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�．目 的

細隙灯顕微鏡検査は非侵襲的に眼所見を全体的に把握

できる優れた検査法であり，眼科臨床の基本であるが，

定性的検査であるため，病態所見の評価は検査者の技量

に依存する．また，形態的所見は捉えられるが機能的評

価には問題がある．我々は細隙灯顕微鏡検査を補完し，

病態の解明，診断，治療効果の評価を目的に，血液房水

関門機能の定量的検査法の開発と涙液を対象にした眼表

面臨床検査法の確立とを行ってきた．本論文ではこれら

の研究内容の総括を行う．

�．フレアセルフォトメトリによる血液房水関門機能

検査とその臨床的意義の検討

血液房水関門の破綻は細隙灯顕微鏡検査では光散乱現

象による房水蛋白(フレア)，細胞(セル)として観察でき

る．溶液での光散乱は Debyeにより，照射光の強さと

波長，対象の分子量および照射系と観察系との角度など

で規定される．これをもとに細隙灯顕微鏡装置に照射光

用のレーザー光源と散乱光量測定用の光電子増倍管の組

み込み，および測定散乱光分析用のソフトプログラムを

開発し，コンピュータ解析によるフレアとセルの定量的

測定を可能とする装置(フレアセルフォトメーター)の開

発を行った．

本装置はフレア，セル測定において，① 1秒程度の測

定時間，②広いダイナミックレンジ，③良好な精度，

④非侵襲的検査，を可能にした．したがって，同一個

体での反復検査が可能であり，①前眼部手術の術後炎

症および眼内レンズならびに非ステロイド性抗炎症薬の

薬効臨床試験を含む治療効果の評価，②内因性内眼炎

における炎症の重症度の評価，また③動物実験では同

一個体での経時的検査による個体間の変動の最小化と精

度の向上を図ることができた．さらに一定条件下での房

水動態の評価，抗緑内障薬の効果の評価も可能とした．

�．涙液を用いた眼表面の病態検査法とその臨床的意

義の検討

涙液を対象とした検査では，検体が微量のため，①

目的とする病態に合致するバイオマーカーの探索，②

バイオマーカー測定法の開発，③臨床例での評価(診断，

疾患重症度の評価，治療効果判定，病態解明)に基づく

有用性の検討などが重要である．

我々は，①アレルギー性結膜疾患におけるアレルギー

関連因子(eosinophil cationic protein，アレルゲン特異

的 IgE抗体など)を用いた簡易迅速診断法および重症度

判定キットの開発，②単純ヘルペスウイルス(HSV)角

膜炎における HSV 特異的分泌型 IgA 抗体価および

HSV-DNA量測定法の確立と診断・治療効果判定への応

用，③感染性・非感染性角結膜疾患におけるサイトカ

イン・ケモカインプロファイル測定法の開発と治療ター

ゲット分子の検索について，イムノクロマトグラフィ，

抗体アレイ法などをもとに，定量的評価法を検討した．

その結果，涙液を用いた検査法によりアレルギー性結

膜疾患および感染性・非感染性角結膜疾患などの眼表面

疾患の病態生理の解明，診断が可能になり，臨床的微量

検体検査法としての有用性が確立できた．

�．結 論

フレアセルフォトメトリによる房水検査および涙液を

用いた眼表面の臨床検査は定量的かつ非侵襲的に前眼部

病変の病態生理の解明を可能とし，細隙灯顕微鏡検査を

補完する臨床検査法として高い意義を有する．(日眼会誌

115：177―212，2011)

キーワード：臨床検査法，非侵襲検査，前眼部，眼表

面，前房蛋白細胞測定装置，涙液，非ステ

ロイド性抗炎症薬
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�．Purpose

Slit-lamp microscopy is a principal ophthalmic

clinical method, because it provides microscopic

findings of the anterior segment of the eye non-

invasively. Its findings, however, are qualitative and

there are large inter-observer variations in their

evaluation. Furthermore, slit-lamp microscopy pro-

vides morphological findings, but a functional evalua-

tion is difficult.We developed two novel methods that

establish a qualitative methodology of the slit-lamp

microscope and the pathophysiology of the anterior

segment of the eye. One is the flare-cell photometer to

evaluate flare and cells in the aqueous humor of the

eye and the other is an immunohistochemical exami-

nation method using tear fluid to evaluate ocular

surface disorders. The comprehensive evaluation of

these studies is herein overviewed.

�．Innovation of the flare-cell photometer and its

clinical significance

The breakdown of the blood-aqueous barrier

(BAB) causes an increase in protein (flare) and

leakage of blood cells(cell) into the aqueous humor of

the eye and the severity of BAB breakdown has a

positive correlation with the intensity of flare and

cells. The flare and cells in the aqueous can be

observed qualitatively by slit-lamp microscopy.

These findings are primarily distinguished in optics

by light scattering. Therefore, detection of the

intensity of light scattering due to flare and cells can

evaluate the BAB function. The flare-cell photometer

comprises 3 novel components：a laser beam system

as an incident light, a photomultiplier to detect

scattered light intensity and a computer-assisted

system to operate the whole system and analyze

detected scattered light signals due to flare and cells.

The instrument enables us to quantitatively analyze

the flare and cells non-invasively and accurately with

a wide dynamic measurement range, resulting in a

repeated examination of each individual case. It also

enables the evaluation of inflammation in the aqueous

not only postoperatively but also in endogenous

uveitis, evaluation of the effects of anti-inflam-

matory drugs on BAB and evaluation of aqueous

humor dynamics. Furthermore, repeating the exami-

nation can minimize inter-individual variations and

reduce the number of animals in animal experiments.

�．Pathophysiological evaluation methods of ocu-

lar surface using tear fluid

Sampling of tears can be performed noninvasively,

but the obtainable volume is limited. Therefore, a

determination of targeting biomarkers and a develop-

ment of their micro-volume analysis methods play a

crucial role in pathophysiological studies of the

ocular surface. Targeting biomarkers should be

determined according to the various specified bioac-

tive substances such as eosinophil cationic protein

(ECP), cytokines and others. A number of micro-

volume analysis methods, such as chemiluminescent

enzyme immunoassay, immunochromatography,

micro-array system and polymerase chain reaction

method are used. Objective disorders in the studies

include allergic conjunctivitis and infectious diseases

such as herpetic keratitis. Quantitative evaluation

methods for ECP concentration, antigen-specific

secretory IgA in allergic diseases and herpetic

keratitis, herpes simplex virus-DNA and cytokine and

chemokine profile in tear fluid sampled by filter

paper method were investigated. We developed a

clinically applicable quantitative immunochemical

method for ECP concentration in tear fluid. The

results revealed that tear fluid analysis using the

above mentioned methods is a clinically useful to

investigate the pathophysiology of the ocular surface.

�．Conclusion

Laser flare-cell photometer and tear fluid analysis

are potent clinical quantitative methods to investigate

the pathophysiology of the anterior segment of the

eye.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc

115：177―212, 2011)
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Ⅰ 緒 言

前眼部の定義は後眼部に比し，その範囲が研究目的に

より異なる傾向がみられる．これは前眼部を構成する組

織が複雑であることに由来すると考えられる．従来，前

眼部は解剖学的には角膜，結膜，前房および水晶体を中

心とした無血管組織(除く結膜・前部強膜)，機能的には

結像系および眼表面の恒常性の維持機能を中心とした透

明性にかかわる諸問題の研究が推進されてきたといえ

る．これら前眼部の解剖学的，機能的側面は他の体組織

とは多くの異なる点を有しているため，その特徴として

眼科学独自の研究として発展してきた．一方，眼表面の

恒常性に関しては代謝のみならず粘膜免疫機構を含む他

の体組織と共通する役割・解剖学的組織構造および涙液

の存在が認識されるものの結像系のような眼科特有の問

題に比較して，検討対象としての重要性の認識は近年に

なって高まってきたといえる．

病態生理の研究は正常および病的な組織・機能の解明

に加えて治療法の開発に不可欠であり，さまざまな検討

方法により基礎的，臨床的検討がなされてきている．前

眼部においては透明性および無血管組織を含むことなど

他の体組織にはない特徴を活用した光学的検査法が開

発，応用されてきている．また，結膜などは再生能，予

備力に優れているために生検などによる組織学的研究が

行われてきている．一方で，涙液は採取が容易であるた

め，研究対象として有用であるが，検体量が微量である

ための制約があった．

病態生理の研究法としては基礎研究で解明された知識

をもとに病態・病像そのものを修飾せずに評価する方法

が好ましい．すなわち，臨床応用可能な検査法の開発が

重要である．細隙灯顕微鏡検査はこうした観点から，最

も優れた眼科的検査法の一つであるといえるが，定量

的・客観的検査法としての問題が挙げられる．また，結

膜生検は反復実施するうえでの問題があり，涙液検査が

その代替としての意義を有するのかは十分な検討がなさ

れていない．

そこで我々は臨床応用可能でかつ定量性を有する前眼

部検査法として房水蛋白・細胞測定法1)2)および涙液を

対象とした免疫化学的手法を用いた微量分析法の開発を

行い，その臨床的意義の検討を行った．

本稿の研究対象のうち，平成 18 年以降の研究につい

ては日本大学医学部院内臨床研究倫理審査委員会，動物

実験審査委員会の承認を得て行った．

Ⅱ 房水蛋白・細胞の臨床的定量的検査法の

開発

�．血液房水関門

眼組織には血液眼関門(blood-ocular barrier)が存在す

る．血液眼関門は血液房水関門(blood-aqueous barrier)

と血液網膜関門(blood-retinal barrier)とに分けられ，血

液房水関門は毛様体無色素上皮細胞と虹彩毛細血管壁と

に存在する．

毛様体上皮は網膜色素上皮細胞に連なる色素上皮細胞

と網膜神経細胞層につながる無色素上皮細胞が接して存

在し，両者の角膜側は融合している．色素上皮細胞の基

底膜は毛様体実質と接し，無色素上皮細胞の基底膜は後

房側に存在する．毛様体内の血管壁は有窓構造を有し血

液成分は実質内に漏出する．無色素細胞は能動輸送機能

と細胞間接着構造としてデスモゾーム，tight junction

を有し，房水産生およびその成分の選択的調整機能を有

し，血液房水関門機能を担っている3)4)
．ウアバイン投

与により房水産生が低下することから，能動輸送機能の

主体は Na-K ATP であることが報告されている．血管

内に Horse radish peroxidase(HRP)(分子量 40,000，分

子径 2〜4 nm)を注入すると HRP は毛様体実質内に漏出

し，色素上皮細胞間隙を通過できるが無色素上皮細胞の

tight junction で阻害されることから無色素上皮細胞は

生体分子篩の構造，役割を担っている5)6)
．

一方，虹彩の毛細血管壁は有窓構造を持たず，内皮細

胞間隙には tight junction が存在する．毛様体無色素上

皮細胞と同様に血管内に注入した HRPはこの tight junc-

tion を通過できない．

こうした血液房水関門機能により房水の組成はアスコ

ルビン酸などの一部を除いて血液の組成と比較して，濃

度が低い．すなわち，正常房水(一次房水)の蛋白濃度

／ ／はヒトでは 50〜80 mg／dl，家兎で 20〜60 mg／dl とされ，

蛋白成分の主なものは prealbumin とされる7)〜10)
．血球

成分はヒト，家兎房水中にはない．

血液房水関門の破綻は細胞機能の低下，組織篩の開大

を生じ，その開大の程度は破綻の強さに比例する．ま

た，結果として房水(二次房水)内の蛋白濃度の増加と血

／球成分の漏出を生じる．蛋白濃度が 700 mg／dl以上にな

ると血漿中のグロブリンの漏出が生じる11)〜12)
．

血液房水関門の破綻を生じる原因としては前房穿

刺13)〜14)
，内眼手術操作などに惹起される炎症，内眼炎

などの内因性炎症15)
，エンドトキシン(Endotoxin)16)な

どの炎症惹起物がある．生体内の炎症に関与する物質は

化学伝達物質(chemical mediator)としてまとめられて

おり，代表的なものとしてアラキドン酸カスケードによ

る生体反応がある．

したがって，前眼部炎症の病態の研究には炎症惹起物

質，その阻害薬ならびに臨床的な評価法の開発が重要で

あり，本稿においては現在までの我々の研究成果を中心

に以下にまとめる．

�．血液房水関門の臨床的検査法

細隙灯顕微鏡検査は血液房水関門の破綻による房水蛋

白の増加をフレア(光梁)，細胞の増加をセル(微塵)とし

て非侵襲的に観察することが可能であり(図 1)，最も優
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れた臨床的検査法である．細隙灯顕微鏡所見をもとに炎

