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光力学作用 (phOtodynamic action)に よる硝子体の液化

秋  葉   純

旭川医科大学眼科学教室

要  約

生体内で光力学作用 (photodynamic actiOn)の 結果生 じるフリーラジカルによる硝子体の液化について検

討 した。家兎硝子体中にリン酸 リボフラビンを注入 し,自色光を照射 して光力学作用をおこした.摘出した眼

球の液化硝子体の重量を測定 して,硝子体液化度 を算定 した。照射 1時間後の実験眼の硝子体液化度は 38%,

3時間後は 50%,6時間後は 59%であり,い ずれも対照眼に比べて硝子体 は有意に液化 した。また,フ リーラ

ジカルを除去するCu,Zn‐ SuperOXide diSmutaSeや catalase,あ るいは mannitolが 硝子体中に存在すること

により,硝子体の液化は有意に抑制 された。今回の結果から,加齢による硝子体の液化に光により生 じるフリー

ラジカルが関与 している可能性が示唆 された。また,硝子体にはフリーラジカルを除去 して液化を防 ぐ機構が

存在 していると推測 された。 (日 眼会誌 96:731-736,1992)
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Photodynamically Induced Vitreous Liquefaction in Vivo

Jun Akiba

Dι,α″πι″′げ (ンカι力α′″ο′οり,4sα″滋a,`zZタググια′Cοノ′ι多

Abstract
Photodynamically induced vitreous liquefaction in rabbit eye was investigated. Photosensitizer,

riboflavine phosphate, was injected into the vitreous cavity of the rabbit before white-light irradia-
tion. After the irradiation (0, 1, 3, 6 hr) the rabbit vitreous body was separated into gel and liquid
portions. The liquid vitreous body was weighed, and the viteous liquefaction percentage was calcu-
lated. One hour irradiation caused 38%o of liquefaction of the eye ;3hr,50o/o liquefaction ;6hr,5g%o
liquefaction. Although irradiated control eye (without photosensitizer) and the dark adapted control
eye (non'irradiated) showed 10-L5% liquefaction throughout the experimental period, the liquefac-
tion percentage of the experimental vitreous bodies was significantly larger than that of the control
vitreous. Inhibition experiment showed that the radical scavengers (Cu, Zn-superoxide dismutase,
catalase, and mannitol) could suppress the photodynamically induced vitreous liquefaction. Results
indicated that free radicals, including hydroxyl radical and superoxide anion, which are generated by
photosensitizer and visible light irradiation, may contribute to the age-related vitreous liquefaction
of humans. (Acta Soc Ophthalmol Jpn g6: 731-736, 1992)
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I緒  言

