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抗アレルギー薬によるテノン囊線維芽細胞増殖抑制と

実験的濾過胞の維持
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要 約

目 的：トラニラストとフマル酸ケトチフェンの

テノン囊線維芽細胞増殖抑制と実験的濾過胞の維

持に対する効果を検討した．

方 法：ヒトテノン囊由来の線維芽細胞を ウシ

胎仔血清を含んだ Dulbecco’s modified Eagle’s medi-

um培養した．培地にトラニラストとフマル酸ケトチフ

ェンを加え， -［ , -dimethylthiazole--yl］-, -diphen-

yltetrazolium bromide(MTT)法と細胞数を計測する

方法により細胞増殖速度を測定した．コラーゲンと

transforming growth factor-β(TGF-β)を該当す

る enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)法

で測定した．白色家兎に線維柱帯切除術を施行し，両薬

剤を点眼し，眼圧の経過と濾過胞の消長を観察した．

結 果：トラニラスト，フマル酸ケトチフェンともに

以下の作用を示した．◯線維芽細胞増殖を抑制した(

抑制濃度はそれぞれ ， μM)．◯ TGF-β の産

生を抑制する作用は明らかではなかった．◯低濃度(

μM)で 型コラーゲンの合成を抑制した．◯点眼群で

は家兎眼の濾過胞消失までの時間が有意に延長した〔そ

れぞれ ± (平均値±標準偏差)日， ± 日，

対照は ± 日〕．

結 論： 種の抗アレルギー薬のテノン囊線維芽細胞

増殖抑制作用と実験的濾過胞の維持の効果が確認でき

た．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：テノン囊線維芽細胞，トラニラスト，フマ

ル酸ケトチフェン，細胞増殖，濾過手術，
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Abstract

：To examine whether tranilast and keto-

tifen fumarate inhibit the growth of human Tenon’s
 

capsule fibroblasts and maintain experimental fil-

tering blebs on rabbit eyes.

：Human Tenon’s capsule fibroblasts
 

were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
 

with fetal calf serum and growth was measured
 

with -［ , -dimethylthiazole--yl］- , -diphenyltet-

razolium bromide(MTT)and direct counting of cell
 

number. Production of collagen and transforming
 

growth factor-β(TGF-β)was measured with cor-

responding enzyme-linked immunosorbent  assay

(ELISA). In experimental filtering surgery perfor-

med on rabbit eyes, the effects of the topical drugs
 

on intraocular pressure and on maintenance of the
 

filtering blebs were observed.

：Both tranilast and ketotifen inhibited
 

the growth of the fibroblasts and half-inhibitory

 

concentrations were μM and μM, respecti-

vely. Low concentration( μM)of tranilast and
 

ketotifen decreased the synthesis of collagen but
 

neither drug had any obvious effect on TGF-β

production. Both drugs prolonged the life of the
 

experimental filtering bleb significantly［ ±

(mean±standard deviation)days, ± days,

respectively；control, ± days］.

：Tranilast and ketotifen inhibited the
 

growth of human Tenon’s capsule proliferation and
 

are capable of maintaining experimental filtering
 

blebs in rabbit eyes.(J Jpn Ophthalmol Soc ：

― , )

Key words：Tenon’s capsule fobroblast, Tranilast,

Ketotifen, Cell proliferation, Fitering
 

surgery,Filtering bleb



緒 言

点眼に使用される抗アレルギー薬には，本来の作用で

あるアレルギー反応を抑える以外に細胞増殖を抑制する

ことが知られるようになった．トラニラスト(リザベン )