症の程度を評価する方法としてはスリット幅を規定し，

観察光の強さ(装置内の NDフィルタを使用)を変更す

ることでフレアを視認できるか否かで評価する方法17)が

準用されている．しかし，基本的に細隙灯顕微鏡検査に

よるフレア，セルの評価は定性的であるため，Hogan

らの基準も半定性的評価の域を出ない．

前房穿刺により房水を採取し，蛋白濃度さらに房水内

に含まれる成分，病原体を polymerase chain reaction

(PCR)法などを用い検査する方法は個々の症例での病因

を検討するのに有用な方法であるが，侵襲的検査法であ

ること，前房穿刺後は血液房水関門の破綻を生じ，その

後の二次房水は修飾された病的組成となる13)14)
．

細隙灯顕微鏡検査におけるフレア(セル)の検出は房水

内での光の散乱現象がその基本である．したがって，こ

の房水内での散乱光強度を測定する方法として，写真計

測法18)19)
，光電子増倍管を用いた光学的測定法20)21)

，イ

メージインテンシファイアーと撮像管による画像解析

法22)が開発，報告された．これらの方法は安定した散乱

光強度および良好な測定精度を得ることに問題があっ

た．その理由として光学的測定法では刺激光源(励起光)

が白色光または水銀光源であったために広い波長の散乱

光を生じ，散乱光測定系での測定に問題があった．すな

わち，散乱光測定の測定装置(光電子増倍管の有無，性

能)，測定された散乱光の解析方法，また眼内での散乱

ノイズの処理などが挙げられ，in vitroでの測定におい

ては散乱光の測定が可能であっても生体での測定には十

分な精度，再現性が得られず臨床応用に至らなかった．

また，写真測定，画像解析法では良好な画像を得るため

の条件が一定にできず，撮像管の飽和およびノイズ処理

の問題に加えて，細胞数測定のための画像処理にも問題

があった．

フルオロフォトメトリ(fluorophotometry)はフルオレ

セインナトリウム(フルオレセイン)を経角膜23)または静

脈24)
，内服25)により投与し，房水内へのフルオレセイン

移行濃度を測定することで房水の動態の検討25)26)
，血液

房水関門27)28)
，血液網膜関門29)の定量的測定法として開

発された．本法は眼内のフルオレセインを励起光(主な

波長 490 nm)で励起し，蛍光強度(主な波長 520 nm)を

光電子増倍管で測定するシステムである．房水内フルオ

レセイン濃度は血液房水関門機能に比例し，かつ外来色

素であるために眼内散乱ノイズは房水内フルオレセイン

濃度と比較すると無視できる程度であるために定量性お

よび精度の点で有用な方法である．しかし，本法に共通

する課題としては房水内蛋白濃度を直接測定するもので

はなく，あくまでもフルオレセイン色素をマーカーとす

る血液房水関門機能の一指数であることに加えて，細胞

数の測定ができない，短時間内での反復測定が不可能，

侵襲的色素投与または色素に対する不具合反応などの課

題が存在する．またフルオレセイン全身投与の場合は，

フルオレセインの肝臓での代謝の問題があり，肝臓で代

謝されて生じるフルオレセイングルクロナイドの蛍光強

／度は未代謝フルオレセインと比較して 1／10程度である．

したがって，房水内でフルオレセイングルクロナイドと

未代謝フルオレセインとが混在している状態ではフルオ

レセイン強度とフルオレセイン濃度との関係は不明とな

る問題がある．フルオロフォトメトリでのフルオレセイ

ン投与法の違いによる各々の特徴としては表 1に示すよ

うなものが挙げられる．

フルオロフォトメトリの臨床応用，特に術後または内

因性ぶどう膜炎での炎症度の評価に関してはフルオレセ

イン静注法が有用であるが，フルオロフォトメトリに共

通する問題に加えて薬剤ショックなどの問題がある．

�．フレアセルフォトメーターの開発

細隙灯顕微鏡によるフレア，セルの観察は光散乱現象

に基づくものである．光散乱は気相ではレーレー散乱で

規定される．液体中での光散乱はレーレー散乱の変形に

よるDebye の式で示される．

／
／

Is
Io
＝

2 p2ho
2(dh／dc)2(1＋cos2q)C

No l4r2[(1／M)＋2 Bc＋3 Cc2＋・・・・]

／この式において，Io，Is：照射光／散乱光強度，ho，

h：溶媒と溶質の屈折率，q：散乱光の角度，C，M：溶

媒の濃度と分子量，No：アボガドロ定数，l：照射光の

波長，r：散乱光と測定ウインドーとの距離，である．

これらをもとに，細隙灯顕微鏡による前眼部炎症の評

価，フルオロフォトメトリの研究に加えてレーザーによ

る霧の濃度測定装置の原理を踏まえて前房内蛋白濃度・

細胞数測定装置の開発を科学研究費(課題番号 61870070)

の補助を受けて着手した30)31)
．開発のステップとして

は，①機械的部分の開発を含む装置の開発，②測定光

学系の制御と測定散乱光シグナルの解析のためのソフト

プログラムの開発，③基礎実験および動物ならびに臨

床での検証，の 3部構成からなる．これらは以下に示す

ように予備実験から臨床応用装置の開発に至るまでを並

行して進めた．
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図 1 細隙灯顕微鏡写真による前房フレア，セル像．

矢印はセルを示す．



�) 機械的部分の開発を含む装置の開発

眼内に He-Neレーザーを照射し，その散乱光強度で

白内障の評価を行う目的の装置(クリード 1000，興和，

名古屋)32)を参考に，前房フレアの測定の可否を行った

(予備実験)．家兎を用い，一次，二次房水を対象に測定

ウインドーサイズ(空気中，以下同じ)は 0.3×0.5 mm，

レーザー出力は 100 mWとし，測定散乱光強度を 8ビッ

トパソコンに取り込み，その総和を測定時間(平均 2秒)

で除し散乱光強度とした．次いで家兎の房水蛋白濃度を

Lowry 法で測定し，散乱光強度と Lowry 法による蛋白

濃度との間に良好な相関を得た．しかし，装置そのもの

はビームが固定であるために虹彩，角膜などで生じる前

房内バックグラウンドノイズ(背景ノイズ)の処理が未解

決であった．

(1) 実験機Ⅰ

背景ノイズの処理による測定精度の向上を目的に結果

として測定用ウインドー 0.3×0.5 mmを挟んでレーザー

ビームを 0.6 mm垂直にスキャンする方法を開発した

(図 2 A)．レーザービームがウインドー外にある場合に

測定される散乱光強度を背景ノイズと規定し，かつウイ

ンドー外の上部と下部にビームがあるときの散乱光強度

を比較し，両者の差により，背景ノイズを含めて前房内

での測定部位の適正度を評価する指標とすることとし

た．そのうえで，前房フレア強度(散乱光強度)としては

ビームがウインドー内にある場合の散乱光強度からウイ

ンドー外の上下にビームがあるときの散乱光強度の相加

平均を減ずることで算出することとした(図 2 B)．この

結果，前房フレア(蛋白濃度)の測定精度を飛躍的に向上

させることができた33)(図 3)．

(2) 実験機Ⅱ

房水内セル(細胞数)の測定法の開発を本装置で行っ

た．フレア測定と基本的に異なる点はセル測定では一定

の体積内を測定対象とすることと，セルからの散乱光を

どのように規定するかが挙げられる．測定対象体積とし

てはフレア測定ではレーザービームをウインドー(0.3×

0.5 mm)に対して垂直に一次元スキャンしていたのに対

し，ウインドー内にアライメントさせて光源系軸内に組

み込まれた対向するガルバノミラーを用いて二次元(0.25

mm×0.6 mm)にビームをスキャンする方法を開発した

(図 4)．すなわち，ウインドーサイズの内側に 0.5秒間

で 0.25×0.6×0.5 mm の光学的スキャンスペースを設
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アナフィラキシー
ショックのリスク

経時的な測定が必要で
臨床応用には向かない

応用可能．解析法に
よっては短時間での検
査が可能

房水内へのフルオレセ
インは投与後 30 分以
降では測定対象の多く
はフルオレセイングル
クロナイド

注射後早期の房水内フ
ルオレセインは未代
謝．その後，フルオレ
セイングルクロナイド
が増加

内服での吸収を高める
ために空腹時投与が望
ましい

静脈注射

内服法経静脈法

表 1 フルオロフォトメトリでのフルオレセイン投与法による相違

角膜へのイオントフォ
レーシスは術後例など
には応用不能．生理学
的基礎研究が主体

代謝は受けない

角膜へのイオントフォ
レーシス

経角膜法

不具合

臨床応用

フルオレセインの代謝

投与法

特段なし．フルオレセ
イン液は無味無臭

角膜上皮障害の可能性

A

B

オプチカルスキャナー

0.6
mm

0.3

0.5 S”o

Si

S’o

ウインドー

S’o Si S”o

バックグランド

ウインドー

S ： Si－（S’o＋S”o）/2

図 2 フレア測定でのレーザービームスキャンとバック

グランドノイズの処理．

Ａ：ウインドー(0.3×0.5 mm)を中心にレーザービー

ムが垂直に 0.6 mmスキャンされる．

Ｂ：レーザービームがウインドーの外にあるときの散

乱光(バックグランド)の相加平均値をビームがウ

インドー内にあるときの散乱光強度から除すこと

でフレア値を算出する．

(文献 1，31 から許可を得て転載のうえ改変)



定する方法である．セルからの散乱光の認識条件として

は最終的にガスクロマトグラフィでのピーク波の検出法

を参考に光電子増倍管で測定された散乱光の時系列デー

タ波形を移動平均による平滑化処理を行った後に，全

データを対象に目視でセルによる波形と認識した波形に

ついて基線に対して一定のピーク値(強さ)と 4 photon

／counts／400 msec以上の立ち上がり勾配と下降勾配を有

するピーク波形をセルとして認識する条件を設定した

(図 5)．これに基づいて既知のヒト血球密度溶液を用い

てセル測定モードで測定し，セルカウント値との間に良

／ ／好な直線関係〔(セル数：単位は(／0.075 mm3／0.5 sec)〕

を得た(図 6)．

上記の装置の開発の結果，照明光学系にガルバノミ

ラー，観察光学系に光電子増倍管を組み込むこととし，

ガルバノミラーのコントロール，セル認識演算ソフトプ

ログラムと処理速度の向上を目的に 16ビットパソコン

への全面変更を行った．ただし，本装置の段階ではセル

認識条件の設定を目的としていたためにフレアとセル測

定は手動で独立した状態であった34)35)
．

(3) 実験機Ⅲ

実験機Ⅱで得られたフレア，セルの測定条件，コント

ロールを自動化すること，臨床的応用に向けてフレア，

セル測定の両モードともにレーザー出力を 25 mW，ビー

ム径 15 mm，測定時間各 0.5秒(合計 1.0秒)とするため

のソフトプログラムおよび装置各部の変更を行った．た

だし，測定データはすべて保存し，測定結果の検証を

行った1)2)
．

(4) 市販機

市販機ではレーザー出力をモニターし，レーザー出力

の変動に対応して光電子増倍管での測定結果を補正する

プログラムに加えて，測定装置として必要な装置間での

測定値の規格化(標準化：15％以内)を図るためにレー
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図 3 In vitroでの既知濃度のアルブミン，グロブリン

溶液とフレア値(フォトンカウント，PC／msec)との

関係．

アルブミン，グロブリン溶液とフレア値(フォトンカ

ウント，PC／msec)との間に良好な直線関係が得られ

ている．

●：アルブミン．y＝0.93 x−0.75

□：アルブミン：グロブリン＝2：1．y＝0.89 x−

0.47

○：グロブリン．y＝1.0 x−0.39

(文献 31 から許可を得て転載)

細胞数測定

オプチカルスキャナー

ウイ
ンド
ー

0.25
mm

0.6

0.5
0.3

図 4 セル測定でのビームスキャンと測定波形．

レーザービームをウインドー内にアライメントさせ，光

源系内の対向するガルバノミラーを用いて二次元(0.25

mm×0.6 mm)にビームがスキャンされる．

(文献 1，31 から許可を得て転載のうえ改変)

n：5

n：10

n：15

図 5 移動平均法による波形処理．

散乱波形について移動平均処理(n は移動平均幅を示す)

を行い，セルによる波形(細い矢印)とノイズ波形(太い

矢印)とを分離，判別処理を行う．細い矢印の波形をセ

ルによる散乱と認識する．

(文献 31 から許可を得て転載)



