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皮質白内障を有する割検眼水晶体上皮,皮質白内障手

術時に採取した前嚢切開片,後発自内障切開片,剖検偽水

晶体眼後発自内障組織を対象に免疫組織細胞化学的手法

を用いて各種の細胞増殖因子,サイトカイン関連因子,生

理活性物質,細胞外マ トリックス蛋白質,細胞骨格蛋白質

などについて,その存在の有無を検討するため本研究を

行った。術前の水晶体上皮には上皮および線維芽細胞増

殖因子とその受容体,イ ンターロイキン(IL)1受 容体,腫

瘍壊死因子α,プラスミノーゲンアクチベータ(PA)イ ン

ヒビター 1,ケ ラチン,ラ ミニンが存在していた。後発白

内障線維性混濁部には以上の各種因子に加えて,形質転
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約

換増殖因子β,イ ンスリン様増殖因子 II,血小板由来増殖

因子,IL-6,プ ロスタグランジン E2,α 平滑筋アクチン,
フィブロネクチン,I型および III～ VI型膠原線維が発現
していた。EIschnigの真珠では線維芽細胞増殖因子受容

体,腫瘍壊死因子α,ラ ミニンが,SOemmerring輪では上
皮増殖因子,線維芽細胞増殖因子とその受容体,IL-1受

容体,ケ ラチン,組織 PA,PAイ ンヒビター 1が発現 し
ていた.(日 眼会誌 102:531-539,1998)

キーワー ド:細胞増殖因子,サ イ トカイン,生理活性物

質,細胞外マ トリックス,細胞骨格蛋白質
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Abstract
In this study, lenses of autopsy eyeballs, anterior tion to the above factors, opacified fibrous capsule

capsules including lens epithelium taken during op- in after cataract expressed transforming growth
eration for cortical cataract, after cataract tissue factor-beta (TGF-B), insulin-like growth factor-Il
obtained at the time of operation, and Elschnig's (IGF-II). platelet derived growth factor-AB (PDGF-
pearles and Soemmerring's ring from autopsy eye- AB), IL-6, prostaglandin-E, (PG-E,), alpha smooth
balls were examined for a variety of factors, such muscle actin, fibronectin, and I and III to VI type col-
as growth factors, cytokines, bioactive substance lagen. Elschnig's pearls expressed FGF-R, TNF-cr,
factors, cytoskeleton proteins and extracellular ma- and laminin. Soemmerring's ring expressed EGF,
trices by immunocytohistochemistry. Preoperative FGF, FGF-R, IL-l-RII, keratin, tissue-PA, and pAI-
lens epithelium expressed epidermal growth factor 1. (J Jpn Ophthalmol Soc 102 : b3l-S3g, lg98)
(EGF), EGF-receptor (R), fibroblast growth factor
(FGF), FGF-R, interleukin (IL)-1-RII, tumor necro- Key words:Growth factor, Cytokine, Bioactive sub-
sis factor-alpha (TNF-q), plasminogen activator in- stance, Extracellular matrix, Cytoskele-
hibitor type-l (PAI-I), keratin and laminine. In addi- ton proteins

I緒  言

白内障手術後の後発白内障の問題は,本手術の残され

た大きな課題の一つとなっている。後発白内障の中でも

線維性の混濁とElschnigの真珠による混濁が現在最も

注 目されている.自 内障手術の前嚢切開をcontinuous

circularま たはcurvlnear capsu10rhexis(ccc)・で行い

後房レンズを挿入後,前嚢混濁や収縮が生 じるが,こ の主

体は線維性混濁である
°。また,後嚢混濁は組織学的に線

維性混濁とEIschnigの真珠とSoemmerring輪 であるこ

とは周知のことである
2)。

これら後発自内障組織中の生理活性物質 。生物活性因

子 (生理活性ペプチ ドやサイトカイン,増殖因子および増

殖抑制因子などの蛋白活性分子を含む)や細胞外マ ト
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リックス蛋白質 (細胞接着関連蛋自質などを含む)な らび

