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実験的角膜アルカリ外傷におけるsulfated proteoglycan

の変化について
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要  約

家兎眼に実験的角膜アルカ リ外傷 を作製 し,キ ュプロリニックブルー (CB)染 色によって検出される角膜実

質の硫酸化プロテオグリカン (S‐PG)の形態 と,そ の経時的変化について調べた。実験 には白色家兎を用い
,

外傷後 1時間, 3日 , 1週, 2週 , 1か月, 2か 月の時点で眼球 を摘出し,混濁中央部 を細切,CB染色 し,

透過電顕で観察 した。アルカ リ外傷後, 1時 間で既 にコラーゲン線維,お よびCB陽性の S・ PGの配列は乱れ

ていた。 3日 後, 1週後にはいずれの部位でもCB陽性の S‐ PGは 著 しく減少 していた。 2週後に実質前部で

CB陽性の大 きいフィラメン トが認められ, これらは 1か 月後にはさらに大 きく,かつ電子密度の高い異常な

形態を示 していた。2か 月後にはコラーゲン線維に規則正 しく配列 したフィラメン トの回復がみられた。角膜

アルカリ外傷 によって,実質の CB陽性の S‐PGは一旦減少 し,徐々に回復がみられる。そ して S‐PGの経時

的変化は角膜混濁の臨床経過 と良 く相関 していた。 (日 眼会誌 96:1357-1365,1992)
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Abstract
Morphological changes of sulfated proteoglycans (S-PGs) in the stroma of alkali injured rabbit

corneas were examined electron-histochemically following cuprolinic blue (CB) dye binding. The
injured eyes were followed for 2 months by slitlamp microscope and photographs. At t hour, 3 days,
1 week, 2 weeks, 1 month, and 2 months after the injury, the eyes were enucleated and studied. After
t hour, while both collagen flbrils and the filaments of S-PGs had already become disarranged; the
number of S-PGs appeared to decrease. From 3 days to 1 week after, the number as well as the
electron-density of S-PGs were markedly decreased in all areas. After 2 weeks, CB-positive large
filaments appeared in anterior stroma. These hecame larger, more abnormal in shape, and displayed
a higher electron density 1 month later. Normally arranged S-PGs can be seen at 2 months later. It
was concluded that S-PGs were diminished in alkali-injured corneas. Once they were replaced by
abnormal filaments, they gradually recovered normal morphology. Further more the time course of
S-PG change correlated with that of corneal transparency after alkali injury. (Acta Soc Ophthalmol
Jpn 96 : 1357-1365, 1992)
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I緒  言

