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要  約

ビトロネクチンは動物の血漿中に存在する糖タンパク質の一種で,フ ィプロネクチンより強い細胞接着伸展

作用を持ってお り, また安定性にも優れている。我々はビトロネクチンの in v市0に おけるウサギ角膜上皮創

傷治癒過程に及ぼす影響を検討 した。自色ウサギ11匹 に直径6.5mmの 上皮剥離創を作製後,右眼にビトロネク

チンを,左眼に対照 として生理食塩水を定時的に点眼 し,上皮欠損の面積 を経時的に計測 した。結果は点眼 2

時間後から12時間後 までビトロネクチン点眼群が生食点眼群よりも欠損面積が小 さく,ビ トロネクチンの点眼
は創傷治癒早期に効果があると考えられた.ビ トロネクチン点眼はフィプロネクチンと同様に角膜上皮疾患に

応用 しうることが示唆 された。 (日 眼会誌 94:457-461,1990)

キーワー ド :ビ トロネクチン,角膜上皮欠損,創傷治癒,ウサギ角膜

Effect of Vitronectin on the Healing of Rabbit
Corneal Epithelial Damage

Takamichi Kabata*, Yasuhisa Ishibashi**, Sachiko Honmura**
Takao Akama***, Takemi Yatohgo***, Ichiro Kono***

Heihachiro Kashiwagi***, Masako lzumi**** and Masao Hayashi****
*Departrnent of Ophthalmology, Uniuersity Hospital of Tsukuba

**Department of ophthalnr.ology., Institute of ctinicat Medicine., tlniuersity of rsukuba
***Department of Internal Medicine, Institute of Ctinicat Medicine, (Jniuersity of Tsukuba

**** Department of Biology, Ochanomizu (Jniaersity

Abstract
Vitronectin is one of the major cell-adhesive glycoproteins in mammalian plasma. We investigat-

ed the effect of topically applied vitronectin on the healing of rabbit corneal epithelial damage.
Vitronectin was purified from rabbit serum by heparin-Sepharose affinity chromatography and
autoclaved at 121"C for 20min after adjusting the concentration to 0.2mg/ml with saline. Rabbit
corneal epithelium was abraded with ethanol and a laser blade in the central portion of the cornea
which had been demarcated with a 6.5mm trephine. Vitronection eye drops were instilled into the
right eye, and sterile saline drops into the left eye as control. The dimensions of the circular epithelial
defect were measured at various times after wounding. The area of epithelial damage of vitronectin-
treated eyes was smaller than that of control eyes at 2hr-12hr after abrasion (p<0.01). These results
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suggested that topically applied vitronectin might accerelate the corneal epithelial wound healing at

an early stage. Yitronectin can be considered as a candidate for treatment of corneal epithelial

damage. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 94 :457-461, 1990)

Key words: Vitronectin, Corneal epitheliat damage, Epithelial wound healing, Rabbit cornea

I緒  言

ビトロネクチンは,1983年 に E.Ruoslahtiら によっ

て命名 された細胞接着性糖蛋自質の一種である1).細

胞接着性蛋白質 としては,1973年に発見されたフィブ

ロネクチンが各分野において研究が進んでいる。眼科

領域でもフィプロネクチンは,西田らが角膜上皮の創

傷治癒を促進することを報告 して以来
2),角 膜上皮疾

患に応用されている3)～ 6)。

ビトロネクチンはin vitroにおいて,フ イプロネク

チンと類似の細胞接着伸展作用を持ち1)7)8),細 胞伸展

活性の強さ,安定性などにおいてはフイプロネクチン

よりも優れている8). ビトロネクチンもフィブロネク

チンと同様に角膜上皮の創傷治癒を促進する可能性が

考えられるが,in vivoに おけるその作用はまだ確かめ

られていない.今回,我々はウサギ角膜上皮創傷治癒

過程におけるビトロネクチン点眼の効果を検討 したの

で報告する.

