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ウサギ緑膿菌性眼内炎に対する抗緑膿菌

免疫グロブリンの硝子体内注入 (図 11,表 1)
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要  約

ウサギ緑膿菌性眼内炎に対する抗緑膿菌免疫グロプリンの硝子体内注入の影響について検討 した。アルプミ

ンを対照として注入 し,眼内炎の臨床経過,硝子体培養,組織像,網膜電図,眼内生菌数などについて比較 し

た。実験 1:ウサギ 6匹 の右眼硝子体に緑膿菌 (5cfu)。 グロプリン (10mg)混合液を注入 し,左眼には菌 (5

cfu)。 アルブミン (10mg)混 合液 を注入 した.右眼は 6眼中 1眼 に眼内炎が発症 (16.6%)し ,左眼は6眼中

6眼に発症 (100%)し た。実験 2:ウ サギ 6匹 の両眼硝子体に先ず緑膿菌 (5cfu)を 注入 し, 1時間後に右眼

硝子体にグロプリン (10mg)を ,左眼にアルプミン (10mg)を 注入 した。左右眼の全例で眼内炎が発症 した

が,右眼は左に比べ,眼内炎が著明に抑制された。以上臨床経過の他,実施 した検索全てにおいても,抗緑膿

菌免疫グロプリン単独の硝子体内注入は,緑膿菌性眼内炎を抑制 した。 (日 眼 92:2120-2128,1988)

キーワー ド :眼内炎,緑膿菌,免疫グロプリン,硝子体内注入,ウ サギ

Abstract

The efrect of the intravitreal injection of anti-pseudomonas globulin in pseudomonas endophthal-

mitis was investigated using albino rabbits. In the frst experiment we injected a mixture of five viable

cells of pseudomonas aeruginosa and 10mg of human anti-pseudomonas globulin into the vitreous

cavities of the right eyes of six rabbits. The left eyes were injected with pseudomonas and human

albumin as the control. They were clinically followed for five days and then enucleated for vitreous

culture and histology. The right eyes showed no clinical findings except one eye, whereas all left eyes

progressed to endophthalmitis. Pseudomonas were recovered fmom one right eye and all left eyes. The

left eyes showed typical histopathological findings of panophthalmitis with marked intraocular
inflammation and destruction, which were not seen in the right eyes, except for one eye. In the second

experiment the vitreous cavities of six rabbits were injected with five cells of pseudomonas, and one

hour later the right and left vitreous cavities were injected with 10mg of globulin and albumin

respectively. They were clinically followed for six days and ERGs were recorded. The viable cell

numbers of pseudomonas in the vitreous cavities were also counted at given times using another nine

rabbits injected in the same way as above. All the eyes developed endophthalmitis, but the right eyes
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showed milder inflammation than the left eyes. ERGs of all left eyes became extinguished at 48 hours

but those of the right eyes did not. The viable cell numbers of the right eyes were much smaller than

those of left eyes at all given times. The above indicates that the intravitreal injection of anti-
pesudomonas globulin significantly suppressed pseudomonas endophtalmitis in rabbits. (Acta Soc

Opthalmol Jpn 92 : 2120-2128, 1988)

Key words: Endophthalmitis, Pseudomonas aeruginosa, Immune-Globulin, Intravitreal Injection,
Rabbits