の本来の作用は，肥満細胞からケミカルメディエイター

が遊離するのを抑制し，その作用を発揮することである

と報告 されている．同薬はケロイドおよび肥厚性瘢痕

の線維芽細胞の増殖を抑制し，その治療に有効なことが

報告 された．眼科分野では，後発白内障の抑制 ，

屈折手術後の角膜混濁の防止 ，緑内障濾過手術の濾過

胞維持に有効である との報告がある．同薬の作用は細

胞に働き transforming growth factor-β(TGF-β)の産

生を抑制することにより発揮されるという報告 があ

り，コラーゲンの産生を抑制して瘢痕化を防止するのも

その結果であるといわれる．フマル酸ケトチフェン(ザ

ジテン )はケミカルメディエイターの遊離抑制と抗ヒ

スタミン作用の両作用により抗アレルギー作用を発揮す

る ．同薬もケロイドと肥厚性瘢痕に対し有効であると

の報告 がある．

我々は緑内障濾過手術の濾過胞の維持に苦慮していた

が，このような点眼抗アレルギー薬が補助薬として濾過

胞の形成や維持に有効か興味を持ち，培養細胞系と実験

動物を用いて研究したので結果を報告する．

実 験 方 法

1．実 験 材 料

白色家兎(雄，体重2～3kg)は日本生物材料センター

から購入した．トラニラスト，フマル酸ケトチフェン，

クロモグリク酸ナトリウムはそれぞれ，キッセイ薬品，

参天製薬，千寿製薬から純品原末の提供を受けた．マイ

トマイシンC(2mg力価，注射薬)は協和発酵から購入

した．Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM)

はニプロ社，ウシ胎仔血清(FBS)と balanced salt solu-

tion(BSS)はGibcoから購入した．

2．ヒトテノン囊線維芽細胞の培養

ヒトテノン囊組織は，白内障手術時に創口作製目的で

切除したものを被手術者の同意を得て培養した．正常テ

ノン囊組織(6～57歳，4例)を10％FBSを含んだDM-

EM 中，37℃，5％CO循環で培養を行った．約1週間

培養し，外生した線維芽細胞を2～3代継代培養した．

実験には3～4代目を用い，上記培養条件で96穴プレー

トに2.0×10細胞/wellの濃度で播種して行った．

3．細胞増殖の測定

線維芽細胞にMay-Giemsa染色を行い，顕微鏡下で

細胞数を算定する方法(cell count法)と，細胞代謝を酸

化還元反応を指標に検出する方法(3-［4,5-dimethylthia-

zole-2-yl］-2.5-diphenylterazolium bromide(MTT)

法，CellTiter-96 細胞増殖試験，プロメガ社)を用い

た ．前者では抗アレルギー薬(トラニラスト0～1mM，

フマル酸ケトチフェン0～1mM，クロモグリク酸ナト

リウム0～1mM，マイトマイシンC0～0.1mM)を同

時に添加した培地96穴マイクロプレート中に細胞を

2×10/wellの濃度で蒔いたものを24～72時間培養し，

May-Giemsa染色し，顕微鏡下で細胞数を算定した．

後者では同条件で培養したものに，添付マニュアルに従

い tetrazolium塩を含む色素液を添加し，37℃，4時間

インキュベーション後，変換された formazan産物の量

を570nmの吸光度で測定した．いずも各データはデュ

ープリケイトして実験し平均したものをとった．5回ず

つ独立した実験を行った．

4．コラーゲン，TGF-β の産生の測定

線維芽細胞(2.0×10個)を播種し，コンフルエントに

なった時に抗アレルギー薬入り無血清培地に置換し(対

照，トラニラスト1，10，100μM，フマル酸ケトチフ

ェン1，10，100μM)，48時間後に上清を採取してサン

プルとした．それぞれについてenzyme-linked immuno-

sobent assay(ELISA)法キットである Procollagen
 

type C-peptide(PIP)EIA Kit (Takara)およびQuan-

tikine Human Kit(R& D Systems社)を使用し，添付

マニュアルに従いⅠ型コラーゲン(PIPとして測定450

nm)およびTGF-β1(490nm)の産生量を測定した．同

時に同一条件で細胞増殖をMTT法で測定した．いず

れもそれぞれ同一測定キットで3回の独立した実験を

行った．

5．家兎眼の濾過手術

動物は実験に必要な最少数を用い，不必要な苦痛を与

えないよう注意して実験に供した．白色家兎に対し，キ

シラジン塩酸塩と塩酸ケタミンを用いて全身麻酔を施行

後，3×3mmの三角形の強膜弁を作製し，弁下に線維

柱帯切除術(2×1mm)を施行した(図1a)．周辺虹彩切

除術を施行後，強膜弁は無縫合，結膜は8-0バイクリル

で1針縫合した．術後右眼に2.5％フマル酸ケトチフェ

ン［balanced salt solution(BSS)溶液］あるいは2.5％ト

ラニラスト(BSS溶液)を1日3回，左眼を対照として

BSSを1日3回点眼し，濾過胞および眼圧を測定した．

眼圧はPerkins圧平眼圧計で測定した．濾過胞の状態

は細隙灯顕微鏡と拡大写真で観察した(図1b)．施術・

点眼者と，点眼薬の種類の知らされていない観察・測定

者は別人が行い，細隙灯顕微鏡で結膜下に液の貯溜がな

くなった観察日を濾過胞消失日とした．各薬剤について

8匹16眼，計16匹32眼を実験に使用した．各群の比

較には t検定を用いた．

結 果

1．薬剤の細胞増殖抑制

薬剤を添加して培養したヒトテノン囊線維芽細胞の顕

微鏡写真を図2に示した．陽性対照としてマイトマイシ
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ンCを添加したもの，陰性対照として薬剤溶媒のみを