眼球内で最大の容積を占める硝子体は,大量の水を

含有するグルである1).硝子体重量の 99%は水であ り,

コラーゲン線維や ヒアルロン酸などの固形成分は 1%
にすぎなぃ2").人 では加齢 とともに硝子体のグル構

造は徐々に崩壊 して水を保持で きなくなり,液化硝子

体を生じる6)-9)。 剖検眼の観察では 4歳ですでに液化

した硝子体が認められ10),そ の後加齢とともに硝子体

容積に占める液化硝子体の割合は増加し,40歳代では

30%,80歳 代 では 50%以 上 であ ると報告 されて い

る8)10)11)。 液化の進行により,やがて硝子体はその形態

を維持できなくなり,虚脱して後部硝子体剥離を生 じ

る12)～

“
)。 この液化 と後部硝子体剥離の一連の過程は,

人硝子体の正常な老化現象ではあるが,硝子体を取 り

囲む網膜や水晶体に多大な影響を及ぼすと考えられ ,

とりわけ後部硝子体制離は裂孔原性網膜剥離の最大の

病因である10。 しかし,加齢による硝子体の液化の機序

については解明されていない。

硝子体のグル構造は, コラーダン線維の 3次元的格

子状構築の間に大量の水を保持 した ヒアルロン酸が充

満して維持されていると考えられている2)‐ .1974年

に McCord17)は ,酵素反応で発生 した superoxide rad‐

icalが ヒアルロン酸を脱重合 し, ウシの滑液の粘性を

低下させることを発見し, フリーラジカルのヒアル ロ

ン酸への影響について報告 した。また,Andleyら 18)は
,

一重項酸素 (102)が ヒアルロン酸の立体配座 (confor‐

mation)を変化させることを不 した。グル構造の維持

に重要な役割を演じているヒアル ロン酸の脱重合や立

体構造の変化は,硝子体の液化をひきおこすことが知

られている19)20)。 そこで uenOら 21)は ,牛硝子体に光感

受性物質を加 えて可視光を照射す ることに よ り in

vitroで 硝子体が液化す ることを示 し,光 力学作用

(phOtOdynamic action)に より生 じるフリーラジカル

の関与を示唆 した。

本研究では,家兎硝子体中に光感受性物質を注入 し

て白色光を照射 し,in vivoで 光力学作用の結果生 じる

フリーラジカルによる硝子体の液化について検討 した

ので報告する。

II方  法

1.光 力学作用

有色家兎 (グ ッチ種,体重 1.5～ 2.O kg)36匹を実験

動物の飼養及び保管等に関す る基準にしたがい取 り
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扱った。ketamine hydrOCh10ride(20 mg/kg)と

pentObarbital sOdium(25 mg/kg)筋注にて麻酔後 ,

Mydrin P ⑪で散瞳した。0.5%xylocaineを 点眼後,強

角膜輪部 よ り3mm後方から 27ゲ ージ針を硝子体中

央に挿入 し, リン酸 リボフラビン (2× 10-3M,扶桑薬

品工業)を 0.l ml注入 した。注入後,+90ジ オプ ト

リーレンズ (ニ コン)と細隙灯顕微鏡を用いて,硝子

体および眼底を観察し,出血や網膜に穿孔のないこと

を確認 した。開瞼器をかけ,角膜 より60 cmの 距離か

らスライ ドプロジェクター (1,000W)で 白色光を 0,

1, 3, 6時 間照射した。照度計 (DX・ 100,竹村電機

製作所)に よる測定の結果,角膜表面の照度は 570×

1021uxで ぁった。硝子体中に拡散 した リボフラビンが

光の照射により緑色の蛍光を発するのが観察された。

角膜の乾燥を防 ぐために,照射中は生理食塩水を頻回

に点眼した。

同様の方法で生理食塩水を硝子体中に注入して光を

照射した眼,およびリン酸 リボフラビンを注入して遮

閉をおこなった眼を,それぞれ対照 とした.

硝子体 の液化の抑制 をみ る実験 では,Cu,Zu‐

superOxide disrnutase(Signla, St.:Louis, 1:JSA)1.5

mg(5,355 units), catalase(Sigma)1.25 mg(60,875

units),mannit01(Sigma)2X10-5m。 1を ,それぞれ

リン酸|リ ボフラビン (2× 10-3M)と ともに硝子体中に

注入し, 自色光を 3時間照射 した。

2.硝子体液化の判定

照射終了後,細隙灯顕微鏡 と+90ジ オプ トリーレン

ズを用いて,硝子体の液化の程度を生体内で観察 した。

次に,pentobarbital SOdiumを 250 mg静注し,死亡

確認後ただちに眼球を摘出した。輪部より5mm後 方

の強膜を剪刀で輪状に切開し,強膜,脈絡膜,網膜を

取 り除いた後,水晶体後面より硝子体を損傷しないよ

うに鈍的に剥離 した。取 り出した硝子体を円形の濾紙

(東洋濾紙 No.1,直径 1l cm)と プラスチックで被覆

されたガラス線維網(口 径 1.Omm,サ イズ 15cm X10

cm)の上にのせ,グル硝子体から液化硝子体を分離 し

た(図 1).液化した硝子体は速やかに濾紙に吸収 され

た後,下のシャーレに滴下した。この分離を室温 (25℃ )

で 30秒間行った後,濾紙に吸収 された液体とシャーレ

に滴下 した液体の重量を測定 した。この両者を合計し

たものから,は じめに硝子体に注入した液体 0.l mlの

重量を引いたものを液化硝子体の重量とした。グル硝

子体 と液化硝子体の重量の和を本来の硝子体の重量 と

考え,次式により硝子体液化度を算出した.
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法 (Mann‐ Whitney test,Kruskal^WalHs ted)を 用

