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要  約

涙液内成分の検討はかなりされているが, 報告者により結果が一定L ない. この原因は涙液の採取法自体に

あると考えられたので, 種々の方法を用いて涙液を採取し, 得られた試料中のアルブミン, アスコルビン酸,

グルタチオン, 涙液特異タンパク, また経静脈的に投与した抗生剤(CTM) 濃度を高速液体クロマトグラフ法

(HPLC) で測定した. また, これらの結果を主涙腺導管内涙液や, 切除して得た結膜組織内の濃度と比較検討

した. その結果, 涙液を結膜や角膜に接触L ないで採取可能なガラス毛細管法が最良の採取方法であり, 濾紙

を用いた方法では眼組織との接触の影響が大きい二とがわかった. また, グルタチオンは主涙腺からは分泌さ

れず, CTM は正常な結膜からは殆ど出現せず,主涙腺に由来することがわかった.結膜組織にはみられない涙

液特異タンパクは, 涙液の採取方法の如何によらず濃度に有意な差はみられなかった.( 日眼 91 : 473-480,

1987)
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Abstract

Glutathione  (GSH),  ascorbic acid (AsA),  Albumin,  tear・specific proteins and CTM (administered

into the vein)  in the meniscus tear of rabbits were measured by high performance liquid chromato

graphy  (HPLC).  The meniscus tear samples were collected by four sampling methods, the glass

microcapillary method (MC),  the meniscus filter paper method (the method of collecting the meniscus

tear without contacting with conjunctival tissue : mFP),  Schirmer's method (SMR),  the filter paper

disc method (the method of collecting the tear by inserting into the conjunctival sac a filter paper disc

5mm in diameter : FPD).  The concentration of each component in the conjunctival tissue and the tear

in the lacrimal gland duct was measured by HPLC in order to e χamine the origin. The concentrations

of GSH, AsA and albumin in the meniscus tear collected by MC were low, but the concentration of

each component in the meniscus tear collected by filter paper increased in the order of mFP, SMR  and

FPD and gradually approached the concentration in the conjunctival tissue. GSH was zero in the tear

of the lacrimal gland duct and the source of GSH in the meniscus tear was considered to be conjun-

ctival tissue. There was no difference between the tear in the lacrimal gland duct and the meniscus

tear collected by MC in the concentration of CTM, but CTM concentration in the meniscus tear
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collected by filtey paper was higher. Therefore,  the origin of CTM in the meniscus tear was considered

to be the lacrimal gland tissue. There was no difference among the four sampling methods in the

concentration of tear specific protein. These results suggested that tear sampling method by the filter

paper method caused damage to the conjunctival surface. Therefore,  in sampling meniscus tear, the

glass microcap Ⅲary method should be used in order to avoid inclusion of materials produced by

stimulus of or damage to the conjunctiva at tear sampling. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 473-480,

1987)

Key words : sampling method, meniscus tear, lacrimal duct tear, glass microcapⅢary, high perfor-

mance liquid chromatography (HPLC)

I 緒  言

涙 液は角 膜・ 結膜表 面 の乾燥 防止, 角 膜の 光学的 整

面の形 成, 微生物 を含 む 異物に対 す る防 御な どに重 要

な役割 を有し てい るが, 最 近で は特 に免疫 学的 な重 要

性か ら注 目 され, 多 くの 成 分分析 の 報告IJ̃3'が みら れ

る. し かし, 正常 状態 で存 在す る涙 液量 はヒ1・で, 約

7μ14)5)と非 常 に 少な いた め, 種 々の採 取 法を 用い て 報

告 されてい る涙 液成 分の濃 度に は著し い 差異 がみら れ

る. このこ とは 主 とし て涙 液採取 の方 法 自体 に問題 が

あ ると考え られ, こ の点を あ きらか にす るため に本 研

究を 行った.

II 実 験 方 法

1. 実験動 物に は体重2.5̃3.5kg の正 常な 成熟 雄 性

白色家 兎を用 いた.

図1 涙 液採取 器具.1 はMC 法川microcapillary

tube, 2 は メ ニスカ ス濾 紙法 用Shirmer paper

strip, 3 は「シルマ ー法」用Schirmer paper strip,

4 は結膜嚢内濾紙挿入法用 丘Iter paper disc, 5は導

管挿入用microcapillary tube

2. 対 象 とし た試 料 は,以下 に示 す 各種 の方法 で採 取

した5 種 の涙 液 と, 切除 して 得た 結膜 組織 であ る( 図

1).