プロテオグ リカン (PG)は コア蛋白に少なくとも 1

つ以上のグ リコサ ミノグリカン (GAG)の鎖が共有結

合 してできた一群の細胞外マ トリックス分子の総称

で,生体内に広 く分布し,組織構造や形態の維持,細

胞の接着,分化,移動などに重要な役割をはたしてい

る1)～ 3)。 角膜の PGは コラーダンとともに実質を構成

する重要な成分であり, コラーダン線維などの他の細

胞外マ トリックスと共同して,角膜の組織強度の維持 ,

透明性の維持,電解質や水分の調節などに関与してい

る4)～ 9)。 量的には実質の約 1%を占め,そ の成分はケラ

タン硫酸が最 も多 く,次いでデルマタン硫酸 とされて

いる°)。

一方,角膜アルカリ外傷は,そ の危険性が広 く知 ら

れているにも関わらず,い まだしばしば遭遇する疾患

で,著 しい視機能の低下を引き起こし,一般に予後不

良である10)n)。 その問題点としては,多 くが挙げられる

が,特に角膜の脆弱化とそれによって生ずる穿孔,治
癒後の角膜混濁の残存 という問題に関して,そ の機能

から考え PGも また,重要な一要素 となっている可能

性が高い。 これまでにも角膜アルカリ外傷で,実質内

の硫酸化された GAGが著 しく減少 し,そ の経時的変

化は混濁の経過 と良 く相関 した との報告がみ られ

る12)～ 14). 今回 |ま , キュプロリニックブルー(CB)と い

う銅色素を用いた電顕組織化学的方法15)～20)に よって ,

家兎眼に作製 した角膜アルカ リ外傷の際の,硫酸化

PG(S‐PG)の 経時的変化について検討した.実質の形

態学的変化に関する報告は数多 く見られ,既に電顕 レ

ベルまで詳細に検討されている13)14)21)22)。 今回の研究

では,CBを用いることによって,S‐ PGの質的,量的

変化や,周囲の徴細構造 との関係 という, これまで と

は違った情報を電顕 レベルで得ることが可能とな り,

興味ある結果が得 られたので報告する。

II 実験方法

実験には体重 2.5～ 3.O kg日 本白色家兎を用いた。

実験的アルカリ外傷の作製方法は,Chungら 23)24)の 方

法に準じた。つまり実験動物に苦痛を与えぬよう留意

し,塩酸ケタ ミン(ケ タラール⑪)1.O mlの筋注による

全身麻酔,塩酸オキシブプロカイン (ベ ノキシール⑪)

による点眼麻酔をした後に,lN水 酸化ナ トリウムに

浸した直径 5.5mmの 円形の濾紙を,角膜中央部に 1

分間おき,それに続いて 3分間生理的食塩水で洗浄 し
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た。各家兎は外傷後, 1時間, 3日 , 1週, 2週, 1

か月,2か月の時点で,過剰量のケタラール①筋注,ペ

ントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール○)静注ンこ

よって屠殺 し,速やかに眼球を摘出し, 2%パ ラフォ

ルム (pH 7.4)溶液で固定 した。

CB染色を用いた電顕組織化学の標本は,以下の手

順で作製 し16)～ 18), 日立 H‐7000型透過型電子顕微鏡で

観察した。

1)角膜のみを切 り出し,さ らに細切した。標本とし

ては混濁の中央部直径約 2.Ommの範囲のみを用い

た。2.5%グルタール。2%パ ラフォルム (pH 7.4)で

24時間,固定 .

2)25 mM酢 酸ナ トリウム・ 0.lM塩化マグネシウ

ム・2.5%グ ルタール pH 5.7で 15分間, 3回平衡化 .

3)平衡化に用いた固定液で 0.05%CB溶 液を作製

し,20°Cで 24時間,CB染色 .

4)平衡化に用いた液で 5分間, 3回洗浄.

5)0.5%タ ングステン酸ナ トリウム/蒸留水で 5分

間, 3回洗浄 .

6)0.5%タ ングステン酸ナ トリウム/エ タノールで

5分間, 3回 洗浄 .

7)ア ルコール系列で脱水 .

8)エ ポキシ樹脂/酸化プロピレンで浸透.

9)重合

10)超薄切片作製,電子染色 (酢酸 ウラエルのみ)

III 結  果

家兎眼の実験的アルカリ外傷後に観察された臨床経

過は,以下の通 りである(図 1)。 外傷部は直後から円

形,かつ均一な,境界明瞭な混濁 として認められ,上

皮は剥離 し潰瘍を形成していた。 1時間後には前房の

炎症が観察 され,結膜充血が認め られた。 3日後に炎

症性変化は最 も強 く,外傷部だけでなく周辺部角膜 も,

浮腫によって強 く混濁し,ア ルカ リ外傷で混濁した部

分との境界が不明瞭となっていた。結膜充血も著明で

あった。 1週後には,炎症は軽快 し,浮腫も軽減,外

傷中央部の混濁 も一旦,軽減 した.その後, 2週, 1

か月と次第に,混濁部の範囲は徐 々に縮小したが,中

央部の混濁の程度は増強し,厚み も増していた。 2か
月後では,混濁部の範囲はさらに縮小し,ま た混濁の

程度や厚みも次第に減少していた。

これ らの時点で採取した角膜中央部の標本を,CB
を用いた電顕組織化学によって観察 したところ,著明

な変化が認められた(図 2～ 7).ま ず正常角膜実質で
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は,CBに よって検出される S‐PGは,比較的小さい

