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要

線維柱帯切除術では,術後線維芽細胞の増殖により濾

過胞が疲痕化するため,眼圧を良好に維持するためには

濾過胞の長期保持 が重要 となる。Arg‐ Gly‐ Asp‐ Ser

(RGDS)の 細胞接着抑制効果を培養 した結膜線維芽細胞

を用いて検討するとともに,家兎に線維柱帯切除術を施

行 した後,RGDS結膜下注射による眼圧の降下度および

濾過胞の生存期間の変化について検討を行った。RGDS
の培養細胞に対する作用は,2 mg/ml,5 mg/mlの 投与

で有意な効果がみられた。線維柱帯切除術後の眼圧は,術

後 10日 ,14日 後で対照群と比較 して 5 mg/ml投与群で
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約

有意に低下 していた。各濃度 とも術後 3週間では有意差

はみられなかった。濾過胞の生存期間は,対照群で 4.8±

0.5日 (平均値±標準偏差),5 mg/ml投 与群 で 13.4±

1.1日 と有意差 (p<0.01)が あった.RGDS投 与群にお

いて,充血,角膜上皮障害などの副作用は全 くみられな

かった。(日 眼会誌 101:288-292,1997)
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Abstract
'Trabeculectonly often fails because of scarrillg of     bleb 3 days after surgery caused siginincant reduc_

the nltering bleb,which is caused by the pr。lifera¨      tions of intra ocular pressure cornpared ・with the
tiOn Of■brOblaStS.In this study,we investgated the     control lnaintained the bleb lnore than 13 days

inhibitory erect of Arg… Gly‐ Asp‐ Ser(RGDS)ohgo‐     whereas the blebs of the control eyes disappeared
peptide,a cell binding domain of■ bronection mole‐     within 6 days(p<0.01)。  ③ No complications were
cules,。n the attachment of abroblasts Jん υJιro and     coused on the eyeballs of the rabbits by the adntini_

on scarring of■ ltering bleb after trabeculectolny on     stration of RGI)S.(J Jpn 10phthalmol Soc 101:288

rabbits'eyes.The fo1lowing results were obtained.    -292,1997)

① RGDS inhibited the attachment Of rabbit con・
junctival■bloblasts signincantly(p<0.01)when it    Key words: Arg‐ Gly‐ Asp‐ Ser(RGDS),Fibroblast,
、vas added to the culture lnediunl at anal concentra_                 Intra ocular pressure,Bleb,cell attach_

tions of 2 and 5 mg/ml.②  The administration of Oo            ment
2 ml of RGDS solution(5 mg/ml)into the nltering

I緒  言

緑内障濾過手術の効果の持続は術後の疲痕形成に大き

く左右 される.現在では,濾過胞を長期間維持 させるため

に術 中 に濾 過胞 作 成 部 にマイ トマ イ シ ン C(以 下 ,

MMC)を 添布する1)か
,あ るいは術後に 5-フ ルオロウラ
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シル(以下,5-FU)を 局所投与する2)3)こ とで術後の疲痕形

成に最も重要な役割を演じる結膜線維芽細胞の増殖を抑

制し,手術成績の向上を計っている。実際,こ れ らの抗腫

瘍薬が併用されるようになってから,再手術例 を含めた

難治例でも濾過手術の長期成績は向上しつつある4)5)。 し

かし,こ れらの薬剤はともに細胞増殖を非選択的に抑制

するため,5-FUで は角膜上皮障害が高率 に生 じ6)～ 8),

MMCで は角膜上皮障害の発生 は少ないとされ るもの

の,強膜壊死,感染症などの晩期合併症が懸念され,結膜

縫合部の融解などの危険性もある9)。

線維芽細胞の増殖は,ま ず同細胞が局所に遊走 し,接着

した後に増殖するという過程を経るので,細胞分裂 を完

全に抑制 しな くとも接着を阻害できれば,結果的には増

殖抑制効果が期待できるものと思われる。この観点から,

我々は細胞接着に関係する因子のうち,フ ィブロネクチ

ンの細胞接着領域に存在するアミノ酸配列である Arg‐

Gly‐Asp― Ser(以下,RGDS)1°)に 着 目した.細 胞の RGDS
認識部位がフィブロネクチンなどの接着分子の RGDS
配列を認識するので,オ リゴペプチ ドのRGDSを 投与す

