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細胞外間質に対す る家兎培養角膜内皮細胞 の伸展について

一各種潅流液の影響~(図
5)
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要  約

角膜内皮の創傷治癒において内皮細胞の伸展は重要な治癒機転の一つである.各種眼内潅流液の角膜内皮修

復に対する影響 を検討するために,フ ィプロネクチン,ラ ミニンやコラーゲ ンなどの細胞外間質上で家兎角膜

内皮細胞が伸展する時に潅流液の存在がその伸展にどのように影響するかを検討 した。培養 した家兎角膜内皮

細胞を各種潅流液 (オペガー ド①MA,BSS ①,BSS ①プラス,ラ クテックQ生 理食塩水)中 に浮遊 させ,あ

らかじめフィプロネクチン,ラ ミニン,コ ラーゲン I型およびIV型 でコー トしたプラスチック培養皿上に播種

した。37°Cで45分間培養 した後,固定・染色し,写真撮影後,細胞の伸展面積 をdigitizerに て測定 した。角膜

内皮細胞は用いた潅流液にかかわ らず 4種の細胞外間質に反応 し,特 にフィプロネクチンに最 も良 く反応 し

た。フィプロネクチンあるいはラミニンを基質とした場合,ォペガー ドOMAお よび BSS ①プラスの存在下で

細胞は最 も大 きく伸展 した。コラーゲ ン I型 に対 してはォペガー ド①MA,BSS ③プラスおよび BSS ①の存在

下で大きく伸展 した。コラーゲンIV型の上では,オペガー ド①MAの存在下で伸展の促進が認められた。これ

らの結果から,家兎培養角膜内皮細胞は種々の細胞外間質 (フ ィブロネクチン,ラ ミニン, コラーゲン)に対

する受容体 を有 し,こ れらの細胞外間質に反応 して大 きく伸展することが明 らかとなった。角膜内皮細胞はこ

れらの細胞外間質の上で伸展する時,オペガー ド①MAが 最 も良い環境 を与えることが明 らかとなった。眼内

手術に用いる眼内潅流液としてォペガー ド①MAお よび BSS ①プラスはともにきわめて有用であることが明

らかとなった.(日 眼 921843-849,1988)
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Abstract

The spreading of corneal endothelial cells is one of the important mechanisms of the wound

healing of the corneal endothelium. To investigate the efrects of intraocular irrigating solutions on

the wound healing of the corneal endothelium, we measured the spread area of cultured rabbit corneal

endothelial cells on various extracellular matrices (fibronectin, laminin, collagen type I and IV) in the

presence of the intraocular irrigating solutions (Opeguard @ MA, BSS @, BSS @ Plus, Lactec @ and

saline). Cultured corneal endothelial cells responded and spread well on these extracellular matrices.

On the fibronectin or laminin matrix, the area of the spread cells increased in the presence of
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()peguard(D IIA and:BSSl ①。()n collagen type I,the cell area signincantly increased in the presence Of

either()peguard C)IⅣ IA,BSS ① OriBSS`Plus.()n collagen type IV,only the presence Of()peguard O

MA stintulated the spreadillg Of the cells.These results demOnstrated that the rabbit cOrneal endOth‐

elial CellS COuld reSpOnd tO the eXtraCellular matriCeS and that the preSenCe of()peguard R IIA or 13SS
(3)Plus iprovided favOrable collditiOns for tihe spreadillg Of cOrneal endOthelial cells.The present results

alSO SuggeSted that bOth ()peguard(D llA and BSS(D Plus are benencial fOr spreading of cOrneal

endOthelial CellS during WOund healing after intraocular surgery.(Acta Socく )phthalin01 Jpn 92:843
-849, 1988)

Key words: Intraocular irrigating solutions, Corneal endothelial cells, Cell spreading, Extracellular
matrix, Wound healing