フィラメン ト状の物質として認められ,規則正しく配

列した コラーダン線維 とともに多数認められた。これ

をさらに詳細に観察すると, コラーゲン線維に規則正

しい間隔で配列する成分 (周期は 46～ 54 nm)と ,そ の

走行に沿 うように不規則に分布する成分とが認められ

た。上皮に近い前部実質 と,内 皮に近い後部実質を比

較した場合,後部でよリフィラメントが長めで,密 な

傾向であった (図 2)。

それに対 して,ア ルカリ外傷後,1時間の実質では
,

いずれの部位でもコラーダン線維の配列は乱れ,間隙

が開いていた.S‐PGの フィラメン トは一部 コラーゲ

ン線維に付着 していたが,多 くは離れ散在 していた。

フィラメン トの大きさや電子密度の点では正常眼とも

差は認められなかった (図 3). 3日 後では,CBによ

り染色されたフィラメン トは,著 しく減少し,特にコ

ラーダン線維に付着 した成分はほとんど認め られな
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かった。一部,コ ラーゲン線維束の間隙に集積 したフィ

ラメン トが認められたが,電子密度は著 しく低かった。

1週後に実質ではコラーダン線維の変性 と無構造物質

の沈着が認められた。S‐PGは著しく減少 し,著 しく電

子密度の低いフィラメン トがごくわずかに認められる

のみであった(図 4)。 2週後には,主に前部実質の一

部で,明瞭なフィラメン トが出現し, これ らは正常に

比較 し大 きく電子密度 も高かった。これ らの変化は線

維芽細胞化 した実質細胞の近傍で強 く認め られた (図

5)。 1か月後では多 くの部位で大小不同の著 しい,一

般に電子密度が高 く,異常な形態を持つ フィラメント

が認め られた。これ らはコラーゲン線維の近傍に認め

られたが,そ の配列は不規則であった(図 6). 2か月

では一般にフィラメン トの形態は安定 し,大 きさも正

常 より大きいが,縮小傾向であった。電子密度も 1か

月に比べ低下し,正常眼に近かった。これ らの中には

わずかではあるが,規則正しく配列するフィラメント

アルカリ外傷におけるプロテオグリカン・福地他

図 1 アルカリ外傷後の臨床経過.

a:1時間後に外傷部は直後から円形,かつ均一な,境界明瞭な混濁として認められ
た。bi 3日 後に炎症性変化が最も強く,外傷部だけでなく周辺部角膜も浮腫によって

強く混濁していた。c:1週後には,浮腫は軽減,外傷中央部の混濁も一旦,軽減した。
di 2週後,e:1か月後と次第に,混濁部の範囲は徐々に縮小したが,中央部の混濁
の程度は増強し,厚みも増していた。fi 2か 月後では,混濁部の範囲はさらに減少し,

また混濁の程度や厚みも徐々に減少していた。
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が認められ,ま たコラーダン線維の走行に沿 うように

付着するフィラメン ト, コラーダン線維同志を橋渡し

するようなフィラメン トなども認められた (図 7).

いずれの時点においても,実験動物間で,S‐PGの量

的な密度にわずかに差を認めたが,今回の主 目的であ

る S‐ PGの 形態,お よび分布という点では個体差は認

められなかった。

IV 考
・

按

角膜のGAGにはおそらくコラーゲン線維に付着す

る成分と,可溶性蛋白に付着する成分があり,一般に

前者はコラーダン線維のつなぎ合わせや,配列の維持

に,後者は電解質や水分の保持に働いている1)~9).特 に

角膜の透明性の維持に関して,い くつか重要な要素が

挙げられているが,例 えば小さい,均一な径のコラー

ダン線維が,均等に規則正しく配列していること9),電

解質や水分の比率が一定に保たれていること5)な どが

考えられており,いずれの点でもGAGは重要と考え

日眼会誌 96巻 11号

られている。また コラーゲン線維の適正な配列は組織

の機械的強度にとって重要であ り3), また病的状態で

の GAGの集積は角膜混濁の原因となる.

