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ヒアルロン酸ナ トリウムの安定性に関する研究 (図 10)
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要  約

新 しく開発 されたヒアルロン酸ナ トリウム(HA‐Na)(分子量約200万 ,粘度約40000セ ンチポアズ)の眼圧 ,

角膜厚,炎症反応,角 膜内皮に対する影響 を猿眼を用いて検討 した。カニクイ猿14頭の前房内を,HA‐ Na(0.2

ml)で置換 し,術前および術後を経時的に観察 しその影響を検討 した。対照 としてオペガー ド①‐MAを使用 し

た。HA‐ Na群 においては,浮遊細胞の前房からの消失に遅延が見られたが,フ ィブリンの析出を抑制 した。

眼圧は術後 2時間目から上昇を認め4時間目で最高眼圧44.0± 1.4mmHg(平均値±標準誤差)に達 したが
,

24時間目には正常値に復 した。角膜厚は一過性 に軽度に増加 したが,術後 3日 目にはほぼ術前値 に復 した。

ⅡA‐ Na置換眼の角膜内皮細胞は,スペキュラーマイクロスコープでの形態観察及び平均細胞面積の算出では

影響が認められず,透過電子顕微鏡による組織学的検索においても異常所見を認めなかった。HA‐ Naの猿眼

に対する影響は軽度であると推察された。 (日 眼 92!1705-1711,1988)

キーワー ド :ヒ アルロン酸ナ トリウム,眼圧,フ ィブリン,角 膜厚,角膜内皮細胞

Abstract
The effects of newly developed sodium hyaluronate (HA-Na) on intraocular pressure (IOP),

corneal thickness, postoperative inflammation, and corneal endothelial cells were evaluated. HA-Na
(0.2m1) with molecular weights of 2.0X106 and viscocity of 40,000cp was used to replace the aqueous

humor of one eye in cynomolgus monkeys. The contralateral eye was replaced with Opegurad @ MA
(0.2m1) and served as control. Postoperative inflammation observed with slit lamp microscopy, IOP
and corneal thickness were measuredat2,4,6 and 12 hours, and 1,2,3,7,14,30,60 and 90 days after
the replasement. The peak IOP was 44.0+1.4mmHg (mean+S.E.) 4 hours after replacement of
aqueous humor with HA-Na. The IOP decreased to a normal level within 24 hours. There were no

changes in the mean endothelial cell size or structure of the corneal endothelium. These results
suggest that HA-Na might cause transient elevatien of IOP but no functinal nor structural changes
in the corneal endothelium. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 9221705-1711, 1988)

Key words: Sodium hyluronate, Intraocular pressure, Fibrin, Corneal thickness, Corneal endoth
elium)

I緒  言

ヒアル ロン酸ナ トリウム (以下 HA‐Naと 略す)は ,

1934年 に Meyerl)ら によって牛硝子体 より初めて分離

された N‐ アセチルグル コサ ミンとグルクロン酸から

なる高分子ムコ多糖であ り,生体内組織に広 く分布し
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ていることが知 られている2).結合組織や硝子体中に

存在 し,高い粘性を有 して各組織を物理的衝撃から保

護すると共に,水分保持に役だっている3).眼科領域に

おいては,臨 床的 に,自 内障手術4),人 工水晶体挿

入5)～ 7),角
膜移植術8)9)等 の際に,手術空間の維持,角膜

内皮等の眼内組織保護を目的として広 く利用されてお

り,その有用性は,既に認められている。実験動物を

用いた研究では,HA‐ Naの眼圧,角膜厚,角膜内皮細

胞数,眼内各組織への影響
10卜 12)(角

膜内皮細胞,隅角

線維柱帯),眼内および眼組織からの消失 13)～ 15)等 につ

いて詳細に検討されてお り,HA‐Naが角膜内皮細胞

の保護に有効であ り,更に眼内組織に毒性を示さない

ことが証明されている。HA‐ Naの 前眼部手術におけ

る Shock Absorberと しての役割,手術空間の維持効

果および術後の眼圧上昇は,分子量および濃度に関係

なく,そ の粘性に依存することが報告されている16)17).