I緒  言

白内障手術,角膜移植術あるいは無水晶体眼におけ

る硝子体手術等において,内皮細胞の損傷の程度は術

後の成績を決定する大きな因子である。 ヒトにおいて

角膜内皮細胞は増殖せず,新 しく細胞数が増加するこ

とはない。種 々の眼内手術に伴い角膜内皮細胞が障害

された場合,欠損・脱落した部位に対して隣接する周

辺の内皮細胞が伸展・移動 し,欠損した部分を覆 うこ

とにより修復する1)2)。 _方,近年眼内手術に際 して ,

種々の眼内潅流液が臨床的に用いられている。水川 ら

の人工房水についての研究に始まり3),大
鳥らは前房

水のイオン組成ときわめて類似 した眼内潅流液を開発

するとい う観点からオペガー ド③MA(S‐ MA2)を 開発

した4)～ 7)。

米国においてもEdelhauserら は,BSS Oあ
るいは BSS ③プラスなどの潅流液を開発した8)9).臨 床

的にもオペガー ト'OMAあ るいは BSS Oプ ラスが有

用であることが報告されている10)～ 16)。 これらの眼内潅

流液が角膜に対してどのような影響を与えるかとい う

点について多 くの研究がなされているが,基本的に従

来の研究は潅流液を用いることによって角膜内皮細胞

がどの程度障害されるかとい う観点からのみなされて

きている8)9)16)。
前述のように角膜内皮細胞の修復は

,

損傷部周辺の細胞の伸展および移動によるが,一般に

細胞が伸展する際,フ イブロネクチン,ラ ミニン, コ

ラーグン I型あるいはコラーダンIV型 などの足場 とな

る細胞外間質 (extracellular matrix)が きわめて重要

な役割を果 している17).

損傷部で観察 されるように内皮細胞が伸展す る時

に, これ らの眼内潅流液が角膜内皮細胞の伸展にどの

ような影響を与えるかを知ることを目的として本研究

を行った。 この目的のために,培養 した家兎角膜内皮

細胞を用いて,角膜内皮細胞が フイブロネクチン, ラ

ミニンあるいはコラーダンなどの細胞外間質の上で伸

展する時に,各種の潅流液が細胞伸展に対してどのよ

うな影響を与えるかを検討 したので報告する.

II 実験方法

1.実験材料

本研究に用いた潅流液はオペガー ド①MA(千 寿製

薬),BSS ①プラス(ア ルコン社),BSS ①(ア ルコン社 ),

乳酸 リングル (ラ クテックQ大 塚製薬)お よび生理食

塩水 (大塚製薬)である。 フィブロネクチンは既報の

ごとくクエン酸添加家兎血奨 よ り,ゼ ラチン結合セ

フアロース4B親和性カラムクロマ トグラフィーを用

いて精製 した18).EHS sarcOmaょ
り精製 したマウス

のラ ミニンは COnabOrative Research社 より購入 し

た。酸可溶性 コラーダン I型 (Cenmatrix la ①)お ょ

び牛水晶体嚢由来コラーダンIV型 (Cenmatrix lv③ )

は新田グラチン社より提供 された。培養用96穴 mult‐

iwellプ レー トはファルコン社のものを用いた。体重

2.5か ら3kgの 自色家兎は粟津実験動物より購入 した。

2.角 膜内皮細胞の培養

自色家兎をベントバルビタールで屠殺したのち全眼

球を摘出した.その後角膜を摘出し内皮細胞 と共にデ

スメ膜を剥離 した。剃刀で細切 した後,15%牛胎児血

清を含む培養液 (TC199)で培養 した。 2週間後に角

膜内皮細胞はデスメ膜から outgrowthし て cOnnuent

な状態になった。培養皿からデスメ膜の断片を取除い

た後さらに内皮細胞を トリプシンで処理して単細胞浮

遊液を調製 し継代培養した。実験の時には単層培養細

胞を リン酸緩衝生理食塩水 (PBS)にて洗浄後 トリブ

シンで景」離 し家兎角膜内皮細胞の単細胞浮遊液を作成

した。細胞数は血球計算板を用いて測定した。

3.細胞伸展の測定

家兎血漿 フィプロネクチン, ラミニン,酸可溶性 コ
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ラーゲン I型 , コラーゲンIV型 (50μ g/ml)を 96穴 プラ

