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家兎濾過手術後におけるproliferating cen nuclear

antigenの 発現
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要  約

実験的濾過手術後の創傷治癒過程における細胞の増殖活性を,proliferating cell nuClear antigen(PCNA)

を指標 として免疫組織化学的に観察 した。白色家兎眼に線維柱帯切除術を行い,術後 1,4, 7,14日 の濾過

部を10%緩衝ホルマリンで固定 した後パラフィン切片を作成 し,濾過部組織におけるPCNAを 標識ス トレプ

トアビジン・ ビオチン法を用いて検出した.

濾過部 には術後 4日 からPCNA陽性細胞が増加 し,濾過部の開塞が始まった。術後 7日 には PCNA陽性細

胞はさらに増加 し,濾過部 はほぼ閉塞 した。術後 14日 には濾過部は疲痕化組織で完全に開塞 し,PCNA陽 性

細胞は著明に減少していた。この実験結果は濾過手術に併用する増殖抑制薬物の投与方法に示唆 を与えるもの

であり, また PCNAを 指標 とすることにより濾過手術後の増殖活性 をオー トラジオグラフィーよりも簡便に

検討できることが実証 された.(日 眼会誌 97:1274-1278,1993)
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Abstract

We evaluated cell replication in wound healing following experimental filtration surgery. Cell

replication was measured via immunohistochemistry for proliferating cell nuclear antigen, which is a

marker of cell proliferation. Trabeculeetomy was performed on albino rabbit eyes, with the filtering
site harvested on postoperative days 1, 4, 7, and 14. Samples were fixed with 10% bufrered formalin and

prepared for paraffin section, and proliferating cell nuclear antigen was detected in filtering site tissue

using the labeled streptavidin-biotin method. The number of immunoreactive cells increased at days

4 to 7 and was markedly decreased at day 14; the filtering site was obstructed at days 7 to 14. These

findings may have clinical implications for the administration of antiproliferative agents after
filtration surgery. Evaluation of cell replication following filtration surgery by detecting proliferat'

ing cell nuclear antigen is a simpler technique than autoradiography. (J Jpn Ophthalmol Soc 97:1274

-1278, 1993)
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I緒  言

緑内障濾過手術の不成功は創傷治癒過程による濾過

部の疲痕化が原因であ り1), この疲痕化を抑制するこ

とが濾過手術を成功に導 くために重要 となる。既報 2)

では濾過手術後の創傷治癒過程における組織変化を観

察 し,術後 2～ 3日 で線維芽細胞が増殖 してくるのを

確認 したが,濾過手術後の細胞増殖生活について検討

した報告は少ない.

PrOliferating Cell nuclear antigen(PCNA)(ま
,

細胞周期のデオキシ リボ核酸 (DNA)合成期の核で増

加す る分子量 36 kDaの ポ リペ プチ ドである3)～ 6).