II 実験方法および材料

実験はウサギ角膜上皮欠損モデルを作製し,その創

傷治癒過程に対するビトロネクチン点眼の効果を検討

した。

実験動物 として,眼疾患を認めない日本在来白色ウ

サギ11羽 22眼を使用した。 ビトロネクチンの精製は
,

ビトロネクチンのヘパ リン結合性が尿素添加により増

加する性質9)を 利用した八藤後 らの方法に従った8)。 す

なゎち, ゥサギ血清を Sepharose 4Bの 前カラムに通

し,通過分画をヘパ リン親和性カラムに通した.ヘパ

リン親和性カラムの通過分画に尿素を加え,8M尿 素

とし,再びヘパ リン親和性カラムに通した。カラムに

結合した ビトロネクチンを0.5M NaClで溶出し,精製

した。精製 した ビトロネクチンは SDSポ リアクリルア

ミドゲル電気泳動法を用いて,他の血漿タンパクを含

まないことを確認 した.精製 した ビトロネクチンは

4℃ で生理食塩水を用いて十分透析後,オ ー トクレー

プにて121℃ ,1.2kg/cm2,20分 間,滅菌を行い,生理

食塩水にて0.2mg/mlの濃度に調整したものを点眼液

として使用 した。また対照点眼液 として滅菌生理食塩

水を使用 した。

角膜上皮欠損モデルの作製は,松本らの方法に従っ

た10)。 ベン トバルビタール静注にて全身麻酔後,顕微鏡

下において トレパンを用いて,角膜中央に直径6.5mm

の浅い円形創を作製した。次いで無水アルコールを浸

した直径5.5mmの 円形濾紙を角膜の円形創内に 5秒

間密着させ,基底膜,ボ ーマン膜を損傷しないように

機械的に上皮を擦過した。

上皮欠損面積の測定は,上皮欠損部をフルオレスセ

インにて染色したのち, メディカルニコール(倍率1.5

倍)にて写真撮影し,そ のネガフィルムをニコン万能

投影器 V‐ 24Aに て20倍 に拡 大 し, トレース して
,

comptuted table digitizer(Hewiett Packard社 製)

を用いて面積測定を行った .

点眼は,右眼にビトロネクチン,左眼に生理食塩水

を各 1滴ずつ同時に点眼した。また点眼間隔は,角膜

上皮欠損作製直後より1時間毎に12時間,そ の後は 6

時間毎 とした.上皮欠損の撮影は 2時間毎に12時間 ,

その後 6時間毎に撮影した (図 1)。

III 実験結果

実験結果を表 1に示した.ま た上皮欠損の大きさの

推移を図 2に示した。表 1お よび図 2では上皮欠損作

製直後の面積を100と した各時点における測定面積の

図1 角膜上皮欠損創作製直後

辣
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表 1 欠損創作製直後の面積を100と した時の面積の推移

(平均土標準偏差)

‖‖出 ビトロィクチン点眼群 生理食塩水点眼群
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ψ

100

101.13± 5.16

95.59± 2.01

92 05± 4.08

8965± 451
87.45± 4 29

81.62± 541
61.04± 966
4348± 704
29.82± 109

10.12± 5.94

100

105.53± 3.50

10128■ 454
97_29± 538
93.82± 3 57

9196± 314
8525± 346
6478± 987
4648± 7()8

3090± 9.41

10.78± 5.52

表 2 ビトロネクチンの生物学的活性

H2N

75K

65K             ■10K→

補体C5し 7

ソマト
メシンB 細 胞

Arg-Gly-Asp

図 3 ビトロネクチンの分子モデル

表3 ビトロネクチンとフィブロ不クチンとの比較

*p<0.01

024681012  18  24  30  36  42  時間

図 2 欠損面積の推移 (縦軸は欠損創作製直後の面積

を100と した時の面積,横軸は時間を示す)

