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ヒト硝子体液化に対するプロテオグリカンの変化と過酸化反応の影響
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要 約

目 的：硝子体液化の原因の一つに， では

活性酸素によるヒアルロン酸の低分子化が報告されてい

る．今回我々は ヒト硝子体の液化について，プ

ロテオグリカン(PG)の断片化の度合と過酸化反応の影

響を検討した．

対象と方法：対象の硝子体は，糖尿病網膜症 眼，網

膜剥離 眼，網膜静脈閉塞症 眼，黄斑円孔 眼とし

た．PGの断片化をセルロースアセテート膜電気泳動

で，過酸化反応の影響は，銅および鉄イオン，過酸化水

素，過酸化脂質，L-アスコルビン酸濃度，O ･ scaven-

ging活性を測定して検討した．

結 果：PGの電気泳動は，原点のみに発色した原点

型と，それ以外の泳動型に分類された．泳動型では銅イ

オンおよび過酸化水素濃度は高値であり，過酸化脂質量

は有意に高値であったが，O ･ scavenging活性は低値

であった．

結 論：ヒト硝子体の PG断片化およびグリコサミノ

グリカンと蛋白質の解離に過酸化反応の関与が証明され

た．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：ヒト硝子体，液化，プロテオグリカン，電

気泳動，過酸化反応
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Abstract

：The degradation of hyaluronic acid in-

duced by reactive oxygen species has been reported
 

as a cause of vitreous liquefaction. In this
 

study on  human vitreous liquefaction, we
 

examined the degree of degraded proteoglycan(PG)

in human vitreous and the influence of peroxidation.

：In this study we ex-

amined the vitreous of eyes with diabetic reti-

nopathy, eyes with retinal detachment, eyes
 

with retinal vein occlusion, and one eye with ma-

cular hole. The degree of degraded PG was deter-

mined by cellulose acetate membrane electrophore-

sis. To evaluate the influence of oxidation, copper
 

ions, iron ions, hydrogen peroxide, lipid peroxide,

L-ascorbic acid concentrations, and superoxide
 

scavenging activity were measured.

：The electrophoretic patterns of PG

 

were classified into the origin type(non-fragmented
 

PG)in which only the origin was stained, and the
 

mobile type(fragmented PG) showed other pat-

terns.In the mobile type,the copper ion and hydro-

gen peroxide concentrations were higher, and the
 

lipid peroxide concentrations were significantly
 

higher, while the superoxide scavenging activity
 

was lower.

：These results indicated that the deg-

radation of PG and dissociation of glycosamino-

glycan in human vitreous were associated with
 

peroxidation.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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緒 言

