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ラット角膜における縫合糸の影響

茂 沢 克 己

東京医科大学眼科学教室

要  約

ラット角膜に各種の糸を縫合 し糸に対する浸潤細胞 を免疫組織学的に検討 した。すべての縫合糸に対 してヘ

ルパー/イ ンデューサーTリ ンパ球,細胞障害性/サ プレッサーTリ ンパ球,Ia抗原陽性細胞の浸潤が認められ

た。浸潤細胞では Ia抗原陽性細胞が初期から長期にわたって実質内に最 も顕著に観察 された.ヘルパー/イ ン

デューサーTリ ンパ球の浸潤は細胞障害性/サ プレッサーTリ ンパ球の漫潤 より常に多かった。糸の種類別 に

よる浸潤細胞の状態は9-0絹 糸が10-0ナ イロン糸,10-0プ ロリン糸より強い浸潤を示 した。10-0ナ イロン糸 と

10-0プ ロリン糸では著 しい差は認められなかった。抜糸により浸潤細胞 は著明に減少 した。結繁縫合では糸を

層間に留置 したものより強い浸潤が認められた。以上の結果より縫合糸は種々の免疫に関与する細胞を浸潤 さ

せ,機械的刺激がその反応を強めるものと考えられた。 (日 眼会誌 95:841-849,1991)
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Abstract
Cellular infiltration of the suture line was studied immunohistologically after rat corneas were

sutured with various types of suture materials. The suture line was invaded by helper/inducer T
lymphocytes, cytotoxic/suppressor T lymphocytes, and Ia-antigen-positive cells. Among the invading
cells, Ia-antigen-positive cells were the most prominent over an extended period of time from immedi-
ately after suture placement. The helper/inducer T lymphocytes consisted predominantly of cytotoxic/
suppressor T lymphoeytes. The 9-0 silk suture produced a higher degree of cellular inflltration than the
10-0 nylon suture or the 10-0 prolene suture. There was no marked difrerence in the infiltration
produced by the 10-0 nylon and 10-0 prolene sutures. After the sutures were remoyed, the cellular
infiltration appreciably decreased. More marked invasion occurred with interrupted sutures than
after the inter-lamellar insertion of suture material. These findings indicate that suture materials on
the eornea promote infiltration of immunocomponent cells and that mechanical stimulation of the
suture notch enhances such cellular response, which may be involved in graft rejection of the corneal
transplantation. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95 :841-849, 1991)

Key words : Rat corneas, Sutures, Ia-antigen-positive cells, T lymphocyte-subsets, ELISA

別刷請求先 :160 新宿区西新宿 6-7-1 東京医科大学眼科学教室 茂沢 克己

(平成 2年 12月 14日 受付,平成 3年 2月 6日 改訂受理)

Reprint requests to: KatsuFni Mozawa,M.IE).   I)epartrnent of Ophthalrnology,′ I｀okyo Medical College.

(Received lDecelnber 14,1990 and accepted in revised fOrm Februalぃア6,1991)



842

I緒  言

近年,角膜移植は器具や技術の進歩に伴い,透明治

癒率も著しく向上している。 しかし術後,重篤な合併

症である拒絶反応により移植片が混濁する場合もあ

る。角膜移植後の拒絶反応についてはTリ ンパ球を主

体とする細胞性免疫の関与が大きいとされているが今

だ不明な点も多い.

これまで著者らはラットの角膜表層移植モデルを作

製し浸潤細胞を免疫組織学的に検討した結果,縫合糸

周囲にTリ ンパ球,Ia抗原陽性細胞が多く認められ,

縫合糸が角膜移植における免疫担当細胞の出現に何ら

かの影響を与えていると考えられた。

そこで今回ラット角膜の縫合糸に対する影響を検討

するために, 3種類の縫合糸を角膜に結繁縫合し免疫

酵素抗体法にて糸周囲の浸潤細胞を同定し浸潤の程度

を比較検討した。また,縫合糸を角膜実質層間に埋没

し,結繁縫合した場合と比較した。さらに抜糸後の浸

潤細胞の動態についても検討し若干の知見を得たので

報告する。

II 実験方法

1.実験動物

8～ 12週齢の雄ウィスターラット (体重200～ 250g)

を使用した。麻酔はpentobaめ ital(ネ ンブタール①)

0.3mlの 腹腔内注入による全身麻酔を行った。

2.試料の作製

縫合糸は10-0ナ イロン糸,10-0プ ロリン糸,9-0絹糸

の3種類を用いて以下のような実験を行った後,経時

的に眼球摘出し試料とした。

1)結繁縫合群 :角膜中央部に約3mmカ ミソリ刃に

て半層切開した後,2針結繁縫合し,術後 1日 ,3日 ,

1週, 2週, 4週, 6週の試料を作製した.