ると,こ れが競合的に細胞の RGDS認識部位 と結合 し,

結果的に細胞がフィブロネクチンなどの接着分子 と結合

できなくなる。RGDSは癌細胞の血管内皮への接着を阻

止することで間接的に局所での細胞増殖を抑制 し,癌転

移を予防することで知られている11)12)。 また,眼科領域で

はテノン嚢由来の線維芽細胞の接着を抑制することが報

告
13)さ れている。本来,生体内に存在している構造である

ため,細胞毒性がないと考えられ,し たがって,角膜上皮

障害や強膜壊死を来す危険性 もないと予測される。著者

らは今回,こ のペプチドが線維芽細胞の接着を抑制 し,延

いては線維柱帯切除術後の疲痕形成抑制に応用できる可

能性があるかどうかを,家兎を用いて 物 υブ′筍 および 物

υグυθの両方の系で検討した。

II 方  法

1.培養細胞を用いた実験

培 養 家 兎 結 膜 線 維芽 細 胞 を Dalbecco― minimal―

essential medium(以 下,DMEM)100 μl当 た り 103個 に

なるように懸濁 させ,こ れ を 96穴 培養皿 に まいた。

RGDS(ペ プチ ド研究所製)を 1,2,5 mg/mlの 濃度 で

DMEMに溶解 し,そ れぞれ 100 μlを 96穴培養皿の細胞

培養液に加 えた。24時間後,phosphate burer salineで

2回洗浄し,4%ホ ルマリンで 24時間固定した。クリス

タル・バイオンット染色後,顕微鏡下で接着細胞数の計測

を行った。対照 として,RGDS非添加 DMEMを 用いた。

2.線維柱帯切除術の実験

有色家兎両眼に線維柱帯切除術 を同一術者が施行 し

た。術式 としては,フ ェノバルビタール静脈注射で麻酔

後,11時か ら 2時 までの結膜 を切開し,強膜 を露出させ

た。3mm× 3mmの強膜弁を作成 し,lmm× 3mmの線

濃度

図 l Arg‐ Gly‐ Asp‐ Ser(RGDS)濃度と接着細胞数.

対照群とRGDS 2 mg/mlお よび対照群とRGDS 5
mg/ml間 で有意差がみられた(p<0.01).*:p<
0.01

(mmHg)
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図 2 術後日数と眼圧下降度 .