I緒  言

今日一般に細菌感染の薬物療法には,全身,局所の

抗生物質療法 と, グロブリン製剤による全身免疫補助

療法の 2つ が考えられる.特に全身重症感染症に対し

ては,抗生物質に加えて,グ ロブリン製剤の全身投与

の併用が行なわれる.し かし細菌性眼内炎をはじめと

する重篤な眼感染症に対 しては,従来抗生物質の投与

のみがなされ,免疫 グロブリン製剤の投与はあまり検

討されていない。

現在,緑膿菌感染症は化学療法の発達にもかかわら

ず,全般にまだ難治であり,我々はその治療には常に

苦慮している。緑膿菌は角膜潰瘍の最 も重要な起炎菌

であり1),ま た眼内炎においては進行が迅速で眼内組

織破壊力が強 く2)3),視 力予後の極めて不良な点から,

眼科領域でも最も問題の多い菌の一つである。

過去,緑膿菌眼感染症に対 して,全身免疫による予

防や治療に関す る動物実験が報告 されている.田 中

ら4)は 緑膿菌の共通抗原である Original endotoxin

protein(OEP),お よび菌体外酵素の Protease,Elas―

taseの トキソイ ドを用いてウサギを免疫 し,緑膿菌性

角膜潰瘍の発症予防効果を報告 している.Kawahara‐

実験 1

緑膿菌|グ
ロブリィ,昆雀再夜

実験 2
緑膿菌

d>
t hour

joら 5)は マウスクこヌ寸して OEP,Protease,Elastaseヤ こ

対する抗体を有する免疫グロブリンとDKBを筋注 し

て,緑膿菌性角膜潰瘍の発症予防に相乗効果をみとめ

ている。また大石 ら6)は モルモットの緑膿菌性眼内炎

に対し,抗緑膿菌免疫グロブリンとDKBを筋注し,や

はり両者の相乗効果を報告している。

今回我々は,局所免疫としてウサギ緑膿菌性眼内炎

に対して,抗緑膿菌免疫グロプリン単独を硝子体内注

入し,抗体が硝子体内で細菌感染防御に果す役割 りに

ついて検討した .

本実験は緑膿菌感染病理上興味深いだけでなく,細

菌性眼内炎に対する臨床応用として考え得るグロブ リ

ン製剤の硝子体内注入の検討に資するものと期待され

る。

II 方  法

1.材料

1)動物 ;成熟白色ウサギ (2.0～ 2.5kg体重)21匹

2),百株 :緑駆艶菌75株 (Protease,Elastase,Exotox‐

in A産生株)を 102c。 1。ny_forming_units/ml salineに

調整した。

3)抗 体 :ヒ ト抗緑膿菌 免疫 グ ロブ リンで あ る

1.臨床経過

2.硝子体培養

3.組 織 像

臨床経過

ERG

眼内生菌数

ゆ

グロブリン

図 1 実験法の説明
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Pyocyanbuhn l ⑪ (ミ ドリ十字,大阪)を 200mg/ml

salineに 溶解した。本剤の PHA(間接赤血球凝集反

応)抗体価は抗緑膿菌共通抗原 (抗 OEP)80倍 ,抗
Protease 8倍 ,抗 Elastase 8倍 ,抗 Exotoxin 32倍 で

ある。

4)対照 :抗体に対するコントロールとしてはヒト

アルブミンを200mg/ml saHneに 溶解して用いた。

2.方法 (図 1)

実験 1:緑膿菌と抗緑膿菌免疫グロブリンが硝子体

の同一部位に同時に注入された時,なにが起るかをみ

るため,菌液とグロプリン溶解液の等量混合液を硝子

体に注入する実験を先ず行なった。

ウサギ 6匹をpentobarbital sodium(25mg/kg)で

全身麻酔の上,各眼から前房水を30gauge針 を用いて

0.lml抜 去して眼圧を下げ,右眼には菌液とグロプリ

ン溶解液 の等量混合液0.lmlを 硝子体中心部 に30

gauge針付注射筒で注入した。他方左眼は対照として

菌液とアルブミン溶解液の等量混合液を同様に注入し

た。

接種後 5日 間毎日,手持ち細隙燈顕微鏡 (コ ーフ)

を用いて眼内炎の臨床像を観察した。臨床像の程度判

定は前述2)の 方法で0～ 6点 までの採点を行なった。

さらに5日 間の観察後,19gauge針付注射筒で各眼の

硝子体を0.lml程 吸引し,緑膿菌選択培地である

NAC寒天培地にて培養した。ついで,眼摘してホルマ

リンに固定後,眼球を眼軸にそって 2分割し,パ ラフィ

ン包埋の上,害」面に平行な切片の HE染色標本の眼内

組織所見を鏡検した。

実験 2:緑膿菌を先ずウサギ硝子体に接種し, 1時

間後改めて硝子体に抗緑膿菌免疫グロプリンを注入し

た場合にはどうなるかをみた。 ここでは臨床経過,網
膜電図 (ERG),眼内生菌数の動態について調べた。

ウサギ15匹を麻酔後,前房水を抜去し,両眼の硝子

体内に緑膿菌液0.05mlを 接種した。1時間後,右眼硝

子体には抗緑膿菌免疫グロブリン溶解液0.05mlを 注

入し,対照の左眼にはアルプミン溶解液0.05mlを 注入

した。

うち 6匹は眼内炎の臨床経過ならびにERG記録用

に用いた。臨床像は 6日 間毎日実験 1と 同様に観察し

た。ERGは菌接種前,接種後24時間,48時間の計 3回 ,

ERG記録装置 (半 田屋)ER502を 用いて記録した。ウ

サギは暗順応せずに未散瞳で一定照明下 (50～ 100/x)