2)層 間挿入群 :1)と 同様に縫合糸を層間に通して

実質内に完全に埋没するよう両端を切断し,糸を 2本

平行に層間に留置した。術後 1週, 4週, 6週 の試料

を作製した。

3)抜糸群 :1)の 処置後 2週の時点で抜糸を行い,6

週の試料を検討した。

4)対照 :角膜半層切開後通糸のみ行った眼球

各試料はそれぞれ5眼ずつ作製し,術後処置として

1週間 (テ ラマイシン①)の点眼を行った。

3.免疫酵素抗体法

眼球は摘出後,直ちに (0.C.T.コ ンパウンド③)に
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表 1 陽性細胞の強度分類

陽性細胞数 強  度

0

1～ 2

3～ 5

6ヽ 10

11～ 20

21～

凍結包埋 し,-80℃ に保存した。クライオスタットにて

約6μmの凍結切片をつくり,ス ライ ドグラスにのせ ,

アセ トン固定後,室温,湿潤箱内で免疫酵素抗体法

(ABC法 )を行った。抗ラットモノクローナル抗体は
,

Sera‐Lab社製 (イ ギリス),W3/13(Tリ ンパ球,好

中球),W3/25(ヘ ルパー/イ ンデューサーTリ ンパ

球),OX8(細胞障害性/サ ブレッサーTリ ンパ球),

OX6(Ia抗 原陽性細胞)を使用した。

4.観察

1眼につき1切片で角膜中央部の縫合糸周囲を光顕

(倍率400倍)にて観察し,陽性細胞を数えた。各試料

で糸の脱落しなかった 2眼以上を観察し陽性細胞数の

平均値を求め, 6段階の強度 (― ～4+)で表現した (表

1).

III 結  果

1.結繁縫合群における浸潤細胞

1)10-0ナ イロン糸 (表 2)(図 1)

術後 1日 目では陽性細胞を認めなかった。 3日 では

OX6陽性細胞が一視野に 1～ 2コ 浸潤 していた以外

表 2 10-0ナ イロン糸の各陽性細胞,結繁縫合では

各陽性細胞は 2週でピークに達 し,以後減少した.

層間挿入は結紫縫合より弱い浸潤であった.
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図 1 10-0ナ イロン糸,結繁縫合群の各陽性細胞の推移.

6W

図2 10-0ナ イロン糸,OX8陽性細胞の光顕所見 (ABC法,× 400).小 さい矢印は陽

性細胞,大きい矢印は10-0ナ イロン糸を示す。

は他の陽性細胞は認めなかった。1週では OX6陽性細

胞が周辺部からび漫性に浸潤 し縫合部の実質は中等度

に集塊 していた(2+)。 W3/13,W3/25陽 性細胞はとも

に軽度観察されたが (1・)OX8陽性細胞 (図 2)は極

めてわずか (士 )であった.2週ではすべての陽性細

胞は最も強い浸潤 (2+以 上)を示 し,特に OX6陽性細
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図 3 10-0プ ロリン糸,結紫縫合群の各陽性細胞 の推移 .

表 3 10-0プ ロリン糸の各陽性細胞,10-0ナ イロン

糸と比較して OX6陽性細胞はピーク時により多

く認められたが W3/13,W3/25,OX8陽性細胞の

浸潤はほぼ同程度であった。層間挿入は結繁縫合

より弱い浸潤であった。

結繁縫合 lD
3D
lW
2W
4W
6W

層間挿入 lW
4W
6W

抜  糸

対  照

胞の浸潤は著しかった(3+)。 その後全ての陽性細胞は

減少し,4週ではOX6,W3/13,W3/25陽 性細胞は中

等度の浸潤 (2+)を示し,OX8陽性細胞は急激に減少

していた(± ).6週ではOX6陽性細胞のみ中等度の浸

潤 (2+)をみたが,W3/13,W3/25陽 性細胞はさらに

減少し極めてわずか (± )と なり,OX8陽性細胞は全

く認められなかった(― ).輪部から血管が術後 1週 目

より侵入し, 2週では縫合糸に達していたが以後はほ

とんど変化なかった。 また,明 らかに血管周囲に陽性

細胞が浸潤 している所見も認められなかった。

2)10-0プ ロリン糸 (表 3)(図 3)