ザー出力と光電子増倍管の感度の初期調整方式を設定す

るとともに，使用中の装置のキャリブレーション器具の

開発を行った．これらをもとに多施設臨床試験を実施

し，医療機器としての承認を得た(FC-1000，興和：図

7)．その後，さらに細隙灯顕微鏡と同様の構造を有する

装置(FM-500，FC-2000，興和)の開発がなされた36)37)
．

(5) 装置・測定値の解釈

ぶどう膜炎を対象に本装置と細隙灯顕微鏡検査装置と

の比較結果を示したものが図 8 である38)
．ただし，本装

置は細隙灯顕微鏡検査での定性的検査法を補完するもの

であり，房水の臨床的評価には必ず，細隙灯顕微鏡所見

を常に参照する必要がある39)40)
．本装置についての有用

性を評価する一方で個別の疾患の診断には現状では無理

であるとの指摘がある41)
．本装置の開発目的，特性を考

慮すればこうした指摘は明らかに過大な評価，期待感で

ある．

本装置の開発の当初からフレアについては，散乱光強

度は測定対象の分子量に比例するために(図 3)，フレア

／値(photon counts／msec)として扱う場合は細隙灯顕微鏡

でのフレアの定量的指標として問題ない．一方で房水蛋

白濃度としてアルブミン等量換算する場合は，血液房水

関門機能の破綻が強い場合は血漿中のグロブリンの漏出

も生じているために過大評価となることに留意する必要

がある．また，測定ウインドーに対してレーザービーム

をスキャンすることでの背景ノイズに対する処理機能が

あるが，眼内色素が少ないまたは欠損(白色家兎)例では

ノイズが大きい．さらに浅前房，前房レンズを中心に背

景散乱が測定ウインドーに混入する例では測定に工夫を

要する．

セル測定値の解釈では測定が一定の光学的体積・測定

時間(FC-1000 では 0.075 mm3・0.5 sec，FC-2000 では

0.5 mm3・0.5 sec)であること，虹彩色素などの前房内

浮遊物であってもセル認識条件に合致する場合はカウン

トされることが挙げられる．このセル測定について，細

隙灯顕微鏡検査では長径 1.0〜8.0 mm の細隙光と前房

深度とで形成される体積を対象とし，観察時間は任意で

あるためにセル測定値と細隙灯顕微鏡検査所見の評価と

が合致しにくいことに留意する必要がある．

	) レーザーフレアセルフォトメーターの臨床応用と

その意義

レーザーフレアセルフォトメーターの臨床応用によ

り，白内障術後炎症の評価34)35)42)
，抗炎症薬および眼内

レンズの評価43)〜49)
，生理学的房水動態の評価50)

，抗緑内
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図 6 セル測定モードでの既知血球密度溶液とセルカウ

ント数．

既知血球密度溶液とセルカウント数〔単位は(／0.075

mm3／0.5 sec)〕との間に良好な直線関係が得られて

いる．

□：血球，●：リンパ球．

(文献 1 から許可を得て転載のうえ改変)

A

B

図 7 市販装置(FC-1000)．

Ａ：装置の全体像．

Ｂ：前房内でのウインドーのアライメントのシェーマ．

中央の緑の枠が測定用ウインドー，赤の直線はレー

ザービームを示す．



障薬の房水動態への効果と副反応の評価51)〜53)
，緑内障

に対するレーザー虹彩処置後の病態54)
，内眼炎の臨床経

過の評価38)54)55)
，糖尿病眼症などの網膜血管性病変56)〜60)

，

網膜非炎症性疾患61)62)での房水組成への影響などの研究

がなされた．また，動物実験においては有色家兎に限定

されるが，非侵襲的に房水動態を評価することが可能と

なり，同一個体での経時的データを解析することで個体

差を最小にすることにより，実験精度の向上のみなら

ず，必要とする動物数を最少限にすることを可能とし

た．

本稿では非ステロイド性抗炎症薬の開発・白内障術後

炎症の評価ならびにエンドトキシンの許容濃度に関する

炎症最小惹起濃度の動物実験について述べる．

(1) 非ステロイド性抗炎症薬の開発・白内障術後炎症

の評価

前眼部炎症において充血，縮瞳，房水フレア，セルの

増強に関与する物質としては虹彩で産生されることなど

から irin として報告された．その後，この irin は体内

のさまざまな炎症の場で作用するアラキドン酸カスケー

ドにおけるプロスタグランジン(PGs)の一部と同一であ

るとされた63)〜65)
．アラキドン酸カスケードが明らかに

されるに従い，軟性白内障に対する白内障吸引術での縮

瞳の抑制を目的に非ステロイド性抗炎症薬(NSAID)の

臨床応用の可能性の検討を行った．代表的なNSAID で

あるアセチルサリチル酸の術前内服療法を行ったが，そ

の効果は不十分で有用性の結果は得られなかった．難水

溶性のインドメタシンの懸濁液を院内調製し，以下の検

討を行った．

ａ．対象と方法

対象は軟性白内障 69眼である66)
．術前 3，2，1，0.5

時間にトロピカミド＋ネオシネフリン(ミドリン®，参天

製薬)，1.0％アトロピン点眼に加えて 0.5％インドメ

タシン点眼を行った(インドメタシン群，n＝23 眼，先

天白内障 17 眼，併発白内障 4眼，外傷性白内障 2 眼)．

インドメタシン非点眼で手術が行われた 46 眼を対照と

した(非インドメタシン群，先天白内障 25 眼，併発白内

障 13 眼，外傷性白内障 8 眼)．手術は全身麻酔下で，手

術用顕微鏡を用い三島式水晶体吸引装置を使用して行っ

日眼会誌 115 巻 3 号184

A B

2300

2000

400

200

フレア（細𨻶灯顕微鏡）

－ 1＋ 2＋ 3＋

蛋
白
濃
度（
m
g/
10
0m
l）

40

30

20

0

－ 1＋ 2＋ 3＋

細胞（細𨻶灯顕微鏡）

細
胞
数（
/0
.0
75
m
m
3 ）

10

図 8 フレアセルフォトメーターと細隙灯顕微鏡検査所見との比較．

Ａ：フレア測定．細隙灯顕微鏡検査でのフレアグレーディングは，測定者評価での変動が大きい．

Ｂ：セル測定．セル測定モードでは細隙灯顕微鏡でのセルグレーディングが低い場合にはカウントされない

例が多い．

(文献 38 から許可を得て転載のうえ改変)



た．評価項目として術中の縮瞳の程度，術後の虹彩後癒

着を含む虹彩の変形，水晶体残留皮質の程度とした．

ｂ．結果とまとめ

表 2に示すごとくインドメタシン点眼療法群では良好

な手術成績が得られた．本臨床研究は二重盲検法，症例

割付けと対照のとり方などの点で現在の臨床研究法のレ

ベルに適うものではないともいえる．しかし，最初の

NSAID 点眼薬の安全性を含む臨床導入としての意義は

大きいと考えている．

(2) 加齢白内障に対する術後炎症の抑制効果の検討

本臨床研究では軟性白内障手術に対するインドメタシ

ン点眼薬の有用性を踏まえて水晶体囊内摘出術を対象に

以下の研究が行われた67)
．

ａ．対象と方法

対象は 69 例の加齢白内障(年齢 54〜89歳)であった．

これらの症例は術前点眼療法によって 4群に分けられ

た．① 0.1％油性デキサメタゾン点眼群(17例：デキサ

メタゾン群)，② 0.1％油性インドメタシン点眼群(17

例：0.1％インドメタシン群)，③ 0.5％油性インドメ

タシン点眼群(18 例：0.5％インドメタシン群)，④対

照：プラセボー点眼群(17例：対照群)である．各油性

点眼薬は溶媒としてセサミオイルを使用し院内薬剤部に

おいて調剤された．各点眼薬を無作為に割り付けし，術

前 3，2，1，0.5時間に点眼を行った．術後療法は全例，

同じとし，1.0％アトロピン点眼，0.1％デキサメタゾ

／ン点眼 3回／日と 3 日間抗菌薬の内服を行った．手術は

全例，局所麻酔で手術用顕微鏡下で行った．

ｂ．炎症の評価

術後 2日から 7日まで以下の項目，方法で評価を行っ

た．

前房内炎症：Hogan らの方法17)に準拠し，細隙灯顕微

鏡でフレア，セルの測定を行った．フレアはフレアが観

察可能な細隙灯顕微鏡の光源電圧 7.5，6.0，5.0 V を

それぞれフレア＋1，＋2，＋3 とし，7.5 V でもフレア

を認識できない場合を 0とした．セルは細隙灯光源の幅

0.3 mm，長さ 1 mm，光源電圧は 7.5 V とし，光源系

と観察系との角度は 30度，観察系の倍率は 16倍とし，

照明された前房内のセル数をカウントした．

瞳孔径：赤外線フィルムで瞳孔撮影を行い，コンパ

レータで計測した．

角膜厚：Mishima-Hedbys 法で測定した．

ｃ．結果

ⅰ) セル

術後の前房内セル数の経過は図 9 Bに示すように術後

経過とともに減少したが，対照群との有意差はデキサメ

タゾン群では術後 4日まで(p＜0.05)，0.1％インドメ

タシン群は術後 5 日目を除く術後日(p＜0.05)，0.5％

インドメタシン群は術後日のすべてで有意差(p＜0.01)

がみられた．また，デキサメタゾン群と 0.1％インドメ

タシン群との間にはすべての術後日で有意差がなく，

0.5％インドメタシン群とは術後 6 日まで有意差(p＜

0.02)があった．0.1％，0.5％インドメタシン群間では

術後 5日まで有意差(p＜0.05)ありとの結果であった．

ⅱ) フレア

フレア強度の経過は図 9 Aに示すごとく，0.5％イン

ドメタシン群はすべての術後日で他の群よりも有意に低

値を示した．しかし，フレア強度は 4段階評価であるた

め統計的評価が難しく，対照群との有意差は 0.1％イン

ドメタシン群の術後 6，7 日(p＜0.05)，0.5％インドメ

タシン群ですべての術後日(p＜0.05)，デキサメタゾン

群と 0.5％インドメタシン群間では術後 2，3，4，6 日

(p＜0.05)，0.1％と 0.5％インドメタシン群間では術

後 2，3，4，7 日(p＜0.05)にあり，デキサメタゾン群

と 0.1％インドメタシン群との間には有意差がみられな

かった．

ⅲ) 瞳孔径

瞳孔径の術後経過を図 10 Aに示す．瞳孔径データは

現像処理などの問題で全例の経過観察は行えなかった．

例数などの問題から有意差がみられたのは対照群と 0.5

％インドメタシン群との間で術後 2，3，4日(p＜0.02)

であり，残りは散発的であった．

ⅳ) 角膜厚

角膜厚の術後経過を図 10 Bに示す．角膜厚は術後 5

日以後数例の欠損値があるが統計学的処理は十分に可能

であった．0.5％インドメタシン群は対照群と術後 2〜5

日に有意差(p＜0.05)，デキサメタゾン群および 0.1％

インドメタシン群との間には術後 2，4，5 日に有意差

(p＜0.05)があった．しかし，デキサメタゾン群と

0.1％インドメタシン群との間にはすべての術後日にお

いて有意差がみられなかった．

ｄ．考按とまとめ

0.5％インドメタシン術前 4回点眼は従来の術後デキ

サメタゾン，アトロピン療法を上回る術後炎症抑制効果

を有することが前房セル，フレア，瞳孔径，角膜厚測定

で明らかにされた．本臨床研究はNSAID 点眼療法が白

内障術後炎症抑制効果を有することを確立するもので
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表 2 軟性白内障に対するインドメタシン術前点眼，非

点眼群の比較

術前点眼：3，2，1，0.5時間．
＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.001．

(文献 66 から許可を得て転載のうえ改変)
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術前アトロピン・ミドリン®点眼

16＊水晶体皮質遺残
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あった．一方，細隙灯顕微鏡検査での半定量的検査法，