スチック培養皿の各穴に75μ lずつ分注 し室温にて60

分間プラスチック表面に吸着させた。その後血清を含

まない TC199で十分に洗浄した。前述のように家兎角

膜内皮細胞の単細胞浮遊液を調製した後遠心にて異な

る 5種の眼内潅流液で洗浄し,種 々の潅流液中の浮遊

液 (1× 106細 胞/ml)を作成した。あらかじめ4種類の

細胞外間質でコー トしたプラスチック培養皿の各穴に

家兎角膜内皮細胞 (1× 104細胞/穴)を 播種し45分間

37℃ でincubateし ,細胞を伸展させた。反応終了後

10%中性ホルマリンで細胞を固定し流水にてホルマリ

ンを除去した後, 1%ク リスタルバイオレット (95%

エタノール中)で 10分間染色した。位相差顕徴鏡で細

胞の形態を観察し写真を撮影した.一定の倍率で印画

紙に写真を焼きつけた後 digitizerで 最低100個 以上の

細胞について細胞面積を測定し,平均細胞面積を算出

した。全ての実験成績は6回 の実験の平均値±標準誤

差 (SEM.)で表した。統計的処理は Student t‐ testに

て行った。

III 結  果

角膜内皮細胞をフィブロネクチン,ラ ミニン,コ ラー

ダン I型あるいはコラーグンⅣ型のマ トリックスの上

で,反応させた時の細胞の伸展の形態変化を図 1に示

す。角膜内皮細胞を何もコートしてない無処理のプラ

スチックの上で反応 させると小さな丸い細胞 として接

着 しているのみで,細胞の伸展は認め られなかった。

プラスチック培養皿をフィプロ不クチンでコー トする

と細胞は大きく伸展 しているのが観察 された.ラ ミニ

ンでプラスチックをコートした場合で も角膜内皮細胞

は大きく伸展 した。 コラーグン I型で コー トしたプラ

スチック培養皿の上では細胞は伸展す るが,その伸展

の程度はフィプロネクチン,ラ ミニンあるいはコラー

ゲンIV型 に比 してやや小さかった.コ ラーダンIV型 で

コー トしたプラスチ ックの培養皿の上では,内皮細胞

は大きく伸展 しているのが観察された。 このように細

胞の形態は用いた細胞外間質によって異なるがフィブ

ロネクチン,ラ ミニン,コ ラーグン I型あるいはコラー

ダンIV型 のマ トリックスに対して角膜内皮細胞が反応

し伸展することが観察された.

次に各種潅流液の存在下でこれらの 4種の細胞外間

質に対する角膜内皮細胞伸展反応が, どのような影響

を受けるかを定量的に検討した.図 2に示すようにプ

ラスチック培養 皿 をあ らか じめ50μ g/mlの 濃度 の

'     籠

図 1 細胞外間質上における家兎角膜内皮細胞の形態

変化.培養家兎角膜内皮細胞を, フィプロネクチン

(A),ラ ミニン (B), コラーダン I型 (C), コラー

ゲンIV型 (D)で コー トした培養皿上および何もコー

トしていないプラスチック培養皿 (E)上に播種し,

45分後に固定染色した後,位相差顕微鏡で観察した。
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オベガードRMA

BSSR Plus

BSSR

ラクテック
ト'注
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0         4000        8000       12000

細 胞 面 積 けr)

■ フィカネクチン(50″ g/祀)□ 無処理プラスチック

図2 フィプロネクチン上での家兎角膜内皮細胞伸展

に対する各種潅流液の影響.フ ィプロネクチンに対

する細胞伸展はオペガード③MAの 存在下で BSS
O(p<0_001), ラクテック①(p<0.001)お よび」三〕里

食塩水 (p<0.01)に比し有意に伸展していた.BSS
Oプ ラスの存在下で BSS ③(p<0.001),ラ クテック
③ (p<0.005)お よび生理食塩水 (p<0.05)に 比し

有意に伸展していた.

フィブロネクチンでコー トさせた。オペガード①MA,
BSS ①プラス,BSS Sラ クテ ック③および生理食塩水

が存在する条件で角膜内皮細胞をコートしたフィブロ

ネクチンの上で反応させた。図 2に示すように,無処

理の培養皿の上での細胞は用いたどの潅流液が存在す

る状況でも,平均面積は約1,000μ m2で著明な差は認め

られなかった.一方, フィブロネクチンでコー トする

と,オ ベ ガー ド③MAが 存 在 している条件 で は約

11,000μ m2と 細胞は大きく伸展 していた。BSS ③プラ

スの存在下でも同様に角膜内皮細胞はフィプロネクチ

ンの上で,大きく伸展した。 これらの 2つ の潅流液の

間には差は認められなかった。それに対しBSS ①, ラ

クテック③あるいは生理食塩水が存在している条件で

は細胞は フィプロネクチンの上で伸展するが, オペ

ガー ド①MA,BSS ⑬プラスの時に比較して,約70%程

度にしか伸展 しなかった.こ れ らの成績は角膜内皮細

胞がフィブロネクチンのマ トリックスに反応して伸展

する時,オ ペガー ド⑪MAお よび BSS ①プラスの存在

がきわめて良い環境を提供す ることを示している.