に細胞骨格蛋白質,水晶体上皮細胞などの検索は,線維芽

細胞成長因子(b― FGF)の局在をモルモットの実験で検

索した林ら
3)の
報告,b‐ FGFレ セプターの局在をヒトの

例で検索した高坂ら“
の報告,ま た,型別コラーゲンの局

在をヒトで検索した重光ら
りの報告,並木ら

いの報告に始

まって現在に至っているが,系統だった検索はまだなさ

れていない。しかし,限内レンズの有無や材質の違い,前

嚢切開法の相違などに関係なく,後発白内障組織におけ

る残留水晶体上皮細胞の偽化生や増生,線維化,水晶体皮

質の増生が各症例によって程度の差はあるが,組織学的

に存在することが明らかにされている
l).

本研究の目的は,対象者の同意を生前や事前に得て検

索に供した皮質白内障を有する剖検眼,皮質自内障手術

時採取の前嚢切開片,後発白内障前嚢切開片,後発白内障

後嚢切開片,剖検偽水晶体眼後発白内障組織などを用い

て,卜_述 した各種因子や物質について各対象組織中の水

品体上皮や後発白内障組織中での存在の有無を確認する

ことである。そして,こ れらの結果から考按される後発白

内障の関与因子についても検討した。誌面の都合上,各種

因子や物質の分布などについては次篇以降で報告する予

定である.

II実 験 方 法

1.材  料
後発白内障を有する剖検眼としては,計画的嚢外摘出

術による白内障手術ならびに後房眼内レンズ[光学部材

質 polymethylmethacrylate(PMMA),支 持部材質ポ リ

プロピレン]挿入術後 1年 3か月日で胃癌死された 90歳

女性の右眼球と,超音波乳化破砕吸引術による自内障手

術ならびに後房眼内レンズ(光学部 PMMA,支持部ポリ
プロピレン)挿入術後 4年 5か月目に心不全で死亡され

た 80歳女性の右眼球を使用.皮質自内障を有する剖検眼

としては,く も膜下出血で死亡された 62歳男性の右眼球

と,心筋梗塞で死亡された 67歳女性の左眼球を検索に供

した。また,未熟白内障の手術で前嚢をCCCで切開時に

採取した水品体上皮細胞を伴った前嚢切開片 5例 (こ の

うち 1例 は糖尿病網膜症を有し,1例は網膜色素変性を

有する)分を自内障手術時採取の前嚢片として,超音波白

内障手術 (前嚢切開は CCC)後に嚢内にシリコーン眼内

レンズ(支持部はポリプロピレン)を挿入後,12週目と 16

週目(網膜色素変性を合併)な らびに 40週 目の前嚢混濁

部を観血的手術で採取した各前嚢片,そ して超音波白内

障手術 (前嚢切開は CCC)後 ,嚢内に眼内レンズ(光学部

PMMA,支持部ポリプロピレン)を挿入後,18週 目(糖尿

病 を合併)同 様に限内 レンズ(光 学部・支持部 とも

PMMA)挿入術後,10,48週 日の前嚢混濁部を手術で採

取した各前嚢片の合計 6例分を後発自内障の前嚢混濁部

の切開片として検索に供した。また,後発白内障の後嚢混
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濁部の切開片 としては超音波白内障手術後,嚢内に