瞳孔径測定，角膜厚測定の組み合わせは前眼部炎症の非

侵襲的臨床検査法としての意義を有することが明らかに

された．

ただし，個々の検査法としては以下の問題点があっ

た．一定条件下での細隙灯顕微鏡によるセル，フレア評

価には限界があることが挙げられる．すなわち，セルに

ついては，NSAID 点眼薬は抑制効果が弱いことがその

後のフレアセルフォトメトリで明確にされることになっ

た．またフレアについても 4段階の強度評価では主観的

かつ精度が不良でNSAID 点眼薬の有用性を評価するた

めに有意差を示すことが難しく，このことはその後の多

くの臨床治験でも明らかになった．瞳孔径測定は赤外線

フィルムを使用し，暗室において赤色照明下で測定する

ことで定量的な測定が可能であるが，フィルム処理など

が必要でリアルタイムでのデータ集積ができない問題が

ある．角膜厚測定は角膜内皮細胞の総合的機能を評価す

るうえで有用な非侵襲的検査法である．また，Mishi-

ma-Hedbys 法は角膜中央の厚み測定の再現性に優れた

方法であるが，白内障手術のように手術切開創が角膜周

辺にある場合は角膜実質内での水の移動と関係する問題

が挙げられる．すなわち，角膜実質内での水の移動に関

して，膠原線維のラメラ構造に沿っての動きは，上皮層

と内皮層の間の垂直方向の動きよりも遅いとされる68)
．

このことは，角膜中心厚測定は白内障手術の場合のよう

に切開創が角膜周辺にある場合は切開創部の影響を受け

にくく評価が難しいことを意味する．さらに，角膜内皮

細胞機能は代償機能が大きく，前房内炎症を反映しにく

いことなどから角膜中心厚測定は角膜移植術後の評価に

は有用ではあるが，前房内炎症の評価には有用性が低い

との問題がある．

NSAID 点眼療法の基礎概念は炎症における化学伝達

物質としてその役割，意義が明らかにされてきたプロス

タグランジン(PGs)の阻害薬としての意義が大きい．眼

内でアラキドン酸カスケードにより産生される PGs の

関与は前眼部の病態だけではなく，血液網膜関門にも関

与し，水晶体囊内摘出術後に高い頻度で生じかつ視力低

下を生じる術後囊胞様黄斑浮腫(CME)の病態生理につ

いて三宅が蛍光眼底検査を用いた詳細な研究で明らかに

した69)
．こうした臨床研究を通じて，術後炎症抑制療法

は従来の副腎皮質ステロイド薬，アトロピン点眼に加え

てNSAID の術前・術後療法追加が主体となった．これ

はステロイドの副作用である眼圧上昇，易感染性を考慮

した場合にNSAID が主要な代替薬となり得ること，さ

らに，術後 CMEの予防としては副腎皮質ステロイド薬

ではなくNSAID の長期点眼が有効であるとの研究に大

きく貢献した．

これらの研究は無血管組織としての組織学的特性，光

学的特性を有する眼科領域では，その後の角膜厚測定，

角膜内皮細胞に対するスペキュラーマイクロスコープな

どの臨床への導入とともに70)〜73)
，手術という外傷の病

態生理の検討があらたな研究領域して確立されることに

貢献した．こうした手術の病態生理の研究は前房(虹彩

支持)眼内レンズの眼組織傷害を明らかにし，我が国で

の前房レンズによる白内障術後水疱性角膜症の発症を最

少限に抑えることができた．また，本研究で示したよう

な前眼部炎症の非侵襲的臨床検査法はあらたな内眼手術

術式，眼内レンズ，抗炎症薬を中心とする薬物の効果と

副作用の評価プロトコルにおいて重要な項目の一つとさ

れることとなった．

(3) NSAID 点眼薬の薬理効果の再評価

フレアセルフォトメーターの開発，臨床導入におい

て，その有用性の検討は前述のごとく，主に細隙灯顕微

鏡によるそれまでの臨床評価との比較で行われた1)
．

NSAID の臨床導入以降，フレアセルフォトメーターの

開発に至るまでの期間に，白内障手術術式は水晶体囊内

摘出術から計画的水晶体囊外摘出術(P-ECCE)＋後房眼

内レンズ(PC-IOL：主にポリメチルメタクリレート製)，

／薬物療法は術前術後 NSAID 4回／日点眼，術前散瞳薬

(アトロピン，ミドリン®)点眼，術後副腎皮質ステロイ

／ド薬，抗菌薬，散瞳薬(ミドリン®)4回／日へと移行して

いた．また，炎症度に関する臨床検査法としてはフルオ

ロフォトメトリが行われていた．白内障術後の問題とし

てはフィブリン反応を含む術後炎症，後発白内障が挙げ

られる．

P-ECCE＋PC-IOL手術術後の経過例では図 11 に示す

ようにセル，フレアが順調に低下するデータが得られ

た2)39)40)
．ただし，相対的にセルの変動は大きい．一方，

術後フィブリンは術後 4，5 日前後に瞳孔縁を中心に

PC-IOLとの間に多くみられるものである．フィブリン

反応発症症例の術後経過を図 12 に示す．本例では術 5

日後に細隙灯顕微鏡でフィブリン反応が観察された．術

後 2日まで減少したフレアが，術後 3日から増加に転じ

ている．またセルについては術翌日のセル数がそれほど

減少せず，術後 5日から増加している．すなわち，細隙

灯顕微鏡でフィブリンが観察される前に血液房水関門の

再破綻が生じていると考えられる．

NSAID 点眼の有用性をフレアセルフォトメトリを用

い以下の方法で検討した．

ａ．対象と方法

対象は加齢白内障に対し計画的水晶体囊外摘出術(P-

ECCE)＋後房眼内レンズ(PC-IOL)を行った 79 例である．

これらを，0.5％インドメタシン(インドメロール®)術

／前 4 回(3，2，1，0.5 時間)，術後 4 回／日点眼群(イン

ドメタシン群，30例)，対照として 0.5％インドメタシ

ン術前 4回点眼のみ(対照群，49 例)，の 2群に分けた．

術後療法はすべて 0.1％ベタメタゾン(リンデロン®)，

トロピカミド(ミドリン P®)，抗菌薬点眼を行った．フ
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レアセルフォトメトリは術翌日から 7日までとした．

ｂ．結果

対照群では術後フィブリン発症例があり，それらを

フィブリン(＋)群(n＝14)と(−)群(n＝35)とにさらに

区分した．図 13 Bはセルの測定結果である．インドメ

タシン群は術後の全日を通してセルの平均値は低値を示

したが，対照群のフィブリン(−)群との間に有意差はな

かった．しかし，フィブリン(＋)群とは術 5 日後以降で

有意差(p＜0.05)があった．一方，フレア(アルブミン

等量濃度換算)に関しては，インドメタシン群は対照群

のフィブリン(−)群との間に術 2 日後以降有意差(p＜

0.01)を示した．フィブリン(＋)群は術 3 日後から蛋白

濃度の増加がみられ，術 5日にピークを示した(図 13A)．

ｃ．考按とまとめ

術後セル，フレアについて，フレアセルフォトメトリ

の結果は加齢白内障手術に対するNSAID 点眼の臨床研

究における細隙灯顕微鏡による既報の結果67)と異なるも

のとなった．両者の相違としては術式と薬物療法の相違，

すなわち水晶体囊内摘出術(ICCE)と P-ECCE＋PC-IOL

および NSAID 術前・術後点眼の導入などが挙げられ

る．術後反応の相違としては ICCE ではフィブリン反応

がないのに対して PECCE＋PC-IOLではフィブリン反

応を呈する症例があること，セルに関してインドメタシ

ン群と対照群〔フィブリン(−)群〕との間で有意差がみら

れなかったことである．特に，フレアとセルとでの乖離

に関しての解釈が問題となった．測定方法，精度以外に

NSAID の炎症抑制効果に関してはアラキドン酸カス

ケードと生体反応との関係で解釈することが可能である

と考えられた．図 14は基本的なアラキドン酸カスケー

ドを示したものである．炎症担当細胞膜からホスホリ

パーゼ Aの作用でアラキドン酸が産生される．この経

路に副腎皮質ステロイド薬は作用し，抗炎症作用を有す

る．一方，アラキドン酸にシクロオキシゲナーゼ(COX)

が作用するとプロスタグランジン(PGs)などのいわば，

液性の血管拡張作用を有する炎症化学伝達物質が産生さ

れ，リポキシゲナーゼが作用するとロイコトリエン

(LT)など細胞の好中球遊走活性などを有する物質，特

に LTB4などが産生される．NSAID は主にこの COX阻

害作用を有し，リポキシゲナーゼ阻害作用はないとされ

る．したがって，白内障術後のフレアとセルの反応に乖

離を生じるのは妥当であると考えられた．すなわち，前

房フレア，セルを独立して定量的に測定できるフレアセ

ルフォトメーターはNSAID の薬理効果を臨床的に証明

することができた．

一方で，NSAID 点眼の角膜上皮障害例が報告される

ようになった．これに関しては胃粘膜上皮での細胞サイ

クルと COXの役割についての検討がなされた．胃粘膜

上皮細胞の再生に関しては COX 1 が重要な役割をして

おり，インドメタシンは COX 1，2 の両者を抑制するた

めに胃粘膜上皮細胞の再生を阻害する結果，胃潰瘍を発

症するとの機序が考えられてきている．すなわち，従来

から副腎皮質ステロイド薬は副作用として胃潰瘍を発症

することが知られていたが，NSAID との併用はさらに

胃潰瘍発症のリスクを高くする可能性が明らかにされ
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レンズ(PC-IOL)の順調な症例での術後経過．
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た．こうした結果から，NSAID において選択的 COX

阻害薬理効果の研究が眼科臨床研究とは別に進み，それ

らの点眼薬製剤の眼科領域への導入および臨床治験にお

いてフレアセルフォトメーターは重要な役割を担った．

図 15 はケトロラック点眼薬の至適濃度決定に関する臨

床試験結果である．

術式としてP-ECCEを主体とする期間にあっては clos-

ed eye surgery とも称される現在の小切開，超音波乳化

吸引術よりも術後炎症が強いために，特に内因性内眼炎

合併例を中心に眼内レンズ挿入の適応および眼内レンズ

の選択に関する検討が必要とされた．図 16 はポリメチ

ルアクリレート(PMMA)製 IOLでの眼内レンズ表面処

理(ヘパリン処理)レンズと多焦点眼内レンズとの比較検

討結果である．3種類の IOL間での術後炎症には差が

ないとの結果であった．

�) エンドトキシン許容濃度の検討

眼内炎症の抑制は良好な視機能の維持に重要な役割を

担っているが，眼内炎症の惹起物質の一つにエンドトキ

シン(Endotoxin)がある16)
．近年，白内障術後早期の強

い前眼部炎症の臨床報告が欧米でみられ toxic anterior

segment syndrome(TASS)の病態で位置づけられてい

る74)〜78)
．TASS の原因としては粘弾性物質，眼内レン

ズなどに含まれるエンドトキシンが一因として考えられ

ている．眼内レンズ，粘弾性物質の基準に関する国際標

準化機構(ISO) TC172SC7WG7 では米国医薬食品局

(FDA)を中心にこれら眼内医療機器の含有エンドトキ

シン許容濃度(現行 2.0 EU：endotoxin unit)の引き下げ

改正を提起し，検討に入った．この SC7WG7内にエン

ドトキシンタスクフォースが設けられ著者も参加するこ

ととなった．当初，FDAの実験プロトコルは家兎を対

象に細隙灯顕微鏡による評価実験であったため，我々と

しては実験計画の精度の問題で同一実験を実施すること

は見合わせることとした．2008 年 5 月に FDAの実験結

果が委員会に提出(書類番号 SC7WG7N638)されたが，
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図 13 P-ECCE＋PC-IOL術後の炎症経過．

Ａ：セル測定結果．インドメタシン群は術後の全日を通してセルの平均値は低値を示すが，対照群のフィブ

リン(−)群との間に有意差はない．しかし，フィブリン(＋)群とは術 5 日後以降で有意差(p＜0.05)が

ある．

Ｂ：フレア測定結果．インドメタシン群は対照群のフィブリン(−)群との間に術 2 日後以降有意差(p＜

0.01)がある．フィブリン(＋)群は術 3 日後から蛋白濃度の増加がみられ，術 5 日にピークがみられる．

▲：インドメタシン群，○：対照群〔フィブリン(−)〕，●：対照群〔フィブリン(＋)〕．

(文献 2 から許可を得て転載のうえ改変)
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図 15 ケトロラック点眼薬の術後炎症抑性効果に関する濃度の検討．

0.5％ケトロラック溶液が有用であると結論された結果を示している．

A：蛋白濃度．B：細胞数．

●：溶媒のみ，▲：ケトロラック 0.1％，■：ケトロラック 0.5％．

(文献 45 から許可を得て転載)



