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補体及びマクロフアージの活性化を指標とした

眼内レンズ材料の起炎症性の検討 (図 6,表 10)

′目 島 健  司 (福岡大学医学部眼科学教室)

中 (福岡大学医学部徴生物学教室)
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要  約

眼内レンズ移植後の炎症の検討 として眼内レンズ製品及び種々のレンズ原料 を用い補体系 とマクロファー

ジの活性化に対する影響をin vitroで 調べてみた。補体系の活性化の程度 はラジオイムノアッセイによるC5

aの定量を指標 とし,マクロファージの活性化は化学発光 (ケ ミルミネッセンス)を測定することを指標 とし

た。その結果,補体系の活性化ではレンズの材質と形体及びエチレンオキサイ ドガス滅菌により影響を受ける

こと,ま た糖尿病患者では反応性が低いことが示唆 された。マクロファージの活性化に対する影響の点では,

エチレンオキサイ ドガス滅菌についてのみ検討をおこなったが,滅菌例では非滅菌例に比べて80%以上のケ ミ

ル ミネッセンス値 を示 しその影響を強 く受けると思われた。市販のレンズに認められた製品間の C5a値の違

いは上述の結果 と考え合わせレンズの材質 と成型方法,滅菌 と保存方法の違いによるものと推察 された。(日 眼

92:603-610,1988)

キーワー ド:眼 内レンズ,:補体,マ クロファージ,エ チ レンオキサイ ドガス,ケ ミル ミネッセンス

Abstract
Uncomplicated implantation surgery of an intraocular lens at the time of cataract extraction

much more frequently induces sterile inflammation than simple lens extraction. However, the extent
of the inflammation is variable in each case. In this report, therefore, we investigated the efrect of
intraocular lens materials and ethylene oxide gas (EO) sterilization on activation of complement
system and macrophage function. We evaluated levels of complement activation by measurement of
C5a des arg by radioimmunoassay, and we measured macrophage function by the assessment of yielded
chemiluminescence. In our first observation, all commercially available lenses showed difrerent levels
of CSa des arg after incubation with normal serum. Results of more detailed studies showed that the
complement activation depended on qualities and forms of the materials, and EO sterilization severely
affected this activation. Moreover, there was a signiflcant difrerence between normal and diabetic
people. Concerning macrophage activation, EO-sterilized material caused an increase of
chemiluminescence of approximately 80% more than non-sterilized control. (Acta Soc Ophthalmol Jpn
92:603-610, 1988)
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I緒  言