硝子体の有形成分は，主にコラーゲンファイバーとヒ

アルロン酸(HA)，その他コンドロイチン硫酸 ，ヘパ

ラン硫酸 などのグリコサミノグリカン(GAG)により構

成されている．

GAGは，従来はムコ多糖と呼ばれ，二糖単位が繰り

返す長い鎖状構造の多糖で，二糖のうち一方が常にグル

コサミンまたはガラクトサミンである．糖残基の種類に

より7グループに大別されるが，いずれも長い鎖中の多

数の高負荷陰イオン性基による電気的反発力でコイル状

構造をとる傾向にある．その構造的特徴によりGAGは

粘性や弾性，また多量の水を吸収して大きな体積を占め

る水和ゲル形成能を持っている ．

HA以外のGAGは“橋渡し構造”と呼ばれるグルク

ロノシル―ガラクトシル―ガラクトシル―キシロースの

4糖構造を介して，コア蛋白質と共有結合してプロテオ

グリカンを形成している ．ウシ硝子体では，主にバー

シカンなどのコンドロイチン硫酸プロテオグリカンが検

出されており ，そのC末端はEGF(上皮細胞増殖因

子)様，レクチン様，CRP(補体調節蛋白質)様ドメイン

が存在し，様々な分子の糖残基と結合して三次元的構造

を形成すると考えられている．コンドロイチン硫酸プロ

テオグリカンのN末端はHAと非共有結合するドメイ

ンがあり，HAとバーシカンが結合するHAリンク蛋

白質もウシ硝子体で検出されている ．

また，HAはリンク蛋白質とともにコンドロイチン硫

酸プロテオグリカンなどのプロテオグリカンのアミノ末

端側の球状ドメインで非共有結合して会合している．ま

た，プロテオグリカン同士でも会合し，カルボキシル末

端では様々な分子の糖残基と結合して三次元的構造を形

成すると考えられている．一方，コラーゲンは正味の電

荷が正であるため，負を帯びた物質であるGAGを持つ

プロテオグリカンとは静電的に結合しやすく，相互作用

を示すことが知られている ．HAとプロテオグリカン

の巨大な会合体(aggregate)はⅡ型コラーゲン線維と結

合し，コラーゲン線維の網目骨格の間を埋め尽くして大

量の水分子と水和ゲルを形成し，硝子体のゲル構造の保

持に重要であると考えられる．

硝子体液化の原因の一つとして，in vitro実験では，

アスコルビン酸存在下で金属イオンを介した活性酸素に

よるHAの低分子化が報告 されている．しかし，これ

らの報告はいずれも蛋白質処理などの前処理を行い，

HAなどのGAG内部での断片化を検討しているが，

GAGの構造は健全でも，GAGとコア蛋白質の結合状

態の変化によるプロテオグリカンの断片化，HAとプロ

テオグリカンの結合状態の変化，コラーゲンとプロテオ

グリカンの会合状態の変化についてはまだ報告されてい

ない．GAG自身の断片化の前に，より変化しやすい静

電的な結合が基本のGAGと蛋白質の結合状態が変化す

ることにより，水和ゲルの水分保持能力が変化して硝子

体ゲルがゾル化(液化)するのではないかと考えた．そこ

で我々は in vivoにおける硝子体の液化をGAGと蛋白

質(プロテオグリカンとコア蛋白質，リンク蛋白質，コ

ラーゲンなど)との結合状態の変化に着目し，今回，プ

ロテオグリカンからGAGを抽出する前処理を敢えて行

わず，GAGと蛋白質が結合した状態のまま直接，電気

泳動を行うという全く新しい方法を報告する．

また，硝子体のゲルからゾルへの変化の過程に，プロ

テオグリカンの断片化およびGAGと蛋白質との結合状

態の変化をひき起こす要因の一つとして過酸化反応の関

与についても検討した．

実 験 方 法

1．対象ならびに検査項目

明らかな硝子体出血の既往のない症例で，実験の主旨

を説明し，承諾を得た20症例を対象とした．硝子体の

採取は，硝子体手術開始時になるべく血液を混入させな

いように注意し，眼内潅流液を潅流させないままゲル部

分約1.0mlを切除吸引し試料とした．本研究では，物

理化学的な見地から硝子体の物性に着目し，その物性変

化を探求するために，多種類の症例の硝子体を対象とし

た．疾患の内訳は増殖糖尿病網膜症5眼(平均年齢48.0

歳)，非糖尿病眼では網膜剥離12眼(54.1歳)，網膜静

脈閉塞症2眼(62.0歳)，黄斑円孔1眼(66.0歳)であっ

た．

それらの試料にプロテオグリカンの断片化を調べるた

めにセルロースアセテート膜電気泳動を行い，さらに

過酸化反応の影響を調べるために銅イオン，鉄イオン，

過酸化水素(H O)，過酸化脂質，スーパーオキシド

(O ･ )scavenging活性，L-アスコルビン酸濃度を測定

した．

2．電 気 泳 動

１)電気泳動の前処理(図1)

採取したヒト硝子体を遠心分離し，その下層を使用す

ることで，ゾル部分の混入を避け，ゲル部分をそのまま

試料とし，電気泳動した．ゲルに電気刺激を加えること

により，蛋白質とGAGとの結合状態が変化してゾル化

し，泳動された程度から，硝子体ゲルの液化し易さを判

定した．

また，定性のために一部の試料については蛋白質分解

処理としてプロテアーゼ処理，あるいはHA消化酵素

であるヒアルロニダーゼ処理も行った．プロテアーゼ

(type XXV,SIGMA)は試料200μlに対して0.1mg使

用し，37℃で24時間反応させた．ヒアルロニダーゼ(和

光純薬，300U/mg)は試料25μlに対して2mg混和し，

37℃，30分間反応させた後，4℃，一昼夜さらに反応さ

せた．また，今回使用したヒアルロニダーゼはHA，コ
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ンドロイチン4硫酸および6硫酸に作用し，N-アセチ