術後 1日 日では陽性細胞を認めなかった。 3日 では

縫合部で OX6陽性細胞が軽度 (1+)認められ,W3/13
陽性細胞が1～ 2コ 浸潤 (±)し ていたが,W3/25(図
4)OX8陽性細胞は観察されなかった (― ). 1週で

OX6陽性細胞は周辺部から縫合部の実質でび漫性に

中等度 (2■ )認め,W3/13,W3/25,OX8陽 性細胞も

同部位で軽度 (1+)観察された。 2週においてはナイ

ロン糸と同様に最も強い浸潤がみられ浸潤細胞は主に

実質の縫合糸周囲に多く認められた.OX6陽性細胞は

非常に多く (4+)認められ,一部の上皮にも観察され

た。また他の陽性細胞も中等度 (2+)に観察された。

4週ではOX8陽性細胞は著明に減少(± )したが,W3/
13,W3/25陽 性細胞は中等度 (2+)に観察された.6
週で OX8陽性細胞は全く認めず(―),W3/13,W3/25

陽性細胞も減少した (± )が,OX6陽性細胞は4週 ,

6週でも縫合糸周囲に多く(2+以上)観察された。10-0

ナイロン糸と比較 してOX6陽性細胞はピーク時によ

り多く認められたが,W3/13,W3/25,OX8陽性細胞

はほぼ同じ強度であった。輪部からの血管侵入は10-0

ナイロン糸と同程度であった。

3)9-0絹糸 (表 4)(図 5)

術後 1日 目で W3/13陽性細胞は 1～ 2コ 浸潤 (± )
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図 4 10-0プ ロリン糸,W3/25陽性細胞の光顕所見 (ABC法 ,× 400)。 小さい矢印は

陽性細胞,大 きい矢印は10-0プ ロリン糸を示す。
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図 5 9-0絹糸,結紫縫合群の各陽性細胞の推移 .

していたが,他 は陰性であった.3日 では W3/13の 他,

W3/25,OX8陽 性細胞も1～ 2コ 浸潤 (士 )し ていた。

OX6陽性細胞は軽度 (1+)認められ浸潤が強かった。

1週で各陽性細胞は縫合糸を中心に周辺部まで実質の

広範囲に認められ,W3/13(図 6),W3/25陽 性細胞は

中等度 (2+),OX8陽性細胞は軽度 (1+),OX6陽 性細
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表4 9-0絹糸の各陽性細胞,結繁縫合,層間挿入

で他の 2糸 よりも強い浸潤を示した。

結索縫合  lD
3D
lW
2W
4W
6W

層間挿入  lW
4W
6W

胞 (図 7)は強く (3+)浸潤していた。 2週では各陽

性細胞の強度はピークに達し,主に縫合部の実質およ

び上皮層に認められ,他の 2糸 よりも強い浸潤を示し

た。OX8陽性細胞のみ4週で減少し6週で陰性となっ

たが,W3/13,W3/25陽 性細胞は 6週においても軽度

(1+)浸潤していた.OX6陽性細胞は6週でも多く(3+)

認められた。輪部からの血管侵入は6週でナイロン糸

よりもやや強かった.

日眼会誌 95巻  9号

2.層 間挿入群における浸潤細胞

1)10-0ナ イロン糸 (表 2)

各陽性細胞は縫合糸周囲に 1週ですべて出現 した

が,W3/13,W3/25,OX8陽 性細胞は 1～ 2コ の浸潤

(± )であ り,OX6陽性細胞 も軽度 (1+)で あった.4
週, 6週 においても同程度の浸潤であった。浸潤細胞

は縫合群 と同様に OX6陽性細胞が最 も著しかったが
,

結繁縫合 と比較すると各陽性細胞の浸潤は少なかった

(図 8)。 輪部からの血管侵入は 6週でもほとんど認め

られなかった。

2)10-0プ ロリン糸 (表 3)

各陽性細胞は縫合糸周囲に 1週ですべて認められ ,

4週 , 6週で も10-0ナ イロン糸 とはぼ同様の結果で

あった.結架縫合と比較すると10-0ナ イロン糸と同様 ,

各陽性細胞は少なかった.血管侵入は 6週 で認めな

かっ′こ.