にて,点眼麻酔の上,角膜にコンタクト電極,頭皮に

不関電極,耳介に接地電極をおき,501oulesの 光刺激を
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眼前約5cmはなして行ない,時定数30msecで 記録 し

た。

残 9匹のウサギは眼内生菌数の動態をみるために用

いた。菌接種後 6時間,24時間,48時間の 3時点で,

3匹 6眼ずつ摘出し,硝子体全てを眼球毎に採取 し,

前述の平板培養法2)にて眼内生菌数を算定した。

なお全実験を通じ, ウサギ眼の各処置に際 しては,

薬物の影響を考慮して抗生物質点眼を含む滅菌操作は

行なわなかった.

III 結  果

実験 1

1.臨床経過 (図 2)

1)菌・アルブミン混合液注入群 :左眼6眼全例に眼

内炎が発症した。 6眼中 5眼は 1日 後すでに臨床像ス

コアが3.5か ら5.5ま でに分布し, 2日 後には 5眼 とも
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図2 眼内炎の臨床経過,線は平均値 (実験 1)

図 3 接種後 4日 の対照眼 (実験 1)
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2.硝子体培養 (表 1)

1)菌・アルブミン混合液注入群 1左眼 6眼全例の硝

子体より緑膿菌が分離された。

2)菌・グロブリン混合液注入群 :右眼 6眼の 1眼か

ら緑膿菌が分離 されたが,他の 5眼からは菌は分離さ

れなかった。

3.組織像 (図 5, 6)

1)菌・アルブミン混合液注入群 :左眼 6眼全て強膜

は穿孔してお り,前房 と硝子体は炎症細胞で充満 して

いた.網膜,脈絡膜構造の破壊をみとめた (図 5).

2)菌・グロブリン混合液注入群 :右眼 6眼の うちの

1眼はアルブミン群 と同様の所見がみられたが,他の

5眼は病的所見をみとめなかった (図 6)。

実験 2

1.臨床経過 (図 7)

1)菌接種後アルブミン注入群 :左眼 6眼は接種当

日から眼内炎の発症をみとめ, 6日 後まで全て重症の

眼内炎の病像を示した.以下経時的に個別スコアをみ

てみる。接種後10時間の観察では,ス コアは 3眼が0.5,

他は1.0,3.0,4.0で あ り,すでに平均スコアで1.6と

なった。24時間後になるとスコアは 1眼が4.0, 3眼

5.0, 2眼 5.5で あ り,平均で5.0を記録した(図 8下 ).

2日 後には 1眼が5.0,1眼5.5,4眼6.0と なり平均5.8

となった.4日 後では 1眼が5.5, 5眼 6.0で平均5.9,

6日 後では 1眼が4.5, 2眼 5.0, 3眼 6.0で 平均5.4で

あった.

2)菌接種後グロブリン注入群 :右 眼 6眼の平均ス

コアは全時点で,ア ルブミン群左眼 6眼のそれよりも

低値で経過 し, より軽度の眼内炎症状を示した。つま

り10時間後でのスコアは 6眼全て 0であった。24時間

後になると 1眼 に眼内炎症状が出現してスコア3.0と

最高値の6.0に達 して 5日 後まで同スコアで持続 した

(図 3)。 残 りの 1眼は 1日 後,2日 後にスコアは1.0で

あったが, 3日 後から5日 後までは0.5であった。

なおこの群での 5日 間の平均スコアの動きは4.1,

5.2,5.1,5.1,5.1で あった。

2)菌・グロブ リン混合液注入群 :右 眼 6眼中 5眼は

5日 後まで眼内炎の発症を全 くみ とめず,ス コアは 0

であった(図 4)。 残 りの 1眼は 2日 後まではスコア 0

であったが,3日後で発症しスコア5.0と なり,さ らに

4日 後,5日 後には6.0と なった.な おこの群での 5日

間の平均スコアは 0, 0,0.8,1.0,1.0で あり,全時

点でアルブミン群よりはるかに低値であった。

図4 接種後 4日 の抗体注入眼 (実験 1)

