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家兎札品体摘出術後前房内インターロイキン1 βの定量

横 山 利 幸

願人ヤ欹人学医学部很科学教室
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要  約

家兎水晶体摘出術後, 一部後房眼内レンズ(10L) を挿入し, 抗ウサギ組換えインターロイキン1 β(rIL-1β)

抗体を用いたenzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 法にて前房水中のインターロイキン1 β(IL-

1β)量をBradford 法にて蛋白濃度を測定した. 加えて走査電顕及び抗rIL-1 β抗体を用いた酵素抗体法にて

10L 付着細胞の検索を行った. 前房水中IL-1 βは10L 挿入眼では3 日後10.79 ±4.67 ng/ml, 7 日後

10.12±3.96 ng/ml, 非挿入眼では7 日後3.94 ±0.86 ng/ml と有意に10L 挿入眼で高値を示した(pCO.Ol).

また1 ヵ月後の値は各個体により大きく異なった. 前房水中総蛋白濃度は術後7 日(IOL 挿入眼:29.7 ±11.7

mg/ml, 非挿入眼8.58 ±6.90 mg/  ml, p<0.05), 1 ヵ月(IOL 挿入眼:8.30 ±1.21 mg/ml, 非挿入眼2.10 ±

0.309 nig/ml, p<0.001) とも有意に10L 挿入眼で高かった. 走査電顕上, IOL 付着細胞として小円形細胞,

紡錘形細胞, 巨細胞が認められ酵素抗体法による染色でいずれもIL-1 β陽性であった. IL-1 βは水晶体摘出

術後, 特に10L 挿入眼の術後炎症に関与している可能性が示唆された.( 日眼会誌 96 : 67-73, 1992)

キーワード:IL-1 β, ELISA, 房水, 水晶体摘出, 眼内レンズ

Interleukin-1 βin the Aqueous Humor in Aphakic and

Pseudophakic Eyes of Rabbits

Toshiyuki Yokoyama
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Λbstract

The amounts of interleukin-1 β(IL-1 β)(by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)  using

anti・rabbit recombinant IL-1 β(rIL-1 β) antibody)  and total protein content (by Bradford's method)

were assayed in the aphakic and pseudophakic aqueous humor in 24 eyes of 16 rabbits. Posterior

chamber intraocular lenses were e χamined scanning electron microscopically and immunohisto ・

chemically. The amount of detected IL-1 βwas 10.79 ±4.67 ng/ml (mean 土SD)in the pseudophakic eyes

3 days postoperatively, 10.12 ±3.96 ng/ml in the pseudophakic eyes and 3.94 ±0.86 ng/ml in the aphakic

eyes 7 days postoperatively. A significantly higher amounts (p<0.001)of IL-1 βwere detected in the

pseudophakic eyes compared with the aphakic eyes at 7 days postoperatively. The amount of IL-1 β

varied in each rabbit l month postoperatively. In total protein content in the aqueous humor,

pseudophakic eyes showed significantly higher compared with the aphakic eyes at 7 days (pseudopha-

kic eyes : 29.7±11.7 mg/ml, aphakic eyes : 8.58 ±6.90 mg/ml, p<0.05)  and  1 month  (pseudophakic eyes :

8.30±1.21 mg/ml, aphakic eyes : 2.10 ±0.309 mg/ml, p  < 0.001) postoperative. Scanning electron
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microscopic study showed that small round cells, spindle ・shaped cells and giant cells could be observed

on the surface of intraocular lenses. All of these types of cells showed positive staining of IL-1 β

immunohistochemically.  These results suggest that IL-1 βmight be an inflammatory mediator in eyes

with lens e χtraction, especially pseudophakic eyes. (Acta Soc Ophthalmo 冂pn 96 : 67-73, 1992)