3)9-0絹糸 (表 4)

各陽性細胞は 1週で縫合糸周囲にすべて認められ ,

4週, 6週でも観察された。結繁縫合の結果と同様 ,

他の 2糸 よりも各陽性細胞は多 く認め られた。特 に

OX6陽 性細胞は結繁縫合 とほぼ同程度に著 しく観察

された。

図6 9-0絹糸,W3/13陽性細胞の光顕所見(ABC法,× 400)。 小さい矢印は陽性細胞,

大きい矢印は9-0絹糸を示す。
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3.抜糸群における浸潤細胞 (表 2, 3, 4)

3糸において結繁縫合ではどの陽性細胞 も 2週で最

も多 く認め られたが,そ の時点で抜糸すると 4週後に

847

はすべての陽性細胞は消失 した。

4.対照 (表 2, 3, 4)

正常 ウィスターラット角膜では陽性細胞は全 く観察

ラット角膜における縫合糸の影響・茂沢

図7 9-0絹糸,OX6陽性細胞の光顕所見 (ABC法,× 400).小 さい矢印は陽性細胞,

大きい矢印は9-0絹糸を示す。

図8 10-0ナ イロン糸,OX6陽性細胞の結繁縫合 (左)と 層間挿入 (右 )の比較

(ABC法 ,× 400).小さい矢印は陽性細胞,大 きい矢印は10-0ナ イロン糸を示す。

′
′

3D,

・ ジ

い、

●  :●
a,1.