添加したものを示した．薬剤添加により増殖抑制が生じ

ていた．定量的に検討するため各種薬剤濃度で培養し

た，1mm 当たりの細胞数の計測(cell count法，図3

a)およびMTT法(図3b)を施行した．マイトマイシン

Cは，0.1～10μM で濃度依存的に強い増殖抑制効果を

抗アレルギー薬の濾過胞維持効果・近藤他

図 1 家兎眼に対する濾過手術(トラベクレクトミー)の施行．

a：強膜弁下に線維柱帯切除した術中画像，b：形成された濾過胞

図 2 抗アレルギー薬添加した培養ヒトテノン囊線維芽細胞のMay-Giemsa染色像(接種 時間後)．

a：無添加の対照，b：トラニラスト(125μM)添加，c：フマル酸ケトチフェン(125μM)添加，d：マ

イトマイシンC(12.5μM)添加
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示した．トラニラストとフマル酸ケトチフェンには，と

もに10μM 以上の濃度でヒトテノン囊由来線維芽細胞

の増殖を濃度依存的に抑制し，フマル酸ケトチフェンが

より強い増殖抑制を示した．同様の抗アレルギー作用の

あるクロモグリク酸ナトリウムでは増殖抑制はなかっ

た．50％増殖抑制濃度は，トラニラストではcell count

法，MTT法のいずれでも約200μM，フマル酸ケトチ

フェンではMTT法で約70μM，cell count法で約20μM

の値が得られた．マイトマイシンCではMTT法で

0.5μM，cell count法で1μM 以下の50％増殖抑制濃

度が得られた(表1)．5回の実験ですべて同様の結果を

得た．

2．TGF-β， 型コラーゲンの産生に対する薬剤の

効果

TGF-β1，コラーゲンの産生に対する薬剤の効果をそ

れぞれ図4，5に示した．トラニラスト，フマル酸ケト

チフェンともに1，10，100μM の濃度では48時間後の

TGF-β1の産生量に有意な効果はなかった．フマル酸ケ

トチフェンの100μM では著明な産生低下があったが，

細胞当たりの産生に変化はなかった．一方，Ⅰ型コラー

ゲンの産生に対して，トラニラスト，フマル酸ケトチ

フェンともに抑制効果がみられ，培養48時間後のフマ

ル酸ケトチフェン10μM およびトラニラスト10μM で

のPIP産生はともに約65％の抑制があった．両者とも

濃度依存的な傾向を示した．

3．家兎眼の濾過手術の結果

家兎眼(36眼)に濾過手術(トラベクレクトミー)を施

行したが，全例で良好な濾過胞を形成した(図1)．術後

トラニラスト(2.5％)あるいはフマル酸ケトチフェン(2.5

％)を点眼したものは，細隙灯顕微鏡と拡大写真で観察

した結果，濾過胞消失までにそれぞれ12.5±3.2(平均

値±標準偏差)日，13.9±3.4日，対照では10.5±2.4

日で，t検定により両薬剤投与群と対照群でそれぞれ有

意差があった．眼圧の推移を図6に示した．濾過手術直

後，眼圧はほぼ0になり，対照群では術後13日で眼圧

は正常に復した．術後トラニラストあるいはフマル酸ケ

トチフェンを点眼したものでは眼圧の回復が遅れ，t検

定でそれぞれ術後8～12日目，8～14日目で対照群と有

意差があった．薬剤は，濾過胞の菲薄度，強膜の透見

性，前房の状態などに細隙灯による観察上，影響を与え

なかった．

考 按

現在，眼科臨床で抗アレルギー点眼薬として使用され

ているトラニラスト，およびフマル酸ケトチフェンはと

もにヒトテノン囊線維芽細胞の増殖を抑制することが判

明した．また，クロモグリク酸ナトリウムには増殖抑制

効果はなかった．50％細胞増殖抑制濃度はトラニラス

トが約200μM，フマル酸ケトチフェンのそれは20～70

μM であった．我々は前報 で水晶体上皮細胞の増殖に

対する各種抗アレルギー薬の効果を調べ，ほぼ同様の増

殖阻害作用のあることを報告した．この水晶体上皮細胞

図 3 抗アレルギー薬添加による培養ヒトテノン囊線維芽細胞の増殖抑制( 時間後)．

a：1mm当たりの細胞数，b：3-［4,5-dimethylthiazole-2-yl］-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT)法

