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要

白色家兎を対象に,超音波水晶体乳化吸引術 (phacoe…
mdsincatio■ )を施行 した phaco群 と,phacoお よび眼

内レンズ (IOL)移植術を施行 した phaco+IOL群の房
水中塩基性線維芽細胞成長因子 (bFGF), トランス
フォーミング成長因子 (TGFα )の経時的変化を検討 し
た。 bFGFは phaco君羊, phaco+10L君 羊(10 pg/1nl)と
もに術前日は検出限界 (10 pg/ml)以下であつたが,術
翌日には250± 150 pg/mL 300± 280 pg/mlと上昇し,1
週目に最高値の390± 180 pg/ml,450± 270 pg/mlに 達

し,8週を経ても130± 50 pg/ml,180± 160 pg/ml検出
された。TGFα は両群ともに術前日および術後 1日 目は

検出限界 (10 pg/ml)以下であったが, 3日 目に25± 50
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pg/mL 35± 100 pg/ml検出され,そ の後順次低下 し3週

目で測定限界以下になった。前房水の経時的採取による

bFGF,TGFα の上昇は 50 pg/ml以下および 10 pg/ml
以下で軽微であった。bFGF,TGFα ともにphaco群 と
phaco+IOL群の間に有意差は認められなかったが,
phaco+IOL群の方が高値を示す傾向にあった.以上か
ら,水晶体摘出術後の房水中にはbFGFが増加 してお
り,術後早期の嚢混濁や収縮を促進する一因子である可
能性が示唆された。 (日 眼会誌 98:334-339,1994)
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Abstract

Basic fibroblast growth factor (bFGF) and trans-
forming growth factor a (TGFa) in rabbit aqueous
humor were quantified bef ore and af ter
phacoemulsification (phaco) and intraocular lens
(IOL) implantation by enzyme linked immunosor-
bent assay (ELISA). bFGF was not detected ((10
pS/ml) before the operation, but increased to 250-r
150 pslml in a phaco group and 300-f 280 pglml in a
phaco*tol group on the first postoperative day.
The concentration of bFGF in the aqueous humor
was the highest in the first postoperative week, with
a peak value of 390+180pg/ml, and then gradually
decreased to 130+50 Fglml in the phaco group and
180-f160pg/ml in the phaco*Iol group in the
eighth postoperative week. TGFa was not detected
(<lOpg/ml) before the operation or on the first
postoperative day in either group. 25+50 pg/ml and

35+100pg/ml of TGFa was detected in a phaco
group and a phaco+Iol group on the third post-
operative day and then TGFa in the aqueous humor
gradually decreased becoming undetectable in the
third postoperative week. The level of bFGF and
TGFa was higher in a phaco*IOl group than in a

phaco group but there was no statistical
significance. The results show that bFGF increases
in the aqueous humor for several postoperative
weeks and suggests that it is one the of factors that
promote capsular opacities and shrinkage in the
early postoperative period of cataract extraction. (J

Jpn Ophthalmol Soc 98 : 334-339, 1994)
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I緒  言

白内障術後の水晶体嚢の収縮や混濁は,水晶体上皮細
胞の増殖・重層化, コラーダンの産生克進の結果起こる

ことが明らかとなってきた1)～5).水晶体上皮細胞の増殖

を促進あるいは抑制する液性因子が房水中や硝子体中に

存在し,複雑に絡みあって水晶体上皮細胞の増殖能や機
能的変化,形態変化を制御しているのではないかと推測
されている。水晶体上皮細胞の増殖に促進的に働く因子

として,上皮細胞成長因子 (epidermal growth factor,
EGF)6)～8),イ ンスリン様細胞成長因子 (insuHn like

growth factor,IGF)6)7),塩基性線維芽細胞成長因子

(basic nbroblast g・ owth factor,bFGF)9)～ 13),イ ンター

ロイキン l α Cnterleukin lの 14)な どが報告されてい

る。また,EGFと 同一のレセプターに結合し,強い上皮
細胞の増殖促進作用を有するトランスフォーミング成長

因子 (transforming growth factor α, TGFα )15)も水晶

体上皮細胞の増殖を促進すると考えられる。我々はヒト

を対象にした検討で,合併症のある自内障眼や水晶体摘
出後眼において,房水中に bFGFや EGFが l ng/ml程

度存在する例があることをラジオイムノアッセイ法を用

いて報告し
16),それらの細胞成長因子が術後の嚢混濁や

収縮を助長する可能性があることを示唆した。しかし,

人眼を対象にした検討では年齢,全身的基礎疾患,眼科

的合併症, 自内障のタイプ,手術方法,房水採取の時期
などがまちまちでマッチングが難しい。したがって,何
が細胞成長因子の房水中濃度に影響を与えるのか,手術
という人為的外傷が細胞成長因子の産生を促すのか,眼