表 1 硝子体培養結果 (実験 1)

ど製`冥
R(Globu‖ n) +

L(Albumin) 十 + + + + 十

図 5 :接種後 5日 の対照眼の HE染 色標本,(× 40)

(実験 1)

図6 接種後 5日 の抗体注入眼のHE染色標本,(×
40),網膜剥離はartefact(実験 1)
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なったが,残 りの 5眼はいぜん 0の ままであり, スコ

ア平均は0.5で あった(図 8上).2日 後には 2眼が 0,

1眼 4.0, 2眼 4.5, 1眼 5.0と な り平均スコアは3.0と

なった。 4日 後にはじめて全例が眼内炎症状を呈する

日眼会誌 92巻  12号

に至 り,6眼の各々スコアは2.5,3.5,4.0,4.5,5.5,

6.0と ばらつ きをみせ平均で4.3と なった.その後 6日

後では 6眼各々は2.0,3.0,3.0,3.5,4.5,6.0と な

り平均スコア3.7と なった.

2.ERG(図 9, 10)

1)菌接種後 アルブミン注入群 :左眼 6眼 について

みると,24時間後ですでに全例で,a tt b波 とも大幅に

減衰し,48時間後には全例波形は平坦となった(図 9).

2)菌接種後 グロブリン注入群 :右眼 6眼 について

みると,24時間後ではERG波形は 1眼た りとも平坦

とならず,48時間後になり, はじめて 4眼 の波形がほ

ぼ平坦 となったが,他の 2眼はまだ波形が残存した(図

10).

3.硝子体内生菌数の動態 (図 11)

1)菌接種後 アルブミン注入群 :接種後 6時間をみ

ると,3眼の菌数/眼は各々1.7× 104,2.2× 104,3.5×

104/眼であった。24時間後の 3眼では各 9々.6× 107,

9.8× 107,1.9× 108/眼 となった。48時間後の 3眼 は

各 3々.5× 105,5.0× 105,6.3× 105/眼 に減少し,硝子

体内生菌数は24時間値が最高値であった.

2)菌接種後グロブリン注入群 :接種後 6時間をみ

ると,3眼の菌数/眼は各 ,々2.5× 10,5.0× 10,7.5×

10/眼 であった。24時間後でも大幅な増殖はなく,3眼
各々は2.5× 10,7.5× 10,4.3× 102/眼であった。48時

間後では,3眼各々の菌量は2.5× 10,1.6× 104,3.6×

106/眼 となって, 2眼で明瞭な増殖を示した.

IV考  按

今回の実験から,硝子体において緑膿菌は抗体の存

在下で,明 らかにその増殖を抑制 されることが判明し

た.以下 この事実をもとに,硝子体での化膿菌の液性

免疫について考察してみたい。

化膿菌に対する感染防御の主役は好中球・抗体・ 補

体である。化膿菌の大半は好中球が菌を取 り込んで殺

菌し処理 されている。化膿菌処理過程における抗体の

作用は大別 して 3つある7).第 1の作用は好中球の食

作用を助ける働 き,つまリオブソニン化である。第 2

の作用は菌 と結合して補体系を活性化し,菌を溶かす

免疫溶菌現象である。この現象はグラム陰性菌に限ら

れる。第 3の作用は補体を活性化 して,好中球走化因

子を産生する働 きである。以上,化膿菌に対する生体

各組織の防御 メカニズムが正常に働 くためには,その

場に好中球,抗体,補体の全てが必要 となる。この点 ,

硝子体 とい う環境はどうであろ うか.
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図7 眼内炎の臨床経過,線は平均値 (実験 2)
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図8 接種後 1日 の対照眼 (下)と抗体注入眼 (上 )

(実験 2)
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図 9 対照眼の ERG(実験 2)
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図10 抗体注入眼の ERG(実験 2)
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染については本研究全体を通 じて完全に否定はできな

