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眼内レンズ表面に見られる膜様物の免疫組織化学的研究
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要  約

家兎眼 (3羽 , 3眼 )に 眼内 レンズを移植 して, 7日 目に摘出 し,眼内レンズ表面の膜様物 を免疫組織化学

的に検討 した.膜様物は抗フィプロネクチン血清 に陽性反応を示 し,膜様物の構成成分はフィプロネクチンが

含 まれることが確認された.ま たフィプロネクチン以外の血奨成分に対する抗血清にも陽性反応を示 し,膜様

物の構成成分はフィプロネクチンを含む血漿の混合物であることが示唆 された。(日 眼会誌 94:1074-1078,

1990)
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Abstract

Surface membranes of intraocular lenses implanted in three rabbit, were studied immunohisto-

chemically with anti-rabbit fibronectin serum and anti-rabbit whole serum antiserum. The specimens

were embedded in an epoxy resin and cut at lpm. Before the immunostaining procedure, the sections

were placed in a solution of saturated NaOH in absolute ethanol to remove the epoxy resin. Immuno-

staining procedure was performed by routine avidin-biotin-peroxidase technique. The surface mem-

branes showed positive reactions against both anti-sera. These results indicated that the surface

membrane of implanted intraocular lenses was composed of fibronectin with some other serum

proteins. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 94: 1074-1078, 1990)
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I緒  言

近年,広 く眼内 レンズ移植術に用いられている眼内

レ ンズ は,光 学 部 が poly‐methyl methacrylate

(PMMA)で作 られている。この物質は生体にとって異

物であるが,強い細胞反応は見 られないことが報告さ

れている1)～3).そ の理由について様々な方面からの研

究がなされてきたが,近年,眼内 レンズ表面の膜様物
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が強い細胞反応を抑制 し眼内レンズ透明性維持に重要

な役割を果たしているのではないかとして流 目されて

いる.

膜様物の本態についてはW01ter4)が 最初 に報告 し

て以来,い くつかの報告がある。主なものではフィブ

ロネクチンであるとい う説5)6),ム コ多糖類であるとい

う説7),コ ラーダンである3)と い う説が報告されてきた

が,確定はなされていない。

膜様物の性質を明らかにするためには生化学的ある

いは免疫組織化学的同定が必要であるがまだその報告

はない。特に,眼内レンズの材質が硬質であるので,

組織切片作製が困難であること, またその際,抗原性

の低下が著しい場合には,免疫反応に利用 し得ない等

の問題があるため検討を困難にしていた.今回我々は,

試料製作過程および免疫反応過程に改良を くわえるこ

とで,摘出した眼内 レンズ表面の膜様物について,初
めて免疫組織化学的検討を可能にした。家兎眼に移植

した眼内レンズ表面の膜様物についてその結果を報告

する。

II 実験方法

1.実験動物および手術方法

実験動物として体重約3.3kgの 白色家兎 (3羽 , 3

眼)を用いた.ケ タラール10mg～ 15mg/kgの 筋注によ

る麻酔下にてシムコ針による計画的嚢外法 (P‐ECCE)
を施行した。P‐ECCE後,通常の眼内 レンズ手術に準

じて嚢内に眼内レンズを挿入した。その際, フィブリ

ンの析出を予防するためにヘパ リンの点眼を手術中に

行なった。眼内レンズは Ba“ch&Lomb社製6.5mm

径のものを使用 した。眼内レンズ挿入後,8-0シ ルク糸

にて強角膜縫合を行い,抗生物質,ス テロイ ド点眼を

行った。眼内レンズ挿入術後 7日 目にケタラール麻酔

下にて眼球を摘出して,以下の実験に用いた。

2.試料の作製

摘出眼球より直ちに眼内 レンズのみを取 り出し,約
0.7cm× 0.7cmの大きさに細切した.PLP(periodate‐

lySine‐ parafOrmaldehyde)固 定液に 4℃ で20分浸し,

PBS(phOSphate‐ buffered‐saline,pI17.4)で 5分間 3

回洗浄 した。アルコール系列で脱水後, プロピレンオ

キサイ ドは使用せず,エポキシ樹脂に包埋 した。包理

した試料 よ り約 1ミ ク ロンの切 片 を Po■ er‐ Blum

MT2B型 ミクロトームで作製し,免疫染色用に使用し

た。

3.抗体の特異性の検定
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1%ア ガロース平板に2mm直径の小穴を図 1の よ