PMMAワ ンピース眼内レンズ挿入後,36週 日と44週 目
に観血的手術により入手した 2例分を検索に供した。

2.免疫組織化学

免疫組織細胞化学的検索は,酵素抗体法の avidine―

biOtinylated perOxidase cOmplex method(ABC法 )のか

かえる立体阻害の問題を解決したとされる avidin blotin

amnity(ABA)法 6,7)で実施した。抗体は,10%リ リー緩衝

ホルマリン液固定でパラフイン包埋標本の薄切切片に使

用できる以下の抗体を用いた。増殖因子および増殖抑制

因子関連 として,上皮増殖因子モノクローナル抗体

(chemicOn lnternational社 製),上皮増殖因子受容体モ

ノクローナル抗体 (Signet Laboratories社 製),塩基性線

維芽細胞増殖因子モ ノクローナル抗体 (Upstate

B10technology社 製),酸性・塩基性線維芽細胞増殖因子

受容体 。モノクローナル抗体 (Upstate Biotechnology

社製),形質転換増殖因子βモノクローナル抗体(Gen―

zyme社製),イ ンスリン様増殖因子IIモ ノクローナル抗

体(upstate Biotechnology社 製),血小板由来増殖因子

ポリクローナル抗体(upstate BiOtechnology社 製)を使

用。また,サ イトカイン関連因子として,イ ンターロイキ

ン6ポ リクローナル抗体 (Genzyme社 製),イ ンターロイ

キン1受容体タイプ IIモ ノクローナル抗体 (Genzyme

社製),腫瘍壊死因子αモノクローナル抗体 (Upstate

BiOtechn01ogy社 製)を使用.生理活性物質などの関連と

して,組織プラスミノーゲン・アクチベータ
。モノク

ローナル抗体(Molecular Probes社 製),プ ロスタグラン

ジンE2ポ リクローナル抗体 (Advanced Magnetics社

製),プラスミノーゲン・アクチベータ。インヒビター・

タイプ 1モ ノクローナル抗体 (Biopool社製)を使用.細胞

骨格蛋白質関連として,α 平滑筋アクチンモノクローナ

ル抗体(Zymed Laboratories社 製),汎 ケラチ ン。モノ

クローナル抗体(Zymed Laboratories社 製),ビ メチン

・モノクローナル抗体(Zymed Laboratories社 製),ミ

オシン・モノクローナル抗体(Zymed Laboratories社

製)を使用.細胞外マトリックス蛋白質関連では,フ イブ

ロネクチン・ポリクローナル抗体(Zymed Laboratories

社製),ラ ミニン・ポリクローナル抗体(LSL社 製),I～

VI型膠原線維は各々ポリクローナル抗体 (Southern

B10thechn01ogy Associates社 製)を使用.ヒ ト水晶体上

皮細胞モノクローナル抗体は藤田保健衛生大学総合医科

学研究所・分子生物学研究部門製を使用した。免疫組織

細胞化学用試薬はLipshaw社製,ABA法ユニバーサル

キ ッ トomni TagsSを 用 い,発 色基質はDAKO社 製
AEC(3-ア ミノ‐9エチルカルバゾール)を使用.対照とし

て陰性対照と陽性対照をおいた。

III実 験 結 果

各種増殖 1大lr^お よび1曽夕111抑制因 r,サ イトカイン、生理
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表 2 免疫組織化学的検索結果

剖 検 日長
後発白内障
Elschnigの 真珠

共珠部 線維化部  水晶体髪   輪 吉|`   水品体褒

'11  1炎  |1民

後発白内障
Soenlmerring l論

〔増殖 (成長)因子〕

L皮増殖因子

1■皮増殖因子受容体

塩基性線維芽細胞増殖因子

酸性・塩基性線維芽細胞増殖因子
受容体

形質転換増殖因子β

インスリン様増殖囚子Ⅱ
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表 3 免疫組織化学的検索結果
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表 4 免疫組織化学的検索結果

剖 検
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プラス ミノーゲン・アクチ
ベータ 。インヒビター・ 1

〔細胞骨格蛋白質〕

α平滑筋アクチ ン

ケラチン

ビメンチ ン

ミオシン

(― ) (+) (― ) (± )  最外表のみ (十 )

(― )

(― )

(+)

(+)

(― )

!(外 人のみ (+)

ェ1に外人のみ(+)

最外人のみ(+)

(― )

(土 )

(― )

(― )

(― )

(― )

(+)

(+)

(― )

(― )

(― )

(― )

(― )

(― )

(― )

(士 )

(― )

(― )

(― )

(― )

(― )

(― )

表 5 免疫組織化学的検索結果
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表 6 免疫組織化学的検索結果
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+)

± )

+)

+)

活性物質,細胞外マ トリックス蛋白質 (細胞接着関連蛋白

質を含む),細胞骨格蛋白質(細 胞膜裏打ち蛋白質を含

む),水晶体上皮細胞の各組織中での発現の有無を表 1～

6に示す。分布などについては誌面の枚数制限のため本

論文では割愛 し,次篇以降に順次報告してい く予定であ

る。
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水中に存在していることを Tripathiら 17)が著し Parel―

manら 的はヒト房水中に,並木ら19'は 自内障手術後の房
水中に 11皮細胞成長因子が存在することを明らかにして

いる.