Key words : IL-1 β, ELISA,  Aqueous humor, Lens e χtraction, Intraocular lens

I 緒  言

白内障術後, 特 に眼内レンズ( 以 下10L) 挿 入眼に

おいてはフィブリン反応や, 遅延性虹彩炎など, 特殊

な炎症が引き起こされることがあるが, そ の原因は明

らかではない1)气 また10L 挿 入 に対する生体反応とし

ては, 病 理学的に眼内レンズ上へのマクロファージや

巨細胞等の付着が示されているが, こ れらの細胞の機

能についても不明な点が多い3) 气̃ 種 々の炎症に対し

て, マ クロファージや他の免疫系細胞から産生される

サイトカインは多様な生物活性を有し, 炎 症を修飾す

る因子として重要であるが, 眼内炎症に関してもその

関与が示唆されている气 本実験においては, 白内障術

後炎症におけるサイトカインの関与を明らかにするた

め, 家兎を用い, 水晶体摘出後の前房水中のサイトカ

イン, 特 にマ クロファージなどから産生 され るイン

タ ーロイキン1 β(以下IL-1 β)に 焦点をあて, そ の定

量を試み, IOL 挿 入の有無で比較検討を行った.

II 実 験 方 法

1. 材料 と方法

実験動物 として体重3.0̃3.5  kg の 成 熟白色家兎

19 羽を用いた. 0.5% ト ロピカミド, 及 び5% 塩酸 フェ

ニレフリソにて散瞳させ,0.4% キシ ラジン入り塩酸 ケ

タミン50 mg/kg を 筋注して麻酔した. 手 術用顕微鏡

下でイナミ社製A.I.D. Ⅲ を 用いて無菌的 に通常の水

晶体嚢外摘出術を両眼に施行し, 両 眼, ま たは片眼に

後房10L を 挿入した. 挿 入時にはヒアルロン酸ナト リ

ウ ムを 使用し, 術 中 は フィブ リン析 出抑制 の ため

1,000 単位 ヘパリンナトリウムの点眼を行った. 挿 入

10L は, 紫外線吸収, レ ースカット仕上げ光学部ポリ

メチルフタクリレート(PMMA), 支持 部ポリプロピ

レン製の通常のレンズを使用した. IOL 挿 入部位は特

に意識しなかった. 術直後抗生剤眼軟膏処置を行い,

術後1 週間1 日3 回 抗生剤点眼を行った. 前 房水採取

は滅菌済26 ゲ ージッベルクリン針付きl n!1 注 射器を

用いて術後3 日,7 日,1 ヵ月 後に行った. ただし,

10L 非 挿 入眼の場合は7 囗と1 ヵ 月後に 前房水を採

取した. 術後, 著 明な角膜混濁や前房出lf11等 の合併症

がなく, 十 分量採取可能であった例は16 羽24 眼(10L

挿 入14 眼, 非 挿人10 眼) であった. また,2 次 房水

の影響を考慮して1 眼1[ 司のみの採取とし, 採取量は

0.2̃0.3  ml で あ った. 採 取 し た前 房水は マ イク ロ

フュージ遠心器で5,000  rpm 10 分間 遠沈して細胞成

分を除き, 上 清を-70 ℃で保存した.

2. IL-1 β の測定

測定は抗ウサギrIL-1 β ヤギ抗体を用いてenzyme

】inked immunosorbent assay (EL1SA) に て 測定し

た. そ の際ウサギrIL-1 β を スタンダードとして 検量

線を描いた. 抗ウサギrIL-1 β ヤ ギ血清, ウサギrIL-1

β は共に熊本大学第1 病理学教室 吉 永 秀, 後藤 交

正両先生の御好意によって供与されたものを川いた.

供 与された抗血清よりプ ロテ インG セファロースカ

ラムを用いて,lgG を 精 製した. またサンドイ・,チ 法の

ための二次抗体として精製したlgG は 常 法に従k犬 一

部ビオチン化した. 具体的 なELISA の 方 法は以下の

通りである. 血清↑l渉 を避ける為, またサンプル量に

限度があり, 術 後早期のものでは高濃度ではフィブリ

ン塊を形成する為, サンプル希釈は10 陷・とし, ‥一次,

二次抗体の濃度も予備実験より決定した.

1) 一 次抗体固相化: 精 製した抗rIL-1 β lgG 10

μg/ml を 各ウェルに50 μ1 分注し宰温にて約5 時 間静

置.