委員会から定性的評価による実験精度，統計処理などの

問題の指摘がなされ，我々の教室で新たに実験を行い

2008 年 10 月の委員会で報告した(書類番号 SC7WG7

N672)．以下がその実験の概要である79)
．

有色家兎を対象に既知の濃度のエンドトキシン溶液

50 ml，その僚眼に溶媒のみ 50 ml(シャーム)を 30 G針で

全身および局所麻酔下で前房内に注射した．前房内への

注射エンドトキシン量は注射前後での注射筒の重さを測

定し，実エンドトキシン量を決定した．エンドトキシン

注射前後，無麻酔でフレアセルフォトメトリおよび細隙

灯顕微鏡検査を行った．図 17 は既知エンドトキシン濃

度溶液別のフレア値の経過である．前房内注射後 30 分

にフレア値のピークがみられる．ただし，この変化では

濃度別の炎症度の比較結果は得られていない．溶媒のみ

の注射によっても注射後の前房内炎症は生じていること

も確認できた．そこで前房内実エンドトキシン量に従っ

て，フレア値の変化をもとに area under the curve

(AUC)解析法を用いてエンドトキシン量とフレア値と

の関係をプロットしたものが図 18 Aである．溶媒のみ

の注射による前房フレア値の AUC解析値の平均値＋2s

(標準偏差)および 3sをもとに炎症惹起最小エンドトキ

シン濃度を算出した．セルに関しては術後 6時間以内で

はセル測定が行えない例が多く，9時間以降は多くの例

でセル測定が行えた．これは細隙灯顕微鏡検査の評価で

も同様であった．図 18 Bは注射後 24時間でのセル値で

ある．表 3は炎症惹起最小エンドトキシン濃度に関する

フレア値およびセル値のまとめである．溶媒のみの注射

の対照僚眼での測定結果をもとに平均値＋2sを炎症惹

起最小エンドトキシン濃度とするとフレア値からは

0.60 EU，セル値からは 0.23 EUと結論された．

今回の研究はエンドトキシン前房内注射前後のフレ

ア，セルを同一家兎で経時的に測定することで個体差を

無視することが可能となり良好な実験精度を得ることが

できた．また前房内注入エンドトキシン量を注入前後の

注射筒の重さを測定することで実際の注入エンドトキシ

ン量を測定し，かつAUC解析法の概念によってフレア

炎症総量を算定，解析することによりエンドトキシン前

房内注射時間からの実際のフレアセルフォトメーターで

の測定時間に基づく炎症強度を測定することが可能とな

り，良好な解析精度となった．また前房内に注射された

エンドトキシン溶液の濃度測定法としては比濁法と比色

法(kinetic chromogenic method)とが一般的に使用され

ているが，定量法としては比色法が使用されている．し

かし，比色法は至適測定範囲が狭く，既存のエンドトキ

シン濃度の測定は可能であるが，対象物の測定至適濃度

への調整に問題があった．今回の研究では光散乱法によ

るエンドトキシン濃度測定法を併用することで従来の比

色法の問題点を検証しつつエンドトキシン濃度の測定を

行うことができた．

今回の研究により，エンドトキシンの前房内炎症惹起

最小濃度はフレアからは 0.60 EU，セルからは 0.23 EU

との結果が得られた．この乖離はNSAID 点眼薬の薬理

平成 23 年 3 月 10 日 前眼部検査法の開発とその臨床的意義・澤 191

1500

1000

500

蛋
白
濃
度（
m
g/
10
0 
m
l）

術後期間 術後期間

A B

1 32 4 5 7（日）4（週）

50

25

1 32 4 5 7（日） 4（週）
　
細
胞
数（
/0
.0
75
 m
m
3 ）

図 16 IOL素材の相違による術後炎症の検討．

3種類の IOL間での術後炎症には差がないとの結果である．

A：蛋白濃度．B：細胞数．

▲：ヘパリンコート IOL，■：多焦点 IOL，●：ポリメチルアクリレート IOL．



効果と同様，フレア，セルに関する前眼部炎症機序の相

違が関与していると考えられる．このデータからは安全

域(通常 10倍，狭くてもよい場合は 2倍)を 2倍とした

場合，セルのデータから 0.1 EU が妥当であるとする結

果である．0.1 EU は FDAが彼らの実験を通して主張

していたデータと一致するものであった．企業としては

従来の許容濃度 2.0 EU に比し，新たな規制値は 20倍

厳しいものとなっている．こうした状況下にあって眼内

レンズでのエンドトキシン許容濃度として 0.5 EU の提

案(ISO 11979-8DIS)が主要メンバー国になされ，日本

のみがこの規制値に対して ｢否｣の投票を行った．米国

では FDAと米国基準局(ANSI)との連絡不足で ｢諾｣と

の投票を行った．その後，各国での投票となり，今回は

日・米に加えて数か国が ｢否｣としたため現在，許容濃

度 0.5 EU について再度，検討を要するとの状況になっ

ている．

�．小 括

フレアセルフォトメーターは細隙灯顕微鏡による前眼

部炎症の重要な所見である房水蛋白濃度(フレア)，細胞

(セル)について高い精度と再現性特性とをもとに非侵襲

かつ定量的測定を可能とした．本検査法は，我が国で導

入され白内障手術における抗炎症薬として広く使用され

ているインドメタシンを中心とする NSAID の薬効評

価，および炎症ならびにさまざまな眼内疾患の病態生理

の解明を臨床的に可能にした．さらに，高い測定精度を

有することから房水動態の解明も可能とした．また，炎

症の病態に関する動物実験では同一個体を経時的に評価

することが可能になり，実験精度の向上のみならず，犠

牲となる動物数を最少にすることも可能とした．

Ⅲ 涙液を用いた臨床検査法

�．眼表面の防御機構

眼表面は角膜，結膜および涙液で構成され，その他の

体組織と解剖学的，機能的に大きく異なるのみならず，

これら 3成分各々が異なる一方で他の体組織で行われて

いる生体活動を凝縮した形で役割分担を果たすことによ

り眼表面の恒常性を維持している．すなわち，個々の構

成体が独自の構造，機能を有する一方で相互に密接な関

係を維持することで眼表面の恒常性が維持されている．

したがって，構成組織の個々の構造，機能を解明するの

みならず相互作用について総合的に解明することが必要

とされる．角膜は結像系として重要な役割を担っている

ためにその透明性の機序に多くの研究がなされた．一方

で角膜はこれを構成する細胞としては比較的単純である

が，角膜の創傷治癒，角膜炎の病態生理について未解決

の問題もあり，病態の基本を常に念頭におく必要があ

る80)
．結膜は涙液とともに角膜の透明性を維持する役割

に関する研究がなされる一方で，眼表面の生体防御反応

に関しての研究もなされてきた．こうした研究の進歩に

おいて腸管粘膜における局所免疫機構の解明が結膜の局

所免疫機能の解明にも大きな発展をもたらすこととなっ

た．また，涙液は眼表面の光学的特性と保湿性の維持の

役割以外に眼表面における血液としての役割に関する研

究がなされてきたが，微量分析法の進歩に伴い局所免疫

機構としての役割の解明が進んできている．我々は眼表

面の生体防御反応について，従来は，微量なために分析
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図 17 前房内エンドトキシン溶液注射後のフレア値の変化．

既知のエンドトキシン濃度溶液を前房内に注射し，その僚眼に溶媒を注射(シャーム)．注射後 30 分のとこ

ろでフレア濃度はピーク値を示し，その後減少を示す．

■：エンドトキシン(5.0 EU／ml，50 ml)注射眼，●：対照(溶媒注射：シャーム)．

(文献 79から許可を得て転載のうえ改変)



に制約があった涙液を対象に，微量分析法による眼表面

の研究を行ってきた．本稿では，現在までの眼表面の生

体防御反応システムとそれを利用した涙液に関する我々

の研究結果中心に総括を行う．

�) 涙液の組成

涙液は，角膜表面では precorneal tear film と呼ばれ，

最表層から脂質層，液層，粘液層の 3層構造となってい

る．

涙液の平均 pHは 7.0〜8.24，浸透圧は 0.9〜1.0％の

／生理食塩水(0.9％生理食塩水は 289mOsm／kg)と同等

とされる81)
．涙液中には，多くの生理活性物質が含まれ
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図 18 エンドトキシン前房内注射後炎症と炎症惹起最小濃度の検討．

Ａ：Area under the curve(AUC)解析法を用いたエンドトキシン量とフレア値との関係．

●：エンドトキシン注射眼，○：対照(シャーム)(50 m l)，実線：回帰曲線(y＝110175 x＋127126，R2＝

0.4153，p＝0.000161)．

B：セル測定：前房内注射 24時間．

●：エンドトキシン注射眼，○：対照(シャーム)(50 m l)，実線：回帰曲線(y＝9.1099 x＋3.9383，R2＝

0.2277，p＝0.010235)．

(文献 79から許可を得て転載のうえ改変)

24時間

9時間＊

セル

AUC解析

フレア

表 3 炎症惹起最小エンドトキシン濃度に関するフレア

値およびセル値のまとめ

(EU：endotoxin unit)

0.49

0.06

1.09

Mean＋3 S. D.

AUC：area under the curve．＊：8眼ではセル測定はフレア

強度が強かったために不能であった．S. D.：標準偏差．

(文献 79から許可を得て転載のうえ改変)
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ており，代表的な物質としては，①アルブミン，②グ

ロブリン：分泌型免疫グロブリン A(secretory IgA)，

免疫グロブリン G，③ラクトフェリン，④リゾチーム，

⑤ b-リジン，⑥トランスフェリン，⑦ Angiotensin co-

nverting enzyme(ACE)，⑧ Prostaglandin F，⑨抗菌

ペプチドなどである．微量分析法の進歩によりさらに多

くの生理活性物質が含まれていることが報告されてきて

いる82)
．

	) 眼表面の生体防御系としての組織と機能

眼表面は，外界と接し，かつ常に外界からさまざまな

刺激・侵襲を受けつつその恒常性の維持と病的反応を

担っている．すなわち，眼表面には，外界の影響(ocu-

lar surface-environmental interface)に対する生体防御機

構が存在し，外界からの異物，抗原および微生物などに

よる免疫・アレルギー疾患，感染症に対応している．し

たがって，涙液および角結膜上皮の病理学的検討は眼表

面疾患の病態検索に不可欠な要素であると考えられる．

眼表面の生体防御機構は，非特異的防御機構と特異的

防御機構とに大別される83)84)
．非特異的防御機構として

は，瞬目や流涙に代表される機械的防御，ラクトフェリ

ン，リゾチーム，補体などに代表される生理活性物質な

どがある．また，近年は Toll様受容体(Toll-like recep-

tor：TLR)やデフェンシン(Defensin)に加えて，上述の

ようにさまざまな生理活性作用を有する物質の存在が報

告されている82)
．これらの非特異的防御反応は自然免疫

(innate immunity)と総称されている．

一方，結膜組織での特異的防御機構の中心は，粘膜免

疫(mucosal immunity)である．粘膜免疫は全身免疫系

とは異なる免疫系であり，分泌型 IgA(secretory IgA：

sIgA)と sIgAを誘導するリンパ組織である粘膜関連リ

ンパ組織(mucosa-associated lymphoid tissue：MALT)

とで構成され，腸管での Peyer氏板を中心に多くの研

究がなされてきている．結膜でMALT に相当するリン

パ組織は結膜関連リンパ組織(conjunctiva-associated

lymphoid tissue：CALT)と呼ばれ，ヒトでは下眼瞼円

蓋部にあることが報告された85)
．我々はマウスのMALT

は瞬膜86)(図 19)，モルモットでは上眼瞼から下眼瞼に

かけての内側円蓋部に存在することを報告した87)(図

20)．すなわち，MALTは動物種により局在部位や形態

が異なることが明らかにされた．

(1) CALTに関する研究

MALT は通常のリンパ組織とは異なり，輸入リンパ

管を持たず，粘膜上皮で被われた節外性リンパ組織であ

る．したがって，MALT は抗原を輸入リンパ管の役割

を果たす特殊な上皮(リンパ上皮)から取り込み，リンパ

組織内で抗原提示後，特異的 sIgA 抗体産生のための

IgA 産生前駆 Bリンパ球を産生し，輸出リンパ管から

排出する機能を有する組織である．このリンパ組織で産

生された IgA 産生前駆 Bリンパ球は，リンパ管，胸管

を経由して大動脈から血液中に入り，血液循環により全

身を循環する．この IgA 産生前駆 Bリンパ球は，再び

抗原が侵入した際には高内皮細静脈(high endothelial

venule：HEV)を介して粘膜組織中に分布(ホーミング

現象)し，そこで IgA産生形質細胞に分化し，抗原特異

的 sIgA抗体を産生するとされる．すなわち，粘膜組織

は血管を介して全身の局所粘膜免疫系が共有されている

ことになり，common mucosal immune system(CMIS)

と呼ばれている88)
．

上述の粘膜免疫機構に関して，組織学的検討によって

CALT では中心に B細胞領域の濾胞域である胚中心と

その周囲には T細胞領域である傍濾胞域および円蓋域

があり，表面はリンパ上皮で被われた構造をしているこ

とを我々は報告してきた．すなわち，リンパ上皮には

microfold cell(M細胞)と呼ばれる抗原取り込み能を有

する上皮が存在する89)
．濾胞域には B細胞への抗原提

示能を有する濾胞樹状細胞(follicular dendritic cell：

FDC)90)(図 20)，傍濾胞域には，リンパ球ホーミングに

必要な高内皮細静脈が存在し，リンパ球のホーミング現

象がみられることを報告した91)(図 21)．したがって，

結膜組織内にみられる CALT は MALT と同様の組織

学的形態を有し，結膜組織も CMIS の構成組織である

と結論された．

(2) 分泌型 IgA(sIgA)に関する研究

涙液中に存在する免疫グロブリンの代表としては s-

IgAが挙げられる．sIgAは，二量体の IgAに J鎖(join-

ing chain)および分泌成分(secretory component：SC)

が結合した［(IgA)2・J・SC］との構造をしている．SC

は上皮で産生されるため，涙液中の sIgAの由来につい

て涙腺上皮や結膜，角膜上皮の SCが検討された．その

結果，SCは涙腺上皮と結膜上皮に発現するが，角膜上

皮には発現されていないことが報告された92)93)
．したが
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図 19 マウスの結膜関連リンパ組織．

瞬膜に存在し，結膜下組織に濾胞域(FA)，傍濾胞域

(PFA)が区別できるリンパ球の集簇がみられる(トルイ

ジンブルー染色)．

(文献 86 から許可を得て転載のうえ改変)