さて,自内障手術は手術により炎症を惹起するが,一般

に炎症の初期にはインターロイキン1や腫瘍壊死因子

α,イ ンターロイキン6が形質転換増殖因子βなどとと

もに炎症局所で大きく関与するサイトカインといわれて

いる20,21)。 また,膠原線維産生を促すサイトカインとし

て,イ ンターロイキン 1,イ ンターロイキン6,腫瘍壊死因

子α,塩基性線維芽細胞増殖因子,血小板由来増殖因子,

形質転換増殖因子β,上皮増殖因子などが知 られてい

る24。 そして,イ ンターロイキン1は上皮細胞に働きかけ

て IV型膠原線維を産生させ,その lα はアラキドン酸カ

スケー ドに働いてプロスタグランジンE2の 産生を高め

るといわれている23)。 また,イ ンターロイキン6は免疫系

以外に種々な炎症反応の場に検出され,炎症の重要なメ

デイエーターと考えられていて,その産生の誘導にはイ

ンターロイキン1,腫瘍壊死因子,イ ンターフェロンβな

どのサイトカイン類やリポ多糖体などのマイトゲンによ

る刺激が必要といわれている・ )。 また,上皮増殖因子が作

用するにはプロスタグランジン E2が必要とされてい

る25)。

ところで,西 ら
詢″)は 1992年 に自内障手術中に得られ

た前嚢に付着した水晶体上度の組織培養を行って培養液

上清 中 に enzyme― linked immunOsOrbent assay(ELIS―

A)法でインターロイキン lα とインターロイキン6を

検出,プ ロスタグランジンEノ )28,,塩 基性線維芽細胞成

長因了.29,30)を 検出し,PCR法で培養液上清中から形質転
換増殖因子β,イ ンターロイキン8の メッセンジャー

RNA(mRNA)を検出している31)。 また,福嶋ら均は培養牛
水晶体上皮細胞からは組織型プラスミノーゲン・アクチ

ベーターと1型プラスミノーゲン・アクチベーター・ィ

ンヒビターが産生放出されていると報告している。一方,

Ishibashiら詢はヒト後発白内障の後嚢混濁部にプロテオ

グリカン(結合組織の細胞外基質においてみられるムコ

多糖類で接着分子として働き,このコア蛋白質の部分で

細胞内骨格蛋白質や細胞外マ トリックス,増殖因子など

と結合するといわれている)31を 検出している。形質転換

増殖因子βに関連して,Halesら
助は組織培養下の水晶体

にβ2を 作用させると白内障を誘発せしめたことを,
Kurosakaら 詢は組織培養されたウシ水晶体上皮細胞の

増殖がヒト白内障手術時に得られた眼房水中の形質転換

増殖因子β2に より阻害されたことを報告 している。

Pottsら 37)は PCR法によってニワトリのひなの水晶体に
血小板由来増殖因子のα受容体が発現 していることを

見出し,この因子が水晶体の成長に細胞分裂促進的に働

いているのではないかと考えている。一方,Frezzotti

ら詢は後発白内障の線維性後嚢混濁部に平滑筋αアクチ

IV考  按

白内障手術後に発生する前嚢の輪状混濁あるいは収

縮,そ して後嚢混濁あるいは収縮は,術後の重要な問題と

して今回論議されている.綾木ら
卜
'9)は 家兎眼での実験結

果から,創傷治癒機転としての後発自内障の形成をとら

え,永本ら呻
|)は
培養実験から水晶体上皮細胞の水品体嚢

内に挿入された眼内レンズ上への進展様式から,や はり

創傷治癒機転としての後発自内障の形態を述べている。

古くは Unakarら いが 1973年 に水晶体嚢が破嚢した場

合に創傷治癒機転が働くことを家兎実験により報告して

いる。

今回著者らは,後発白内障の病理を考えるに当たって,

各種サイトカイン,増殖因子,細胞外マトリックス蛋白質

(細胞接着関連蛋白質を含む),生理活性物質,細胞骨格蛋

白質,水晶体上皮細胞などの各々の組織中における存在

の有無を免疫組織細胞化学的に検索した。この検索手法

を用いた理由は,パ ラフィン包埋やホルマリン固定され

ている標本を使用できること,ま た,検索対象の抗原物質

の発現 (expression),局 在 (localization),分 布 (distribu―

tion)を 組織切片上で,すなわちれ sJιンの状態で検討す