近年,各種疾患の診断,治療の進歩に伴い金属ある

いは高分子化合物などの種 々のバイオマテ リアルが医

用材料 として開発使用されるようになり,眼科領域で

も自内障手術に際して眼内 レンズ移植を行 うことは今

日では一般的な手術手技 となってきている。現在使用

されている限内レンズについては他の医用材料 と同様

に,安全性を充分に検討 した うえで製品化 されている

が,時 として眼内レンズ移植後に強い無菌性の眼内炎

の発症をみることがあ り,場合によっては炎症の遷延

化のために眼内レンズの摘出あるいは眼球 自体の摘出

を要す ることもある。。 こうした炎症の原因 として考

えられるものには

1.手術手技の巧拙

2.眼内 レンズの材質

3.移植 したレンズ自身による物理的刺激

4. レンズの滅菌に使用 した薬剤

5.被移植者の反応性

などが考えられるが, この うち 1と 3については移植

技術の向上やレンズのデザインの改良などにより解決

しうるが,そのほかの原因については不明なことが多

い。

最近,眼内 レンズ自身により血清補体の活性化がひき

おこされることが報告 され2)眼
内レンズ移植後の無菌

性の眼内炎の原因に補体系の関与が示唆されている。

補体系は異物侵入時に非特異的に活性化され抗体産生

以前の初期生体防御に重要な役割を果たしてお り,眼
の炎症 において も何 らか の関与 が指摘 され て い

る0)-5)。 またその活性化の過程で炎症反応に関与する

アナフィラ トキシンなどの物質を遊離放出することが

知られている(図 1)。 また現在,眼内レンズの滅菌に

一般に使用 されている ethylene o対 de gasは生体に有

害なため6)7)滅
菌後に充分なエアレーションを行 う必

要が指摘 されている3)。

今回我々は眼内 レンズ材料の

起炎症性を製品の差,材質の差,反応性の個人差及び

ethylene oxideに よる滅菌の影響について血清補体の

動向を radioimmunoassayに より計測す ることで比

較検討 し,ま た macrophageに 対するethylene oxide

の影響 も調べてみたので報告する。

II 実験方法

補体活性の定量は,検体 と人血清とを反応 させ補体

の活性過程 で生 じる C5aを radioiminunoassay kit
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図 1 補体の活性化の経路。右,古典的経路.左,第
二経路.眼内レンズは第二経路を通して補体系を活

性化する。C3a,C5aは アナフィラトキシン活性を持

つ 。

(ア マシャム社製)を用いC5a des arg量 を計測し活性

化の指標 とした。C5aの 計測は図 2に示すように採取

した血清をlmlずつにわけ, コン トロールとして血清

のみのものと血清に各検体をいれたものとを37℃ の温

水中で よく攪拌 しなが ら 3時 間 incubateし たのち

radio‐ immunoassayを 用 い て 測 定 した。radio‐

immunoassayに よる C5aの測定は抗原抗体反応に対

する濃度依存性の拮抗阻害を利用したものである。

1)予備実験 として現在実際に臨床的に使用 されて

いる眼内レンズ製品を用い補体活性化能を検討した。

実験には表 1に示すような 5社 5種類の製品を材料 と

して使用した。

血清は健康成人男子の末槍静脈 より15mlの血液を

採取 した後,室温中に 1時間放置 し充分に凝固 させ

2,500rpmで 遠心 し分離採取 した。得 られた血清は直

ちに 6本 の試験管に各lmlず つ分注 し 1本 をコン ト

ロールとし,の こり5本 に各眼内レンズ製品をいれ上

述の方法で C5aを計測した.

2)材質差の比較は表 2にあげた材料による血清補

体活性化能を計測 し検討 した。血清は健康成人男子の

静脈血20mlよ り分離 し 1)と 同様に C5aを測定した。

3)個人差の検討は一般的に眼内レンズの材料 とし

て用 い られている polymethylmethacrylateと poly‐

propyleneと を直径15mmの 円盤状のプレー トに成型

し (図 3)条件を一定にした うえで血清 と反応させた。
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血清は健康成人 8名 (平均年齢29.9歳 ),ア レルギー既

往のある成人 5名 (平均年齢28.8歳 ,及び糖尿病患者

5名 (平均年齢32.8歳)の 3群から採取 した.各群の

血清と材料 との反応および C5aの 測定は, 1)と 同様

の方法で行った。

血液

室温中に1時間放置

凝 固

2500rpm 10分間遠心

血 清

l mlに 分注

「

~~

コントロール

(血清のみ)

検 体

(血清+材料)

37・ Cの 温水中で

3時間振盪

C5a oiEllE (radio immunoassay)

図 2 C5aの 測定法

表 1 実験に用いたレンズ製品.製造社名及びレン

ズ, ループの材質.PMMA:polymethylmetlla・
crylate.PVDF:polyvinylidene■ uoride

4)ethylene oxide gasの 影響を検討するために
,

3)で用いたものと同様の polymethylmethacrylate

を材料 とし,ま ず補体の活性化に対して
,

① A群 :ethylene oxideで の滅菌処理をせずその

まま血清と反応させた.

② B群 :血 清と反応させる3週間前よりethylene

oxide gas内 に密封した.