特に術後眼圧に関 しては,カ ニクイ猿を用いた報告で,

粘度72000セ ンチポアズの HA‐Naを用いた場合,術後

90分で最高眼圧67mmHgに達し,粘度1000セ ンチポア

ズ の HA―Naで は,術 後 4時 間 目に,最 高 眼圧29

mmHgに上昇することが報告されているH)。 これらの

ことから,我 々は臨床応用において,術後の眼圧上昇

が比較的少なく且つ,手術空間の維持に優れていると

思われる粘度約40000セ ンチポアズの HA‐Na溶液を

開発 した。今回は,こ の新 しく開発した HA‐Naの 安全

性を確かめるために, カニクイ猿を用い,術後の炎症

反応,眼圧,角膜厚,角膜内皮細胞に対する影響につ

いて生理学的および組織学的見地から検討 したので報

告する。

II 実験方法

被検物質として,HA‐Na(平均極限粘度 :約 31.3,

推定分子量 :約200万 ,濃度 :1%,溶媒 :リ ン酸緩衝

液 pH7.3,HOYA株 式会社)を用い,対照物質には,

家兎角膜内皮細胞に障害を与えることが少なく,ま た

臨床的にも安全性の確認 されているオペガー ド③MA
(0‐MA千寿製薬)18)19)を 用いた。実験動物にはカニク

イ猿 (cynomolgus monkey,3.5～ 5.Okg)雄 14頭を用

い,片眼の前房を HA― Na(0.2ml)で置換 し,対照と

して他眼を 0‐MA(0.2ml)で置換し,術後,炎症反応 ,

眼圧,角膜圧,角膜内皮細胞に対する影響について経

時的に検討した.14頭の猿は 2頭ずつ 7群に分け,そ

れぞれ術後 1, 3, 7,14,30,60,90日 目に眼球を

摘出した.
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塩酸ケタミン (30mg/kg)の 筋肉内投与により猿を

全身麻酔し,術中,麻酔の状態に応 じて,適量の塩酸

ケタミンを追加投与 した.前房置換には 2本 の27G注

射針付ディスポーザプルシリンジを用い,一方のシ リ

ンジを注入用 とし,他方のシリンジは前房水採取用 と

した.猿眼に表面麻酔液(0.4%塩酸オキシプロカイン
,

参天製薬)を 1滴点眼し,手術顕微鏡下に注入用注射

針を 2時方向の角膜輪部より, また前房水採取用の注

射針を10時方向より前房内に挿入 した。その後ただち

に前房水を徐々に採取 しつつ,前房深度がほぼ正常に

保持されるように被験物質 (0.2ml)を 注入し前房置換

を終了した。前房置換時には前房内に挿入された 2本

の注射針が角膜内皮,虹彩および水晶体に接触しない

ように注意した。

術後の細隙燈顕微鏡による前眼部の観察,角膜厚お

よび眼圧の測定は,前房置換前 日,置換後は眼球摘出

まで 2, 4, 6,12時 間目1, 2, 3, 7,14,30,

60,90日 目に行なった。前房内フレアーあるいは遊出

細胞の程度は,Delinger and Balazsの基準
20)に準拠 し

て評価し, フィブリンはその析出眼数 とした。角膜厚

の測定には,三島・ Hedbys2つ らの改良型のパキメー

ター (Haarg‐Streit社 )を用い角膜中央部を 5回測定

し,そ の算術平均値を用いた。眼圧の測定は,空気圧

平式電子眼圧計 (Alcon社 )を用いた。各々の猿の正

常眼圧値は,置換前 日の午前中 4回眼圧を測定し,そ
の平均値とした。角膜中央部の内皮細胞の形態の観察

は,接触型広視野スペキュラーマイクロスコープ (甲

南キーラー社)22)を 用いて行なった。撮影後フィルム面

上に40倍 に拡大 された内皮細胞を印画紙上に400倍 に

拡大プリントした後,印画紙上の内皮細胞を径0.6mm

の製図用ベンで トレースし,イ メージアナライザー(浜

松テレビ社)を用いて,各 々の内皮細胞面積および平

均細胞面積を算出し,その後 トレース線分の補正を行

なった23).測定は,前房置換前日および置換後眼球摘出

までそれぞれ 1, 3, 7,14,30,60,90日 目になっ

た。なお,置換後 1, 3日 目は,ス ペキュラーマイ

クロスコープのコーンレンズ接触による角膜上皮に対

する影響を軽減するため,眼球摘出日にあたる猿のみ

を測定し,それ以外の観察日についてはすべての猿に

ついて測定を行なった。以上の検査はすべて麻酔下で

おこないT検定による有意差判定をおこなった。

組織学的検索は,術後 1, 3, 7,14,30,60,90

日目に適量のベン トバルビタールナ トリウムの静脈内

投与により,猿を屠殺 したのち眼球を摘出し行なった .
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摘出眼球は,4℃ で2.5%グ ルタルアルデビド,2.0%ホ

ルマ リン溶液固定後,角膜輪部より全周切開 し,角膜

片とした後,角膜中央部で半割し,一方を光学顕微鏡

標本に他方を透過電子顕微鏡標本とした。光学顕微鏡

標本はヘマ トキシリン・ エオジン染色をおこない観察

した。透過電子顕微鏡標本は, 1%四酸化オスミウム

による後固定を行ない,ア ルコール系列により脱水し
,

Quetol‐812に包埋 した.そ の後,Reihert OmU‐ 3にて

超薄切片を作製し,酢酸 ウラン・硝酸塩の二重染色を

おこない,日 立 H300電子顕微鏡にて観察,写真撮影し

た.