いが,硝子体から緑膿菌を検出していることからも,

その可能性は少ないと思われる。

さらに実験 1と 実験 2の結果を比較すると,臨床経

過,硝子体内菌増殖などで抗体投与眼がアルブミン投

与眼に比べ,明 らかに抑制 されたことは両実験で共通

した傾向であった。ただし眼内炎の発症予防が実験 2

で成立 しなかった理由については,実験 1と 比べ,菌

接種 と抗体注入の時間差,お よび菌と抗体の別表注入

による硝子体内での両者の拡散動態のくいちがいなど

が考えられよう。この点については,薬剤の硝子体内

動態の一つ としても,今後検討を要すると思われる。

ここで話をかえ,抗体の殺菌以外の役割についても

考えておきたい。抗体は毒素や酵素活性を中和する働

きを持っている。ジフテ リア菌のように毒素が病変形

成に主に関与 している場合には,抗体の意義は極めて

大きい.緑膿菌は外酵素 PrOtease,Elastase。 )や外毒素

Exotoxin A10)な どを産生し,こ れらは角膜潰瘍の場合

には主要な病原因子であることが実証されている。こ

れらの毒素 。酵素が硝子体や網脈絡膜などにも障害を

与えうるとすれば,抗体はその毒性や活性を中和 し,

眼内組織障害を軽 くする可能性が充分期待できる。当

然これらの役割は抗生物質や抗菌剤には全 く期待でき

ないものである。

今後の課題 として,抗体の硝子体内での作用や意義

をより明 らかとするために,1)硝子体内での食菌をと

らえ,抗体眼と対照眼で比較する.2)硝子体内注入に

よる抗体・抗生物質の相乗効果をみる.3)緑膿菌の代

謝産物の網膜毒性とそれに対する抗体の抑制効果をみ

る。以上が必要であろう。

細菌性眼内炎は眼疾患の中でも,最 も緊急性が強 く

予後重篤であ り,常に迅速な細菌学的診断 と最大限の

内容を盛 り込んだ治療が要求 される。従来の治療に加

える新 しい予防法,治療法の一つとして,免疫グロブ

リンの硝子体内注入は,一般に硝子体への薬物移行の

不良な全身投与に比べ,投与量 も少量で済む能率的な

局所免疫療法と考えられ,抗生物質 との併用で臨床的

に検討 されてよいと思われる。 さらに桐沢型 ブ ドウ膜

炎などのウイルス性眼内炎に対 しても抗体によるウイ

ルスの中和などを期待して試みるべき価値のある治療

法と考えられる.

本稿は第17,18回緑膿菌研究会と第24回 日本眼感染症学

会で回演された。

稿を終えるにあたり,動物実験用抗緑膿ヒト免疫グロブ
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図11 眼内生菌数の動態 (実験2)

硝子体中の可溶性蛋白は主 として,網膜血管由来の

血清蛋白と推測 されているが,その量は血清 レベルよ

りはるかに低値である8)。

従って補体についてみると,

正常硝子体中には存在しないか,極めて微量 と考えら

れる。つま り硝子体は,好中球,抗体,補体が通常は

存在せず,一般化膿菌に対して極めて無防備な環境 と

言える。事実我 々が報告したウサギ眼内炎
3)で は,緑膿

菌 5個 を硝子体内接種しただけで,硝子体では細菌用

培地内と同様の菌増殖がみられ,48時間以内で全硝子

体は膿瘍 と化 し,ERGは全例平坦化した.

この辺で,今回得られた実験結果をふ り返って考え

てみたい.今回,抗体を硝子体内注入した所,前述3)し

た自然状態の硝子体内におけるのとは異なり,硝子体

培養や眼内生菌数の動態からも明らかなように,硝子

体中での緑膿菌の増殖は著明に抑制 された。この事実

を説明するためには,少なくとも菌 と抗体が硝子体内

注入された後,周囲組織の血管透過性が克進し,硝子

体内に好中球 と補体が出現 した と考えるべ きであろ

う。

実験 1は,抗体が眼内炎の発症自体を予防し得るこ

とを示した。ただ抗体注入眼の 1眼で 2日 目までスコ

ア 0で あった ものが 3日 目で急に発症したのは, この

眼だけは菌 と抗体の量的関係で殺菌が不完全で, 2日

目まで抗体がぎりぎりの所で菌増殖を抑制していた可

能性があると思われる.こ の場合,別の推測として他

眼から菌が血行転移した可能性は うすい。また混合感
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リンを提供して下 さった ミドリ十字株式会社に感謝 しま

す .
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