼では対照眼と比べ有意に高値であった(表

1,p<0.05).

3。 硝子体液化率

硝子体注入 3日 後における硝子体液化率の中央値 は,

対照眼では 22%で,炎症眼では 47%で あった。炎症眼に

おける硝子体液化率は対照眼のそれ と比べ有意に高率で

あった (表 2,p<0.05)。

4.硝子体コラーゲンの変化

図 3は ,抽 出 した硝子体コラーゲンを電気泳動サ ンプ

ルバ ッファーに溶解 したところで,炎症眼からのサ ンプ

ルには沈殿物が認められ,電気泳動サンプルバ ツファー

に不溶性のコラーゲンが増加 していた。

硝子体 コラーゲ ンの電気泳動 の結果 を図 4に 示 す.

レーン 1は対照眼,レ ーン 2は炎症眼で,いずれ も典型的

図 2 強膜,脈絡膜および網膜を取 り除き,硝子体を露

出させた眼を吊 り下げたところ。

インターロイキン lβ を硝子体注入後 3日 目の硝子

体 (E)は 弾性に乏 しく,対照眼の硝子体 (C)と 比べ下

垂距離が短い。

表1 前房水蛋白濃度 (mg/mL)

対照眼

炎症眼

2.5

38.8

3.3

42.5

4.6

50.1

5.1

56.4

3.9

48.7

表 2 硝子体液化率 (%)

対照眼

炎症眼

対照眼

炎症眼

21

46

22

47

23

53

0.103

0.118

0.105

0_118

0.106

0.122

0.108

0.123

0.109

0.126
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IV 考  按

実験的眼内炎眼では硝子体の液化およびゲルの収縮が

起 こっていた.臨床的にも炎症眼の硝子体ではこれらの

変化が認められる。したがって,実験的眼内炎はヒト炎症

眼における硝子体変化のモデル としても有用であると思

われる。

炎症眼で認められた α―鎖に対するβ一成分の濃度比の

増加は,α―鎖同士が架橋 を形成 し,α―鎖の二重合体であ

るβ一成分が増加 した と推測 される。また,電気泳動サン

プルバファーに不溶性 なコラーゲンの増加 も,コ ラーゲ

ンの架橋形成に伴い,不溶性 タンパクが増加 したと考え

られる。硝子体のゲル構造は,コ ラーゲン線維の三次元的

格子状構築の間に大量の水を保持したヒアルロン酸が充

満 して維持 されている と考 えられてお り
1)～ 3),コ ラーゲ

ンの架橋形成はコラーゲン線維の二次元的格子状構築を

崩壊 させ,そ の結果,硝子体 ゲルは水を保持で きな くな

り,硝子体の液化が生 じた と推測される。

活性酸素や血清成分が硝子体の液化や硝子体 コラーゲ

ンの架橋形成を促すことが報告
19)-21)さ れている。炎症の

初期では,多核白血球やマクロファージか ら放出される

活性酸素が組織の障害に最 も強 く関与 していると考えら

れる22)。
実験的眼内炎では,硝子体中に多数の多核自血球

やマクロファージが遊走すると報告
23)24)さ れてお り,今

回の実験 においても多核 白血球やマクロファージから放

出される活性酸素が硝子体の変化に関与 している可能性

が示唆 される.ま た,炎症眼では血管の透過性が克進して

おり,血清成分 も硝子体変化の一因であると推測される。

以前,我々が行った大腸菌のエンドトキシンを用いた

実験的眼内炎モデル18)に おいても,今 回の研究結果 と同

じように電気泳動サンプルバ ッファーに不溶性な硝子体

コラーゲンの増加およびコラーゲン分子における高分子

量成分の増加がみられた。したがって,双方の実験結果に

みられた硝子体 コラーゲ ンの変化は,エ ン ドトキシンあ

るいは IL-lβ そのものによって誘発された変化ではな

く,眼内の炎症によって誘発 された変化であることが裏

付けられた。

眼内炎における硝子体変化のメカニズムの解明にはさ

らなる研究が必要であるものの,本研究か ら,硝 子体 コ

ラーゲンの架橋形成が硝子体のレオロジカルな変化に影

響を与 えることが明らか となった。

なお,本論文と類似内容の英語論文が Japanese Journal of

Ophthalmologyに 掲載予定となっております.
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