変化をあらわしている。

上皮欠損作製直後のビトロネクチン点眼群,生理食

塩水点眼群の各々の面積は,前者が2.857± 0.114cm2,

後者が2.813± 0.128cm2で あ り,両者間に有意な差は

認めなかった。

測定時間毎に両群を比較すると,点眼開始後 2時間

ビ トロネクチン 717P4,r+:/

分子量
75 kDaぉょびその
分解物 65 kDa

480 kI)a

(240 kDa× 2)

存在部位
血漿,血小板,腎
結合織,羊水,他

血漿,細胞表面
胎盤,肝臓,他

血漿中濃度 約0.2 mg/ml 約0.3 mg/nil

糸|||サ」包イト|1展 ,舌 |イ |: 10

安定性 室温で40日 間以上 室温で 1週間

オー トクレーブ
滅菌
分,1

(121°C, 20
.2kg/crn2)

可 (活性1/3) 不可 (活性 0)

後から12時間後において 1%以下の危険率で両群の間

に差が認められた(t検定 p<0.01).すなわち点眼開始

後 2時間後から12時間後はビトロ不クチン点眼群の方

が生食点眼群 よりも創傷面積が小 さいことが判明 し

た.12時間以降になると両群の間に差は認められなく

なった。

また上皮欠損作製後の時間と欠損面積 との関係の回

帰直線を求 め る と,ビ トロネ クチン点眼群 は y=
105.58-2.37x,生理食塩水点眼群は y=109.91-2.44

xであり,両群の回帰係数の間には有意な差を認めな

かった.

IV 考  按

1.ビ トロネクチンの特性について

ビトロネクチンの機能的 ドメインは1984年に明らか

にされてお り11), フィプロネクチンの細胞接着部位の

塩基配列である Arg‐Gly‐ Aspと 同じ塩基配列を ビト

ロネクチンも持っている12)(図
3)。 またビトロネクチ

ンの生物学的活性はフィプロネクチンと同様な細胞接

着伸展作用の他,表 2に示 したように補体 との結合0,

凝固系との関係14)を持ち臨床上注 目を集めている.

さらにビ トロネクチンは細胞接着伸展作用に関 し

110

100

―

ビ トロネクチ ン点眼群
――――一生理食塩水点 眼群９０

８０

７０

６０

５０

４０

３０

２０

１０

生物学的活性 結合する相手

細胞接着伸展

細胞移動

食作用の促進

細胞 (細胞膜 |レ セブター), コラーダン

グリコサミノグリカン (へ ′` リン)

細菌

補体系との関係 C5b-7複 合体

凝固系との関係 トロンビンとアンチ トロンビンIIIの 複合体
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て, フィブロネクチンよりも活性の強さ,安定性に優

れている (表 3).特に熱に対し強く,121℃ ,20分 の

オートクレーブ滅菌を施行してもビトロネクチンの細

胞伸展活性は1/3に しか落ちないが8),フ ィプロネクチ

ンでは完全に失活する.ま た, ビトロネクチンでは滅

菌が可能なので,血液をプールして点眼剤として使用

しても安全であると考えられる。

今回の実験で使用 した ビ トロネクチン濃度 は0.2

mg/mlで あ り,ウ サギ血漿中の推定濃度に相当する濃

度を使用 した。in vitroでのビ トロネクチンの細胞接

着伸展活性は,今回使用した濃度の2,000分の 1の 0.1

μg/mlで最大活性の50%を示す 8)。 従って創傷治癒効

果においても,今回の実験に用いた濃度より低い濃度

でも有効であろうと推定される。

2.ビ トロネクチンの角膜上皮創傷治癒過程 に及ぼ

す影響

角膜上皮欠損においては,初期に角膜上皮細胞の

sliding,Inigrationが おこり15),フ ィブロネクチンでは

この sliding,migratiOnを 促進することにより,創傷

治癒初期に効果があるとされている16).

今回の実験では, ビトロネクチン点眼群と生理食塩

水点眼群 との間に,点眼 2時間後から12時間後まで差

がみられたが,図 2に見るように,生食点眼群では上

皮欠損作製直後,一時的に創が拡大する傾向にあった .