での吸光度(570nm)

■：トラニラスト添加，●：フマル酸ケトチフェン添加，◆：マイトマイシンC添加，▲：クロモグリク

酸ナトリウム添加

表 1 薬剤の %増殖抑制濃度(ED ，μM)

cell count法 MTT法

トラニラスト 200 200

フマル酸ケトチフェン 20 70

クロモグリク酸ナトリウム 1,000以上 1,000以上

MMC 1以下 0.5

ED ：50％有効量，MTT法：3-［4,5-dimethylthia-

zole-2-yl］-2,5-diphenyltetrazolium bromide，

MMC：マイトマイシンC
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の増殖抑制のメカニズムは不明であるが，アポトーシス

の関与が推定される実験結果を得，後発白内障予防・治

療に応用できる可能性について論じた ．前報および本

報から，抗アレルギー薬(トラニラスト，およびフマル

酸ケトチフェン)には各種の細胞に共通した増殖抑制作

用のあることが推測され，したがって，テノン囊線維芽

細胞増殖抑制にもアポトーシスが関与する可能性がある

と考えた．

トラニラストはアントラニル酸誘導体で，TGF-βの

誘導を抑制する作用があるとの複数の報告 があ

る．郡司ら は1～10μM のトラニラストは瘢痕皮膚線

維芽細胞のTGF-β1の産生を約2分の1に抑制するこ

と，Ikedaら は肝星細胞で150～300μM のトラニラ

ストはDNA合成やコラーゲン合成を抑制するが，その

機序はTGF-β1を抑制することによると推定している．

しかし，同薬剤によるTGF-βの誘導阻害は，前報のウ

シ水晶体上皮細胞でも，本報のヒトテノン囊線維芽細胞

でもなかった．この不一致の原因は明らかではない．

アッセイ法の違いや使用した細胞の差異があるので明解

な結論は出ないが，我々の実験からは否定的な結果を得

た．Ⅰ型コラーゲンの合成抑制は，細胞増殖に影響しな

い濃度で使用したトラニラスト，フマル酸ケトチフェン

の両者でみられた．増殖抑制に影響しない低濃度(両薬

剤で1～10μM)でコラーゲン合成の抑制がみられるこ

との作用機序は不明であるが，臨床的に興味深い現象で

ある．Suzawaら もケロイドの線維芽細胞で同レベル

の濃度のトラニラストがコラーゲンの合成を抑制すると

報告している．濾過胞の瘢痕化と消失には線維芽細胞の

増殖と細胞外基質の産生による瘢痕組織の形成が強く関

与している ．細胞外基質の主要な構成蛋白質であるⅠ

型コラーゲンの合成を低濃度で阻害する両薬剤は臨床的

図 4 抗アレルギー薬の培養ヒトテノン囊線維芽細胞の

transforming growth factor-β(TGF-β)産生に

対する影響．

無添加の対照およびトラニラスト(T)とフマル酸ケト

チフェン(F，それぞれ1，10，100μM)を添加しヒト

テノン囊線維芽細胞を培養した．

■：48時間後に産生したTGF-β1濃度， ：同時に

MTT法で細胞増殖を測定し，対照に対する％で表

示し，細胞数量の目安としたもの， ：細胞数量当た

りのTGF-β1産生量を対照に対する％で表示したも

の

図 5 抗アレルギー薬の培養ヒトテノン囊線維芽細胞の

型コラーゲン産生に対する影響．

無添加の対照およびトラニラスト(T)とフマル酸ケト

チフェン(F，それぞれ1，10，100μM)を添加しヒト

テノン囊線維芽細胞を培養した．

■：48時間後に産生したⅠ型コラーゲンPIP(proco
 

llagen type C peptide)として， ：同時にMTT法

で細胞増殖を測定し，対照に対する％で表示し，細

胞数量の目安としたもの， ：細胞数量当たりのPIP

産生量を対照に対する％で表示したもの

-

図 6 抗アレルギー薬の濾過手術後の家兎眼眼圧の推移

に対する影響．

濾過手術後翌日からトラニラストとフマル酸ケトチ

フェン (いずれも2.5％，balanced salts solution,

BSS)を1日3回点眼した．他眼を対照としてBSSの

みを点眼した．バーは標準偏差．▲：対照，●：トラ

ニラスト(術後8～12日に対照群と有意差)，■：フマ

ル酸ケトチフェン(術後8～14日に対照群と有意差)
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に有用である可能性が高いと考えた．Ohshimaら は