「

~~~

|

．

「（

ヽ
　

　

″

■
■
７

予
■
・、

警

"″

,ノ

.´

"/′
|.〆

=    」

ち赦
脂層 t

‘ご
●
こ

IW卜が

■
■
■
■
■
田
目
燻
曰
鰺」

`

ヽ .rila

‐
/

キ
″

「

¬
i.L 卜 ■

―  `
“
″‐・

‐

6́W



848

されなかった。また,角膜を半層切開しそれぞれの針

つき糸を角膜実質に通糸のみ行った 1週後の眼におい

ても,すべての陽性細胞は角膜に認められなかった。

IV 考  按

1.モ ノクローナル抗体の特異性について

免疫酵素抗体法(ABC法 )は従来の間接法,PAP法
よりも非常に感度が高い1)と されている。今回用いた

モノクローナル抗体の組織標本での特異性については

高村2)が基礎実験 として ラット牌臓切片を染色して証

明している。W3/13は Tリ ンパ球,好中球に反応する

とされており,W3/13が 非常に多く認め られ W3/25,

OX8が negativeな らば好中球の浸潤であると考えら

れるが,術後早期を除いてそのような関係は今回見ら

れなかった。従って W3/13陽 性細胞は主 に Tリ ンパ

球であると考えられた。また W3/25は ヘルパー/イ ン

デューサーTリ ンパ球,OX8は細胞障害性/サ プレッ

サーTリ ンパ球に反応 しTリ ンパ球サ ブクラスを示

す とされてお り,今 回の結果でもW3/25陽性細胞 と

OX8陽性細胞の合計はほぼ W3/13陽性細胞の数に一

致 した.OX6は Ia抗原に特異的に反応する。Ia抗原を

保有する細胞には Bリ ンパ球,マ クロファージ,ラ ン

グルハンス細胞等が主に知 られているが,最近 γ‐イン

ターフェロンを用いた培養で角膜実質細胞 もIa抗原

陽性を呈するとの報告 3)も みられる。我 々の結果では

実質の Ia抗原陽性細胞は 3日 日で周辺部からび漫性

に認め られ,輪部からの浸潤が考えられ形態的にマク

ロファージと思われた。

2.浸潤細胞について

これまで角膜における縫合糸の影響を免疫組織学的

に検討 した報告は少ない.田 川ら4)～ 6)は,マ ウス角膜に

10-0ナ イロン糸及び9-0絹 糸を縫合すると,角膜上皮層

にラングルハンス細胞や Tリ ンパ球が浸潤すること

を証明し,縫合糸が免疫系細胞を角膜に浸潤 させる刺

激 とな り,何らかの免疫現象に関与す る可能性を示唆

しているが,角膜全層での観察はされておらず,ま た

リンパ球のサブクラスについても検討 されていない。

著者 らはこれまで ラットの同種間 (村松 ら,第 2回

角膜移植学会,1986),同 系間(園 田ら,第 11回角膜カ

ンファランス,1987)の 角膜表層移植モデルを作製し,

浸潤細胞 を検討 した結果,遺伝的 に同一 な同系の

Lewisラ ット間 の移 植 にお いて もヘ ル パー/イ ン

デューサーTリ ンパ球,細胞障害性/サ プレッサーT
リンパ球及び抗原提示細胞である Ia抗原陽性細胞が
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縫合部を中心に認められ縫合糸の影響が示唆された。

そこでこの様な反応が縫合糸単独で もおこりうるかを

検討したのが今回の実験である。

結果に示 した ごとく対照においては各陽性細胞 を

まったく認めなかったことから,結繁縫合や層間移植

で見られた Tリ ンパ球,Ia抗原陽性細胞の浸潤は縫合

糸による影響 と考えられた。結紫縫合による反応の特

徴 として 3種類の糸で次のような共通のパターンが認

められた。すなわち,(1)Tリ ンパ球,Ia抗原陽性細

胞の浸潤は 1週以内に周辺部から縫合糸周囲でび漫性

に認められた。 (2)2週 においてそれらは最も著 しく

観察された。(3)ヘ ルパー/イ ンデ ューサーTリ ンパ

球は細胞障害性/サ プレッサーTリ ンパ球よりも常 に

多 く浸潤 していた。細胞障害性/サ プレッサーTリ ン

パ球は 2週以後は消失した.(4)Ia抗原陽性細胞は全

経過中最も多 く観察 され, 6週においてもかなり多 く

認められた.こ れ らの結果は角膜を切開し通糸のみを

行った対照では全 く認められなか ったことから,創傷

治癒に対してよりも縫合糸の異物反応に免疫担当細胞

が関与したもの と考えられた。

Aronsonら 7)8)は 角膜における縫合糸の炎症性反応

を臨床的及び組織学的に検討し,9-0絹糸は10-0ナ イロ

ン糸よりも血管侵入や浸潤細胞が強 くみられ,絹糸は

γ‐グロブリンとの結合性が強い9)た めに角膜の炎症性

反応が強いと考 えた.今回ラット角膜でも結繁縫合 ,

層間挿入で9-0絹糸は 3種 の内で最 も強い反応を示 し

た。絹糸でこれ らの浸潤細胞が強 くみられたことは従

来から報告されている絹糸の抗原性の強さや刺激性を

示唆する結果 と思われた.ま た生体内移植の材質 とし

て応用されているポ リプロピレンは化学的にも安定性

が高く10),結合組織反応,炎症性反応が最も少ないn)と

報告されているが,10-0プ ロリン糸においても実質内

に Ia抗原陽性細胞,Tリ ンパ球が観察され,10-0ナ イ

ロン糸と差を認めなかったことは, プロリンでも免疫

反応に関与する要素があると思われた。ポリプロピレ

ンは眼内レンズのループとして もよ く用いられてお

り,今後これ らの生体に対する反応 も検討する必要が

あるかと思われる。

3.機械的刺激 について

結索縫合した場合 debrisの 関与 もあるが,結 び目に

よる上皮障害や血管浸入がおこり,機械的刺激により

浸潤細胞が出現することが考えられる。しかし,機械

的刺激を除去 した層間挿入群でも結繁縫合と同様にそ

れぞれの糸周囲に Ia抗原陽性細胞 ,Tリ ンパ球などの
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浸潤を認めた ことは, これらの細胞が糸という異物 に

対して反応性に出現することを示唆している。また結

紫縫合でより多 く浸潤細胞が観察 され,輪部からの血

管侵入も著明になることから,機械的刺激が免疫担当

細胞を増加させる因子となると思われた。

一方,各縫合糸で最も浸潤細胞が多い 2週 の時点で

抜糸すると,すべての浸潤細胞が 4週後には消失 して

いた。 この点 も浸潤細胞に対する縫合糸の影響を明 ら

かにしている。

角膜移植手術では10-0ナ イロン糸を埋め込みのまま

抜糸しない例 もあるが, これらの陽性細胞を消失 させ

るためにはなるべ く早期の抜糸が望まれる。 日常診療

では,移植後数力月してからの抜糸を契期に拒絶反応

が発現されることがみられる.こ れは縫合糸周囲に残

存していた免疫担当細胞が抜糸 とい う操作を引き金 と

して起こす可能性が考えられ,今後は糸の研究ととも

に実験的角膜移植の拒絶反応について検討していく予

定である。

本稿の要旨は第92回 日本眼科学会総会において報告 し

た。ご校閲いただいた松尾治旦教授,自井正彦教授に深謝い

たします。また直接ご指導頂いた村松隆次講師に感謝しま

す.
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