③ C群 :血清と反応させる24時間前よりethylene

oxide gas内 に密封した.

④ D tt i ethylene oxide gasで 滅菌後エアレー

ションを行い2週間清潔空気中に保存し血清と反応さ

せた。

の 4群 にわけ実験を行った。血清は健康成人男子 6名

(平均年齢29.7歳 )の静脈血各10mlよ り分離 したもの

を使用 した。血清との反応,C5aの 測定は, 1)と 同

様に行った。さらに ethylene oxideの 毒性の検討 とし

て macrophageの 活性化への影響を調べてみた。maヽ

crophageな ど の 食 細 胞 は 食 作 用 に 際 し て

chemiluminescenceと 呼ばれ る化学発光を生 じるこ

図 3 円盤 状 の材 料.PMMA:polymethylmeth‐
acrylate直 径15mm,重 量170mg.PP i polypro‐

pylene直径15mm,重量80mg.

表 2 各高分子化合物

製造社名 レンズ材質 ルー′材質

メダ リオン

ORC
Rayner

STAAR

PMMA
PMMA
PMMA
PMMA
シリコン

PVDF
ナイロン

ポ リブロビレン

PMMA

検    体 形  状 重量 (mg)

フッ化 ビニ リデン (神戸大学 」:学部)

ポ リエチレン  (神 戸大学]i学部 )

ボ リプロピレン  (神戸大学工学部 )

ボ リメチルメタク リレー ト (メ ニコン,

ナイロン (メ ニコン)

シ リコン (メ ニコン)

ン リコンアラズマ (メ ニコン♪

ポ リプロビレン (メ ニコン)

フィルム状 5rr、n15mm
フィルム状 5mm 5mm
フィルム状 5mm 5mm
円盤状 直径15mm

円盤状 直径15mm

円盤状 直径15mm

円盤状 直径15mm

円盤状 直径15mm

“

る

鋼

η

昴

田

“

∝

´

PPPMIⅥ A



Stimulant +Macrophage
J

Metabolically Activated Macrophage

J

Oxidizing Species (Ol, HOOH, -OH, 'Or)

J

Luminol Luminol

J

Electronically Excited Aminophthalate Anion

Photon

Aminophthalate Anion (Ground State)

42- (606)

図 4 Chemiluminescence.刺 激を受けたマクロファ

ージは活性酸素を産生し,活性酸素はル ミノールを

酸化し化学発光 (chemiluminescence)を 発生させる。

表 3 Chemiluminescence測 定の検体.*ethylene o対 de

gaSと ルミノールとの直接反応の有無を調べるための

検体.

検 体 滅菌 (ethylene oxide tts) maCrOphage浮 遊液

試験管 1

試験管 2

試験管 3*

測定24時間前に施行

非滅菌 (コ ントロール)

測定24時間前に施行

(+)

(十 )

(― )

とが知られているが9)こ の chemiluminescenceを 測定

することで食細胞の活性化の程度を知ることが容易に

できる1°).我 々は BlolumatLB9505(Berthold社 製 )

を用いethylene oxide gasで 滅菌 したプラスチック製

試験管内に健康成人男子の末槍静脈血 より分離 した

macrophageを いれて Chemiluminescenceを 測定 し

た (図 4,5,表 3).

III 結  果

1)各製品の C5a実測値は,表 4に示すように最高

304ngか ら最 低 164ngま で,コ ン トロール比 で+
72.7%か ら-6.8%の 範囲の値であった。

2)表 5は眼内 レンズの原材料各種による血清 C5a

値である。神戸大学工学部提供の薄板状の材料では C5

aは コントロール比で40%以上の値を示 したが,メ ニ

コン提供の円盤状のプレー トでは最大26.1%上 昇を示

したにすぎなかった。

3)今 回行った個人差の比較では,健康成人群及びア

レルギー群においては各眼内レンズ材料を血清に入れ

て inCubateし た場合,C5a値 は血清のみのコントロー

ルに比べて有意差 (paired ttest,p<0.05)が 認めら
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図 5 Chemiluminescence測 定.ネ HEPES―ME:M:
1ヽJ-2-hydroxyethylpiperazine-2-ethanesulfonic