ルヘキソサミンの第一位の炭素と酸素との架橋との間の

結合を加水分解するものを使用した．

２)セルロースアセテート膜電気泳動法(図2)

5×10cmのセルロースアセテート膜(SEPARAX-

SP，富士写真フィルム)を0.1M ベロナール－0.15M

アンモニア緩衝液で30分間湿潤させた後，試料4μlと

標準GAG(Acid Mucopolysaccharide Kit，生化学工

業)1μlを膜の原点にスポットし，10mAで50分間泳

動した．その後，全種類のGAGを染色可能であるpH

2.5の1.0％アリューシャンブルー溶液(武藤化学薬品)

で室温にて10分間染色を行った後，1％酢酸溶液で10

分間室温で固定し，蒸留水で3回脱色(10分間，10分

間，60分間)した ．

一部の試料について，硫酸基を持つGAGすなわちケ

ラタン硫酸，デルマタン硫酸，コンドロイチン4硫酸お

よび6硫酸，ヘパラン硫酸，ヘパリンを染色するpH

1.0の1.0％アリューシャンブルー(武藤化学薬品)によ

って，室温で10分間染色後，同様に固定，脱色を行っ

た．また，0.8％ポンソー3R-6％トリクロロ酢酸溶液

(ナカライデスク)により蛋白質を室温で1分間染色し，

1％酢酸溶液で固定，脱色操作を1分～1分30秒間で

3，4回繰り返した．泳動の結果は，デンシトメトリー

(コスモF808)によるデンシトグラムで分類した．

3．過酸化反応関連物質および消去物質の測定

銅イオンはバソクプロイン法 で，鉄イオンはバソ

フェナンスロリン法 で，H Oはチタン過酸化水素法

で，過酸化脂質は八木法蛍光法 で，O ･ scavenging

活性はNBT（nitroblue tetrazolium）還元法 で，L-

アスコルビン酸濃度はアスコルビン酸オキシダーゼ法

で，それぞれ試料100μlを測定した．結果の統計学的

解析はMann WhitneyのU検定とpeasonの相関係数

を用いた．原点型と泳動型の存在頻度の違いについては

χ検定で解析した．

結 果

1．電 気 泳 動

１)電気泳動像

プロテアーゼおよびヒアルロニダーゼによる前処理を

しないで電気泳動し，pH2.5のアリューシャンブルー

ヒト硝子体のプロテオグリカンの変化と過酸化反応・高橋他

ヒト硝子体(約1.0ml)

2,260×g，30分，4℃で遠心分離

上層 下層

未処理 プロテアーゼ処理 ヒアルロニダーゼ(HAase)処理

検体200μlにプロテアーゼ

30Uを加えて混和後，

37℃，24時間静置

検体25μlにHAase

600Uを加えて混和後，

37℃，30分間，

その後4℃，24時間静置

図 1 電気泳動の前処理．

試料4μlをセルロースアセテート膜にスポット

0.1M ベロナール-0.15M NH OH緩衝液，

10mA，50分間電気泳動

1％アリューシャンブルー(AB)

溶液(pH 2.5)で20分間染色

1％酢酸で10分間固定

蒸留水で約1時間脱色

全グリコサミノグリカン染色

1％AB溶液(pH1.0)で

20分間染色

1％酢酸で10分間固定

蒸留水で約1時間脱色

硫酸基を有する

グリコサミノグリカン染色

0.8％ポンソー3R，

6％トリクロロ酢酸で

1分間染色

1％酢酸で

10分間脱色

(3回反復)

蛋白質染色

図 2 セルロースアセテート膜電気泳動法．

平成18年3月10日 173



溶液で染色した結果，試料がスポットした原点に留まり

泳動されないで，原点にのみ発色した検体1～3(図3)