術後 10日 と14日 で対照群 とRGDS 5 mg/ml間 の眼

圧下降度に有意差がみられた (p<0.01)。

● :対照 (n=6),△ :RGDS 5mg/ml(n=6),※ :p<
0.01

維柱帯を短冊状に切除した。虹彩切除を施行した後,10-0

ナイロンで強膜弁を 2糸縫合した。最後に10-0ォ イロン

で結膜を連続縫合し手術を終了した。術翌日から3日 間

および 1週間後 に各濃度(1,2,5 mg/ml)の RGDSを 生

理食塩水で溶解 し,30ゲージ針を用いて0.2 mlを 濾過

胞の lmm後極側の結膜下に注射を行った。RGDSは片

眼のみに投与し,他眼を対照として生理食塩水を同量結

膜下注射した。各濃度 5匹を手術した。

眼圧:を Alcon Applanation Pneumatonograph ⑪で術

後 3週間(術後 1週間,10日 目,2週間目,3週間目)測定

し,濾過胞の状態を手術顕微鏡下で観察した。眼圧測定に

当たっては0.4%塩 酸オキシブプロカイン(ベ ノキシ

ノール①)点眼麻酔下に,開瞼器を使用せずに行った。

n‐ 7 n-7 n‐ 7



290

III 結  果

1.RGDS濃度と接着細胞数

l mg/ml投 与群では有意な細胞接着抑制効果はみら

れなかったが,2 mg/ml,5 mg/ml投 与群では有意な差

がみられた(図 1,3,4)。

2.眼 圧 降 下

術前眼圧を基準値 とし,術後眼圧との差を眼圧降下度

とした。眼圧降下度は,術後 10,14日 後で対照群 と比較し

て5 mg/ml投 与群で低下がみられたが,l mg/ml,2 mg/

ml投与群では差はなかった (図 2)。 各濃度とも術後3週

間では眼圧降下度に有意差はみられなかった。

日眼会誌 101巻  4号

3.濾過胞の生存期間

濾過胞の生存期間は,対照群で 4.8± 0.5日 (平均値士

標準偏差),l mg/ml投 与群で 5.2± 0.6日 ,2 mg/ml投

与群で 6.3± 0.7日 と1週間以内に濾過胞は消失した。5

mg/ml投与群では 13.4± 1.1日 間保持した(表 1.図 5,

6)。

今回,RGDS投与群 において,充血,角 膜上皮障害,結

合縫合部の融解などの副作用は全 くみられなかった。

IV考  按

RGDSはマウス癌細胞 と血管内皮細胞 との接着を 効

υ′″θおよび わ υわθで阻害することから,間接的に癌細

.1  `

図3 培養皿中の線維芽細胞,バーは 250 μm(対照).

図4 培養皿中の線維芽細胞,バーは 250 μm(RGDS 5 mg/ml).

線維芽細胞はほとんどみられない。
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細胞の水晶体上皮基底膜への接着が有意に阻害 された。

しかし,RGDSに よる網膜色素上皮細胞の内境界膜 自身

への接着 は明らかではな く,有効性は疑間 とされている.

著者 らが家兎眼の緑内障濾過手術に使用 した限 りでは

RGDSは 物 υグυθで有効であ り,濾過胞消失 までの期間

が RGDS 5 mg/mlで平均 13日 で対照 よりも有意 に延

長された。これはRGDSの細胞接着阻害作用により術後

の線維芽細胞の増殖が抑制 されたため,濾過胞の疲痕化

が起 こりに くくなった結果であると考えられた。また,術

後眼圧 も 10,14日 で有意に下降がみられた.し たがって,

緑内障濾過手術に RGDSを併用することで,手術成績 を

向上できる可能性があると考 える。

RGDSの 細胞接着阻害作用は構造によって差があ り,

効 υグ′ω ではすでに重合体の方がモノマーよりも強力で

あることが明らかにされている11)17)。 さらに,環状構造の

RGDSも 重合体 と同等の効果があることが知 られてい

る18)19)。
今回は入手が簡単であ り,比較的安価であること

からモノマーで検討 したが,今後は重合体や環状 RGDS
について も同様に検討する必要がある。RGDSの効果が

純粋に細胞接着阻害のみによるものであるのか,RGDS
そのものに細胞増殖抑制作用があるのかも今後の検討課

題である.

RGDSが もともと生体内に存在 している構造である

ことは,種々の薬剤 と比較 して副作用の面で極めて有利

であるといえる。実際に,著者 らも家兎眼では濾過胞の縫

合部分の接着不良や漏洩などの重篤な副作用を何 ら認め

なかった。したがって,ヒ ト眼でも病態によっては臨床応

用の可能性 は十分に考えられる。今回のように緑内障単

独手術のみならず,自 内障 と緑内障の同時手術の際 に

RGDSを前房内と濾過胞内に投与することで,後発白内

障の発生 を防止しつつ濾過手術の効果 も延長できること

が期待 されるので,ヒ ト眼の結膜線維芽細胞 に対する接

着抑制効果を含め,角膜内皮細胞や線維柱帯組織に対す

る細胞毒性の有無 も今後検討 していく必要がある。

本研究は文部省科学研究費補助金#03454414を受けた。
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