内レンズ (IOL)を挿入することが影響を及ぼすのか,い
かなる細胞成長因子が主に水晶体上皮細胞に対して促進

的に作用し,後発白内障や前嚢収縮や混濁を引き起こす
のかなどの疑間に答えることができない。本報では家兎

を対象に超音波水晶体乳化吸引術 (phaco)を 施行し,

IOL挿入を行った群と行わなかった群についてbFGF

とTGFα の術前,術後の房水中濃度を enzyme linked

immunosorbent assay(ELISA)で 経時的に定量し,手

術とい う外傷およびIOLと いう異物を挿入することに

よる影響を検討し,若干の知見を得たので報告する。

II実 験 方 法

1.材 料 と方法

実験動物は体重 3.0～ 4.O kgの 自色家兎で,未処置群
5匹 10眼,phacoを行った phaco群 15匹 18眼,phaco

および IOL移植術を行った phaco+IOL群 15匹 18眼 ,

および手術操作を加えないこと以外は前の 2つの手術群

と同様の麻酔や前房水の採取を行った前房穿刺群 10匹

10眼である。なお,手術群の 3匹 については,片眼に
phacoお よびIOL移植と術後 2か月間の房水採取を終

了した後,交感性の反応を避ける目的で, 1か月の無処
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置期間を置き,残る片眼に phacoお よび術後の房水採取

を行った。手術は塩酸ケタミン(ケ タラールの 50 mg/kg

を筋注し,全身麻酔をかけた後に 0.5%ト ロピカミド,
5%塩酸フェニンフリン点眼で散瞳させ,手術用顕微鏡
下で無菌的に行った。Fornix baseで 結膜切開し,3× 6

mmの強角膜 トンネルを作成,3mmの ランツェで前房
に入り,粘弾性物質で前房を形成し,10時のサイドポー

トから直径約 5mmの continuous curvⅡ near capsulor‐
hexisを 行い,Alcon社製 10,000 compactで phacoを

施行,粘弾性物質で前房を確保 した後,phaco群 ,

phaco+IOL群 ともに創口を 6mmに広げ,phaco+IOL
群ではHOYA製,全長 13.5mm,光学部径 6mmのス
リーピースIOLを嚢内に固定し,両群とも10-0ポ リプ
ロピレンで水平縫合を一針置き,粘弾性物質を灌流除去
し手術を終了した。終了時,硫酸ジベカシン25 mg,ベ タ

メタゾンlmgを結膜下に注射した。術前,術後 1日 目,
3日 目, 1週 目, 2週 目, 3週 目, 4週 目, 8週 目にディ

スポーザブルの注射筒をとりつけた 27ゲージ針を角膜

輪部から前房内に穿刺し,0.2～ 0.6 mlの房水を採取し

た。薬物療法は房水採取時の硫酸ジベカシン点眼のみで

あった。房水は採取した後,速やかに液体窒素で凍結さ
せ-70℃ で保存した。フィブリンの析出している房水に

ついては,定量時に 3,000 rpmで 5分間遠心し,上清を

定量用検体とした。

2.bFGF, TGFα の定量

測定は,sandwitch ELISAで 行い,用 いた抗体は

bFGFの測定にはモノクローナル抗組み替え (recom―
binant,r)ヒ ト(human,h)bFGFマ ウス抗体(Cal Bio)
を,TGFα の測定にはモノクローナル抗体 rhTGFα マ

ウス抗体 (Oncogene Science,Inc)と ポリクローナル抗

rhTGFα ヒツジ抗体 (Cheinicon lnternational lnc)で

一次抗体,二次抗体の濃度および反応時間,反応温度,
洗浄の回数などは予備実験により決定した。ELISAの概
要は,マ イクロタイタープレートに一次抗体溶液を 100