試料①

内径2mm のDrummond Scientific Company 製100

μ1 disposable micropipette を 火 焔中 で熱 し, 内径 約

0.2̃0.3mm に 細工し た ガ ラス毛 細管 を 作成し, その

先 端を 眼瞼 に ス カ スに接 触 させ, 毛 管 現 象を 利 用し

て 得 られ る涙液(mien  capillary n!ethod : MC 法).

採 取 に要 する時 間は 数秒で あ る.

試料 ②

Alcon Laboratory 製の シ ルマ ー試験 紙の先 端8mn!

を 用い, で き る限り 角膜, 結膜 との 接 触を 避 け るよ う

にし て 得 られ る涙液 い ニ スカス濾 紙法). 採 取に 要す

る時間 は数 秒で ある.

試料③

シ ルマ ー法に 準じ てシ ルマ ー試験 紙を15 秒 間 静置し

て 得 られ る涙液( 「 シル マ ー法」).

試 料④

東 洋濾 紙No.  5A から 作 成し た 直 径5mm の 円形 濾

紙 を 下 眼 険結 膜 嚢 内 へ15 秒間 挿 入 し て 得ら れ る 涙液

(結膜嚢 内濾 紙挿 入法).

試料⑤

MC 法 で用 いた ガ ラス毛 細管を 約7mm の長 さ にし,

その先 端 を シ ア ノア ク リレ イト系 の 瞬間 接 着 剤でrib

加工し, 反 応 側に は内 径約1mm のIntramedic 製 ポ リ

エ チ レ ン チ ュ ーブ を 約1cm 接 続 し たtubing を 作 成

し, 主涙腺 導管 内に 挿入 して 自然流 出 する 涙液( 導管

法).

試 料⑥( 結膜 組織)

家 兎球 結膜組 織を 手術 用顕 微鏡下 に て 約lmg  (湿重

量)採 取し, 100μ1 の生理 食塩 水中でhomogenize し た

試料.



昭和62年4 月10日 涙液の採取法に関する研究・石田他

表1 各成分測定のための高速液体 クロマト グラフィー条件

成分 カ ラ ム
流速(ml/min)
温度

移  動  相

D GSH

2うAsA

3) 蛋白

4) CTM

Zorbax nh2

(4.6mmx15cm)

Zorbax nh2

(4.6mmx  15cm)

Shim-pack

Diol-150

(7. 9mm  x 25cm)

Shim-pack

(6.0mm  x 15cm)

1.0

(40 °C)

I.0 

(25で)

1.0

(35で)

0.8

(35 °C)

0.()35M-CH3COONa ・HCl Buffer  (PH 3.5) :15

Methyl Alcohol             二4

Acetonitrile               : 1

ImM kh2po4, 0.  ImM-Homocysteine 水溶液:20

Methyl Alcoh01(PH 4.5)        二4

Acetonitrile               : 1

0. lM-Na2SOi

0.02M-KH2P04}

0.01M-Na2HP04  (PH 6.5)

6mM-KH2P04,  2.3mM-Na2HP04} 水溶液

0.3mM-EDTA ・2Na,  3mM-TEABr  (PH 7.4):14

Methyl Alcohol             : 5

Acetonitrile               : 1

還元型グルタチオン: 涙[ 气
二 詰 こ 暼

ミU 卜
‰

→

(pH  = 3.5)

ア ス コ ル ビ ン 酸: 涙液

蛋   白   質: 涙液

塩 酸 セ フ ォチ フ ム: 涙液

0。lM-KH2PO, 溶液
二10 倍 希釈-

生片食塩 水
一

生理食塩水

25倍 希釈   →

50倍希釈 一

図2 実験の手順

高速液 体クロマトダ ラフ

ポ ン プ:LC-3A 形
LC-5A 形

検 出 器:SPD-2A 形(UV)
RF-530 形

( ヶイ光)

記録装置: クロマトパ ック
C-R1B 形

表2 結果のまとめMC : microcapi 】lary method, mFP: タニスカス濾紙法, SMR:

「シルマ ー法 」, FPD: 結膜嚢内濾紙挿 入法.* は既報.

