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要  約
発酵法によりS″

"ι
οcο
““
s“οθpJαθれた

“
Sを用い生産 された 1%ヒ アルロン酸ナ トリウム (平均分子量

181万 )の安全性についてサル眼を用いて検討 した.対象のカニクイザルの 1眼の前房水を 150 μι採取 しつつ

同量の被験薬と置換 した。対照はその他眼に被験薬の溶媒である等張化リン酸緩衝液 (pH 7.4)を 同様に注入

した。細隙燈顕微鏡による前眼部所見,角膜厚,眼圧,角膜内皮像を処置前,処置後 7日 間経時的に検討を行

い,7日 目に組織学的検討を行った。処置後 9時間において被験薬注入眼の眼圧に有意の上昇が認められた以

外,細隙顕微鏡所見,角膜厚,角膜内皮細胞所見,光顕,透過および走査電顕所見について両群間に有意の変

化を認めなかった。被験薬は生物学的に安全な薬剤であるとの結論が得られた.(日 眼会誌 97:448-454,

1993)

キーワー ド:発酵法, ヒアルロン酸ナ トリウム,サル,前房水置換,眼毒性

study On safety Of SOdiunl HyalurOnate(SL‐ 1010)

by lniectiOn in the Anterior Charnber

Mitsuru Sawal),1lotonari llura。2),Masashi Yanagi3)

Kohya Shiratori3)and][Iaru。 1旺。rita4)

1)&ο励″
`り

F cο″ι々z′ 衝rン資zπψttπ″″οπ,υπグυοttJ″ Jら西οs/〉グ″みυ″′″恣グ″ げ Tοりο〔〕ιブしοοノげ M″′″″ι
2)Dψα″″

“`。
/(ンヵι″́′π。′。り,こ′「π′″容グ″げ τ。ゎ。sι

、ヵ。。′げ 〃″滋π′

3)s″sグぁ sと´″&ス″α夕′′σα′Rゐ″κヵG′″r′γ
4)P%′

`′

グπ′ια′Rゐοακヵιαゎοπ
"η
ω

Abstract

We investigated efrects of a newly developed sodium hyaluronate (SL-1010) on the anterior
segment of the eye. The tested sodium hyaluronate was biosynthesized using Streptococcus zoo-

epidemtcus.Under an operating microscope, we replaced the aqueous humor of Macaca fascicularis
(n:3) with 150pI of 1)( sodium hyaluronate solution without loss of the anterior chamber. The

opposite eye was treated as a control and its aqueous was replaced with the same volume of the vehicle,

isotonic phosphate bufrer solution. We performed follow-up clinical examination with slit-lamp
microscopy, pachymetry, pneumotonometery, and specular microscopy. On the 7th day, we performed

histological study by light microscopy, transmission and scanning electron microscopy. Although the
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sodium hyaluronate group showed a signiflcant increase of intraocular pressure at g hours after the
treatment over the control, there were no significant difrerences in clinical findings between the
sodium hyaluronate and the control groups. Histological studies demonstrated nothing particular
except for slight swelling of mitochondria of corneal endothelial cells in both groups. It was concluded
that the newly developed sodium hyaluronate is a biologically inactive and safe biomaterial. (J Jpn
Ophthalmol Soc 97: 448-454,1993)

Key words : Biosynthesis, Sodium hyaluronate, Monkey, Aqueous humor replacement, Ocular
toxicity

I緒  言
ヒアルロン酸は Meyerら 1)に よリウシの硝子体か

ら初めて分離 された N‐ アセチル‐D‐ グルコサ ミンと

D‐グルクロン酸が交互にβ結合 した高分子ムコ多糖

で,生体内に広 く分布してお り,硝子体,皮下組織 ,
踏帯,鶏冠,滑膜組織など結合組織での細胞外マ トリッ

クスの重要な構成成分であることが知られている2).