PCNAはデオキシ リボ核酸ポ リメラーゼ δの補助蛋

自であ り,細胞の DNA合成に重要な蛋自であること

が最近の研究で解明されている7)8).PCNAは いろいろ

な組織の増殖細胞に存在 しており,細胞増殖の 1つ の

指標 として考えられている4)9)。
今回の実験では,家兎

濾過手術後における細胞の増殖活性を PCNAを 指標

として観察し,若干の知見を得たので報告する。

II 実験方法

実験対象として体重 3～ 4 kgの 自色家兎 8匹 8眼 を

用いた。動物に対する取 り扱いは「動物の保護及び管

理に関する法律」ならびに「実験動物の使用及び保管

等に関する基準」に従 った。 7匹の家兎に対 し,ベ ン

トバル ビタールナ トリウム (ネ ンブタール③)(20 mg/
kg)の 耳静脈内投与による全身麻酔 と塩酸オキシブブ

ロカイン (ベ ノキシール③)の点眼麻酔の後,既報2)に

従い濾過手術を行った。すなわち,耳側上方の結膜を

円蓋部付近で切開し,結膜 と結膜下組織を角膜輪部ま

で剥離 した後,上直筋耳側の強膜上の血管が分布して

いない部分に,約 6× 3mm大の輪部基底半層強膜弁を

作成 した。その後,強膜角膜移行部で前房側の強角膜

を約 3× lmm大に切除 した。強膜弁の頂点を 10-0ブ
ロリンで強膜に 2か所縫合し,結膜を 9-0ナ イロンで

連続縫合 した。術後抗生物質の筋注および眼軟膏投与

を行った.残 りの 1匹については手術を行わず,非手

術家兎 とした。

非手術家兎および術後 1, 4, 7,14日 の家兎をペ

ン トバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール⑧)の 大量

静脈内注射により屠殺 した。抜眼後,強膜および濾過

部強膜弁部分を採取 し,矢状断で半切 した.0.lMリ
ン酸緩衝 10%ホ ルマ リン (pH 7.2)で 12時間固定 し

た後,型通 リパラフィン包埋し 5μm切 片を作成した。
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PCNAの検索は ヒス トファインSAB‐ POキ ット①(ニ

チレイ社)を用いて酵素抗体法染色により以下のよう

に行った。

脱ノくラフィ ン後, 0.01 M phOsphate bu“ er saline

(PBS)で 洗浄 し,内因性ベルオキシダーゼのブロッキ

ングのために 0.3%過 酸化水素加 メタノールで 30分

処理した。PBS洗浄後,非特異的反応をブロックする

ために 10%正常 ウサギ血清を 10分間反応させた。次

に一次抗体 として, 2%ウ シ血清アル ブミン加 PBS
で 100倍 に希釈 した マ ウス抗 ラットPCNAモ ノク

ローナル抗体(DakO社)を 1時間反応 させた。PBS洗
浄後,二次抗体 として ビオチン化 ウサギ抗 マウス

IgG十 二gA+IgMを 10分間,PBS洗浄後,酵素試薬 と

してペルオキシダーゼ標識ス トレプ トアビジンを 5分

間それぞれ反応させた。これらの反応はすべて室温湿

室内で行った。ジア ミノベンチジンで発色させた後 ,

マイヤーヘマ トキシ リンで対比染色した。水洗,エ タ

ノール系列による脱水,キ シレンによる透徹後,エ ン

テランニュー①(Merck社)で封入し, ツァイス光学顕

微鏡で観察,FuJichrOme ① lso looに て写真撮影を

行った。なお,陰性対照 として一次抗体に 100倍希釈
マウス腹水を用いた。

III 結  果

PCNA陽性細胞は核が褐色に,それ以外の細胞はマ

イヤーヘマ トキシ リン染色により青紫色に染色され,

明瞭に識別 された。

非手術眼の強膜には PCNA陽性細胞は認められな

かった。術後 1日 では,濾過部に炎症細胞の浸潤を認

めるのみで濾過部は開存 していた。強膜弁下の強膜に

PCNA陽 性細胞が少数認められるが,濾過部への浸潤

はほとんどみられなかった。術後 4日 では,強膜弁下

濾過部および結膜下組織に PCNA陽 性細胞が多数出

現してお り,濾過部の閉塞が始まっていた。術後 7日

になるとPCNA陽性細胞がさらに増加 し,濾過部は

ほぼ閉塞していた.結膜下組織および上強膜組織にも

PCNA陽性細胞が多数認められた。術後 14日 では,濾

過部は完全に疲痕化組織によって閉塞 した。PCNA陽
性細胞の数は術後 7日 よりも顕著に減少 していた (図

1).

IV 考  按

濾過手術後の濾過部創傷治癒過程については,家兎

眼やサル眼を用いた報告がいくつかある10)～ 13)。
それら
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図1 非手術眼の強膜および濾過手術後の強膜濾過部におけるproliirating ceu nudear antigen(PCNA)陽性細胞.

PCNA陽性細胞は核が褐色に,そ れ以外の細胞は青紫色に染まっている.A:非手術眼強膜.PCNA陽性細胞は認められ

ない.B:術後 1日 .濾過部に炎症細胞の浸潤を認める。強膜弁下の強膜にPCNA陽性細胞が少数認められるが,濾過部

への浸潤はない.濾過部は開存している(星 印).C:術後 4日 .PCNA陽性細胞が濾過部周辺の強膜から濾過部にかけて

増加している。濾過部 (星 印)の 部分的な閉塞が始まっている (矢尻).PCNA陽 性細胞のほとんどは紡錘形をしており,

線維芽細胞と思われる。Di術後 7日 .濾過部および濾過部周辺強膜のPCNA陽性細胞の数はさらに増加し,濾過部 (矢

尻で囲まれた部位)はほぼ閉塞している。E:術後 14日 .濾過部 (矢尻で囲まれた部位)は完全に閉塞している。PCNA
陽性細胞の数は術後 7日 と比較して顕著に減少している.Fi術後 4日 組織の陰性対照.細胞の核はすべて青紫色に染色さ