家兎テノン囊線維芽細胞の増殖とコラーゲン産生に対す

るトラニラストの効果を調べ，300μM で増殖抑制とコ

ラーゲン産生抑制がみられると報告した．我々の結果で

はそれより低濃度でコラーゲン産生抑制がみられ相違が

あるが，動物種の違いやアッセイ法の違いがあり，その

理由は不明である．

トラニラストには抗アレルギー作用以外に，細胞増殖

抑制作用や瘢痕化防止作用など多くの報告 が

あり，本薬剤の特異な効力のように考えられている．し

かし，前報 および本報から，フマル酸ケトチフェンの

効果と類似が多く，この2薬剤はおそらく同様の機序で

増殖抑制や瘢痕化防止に作用するのであろうと類推し

た．

臨床的応用を考えた動物実験として，ウサギに対しト

ラベクレクトミーを施行し，術後両薬剤を点眼すれば，

濾過胞の維持と眼圧下向に対し，トラニラスト，フマル

酸ケトチフェンは有意差をもって有効であることを見出

した(図6)．なお，両薬剤とも臨床的に使用されている

濃度(それぞれ0.5，0.05％)よりも高濃度を使用した条

件で実験した．さらに，両薬剤の in vitroでの力価(増

殖抑制およびコラーゲン産生抑制，いずれもフマル酸ケ

トチフェン＞トラニラスト)は濾過胞の維持と眼圧低下

作用の効力と一致していた．このことは，両薬剤の濾過

胞維持作用が線維芽細胞増殖抑制あるいはコラーゲン産

生抑制に密接に連関していることを強く示している．先

に青山ら は家兎緑内障濾過手術後のトラニラスト点眼

の濾過胞形成への影響を組織学的に調べ，同薬は濾過胞

形成に効果があること，さらに手術部位の線維芽細胞浸

潤や線維形成の防止に効果があることを報告している．

この効果は濾過手術時マイトマイシンCを併用させて

も相加的であったという．千原ら は臨床上マイトマイ

シンC使用トラベクレクトミー後の濾過胞の維持にト

ラニラストが部分的に有効であると報告している．彼ら

はプロスペクティブに17例の開放隅角緑内障に濾過手

術を行いトラニラストを点眼したが，基剤点眼の対照

(16眼)に比べ経過観察期間(1年)を通じて眼圧が低かっ

たが，統計学的には術後1か月の値のみが有意であった

という．

我々は薬剤の濾過胞の維持効果についてマイトマイシ

ンCを陽性対照とした実験は行っておらず，今後の課

題と考えるが，文献的なデータと比較してみた ．

Khawら は家兎眼に濾過手術を行い，マイトマイシン

Cの強膜塗布(0.2mg/ml)例では眼圧がベースラインま

で回復するのに30日，対照では11日であったという．

Wilsonら は同様の実験系で，マイトマイシンC0.2

mg結膜下注射とその後1日4回の点眼(1回10μg)を

行ったところ，眼圧は3日目より21日目で対照と比べ

有意に低く，ベースラインに回復するのに，点眼群では

25日，対照群では12日であったという．これらから，

トラニラスト，フマル酸ケトチフェンはマイトマイシン

Cより濾過胞の維持効果は弱いことが推測された．

臨床上濾過胞維持のために使用されているマイトマイ

シンCや5-fluorouracil(5-FU)は感染，房水流出，低

眼圧黄斑症などの合併症が問題となっている一方，必ず

しも全例に永久的に濾過胞が維持できるわけではない．

トラニラスト，フマル酸ケトチフェンは点眼薬として既

に安全性が確立された薬物であり，マイトマイシンC，

5-FUの減量や相加的な効果が期待できる薬品であると

推定した．今後，同意の上，臨床的なデータを得たいと

考えている．
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