と，原点から泳動されて，試料をスポットした原点以外

にも発色した検体4～6(図4)とに分類された．

原点以外にも発色した検体5について，プロテアーゼ

およびヒアルロニダーゼによる酵素処理を前処理として

行った結果を図5に示した．(a)の泳動は，前処理なし

でpH2.5のアリューシャンブルー溶液によって全ての

GAGの染色を行ったもの(前述)である．(b)は泳動前

にプロテアーゼ処理を行ったもので，原点の発色は消失

した．また，(c)は泳動前にプロテアーゼ処理をし，

pH1.0のアリューシャンブルーによって硫酸基を持つ

GAGのみの染色を行ったものである．同じく原点には

発色しないが，原点以外に発色が認められることから

HA，コンドロイチン以外のGAGが泳動されているこ

とが確認された．また，(d)でヒアルロニダーゼ処理を

したものでは全ての発色の消失が認められた．また，蛋

白質染色では，プロテアーゼ未処理の(e)では原点と泳

動部分全域に発色し，プロテアーゼ処理した(f)では全

域で発色が消失した．

２)デンシトグラム(図6，7)

図6の最下段のデンシトメトリー像は原点のみに発色

したもの，3段目は原点以外にも発色したものを示し

た．

このデンシトグラムから原点の発色の度合を原点存在

率とし，その分布をみた(図7)．この結果から原点存在

図 3 プロテオグリカンのセルロースアセテート膜電気泳動(原点型)．

GAG：グリコサミノグリカン

図 4 プロテオグリカンおよび GAGのセルロースアセテート膜電気泳動(泳動型)．
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率が80％以上のものを原点型，80％未満は泳動型の二

群に分類した(表1)．

原点型と泳動型の二群で比較すると，原点型の原点存

在率は96.2±6.5％，泳動型は20.1±23.9％で，この二

群間には有意差がみられた(p＜0.0001)．年齢は，原点

型(60.7±7.0歳)と泳動型(51.1±15.1歳)で有意差はみ

られず，また，年齢と原点存在率の相関もみられなか

った．原点型と泳動型の年齢別にみたヒストグラムを供

覧する(図8)．

また，疾患別で比較すると，糖尿病網膜症は全例(100

％)泳動型で，原点存在率は26.5±27.1％であった．非

糖尿病眼15眼では原点型6眼(40％)，泳動型9眼(60

％)で，原点存在率は原点型(96.2±6.5％)，泳動型

(15.4±22.6％)で有意差がみられた(p＜0.0001)．さら

図 5 検体 のセルロースアセテート膜電気泳動．

図 6 泳動状態のデンシトメトリー．

HA：ヒアルロン酸

図 8 泳動タイプと年齢分布．

□：原点型，■：泳動型

図 7 原点存在率ヒストグラム．
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に非糖尿病眼のうち網膜剥離では，原点型4眼(33.3

％)，泳動型8眼(66.7％)で，原点存在率は原点型(99.2

±1.7％)，泳動型(13.5±23.3％)で有意差がみられた

(p＜0.0001)．

糖尿病の有無で，原点型と泳動型の割合をχ検定で

比較したところ，有意差がみられた(p＜0.001)．

2．過酸化反応関連物質および消去物質の推移(表2)