れており,特異的な反応は認められない。写真左が角膜側。(バ ーは 50μ m)

4

¬
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によれば,術後 2～ 3日 日頃から線維芽細胞の増殖が

始ま り,肉芽組織を形成 し,最終的に疲痕化により濾

過部は閉塞する。自色家兎に濾過手術を行った既報2)

では,強膜弁下濾過部には術後 6時間で炎症細胞が浸

潤 し,術後 2日 目で線維芽細胞が強膜弁下の周辺部か

ら出現 し,術後 5日 で結合組織形成が始ま り,術後 7

日で濾過部はほぼ閉塞 した。 しかし,濾過手術後の細

胞増殖活性について検討 した報告は少ない。Jampel

ら12)は ヵニクイザルに濾過手術を行い, オー トラジオ

グラフィーにより術後 における細胞の3H_thymidine

の と り こみ量 を検 討 した.そ れ に よ れ ば,3H_
thymidineの とりこみは術後 24時間でみ られ,術後 5

日で最大 となり術後 11日 で基準レベルに戻 った.し か

し, オー トラジオグラフィーは放射性物質を使用する

など,複雑な操作を必要 とするのが問題点であった。

増殖す る細胞は細胞周期に入るとS期に DNAを
複製 し,M期 に細胞分裂をする。M期 とS期 の間には

G:お よび G2期があるが,PCNAは Gl期 からS期にか

けて増加する核内抗原であ り3),PCNA陽 性細胞の増

加は DNAを複製する状態にある細胞の増加,すなわ

ち細胞増殖能の充進を意味する。PCNAはホルマリン

固定で も固定時間が短時間であれば失活せず,パ ラ

フィン切片でも検出できるため9),PCNAを指標とす

ることにより,よ り簡便に細胞増殖能を判定できると

いえる。

眼科領域において PCNAについての報告 はきわめ

て少な く,著者らが調べた範囲ではラット水晶体上皮

細胞の増殖能を検討した山口ら“
)の 報告があるのみで

ある。それによれば,胎生期から生後 4日 までの水晶

体ではすべて水晶体上皮細胞ではぼ均一 に PCNAが
認められ,生後 4週以降は週齢とともに水晶体上皮細

胞が減少 し,PCNA陽性細胞は減少した.今回の実験

では,PCNAを 指標 として濾過手術術後濾過部におけ

る細胞増殖能を検討 した。術後 1日 の時点で PCNA
陽性細胞は濾過部周辺強膜に出現するが,濾過部には

存在 しなかった.術後 4日 になると濾過部辺縁および

濾過部周辺強膜にPCNA陽性細胞が多数出現 し,濾
過部の閉塞が始まった。術後 7日 には PCNA陽性細

胞はさらに増加し,濾過部はほ
`′

閉ゞ塞 した。術後 14日

には濾過部は疲痕化組織で完全に閉塞し,PCNA陽 性

細胞は減少していた。 この結果は,オ ー トラジオグラ

フィーを用いた Jampelら 12)の
報告 とほぼ一致 してお

り,濾過部周辺強膜からの濾過部への細胞浸潤および

細胞増殖は術後 4日 後か ら始まり, 7日 前後に最高と
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な り以後低下することが示された。

濾過手術に 5‐nuorouracil(5‐FU)や mitomycin C

(MMC)な どの抗腫瘍剤を併用 して濾過部の術後疲痕

化を抑制し,術後眼圧 コントロール成功率を向上 させ

た報告が多 くなされている0～ 19)。
特に 5‐FUは DNA

合成時にとりこまれてDNA合成を阻害する代謝拮抗

剤であ り,こ の実験結果か ら,5-FUの 術後投与 は

DNA合成のピークである術後 4～ 7日 前後に特に集

中的に行 うのが効果的であると予想される。今後は眼

科領域でも腫瘍などさまざまの分野において,PCNA
が細胞増殖能の 1つの指標として検討され得ると予想

される。
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