↓.涙腺導管
眼瞼 メニスカス

球結膜
MC 法 mFP SMR FPD

alb皿lin

涙液蛋 白

GSH

AA

CTM

1.77×103

1.81×104

non-detect

1.27

3.77

1.41×10

1.43×104

1.06*

2.01

3.20

6.87×10

1.35×104

9.37*

1.82×102

1.42×104

4.48×10*

2.12×102

1.28×104

8.56×10*

4.44×10

9.87

1.98×104

2.17×103

2.04×102

5.92×10

9.55×10

3. 採 取 した試 料中 の, 還 元型 グル タチ オン(GSH),

ア スコル ビン酸(AsA), 蛋 白お よび 静脈内 に投与 した

抗生剤( 塩 酸 セフ ォチ ア ム:CTM) を 経時的 に測 定し

た. なおCTM は家 兎耳 静脈 よ り, 体重lkg あた り100

mg をone shot で投与 し た.

4. 濃 度 測定方 法

成 分 の 測 定 は す べ て 高 速 液 体 夕p マ ト グ ラ フ

(HPLC) 法に よ り行っ た. 各成 分のHPLC 法 で の測定

(μg/ml)
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条件6)̃10)は表1 に示 す とお りであ る.

実験 の手順 は図2 に示 す とお りで あ る.

Ill 結  果

1. 試 料の 採取量

各種 の方法 で採取 し得 た涙 液量 は,MC 法 で2̃3 μI,

に スカ ス濾 紙法で 約3μ1,「 シルフ ー法」で5̃7 μI,結

膜嚢 内濾 紙 挿 入法 で5̃10 μ1で あ った. 導管 法 では1



(ガラス毛細管法)

(ガラス毛細管法)

還元 型 グルタチ オン

(結膜嚢内濾紙挿入法)

2
二

幸 二 二 二 二yE

()⑩]
(結膜嚢内濾紙挿入法)

5PEED

アスコルビン酸

(ガラス毛細管法)

万

¶

14'35← アスコルビン酸

爿3.29

(結膜嚢内濾紙挿入法)

SPEED

12
匹

1ド25.e1

2夕.7s35.31
43.2s

52.61

塩酸セフォチアム

(ガラス毛細管法) (結膜嚢内濾紙挿入法)

図3 グルタチ オン, アスコルビン酸, アルブミン, 涙液特異蛋白, 塩酸セフォチアムの クロマトダラフ. 結膜 組織の試 料に

はMC 法お よび結膜嚢内濾紙挿入法による涙液にみられる, retension time 7.21,7.83,8.21に相当する大きな3 つのpeak

がなく, アルプミソのpeak が際立っている.
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分間に約1μ1が自然流出した.

2. 測定結果

図3 にHPLC 法で得られた各成分のクロマドダラ

フを示す.

表2 および図4̃9 に各種の採取法で得られた各成

MC法 メニスカス「シルマー洫」結膜嚢内 主涙腺 球結膜
濾紙法    濾紙挿入法 導管内

図4 試 料 中 のGSH 濃 度. 主 涙 腺 導 管 内 涙 液 に は

GSH は 検 出 さ れ な か っ た.

(
{
日
｀
励
ご

咄

鴫
X
Q

φ

MC 法 結膜嚢内 MC 法 結膜嚢内 MC 法 結膜嚢内
濾紙挿入法   濾紙挿入法   濾紙挿入法

初回    5 分後    10 分後

図5 MC 法 と 結 膜 嚢 内 濾 紙 挿 入 法 の 連 続 採 取 に よ る

GSH 濃 度 の 比 較.
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MC 法 結膜豈内 主涙腺 球桔膜
濾紙挿入法 導管内

図6 試 料 中 のASA 濃 度.
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MC 法 メニスカス 「シルマー法」結膜嚢内 主涙腺 球結膜
濾紙法    濾紙挿入法 導管内

図 フ 試 料 中 の ア ル ブ ミ ン 濃 度.MC 法 で は 約1/3 の 場

合 に 検 出 さ れ な か っ た.

MC法 メニスカス「シルマー浅」 結膜嚢内 主測湶 球結膜
濾祇法     濾紙挿入法 導管内

図8 試 料 中 の 涙 液 特 異 蛋 白 濃 度. 濃 度 は ア ル ブ ミ ン

濃 度 に 換 算 し た.