うに作 り,抗家兎 フィブロネクチン山羊血清 (Cappel

社),抗家兎全血清山羊血清 (生化学工業社), ウサギ

血清よリゼラチンアフィニティーカラムを用いて精製

した。)フ ィブロネクチン0.5mg/mlで 満た した。 2日

間,4℃湿室中に放置後,オ クタロニ法にて判定した。

4.免疫組織化学染色

切片をアルブミンスライドグラスに貼付 し,冷風乾

燥後,脱エポンを行 った,NaOH15gを無水エタノール

100mlに溶かし, 5日 間放置後その上清を組織切片に

のせ,15分間静置 した。その後,無水アルコールにて

5分間,3回洗浄を行い,アルコール系列を通 し,PBS
にて 5分間 3回洗浄を行った。 1%牛 アルブミン溶液

で組織切片を30分間処理して baCkground stainingを

抑制 した後, 1次抗体 として抗家兎 フィブロネクチン

山羊血清,ま たは抗家兎全血清山羊血清を PBSで 400

倍に希釈して, 4℃ 湿室中で一昼夜反応 させた。反応

後,洗浄液 (0.2%Tween20‐ PBS)で 5分間 3回洗浄

して, 2次抗体 として, ビオチン化家兎抗山羊イムノ

グロブリン抗体 (Vector社)を 250倍 に PBSにて希釈

したものと30分間反応 させた。上記洗浄液で 5分間 3

回洗浄後,ABC complex(vectOr社)を ,30分間反

応 させた。PBSで 5分 間 5回 洗浄後,DAB(3,3'―
diaminObenZidine tetrahydro‐ chloride, 和光純薬)反

応を約 3分間行った。蒸留水で洗浄 して DAB反応を

停止 して,透徹,封入を行い光学顕微鏡で観察した。

なお,以上の反応は 1次抗体反応の他はすべて室温で

行 った。

陰性対照 として, 1次抗体の代わ りに,正常山羊血

清を,400倍 に PBSで希釈したものを用い,陽性対照

として,正常家兎の腎臓を,眼内レンズと同様の過程

で固定,包埋 したものを用い,ヘ マ トキシ リン核染色

を行なった。

5。 吸収試験

上記実験で用いた抗家兎 フィブロネクチン山羊血

清,お よび抗家兎全血清山羊血清をそれぞれ PBSに
て200倍 に希釈 した溶液lmlを 0.5mg/mlフ ィブロネ

クチン溶液200μ lと 混合 して37℃ で 1時間反応 させ
,

それぞれの抗フィプロネクチン抗体を吸収 させた。そ

の溶液を 1次抗体 として上記と同様な方法で免疫組織

反応に用いた。

III I結

1.オ クタロニ法

果
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図 1に示すように抗家兎 フィブロネクチン山羊血清

とフィブロネクチンの間には一本の沈降線を形成し,

特異的反応が認められた。抗家兎全血清山羊血清 と

フィブロネクチンの間には強い特異的反応はみられな

かった。

2.免疫組織化学的検索

陽性対照について観察すると,腎の糸球体に強い陽

性反応が見 られ,ボ ーマン嚢にも陽性反応を認めた (図

2)。 これ らの反応は,陰性対照 として一次抗体に正常

山羊血清を用いたものには認めなかった (図 3).

眼内 レンズについて観察すると,抗 フィブロネクチ

ン山羊血清を一次抗体 として用いた切片では光学部表

図 1 オクタロニ法.Fnec:フ ィプロ不クチ ン
,

aFn:抗フィブロネクチン抗血清,aSer:抗家兎全

血清山羊血清がそれぞれの穴に入れてある。フィブ

ロネクチンと抗フィブロネクチンの間に一本の沈降

線がみられる。

日眼会誌i 94巻 11号

面に強い陽性反応を示す膜様物が認められた (図 4,

5)。 また抗家兎全血清山羊血清を一次抗体 として用い

た切片の膜様物にも陽性反応が認められた(図 6)。 眼

内レンズの光学部表面だけではなく,ル ープ表面なら

びに光学部 とループの関にも陽性反応を示す無構造物

が存在 していた(図 4).それらは抗家兎フィブロネク

チン山羊抗血清をフィプロネクチンで吸収した血清を

一次抗体 として用いたものには見られなかったが,抗

家兎全血清山羊血清をフィプロネクチンで吸収したも

のには陽性反応がみられた。眼内レンズ表面の膜様物

は, レンズ前表面のほうに強 く見られた。眼内レンズ

図3 正常山羊血清を用いた家兎腎の免疫組織像 (陰

性対照).図 2で見られた糸球体内の陽性像は見られ

ない。(100倍 )

′

図 2 抗家兎フィブロネクチン山羊血清を用いた家兎

腎の免疫組織像(陽性対照),糸球体内に陽性像を認

める。核染色はヘマ トキシリンにて行なった。(100

倍)
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図4 抗家兎フィプロネクチン山羊血清を用いた眼内

レンズの免疫組織像.光学部表面ならびにループに

陽性像が認められる。ループと光学部のあいだにも

陽性像を示す無構造物質を認める.IOL:光学部,矢

印 :ル ーブ (130倍 )
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図5 抗家兎 フィプロネクチン山羊血清を用いた眼内
レンズの免疫組織像.眼内レンズ光学部表面に膜様