って，sIgAは主に涙腺から分泌され，一部は結膜から

も分泌されると考えられている．また，sIgAは上皮で

SCと結合して外分泌液中に分泌されるため，血清中に

は存在しない免疫グロブリンであるとの特徴を有してい

る．一方で，粘膜局所の恒常性維持や疾患の病態に

sIgAが深く関与していることが考えられている．

我々が行った涙液中 total sIgA値の検討では，健常対

／照群(n＝42)1,249.0±1,025.0(平均値±標準偏差)mg／

ml，コンタクトレンズ装用者群(n＝15)1,057.4±1,583.3

／ ／mg／ml，ドライアイ群(n＝13)197.8±91.3 mg／ml，単純

／ヘルペス角膜炎(ヘルペス)群(n＝6)759.7±467.8 mg／ml

であり，健常対照群とコンタクトレンズ装用群およびヘ

ルペス群との間に有意差はなかったが(図 22，23)，健

常対照群とドライアイ群との間には有意差があった(p

＜0.0001)(図 23)．これらの結果から，涙液中 sIgAは，

涙腺組織の炎症により左右され，角膜炎や結膜炎の影響

を受けにくいと考えられた94)
．

アレルギー性結膜疾患での検討では，健常対照群と比

較して，通年性アレルギー性結膜炎，アトピー性角結膜

炎および春季カタルのいずれにおいても，有意に涙液中

sIgAが低下していた(図 24)．これらの結果は，アレル

ギー性結膜疾患において，結膜組織のアレルギー炎症は

涙腺のアレルギー炎症を合併するために，涙液中 sIgA

が低下する可能性が考えられた95)
．また，涙液中には抗

原特異的 sIgAが存在しており，アレルギー性結膜疾患

症例では，涙液中 IgE の他に，ダニ抗原特異的 sIgA抗

体価が上昇していることを報告し95)
，粘膜免疫系とアレ

ルギー反応との間の関連を示唆する結果を得た．

眼表面の恒常性維持のために，涙液中にはどのような

特異的 sIgAが産生されているのか，またそれらの特異

的 sIgAの増減が，疾患の病態にどのように関与してい

るかについては，今後の興味深い問題であると考えられ

る．さらに，粘膜免疫系の臨床応用として，インフルエ

ンザなどに対する粘膜ワクチンが検討されている．我々

は，アレルギー性結膜疾患に対する免疫療法として，粘

膜ワクチンの技術を応用した点眼免疫療法を実験的アレ

ルギー性結膜炎動物モデルにより検討した．点眼免疫療

法により実験的アレルギー性結膜炎の臨床スコアおよび

好酸球と CD 4陽性リンパ球の結膜組織内浸潤が有意に

抑制されたことを報告し，粘膜免疫を応用した粘膜ワク

チンや点眼免疫療法の臨床応用に関する検討を継続して

行っている96)97)
．

(3) 非特異的防御機構・自然免疫

近年，自然免疫に関する検討が進む中で，皮膚および

粘膜組織の上皮細胞に発現されている抗菌ペプチドが注

目されている．抗菌ペプチドは，20〜40個程度のアミ

ノ酸からなる短いペプチドであり，グラム陽性菌，グラ
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A B

図 20 結膜関連リンパ組織(CALT)と濾胞樹状細胞(FDC)(モルモット)．

Ａ：CALT の濾胞域は，S-100蛋白陽性の濾胞樹状細胞により網目状に染色される(モルモット，免疫組織

化学)．

Ｂ：濾胞樹状細胞は細胞質が S-100蛋白陽性に染色される(モルモット，免疫電子顕微鏡)．

(文献 87 から許可を得て転載のうえ改変)

図 21 高内皮細静脈(HEV)とリンパ球ホーミング．

HEVでは丈の高い血管内皮細胞(En)がみられる．HEV

ではリンパ球(L)が能動的に取り込まれるホーミング現

象が観察される．

(文献 91 から許可を得て転載のうえ改変)



ム陰性菌以外に真菌やウイルスなどに対する広範囲の抗

微生物作用を有する．細菌に対する抗菌作用は抗菌薬と

異なり，作用が早く耐性を作りにくいことが特徴とされ

ている．抗菌ペプチドには数種類が報告されているが，

デフェンシンおよび cathelicidin(LL-37)が特に重要な作

用を有していると考えられている．

デフェンシンは，好中球に存在する a-デフェンシン

(human neutrophil peptide：HNP)および上皮に存在す

る b-デフェンシン(human beta-defensin：HBD)とに大

別される．我々は，眼表面には，HNP 1〜3 および HBD-

1 が恒常的に発現していることを報告した98)
．また，

HBD-2 は眼表面の環境や病態により影響を受けやすい

とされることから，実験的アレルギー性結膜炎モデルマ

ウスを用いて検討し，結膜上皮中の HBD-2 mRNAの発

現が対照と比較して低下していたことを報告した99)
．

�．涙液検査法の開発

�) 涙液 eosinophil cationic protein(ECP)値の検討

好酸球は，即時型アレルギー反応の遅発相でみられる

主要な炎症細胞で，細胞質内には好酸性の特異顆粒を有

する．特異顆粒中には，MBP(major basic protein)，

ECP(eosinophil cationic protein)，EPO(eosinophil per-

oxidase)，EDN(eosinophil-derived neurotoxin)の 4 種

類の塩基性蛋白の存在が知られており，脱顆粒により好

酸球から放出される．したがって，涙液中のECP値は，

アレルギー性結膜疾患におけるアレルギー炎症の重要な

バイオマーカーとなり得ると考えられ，臨床応用も期待

できる(図 25)．涙液 ECP値を涙液検査として確立する

までの我々の研究結果を以下に述べる．

(1) 涙液検体の作製

ａ．涙液採取

涙液の採取方法としては，マイクロピペット法100)101)
，

ガラス毛細管法102)〜104)
，濾紙法105)

，メチルセルロース膜

法106)などが報告され，それらの特性の検討がなされて

いる107)108)
．
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図 23 涙液中分泌型 IgA値：健常対照とドライアイ群・ヘルペス群との比較．

涙液中 sIgA値は，健常対照群 1,249.0±1,025.0(平均値±標準偏差)mg／ml，ヘルペス群 759.7±467.8 mg／

ml，ドライアイ群 197.8±91.3 mg／ml であり，健常対照と比較してドライアイ群で有意に低値を示す．

＊：p＜0.0001, Kruskal-Wallis H test. NS：no significant difference.

(文献 94から許可を得て転載のうえ改変)
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図 22 涙液中分泌型 IgA値：健常対照とコンタクトレ

ンズ装用者との比較．

涙液中 sIgA濃度は，健常対照群で 1,249.0±1,025.0

(平均値±標準偏差)mg／ml，コンタクトレンズ(CL)

装用群で 1,057.4±1,583.3 mg／ml であり，両群間に

有意差はみられない．NS：no significant difference.

(文献 94から許可を得て転載のうえ改変)



我々は，Schirmer第 1 法に基づいて，Schirmer試験

紙(Schirmer Tear Production Measuring Strips®，昭和

薬品化工，東京)を用いた濾紙法による涙液採取法を検

討した109)
．本法は，眼科医が日常診療で頻用している

Schirmer第 1 法に基づいているため，①操作に慣れて

いること，②方法が簡便であること，③再現性に優れ

ていること，などが利点として挙げられる．しかし，涙

液検体を作製する際には濾紙からの溶出を必要とし，検

体が希釈されることと測定感度が低下することが欠点で

あると考えられる．濾紙法の定量性に関しては，緩衝液

を濾紙である Schirmer試験紙に吸収させ，重量を測定

して濾紙中に含まれる緩衝液の量を測定した．その結

果，濾紙の吸収量は再現性に優れ，Schirmer紙 1 mm

中には 1 ml の緩衝液が含まれることを確認した．この

基礎的検討により，濾紙法での涙液採取量を定量化する

ことが可能となり，Schirmer試験紙を用いた涙液採取

により，涙液中の物質を定量的に測定できると結論し

た．

ｂ．涙液の溶出方法

涙液検体を作製する場合，涙液検査の精度を高めるう

えで重要な課題としていかに効率よく濾紙から涙液を溶

出して涙液検体とするかが挙げられる．そこで，涙液溶

出のための溶出液について検討した．この検討において

は図 26 に示す 13種類の溶出液を対象とした．すなわ

ち，緩衝液(0.01 M phosphate buffered solution：PBS)

に塩である NaCl，蛋白である bovine serum albumin

(BSA)，界面活性剤である Tween 20 を各種濃度で混

合した溶出液での溶出率を検討した．結果として，塩と

界面活性剤を添加することにより，溶出率が向上するこ

とが判明し，最終的に涙液検体作製用の溶出液として

0.5 M NaCl＋0.5％ Tween 20添加 0.01 Mリン酸緩衝

液が最も良好であると結論した．

ｃ．涙液の溶出時間

涙液検体を作製する際の溶出時間について検討した．

2種類の既知濃度の ECP溶液(低濃度溶液および高濃度

溶液)を準備し，各溶液を溶出液 300 ml 中に 10 ml滴下

した検体を対照検体とした．また，Vortex群として，

ECP溶液(低濃度溶液および高濃度溶液)各 10 ml を吸収

させた濾紙に緩衝液 300 ml を添加し，ボルテックス・ミ

キサー(Vortex genie 2)を用いて，直後，10秒，20秒，

30秒撹拌した検体を準備した．また静置群として，ECP

溶液(低濃度溶液および高濃度溶液)各 10 ml を吸収させ

た濾紙に緩衝液 300 ml を添加した直後，1 分，5 分，10

分，20 分，30 分および 1時間，2時間，3時間，6時間

静置させた検体を準備した．すべての検体を下記に示す

ECP測定法により測定した．

結果は図 27 に示すように，溶出に適した時間はVor-

tex群で 20秒以上，静置群で 10 分以上であることが判

明した．また，3時間以上静置した検体では，溶出率の

軽度低下がみられており，長時間の放置により ECP の

分解が生じる可能性が考えられた．
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図 24 涙液中分泌型 IgA値：健常対照とアレルギー性結膜疾患との比較．

涙液中 sIgA値は，健常対照(Control)群 1,446.7±1,220.1(平均値±標準偏差)mg／ml，通年性アレルギー性

結膜炎(PAC)群 650.3±480.6 mg／ml，アトピー性角結膜炎(AKC)群 431.2±166.3 mg／ml，春季カタル

(VKC)群 460.8±340.6 mg／ml であり，健常対照群と比較して，PAC群，AKC群および VKC群ともに有

意に低値を示す．━：中央値．

＊：p＜0.01, Kruskal-Wallis H test.

(文献 95 から許可を得て転載)



(2) 涙液 ECP値の測定

涙液検体を用いた ECP値の測定は，イムライズ®(三

菱化学ヤトロン，東京)を用いた化学発光酵素免疫測定

法(chemiluminescent enzyme immunoassay：CLEIA)

で行った．

アレルギー性結膜疾患 24 例，非アレルギー性結膜疾

患である Sjögren症候群 12例および健常対照 19 例を対

象として涙液ECP値を測定した．結果を図 28 に示す．

アレルギー性結膜疾患での涙液 ECP値は，Sjögren群

(p＜0.01)および健常対照(p＜0.001)と比較して有意に
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図 26 涙液の溶出 1：溶出液の選択と溶出率．

溶出液に界面活性剤である Tween 20 および塩である NaCl を加えることにより，溶出率が向上し安定す

る．0.5 M NaCl＋0.5％ Tween 20添加 0.01 Mリン酸緩衝液が最も溶出率が高い．

NaCl：sodium chloride，BSA：ウシ血清アルブミン，TW：Tween 20，PBS：リン酸緩衝液．

A B C

D E F

／ ／

／ ／ ／
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図 25 病型・病期による涙液 eosinophil cationic protein(ECP)値．

健常対照者の涙液 ECP 値は，0〜20 ng／ml である．各症例での涙液 ECP 値は春季カタル(A)8,630 ng／

ml，：春季カタル(B)10,873 ng／ml，春季カタル(C)58,880 ng／ml，通年性アレルギー性結膜炎(D)26 ng／

ml，通年性アレルギー性結膜炎(E)328 ng／ml，アトピー性角結膜炎(F)15,678 ng／ml である．



高値を示した109)
．これらの結果から涙液 ECP値は，ア

レルギー性結膜疾患のバイオマーカーとなりうると考え

られた．また，アレルギー性結膜疾患の病型別の陽性率

と測定値を示したものが表 4である．重症とされる春季

カタルでは，涙液 ECP値の陽性率および測定値ともに

高値であるのに対して，季節性アレルギー性結膜炎では

陽性率および測定値が低値を示したことから，アレル

ギー性結膜疾患の病型により好酸球炎症の程度が異なる

と結論できた．
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図 27 涙液の溶出 2：溶出時間の検討．

溶出方法は，ボルテックス・ミキサー(Vortex genie 2使用)による撹拌と静置とで経時的に検討した結果，

濾紙からの溶出は，Vortexで 20秒，静置で 10 分でほぼフラットになる．

Ａ：検体から溶出後の ECP濃度．―● ：高濃度 ECP溶液，―▲ ：低濃度 ECP溶液．Ｂ：検体のボルテッ

クス・ミキサーによる撹拌．C：検体の静置．

＊＊
＊

アレルギー群 対照 Sjögren群

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

涙
液
EC
P濃
度（
ng
/m
l）

／ ／

／

図 28 涙液 ECP値．

アレルギー群(n＝24，中央値 46 ng／ml)の涙液 ECP値は，対照(n＝19，中央値 7.4 ng／ml)および非アレル

ギー性結膜疾患である Sjögren群(n＝12，中央値 10.3 ng／ml)と比較して有意に高値を示す．

＊：p＜0.01, ＊＊：p＜0.001,Mann-Whitney U-test.