デンシトグラムの結果をもとに，原点型と泳動型で銅

イオン，鉄イオン，過酸化水素，過酸化脂質量，O ･

scavenging活性，L-アスコルビン酸濃度について検討

した．硝子体中の過酸化反応関連物質としては，鉄イオ

ン含有量では差がなかった．泳動型では銅イオン含有量

およびH O濃度は有意差は認めないが高値であり，過

酸化脂質量は有意に高値(p＜0.05)であった．また，過

酸化反応関連物質の消去能としてのO ･ scavenging活

性は原点型で高値であった．さらに硝子体中L-アスコ

ルビン酸濃度では差がみられなかった．

考 案

ヒト硝子体のGAGについて，石丸ら ，西内ら は

糖尿病網膜症眼の硝子体内酸性ムコ多糖についてGAG

のウロン酸量を測定して，その変動を報告しているが，

これらはいずれもプロテアーゼによる前処理を行ってか

ら測定しているため，GAGと蛋白質の結合したプロテ

オグリカンやコラーゲンなどの蛋白質との結合状態での

検討はなされていない．Breen M ら はプロテアーゼ

消化した試料の他に，プロテアーゼ未処理の正常ヒト硝

子体4眼からHAの存在を確認しているが，これは凍

結乾燥処理をしており，GAGと蛋白質の結合状態につ

いての検討はなされていない．秋谷ら はヒト胎生期の

硝子体においてプロテアーゼによる前処理は行わず，組

織切片の化学染色によりHA，コンドロイチン硫酸ある

いはデルマタン硫酸の存在については報告しているが，

やはり蛋白質との結合状態については述べられていな

い．

また，過酸化反応については，家兎硝子体において

in vivoで，秋葉 ，Hikichi ら によりO ･ またはヒ

ドロキシラジカル(HO･)，H Oなどの活性酸素が硝子

体液化に関与すると報告されている．また in vitroで

は，アスコルビン酸存在下で銅イオン量，鉄イオン量の

増加に伴いフェントン反応で発生したHO･によってウ

シ硝子体の液化が促進したと報告 されており，それは

HO･によりHAが脱重合して低分子化し，硝子体の水

分保持能が低下したためではないかと述べている．その

他にリボフラビン存在下で，光照射時に発生したHO･

によりHAが低分子化するとの報告 もみられる．

そこで今回我々は，硝子体手術で採取したヒト硝子体

を可能な限り硝子体ゲルそのものの物性を探求するため

に，従来は行われていないプロテアーゼ未処理の状態で

の電気泳動を行い，その結果について検討した．さらに

in vivoでのGAGの蛋白質との結合状態から硝子体の

液化に過酸化反応が与える影響について検討した．

電気泳動では，図3の検体1～3は，試料をスポット

した原点にのみ発色しており，これらはGAGが蛋白質

と結合した状態を保っているために分子量が大きく，泳

動されずに原点に残っているものと思われた．一方，図

4の検体4～6は，試料をスポットした原点以外にも発

色しており，これはプロテオグリカンの断片化あるいは

GAGと蛋白質の結合が解離したために泳動されたもの

と思われた．検体5と検体6は原点と原点以外にも発色

がみられるため，GAGが蛋白質と結合しているものと

結合していないものが共存していると考えた．そこで，

検体5の定性実験(図5)で，(a)の原点にはプロテオグ

リカンなど蛋白質が結合したGAGが，泳動部分には遊

離したGAGが染色されていることを(a)，(b)の比較で

確認した．(b)のプロテアーゼ処理後のGAG全種の染

表 1 対象と原点存在率一覧

デンシトメトリー
原点存在率

泳動タイプ 年齢 診断

1 100.0 原点型 56 網膜剥離

2 100.0 原点型 59 網膜剥離

3 100.0 原点型 69 網膜剥離

4 97.3 原点型 64 網膜静脈閉塞症

5 96.6 原点型 50 網膜剥離

6 83.2 原点型 66 黄斑円孔

7 62.8 泳動型 24 増殖糖尿病網膜症

8 57.9 泳動型 60 網膜剥離

9 56.0 泳動型 48 増殖糖尿病網膜症

10 43.0 泳動型 57 網膜剥離

11 41.1 泳動型 68 増殖糖尿病網膜症

12 31.2 泳動型 60 網膜静脈閉塞症

13 6.8 泳動型 63 網膜剥離

14 0 泳動型 17 網膜剥離

15 0 泳動型 40 網膜剥離

16 0 泳動型 45 増殖糖尿病網膜症

17 0 泳動型 54 網膜剥離

18 0 泳動型 55 増殖糖尿病網膜症

19 0 泳動型 58 網膜剥離

20 0 泳動型 66 網膜剥離

表 2 硝子体中の過酸化反応関連物質および消去物質の

推移

測定項目(単位) 原点型 泳動型

銅イオン(ng/ml) 340.2±96.6 485.2±254.1

鉄イオン(ng/ml) 115.7±26.1 120.0±52.0

過酸化水素(nmol/ml) 0.113±0.088 0.212±0.173

過酸化脂質(nmol(MDA)/ml) 0.043±0.002 0.046±0.001

O ･ scavenging活性(U/ml) 13.80±13.40 8.00±9.08

L-アスコルビン酸(μg/ml) 12.99±1.15 14.07±11.77

：p＜0.05 平均値±標準偏差
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色で原点の発色が消失したことから，分子量が大きすぎ

