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背 景 :緑内障濾過手術後の濾過胞の癖痕化を抑制す

るために常用 されるマイ トマイシン Cは ,強膜細胞数の

減少や細胞外マ トリックスの異常を起こすことが知 られ

ている。強膜 と前房水のマ トリックスメタロプロテアー

ゼの発現について検討 した.

方 法 :家兎 14眼の結膜下にマイ トマイシン Cを 5

分間投与 し,生理食塩水で洗浄 した。1週,2週 ,1か 月後

の強膜 を組織培養 し,培養液中の geはin分解酵素活性

を zymographyで 調べ た。1か 月の強膜組織にれ sJ′

“zymographyを 行った。前房水の活性を zymographyで

調べた。
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約

結 果 :強膜組織 と培養液に gelatinaseの 活性が完

進していた。前房水の活性に変化はなかった。

結 論 :マ トリックスメタロプロテアーゼの活性九進

が,マ イ トマイシンC投与後の強膜細胞外マ トリックス

の異常な改変に関与 している可能性がある.(日 眼会誌

103:186-192,1999)
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Abstract
Background : Topically applied mitomycin C, tained I month after mitomycin C application. The

which is used to prevent scar formation after filter- aqueous was also subjected to zymography.
ing surgery for glaucoma, is known to eause reduc- Findings : The scleral tissue and its cultured me-

tion in scleral cell.s and abnormal remodelling of dia showed enhanced gelatinase activity. The aque-

scleral extracellular matrices. I examined in this ous showed no changes in gelatinase activity.
study the effects of mitomycin C on the expression Conclusion: Increased activity in matrix metallo-

of matrix metalloproteinase in the sclera and aque- proteinase may be involved in the abnormal remod-

ous humor. elling of scleral extracellular matrices after applica-

Method.:Mytomycin C was applied for 5 minutes tion of mitomycin C. (J Jpn Ophthalmol Soc 103:

to the bared sclera of 14 albino rabbit eyes. The 186-192, 1999)

sclera was organ cultured after I week, 2 weeks,
and I month. The culture medium was subjected to Key words: Mitomycin C, Matrix metalloproteinase,

zymography to quantitate the gelatinase activity. 1z Albino rabbit, Zymography,In situ Zy-

situ zymography wa.s performed on the sclera ob- mography

I緒  言

マトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)は ,細胞外マ

トリックスを分解する亜鉛要求性のメタロプロテアーゼ

の総称である。その中で,ゼ ラチンや IV型 コラーゲンを

主な基質 とす る ものは gelatinaseと 呼ばれ,gelatinase
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A,Bがある.Gelatinase Aは MMP-2ま たは 72 kD gela―

tinaseと 呼 ばれ,gelatinase Bは MMP‐ 9ま たは92 kD

gelatinaseと も呼ばれている1)2).

マイトマイシンC(MMC)は従来,翼状片手術に術後再

発防止目的に眼科領域で使用されてきた3)。 しかし,翼 状

片の術後MMC点 眼による強膜潰瘍,石灰化,穿孔など

の合併症も次々に報告
4)5)さ れてきた。1986年 ,Chenら 6)

が緑内障濾過手術時にMMCの 1回投与を報告 して以

来,術中 1回投与での疲痕形成阻止による良好な手術成

績が次々に追試され確認されてきている。さらに,点眼投

与の際に発症 した強膜潰瘍などの重篤な合併症もないこ

とから,現在濾過手術時の 1回投与が普及している.し か

しながら,MMCl回 投与によっても濾過胞の非薄化の

報告
7),ま た,MMCの 眼組織へのιれυわο,れ υjιЮ への

影響についてはテノン嚢や強膜線維芽細胞の細胞数減

少
8)‐ (り

,コ ラーゲンの減少
1()'を

含む細胞外マ トリックス

の減少などの報告もある。

近年,細胞外マ トリックスの改変と修復にMMPが重

要な役割を果た していることが明 らかにされきてい

るn)。
今回我々はこの点に注 目し,MMCの 1回 投与が細

胞外マ トリックスヘ与える影響について,前房水,強膜に

おけるMMPの活性の変化を示標に検討したので報告する.

