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涙液および房水の成分を指標としたアルカリ熱傷の研究

尾崎真由美,開  繁義,沼 田このみ
富山医科薬科大学眼科学教室

要  約
本研究では,アルカリ熱傷によるocular surfaceの 障害を生化学的に検討することを目的とした。0.lN以
下の比較的低濃度の水酸化ナ トリウム (NaOH)を 用いて,アルカリ熱傷によって角結膜組織から涙液中へ放
出される成分の変動を定量的に調べることにより,アルカリ熱傷による ocdar surfaceの 障害とアルカリ濃

度の関係を検討 し,さ らに洗眼および点眼の効果を検討 した.そ の結果,0.03N以上で,ocdar surfaceの 障

害が起こっていると考えられ,涙液中グルタチオンは組織修復の過程で 2峰性の変動を示 し,形態学的な変化
と一致 した。また,角結膜プール法,角膜円筒法の他に,結膜プール法を加えた 3種のアルカリ熱傷を用いて,

グルタチオン,ア スコルビン酸及び蛋自の 3成分の涙液への放出量を同一試料で測定することによって,アル

カリ熱傷における軽微な角結膜障害を生化学的に評価できた。さらに,洗眼の重要性が定量的に評価された。

(日 眼会誌 96:559-568,1992)
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Abstract
In this report, we aimed at examining biochemically the ocular surface damage caused by alkati

burn. We used a low concentration of NaOH (less than 0.1 N) and examined the relationship between
the ocular surface damage and the concentration of NaOH by examining the changes in components
that have been released from corneoconjunctival tissues to the tear fluids by alkali burns, and we also
examined the efrects of eye rinsing and using topical ophthalmic agents. As a result, NaOH of more
than 0.03 N was proven to cause the ocular surface damage. The changes of glutathione in tear fluids
showed two peaks during the repair process and that coincided with the morphological changes. By
measuring the released quantities of three components (glutathione, ascorbic acid and protein) with
the use of three methods of alkali burns (corneoconjunctival pooling method, corneal cylinder method
and conjunctival pooling method), we could estimate the slight corneoconjunctival damage using one
sample biochemically. Moreover, the importance of eye rinsing was quantitatively demonstrated.
(Acta Soc Ophthalmol Jpn 96:559-568, 1992)
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I緒  言

アルカリ熱傷の研究では,従来,角結膜の形態学的

変化をみた研究1)～
10)や,房水中の成分や房水のpH変

化の検討11)～ 13)な どがある。しかし,涙液成分の量的変

化を指標とした生化学的な研究は行われていない.ま

た,従来の研究は主にlN以上の NaOHを用いて,角
膜のみに接触させる方法であり,最近の研究で創傷の

治癒に重要な役割を持つと言われている角膜輪部組

織“
)を含んでおらず,実際にアルカリが飛入した臨床

例とは熱傷の状態が掛け離れている。また,低濃度の

NaOHに よる修復可能な軽度の眼障害は一般的には

早期に回復するが,そ の間の ocular surfaceの 障害を

定量的に示す報告はなく,結膜への影響も含めて検討

した報告は酵素活性をみた報告
15)のみである。著者ら

は, これまでの実験で,グルタチオンを初めとする涙

液中の成分の測定により,薬物の角結膜障害を定量的

に評価できる可能性が高いことを示してきた
16).低濃

度のNaOHを用いた研究は,こ れまでにはなく,著者
らが初めてである。本研究では, アルカリ熱傷によっ

て角結膜組織から涙液中へ放出される成分の変動を定

量的に調べることにより,ア ルカリ熱傷によるocular

surfaceの 障害とアルカリ濃度の関係を検討し,さ ら

に洗眼及び点眼の効果を検討した。

II 実験方法

実験には体重 3 kg前後の成熟雄白色家兎 80匹を用

いた。水酸化ナ トリウム(NaOH)〔和光純薬工業の特

級試薬〕,10%フ ルオレセインナ トリウム(FL)〔フル

オンサイ ト① ;日 本アルコン〕,0.1%プ ラノプロフェ

ン〔ニフラン① :千寿製薬〕,0.1%ジ クロフェナックナ

トリウム 〔ジクロード③ :わかもと製薬〕,以上は市販

の製剤をそのまま使用した。 フィブロネクチン (FN)
はベーリング社製で,生理食塩水にて 4,000 μg/mlと

したものを使用した。

側臥位で固定した家兎の眼瞼を手指で開瞼し,次の

I～ IIIの方法で NaOHを 1分間接触させた。接触後
は直ちに,そ の液をできる限 り回収し (こ れを 〔アル

カリ熱傷時涙液試料〕とする),回収液には速やかに適

量の lN HClを加えて中和した。
I群 (角結膜プール法):0.01N,0.02N,0.03N,
0.05N,0.l N NaOH 300μ lを それぞれ結膜嚢プール