aCid緩衝液を加えたEagle's minimum essential

mediurn. **ltllninol, zymosan: luminOlは 100

mgを トリエチルアミン 50μgと ともに50mlの

水に溶解 して使用.zymosanは ヒト新鮮血清で

。pSoniZeし たものを5mM HEPES―MEM中 に

10mg/mlの懸濁液に調整して使用 .

表4 各製品の C5a実測値とコン トロール比.血清は

同一提供者 (年齢34歳健康成人男子)よ り同一時に

採取.Ⅲ コントロールは血清単独の C5a値
.

表5 各高分子化合物材料のC5a実測値.血清は34歳

健康成人男子より同一時に採取.・ コントロールは

血清単独の C5a値
.

静脈血採血 (ヘパリン加注射器)

|

l maCrOphage採 取 (Ficoll― COnray法 )

I HankS balanCedSaltS。
lutiOnで 細胞洗浄

maCrOphage浮遊液 (4× 105/ml,5mM HEPES― MEM*)

検体としたプラスチック試験管に

500μ lずっ分注

各試験管に増感剤 (luminol)20μ lと

刺激剤 (zymosan)20μ lを加える**

chemoluminescence iflJi€

製造社名 C5a tt ng/ml t :z 1' c - tvllfu
I ==:,/
)r'tt:/
ORC

Raynei

STAAR
a/lF-/1,'

164

304

300

248

180

170

-6.8

72.7

70.4

40.9

22

検    体
C5a値
ng/ml

a:/lP-tV
LL%

フッ化 ビニ リデン (神戸大学工学部 )

ポ リエチレン  (神 戸大学工学部 )

ポ リプロビレン  (神戸大学工学部 )

PMMA     (メ ニコン)

ナイロン    (メ ニコン)

シリコン    (メ ニコン)

シリコンプラズマ (メ ニコン)

ポ リアロビレン  (メ ニコン)

コン トロール *

ｍ
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65.3

21.7

0.0

3.3
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NO 年齢 血清 C5a値 (血 清+PMMA*)C5a値 (血清+PP料 )C5a値

１

２

３

４

５

０

■

３

平均±SD"

220

272

150

132

152

156

108

108

162.3=L53.00

286

298

220

210

280

280

168

232

246.8± 43.10
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田
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表6 健健成人8名 の同 材́料に対するC5a実測値.ホPMMA:p01ymethylme‐
thacrylate‥ PP:polypropylene.lSD:標準偏差.C5a値の単位はng/ml.

表7 アレルギー既往者の同一材料に対する C5a実測値.*PMMA:polymethyl‐
methacrylate.**PP:p01yprOpylene.lSD:標 準偏差.C5a値の単位はng/ml

5x105

Eoc(r)Mf (+) *

2xl06
EOC(-)Ml(+) **

EOC (+)Ml(-) ***

30 min_

図6 Chemiluminescenceの 経時的測定グラフ.ホ EOG(十 )M(十 ):ethylene oxide
gas滅菌を測定24時間前に施行しマクロファージをいれて測定.朴 EOC(―)M
(+):コ ントロール,滅菌をせずマクロファージの活性化を測定.ホ

料EOG(+)M
(― )iル ミノールとethylene Oxide gasと の直接反応を示す。

Ｐ

Ｍ

れたが,糖尿病群ではpolymethylmethacrylate,poly‐

propyleneと もにコントロールに対して差はなかった

(表 6).