眼科領域においては, ヒアルロン酸が硝子体の主成

分であることから,1960年頃3)よ り手術への適用が検

討されてきた。当初, ヒアルロン酸ナトリウムは硝子

体手術などへの適用が試みられ,硝子体に関する研
究4)5)が主に行われたが,その後,角膜内皮細胞など前

眼部組織への影響6)～ 10)についても詳細な検討がなさ

れて,手術時の機械的損傷からの角膜内皮保護,前房
保持を目的として,眼内レンズ挿入術,角膜移植術を

中心とする前眼部手術H)～16)に臨床応用されている。

従来のヒアルロン酸ナトリウムが鶏冠から抽出・精

製されたものであるのに対し,醸酵法による微生物起
原のヒアルロン酸ナトリウム (SL‐ 1010)の 大量生産法

が開発された17).

今回我表は,SL-1010の 眼科手術用製剤としての安

全性を確認するために,カ ニクイザルを用い前房内注

入による検討を行ったので報告する。

II 実験方法

被験物質は,等張化 リン酸緩衝液に溶解した 1%ヒ
アルロン酸ナ トリウム (SL-1010;平 均分子量 181万 ,

pH 7.4,浸 透圧比 1.06,Lot No.C01‐ 004 M l)で

あり,対照物質は溶媒である等張化 リン酸緩衝液を用
いた.

実験動物はカニクイザル(Zαω
“
力
“
′
`%″
πs,体重

3.4～ 4.l kg)3頭 (雌 1頭,雄 2頭)を用い,馴化期
間 お よび前房 水置換後観 察 期 間終了 まで 室 温

24～ 27℃ ,湿度 41～ 76%,換気回数 12～ 14回 /時およ
び照明時間 18時間の環境下で個別ケージにて飼育し

た。なお,馴化期間中には,一般状態観察, ツベルク
リンテストおよび腸内細菌検査などを実施し,健康状

態を管理した。飼料はビタミン C30 mgを添加した固

型飼料 (CMK‐ 1, 日本クレア,東京)100gを 1日 1回

給与し,飲料水は自動給水にて水道水を自由に摂取さ
せた。

実験は検査法の再現性を検討する目的としての前房

水非置換予備実験と被験物質の安全性の検討を目的と

した前房水置換実験を行った。前房水非置換予備実験

では以下の前房水置換実験の際の前房内被験物質また

は対照物質投与を除く全身麻酔,検査を同様に実施し
た.即ち,全身麻酔は 5%塩酸ケタミンと2%キ シラ
ジン塩酸塩を容量比 10:1に混合し,こ れを 1頭あた

り約 l mlを筋肉内投与,局所麻酔には 0.4%塩酸オキ

シブプロカインを点眼し,散瞳薬として ミドリン P①

を用いた。前房水置換実験には 27G針付ツベルクリン

注射筒を用い,上記麻酔下にて手術用顕微鏡下で注射
針を 2時および 10時の 2か所の輪部近傍角膜より角

膜内皮,虹彩および水晶体に接触しないよう刺入し,
前房水を 0.15 ml徐 々に吸引しつつ,前房が消失しな
いように左眼に同量の 1%SL‐ 1010溶液,右眼に溶媒

のみを注入した。

前眼部の検査,角膜厚および眼圧の測定は,前房水

置換前および置換後観察期間の開始日の 0, 3, 9時

間目および 1, 2, 3, 5, 7日 目に行った。前眼部
の検査は細隙燈顕微鏡を用いて行い,角膜厚の測定は,

前眼部の検査に引き続いて超音波パキメーター (Vil_

laSenor O ultrasonic pachymeter, Cilco社 , U.S.A"

音速 1,550m/sec)を用いて角膜中央部の厚さを 5回

測定し,そ の平均値を用いた。眼圧の測定は,角膜厚
の測定と同時に空圧圧平式眼圧計 (Alcon Applana‐

tion Pneumatonograph ①, 日本アルコン,東京)を用
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いて行った。角膜内皮細胞密度の測定は,前房水置換

前観察の開始日, 7日 目および置換後 7日 目に広視野

スペキュラーマイクロスコープ(甲南キーラー,東京)