ラミニンを50μ g/mlの 濃度で プラスチック培養皿

に吸着させたマ トリックスの上での角膜内皮細胞の伸

日眼会誌 92巻  5号

オベカード・ MA

BSS'Plus

BSSR

ラクテック"注

生理食塩液

0         4000        8000       12000

細 胞 面 積 (ポ )

||ロ ラミニン(50″ g/祀)E三]無処理プラスチック

図 3 ラミニン上での家兎角膜内皮細胞伸展に対する

各種潅流液の影響.ラ ミニンに対する細胞伸展はオ

ペガー ド①MAの存在下で,生理食塩水 (p<0.02)

に比 し有意に伸展していた。BSS ③プラスの存在下

で生理食塩水 (p<0.05)に比 し有意に伸展 してい

た。

展の結果を図 3に示す。 フィブロネクチンマ トリック

スの上での成績と同様に, ラミニンマ トリックスの上

で もオペ ガー ド③MAが 存在す る と細胞面積 は約

12,000μm2と ,大 きく伸展していた。それに比しBSS
③プラス,BSS ⑪あるいはラクテ ック①の存在下ではオ

ペガー ド①MAの存在下での成績の約80%と ,細胞の

伸展の度合いがやや少ない傾向が認められた。さらに

生理食塩水の存在下では細胞の伸展 した面積は約50%

に減少 していた。これらの結果より角膜内皮細胞がラ

ミニンのマ トリックスに反応する時には,オ ペガー ド

①MAの環境が最も良いことが明らかとなった。

コラーダン I型 (図 4)あ るいはコラーグンIV型 (図

5)を コー トし,それらのマ トリックスに対する角膜

内皮細胞の上での反応性を検討 した。フィプロネクチ

ンや ラミニンと同様にオペガー ド①MA,BSS Oプ ラ

スあるいは BSS Oが存在する時には,角膜内皮細胞は

コラーダン I型の上で大きく伸展 していることが明ら

かとなった.し かしラクテ ック①や生理食塩水が存在

している条件下では,内 皮細胞はコラーゲン I型には

ほとんど反応 しなかった.一方 コラーダンIV型に対し

てはオペガー ド⑪MAが存在するところでは最も大 き

な細胞面積を示した。BSS ①プラスの存在下では細胞

の伸展は オペガード①MAの 場合の約80%で あ り,
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オペガード°MA オベガードⅢMA

BSSn Plus BssR Plus

BSS・
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ラクテック・ 注 ラクテック
.R‐

注

生理食塩液 生理食塩液

0      2000    4000     6000     8000

細 胞 面 積 (μイ)

■ コラーゲンI型 (50μ g/祀)□ 無処理プラスチック

図4 コラーダン I型上での家兎角膜内皮細胞伸展に

対する各種潅流液の影響.コ ラーダン I型 に対する

細胞伸展はオペガード③MAの存在下で, ラクテッ

ク③(p<0.001)お よび生理食塩水 (p<0.001)に 比

し有意に伸展していた。BSS ③プラスの存在下でオ

ペガード①MA(p<0.05),BSS ③(pく 0.05), ラク

テック⑪ (p<0.001)お よび生理食塩水 (p<0.001)

に比し有意に伸展していた.BSS ①の存在下でラク

テック③ (p<0.001)お よび生理食塩水 (p<0.001)

に比し有意に仲展していた。生理食塩水の存在下で

ラクテック③(p<0.01)に比し有意に伸展していた。

BSS ①が存在 している時には更にそれ よ り少 し小さ

く,細胞の伸展が抑えられた形で観察 された,コ ラー

ゲン I型のマ トリックスに対する時 とは異なり,角膜

内皮細胞はラクテ ック①や生理食塩水で もある程度伸

展した.