今回用いた CB7)8)15)～
20)は ,陽性荷電 した一種の銅色

素で, これを臨界電解質濃度で用いると,生体内で強

く陰性荷電した PGの硫酸基に,ほぼ特異的に結合し,

従って S‐PGを表出することができる15)“ ).こ の色素

で染色した標本を透過電顕によって観察すると,S‐PG
は electron denseな 構造物として表現 され,そ の形態

の違いは構造上の違いを,ま た電子密度は生化学的硫

酸化の程度をある程度,反映していると考えられてい

る。これまでにも角膜の S‐ PGを CB染色によって観

察 した報告は多 くみ られるが,正常角膜で CB陽性の

S‐PGは,密に配列 したコラーゲン線維 とともに多数

認められ,一般にコラーダン線維に沿って規則正しく

配列する成分と, コラーダン線維の隙間に差し込まれ

たような成分とが見られる7)8)17)18)。 そ してその形態か

ら考え,前者はコラーダン線維をつなぎ合わせ,後者

図2 家兎眼の正常角膜実質.

キュプロリニックブルーによって検出される硫酸化プロテオグリカンには,規則正し

い間隔で配列する小さい成分(周期は約 46～ 54 nm,矢印)と ,不規則に分布するより

長い成分とが認められた(矢 じり).前部実質に比べ,後部でよリフィラメントが長め

で,密な傾向であった。(× 67,500,ai前部実質,pl後部実質.以下図3～ 7も 同様).
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図3 アルカリ外傷後 1時間.

いずれの部位でも硫酸化プロテオグリカンの多くは, コラーダン線維を離れ散在して

いた.フ ィラメントの大きさや電子密度の点では変化を認めなかった。

図4 アルカリ外傷後 1週 .

キュプロリニックブルーによって検出される硫酸化プロテオグリカンは著しく減少
し,電子密度の低いフィラメントがごくわずかに認められるのみであった。

●

　

　

．―
〓

●

―

〓
●

●.  :,

や

、|_
|`

蓄 |. '

‐
■.

，

■
●

,

蟻

、 .‐ . __|■ , ・
‐ ‐

.

■ ‐||‐ |・・
‐‐~  

‐

せ́

.■・ |■ .

・

“"

|ユ

||‐ |.‐ .

| ||'●
||

議

'||‐

■■|■ 1

・
　

ｒ

・■
一

．ィ
■
■

Ｌ

●

‐
ヽ
Ｊ

●
―
■
■

摯
一

|‐||

ず
一
一　
一
■
■
‐‐‐摯

．■

●

．

一

●

　

．

■.||.._  ‐|■●|‐

‐‐ ‐
|■■|‐

   ‐_|

■

■

―

■
■
●
―

　
・

一●

■

■

・■
■
■
―

●

一　
一●

　

　

　

一■
●

||   ||

■



1362

爾
園
■

日眼会誌 96巻  11号

図6 アルカリ外傷後 1か月。

多くの部位で大小不同が著しく,電子密度の高い,異常な形態を持ったフィラメント

が, さらに多数認められた.こ れらはヨラーゲン線維の近傍に認められたが,その配

列は不規則であった。
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図5 アルカリ外傷後 2週 .

前部実質の一部で,明瞭なフィラメントが出現し, これらは正常に比較し大きく電子

密度も高かった。
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はコラーゲン線維同志の距離を一定に保ち,併せて実

質のコラーダン線維の配列の調節 と維持に働いている

ことを強 く示唆 している.生化学的に,前者は主にケ

ラタン硫酸,後者は主にコン ドロイチン硫酸およびデ

ルマタン硫酸 と考えられている18).