II実 験 方 法

1.対象とMMCの投与法,組織の採取,処理法

実験動物 として,体重 3～ 4 kgの 自色家兎 14匹 28眼

を用いた。両眼に塩酸オキシブプロカイン(ベ ノキシー

ル(・

)の点眼麻酔後,左眼耳上側結膜を輪部から剥離し,強

膜を露出した後,MMC(0.4 mg/ml)を染み込ませたスポ

ンジ(2× 5× 7mm)を 5分間強膜に接触させた。その後 ,

100 mlの 生理食塩水で洗浄した8).生
食での洗浄は,20G

針のついた注射器から水圧をかけないようにしながら3

～4分かけて洗浄 した.他 眼にはMMCの代わりに生理

食塩水を用い,同様の処理を行った。1,2週間,1か月後に

ベントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール・ )の大量

静注で安楽的に屠殺し,両眼を丁寧に摘出した。

それぞれ前房水を0.l mlず つ採取 し,分注後,実 験 ま

で-70℃ で保存 した.ま た,9匹の手術施行部位の強膜を

採取し,強膜片を前後方向に2分割 し,1片 はOCT com―

pound(Tissue Tekネ 土)に 包:比里し,も う1片 はネ13× 3.5

mmの 大きさに トリミングし,500 μlの 無血清ダルベ ッ

コ変法イーグル培地 (Nissui社 )中 で 37℃ ,5%C02の 条

件下で器官培養を48時 間行った 12).培
養終了後,強 膜片

の湿重量を測定 し,培 養液は分注 して-20℃ で保存 し

た。6匹の眼球は 10%ホ ルマリン液を用いて一晩漬浸固

定した後,手術施行部位の強膜を採取 しパラフィン包埋

した。5"mの厚さの組織切片を作製してヘマ トキシリン

・エオジン(HE)染色をして1)む水,封 人後,顕微鏡で観察

し写真撮影した。
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2. Zylnography 12)

前房水 15μlを 氷中解凍 し sodium dodecyl sulfate poly―

acrylamide gel electrophoresisを 0.15%ゼ ラチ ン入 り

ゲルで 4℃ ,80V,12時 間行 った。そ の 後,ゲ ルを 2.5%

Triton― X中で 1時 間浸透 し,50 mM Tris― HCl(pH 7.6),

10 mMCaCLの 反応液中に入れ 37℃ ,12時 間おいた。ゲ

ルをクーマシーブリリアントブルーで染色 した。検出さ

れたバ ンドが酵素反応によるものであることを確認する

ために,一 部のグルは反応液中にキ レー ト剤である 10

mM EDTA,10 mM EGTA,10 nlNl l.10-phenanthro―

lineを 添加 して酵素反応が阻害されるかどうかを確かめ

た。強膜の器官培養液 20 μlも 同様に行い,バ ンドはゲル

解析ソフ トNIH imageを 使用 してバ ンドの濃淡を定量

的に解析 し,強膜湿重量で補正した.

3.I“.stι

“
zymography

Gelatinase活 性を組織切片の上で検出することを試み

た13,.Fluorescein Labeling kit(Pharmacia)を 用い,gela―

tin―■uoresceinを 作製した。一方,50mM Tris,0.05%Brl,

0.01 M CaCL入 り1%ア ガロース(BRL社 ,低融点)溶 液

を作製 した。この lmg/ml gelatin■ uoresceinと 1%ア
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図 1  前房水の gelatin zynlography.
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ガロース液を 1:1で混合 し,ス ライドグラスに均一に塗

布 し,暗所で 2～ 3時 間乾燥 した。手術施行部の強膜を 6

μmの 厚 さで凍結切片を作製 し,前 述 した gelatin‐ ■uo―

resceinでコーティングしたスライドグラス上に載せ,50

mM Tris,0.05%Br軌 0.01 M CaC12を 含んだバッファー

を滴下 し,カ バーグラスをかけた後,遮光した湿箱に並べ

て 37℃ で 6時間反応させた。反応後,Zeiss社落射式螢光

顕微鏡で観察し,撮影の露光時間は 15秒 に統一した。

III 結  果

1。 前房水の zymography

前 房水 の gelatin zymographyを 図 1に 示 した。115,

60,57 kDに それぞれバ ンドが観察されるが,MMC群 と

対照群 の間に差はみ なかった。また,MMC投 与後 1,2

週,1か 月のすべてにおいて出現するバ ン ドに変化はみ

なかった.ま た,キ レー ト剤を添加 したゲルにはいかなる

バ ンドも検出できなかった。

2.強膜の zymOgraphy

強膜器官培養の培養液中の gelatinase活性 を図 2に示
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した。術後 1,2週 ,1か 月のすべてにおいて,MMC群 と

対照群 ともに 91,87,81,60,57 kDの 分子量 にバ ン ドを

検出できた。91,87 kDが pro― gelatinase Bで あ り,81 kD

の分子量が mature― gelatinase Bに 相 当す る。MMC処
理群では明らかにこの pro― gelatinase Bお よび mature―

gelatinase Bの 両方 とも術後 1,2週 ,1か 月すべてにおい

て対照群に比べて強い発現を示 した。60 kDの バ ンドは

prO― gelatinase Aに 相当 し 57 kDの バ ン ドは mature―

gelatinase Aに 相当する。MMC投 与群は 2週～1か月で

対照群に比べ発現が特に 57 kDの mature― gelatinase A

が充進 していた (図 3)。 また,MMC投与群では術後 1,2

週において 51 kDの バンドも出現 していた.