2) ブ ロッキング: ブロヽ,クA 母(人日本製薬社製)

を 各ウェルに50 μ1分 注し, 室温にて3̃5 時間 静置.

3) サ ンプルを50 μ】ずつ分注し, 室 温で一晩静置.

0 ビ オチン化2 次抗体50 μ¦を 分注し, 室温にて3

時間静置.

5) avidin-biotin complex (ABC) 法に 従いo- フ ェ

ニレンジアミンにて発色させ, 約20 分後 に490 nm の

吸光度を測定. (VectastainR ABC キット, Vector

Laboratories 社製 使用)

上.記 の方法で ウサギrIL-1 β を スタンダード として

検量線を引 き, こ れより抗原量を測定した.
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3. 前房水中総蛋白濃度の測定

採取した 一部の前房水中蛋自濃度をウシつ/-グロプ

リンを スタンダードとしてBradford 法にて測定し

た.

4. IOL 表面走査電顕像

挿入後3[],7 「¦,1 ヵ月の10L を各2 枚ずつ前房

水採取後摘出し,2.5% グルタールアルデハイドにて固

定してオスミウム後固定の後, エタノール系列で脱水

した. 臨界点乾燥の後, 金パラジウム蒸着を行い, 日

立S-800 型走査電顕にて観察した.

5. IOL 付着細胞の酵素抗体法による染色

挿入後3 日,7 囗,1 ヵ月の10L 各2 枚を10% ホル

マリン・45% アセトン溶液で20̃30 秒固定後水洗し,

自然乾燥させ, 一次抗体として抗rIL-1β抗体を10

μg/ml 滴下. がC で一晩静置させ, Vectastain ABC

キットを用いて型の如くdiaminobenzidine  (DAB) 発

色させ,y イヤーのヘマトキシリソ液にて核染した.

Ill 結  果

1. 前房内IL-1 β抗原量

ウサギrIL。1βを用いて得られた検量線の1 例を図

1に示した. この様な検量線に基づいて測定した】L-1

βの測定結果を表1 に示した. 正常前房水5 眼測定の

うち,3 眼は測定下限以下であり, 測定可能であった

2 眼は,それぞれ1.04 ng/m],0.908 ng/ml であった.

10L 挿入眼では,3 日後,7 日後で高値を呈し, それ

ぞれ平均10.79 ±4.67 ng/ml (mean 土SD), 10.12 ±

3.96 ng/mKmean 士SD) であった.1 ヵ月後では値の

ばらつきが大きく, 測定下限以下のものもあり, また

26.52 ng/ml と高値を呈するものもあった. ただし傾
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図1 検量線の1 例.スタンダードとして10,  30, 100,

300. 1,000 pg/wel 】の ウサギrIL-1 βを 用いると図

のような直線関係が得られる.

向としては7 日後に比し低下していた. IOL 非挿入眼

では7 日後の値は3-94 ±0.86 ng/ml (mean 土SD) で

あり,1 ヵ月後では5 眼のうち3 眼は測定下限以下,

測定できた2 眼はそれぞれ1.35 ng/ml, 2.62 ng/ml

であり,明らかに7 日から1 ヵ月で低下を示した. IOL

挿入の有無で7 日後の値をStudent's t検定を用いて

比較すると7 日後では有意に(p く0.01) IOL 挿入眼で

その値が高かった. 測定下限量はプレー]・毎に測定し

た標準物質からの検量線に左右されるが, 0.6̃2.0

ng/ml であり, 多くは2.0  ng/ml が測定不能とされ

た.