を用いて行った。角膜中央部の角膜内皮細胞を撮影倍

率 40倍で撮影し,最終倍率 200倍の写真上に一辺 2

cmの正方形の区画を設け, 5区画の角膜内皮細胞数

を測定しl mm2あ た りの角膜内皮細胞密度を算出し

た。なお,上記検査のうち角膜内皮細胞密度の測定日

は全身および局所麻酔下で,それ以外の検査日は局所

麻酔にて行った。

前房水置換後 7日 目の検査終了後,チオペンタール

ナトリウム静注全身麻酔下に頸動脈から放血屠殺して

眼球を摘出し,眼球および周辺組織の肉眼的観察を

行った。次いで眼球全体を3%グ ルタールアルデヒド

で固定し,さ らに,角膜輪部より固定液注入による潅

流固定を行った。電顕用として角膜を分割し,透過電

顕用は, 2%四酸化オスミウムで再固定,脱水後,ユ
ポキシ樹脂 (Poly/Bed 812 ①, ポリサイエンス社)に

包埋し,酢酸ウラニル・クエン酸鉛の二重染色後,観
察 (日立 H‐ 800透過電子顕微鏡)した。また走査電顕

用は2%四酸化オスミウムで再固定,脱水後,酢酸イ
ソアミルで置換し,乾燥 (日立 HCP‐AUTO型臨界点
乾燥装置),金蒸着 (EIKO IB‐ 3イ オンコーター)後 ,

角膜内皮を観察 (日立 S‐450走査電子頭微鏡)した。残

りの眼組織については光顕用として 2.5%緩衝ホルマ

リン液で固定後,パ ラフィン包埋,ヘマトキシリン。

エオジン (H.E.)染 色後鏡検した。

統計学的解析は,角膜厚,眼圧および角膜内皮細胞

密度については Student‐ t検定または Cochran‐Cox

法 (危険率 1および 5%)に よる検定を行った。また,
前房水非置換予備実験と置換本実験との比較も行っ

た。

III 結  果

1。 前房水非置換予備実験

予備実験期間においては角膜上皮細胞,前房所見に

は変化を認めなかった。表 1は予備実験の角膜厚,眼
圧および角膜内皮細胞密度を示したもので,いずれの

項目においても左右差は認められなかった.ま た,角

膜内皮細胞密度は検査前と終了時の間に有意差をみな

かった。

2.前房水置換実験

前房水置換眼全例において術中,術後を通じて前房
消失はなかった。角膜は穿刺部に軽度の混濁が術後 5

日眼会誌 97巻  4号

表 1 前房水非置換予備実験の角膜厚,眼圧および
角膜内皮細胞密度 (3頭 6眼 )

角 膜 厚   0.387± 0.034 mm(0.349～ 0.455 mm)

限   圧   11.7± 1.4 mmHg(9～ 15 mmHg)

角膜内皮細胞密度
3,077± 418 cels/mm2(検査開始時)

3,163± 359 celis/mm2(検査終了時)

平均値±標準偏差 (角膜厚および眼圧は 8回の測定結果)

(mm)

0.43

0.41

農0.39
厚

0.37

0.35

0.33

0 3   9   1    2   3        5        7
(時間)  置換後期間  (日 )

図 l SL‐ 1010お よび等張化 リン酸緩衝液置換後の角

膜中央部の厚 さの経時的変化 .

● iSL・ 1010,Oi等張化 リン酸緩衝液(バ ーは標準
偏差).

日程みられる例があったが,上皮障害,角膜浮腫,虹
彩癒着,毛様充血,瞳孔変形および白内障は認めなかっ

た。細隙燈顕微鏡にて置換後 9時間目において,SL・

1010群 の 1眼の前房内に細胞が数個/視野存在 した

が, 1日 目には 1～ 2個に減少し, 2日 目には消失し

ていた。フレアーおよびフィブリンは SL‐ 1010群 ,対

照群のいずれにも認められなかった。 このほか,置換
後 9時間 目で SL・ 1010群の 2眼 にごく軽度の散瞳が

認められたが, 1日 目には回復していた.