(文献 109から許可を得て転載のうえ改変)



(3) 涙液 ECP値の迅速検査法の開発

微量検体である涙液を用いて，迅速検査を行うための

手法としては，イムノクロマト法(Immunochromato-

graphy)が適している．イムノクロマト法の原理はセル

ロース膜上を被検体が試薬を溶解しながらゆっくりと流

れる性質(毛細管現象)を応用した免疫測定法である．す

なわち，検体中の抗原は，金コロイドなどで標識した標

識抗体と免疫複合体を形成しながらセルロース膜上を移

動するが，テストラインとして，あらかじめ塗られてい

るキャプチャー抗体(固相化抗体)により免疫複合体が捕

捉されると，テストラインが発色するとの原理である．

したがって，涙液 ECP測定用のイムノクロマト法の開

発には，①標識抗体および固相化抗体としての抗 ECP

特異的抗体の開発および，②イムノクロマトデバイス

の試作，臨床評価が必要である．

ａ．抗ヒト ECP 特異的抗体の作製

抗原として eosinophil cationic protein(ECP)(LEE BIO-

SOLUTIONS，Missouri，USA)を用いて，モノクローナ

ル抗体およびポリクローナル抗体の作製を行った．モノ

／クローナル抗体の作製は，BALB／cマウスに免疫し，

細胞融合とクローニングにより抗ヒト ECPモノクロー

ナル抗体を産生するクローンを樹立した．腹水から抗ヒ

ト ECPマウスモノクローナル抗体を回収した．ポリク

ローナル抗体の作製には，免疫動物に白色家兎(ニュー

ジーランドホワイト種)を用い，皮下にアジュバントと

ともにECP抗原を皮下注射し，血清中の抗ヒト ECPウ
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平均値±標準偏差
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陽性率
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対照症例数
(眼)

表 4 アレルギー性結膜疾患の病型別の涙液 ECP値
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／Cut-off値：健常対照の 95パーセンタイル値＝19.4 ng／ml．SAC：季節性アレルギー性結膜

炎，PAC：通年性アレルギー性結膜炎，AKC：アトピー性角結膜炎，VKC：春季カタル．

AKC

147.0±249.8

11

14

PAC

172.8±667.1

53.8％

14

78.6％

30.0±60.4

14

45

SAC

30.1％

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

吸
光
度
45
0 
m
m

m/ml 0.01 0.1 1 10

吸
光
度
45
0 
m
m

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
m/ml 0.01 0.1 1 10

吸
光
度
45
0 
m
m

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

吸
光
度
45
0 
m
m

m/ml 0.01 0.1 1 10 m/ml 0.01 0.1 1 10

A B

C D

図 29 抗ヒト ECPマウスモノクローナル抗体の binding titration assay．

A：NMSS0101, B：NMSS0201, C：NMSS0301, D：NMSS0401.

NMSS0101 およびNMSS0201 が低濃度から高濃度まで反応が良い抗体であることを示している．

●：ECP，○：抗 ECP抗体(−)．



サギポリクローナル抗体を回収した．

抗ヒト ECP抗体として，4種類の抗ヒト ECPマウス

モノクローナル抗体(NMSS0101，0201，0301，0401)お

よび 4 種類の抗ヒト ECP ウサギポリクローナル抗体

(NPSS0101，0201，0301，0401)を得た．抗ヒト ECP

マウスモノクローナル抗体の binding titration assay の

結果を図 29に示す．

これらの抗体を用いて，標識抗体と固相化抗体の最適

な組み合わせを検討したものが図 30 である．検討結果

から，抗 ECPマウスモノクローナル NMSS0201 を固相

化抗体，抗 ECPマウスモノクローナル NMSS0101 を標

識抗体とする組み合わせが最適であることが判明し，こ
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図 30 標識抗体と固相化抗体の最適な組み合わせの検討．

Ａ：各固相化抗体と標識抗体との組み合わせとECP に対する反応性．

Ｂ：固相化抗体と標識抗体との組み合わせ．

抗 ECPマウスモノクローナル NMSS0201 を固相化抗体，抗 ECPマウスモノクローナル NMSS0101 を標識

抗体とする組み合わせが最適である．
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図 31 涙液 ECP値のイムノクロマト法(試作 1)による測定．

Ａ：イムノクロマト法の陽性所見．コントロールラインとテストラインの両者とも赤色のラインが出現して

いる．

Ｂ：涙液中 ECP値をイムノクロマト法とイムノクロマトリーダーにより測定した結果．アレルギー性結膜

炎(AC)で 30.6±15.0 mABS，アトピー性角結膜炎(AKC)で 47.7±30.0，春季カタル(VKC)で 76.6±

57.2 となり，ACでは低値，VKCでは高値を示す．━：中央値．



の組み合わせの抗体を用いてイムノクロマトデバイスの

作製を行った．

ｂ．イムノクロマト試作 1 による臨床評価

イムノクロマト試作 1 は，ディップスティックタイプ

のデバイスで行った．測定法は，① Schirmer 試験紙

(Schirmer Tear Production Measuring Strips®)を 5 分間

結膜囊内に挿入して涙液を採取，② Schirmer試験紙を

先端から 10 mm(目盛り 5 mm)で切断し，緩衝液 130 ml

を試験管に入れ，試験管内で 10 分間溶出，③イムノク

ロマトのスティックを試験管に挿入して 20 分間反応，

④コントロールラインを確認した後，テストラインを

目視で観察，⑤コントロールラインとテストラインを

イムノクロマトリーダー(浜松ホトニクス，浜松)を使っ

て数値化，からなる．

臨床評価は，アレルギー性結膜疾患 39 例および健常

対照 8例を対象に行った．アレルギー性結膜疾患の内訳

はアレルギー性結膜炎(allergic conjunctivitis：AC)15

例，アトピー性角結膜炎(atopic keratoconjunctivitis：

AKC)11例および春季カタル(vernal keratoconjunctivi-

tis：VKC)13例である．測定結果を図 31 に示す．陽性

率は，アレルギー性結膜疾患で 39 例中 26例，健常対照

では全例陰性であった．これらの結果から，本検査法の

感度は 66.7％，特異度 100％と算出された．アレル

ギー性結膜疾患の病型別陽性率について，イムノクロマ

ト法と化学発光酵素免疫測定法(CLEIA)とを比較した

ものが表 5であるが，両者は同様の結果を示し，イムノ

クロマト法を用いた涙液 ECP値の迅速診断キットは，

臨床検査として有用な測定法であると結論できた．

ｃ．イムノクロマト試作 2 による臨床評価

イムノクロマト試作 2 では，簡易イムノクロマトリー

ダーを用いたイムノクロマト法の評価を行った．試作し

たキットを図 32 Aに示す．方法は，① Schirmer試験

紙を 5 分間結膜囊内に挿入して涙液を採取，② Schir-

mer試験紙を先端から 10 mm(目盛り 5 mm)で切断し，

展開液 200 ml の入ったミニチューブに入れ 10 分間溶出，

③涙液を溶出した展開液 75 ml を展開液注入口に注入し

20 分間反応，④コントロールラインを確認後，テスト

ラインを目視で観察，⑤テストラインを簡易イムノク

ロマトリーダーを使って数値化，からなる．

本検査キットを使用して涙液 ECP値を定量するため

の検量線を図 32 B に，症例を図 33 に示す．臨床評価

は，アレルギー性結膜疾患 27例および健常対照 6例を

対象に行った．アレルギー性結膜疾患の内訳はアレル

ギー性結膜炎(allergic conjunctivitis：AC)13 例，アト

ピー性角結膜炎(atopic keratoconjunctivitis：AKC)3例

および春季カタル(vernal keratoconjunctivitis：VKC)

11例である．測定結果を図 34に示す．健常対照と比較

して，アレルギー性結膜疾患では高値を示し，特に春季

カタルでは，測定上限値よりも高値を示す症例が多数み

られた．
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図 32 イムノクロマトリーダーを用いた涙液 ECP値の測定．

イムノクロト法のテストラインを簡易イムノクロマトリーダーで読み取ることで定量化を行う．

Ａ：簡易イムノクロマトリーダー．

Ｂ：イムノクロマトリーダーを用いてECP濃度に換算する際の検量線．



	) アトピー性角結膜炎モデルマウスの作製と結膜内

の好酸球炎症の評価

アトピー性角結膜炎やアトピー性皮膚炎を合併した春

季カタルでは，涙液 ECP値が著しく高値を示し，結膜

擦過塗抹標本で多数の好酸球が観察される症例がみられ

る．結膜組織中の好酸球浸潤の増加は，Ⅰ型(即時型)ア

レルギー反応の遅発相，すなわちアレルギー炎症により

生じると考えられている．しかし，アレルギー性結膜炎

と春季カタルとを比較した場合，春季カタルの好酸球浸

潤の方が，はるかに高度である．これを単なる重症度の

相違と考えるのか，好酸球浸潤を生じる病態がⅠ型(即

時型)アレルギー反応以外に存在するか否か，について

は不明である．そこで我々は好酸球浸潤の機序を解明す

るためにアトピー性角結膜炎類似の動物モデルの作製を
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図 33 涙液 ECP値の簡易測定キットで測定した代表症例．

症例は 29歳，男性で，春季カタルの急性増悪に対して，タクロリムス点眼液とクロモグリク酸ナトリウム

点眼との併用で治療を行った．経過中のアレルギー炎症の程度を測定するために涙液ECP値を測定した．

Ａ：瞼結膜所見．瞼結膜には巨大乳頭がみられるが，一部は扁平化しており，軽快途中の巨大乳頭所見を示

す．

Ｂ：角膜所見．角膜 4時方向にシールド潰瘍がみられる．一部に上皮欠損があり，一部は上皮が再生してい

る．治癒過程のシールド潰瘍である．

Ｃ：涙液ECP値のイムノクロマト法．イムノクロマトリーダーでの測定値は 257 mABS であり，ECP濃度

に換算すると 143 ng／ml である．
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図 34 イムノクロマト法を用いた涙液 ECP値の測定．

涙液ECP値は，対照と比較して，アレルギー性結膜疾患で増加している．

AC：アレルギー性結膜炎，AKC：アトピー性角結膜炎，VKC：春季カタル．



試みた．

／アトピー性角結膜炎モデルマウスには，NC／Nga

TndCrljマウス(日本チャールス・リバー，横浜)を用い

た．マウスの背部および耳介部を除毛後，アトピー性皮

膚炎誘発試薬として販売されているダニ虫体入り軟膏

／(ビオスタ®AD，ビオスタ，神戸)100 mg／mouse を週 2

回，3週間塗付した．アトピー性皮膚炎様皮膚炎の発症

を確認後，追加処置により対象を 3群に分けた．すなわ

ち，ダニ虫体と白色ワセリンで作製したダニ虫体入り眼

軟膏を 1日 1回，3 日間点眼したダニ虫体群，ダニ抗原
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図 35 ダニ虫体群・ダニ抗原群・未処置群の結膜下組織中好酸球数．

ダニ虫体群の結膜下好酸球数はダニ抗原群および未処置群と比較して有意に増加している．

＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.001, Kruskal-Wallis H test.
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図 36 ダニ虫体群・ダニ抗原群・未処置群の結膜組織所見．

ダニ虫体群(A)，ダニ抗原群(B)では，未処置群(C)と比較して，結膜下組織中の好酸球浸潤が増加してい

る．ダニ虫体群(A)では，ダニ抗原群(B)と比較して著しく浸潤好酸球が増加している．スケールバー：50

mm．



液(鳥居薬品，東京)を 1 日 1回，3 日間点眼したダニ抗

原群，および点眼処置を行わない未処置群とした．最終

点眼 24時間後に眼瞼および眼球を摘出した．摘出組織

は，直ちに中性ホルマリンで固定後，パラフィン包埋

し，薄切切片を作製した．パラフィン切片は，direct

fast scarlet(DFS)染色をして好酸球数をカウントした．

また，眼球摘出時に採血を行い，血清中総 IgE値を

enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)法で測定

した．血清中総 IgE値は，アトピー性角結膜炎モデル

／ ／マウスのダニ虫体群と未処置群 NC／Nga を，BALB／c

マウスを対照として比較した．

アトピー性角結膜炎モデルマウスの結膜組織中の好酸
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図 37 マウスの血清中総 IgE値．