70ソ478)

(
{
日
｀
？
}

翹

蝴

｀
‘
卜
O

MC 法 結膜嚢内 主涙腺 球結膜
濾紙挿入法 導管内

図9 試料中のCTM 濃度. CTM 静脈内投与後20分

で の濃度.

分の 測定結 果を示 す.

1) 各成 分の採 取方 法に よる濃 度 の変動

i) GSH  (図4)

球 結膜組 織 には 大量 のGSH が検 出 され た が, 導 管

法で 得ら れた涙 液に は全 く検 出さ れず,MC 法, に ス

カ ス濾紙 法,「 シル マ ー法 」,結 膜嚢 内濾 紙挿 入法 の順

で, 検出濃 度が 増加し た.

ii) AsA  (図6)

球 結膜 組織内 濃度 と結膜 嚢内 濾 紙挿 入法, 導管 法 と

MC 法 は, それぞ れ近 似し た値 が得 られた.

iii) 涙液 蛋白( 図7,  8)

涙液蛋 白 のうち アル ブ ミン濃 度 は採 取方法 に よって

大 きな差 異を 認め, 特 にMC 法で はほ とん どそ の存在

を 認め なか った. し かし, 涙液特 異蛋 白は4 法い ずれ

の採 取法 で もそ の濃 度 にほ とん ど差異 がな かった.

iv)  CTM  (図9)

CTM 投 与 後20 分で, 球 結膜 組 織 内 濃 度 は95.5μg/

ml を 示 し た が, 結 膜 嚢 内濾 紙 挿 入 法 で は9.87μg/ml

で球 結膜 組 織内濃 度の 約十 分の一 であ った. 導管 内涙

液 で は, 3.77 μg/ml,  MC 法で は3.20 μg/ml で 有 意差

がなか った.

2) 涙 液の 連続採 取に よるGSH 濃度 の変 動( 図5)

5 分毎 に 涙液 の連続 採取を 行 うと,MC 法で は 初回

の値 と比 較し,2 回 目,3 回目で もほ とん ど濃度 の変

動が なく, 約1μg/ml で あっ た. 結 膜嚢 内濾 紙挿 入法で
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は, 初回 値に 比較 し2 回 目,3 回 目で は顕 著に濃 度 が

低下 した.

IV 考  按

涙液 の採取 法の 違い によ り成 分濃度 の測定 結 果に 差

異 が生じ る こと は, Haeringen111 の酵 素 に関 す る報 告

で指 摘 されて い る. 涙液 の浸透 圧町こ関し て も, 採取 時

の刺 激 によ り変 化す るこ とが知ら れて お り, 涙 液採 取

時 に刺激 や眼 組織 に対 する損 傷を 与 えない よ うにす る

こ とは, 涙液 成 分の 分析にあ た って は最 も重 要 な課 題

であ る と考 えら れる.

従来 の涙 液の採 取法 には, capillary tube719"11̃15)や

microcapillary pipette161̃18)に より 涙液を 直 接採 取 す

る方 法, filter paper disclo)19)20)やSchirmer 試 験紙 な

どの濾 紙21)̃23)を 用い る方法, dry surgical sponge241251

を 用い る方 法な どがあ る. また, 採取 を 容易 にす るた

め に, 時 間を かけ た り, 刺 激を 加え た 引)鵈 生 理食 塩

水 を点 眼16)し て液量 を増 加し たり する 方法な ど も行 わ

れ てい るが, そ れら の中に は生理 的 環境を 変化 させ る

危 険性 のあ る もの も多 くみ られ る.

例え ば稲田 ら16)の報告 した タマ ネ ギ法,濾 紙法, 生 食

点 眼法 の結果 を みる と, 生 食点眼 法で は ほと んど アル

ブ ミン がみ られ ない のに対し, 角 結 膜に対 して 刺 傲辛

損 傷を与 え る と思わ れる タマ ネギ法 令濾 紙法で は 高濃

度 の アルブ ミンが検 出さ れてい る. これ は角 膜・結 膜

に 対す る刺 激や 損 傷 のた めに, 結 膜表 面 のbarrier が

破 壊 された 結果で あ ると考 えら れ る. ま七 生 食点 眼

法 は, 点眼 量を一 定 にして も, 点 眼 前に 結膜嚢 内 に存

在 して い る涙液 量が 不明 のため, 正 確な濃 度を 知 るこ

とがで きな い とい う問 題 が残 る.