III 結  果

1 前房置換後の炎症

細隙燈顕微鏡による観察で前房内のフレアーは,術

後 2時間 目では両群 とも観察眼すべてに認め られた

が,時間経過 とともに徐々に減少し術後 3日 目には両

群 ともに観察されなかった.遊出細胞は,術後12時間

までは両群に大きな差はみ られなかったが,術後24時

間目に,HA‐ Na群の方が 0‐MA群に比較 して多 くみ

られた。術後 3日 目には両群間の差はなくな り,術後

7日 目には両群とも遊出細胞を認めなかった。 フィブ

リンの析 出は,0‐MA群 では,術後 2時間 目に 9眼

(n=13)術後12時間目で 4眼 (n=13)術後24時間で 1

眼に析出を認めたが,HA― Na群においては,術後24時

間目に 1眼 (n=14)の み析出を認めたのみで明かに少

なかった (図 1).

2 角膜厚の変化

角膜中央部の厚さは,前房置換前日の値は,0.38±

0.02mm(平均値±標準誤差)(n=14)で あった。術後

12時 間後 よりHA‐Na群の角膜厚が 0‐MA群 に比べ

若干増加す る傾向が見 られた。術後 1日 後 には HA・

Na群 は0_43± 0.03mm(n=13)で あり,0‐MA群 は

0.40± 0.03mm(n=13)を 示 したが以後徐々に減少し,

3日 後 には, HA―Na群 は0.40± 0.02mm(n=13),

0‐MA群 は0.39± 0.02mm(n=13)と な り両者 ともに

はぼ置換前値に回復した. しかし,全観察期間を通し

て両群間に有意差はみられなかった (図 2)。

3 眼圧の変化

両群 ともに術前値は,18.6± 1.3mmHg(平均値士標

準誤差)(n=14)と 有意差を認めなかった。HA‐Na群

の眼圧は術後 2時間目には40_9± 2.2mmHg(n=14)

であ り,0‐MA群の値20.9± 0.6mmHg(n=13)と の

間に有意差がみられた(p<0.01)。 HA‐Na群では術後
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mmHgと な り0‐MA群 の16.3± 1.OmmHgと の間に

有意差を認めなかった。それ以降は両群 とも同様の眼

圧を示 した(図 3).な お 0‐MA置換眼の内,前房水の

漏れを確認した 1眼の結果は除外した。

4 角膜内皮細胞の形態

スペキュラーマイクロスコープによる角膜内皮細胞

の観察の結果,両群の内皮細胞の形態には特に異常は

認め られず,術前の観察 としても変化 は認め られな

かった (図 4a,b,5a,b,6a,b).HA― Na群の平均

内皮細胞面積は,術前296± 10μmm2(平均値±標準誤

差)(n=14),置換後 1日 目では301μmm2(n=2),7
日目では291± 8μ mm2(n=10),90日 目では283μ mm2

(n=2)で あり術前値 と統計処理可能な術後各観察日

との間に有意差は認められなかった。0‐MA群 の平均

内皮細胞面積は,術前値300± 9μmm2(n=14),術後 1

日目,291μ mm2(n=2),術 後 7日 目292± 1lμmm2

(n=9),術後90日 目では282μ mm2(n=2)で あり術

前値 との間に有意差は認められなかった (図 7)。

5 組織学的検索

日眼会誌 92巻  10号

Time              (days)

図 7 HA‐Naお よび 0‐MA置換後 の角膜内皮細胞

の平均細胞面積
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電子顕微鏡写真による観察において,術後 1日 目で

は,両群ともに角膜内皮細胞質内の ミトコンドリアの

膨潤が認められた (図 8a,b).し かし術後 7日 目には

ミトコンドリアの膨潤はほぼ正常に回復 し(図 9a,b)

図4a,図 5a,図 6a HA― Na置換前のスペキュラーマイクロスコープによる角膜内皮

細胞写真.× 40
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図 8a,9a,10a HA‐ Na置換後 1,