2. 前房水中総蛋白濃度

正常前房水3 眼, 術後1 週間後では10L 挿入眼4

表1 1 拑房内Iレ1 β㈲京量
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]3.89

26.52
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正常前 房水

(n=3)

表2 前房水巾総蛋∩濃度

術後7 囗     術後レカ冂

非挿入限
(n  = 4 j

挿 人 限

(n=4)

非循 へ眼  插 人帳
n=3

0.483 ±0.166 8.58 ±6.9t1 29.7 士H.7 2.10 ±0.309

ぐn=j 匚

8.3(匚囗. 川

nlean:A  S.I). mg  ml

眼, 非 挿入眼4 眼 ずつ8 亂 術後1 ヵ 月では10L 挿 入

3 眼, 非 挿入3 眼 の6 眼, 計17 眼 の前房水中総蛋自濃

度を計測した結果を表2 に示す. 正 常前房水3 眼 の平

均 は0.483 mg/ml, 術 後7 日 で は10L 挿 入 眼 平 均

29.7 mg/ml, 非 挿入8.58 mg/ml,  1 ヵ月では10L 挿

入8.30 mg/ml, 非挿 入2.10 mg/ml であ った. こ れを

Student's t に て検定すもと10L 挿 入の有無では7 卜]

後,1 ヵ 月 後とも有意に10L 挿 入眼で高値であった

(7 日後p く0.05, 1 ヵ月後p く0.001).  7 日後 と1 ヵ

月後で比較すると, IOL 挿 入眼ではp<0.05 で 有 意に

1 ヵ 月後の値が低下しているが, 非 挿入眼では有意差

は認められなかった. また,7 日後 のものでは10L 挿

入の有無にかかわらずばらつ きが高かった. IL-1 β を

測定で きたものについて, 前房水中総蛋白濃度との相

関を検討したが, 有意な相関はえられなかった. た だ
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図2 前 房 内I し1 β と 総 蛋 ∩ 濃 度.

し,IL-1 β 量の増加にともない前房蛋白も増加する傾

向は八られた( 図2).

3.10L 表面走査電顕像

10L 表面には6̃10 μm 前後の小円形細胞, 長 径約

20 μm の紡錘形紆I胞, 巨 細胞が認められた. 巨 細胞は

3 日後では比較的小型のものをごくわずかに認めたに

すぎないが,7 日後,1 ヵ月後ではその比率と大きさ

を増して卜 る. 小 円形細胞は底面を10L 面上 に広げ,

しだいに平坦化し, ‥一方ヒモ状の突起を仲ぼして近傍

の細胞同志が融合して巨細胞化していく像が観察され

図3 術後7 日の眼内レンズ表面走査電顕像( ×200). 小円形細胞と紡錘形細胞を認

める.2 つの細胞が融合したような像(小矢印), 及び胞体が極性をもって長くひき

のばされたような像( 大矢印) が観察される.
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図4 術 後1 ヵ 月 の 眼内 レン ズ表 面 走 査電 顕 像( ×200). 一 部 胞 体 の崩 れた 巨細 胞 と

小円 形 細 胞を 認 め る. 小円 形 細胞 の 一 部 は底 面 を 眼内 レ ン ズ上 に ひ ろげ, ヒ モ状 の

突 起 で 近 傍の 細 胞 同 志 が連 絡 し てい る 像 も認 め ら れ る( 図 左側, 及 び 左上, 小矢 印).
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図5 抗IL-1 β 抗体を用いた眼内レンズ付着細胞酵

素抗体法による染色.( ×100 術後1 ヵ月. ヘマトキ

シリンによる核染色). 巨細胞も含め, 胞体内にIL-

1β 抗原陽性の所見が得られる( 矢印).

た(図3, 図4). 巨細胞は100 μm から大きなもので

は300 μm 径のものまであり,1 ヵ月後のものでは光

学部辺縁やpositioning holeの部で目たった. 胞体は

扁平化し, 一部は引きちぎれたような像も見られた.

4. IOL 付着細胞の抗rIL-1 β抗体を用いた酵素抗

体法による染色
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小円形細胞, 紡錘形細胞, 巨細胞 とも緇胞内に陽性

所見を認め, こ れは挿入3 日後から1 ヵ月後のもの全

てに認められた( 図5). なお, 対照 として一次抗体に

正常ヤギ血清を用いたものは, 染 色されなかった.