これは創縁の上皮細胞が,上皮欠損作製時の侵襲によ

り障害されているのに加えて,生理食塩水の頻回点眼

により更に上皮細胞が障害され,剣離,脱落して創が

拡大したものと考えられる。一方, ビトロネクチン点

眼群ではこの創の拡大はほとんど認められなかった。

これらの結果に対して 2つの考察が可能である。 1つ

は, ビトロネクチン点眼群でも同様な創の拡大があっ

たが,生食点眼群に比してすみやかに角膜上皮の slid‐

ing,migrationがおこり,測定値には現れなかった可

能性がある。 もう1つ は,創縁の上皮細胞は上皮欠損

作製時の侵襲により障害され,祭」離しやす くなってい

るが, ビトロネクチンの細胞接着作用によりそれが抑

制され, ビトロネクチン点眼群では創の拡大が起こら

なかったことが考えられる。 ビトロネクチンが上皮細

胞の sliding,migratiOnを 促進 したのか,単に上皮細

胞の脱落を防止したのか,それ とも両方の作用を有す

るかは,今回の実験結果からでは明らかではない.し

かし,角膜上皮の脱落防止などの創傷治癒過程の特殊

な部分を含めて, ビトロネクチン点眼は創傷治癒初期

に効果があるものと考えられる。

日眼会誌 94巻  5号

創傷治癒曲線全体を見ると, ビトロネクチン点眼群

と生食点眼群 との間に治癒速度において差を認めな

かった。また点眼 2時間後から12時 間後まで上皮欠損

面積の大きさに差が見られているが,こ れは主 として,

点眼 2時間から4時間までの差を反映 していると考え

られる。従って,点眼開始 4時間後以降においては,

ビトロネクチンは角膜上皮の sHding,migratiOnを 促

進 していないと考えられる。 フィプロネクチンでは,

創傷治癒速度が速 くなるとい う報告
17)と ,対照に比 し

て差はないという報告
18)19)が ある.一方,Frangiehら

はビタミンA欠乏ラットにおいて,フ ィプロネクチン

角膜上皮創傷治癒上,有効であったと報告 している20)。

我々は今回の実験結果から, フィブロネクチンおよび

ビトロネクチンは,角膜が正常な上皮の修復を行って

いる場合にはそれをさらに促進 させる活性は低 く,何

らかの病的な状態で角膜上皮創傷治癒が障害されてい

る場合に,効果があるのではないかと考えている.今

回の角膜上皮欠損モデルでは,上皮欠損作製直後に一

時的に結膜の浮腫が見られ,惹起された炎症は強 く,

創縁の上皮細胞が障害されていた可能性が考えられ ,

そこにビトロネクチン点眼が効果を示 したものと推定

される。

今回の実験では,上皮欠損作製後12時間までは 1時

間毎の頻回点眼を行い,12時間以降は 6時間毎の点眼

をしてお り, ビトロネクチンの投与方法に大きな差が

存在する。我々は本実験を行 う前の前実験 として,同

じ実験モデルを使用して 6時間毎に点眼と観察をおお

まかに行っている。その結果, ビトロネクチン点眼群

と生食点眼群 との間に大きな差を認めなかった,それ

ゆえ,本実験では,創傷治癒過程早期に的を絞 り,早

期に頻回の点眼と観察を行った.1時間毎の頻回点眼

が 6時間毎の点眼よりも効果がある可能性はあるが,

今回の実験結果のみからは推定できない。

フィブロネクチンは創傷治癒に伴って角膜上に出現

し21),正常角膜においてもデスメ膜おょびヒトでは上

皮下にも存在することが確かめられている22)。 ビトロ

ネクチンについては眼組織における局在はまだ分かっ

ておらず,そ の役割も未知である。しかし,今回の実

験によって, ビ
｀
トロネクチンが角膜上皮に対 して創傷

治癒を促進 しうることが示唆され,難治性角膜上皮疾

患に対する点眼薬として,臨床応用が期待 される。
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