内に添加し,角結膜浴の形で 1分間接触させた。
II群 (角膜円筒法):外径 14 mm,内 径 8mmの ガラ
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ス内筒を角膜中央に押し当てた状態で,円筒内に 0.05

N NaOH 300μ lを添加し接触させた。1分後,直ちに

少量の脱脂綿を円筒内に入れて,全量を回収し,ア ル

カリ熱傷時涙液試料とした。その後直ちに,洗浄処理

の目的で生理食塩水 300 μlを円筒内に添加し,15秒後

に少量の脱脂綿でその液を回収し,廃棄した。この操

作を5分間繰り返した後, ガラス円筒を除去した。

Ⅲ群(結膜プール法):外径 14 mm,内 径 8mm,高
さ12 mmの円錐形にくびれた部分を持つ砂時計型の

PYREX ③試験管を,角膜及び角膜輪部にNaOH液が

接触しないように押し当て結膜嚢プール内に0.05N

NaOHを 300 μlを添加し1分間接触させた。接触後
は直ちにガラスピペットで,こ れをできる限り回収し,

アルカリ熱傷時涙液試料とした。

以後の涙液試料は,以下の如く経時的に生理食塩水

300 μlを角結膜プール法で 2分間接触させ,全量を回

収し試料とした。即ち,アルカリ熱傷の 20～ 30分前 (こ

れを〔アルカリ熱傷前涙液試料〕とする), アルカリ熱

傷の 30分後,60分後,2時間後,3時間後,6時間後 ,
9時間後,24時間後,32時間後, 2日後,4日 後, 7

日後まで経時的に採取した。経時的に採取した涙液試

料それぞれについて,東 洋 pH試験紙 (MR;pH
5.4～ 7.0,BTB;pH 6.2-7.8)を 用いてpH測定も

行った。また,0.l N NaOH 300μ lを角結膜プール法

で角結膜組織に1分間接触させた後,この液を除去し,

以下の各群に分け,各群とも経時的に涙液を採取した。

涙液試料は,生理食塩水 300 μlを角結膜プール法で 2

分間接触させた後採取した。

Ⅳ群 (洗眼群)i噴射ビンを用いて,生理食塩水 150

mlで結膜嚢内を 5分間洗浄した。

V群 (〔洗眼+点眼〕群):Ⅳ群の要領での洗眼の後 ,
一定時間,次の①～③の消炎剤の点眼を行った。

① O.1%プ ラノプロフェン (ニ フラン③)を 5分毎 2

時間まで

② O.1%プ ラノプロフェン (ニ フラン③)を 10分毎

3時間まで

③ O.1%ジ クロフェナックナトリウム (ジクロード

①)を 10分毎 3時間まで

さらに,0.05 N NaOH 600μ lを角膜円筒法で 3分

間接触させ,ア ルカリ熱傷 2時間後から11時間後と,

アルカリ熱傷 24時間後から35時間後まで,それぞれ

30分毎,FN点眼群 (4,000 μg/ml)お よび生理食塩水
点眼群に分け,点眼を行った。涙液採取は,角結膜プー

ル法で,アルカリ熱傷前,ア ルカリ熱傷 60分後, 2時
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間後, 4時間後, 8時間後,11時間後,24時間後, 2

日後, 4日 後, 7日 後まで経時的に行った。

I,IV,V群について,房水採取 1時間前に 10%フ
ルオレセインナ トリウム液 500 μlを静注し,ア ルカリ

熱傷の一定時間後に一回のみ,角膜輪部より28G針に

て約 150 μlを採取した。涙液試料について,総アスコ

ルビン酸 (T‐AA),還元型グルタチオン (GSH),蛋
自 (albumin)を ,房水試料については,T‐AA,還元
的アスコル ビン酸 (R―AA),総 グルタチオン (T―
GSH),GSH, フルオレセイン(FL),蛋白(albumin)
を既報 16)17)に準じて HPLC法にて測定した。また有意
差検定は Student'st・ testに よって行った。