IV考  按

角膜の内皮細胞は水の代謝に関係 し,角膜実質の含

水量を調節することにより角膜透明性の維持に重要な

役割を演じている。角膜内皮細胞の機能不全や欠損に

より角膜実質の浮腫が生じ,視力が障害 される1)2)。 _

般に細胞が障害 された場合,欠損部修復の機序として

損傷周辺の細胞の伸展・移動と増殖が考 えられる。し

か しながらヒ トにおいては角膜内皮細胞は増殖 しな

い。したがって損傷部周辺の内皮細胞が伸展・移動し,

さらに 1個 1個の細胞が大きく拡大す ることによって

欠損部を覆い角膜内皮細胞の単層構造を維持し,再び

角膜実質の含水量を正常化する19).細 胞が伸展・移動す
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■ コラーゲンV型 (50″ g/祀)□ 無処理プラスチック

図5 コラーダンIV型上での家兎角膜内皮細胞伸展に

対する各種潅流液の影響.コ ラーダンⅣ型に対する

細胞伸展 は オペ ガード③MAの 存在下で BSS O

(p<0.001), ラクテック①(p<0.001)および生理食

塩水 (p<0.001)に比し有意に伸展していた.BSS
⑪プラスの存在下で, ラクテック⑪(p<0.005)お よ

び生理食塩水 (p<0.02)に比 し有意に伸展してい

た。

る時にはフィプロネクチン, ラミニンあるいはコラー

ダンなどの細胞外間質が大きな働きを演じる。さらに

細胞が移動する時の化学的な環境 も重要である17).図

1に示すように培養 した家兎の角膜内皮細胞は, フィ

ブロネクチン, ラミニン, I型およびIV型 のコラーゲ

ンなどの細胞外間質によく反応 し,そ れらの上で大 き

く伸展する。 これ らの結果から角膜内皮細胞が伸展す

る時に細胞外間質が きわめて良好な場を提供す るこ

と,お よび角膜上皮細胞の治癒で見出されたのと同じ

ように20), これ らの細胞外間質が角膜内皮細胞の創傷

治癒に重要な役割を演 じていることが示唆される。

手術用顕微鏡,精巧な手術器具や縫合針の開発によ

り眼内手術手技は飛躍的に改善された.特に自内障の

手術においては,眼内レンズの開発 とともに手術成績

がきわめて良好 となってきた。したがって, より良好

な術後成績を得るためには自内障摘出術の際に,いか

にして角膜内皮細胞を保護するかということが最も重

要である。粘弾性物質であるヒアルロン酸の開発 と,

種々の眼内潅流液の開発が行なわれてきた。 ヒアル ロ

ン酸を術中用いることにより手術操作に必要な空間を

日

_」
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確保するのみならず,角膜内皮細胞への物理的侵襲を

防止することができる。一方,手術中に用いる限内潅

流液 として,大鳥および Edelhau∝ rは 独 自に オペ

ガー ド③MAお よび BSS Oや BSS ①プラスを開発 し

てきた4)-9).こ れらの眼内潅流液の角膜内皮細胞に対

す る障害 は きわめて少 な い こ とが報告 され て お

り8)～ 16),多 くの臨床成績からオペガード③MAも BSS
①プラスも眼内手術の際の角膜内皮細胞の消失および

障害を最小限におさえ, したがって術後の角膜の透明

性を良好に維持していることが明らかにされている.

今回の研究から明らかになったように,角膜内皮細胞

が細胞外間質に反応 して伸展す る時に,オ ペガー ド①

MAや あるいは BSS ①プラスが存在するときわめて

よく細胞が伸展することが明 らかとなった。 このこと

は臨床的にすでに報告されているようにオペガー ド③

MAや BSS ①プラスが角膜内皮細胞を障害 しないの

みならず,手術操作によって避けえないわずかな角膜

内皮細胞の消失に反応 して損傷部周囲の角膜内皮細胞

が伸展・移動し欠損部を再被覆 しようとする際にきわ

めて良好な化学的環境を提供するものと考えられる。

しかし BSS ③やラクテック①あるいは生理食塩水のみ

が存在 している条件ではこれ らの細胞外間質に対する

角膜内皮細胞の反応性が乏 しいことが明らか となっ

た.

現在眼内手術に用いられているオペガー ド①MAあ
るいは BSS ①プラスは,既 に報告 されているように角

膜内皮細胞に対して障害が少ないのみならず,一旦障

害された内皮細胞の修復過程で,細胞が細胞外間質に

反応して伸展する時にきわめて良い環境を提供するも

のであると考えられる。角膜内皮細胞の修復,即 ち隣

接部から欠損部への伸展・移動 という観点からは, オ

ペガー ド①MAと BSS ①プ ラスになんら有意の差異

が認められず,共 に優れた眼内潅流液である。

本研究は第91回 日本眼科学会総会において発表した。
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