CB陽性の S―PGは,今回の実験で作製 されたアル

カリ外傷によって,著 しい変化を示 していた.こ れら

の結果からアルカ リ外傷によって,実質の CB陽 性

S‐PGは 1週以内に著 しく減少 し,それ らは 1か月後

をピークに一旦,異常かつ過剰なフィラメントとして

置き換えられる.そ して正常な CB陽性 S‐PGはゆっ

くりと回復して くることが明かとなった。一方,臨床

所見では,初期には外傷部角膜の混濁は均一,かつ肥

厚もわずかで, これは 1週後に,一旦,軽快した.し
かしその後, 1か月をピークに角膜中央部の著明な肥

厚 と,混濁の増強が認められた。つまり角膜混濁は
,

外傷後 1週前後で,質的に変化 し,ち ょうどこの時期

に一致して,CB陽性の S‐PGが最 も減少 しているこ

と,ま たその後の CB陽性の S‐PGの 質的変化と,角 膜
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の混濁の程度が良く相関していた。

これまでにもアルカリ外傷後に見 られる,GAGの
変化を研究 した報告はいくつか見られるが, これ らは

主に光顕 レベルでの組織化学的方法によるものであ

る12)～

“
)。 それらをまとめると,外傷後 1週までの間に

実質の GAG,特に硫酸化 された GAGが著 しく減少

し, 3～ 4週になって主にコン ドロイチン硫酸が, 1
～ 2か月ころからケラタン硫酸が出現し,次第に増加 ,

4～ 6か月でほぼ正常の状態を回復す るとされてい

る。今回の結果は,GAGの経過に関してこれまでの報

告に良 く一致 してお り,電顕 レベルでこれまでの結果

を支持するものと考えられる。一方,今回の研究で新

たに確認された所見としては, 2週後以降に見 られる

コン ドロイチン硫酸 と考えられる S‐PGの 回復は,一
旦,正常 とは異なった成分によって行われること, 2

か月後 ころには量的回復だけでなく,形態学的に配列

もまた回復 し始めていることなどが明かとなった。

ところでアルカ リ外傷後の角膜混濁の経時的変化

は,角膜の含水量の変化 と良く相関していたとの報告

アルカリ外傷におけるプロテオグリカン・福地他

図7 アルカリ外傷後 2か月.

一般にフィラメントの形態は安定し,大 きさも1か月に比べ小さくなり,電子密度も

低下していた。これらの中にはわずかではあるが,規則正しく配列するフィラメント

が認められた。
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がある24).角
膜実質の PGに は,水分の吸着や,保持に

働 くとい うもう一つの重要 な機能を有 し25),従って角

膜混濁 と含水量の関係は,今回の結果 と密接に関連 し

ていると考 えられる。

CBは S‐PGの側鎖 に付着す る S‐PGの一種 の マー

カーであ り,従って今回の研究に加えて,量的変化 ,

S―PGの 質的変化 とい う問題 に関 しては,違 った方法

でさらに検討の余地があ り, まず これ ら成分の生化学

的特性に関 して,特異酵素消化法 を用いて現在検討中

である.ま た家兎眼は人眼のアルカ リ外傷 と多 くの点

で異な り,特に混濁の回復に関 して,家兎眼では完全

に透明化するのに対 して,人眼では一般に永久的な混

濁を残 して治癒する。 これ らの結果が人眼のアルカ リ

外傷の治療に関 して,い かなる意義を持つかはさらに

検討の余地があるが,PGも また治療効果などを検討

す る上で,一つの指標 となることが示唆 された.ま た

例 えば外傷早期における PGの分解阻止が穿孔予防の

ための治療に,ま た慢性期 における分解促進が混濁軽

減のための治療にな り得 る可能性を示唆 していると考

えられた。

稿を終えるにあたり,聖隷浜松病院病理部,山 田哲司技

師,並 びに新潟大学眼科学教室,荒木幸雄技官のご協力に深

謝いたします。

なお,本稿の要旨は第 57回 日本中部眼科学会 (浜松市)

において発表した。
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