III 結  果

角結膜プール法における涙液成分の変動 (図 1～ 4)

については, アルカリ熱傷時放出量がアルカリ熱傷前

値より有意に増加 (p<0.001)し たのは,0.03N以上
であった。蛋自のアルカリ熱傷時放出量は NaOHに
よる変性の影響が大きいため,濃度による差異をみる
ことはできなかった.CSHは ,0.lNでは 3時間後と

(n8)

アルカリ熱傷後の経過時間
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図 l NaOH濃 度とGSH,T‐AAの アルカリ熱傷時
放出量の関係.CSH,T‐AAは NaOH濃度に応じて
増加した.

図 2 NaOH濃度による涙液中還元型グルタチオン
量の経時変化.0.lNでは 3時間後と2日 後にピー
クを持つ 2峰性の変動を示し, 7日後に前値のレベ

ルに戻った。0.05Nでは 3時間後と32時間後の 2
カ所にピークを示したが,0.03Nでは,2～ 6時間
後に不明瞭なピークを持った変動を示し,0.01N,
0.02Nで は明らかな変動傾向は認めなかった。

2日 後にピークを持つ 2峰性の変動を示 し, 7日 後に

前値のレベルに戻った。T‐AAは ,0.lNで は 32時間
後までほぼ一定の放出を示した後,漸減 した.蛋白は,

0.lN,0.05N,0.03Nと も漸減傾向を示した.ま た,

GSHお よび蛋白は,0.01N,0.02Nでは明らかな変
動傾向は認めなかった。

結膜プール法と角膜円筒法における涙液成分の放出

量については,図 5～ 7に示す。結膜プール法と角膜

円筒法での GSHの アルカリ熱傷時放出量の比は約
4:1で あり,ま た, これらのアルカリ熱傷時放出量
の合計は,角結膜プール法におけるアルカリ熱傷時放

出量にはぼ一致した。

涙液試料の pHの経時変化については,図 8に示す。
0.05Nでは,角結膜プール法,結膜プール法での涙液

試料の pHと も,角膜円筒法での涙液試料の pHよ り

有意に大であった。

洗眼及び薬物点眼による涙液成分の変動について

は,図 9～ 16に示す。GSHは ,洗眼群では 3時間後の
ピークが消失した。T‐AA,蛋 白も,洗眼群では非洗眼

〓
三
ヽ
く
千

い

．〓
ｒ
）

o―Ю GSH
o…Ⅲ●T‐AA

Mean± SE(n=5)

*pく 0.001

0.05     0.075

NaOH濃 度
0.1

(N)

0 0.01 0.02 0.03



唾
　
ｍ

喘
饉

ヽ
コ
ミ

ロ
К
卜
縫

喘

Ｅ

Ｅ
Ｂ
■
一
口
閣

日眼会誌i 96巻  5号

tng)

］̈〔̈
c>__く)結膜プール法

●―一● 角膜円筒法

Mean± SE(n‐ 5)
M can± SE(n‐ 5)

* pく 0.01(OVsO)
**pく 0.05(C)vs● )

嘲

ヽ

ヽ

卜

ヽ

く

ヽ

剰

口
ｈ
咽

500

400

300

100 I

2 ″′々″

アルカリ熱傷後の経過時間

図 3 NaOH濃度による涙液中総アスコルビン酸量
の経時変化.0.lNでは,32時間後まではぼ一定の
放出を示した後,漸減した.0.05N以下では,30分
以降漸減した。

beForo 0  0.5  1   2   3   6   9   24  32     2       4
{lM'                            (H'        (0)