3.強膜のうれ二勉 zymographyと 強膜の HE染色所見

図 4に 強膜組織の gelatinase活性 をιれsjι

“
zymogra―

phyで 示 した。Gelatinaseの 活性は組織切片上で螢光色

素の脱落で示 されるが,術後 1か月の強膜組織ではこの

螢光色素の脱落が明 らかにMMC処 理群で対照群に比

べて多 くみ られ,gelatinaseの 活性が充進 していること

が示された。図 5に 強膜の HE染色所見を示 した。
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図 2 強膜器官組織培養液の gelatin zymography.

MMC(+)は投与群,MMC(― )は 対照群 を示す。91,87,

81,60,57 kDに バンドがみられ投与群の方が gelatinase

の活性が完進していた。また,投与群では術後 1,2週 にお

いて 51 kDに もバンドがみられた。

MMC群

3)9elatinase A(57kD)

対照群    lw   2W   lM

MMC群
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IV考  按

MMCは アルキル化作用によりDNA合成を阻害する

物質であるよ4)。 このMMCは ,眼科領域ではかつて翼状片

手術後の再発防止の目的で点眼で用いられたが,翼状片

手術後の MMC点眼に伴う合併症 として強膜穿孔など

が報告された.一方,他の眼科領域への応用として,こ の

MMCの線維芽細胞増殖抑制効果を利用して,緑 内障の

濾過手術時に術中 1回 の投与が広 く行われるようになっ
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てきており,それにより濾過胞の療痕化が防止され,術後

の眼圧コントロールは飛躍的に向上してきた15).幸 い,こ

れまでこの術中 1回投与による強膜,結膜の重篤な合併

症は報告 されていないが,点 眼 による翼状片術後の

MMCに よる合併症は,数年後の長期経過後に起 こって

いることもあり,MMCの強膜組織に与える影響,あ るい

はその病態の解明は重要と考えられる。

MMCは 家兎眼で結膜下に 0。 2mg/ml,1回 投与後の

半減期が強膜で 0.2～ 0.45時間であり,ま た,0.4 mg/ml

平成 11年 3月 10日 MMCl回 投与後の MMP発現への影響・羽人
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図 4 術後 1か月の強膜 じれ説勉 zymography.
A:MMC投 与群術後 1か月の強膜.B:対照群の術後 1か月の強膜.螢光色素の脱落は gelatinが分解されて
いる部位を示す (矢印).Bに比べ Aでは gelatin分解酵素の活性克進がみられる。バーは0.4mm
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NL:対照群の術後 1か月,lWiMMC投与群術後 1週 ,2W:MMC投与群術後 2週 ,4W:MMC投与群術後

1か月,MMC投与群では対照群に比べ,特 に 1か月後 (図 D)で強膜線維芽細胞の脱落,膠原線維の配列の乱

れ(矢 じり)がみられた.バーは0.2mm。 矢印はデスメ膜を示す。

をスポンジで投与後灌流 した場合は,半減期は約 0.30時

間であると報告
16)さ

れている。しか し,MMCの 1回投与

が強膜の線維芽細胞に与える影響は長期にわたってお

り,投与 3か月後に著明な細胞数の減少を来 したとする

報告
8)も

ある。MMCの 影響は強膜線維芽細胞の増殖抑

制ばか りでなく,コ ラーゲン産生の減少
17)や

配列の乱れ

など細胞外マ トリックスヘの影響 も次々に報告
8)さ

れて

いる。

今回細胞外マ トリックスの分解に重要な役割を担って

いる gelatinaseの発現について,MMC処理後の強膜,前

房水について検討 した。前房水では,それらの活性には変

化はなかった。一方,強膜の器官培養液において培養 ,7拠 中

の,特 に 1か 月後の 91～ 81 kDの gelatinase B,60,57 kD

の gelatinase Aの 活性に尤進がみられた.ま た,51 kDに

もバ ンドがみ られた。このバ ン ドは prOMMP-1(procol

lagenase)と proMMP-3(prostromelysin)の いずれか,も

しくは両方の和であると思われる。Gelatin分 解酵素活性

の克進は,さ らにれ s″

“
zymographyで 強膜組織切片

上でも確認することができた。今回示 した細胞外マ ト

リックス分解酵素群の発現の充進は,こ れまで報告され

てきた強膜の非薄化の原因の一つである可能性があるも

のと考えられた。

MMPは生体の様々な組織で生成され,分泌されてい

る。正常あるいは病的な状態における細胞外マ トリック

スの改変,修復の過程 においてMMPは 重要な役割を

担っている.MMPは pro‐ enzymeと して生成 し細胞外

に分泌され,その後,様々なペプチダーゼにより切断され

て活性型に変換される。その活性中心には亜鉛が存在し,

活性化機構はシステインスイッチメカニズムと呼ばれて

いる1,2)。 Gelatinaseの pro― enzymeの 分泌を促進するも

、ヽ■.、.
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