μl分注して室温で一晩インキュベーションし,一次抗体

固層化を行った後,150μ の 100 mM― NaCl含有 50 mM

燐酸緩衝液 (PBS)に 10(v/v)%ブ ロックエースを加え

た washing bufferで 2回洗浄し,PBSに 25(v/v)%ブ
ロックエースを含有したblocking burer 150 μlを分注

して 4℃ で 1時間インキュベートしてブロッキングを

行った。その後,50 μlの binding buffer(washing buffer

と同じ組成)と 50 μlの スタンダード溶液あるいは採取

した房水を分注し, 4℃で 6時間インキュベートした。

その後,150 μlの washing burerで 4回洗浄し,二次抗

体溶液 100 μlを入れ,4℃ で一晩インキュベートした。

次にwashng buFerで 3回洗浄し,第二抗体であるベル

オキシダーゼ標識抗マウスIgG抗 体 (Jackson lm‐

munoresearch Laboratories)溶 液を4℃ で 6時間反応

させ,washing burer 150 μlで 6回洗浄した後,ベルオ
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キシダーゼ基質溶液である0.02(w/v)%3,3′ ,5,5′‐テ トラ

メチルベンジジ40.0025(w/v)%過酸化水素水,100
mM―酢酸緩衝液(pH 5.5),10(v/v)%ジ メチルスルフォ

キシド水溶液 100 μlを分注し,37℃ で 1時間インキュ

ベートして発色させ,2M‐硫酸を反応停止液として 100

μl加 えプレートリーダーで 450 nmの 吸光度を 630 nm

を対照に測定した。検量線はhrbFGF(科研製薬のご好意

により供与された),hrTGFα (Collaborative Biomedi―

cal Product)を スタンダードとして用いて作成した。

III 結  果

bFGF,TGFα の検量線の 1例を図 1, 2に示した。
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図 1 塩基性線維芽細胞成長因子 (bFGF)の検量線の
1例。

スタンダードには10 pg/1nl,20 pg/ml,50 pg/rnl,

100 pg/ml,200 pg/ml,500 pg/ml,2 ng/ml,10 ng/

mlの rhbFGFを用いた。検出限界は10 pg/ml,定 量
は直線性の良好な50 pg/ml～ 10 ng/mlの 範囲で

行った.

日眼会誌: 98巻 4号

bFGFの検出限界は 10 pg/ml,定量は検量線の直線性が

良好な 50 pg/ml～ 10 ng/mlの範囲で行った。TGFα の

検出限界は10 pg/ml,定量は 50 pg/ml～ 500 pg/mlの 範

囲で行った。未処置群ではbFGF,TGFα ともに検出限

界以下であった。前房穿刺群では,前房穿刺前には

bFGF,TGFα ともに検出限界以下,前房穿刺を開始した

後は,ほ とんどの対象,房水採取時期で検出限界(10 pg/

ml)以下であり, 3例の対象で 1週 目に bFGFが微量に

検出されたが,すべて測定限界 (50 pg/ml)以 下であっ

たため定量は不可能であった.phaco群,phaco+IOL群
の bFGF,TGFα の房水中濃度の経時的変化 (平均値±

標準偏差)を 図 3, 4に示した。 2群 とも術前日には

bFGFは測定限界以下であったが,術翌日には phaco群
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図 2 トランスフォー ミング成長因子 (TGFα )の検量
線の 1例 .

スタンダードには 10 pg/ml,20 pg/1nl,50 pg/ml,

100 pg/ml, 200 pg/1nl, 500 pg/1nl, 2 ng/mlの

rhTGFα を用いた。検出限界は10 pg/ml,定量は直

線性の良好な50 pg/ml～500 pg/mlの 範囲で行っ

た。
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図 3 Phaco群,phaco+IOL群の房水中 bFGFの 経時的変化.
平均値±標準偏差を示し,bFGFは術翌日から 100～ 580 pg/ml検出され,術後 1週 日で最高値に達し,その