NC／Ngaマウスのダニ虫体群および未処置群では，血清中総 IgE値が対照の BALB／c と比較して有意な高

値を示す．

＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.01, Kruskal-Wallis H test.
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図 38 単純ヘルペスウイルス(HSV)-sIgA抗体価の検量線．
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10：414

16：1127

男性：女性症例数(人)

21：19

表 6 単純ヘルペス角膜炎での検討：対象症例の内訳

実質型(SK)

対照群

非単純ヘルペス角膜炎群(NH)

単純ヘルペス
角膜炎群

9：14

年齢(歳)
(平均値±標準偏差)

53.3±19.8上皮型(EK)

31.0±6.9

42.6±19.9

55.3±21.5



球数は，未処置群と比較して有意にダニ虫体群で増加し

た(図 35，図 36)．また，血清中総 IgE 値は対照の

／BALB／cマウスと比較してダニ虫体群で有意に高値を

示した(図 37)．これらの結果から，アトピー性角結膜

炎モデルマウスは，①アトピー性皮膚炎様皮膚炎，②

高血清総 IgE 値，③高度の好酸球浸潤を伴うアレル

ギー性結膜炎を発症するマウスであり，アトピー性角結

膜炎の類似マウスモデルであると結論した．

�) 涙液中単純ヘルペスウイルス特異的分泌型 IgA

抗体価(HSV-sIgA)の測定

(1) 涙液採取と涙液検体の作製

涙液検体は，涙液 ECP値測定と同様に，Schirmer試

験紙を用いて涙液を採取した．Schirmer試験紙の一部

を使用して DNAを抽出して HSV-DNAを PCR 法を用

いて検出した．残りの Schirmer試験紙は，−80℃で冷

凍保存し，使用時に 0.5 M NaCl＋0.5％ Tween 20添加

0.01 Mリン酸緩衝液で溶出し，HSV-sIgA抗体価測定

用検体として用いた．

(2) 涙液 HSV-sIgAの測定と測定単位

涙液中の総 sIgA 測定のために，抗ヒト sIgAマウス

モノクローナル抗体(特殊免疫研究所，東京)を固相化し

た涙液総 sIgA 測定用 ELISAプレート(Stripwell Plate

1×8 well Flat Bottom High Binding type®；Corning，N-

Y，USA)を作製した．ヒト sIgA 標準液(purified hu-

man secretory IgA；Cappel Research Products，Au-

rora，OH，USA)の 3倍希釈系列を用いて検量線(レン
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症例数
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表 7 非ヘルペス性角膜炎症例群の内訳
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図 39 単純ヘルペス角膜炎(herpes simplex keratitis：HSK)症例における涙液 HSV-sIgAの測定．

EK群：HSK上皮型群，SK群：HSK実質型群，NH群：非HSK群．

SK群は，NH群および対照群と比較して有意に高値を示す(＊＊：p＜0.01，＊＊＊：p＜0.001，Kruskal-Wallis

H test)．また，EK 群は，対照群と比較して有意に高値である(＊：p＜0.05，Kruskal-Wallis H test)．

━：中央値．

14.3
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表 8 涙液 HSV-sIgA抗体価：陽性率

NH
群

症例数

14

27

EK群

単純ヘルペス角膜炎群

14

NT：not tested.

陽性率(％)

陽性数

陽性数
／(＞43 NU／ml)

症例数

対照群

涙液 HSV 特異的 sIgA抗体価

0

27

5.3

1

19

31.051.9陽性率(％)

涙液中 HSV-DNA(PCR法)

42

16

59.3

78.6

NT

NT

NT



／ジ：10.5〜2,500 ng／ml)を作製した．すなわち，涙液総

sIgA 測定用 ELISAプレートにヒト sIgA標準液 50 ml

を加えて，室温 60 分間反応させ，次にペルオキシダー

ゼ標識化抗ヒト sIgA ヤギ抗体(CAPPEL Research

Product, Durham, NC, USA)と 60 分反応後，テトラメ

チルベンジジン溶液で発色した．1 N H2SO4で反応を停

止させた後，450 nm の波長での吸光度をプレートリー

ダー(TOSOH，東京)で測定した．

次に，HSV 抗原(herpes simplex antigen；Vircell，

Granada，Spain)を固相化した涙液 HSV-sIgA抗体測定

用 ELISAプレートを作製し，総 sIgA 測定と同様の方

法でプール涙液の HSV-sIgA抗体価を測定した．測定

したプール涙液の中から，ELISA法の測定レンジ(2,000

mAbs)を超える測定値高値の涙液検体をプールして

HSV-sIgA 抗体価用標準液として用いた．この HSV-

／sIgA抗体価用標準液の総 sIgA値は 41,250 ng／ml であ

／り，その 1／100倍希釈液の HSV-sIgA 測定用標準液濃

／度を 400 として，HSV-sIgA抗体価の単位を NU／ml に

設定した．続いて，HSV-sIgA測定用標準液の 3倍希釈

系列を作製して HSV-sIgA抗体価の検量線(図 38)を作

製し，被検者涙液の HSV-sIgA抗体価を求めた．

(3) 角膜炎症例での涙液 HSV-sIgAの測定

涙液 HSV-sIgAの測定対象は角膜炎症例 83例で，そ

の内訳は，単純ヘルペス角膜炎(herpes simplex kerati-

tis：HSK)のうち，上皮型群(EK群)27例，HSK実質型

群(SK群)14 例および，非HSK群(NH群)42例である．

対照群は，単純ヘルペスウイルスに起因する眼科的疾患

の既往がない健常成人ボランティア 19 例である(表 6，

7)．

結果を図 39に示す．涙液 HSV-sIgA抗体価の中央値

／ ／ ／は，EK群 39 NU／ml，SK群 98 NU／ml，NH群 22 NU／

／ml，対照群 18 NU／ml であった．SK群は，NH群およ

び対照群と比較して有意に高値を示した(Kruskal-Wallis

H test：p＜0.01，p＜0.001)．また，EK 群は，対照群
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表 9 涙液 HSV-sIgA抗体価：感度・特異度

83.6％

＊：c
2検定

HSV-sIgA
抗体価 47

特異度

61.0％陽性

陰性

感度

＜0.001

p値＊

0

106

1312

陰性陽性

HSV-DNA(PCR法)

表 10 涙液中 HSV-sIgA抗体価と PCR法による HSV-DNAとの一致率

HSV-sIgA
抗体価

陰性

陽性

非ヘルペス群

HSV-sIgA
抗体価

ヘルペス群

全体
一致率(％)

29

陰性
一致率(％)

53.7

陰性

陽性 0

62.5
16

合計

48.0

陽性
一致率(％)

13 13
0 100

25

70.7
29

A B

／

／

図 40 涙液 HSV-sIgA抗体価測定の臨床応用例．

Ａ：症例 1・72歳・男性．陳旧性実質炎による角膜白斑およびヘルペス性ぶどう膜炎がみられる．HSV-

sIgA抗体価は 30.5 NU／ml，HSV-DNA(PCR法)陰性であり，活動性炎症は前房が主体であると考えら

れる．

Ｂ：症例 2・58 歳・男性．実質型単純ヘルペス角膜炎がみられる．HSV-sIgA 抗体価は 325.0 NU／ml，

HSV-DNA(PCR法)陰性であり，活動性炎症は角膜が主体であると考えられる．



と比較して有意に高値であった(Kruskal-Wallis H test：

p＜0.05)．

対照群の涙液 HSV-sIgA抗体価の測定結果をもとに，

5パーセンタイル値から 95パーセンタイル値を健常域

としたところ，健常域の涙液 HSV-sIgA 抗体価は 43

／ ／NU／ml以下であった．涙液 HSV-sIgA抗体価が 43 NU／

／ml よりも高値の症例を陽性，43 NU／ml以下の症例を

陰性として陽性率を算出した結果を表 8に示す．また，

EK群および SK群をヘルペス群，NH群および対照群

を非ヘルペス群として陽性率を比較したところ，ヘルペ

ス群と非ヘルペス群との間には有意差があった(c2検

定：p＜0.001)．また，本検査法の感度は 61.0％，特異

度は 83.6％と算出された(表 9)．また，涙液中 HSV-

sIgA抗体価と PCR 法による HSV-DNAとの一致率を

検討した結果を表 10 および症例を図 40 に示す．今回の

涙液中 HSV-sIgA抗体価と PCR 法による HSV-DNAと

の乖離は，上皮型 HSKでは HSV-sIgA抗体価で偽陰性

が多く，実質型 HSKでは PCR 法による HSV-DNA陽

性例が少ないことが原因であると推定された．

�．小 括

結膜組織は眼局所免疫機構として重要な役割を担って

いる．涙液は眼表面での免疫および生理活性物質を含有

し，結膜組織とともに生体防御機能を担っている．した

がって，涙液内の生理活性物質の臨床検査法の開発は眼

表面の病態生理を理解し，かつ診断および治療に有用で

ある．我々は免疫化学的方法を用いて涙液内の ECP，

抗原特異的分泌型 IgAを測定する方法を開発した．涙

液内 ECP濃度検査法を確立することにより，アレルギー

眼表面疾患の病態生理，臨床的評価に有用であることを

示すことができた．また，抗原特異的分泌型 IgAの測

定はヘルペス性角膜炎の診断に有用であるとの結論を得

ることができた．

利益相反：澤 充(カテゴリー F：HOYA)
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Comment：臼井 正彦

著者が長年手がけてきた前眼部疾患への非侵襲的検査について，総括的にまとめた論文で，大き

く二つのテーマに分けられている．その一つは著者らが開発したフレアセルフォトメトリの製作の

経緯と臨床治験の報告であり，もう一つは微量な涙液を試料として，目的とする病態を突き止める

バイオマーカーの検索とその測定方法の開発ならびに臨床応用の報告である．両者とも眼科臨床に

有益な情報をもたらす非侵襲的前眼部検査法であり，これらを開発し臨床応用を可能にした著者ら

の熱意と努力に対し心から敬意を表するものである．

まず房水蛋白・細胞に対する定量的検査法の開発では，血液眼関門の一つである血液房水柵の破

綻を観察でき，今日眼科臨床で頻繁に使用されているレーザーフレアセルメーターの作製経緯が主

に述べられている．血液房水柵が破綻すると前房内蛋白濃度が増加するので，レーザービームを前

房に当てて生じる散乱光強度を光電子増倍管で捉え，これを前房フレア強度としフレア値(photon

／counts／msec)で表した．また，前房内のセル値は一定の体積内における細胞からの散乱光をガル

バノミラーで二次元的なビームとし，これをスキャンし光電子増倍管を通すことにより測定が可能

となった．このような前房フレア値とセル値の測定は，白内障術後炎症の評価，抗炎症薬および眼

内レンズの評価，内眼炎の臨床経過や治療薬の評価，抗緑内障薬の房水動態への効果と副反応の評

価を可能にした．また，糖尿病眼症などの網膜血管病変や網膜色素変性における血液房水柵の異常

を検索できるようになった．さらに，ぶどう膜炎に合併する白内障などに内眼手術を施行する際の

視標として前房フレア値の測定が有用な情報を提供してくれている．したがって，この検査は手術

侵襲や炎症疾患による血液房水柵の破綻ばかりでなく非炎症疾患のその異常についても検出でき

る，まさに日本発の画期的な眼科臨床上重要な非侵襲的検査となった．

一方，涙液を用いた検査法では，眼表面を潤す涙液に含まれる分泌型 IgAや化学伝達物質が生

体防御反応システムに関与しているので，著者はここに注目し，アレルギー性結膜疾患や角膜ヘル

ペスの病態と密接する情報が種々のバイオマーカーを通して得られるか否かについて検討した．

アレルギー性結膜疾患では，即時型アレルギー反応で炎症細胞となる好酸球の eosinophil cationic

protein(ECP)に着目し，これをバイオマーカーとする検査法を開発した．抗 ECP モノクローナル

抗体を用いたイムノクロマトディバイスの作製により，感度，特異度とも良好な迅速診断キットが

完成された．また，ヘルペス性角膜炎診断のためのバイオマーカーとして涙液中の単純ヘルペスウ

イルス特異的分泌型 IgA(HSV-sIgA)抗体を測定する ELISA プレートを作製した．これを用いた

検査では，実質型と上皮型のヘルペス性角膜炎群は，非ヘルペス群や対照群に比して涙液 HSV-

sIgA抗体価が有意に高値であった．また実質型群は両者に対して，上皮型群は対照群のみに対し

て有意差が得られた．この検査の感度と特異度については今後さらに検討の余地がある．

いずれにせよ微量な涙液でアレルギー性結膜疾患やヘルペス性角膜炎の診断に有用な検査法が確

立されたことは，今後の眼科臨床においてきわめて意義のあることである．
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