前房水置換処置前の角膜厚は SL‐ 1010群は 0.386士

0.036 mm,対 照群は 0.384± 0.035 mmであり,置換

後も含めて図 1に示すように両群の角膜厚には有意差

はなかった。

前房水置換実験における眼圧の経時変化を示したも

のが図 2である。置換後 3お よび 9時間目では,SL‐

1010群の眼圧はそれぞれ 19± 6mmHg,19± 3 mmHg
に上昇し, 9時間目で対照群 (10± l mmHg)と の間に

有意差 (p<0.01)があったが, この期間以外には置換

術前の眼圧 と有意差はなかった。

前房水置換実験終了時の角膜内皮細胞密度は,SL‐
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1010群 |ま 3,127± 428 cells/mn2,対 照 群 は 3,180±

402 cens/mm2で 群間に有意差はみられず,ま た,両群

ともに表 1に示す非置換予備実験における細胞密度と

有意差はなかった。

眼球およびその周囲組織の肉眼観察,光学顕微鏡観
察では,SL‐ 1010群および対照群のいずれにも異常所

見はなかった。透過電子顕微鏡による角膜内皮細胞の

観察では,図 3, 4に示すごとく両群ともに細胞内の

ミトコンドリアの膨潤が認められたが,細胞膜,核 ,

ミトコンドリア以外の細胞内小器官およびデスメ膜な

どには両群とも異常所見は観察されなかった。走査電

子顕微鏡による観察では,図 5, 6に示すごとく両群
ともに角膜内皮細胞はほぼ六角形を呈し,規則正しく
配列しており,ま た,微繊毛および細胞間結合にも異
常所見は観察されなかった .

眼
　
圧

0
039123 5 7
(時間)  置換後期間  (日 )

図 2 SL‐ 1010お よび等張化 リン緩衝液置換後の眼圧
の経時的変化 .

● !SL‐ 1010,○ :等張化 リン酸緩衝液 (バ ーは標準

偏差, *p<0.01).

図 3 SL‐ 1010置 換後 7日 目の角膜内皮細胞の透過電子顕微鏡写真.

個体番号 :748雌左眼,倍率 :× 10,000

図4 等張化リン酸緩衝液置換後 7日 目の角膜内皮細胞の透過電子顕微鏡写真.
個体番号 :713雄右眼,倍率 :× 10,000

μm2

2 μm
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図 5 SL‐ 1010置換後 7日 目の角膜内皮細胞の走査電
子顕微鏡写真 .

個体番号 :733雌左眼,倍率 :× 1,700

図 6 等張化リン酸緩衝液置換後 7日 目の角膜内皮細
胞の走査電子顕微鏡写真.

個体番号 :713雄右眼,倍率 :× 1,700

日眼会誌1 97巻 4号

IV 考  按

前眼部の検査において,置換後 9時間 目に SL‐ 1010

群の 1眼で前房内に数個の細胞が観察 されたが, 2日

目には消失していた。谷島ら。)は カニクイザルを用い

た分子量約 82万 のヒアルロン酸ナ トリウム,宮田ら10)

は分子量 200万のヒアルロン酸ナ トリウムを用いた前

房水置換実験で前房内細胞を観察してお り,前者では

細胞の消失はヒアルロン酸ナトリウム群において対照

群に比し遅れると報告し,後者では前房水置換後 24時

間目ではヒアルロン酸ナ トリウム群の方が対照群より

も細胞の出現が多かったが,消失がみられたのは両群

とも7日 目であったと報告している。釣巻ら
18)は
異な

るヒアルロン酸と術後炎症度の比較検討を行い,術後

炎症度には製剤に含まれる爽雑蛋白質濃度が関与して

いる可能性を報告している。本実験で,SL‐ 1010群の所

見は前述の報告と比べて,細胞の出現頻度および前房

内からの消失までの時間は短く,SL‐ 1010の前眼部組

織に及ぼす影響,特に前眼部炎症惹起性は極めて軽徴
なものであると考えられた.ま た,置換後 9時間目に

SL‐ 1010群の 2眼にみられた散瞳の原因は不明であっ

た.通常,眼内刺激に対しては縮瞳傾向を示すことか

ら,少なくとも本剤処置により強い炎症が生じている

とは考えられなかった .