4)ethylene o対 de gasに よる滅菌の影響は,エ ア

No 年齢 血清 C5a値 (血清十PMMA拿 )C5a値 (血清+PP料 )C5a値

平均±SD#

29

27

31

27

30

28.8

144

170

204

164

108

158.0:± 31.6

272

400

242

230

152

259.2」 =80.78

168

310

270

196

136

216.0+64.58
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レーションを施行 しなかった場合,C5a値 はコン ト

ロール比で100%以 上の上昇を示 したが,滅菌後エア

レーション処理 した場 合,polymethylmethacrylate

は55.8%の 上昇を示 したにすぎなかった (表 7).ma‐

crophageの 活性化 に対す るethylene o対 deの 効果

は,図 6及 び表 8に 記 したが グ ラ フは Biolumat

LB9505に よる実測図である.こ の場合 もエアレーショ

ン処理が未施行のものではコントロール比で80%以上

の chemiluminescence値の上昇が認め られた。グラフ

の最下方の線は増感剤 として使用 した luminolと eth‐

ylene oxide gasが 直接反応していないことを現して

いる。

IV 考  按

各種バイオマテ リアルを臨床応用す る場合,それぞ

れの材料は医療上有効な機能を持ちしかも生体に対し

て充分に安全なものでなければならない。現在各分野

においてより有効でかつ安全性の高い医用材料の研

究,開発が行われているが機能性 と安全性は必ずしも

日眼会誌 92巻  4号

ChemilumineSCenCe最 大値 (1()3CPM)

EOG滅菌 (+)

maCrOphage(+)

EOG滅菌 (― )

maCrOphage(+)
EOG滅菌 (+)

macrophage(― )

5048

2780

3

一致せず,優れた機能を持つ材料が有害な副作用を起

こすこともある.一般に医用材料を安全性の点から検

討することは,そ の生体適合性,あ るいは親和性を研

究することであ り,そ の要因は各材料の化学的及び物

理的性状と生体の反応すなわち動物の種差や個人差な

どであるn)～ 15)。 生体と材料 との反応を引き起こす化学

的原因となるものは材料に含まれる不純物や添加物が

もとになり溶出してくる低分子物質や,材料の分解物

表8 糖尿病者の同一材料に対するC5a実測値.*PMMA:polymethylmetha‐
crylate.料 PP:pdyprOpylene.lSD:標 準偏差.C5a値め単位はng/ml.

No. 年齢 血清 C5a値 (血清+PMMA*)C5a値 (血清+PP料)C5a値

１

２

■

４

，

平均 ＋
一
SDI

296

136

152

272

128

196.8± 72.02

300

168

200

272

124

212.8± 6506

392

152

168

232

108

210.4± 97.14

表 9 ethylene O対de gaSの血清 C5aに対する影響.対象は健康成人 6名 .検体はすべて

polymethylmethacrylate.コ ントロールは血清単独,A:ethylene o対 de gasで 滅菌せ

ず血清と反応.B:3週 間 ethylene OXide gaS内 に密封した後血清と反応.C:24時 間

ethylene O対 de gaS内 に密封して血清と反応.D:ethylene oxide gasで 滅菌後エアレ

ーションを行い清潔空気中に 2週間保存じ血清と反応.単位は ng/ml.SD:標 準偏差 .

ethylene o対 de gas濃度 :12%(ethメ ene oxide gas:12%,ジ クロジフルオルメタン :

88%)

N() 年 齢 a/le*)v A D

Ｄ

ｌ

ａ

ゝ

仁

贅

“

土均平

168

152

188

124

148

190

161.7± 232

248

232

290

180

186

200

2287± 44.4

400

380

434

318

326

402

376.7± 41.8 357.3:L430

”

“

Ю

”

３０

ｍ

216

248

386

208

220

234

252.0± 61.3

表10 ChemilumineSCenCe測 ,走:ず設1大値. ethylene OXide

gaS濃度 :12%(ethylene o対de gas:12%,ジ クロ

フルオルメタン :88%)
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などがあげられる。形態,表面の性状,荷電や生体内