て泳動されなかった蛋白質結合型のGAGが，プロテ

アーゼ処理で蛋白質の結合から解放されたため泳動され

たと考えられた．これは(e)プロテアーゼ未処理と(f)プ

ロテアーゼ処理後の蛋白質染色の泳動像の比較でも明ら

かである．また，(c)のプロテアーゼ処理したpH1.0

アリューシャンブルーでの硫酸基を持つGAGのみの染

色では，原点以外に発色が認められたため，泳動されて

いたGAGには，HA，コンドロイチンなど硫酸基を持

たないGAGだけではなく，ケラタン硫酸，デルマタン

硫酸，コンドロイチン4硫酸および6硫酸，ヘパラン硫

酸，ヘパリンなどの硫酸基をもつGAGも存在すること

が確認された．さらに(d)のヒアルロニダーゼ処理では

全ての発色の消失が認められるが，今回用いたヒアルロ

ニダーゼはHAのみならずコンドロイチン4硫酸およ

び6硫酸も消化するため，硝子体のゲルにこの3者の存

在が示唆された．この電気泳動の結果をデンシトメトリ

ーで定量して(図7)，原点にとどまった原点型と泳動型

に分類した．これは図5の検討で分かるように，GAG

と蛋白質との結合状態の違いによって分類された．すな

わち，プロテアーゼ未処理ではGAGと蛋白質の会合体

は泳動されない(原点型)が，プロテオグリカンが断片化

あるいはGAGが蛋白質から遊離して，GAG単独にな

ると泳動されやすく(泳動型)なると考えられる．電気泳

動による電気刺激が硝子体ゲルに加わっても，原点型は

GAGと蛋白質の解離が起こらずゲル構造が変化しな

い．一方，泳動型は硝子体ゲルに電気刺激が加わること

により，①プロテオグリカンのコア蛋白質とGAGを

結合している橋渡し構造の4糖が変性あるいは欠落した

状態．②HAとプロテオグリカンやその他の蛋白質を

結合するリンク蛋白質(HA結合蛋白質)の変性か消失，

③プロテオグリカンやHA会合体の負電荷が減少して

コラーゲンとの結合状態が変化して解離した状態，以上

3項目のうち一つ以上が起こっている硝子体のゲルの網

目構造が変化した状態であると思われる．

さらに原点型と泳動型を比較すると，泳動型で過酸化

脂質が有意に高値であったため，ウシ硝子体で報告され

たGAGの低分子化だけでなくGAGと蛋白質の解離

(前述のプロテオグリカンの断片化，リンク蛋白質の消

失，コラーゲンからの解離)にも過酸化反応が影響して

いることが判明した．

そこで，GAGの蛋白質からの解離に影響を及ぼした

活性酸素の種類について検討すると，鉄イオンは原点型

と泳動型でほとんど差はみられなかったが，銅イオンと

過酸化水素については有意差こそなかったものの泳動

型で高値であった．これはCu ＋H O→Cu ＋HO･＋

OH のフェントン様反応によりHO･が発生していた可

能性が強いと思われる．またL-アスコルビン酸も原点

型，泳動型ともに硝子体中に存在しており，上野 ，

Chattopadhyay Dら が，in vitroのウシ硝子体でL-ア

スコルビン酸，金属イオン存在下でのHO･によるHA

の低分子化と硝子体の液化を報告しているように，泳動

型のヒト硝子体では銅イオンを介したHO･によるHA

の低分子化のみならずGAGと蛋白質の解離による液化

が亢進していた可能性がある．

さらにO ･ scavenging活性は，泳動型で低値であっ

たため泳動型ではO ･ が発生しやすく，O ･ もプロテ

オグリカンの断片化およびGAGと蛋白質の解離に関与

している可能性が示唆された．in vivoでは，家兎の硝

子体でリン酸リボフラビン存在下の光照射時に発生した

O ･ ，HO･，H Oにより硝子体の液化が生じることを

報告 しているが，本実験でも泳動型ではO ･ ，HO･

の発生が考えられ，H Oも検出されている．したがっ

て，ヒト硝子体のゲルでも，泳動型ではこれらの活性酸

素により，蛋白質側の正電荷の低下やGAG側の電荷の