ることができることである。このことは免疫組織化学の

特徴であり,かつこの手法が必要とされている山縁であ

る。一方,れ sjιαハイブリダイゼーションが近年,研究

面のみならず臨床や病理の場でも広く応用されてきてい

るが,プ ローブの改良や非放射性プローブの検出感度が

上昇してきているといっても,なお微量の遺伝子の検出

には限界があり,組織内の物質の存在の有無の検出には

免疫組織化学が検出感度において優れている。また,最

近,れ s″
“
ハイプリダイゼーションとp01ymerase cha―

in reaction(PCR)法 を組み合わせ,組織切片ないし個々

の細胞内で増幅して微量遺伝子を検出する方法として

jれ s″

“
PCR法が考案されているが,未だ確立された方

法とはいえないので,本研究では検索手段として採用し

なかった.

ところで,1975年に Ho」enbergに "は ,水晶体上皮には,

上皮増殖因子,塩基性線維芽細胞増殖因子,イ ンスリン様

増殖因子に対する受容体が存在していて,これらの因子

によってDNA合成が促進され増殖することを報告して
いる.ま た,McAvoyら H)は 1989年 に塩基性線維芽細胞
増殖因子はれ υ力Ю で水晶体上皮細胞の増殖や遊走を

促進し,水晶体上皮細胞から線維細胞への分化にも関与

していると報告している。一方,Bassasら
1"は 1987年 に

水晶体上皮細胞にインスリンならびにインスリン様増殖

因子の受容体の存在を報告し,ニ ワトリの胎児水晶体の

発育の調節に関与していると述べている。

さらに,Beebeら “
)は インスリン様増殖因子 Iお よび

IIは ,lentropinと ともに水晶体線維形成を制御すること

を報告している。また,塩基性線維芽細胞増殖因子が前房
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図 1 後発白内障と各種因子 .
各種の刺激 :手術侵襲や水晶体上皮細胞 (LEC)の 眼房水への曝露や眼内レンズなどからの刺激 .
′
rNF:tunlor necrosis factor,IL:interleukin,EGF:epidermal growth factor,FGF｀ :ibroblast growth

factor, PGE:prostaglandin E, PDGF:platelet derived growth factor, ICAⅣ I:intercellular adhesion
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ンが存在することを 1症例で免疫組織化学的に証明して

いる。また,Budoら
|`)は
前嚢混濁とケラチンの関係を述

べている。

以上のような背景から本研究に使用できる抗体を選定

した結果,26個 の多数の抗体を使用することになった。

それらの免疫組織細胞化学的検索結果は表 1～ 6に示す

ごとくである。後発向内障には前嚢切開縁の周辺に形成

される前嚢混濁部 (前嚢切開が CCCの場合は,組織学的
には線維性混濁部 )1'コと後嚢混濁部と赤道部の混濁部に
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分けられる.赤道部の混濁は,Soemmerring輪 と線維性

混濁が多くみられ,後嚢混濁部はElschnig真珠と線維性

混濁が主体となっている
2)。 これら後発自内障の組織別の

各種因子の発現の差は表のごとく存在したが,症例別の

差やllξ内レンズ (高分子材料)の材質の相異による差なら

びに手術後の経過期間の相異による差はなかった.

切開や切除という外科的侵襲を加えることによって,

また,組織が眼房水や眼内レンズという高分子材料に触

れることによって,各種因子が組織中に発現する可能性

後発白内障の免疫組織化学・ll光他

図 3 1nsuHn like grOwth factOrと 後発白内障.

IGF:イ ンスリン様増殖因 r‐

図4 マクロファージとTGF―β,platelet derived growth ractor.