IV 考  按

今回の実験より, 水晶体摘出による炎症眼の前房水

にはIL-1 β が存在している事が明らかとなった. 眼内

炎症にサイトカインが関与している事は推測されてい

たが6), 前房 水中よりIL-1 βを 直接証明したのは本実

験がはじめてである. 従来 よりIL-1 の 測定は主に生物

活性による測定法が行われてきた. 特にIL-1 の胸腺T

細胞に対する増殖増強作用を指標としたlymphocyte

activating factor (LAF) 活性 による測定が一般的で

あった7). し か しこの方法は混在する他のサイトカイ

ンや活性阻害因子により影響をうけやす<, またIし1

α とβ の区別が付げ難く, 一 般応用のためにはアイソ

トープを使用する必要がある等の欠点が指摘されてい

る. これらの欠点を補う方法として今回の実験で行っ

たようにIL-1 に対 する抗体を 用い たELISA に よ る

測定法が普及しており, 眼科領域でも市販のIし1 測定

キットを用いた報告がみられる气 実際, 前 房水等の他
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の サ イトカインや, chemical mediator の 存在が疑わ

れる場合には,ELISA に よる測定が適していると思わ

れる. 本 実験では, 前房水中のIL-1 β の生物活性は明

らかではないが,I し1 β もしくは少なくともその前駆

体が水晶体摘出後の前房水中には存在している事が示

された. そ して術後1 週間では10L 挿 入眼では非挿入

眼に比べ有意に高値を示していることから10L に よ

る急性炎症にIし1 β が関与していることが示唆され

た. このことは10L の存 在に対する生態の反応の1 つ

と考えられ, IL-1 β を 介し, 種 々の炎症が惹起される

可能性が考えられる. 術 後1 週間とい う時期は臨床的

にはフィブリン反応が出現する時期であり, IL-1 の多

様な生物活性の1 つ にマクロファージや滑膜細胞から

のプロスタグランジンE2 産 生促進という機能がある

事を考え合わせると, フ ィブリン反応にIL-1 の関 与も

考えられる. また, 最近, 白内障術後患者の前眼部の

温度を赤外線放射温度計で測定した報告があり, こ れ

によると術後7 日まで1% の危険率で, 術後30 日で も

5% の危 険率で有意の温度上昇がみられるとの事であ

るが, IL-1 の炎 症mediator, 特 に発熱因子としての存

在を 考え ると, 極 めて興味深い結果であ ると思われ

た9). さらに, レ ーザーフレア・セルメーターによる測

定で, 家兎眼では10L 挿 入術後7 日 目の前房蛋白濃度

は高いと報告されているlo). 本 実験においてはBrad-

ford 法 にて測定した前房水中総蛋白濃度を調べ, IL-1

β 抗原量との相関を調べたが, 実験例が少なかったせ

いか有意な相関は得られなかった.

前 房蛋白濃度の測定では, IOL 挿 入 眼で術後7 日,

1 ヵ 月後とも非挿入眼に比べ有意に高値であ り,1 ヵ

月後の値は7 日後に比べ有意に低下し, 非 挿入眼とは

異なった蛋白動態がみられた. また10L 挿 入の有無に

かかわらず, 術 後7 囗ではばらつきの大きい値を示し

ており, 個 々の手術侵襲の大きさ, 反 応性を反映して

いるとも考えられる. し かし,1 ヵ 月 後ではそのばら

つきは著明に減少しており, 術後1 ヵ 月では手術侵襲

の差は減少していると考えられた. 一 方, 前 房水中IL-

1β 測定では10L 挿 入眼は非挿入眼に比べ, ば らつき

が大きく, こ れは,1 ヵ 月後ではさらに著明なものと

なってくる. こ の事は手術侵襲以 外に10L に対 する

個々の反応性の相違を示していると考えられ, 特 に1

ヵ月後で個体によっては非常に高値を示すものがあっ

た事は臨床的に見られる遷延性虹彩炎との因果関係で

興味深い.