アルカリ熱傷後の経過時間

図5 アルカリ熱傷法による涙液中還元型グルタチオ
ン量の経時変化。結膜プール法と角膜円筒法でのア

ルカリ熱傷時放出量の比は約4:1であり,ま た,
これらのアルカリ熱傷時放出量の合計は,角結膜
プール法におけるアルカリ熱傷時放出量にはぼ一致

した。また 30分後の放出量には有意差を認め (p<

0.01),そ の後もGSH放出量は結膜プール法の方が
角膜円筒法より大であった。

群より低値を示す傾向があった。FN点眼群は,GSH
では生食点眼群よリアルカリ熱傷 24時間後まで高値

を,T‐AAでは生食点眼群より低値を示す傾向があっ
た。

洗眼及び薬物点眼による房水成分の変動について

は,図 17～ 22に示す。FLお よび蛋白は,ア ルカリ熱

傷 1時間後には,非洗眼群では他眼と比較し房水中濃

度が著明に上昇したが,洗眼群では非洗眼群より有意
に低下していた。なお,〔洗眼十点眼〕群と洗眼群との

差は殆どみられなかった。

IV 考  按
GSHは ,蛋白と異なリアルカリによる変性などの影
響を受けにくく,接触直後の眼組織障害性を反映する

良い指標である。今回の実験結果より,家兎眼では,

前値レベルに比しアルカリ熱傷時放出量が有意に増加

した 0.03N以 上で,ocular surぬ ceの障害が生じてい

ると考えられる。蛋白は濃度による差異は認められた

が,ア ルカリによる蛋白変性の影響が大きいため,定

C>-00.l N
匡トー[10.05N
△ ―̈△ 0.03N

M●●●■ヽ■(●‐,)

い
“
‐ ,

アルカリ熱傷後の経過時間

図 4 NaOH濃 度による涙液中蛋白 (albumin)量の
経時変化.0.lN,0.05N,0.03Nと も漸減傾向を示
した.
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図6 アルカリ熱傷法による涙液中総アスコルビン酸
量の経時変化.ア ルカリ熱傷時放出量は,結膜プー

ル法の方が角膜円筒法より大きく,その後は, 9時

間後まで角膜円筒法が結膜プール法より放出量が大

であった。

量的な評価はできなかった。従来の報告は角膜のみの

アルカリ熱傷による変化をみたもので,実験系として

は再現性があるが,臨床的とはいえない。アルカリ熱

傷において,涙液を試料として GSHやアスコルビン

酸 (AA)を測定した報告は, これまでになく,角結膜

から放出されるGSH,AAも これまで検討されておら

ず,著者らの報告が初めてである。北野6)7)によれば,

程度の差はあるが,創傷初期には,結膜上皮の goblet

細胞からのムチン放出,各結膜上皮細胞の変形,細胞

膜の傷害などが同様に起こるという。従って,角結膜
プール法において 0.03N以上での GSH放出量が 30

分後に 200 ng前後まで急減するのは,細胞内の GSH
のス トックが細胞膜の傷害により放出され枯渇するた

めと考えられる.ま た GSHが 2峰性に変動すること
については, まず細胞内の GSHの ス トックが増加し
てくるが,細胞膜が完全に修復されていないため放出

量が増し,次に細胞分裂が起こるが,GSH産生能が充
進しているため放出量も増す, という機転が考えられ

berore 0 0.5 1
(lM)

2    3   6   9   24  32     2
(H)

アルカリ熱傷後の経過時間

図7 アルカリ熱傷法による涙液中蛋白(albumin)量
の経時変化.24時間後まで,放出量は結膜プール法
が角膜円筒法より有意に多く,角膜円筒法ではアル

カリ熱傷前放出量と殆ど放出量の変わらない状態が

続いた。
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図8 アルカリ熱傷法による涙液 pHの経時変化.角
結膜ブール法では,0.lNでのpHは 0.05Nでの
pHよ り大である傾向を示した.0.05Nで は,角結
膜プール法,結膜プール法の2群に大差はなく,共
に角膜円筒法より有意にpHが大であった。
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る。涙液中の CSH,T‐AA及び蛋自の 3成分が角結膜
障害性の指標になり得ることは,既に著者は開らと共
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図 13 涙液中の蛋白 (albumin)量の経時変化.洗眼
群では,非洗眼群より低値を示す傾向があった。
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図 14 涙液中の蛋白 (albumin)量の経時変化.