変化によりコイル状構造の変性が既に生じており，GA-

Gと蛋白質の結合力が弱く，GAGと蛋白質が解離しや

すい状態にあり，その結果，水和ゲルの水分保持能力が

低下し，硝子体の液化が亢進する一因である可能性は大

きいと思われる．

ヒト臍帯のHAについて，McCord はO ･ ，H O

がHAを脱重合して粘度を低下させることを報告して

いる．本実験でもO ･ およびH Oが泳動型のヒト硝子

体で発生あるいは増加していることが考えられるので，

プロテオグリカンの断片化が硝子体の粘度を低下させて

いる可能性も推察できる．過酸化反応により，GAGの

低分子化 のみならず，前述の①②③の状態をひき起

こし，プロテオグリカンの断片化およびGAGと蛋白質

との結合状態の変化によって，硝子体の液化だけではな

く粘性の変化もひき起こし，ゲル構造を変化させたこと

が考えられた．

今回検討した症例では，非糖尿病網膜症眼では原点型

と泳動型の比率は1：2であったが，糖尿病網膜症は全

例で泳動型であり，非糖尿病眼と糖尿病眼では原点型と

泳動型の出現頻度に有意差がみられている．今回採取し

た硝子体は，手術開始時に切除したゲル部分のみであ

り，さらにその試料を遠心分離した下層を使用している

ため，これは眼内で最も液化しておらず硝子体ゲルの網

目構造が保持されている部分であると思われる．それに

もかかわらず糖尿病網膜症の硝子体では5眼全てが泳動

型であったため，GAGと蛋白質はかなり解離しやす

く，ゲル構造が変化し，硝子体の液化が進行しやすい状

態であることが確認された．すなわち，糖尿病眼の硝子

体のゲルは，イオン強度の変化，過酸化反応などによっ

て硝子体内の電荷が変化することにより，蛋白質側の正

電荷が低下してGAGとの結合力が弱くなり，GAGと

蛋白質が解離しやすい，また，GAG側の電荷が変化し

てコイル状構造が変わり，水和ゲルの水分保持能力が低
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下しやすい状態にあると考えられた．ただ，今回は症例

数が少なく疾患別についての硝子体液化については，さ

らなる検討が必要と思われる．

硝子体におけるプロテオグリカンの断片化が，網膜に

与える影響についてはまだ明確ではない．ヘパラン硫酸

プロテオグリカン(HSPG)は，へパリン結合性のサイト

カインの固相化，受容体への転送とプロテアーゼからの

保護などの機能がある ため，網膜表面のサイトカイ

ンの作用と安定性の低下が泳動型では起きていることも

考えられる．しかしホ乳類の硝子体ではヘパラン硫酸は

確認されているが，その作用は未確認である．線維芽細

胞にPDGF(platelet-drived growth factor)と TGF-β

(transforming growth factor-β)が作用すると，プロテ

インキナーゼCによる細胞内シグナル伝達系を介して

HAの産生が促進され ，高分子量HAは血管新生を

抑制し，低分子量HAは血管新生を促進するとの報告

もあるため，プロテオグリカンの断片化とサイトカイ

ンの関係も今後検討する予定である．

また今後，切断されやすいプロテオグリカンの種類の

同定とGAGと蛋白質の解離原因として，前述の①②

③のうち，どの頻度が高いかということと，病態別に

よるGAGと蛋白質の解離の度合と過酸化反応の関係に

ついても例数を増やして更に検討していく所存である．

稿を終えるに当たり，御指導頂いた獨協医科大学眼科小原

喜隆教授，獨協医科大学越谷病院眼科筑田 眞教授に深謝致

します．また貴重な助言を頂いた生化学工業(株)櫻井勝清

様，宮浦修一様に御礼申し上げます．本研究は獨協医科大学

医学総合研究所，越谷臨床共同利用部門，第二共同利用室で

行った．
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