胎生期にみられる組織は創傷治癒の初期にも再現される

ニワトリの胎生期水晶体に IGF― reが存在

無脊椎動物のコラーゲンの大部分は上皮性

各種の刺激
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カプセルの収縮、混濁各種細胞の分化や
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産生放出
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増殖促進
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マ
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decorin



538

があり,その前後の状態に近い標本を検索する必要が

あったため,今回の標本群を採用した.

後発自内障組織に存在する因子,物質は,それらが後発

白内障に関わっていることは明白である。さらに,後発白

内障組織に存在しているものが,自内障手術前の白内障

水晶体組織には存在していない場合は,そのものが後発

白内障に対して深く関与している可能性が大となる。

今回の検索結果から,後発自内障に関与する因子を考

察した結果は以下のごとくである。後発白内障の線維性

混濁に関与する因子としては,上皮増殖因子,線維芽細胞

増殖因子,イ ンターロイキン 1,腫瘍壊死因子α,プ ラス

ミノーゲン・アクチベータ・インヒビター 1,ラ ミニン,

ケラチン,フ ァイブロネクチンなどの自内障手術前から

水品体上皮に存在していた各種因子とともに,線維性混

濁部に新たに発現したインターロイキン6,形質転換増

殖因子β,イ ンスリン様増殖因子 (IGF)タ イプ II,血小板

山来増殖因子 (PDGF),プ ロスタグランジンE2の各因子

が深く関与していると考えた。アクチンとI型膠原線維 ,

III～ VI型膠原線維は線維性混濁の骨格を形成している

ことが判明した.前嚢片や後嚢の収縮には,特にアクチン

の関与があると考えた。後発白内障のElschnig真珠混濁

に関与する因子としては,ラ ミニン,腫瘍壊死因子αな

らびに線維 芽細胞増殖 因子 な どを考 えた。また,

Soemmerring輪 混濁については,L皮増殖因子,塩基性

線維芽細胞増殖因子,イ ンターロイキン1,組織プラスミ

ノーゲン・アクチベータ,プ ラスミノーゲン・アクチ

ベータ・インヒビター 1な らびにケラチンなどが関与す

ると考えた。ただし,イ ンターロイキン1に 関しては,今

回使用した受容体抗体が lα と lβ の両者の受容体であ

るため,どちらが関与しているか不明である。ところで,

Elshnig真珠形成に関しては,前後嚢癒着が自内障術後

に強く起こりやすいウサギ
1(')で は真珠形成がみられな

い‖'こ とから,水品体上皮細胞の後嚢への移動が生じ難

い条件下では真珠形成がなされにくいと考えられるた

め,解剖学的な要因も考えなければならない.

さて,こ れら検出された各種因子がお互いにどんな相

互作用を後発白内障に対して及ぼしているかについて,

前述した内容と既報告を併せて考按した結果を,後発白

内障と各種因子の関係 (図 1),TGF‐ βと各種因子と後発

白内障の関連 (図 2),IGFと 後発白内障 (図 3),マ クロ

ファージとTGF‐β,PDGFと 水晶体上皮細胞 (図 4)と し

て相関関係を図式にまとめてみたが,非常に複雑に絡み

あっている。

サイトカインや増殖因子などの蛋自活性分子や生理活

性物質は分泌蛋白質であるので,その局在が必ずしも合

成された場所とは一致しないことがある。今回の検索対

象では,眼房水や硝子体などからの吸着も考えられるこ

とを最後に付け加えたい。もし,れ sjォ
“
ハイブリダイ

ゼーション法を行えば,こ の技法でわかるmRNAの 局

|1限会誌 102巻  8号

在は,ま さに蛋白質が合成 された部位を示 していること

になる
12).し か し,mRANの 量が少な く,検出限界以下で

ある場合は,検索対象が存在 していたとして もその物質

の局在は検出できない
い。しか しなが ら,今後はこの技法

や jれ s″
“
PCR法 なども改良が加えられてい くと思わ

れるので,こ れらを駆使 して蛋白質の合成 された場所の

局在 も調査 してい く予定である。
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