今回 用い た採 取方 法の うち,MC 法 は涙液 以 外 の眼

組 織に 対す る接 触を ほと んど完 全に 避け うる 方法で あ

るが, ノ ニ スカス濾 紙法, 「シ ル17 一法」およ び結 膜嚢

内 濾紙 挿 入法は, そ れぞ れあ る程度 眼組 織 との接 触を

避 けえ ない 方法 であ る.

MC 法 で 涙液 を 採取し た 場 合に は, GSH は 約1μg/

ml で あ る が, 結 膜 嚢 内濾 紙挿 入法 で は85.6μg/ml と

なる こと7), また, CTM 濃 度 に関し て 払 静 注後20 分

の時点 で,MC 法で は3.2μg/ml に対し て, 結 膜嚢内 濾

紙挿 入法で は9.87 μg/ml とな る,)こ とを 既 に報 告し た

昿 今回 の結果 と合 せ考 える と, GSH.AsA, アル ブ ミ

ンお よび 静脈内 に投 与し たCTM は, 採 取材 料の 眼組

織 との接 触度 が増 すにつ れて 増加し た. さ らに, こ れ

ら の物質 は球 結膜 組織内 に大 量に 存在し てい る こと が
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今回 の実験 から 明 らか であ っ た. こ の こ とはHaerin-

gen が指摘 して い るよ うに角 膜や結 膜内 成 分 が濾 紙に

吸着 され たため であ る と考え られ る.

し かし ながら, 涙 液特 異蛋 白の よ うに球結 膜組 織に

は由 来し ない成 分で は, 涙液採 取 法の 如何に よら ず,

ほぼ 同 程 度 の値 が 得 ら れ た. Stuchell RN ら12'は,

Schirmer fj 】ter paper strip を用 いて 涙液を 採取 し た

場 合 と. ammonia を 用い て 鼻粘 膜刺 激 後 に流 涙 を 生

じ させ,cap Ⅲary tube で 涙液 を採取 し た場 合 を比 較

し いず れの 場合で もlysozvme,  lactoferrinな ど の涙

液 特 異 蛋 白 濃 度 に は 差 異 は み ら れ な かっ た が, al-

bumin,  transferrin, IgG な ど の 血 清 由 来 の 蛋 白 濃 度

は, 前者 の方 法で は非 常に 高 く, 後 者の方 法で は低 く,

顕著 な差 が みら れた と報告 して いる. 今回 の アル ブ ミ

ン と涙液 特 異蛋 白の結 果は, こ の事 実を 支持 する もの

であ る.

導管 法で は, AsA, 涙液 特異蛋 白, CTM はMC 法に

よっ て採取 された涙 液中 の濃 度 とほぼ 同程 度であ った

が, GSH は全 く検 出 されず, ア ルブ ミンは 結膜 嚢内濾

紙挿 入法で 得 られた 濃 度よ りも 高値で あっ た.

主 涙腺導 管内 涙液 中 のア ルブ ミン濃 度が, か な り高

値を示 し たのは,MC 法に よ る涙液中 に は アル ブ ミン

がほ とん ど存在 しな い こと より, 導管 への 挿 入の際 に

tube で導管 壁を 損傷 し, 組 織の アル ブ ミン が混 入し た

ためで あ る と考えら れ る. 従 って, 導管 挿 入に よる 涙

液採取 が. Thorig and Haeringen13* の 指摘 す るほ ど,

主 涙腺 分泌 液 のみを 採 取す る有 用な手 段 とは, 必ずし

も考 え難い.

GSH は, 従来 の報 告 どお り角膜 ヒ皮 には 多量 に存在

する が, 結 膜組 織内 には 多量 に存 在す るこ とが, 今回

の結 果か ら明 らかで あ り, し か も導管 法で は全 く検出

され なか った こ とより, 角 結 膜表 面の障 害を 示すpar-

ameter とな り うると考 えら れる.