IL-1 は 分 子 量17,000̃18,000 のpolypeptide で ア
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ミノ酸配列の異なるIL-1 α とIL-1 β の 存在が知られ

ている. IL-1 α は 等電点5.0 と酸性域にあり, IL-1 β

は7.0 とアルカリ域にあ り, 両者のアミノ酸レベルの

相同性は27% にす ぎないが, そ の生物活性の差は認め

られず, レセプタ ーも同一一と考えられている. 両者の

役割の相違については不明な点が多いが, 種 差や緇胞

差にもよるが, IL-1 α は β に比べ低比率で産生され,

細胞に留まる傾向があり, 一方IL-1 β は細胞外に主に

放出される. また培養末梢血単球を用いた研究では,

培養初期ではIL-1 β が優位に産生されるが, し だにそ

の産生は低下し, 後 期ではα の産生が増化するとい う

報告もある1').炎 症 の場においては, 生物活性の動態,

及 びα とβの量比はmRNA の 発 現に 依存 するが,

ピ ークの時点で はβがα の6 倍 多く発現していると

の報告がある12).

IL-1 の 生物活性は多様であ り, 全 身的 には発熱作

用, 急 性期反応蛋 白質 の誘導が知られ, 局 所では, 炎

症細胞の走化性, 及 び, そ の活性化, 局所で のプロス

タグラソジソ産生, また局所の細胞破壊等が知られて

いる. 特に慢性関節 リウマチ患者関節液中にはIL-1 の

存在が示され, これにより滑膜細胞や軟骨細胞が刺激

され, プ ロスタグランジンやコラゲナーゼ産生が促進

され, 慢性関節炎に深く関わっていると考えられてい

るl气 本実験により水晶体摘出後, 特に10L 挿 入後の

眼内炎症にもIL-1 β が 関与していることが示唆され

た. IL-1 の 産生は種々の刺激により様々な細胞でなさ

れるが, 前房内への放出細胞としては, ① 術後炎症に

よる前房内浸潤細胞, ② 角膜内皮細胞, ③ 虹彩毛様体

上皮, ④ 水晶体上皮, ⑤10L 付着細胞等が考えられる.

前房内浸潤細胞については術後早期には重要であると

思われるが術後1 週以降ではその役割はむしろ低くな

る.と考えられる. し かし,上 野ら14)の報告によると10L

挿 入1 週後では前房内マクロファージ, 好 中球は非挿

入眼に比べ増加しており, マ クロファージについては

3 日後より1 週 間後で増加すると報告されている.

従 ってこれらの細胞が前房内IL-1 β の増量 と関係し

ている可能性が考えられる. 従来より10L 付着 細胞は

マクロファージといわれ, IL-1 産 生起源としては第一

に考えられる. 今回の実験でも, 走 査電顕上, 従来の

報告同様10L 表面 には マクロファージと思われる多

数の突起を持った小円形細胞, 紡 錘形細胞, 巨 細胞の

3 種の細胞の付着がみられ, 小円形細胞がヒモ状に突

起を伸ばし融合されて巨細胞化していく過程が見られ

た. また表面付着細胞の酵素抗体法による染色で,3
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種の付着細胞の胞体内にIL-1 β が 染色され, これは,

1 ヵ 月後の巨細胞で も染色された. こ の事より10L 付

着細胞が前房内IL-1 β に影響を与えていることが示

唆され, マ クロファージの異物に対する反応の 一つと

考えられた. さ らに, IOL に 付着することによって活

性化を受けたマ クロファージが産生するIL-1 が, 時 に

慢性炎症の引 き金となる可能性が考えられる. 活性化

を阻 止す るためにはマ クロファージと10L と の接着

を人工的に阻止するか, またはIOL 表 面 を化学修飾

し, マ クロファージとの接着の少ないものにする必要

も考えられる. 本実験は, 再度材質の改良のモニター

としてのIL-1 の意義 のみならず眼内においてマクロ

ファージ活性化機序と炎症との関連を明らかにするた

めにも有用であると考えられた.

金井 淳教授, 奥村 康教授のご指導とご校閲に深謝致
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理吉永 秀, 後藤 文正両先生に深謝敖します. また, 終始

ご助言とご協力を頂いた共同細菌室の皆様及び眼科学研究

室の皆様に感謝致します. IOL を提供して頂いた( 株)

SEED に感謝致します.
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