D:デスメ膜,N:細胞核

図 8b,9b,10b O‐ MA置換後 1,

Diデスメ膜,N:細胞核

7,90日 目の角膜内皮細胞の透過電子顕微鏡写真

7,90日 目の角膜内皮細胞の透過電子顕微鏡写真

また,術後 14日 日以降,術後90日 目においては異常所

見を認めなかった (図 10a,b)。 また両群間に形態学的

に差は認められなかった。細胞膜,核,ま た ミトコン

ドリア以外の細胞内小器官,デ スメ膜などについては
,

全観察期間を通 じて異常所見を認めなかった。

IV考  按

前眼部の観察において前房浮細胞の遊出眼数は
,

HA‐ Na群が 0-MA群に比べ,術後24時間日に多 く観

察された。岩田らは,分子量80万の HA‐Naは24時間以

内に,分子量164万 の HA‐Naは,48時間以内に家兎前

房より消失することを報告している24).谷
島らは,分子

量約82万 の HA‐Naを用いたカニクイ猿の実験 より,

乳酸 リングル液 と比較した場合,前房内浮遊細胞の消

失が遅れる傾向を示すと報告 しているH).ま た増田ら

も,Healon ①の臨床試験において術後の前房内浮遊細

胞は対照 と比較 して Healon ③群 に多 く観察 され る

が, この傾向は術後数 日間のみに認められるものであ

り,HA‐ Naの前房からの消失にともない房水の流れ

がスムーズになることにより消失するため特に問題に

ならないと報告 している25)。
本実験において前房内浮

遊細胞が対照より長期間観察されたのも,粘度の高い

HA‐Naの前房内貯留に伴 う浮遊細胞の消失遅延によ

るものと推察される。またフィブリンの折出した眼数

は,HA― Na群が 0‐MA群 に比べて有意に少なかっ

た。フィブリンの前房内析出は血液房水柵破壊により

Prostagrandin系 が関与 しその結果引き起 こされるア

ンルギー反応がフィブリンの生成を促進することが報

告されているが26)27),HA― Naは粘度約40000セ ンチポ

アズの高粘性溶液であるためフィブリンの前房への流
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出が抑制されることと前房置換時に O‐M群に比 して

前房形態の変化が少ないため,血液房水棚破壊が少な

いことが推察される。更に,谷島らは,前房内に注入

された HA‐ Naが フィブリン凝固系の何らかの因子 と

結合することにより,前房内でのフィブリノーダンか

らフィブリンヘの変換を抑制すると推察している11)。

HA‐ Naを前眼部手術など臨床的に応用する際,現
在最も問題 となるのは術後の一過性眼圧上昇である。

この眼圧上昇は,分子量又は濃度に依存せずその高い

粘弾性による房水流出率の低下に起因すると報告 され

ている28).し かし粘度を下げすぎると手術空間の維持

性が劣るなど本来の使用 目的に支障を来 して くる。

Mac Raeらのカニクイ猿をもちいた同様の報告では
,

粘度72000セ ンチポアズの HA‐Na溶液では術後最高

眼圧は67mmHg(n=3)で あり12),粘
度1000セ ンチポ

アズの HA‐ Na溶液をもちいた谷島らの報告では,最
高眼圧29mmHg(n=7)で ある11)。 本研究にもちいた

HA‐ Naの粘度は40000セ ンチポアズで,術後眼圧は 4

時間 目に最高眼圧44.0± 1.4mmHgと 対照の17.7士

4.4mmHgに 比べ有意に増加した。 このことからも術

後眼圧上昇の程度はその粘性に依存すると考え られ

る。

角膜厚は,HA‐ Na群において,術後 1日 目に最 も増

加 したが,術後 3日 目には術前値 とほぼ同様まで回復

した.こ の傾向は,対照群においても認められ,観察

期間を通じて,対照群との間に有意差を認めず,HA‐
Naに よる角膜厚の変化は,一過性のものであ り,角膜

内皮の機能障害はほとんど無いものと考えられる.

電子顕微鏡による組織的検索において観察された角

膜内皮細胞の ミトコン ドリアの膨潤は,術後 1日 目に

おいて両群 ともに観察され,術後 7日 目には両者 とも

軽度になり,術後 14日 目以降術後90日 目まで観察 され

ないことから,HA―Naの影響ではなく,手術による機

械的侵襲のためであると考えられる。また,ス ペキュ

ラーマイクロスコープによる角膜内皮観察および平均

細胞面積にはとんど変化が無いことから,HA―Naは

猿眼角膜内皮細胞に障害をほとんど与えないものと考

えられる。

今回使用した分子量約200万の HA―Naは ,カ ニクイ

猿眼に対してほとんど障害を与えず,そ の粘弾性に比

して術後眼圧 も比較的低 く一過性であ り今後の臨床応

用が期待される。

欄筆にあたり増田寛次郎教授の御校閲に深謝致します。
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