GSH と同 様の議 論が, AsA につ いて も 考 えら れ る

が, 結 膜嚢 内濾 紙挿 入法 と結膜組 織中 の濃度 が近 似し

たこ とよ り, AsA はGSH とや や異 な り, 結 膜の 表層

にの み存在 す ると考 え られ る.

また, 今回の 実験 に みら れ るよ うに,MC 法で採 取し

た 涙 液 中 のCTM 濃 度 と, 主 涙 腺 導 管 内 涙 液 中 の

CTM 濃度 の値 とがほ ぼ 一 致 する こ とか ら, 正常 な状

態 で. CTM は結 膜面 から は 分泌 され るので は なく, 主

涙 腺 から分 泌さ れる と考 える こ とがで きる.

従来 の報 告に みら れるmicrocapillary pipette 法や

cap Ⅲary tube 法 で は, 多 量の 試料 を確 保す るた めに,
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何 らかの 刺激 を加 えて流 涙を 起こ させ るも のがほ とん

どであ り, そ のよ うな方 法で 得ら れた涙 液は 必ず しも

生 理 的 に 存 在 す る 涙 液 と は 言 い が た い. 今 日で は

HPLC 法 に より1̃2 μ1とい うご く 微量 の 試 料 の分 析

が可能 とな って きて い る6)̃10)ので, 眼瞼 メニ スカスの

涙液 量で十 分 に成 分分 析が可 能で あ る. また,MC 法

は, 毛 細管 現 象を利 用す る ので瞬 時に涙 液 の採取 が可

能であ り, 連 続採 取の 実験 で もGSH 濃 度 にほ と んど

変動 がみ られ ず, 涙液採 取に際 し て眼組 織に対 す る刺

激 のほ とんど ない, す ぐれた 採取 法であ る と考え られ

る. 従って, 眼組織 に対 し刺 激や 損傷を 与え ず涙 液を

採取 する方 法 として は, 今 回用い たMC 法が 最良 な方

法であ る と思 われ る.

V 要  約

1. 涙液 を,MC 法, メ ニス カ ス濾 紙法,[ シル マ ー

法], お よ び結膜 嚢 内濾 紙 挿入 法 の4 種 の 方 法で 採 取

し, 涙液中 のGSH,  AsA, タンパ ク, お よびCTM の

濃度を, 主 涙腺 導管 内お よび 結膜組 織内 のそ れら の値

と比較 す るこ とに より, 涙液 の採取 法に 関す る検討 を

行 った.

2. GSH,  AsA, アル ブ ミン など の結膜 組織中 に多 量

に含 まれ る成 分は,MC 法で は殆 ど 認め られ なか った

昿 ノ ニスカ ス濾紙 法, 「‾シ ルマ ー法」, 結膜 嚢内濾 紙

挿 入法で は, 濾紙 と角・ 結膜 との接 触 の程度 が増す に

つ れて高濃 度 の結果 が得 られ た.

3. MC 法 に よる5 分毎 の連続 採取 でぱ, GSH 濃 度

は一 定値 を示し た が, 結 膜嚢 内濾 紙挿 入法で は, 初回

と5 分後,10 分後 では 大き な濃度 差が みら れ,MC 法 の

再 現性 が確認 され た.

4. 主涙 腺導 管 から の涙 液 にはGSH は検 出 さ れず,

また, CTM 濃 度 はMC 法に よるy ニ スカス涙 液内 の

CTM 濃 度の値 とほぼ一 致し, GSH の 起源 は結膜・角

膜で あ り, CTM は主涙腺 由来 であ ろ うと考 えら れた.

5. 以上 の こ とから, 濾 紙 によ る涙液 の採取 では, 濾

紙 と角結 膜 との接 触は避 けが たく, 接 触の程 度 によっ

て は, そ れら の組織 を損 傷す る結果 となる. その ため,

組 織の成 分を 採取 するこ とに よ り, 純粋 な涙 液 とは言

い がたい.

従 って, 涙 液の研 究 におい ては, ガ ラ ス毛 細管を 用

いて, 採 取時 の刺激 や損 傷に よっ て生じ る成 分を混 入

し ない涙 液を採 取す べ きであ る と考え る.

稿を終えるにあたり, 御指導, 御校閲頂きました, 窪田靖

夫教授に深謝致します.
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また, 本実験の一部は, 文部省科学研究費奨励研究A, 課

題番号61771347 の援助を頂いた.
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