いた。有意水準が 5%未満のものを,統計学的に有意

とした。

III 結  果

1.硝子体の観察

細隙灯顕微鏡による生体内での観察では, リボフラ

ビンを注入して光を照射した実験眼の硝子体は,対照

眼 と比較して液化が強い印象をうけたが,明確な差は

認められなかった。 しかし,摘出した硝子体の観察で

は,対照眼の硝子体は形態をよく保っていたのに対し,

実験眼の硝子体は液化により張力を失っていた (図

2)。

2.硝子体液化度

対照眼の硝子体液化度は, 6時間を経過してもそれ

ぞれ 14%以 下であ り,わずかな硝子体の液化を示すの

みであった(図 3)。 これに対 して, リボフラビンを注

入 して光を照射をした実験眼の硝子体液化度は,照射

1時 間後は 38%(p<0.05), 3時 間後 は 50%(p<
0.01), 6時間後は 59%(p<0.01)で あ り,いずれも

硝子体は有意に液化 した。

ゲル硝子体

ガラス線維網
と濾紙

液化硝子体

図1 グル硝子体と液化硝子体の分離.

眼球から取り出した硝子体を円形の濾紙とプラスチッ
クで被覆されたガラス線維網の上にのせた。液化硝子
体は速やかに濾紙に吸収された後,シ ャーレに滴下し

た。分離は,室温 (25℃ )で 30秒間行った。

液化硝子体の重量(父)     … ^^二
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図2 強膜,脈絡膜,網膜を取 り除き,硝子体を露出させた眼を吊り下げたところ。
遮閉をした対照眼の硝子体(A)は ,形態をよく保っているのに対し, リボフラビン
を注入し白色光を3時間照射をした実験眼の硝子体(B)は ,液化により張力を失い

,
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図3 光力学作用の硝子体グルに対する影響.

▲は,生理食塩水を注入し自色光を照射した対照眼,

●は, リン酸リボフラビン (2× 10-3M)を注入し遮閉

をした対照眼,■は, リン酸 リボフラビンを注入し白

色光を照射した実験眼.各点は4眼の中央値を示す。

*, p<0.05, **, p<0.01(Kruskal・ Vヽallis test).
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図 4 ラジカル・スカベンジャーの硝子体液化に対す

る影響 .

cu, zn_superOxide disrnutase(1.5 rng), catalase

(1.25 mg),mannit01(2× 10-5m。 1)を ,それぞれ

リン酸 リボフラビン (2× 10-3M)と ともに硝子体中

に注入した。自のバーは白色光を 3時間照射した眼,

黒のバーは遮閉した眼.各バーは 4眼の中央値を示

す。SODヤまCu,Zn‐ superoXide diSmutaSeを あらわ

す. *, p<0.05(Miann‐ Whitney te飢 ).

日眼会誌、 96巻  6号

3.'夜化の抑制

リボフラビンのみを注入して光を 3時間照射した眼

の硝子体液化度が 50%で あるのに対 して,Cu,Zn‐

superOxide dismutaseを リボフラビンとともに硝子

体中に注入 して光を 3時間照射 した眼の液化度は

29%,catalaseを 加えた眼の液化度は 25%,mannitol

を加えた眼の液化度は 32%で あ り(図 4),いずれの場

合も硝子体の液化は有意に抑制 された (p<0.05).