前房水置換後 3時間目に 19 mmHg, 9時 間目に 19

mmHgと眼圧上昇がみられたが,ヒ アルロン酸ナトリ
ウムによる限圧上昇はこれまで動物実験 2)?)9)10)に おい

ても,ま た,臨床報告 12)19)～ 23)においても術後一過性に

みられることが報告されている。サルを用いた本実験

と同様な実験で,眼圧上昇 24～ 67 mmHgと その程度
には報告2)7)9)10)で違いがみられるが,本実験での眼圧
上昇はこれと比べても軽度であると考えられた.ヒ ア

ルロン酸ナトリウムで置換後の眼圧上昇はその粘度に

よる房水流出率の低下に起因し,その程度はヒアルロ

ン酸ナ トリウムの粘度に依存するとの報告が多くみら

れる9):0)24)が ,岩 田ら25)は ウサギを用いた実験から粘度

には依存しないとしている。一方,Schubertら 26)は ョ

ザルを用いて,房 水の 77%お よび 48%を 10,000,

41,000, 106,000, 236,000, 291,000, 930,000 cps¢ )

各粘度のヒアルロン酸ナ トリウムとそれぞれ置換して

眼圧を調べた結果,77%置 換の場合 の最高眼圧は

60～ 70 mmHgで 粘度による影響はみ られないが,
48%置 換の場合の最高眼圧は 10,000 cpsを 除いては

30～ 45 mmHgで 77%置換の場合よりも低 く,眼圧上
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昇には置換容量も影響すると述べている。この中で

48%置換の場合には,10,000 CpSで最も高い眼圧を示

し,41,000 cps以上では粘度が高くなるに従って置換

後の最高眼圧は低下する傾向がみられたと報告してい

る。 この原因として,低粘度のヒアルロン酸ナトリウ
ムの方が新たに産生された房水と混合しやすく, この

結果混合液が速やかに房水流出路に達して眼圧上昇を

引き起こすが,高粘度では房水との混合が円滑でなく,

むしろ分離した状態にあ り,房水流出路を通過するの

はわずかにヒアルロン酸ナ トリウムを含んだ房水が主

であるためとしている。 このようにヒアルロン酸ナ ト
リウム置換による眼圧上昇の機序については粘度との

関係でいくつかの考えがみられる。本実験に用いた

1%SL‐1010溶液の局方毛細管粘度計 (粘度管定数

106)に よる 25℃ での粘度は 25,800 cps,コ ーンプレー

ト型粘度計による 25℃ でのゼロ剪断速度における粘

度は約 50,000 cpsで あ り,測定条件により測定値にか

なりの差がみられた。したがって,既報における粘度

と眼圧の関係を比較検討する際には置換容量のほかに

粘度の測定条件も合わせて検討し比較する必要性があ

ると考えられた.

透過電子顕微鏡による角膜内皮細胞の観察におい

て, ミトコンドリアの膨潤が SL‐ 1010群 および対照群

の両群に認められたが,両群の所見には差がみられず ,

また,走査電子顕徴鏡による角膜内皮細胞の所見,角

膜厚および角膜内皮細胞密度のいずれにおいても両群

間に有意差がないことから,こ の内皮細胞像の変化は

SL-1010に起因するものではないと考えられた。谷島

ら9)お よび官田ら
10)の置換後 7日 目の透過電子顕徴鏡

による角膜内皮細胞の観察においてもヒアルロン酸ナ

トリウム群と対照群の両群で角膜内皮細胞にミトコン

ドリアの膨潤を認め, この変化は置換手術による機械

的侵襲により生じたものと考えている。本実験におけ

るミトコンドリアの所見はこれらの報告とほぼ同一で

あることから,その要因には機械的侵襲または組織固

定中の問題が考えられた。

以上より,本実験に用いた微生物起原のヒアルロン

酸ナ トリウムは,一過性の軽度の眼圧上昇がみられた

以外はカニクイザルの眼に対して影響を与えず十分に

高い安全性を有すると考えられた.

稿を終えるにあたり本実験に御教示,論文の御校閲をい

ただきました東大眼科増田寛次郎教授に深謝致します。
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