物を認める.IOL:光 学部 (560倍 )

IOL

図6 抗家兎全血清山羊血清を用いた眼内レンズの免

疫組織像.眼内レンズ表面の膜様物に陽性像をみと
める。10L:光学部 (560倍 )

後面にはほとんど見られなかった。

IV考  案

眼内レンズ表面に出現する膜様物については近年

様々な報告がある4)～ 8)10～ 14)。
その中では,膜様物の本

体はコラーダンとするもの8), フィブロネクチンとす

るもの5)6),ム コ多糖類7),そ れ らの総合体 とす るも

の11),が
あるがいまだ証明はされてない。

今回,我々は,免疫組織化学的方法を用いて膜様物

の性状を明らかにした。その際の問題 として 2つがあ

げられた.一つは,本来の組織構築を留めた適切なレ

ンズの切片をいかに作製するかである。このことは
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Ishibashiら 0の報告 したように,プ ロピレンオキサイ

ドを用いずにエポン包埋 した切片を使用することで解

決した。 しかし,も う一つの問題 としてエポン包埋後

に切片を製作 して免疫反応を行なうことは,抗体の浸

透性が著 しく低下するため不可能であった。そ こで

Marら
“
)の 方法を改変することで免疫反応を行な う

ことが可能 となった。抗 フィブロネクチン血清を用い

て免疫反応を行なうと眼内 レンズ表面の膜様物に陽性

反応が見 られた。無構造かつ線条の物質は非特異的陽

性反応が現れやすいがフィブロネクチンによる抗体吸

収試験を行なうと反応が見 られなくなることより,表
面の膜様物の陽性反応はフィプロネクチンに対する特

異的反応であると考えられた。

一方,家兎全血清に対する抗体である山羊血清から

抗フイブロネクチン抗体を吸収試験で除いた血清も,

眼内レンズ表画の膜様物 と反応 した。このことより眼

内レンズ表面の膜様物形成には, フィプロネクチン以

外の血清中の物質の関与 も示唆された。

フイプロネクチンは,分子量約23万のペプチ ド鎖が

重合 した糖蛋白質で,血漿中に存在する血漿 フィブロ

ネクチンと,細胞が分泌する細胞性フィプロネクチン

に大別できる。血漿フィブロネクチンは分子量235,000

のA鎖 と230,000の B鎖 か らなるヘテ ロダイマーで

生理的条件下で可溶性である.細胞性フィブロネクチ

ンは血漿 フィブロネクチンより分子量がやや大 きい 2

量体が重合 して多量体 となった もので不溶性 であ

る17)。 その主な機能は細胞問および細胞 と間質 との接

着作用であるが,細胞形態の調節,細胞の運動,食作

用の増強作用 もあることが報告されている18)。

手術時,眼内レンズ表面に付着 したフィブリンや組

織破砕物を除去するのは主にマクロファージである。

眼内レンズ表面にフィプロネクチンがあると, レンズ

表面にマクロファージが付着 し易 くなり,さ らに食作

用,運動が活性化される。要するに眼内レンズ表面の

フイブロネクチンはレンズの透明性維持のためには好

都合のように思われる。反面,眼内レンズ手術後の重

大な合併症である虹彩と眼内 レンズの癒着はフィブロ

ネクチンの存在により強 くなることが推測される。つ

まり眼内 レンズ表面のフィプロネクチンが,眼内 レン

ズ手術後の経過に正負いずれの影響を及ぼすかは不明

である。 フィプロネクチンの由来については,手術中

の血液房水棚の破綻により前房内に流入する血漿由来

のものおよび手術後,眼内 レンズ表面に出現する多数

のマクロファージ由来のものが考えられるがいずれで

平成 2年 11月 10日     眼内レンズ表面に見られる膜様物の免疫組織化学的研究・坂本他
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あるかは現在は決め られない.

膜様物には,ス リットランプで確認できる比較的厚

いもの と,電子顕微鏡で初めて観察で きる薄いものが

報告 されている6)。

今回免疫組織化学的に確認 された

膜様物は,電子顕徴鏡的に確認 され る膜様物 よりは明

らかに厚いが, ス リットランプで認め られる膜様物 よ

りは薄かった。 ス リットランプで確認 される膜様物 と

電子顕微鏡的膜様物の本態および相互関係は不明であ

り,今回の実験で示 された膜様物がいずれの性状を現

わすのかは確認で きなかった。今後 は膜様物の性状 と

由来をより明 らかにしてその存在意義をさらに検討す

る必要がある。

稿を終えるにあた り御校閲いただきました猪俣 孟教授

に深謝いたします。
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