IV 考  按

今回の家兎眼を用いた実験の結果,硝子体中の光感

受性物質 と光による光力学作用の結果生じるフリーラ

ジカルにより,生体内で硝子体が液化することが明ら

かになった。硝子体が水を保持する能力の大部分を司

る と考 え られ て い る ヒアル ロ ン酸 は,N‐ acetyl

glucOsamineと グルクロン酸が繰 り返 し連鎖する線状

の重合体であり,コ イル状の立体構造を持っ2)-5).ヒ ァ

ル ロン酸の脱重合や立体構造の変化は硝子体の液化を

ひきおこすため, このコイル状の立体構造が大量の水

を保 持 す る能 力に貢献 して い る と考 え られ て い

る3)19)。 光感受性を有する リボフラビンは,酸素の存在

のもとで光に曝露されると,主 として type Iの 光力学

作用をおこし22)23),SuperOXide aniOn(02~)や 過酸化

水素 (H202), およびhydrOXyl radiCal(・ OH)の フ

リーラジカルを生じる。今回の実験でも,光力学作用

によ りこれらのフリーラジカルが硝子体中に発生 し

て, ヒアルロン酸の脱重合ゃ立体構造が変化し, ヒア

ルロン酸 とコラーゲン間の相互作用に変化が生じた結

果,硝子体が液化したものと考える。

Uenoら 21)は ,光力学作用により生 じたフリーラジ

カルが in vitroで 硝子体を液化することを初めて示

し,加齢による硝子体の液化の機序にフリーラジカル

が関与 しているのではないかと考えた。彼らは,同時

に,今回の実験 とほぼ同様の方法で in vivoの 実験を

行い,硝子体の液化を細隙灯顕微鏡をもちいて観察 し

たが,明 確な硝子体の液化は認められなかった.こ の

観察による液化の判定法は,本研究でも明かな硝子体

の液化を検出することができなかったように,軽度の

液化をとらえることがむずかしく, しかも主観的にな

りやすい欠点がある。本研究では,1)Uenoらの実験

の 10倍量の リボフラビンを用い,よ り強い光を照射し

たことにより,多量のフリーラジカルが生じたと考え

られること,2)液 化の判定法として,分離 した液化硝

子体の重量を測定して硝子体液化度を算定する方法を
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素や Nd‐YAGレ ーザーの照 射32)に よって も,グ ル構

造が破壊 され,液化することが知 られている.し か し,

これ らの液化 は特殊 な条件 の もとで生 じた ものであ

り,加齢による硝子体の液化の機序 とは考えに くい。

今回の実験結果から,加齢による硝子体の液化 に光に

より生 じるフ リーラジカルが関与 している可能性が示

唆された。 また,硝子体には フ リーラジカルを除去 し

て液化を防 ぐ機構が存在 していると推測 された .

稿を終えるにあたり,ご指導いただいた Eye Re∝ arch
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用いたことにより, フリーラジカルによる in vivoの

硝子体の液化を初めて とらえることができた と考 え

る.

光の受容器官である眼は,出生直後よリー生涯にわ

たり光に曝露 される.太陽光線や室内の人工光線は幅

広い波長をもつが,紫外線は角膜,房水,お よび水晶

体で吸収されてしまい,硝子体にはほとんど到達 しな

いため24),紫
外線が ヒアルロン酸を脱重合することは

知られているが25),無水晶体眼でないかぎり紫外線が

硝子体に及ぼす影響はきわめて軽微であると考えられ

る。本実験でもちいた光の照射強度は 570× 1021uxで

あり, これは北海道の夏期の快晴 日の正午の太陽光の

照射強度 (1,120× 1021ux)の ほぼ半分にあた り,屋外

作業者の眼が受ける白色光 と近いものと考えられる.

一方,正常の人硝子体には徴量ではあるが リボフラビ

ンが含まれてお り2),他の光感受性物質も硝子体中に

存在する可能性が高い.ま た,人硝子体中央の酸素分

圧は 15.9± 2.8mmHgで あると報告されている26)。 し

たがって,人硝子体でも酸素の存在下で光感受性物質

と可視光による光力学作用が実際におきている可能性

が十分考えられる。人では加齢による硝子体の液化が
,

光軸上, とくに光の最も集中する黄斑前の硝子体から

始まるという観察結果は27),加
齢による硝子体の液化

に光が関与していることを示唆していると思われる。

Cu, Zn‐superoxide disrnutase lま 02~, CatalaSe lま

H202を ,そ れぞれ特異的に分解する酵素である.ま た ,

mannitolは・ OHを除去する物質 として知 られてい

る。今回の実験は, これらのフリーラジカルを除去す

る物質が硝子体中に存在することより,生体内での光

力学作用による硝子体の液化が有意に抑制されること

を明らかにした.硝子体には superoxide dismutase活

性,catalase活 性が認められることから28)29),硝
子体に

はフリーラジカルを除去 して液化を抑制する防御機構

が存在することは明 らかである。Superoxide dis‐

mutase,catalase以 外に同様の役割を果たすものとし

て,ア スコル ビン酸3)や ビタミン E21)が考えられてい

る。 したがって,硝子体に存在すると思われる除去能

力を上まわるフリーラジカルが光力学作用により発生

し,わずかなヒアル ロン酸の脱重合や立体構造の変化

が長期間にわた り累積 した結果が,加齢による硝子体

の液化につながるのではないかと考える。

硝子体は,100℃ の加熱や超音波による強烈な振動な

どの物理的刺激30),Fe+3ゃ cu+2の 金属 イオ ンの存

在31),あ るヽヽ|ま c01lagenase30),hyaluronidase21)30)`D酵
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