中には存在せず,細胞からの放出のみで,T‐AAは細
胞からの放出と血清からの漏出を,ま た蛋白は血清か

らの漏出のみを反映すると考えられた。従って,こ れ

アルカリ熱傷後の経過時間

図 15 還元型グルタチオン放出量に及ぼす FN点眼
の影響.FN点眼群は生食点眼群よリアルカリ熱傷
24時間後まで高値を示す傾向があった.
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図 16 総アスコルビン酸放出量に及ぼす FN点眼の
影響.FN点眼群は生食点眼群より低値を示す傾向
があった。

ら3種のアルカリ熱傷で GSH,T― AA及び蛋自の 3成
分を同一試料で測定することは,ア ルカリ熱傷による

角結膜障害性の生化学的評価に有用であると考えられ

た。アルカリ熱傷において房水 pHの測定を経時的に

行った研究としては,今泉ら11)～ 13)の報告があり,房水

pHはアルカリ熱傷後 3分でピークに達するが,洗眼
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レベルより低値を示したが,両群の間に有意差を認
めなかった。
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図 19 房水中の総アスコルビン酸濃度の経時変化.非
洗眼群と洗眼群との間に有意差を認めず,経時変化
もみられなかった。
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時変化もみられなかった。
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図 21 房水中のフルオレセイン濃度の経時変化.ア ル

カリ熱傷 1時間後には,非洗眼群では他眼と比較し

著明に上昇したが,洗眼群では非洗眼群より有意に

低下していた。アルカリ熱傷 3時間後には両群の差

は急激に縮まり2群 とも他眼のレベルに急速に回復

した。

眼及び点眼の効果についても検討した.涙液の変化の

うち,GSHは ,洗眼により3時間後のピークが消失し
たが, これは,洗眼により細胞膜の傷害の程度が軽減

した結果,細胞からの漏出が少なくなったためと考え

られる。またアスコルビン酸。グルタチオンで〔洗眼十

点眼〕群が洗眼群よりやや低値を示すのみで,蛋自で

は 2群間に殆ど差がみられなかった.近年, プロスタ

グランジンは角膜上皮修復に何らかの形で関与してい

ると言われている
14).プ ロスタグランジン合成阻害剤

である消炎剤の点眼は,角膜修復を遅延させなぃ18)19)

と報告されている。本実験系では,角膜に僅かに好影

響を及ぼすにとどまり,治療効果も殆ど示さなかった

ものと推測されるが, これは,ア ルカリ熱傷での眼障

害にはプロスタグランジン以外の系の関与の方が大き

いためと考えられる。房水の変化のうち,アルカリ熱

傷 1時間後の GSHの低下が T‐GSHの それより著明
であった。プロスタグランジンE2の 生成される過程に

グルタチオンが必要であることは既に知られており,

反応に伴う定量的酸化は認められない
20)が , ロイコト

リエンの生成にもグルタチオンは必要であり
21),こ れ
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図22 房水中の蛋白 (albumin)濃度の経時変化.ア
ルカリ熱傷 1時間後には,非洗眼群では他眼と比較
し著明に上昇したが,洗眼群では非洗眼群よりも有
意な低下を示し,以後 2群とも徐々に回復の傾向を

認めた.

らの関与するGSHの酸化が促進されるような変化が

房水内で起こっているのではないかと推測される。ま

た,FLと蛋白は, 1時間後に著明な上昇を示したが,
その後,FLの方が急速に回復したのは,分子量や溶解

性など物性の違いや,それに基づ く房水への移行経路

が異なるためと考えられる。今回の測定で房水内の軽

微な変化をとらえることができたことより,今後の研

究において,本研究が非常に有用となることが予想さ

れる。

FNの角膜上皮への影響は,開 ら17)がヘプタノール

を用いた角膜円筒法によりT‐GSH,AAの 測定を行
い,FNに より角膜上皮の治癒が促進されたとしてい
る。今回は角膜上皮欠損を確実に作成する目的で ,

NaOHに よる角膜円筒法で接触時間を長 くとったた
め,他のデータとの直接の比較はできないが,FN点眼

群で T‐GSHが アルカリ熱傷 24時間後まで高値を示
したことより,細胞伸展および移動が促進されている

と推測された。

アルカリ熱傷後わずか 5分間の洗眼で数時間以上の

効果があり,洗眼の重要性が定量的に評価された。本

研究により,涙液・房水の両面からアルカリによる軽
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徴な眼障害を初めて生化学的 に把握することがで き

た。今後,本研究の適用によ り,角結膜疾患の治癒剤
など,薬剤の効果判定が,涙液や房水試料を用いて定
量的に把握 されると考えられ,合わせて涙液・房水の

生化学的挙動の詳細がさらに明 らかにされると思われ

る.

稿を終えるにあたり,御校閲を賜った窪田靖夫教授に深

謝致します。

なお本論文は,第 91回 日本眼科学会総会および第 56回

中部眼科学会にて,そ の一部を発表 した。
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