での可動性などは物理的原因とな りうる。また同一の

刺激に対する生体の反応は個表で差のあることも医用

材料を考える場合は重要である.以上のことを念頭に

おき我々は眼内レンズの安全性を材質,個人差,及び

滅菌の影響の点から検討をおこなった。眼内レンズ移

植術は比較的安全かつ確実な手術手技であ り被術者に

とっても非常に有益なものである。 しかしながら症例

によっては術後に眼内炎症状を起 こしてくる場合があ

りこの うち早期に発症するものはステロイ ド剤が奏効

し予後の良いことが多いが,時に治療に反応せず不幸

な転帰をとることもある。 こうした合併症の発症を可

能なかぎり抑えるために種々の検討がなされている.

補体系の活性化は抗体の存在を必要 とする古典的経路

と抗体非依存性の第二経路と呼ばれるふたつの経路を

通して起 こるが,眼内レンズが引き起こす補体の活性

化はこの うち第二経路を通 して起 こることが最近報告

されている16)。 また補体系はその活性過程でアナフィ

ラトキシンと呼ばれる物質を産生することが知 られて

おりこれらには好中球の起性因子,血管透過性克進 ,

肥満細胞の脱顆粒,および平滑筋の収縮などの生物活

性があ り, この物質を直接前房内に注入した場合炎症

細胞の浸潤をともなった一過性の炎症が引き起こされ

ることも報告 されている17).Tubervineら 3)は 眼内 レ

ンズ自身が血清補体を活性化することを報告 し眼内レ

ンズ移植後の炎症との関連を示唆 してお り, また移植

レンズの材 質 に よ り補体系 へ の影響 が異 な る こ

と
“
)18),正常眼および炎症眼の房水中に補体成分が存

在すると言 う報告 もあ り19)～22)眼 内 レンズ移植後の炎

症に補体系が作用しているものと考えられる。今回の

結果では,製品化された レンズや レンズ材料 と血清と

を反応 させた場合,C5a値 はコン トロール比で-10%
から80%ま での範囲の変化が認められたが, この測定

値の変動は製品ではレンズの成型方法,滅菌方法及び

保存方法や保存期間の違いによるものと考えている。

また レンズ材料での C5a値 の差は素材の形体の違い

によるものと思われたが,不純物の混入なども考えら

れ, さらに詳細な検討が必要 と思われる.個人差につ

いて我々は年齢による差のあることをすでに報告 して

いるが,今回の結果では正常者 とアレルギー既往者に

差はなく糖尿病患者では前二者に比べて低い反応性を

示した。 このことは糖尿病者の易感染性との関連があ

るのではないかと思われる。また今回,滅菌の影響を

検討するために用いた ethylene oxide gasは 全身的に

も眼に対 して も障害作用を持つ こと6,7),滅
菌後充分な

エアレーシ ョンをする必要 があること8)23)眼
内 レンズ

を滅菌 した場合に術後の炎症の頻度が増す こと24)eth_

ylene oxide gasに 対す る抗体の存在や透析患者の慢

性過敏反応の原因と考えられて滅菌方法の変更が行わ

れていることが報告 されてお り25),今 回の結果で も直

接実験 に使用 した例では C5a値は コン トロールに比

べて倍以上 とな り強 く影響 しているもの と考 え られ

た.マ クロファージの活性化 も chemiluminescence値

を80%余 り上昇 させ ethylene o対 de gasは 眼内 レンズ

移植後の炎症 と関わっているものと考えられた。眼内

レンズの今後の改良にあた ってはより起炎症性の低い

材質の開発 とともにより安全 な滅菌方法及びそれに耐

え うる材料の検討 も重要であ り,今回我 々が用いた方

法はこうした安全性の検討 に有効なもの と思われた。

本研究は,財団法人臨床研究奨励基金 (1986年研究助成

金)の 援助を受けて行った。
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