後順次減少するが,術後 8週を経ても80～ 300 pg/ml検 出された。なお,未処置群では全例,bFGFは検出
限界 (10 pg/ml)以下であり,前房穿刺群では微量に検出される例があったが,50 pg/ml以下で定量は不能
であった。黒丸 :phaco+10L 四角 :phaco
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図 4 Phaco群,phaco+IOL群の房水中 TGFα の経時的変化.
TGFα は術後 3日 目から最高で130 pg/ml検 出され,その後順次低下して術後 3週 目には再び検出限界以下と

なった。未処置群,前房穿刺群ではTGFα は検出限界(10 pg/ml)以 下であった。黒丸 :phaco+IOL 四角 :phaco
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は250± 150 pg/1nl, phaco+IOL群 は 300± 280 pg/1nl

と上昇し,術後 1週 目には最高値の390± 180 pg/ml,
450± 270 pg/mlに達し,術後 8週を経ても130± 50 pg/
ml,180± 160 pg/ml検出された。TGFα は術前日および

術翌日には検出限界以下であったが,術後 3日 目には

phaco群 |ま 25± 50 pg/1nl, phaco+IOL群 ま々35± 100

pg/ml検出され,その後順次低下して術後 3週 目で検出

限界以下となった。全期間を通じてphaco+IOL群 の方
がphaco群 よりもbFGF,TGFα ともに高値を示す傾向

にあったが,統計学的有意差はなかった。また,片眼に
phaco+IOL, 3か 月後にその片眼にphacoを行った 3

例についてもbFGF,TGFα の経時的変化を両眼の間で

比較したが,phaco群 とphaco+IOL群の差異は明らか

ではなかった。

IV考  按

水晶体上皮細胞の増殖促進作用を有する細胞成長因子

は,EGF,bFGF,IGF,IL lα などが報告されてい
る6)～ 14)。 また,EGFの 作用する細胞に対しては,TGFα
がEGFと 同一のレセプターを介して作用し, より強い

活性を有する15)こ とが知られている。水晶体上皮細胞に

EGFレ セプターが存在する6)こ とを考えあわせると,
TGFα は水晶体上皮細胞に対して増殖促進作用を有し,

その作用は EGFよ り強く, より低濃度で後発白内障や

術後の嚢混濁・収縮を促進すると推測される。術後どの

ような種類の細胞成長因子が房水中に産生され,水晶体
上皮細胞を増殖させているのかを解明するためには,

EGF, bFGF, IGF, IL lα , TGFα をすべて測定する

必要がある。しかしながら,免疫学的手法で pg/mlレ ベ

ルの微量定量を行う場合,純度の高い抗体を入手する必
要がある。また,今回のように抗ヒト細胞成長因子抗体

をウサギの細胞成長因子の定量に利用する場合, ヒトと

ウサギの間で高い免疫学的交差性を有する抗体が必要で

337

ある。今回,それらの条件を満たす抗体のうち,入手が

可能であった抗 bFGF抗体,抗 TGFα 抗体を用いて微
量定量を試みた。その結果,従来のラジオイムノアッセ

イ法に比して十倍以上感度の高い定量が可能であった。

一方,EGFは種特異性が比較的高く,異種間ではほとん
ど免疫学的交差性がないため,抗 ヒトEGF抗体をウサ
ギ EGFの微量定量に用いることはできない。純度の高
い抗ウサギEGF抗体の入手が今回は不可能であったた
め定量を行わなかった。bFGFは グπυグ″θで水晶体上皮

細胞の増殖を促進することが知られており8)～10),水 晶体

線維細胞への分化にも関与しているのではないかと考え

られている11)～ 13)。 硝子体中のbFGFはラジオイムノアッ
セイ法で定量化されており,増殖性糖尿病網膜症では

10～ 100 ng/ml検 出されたと報告されている17)。 _方,ヒ
ト房水中のbFGFについては,自 内障術前の房水を検体
とした wettern blot法でその存在が示唆された18)。 我々

の行ったラジオイムノアッセイ法による検討では,緑内
障や角膜穿孔性外傷,心筋梗塞を合併した白内障眼や,
前老人性の前裏下自内障例で,0.4～ l ng/mlの bFGFが

房水中に検出された16)。 しかし,房水中の細胞成長因子の

濃度は,従来報告された硝子体内bFGF濃度より十倍以
上低いようであり,感度の低いラジオイムノアッセイ法
は房水中細胞成長因子の定量には不適当であった。一方 ,

細胞成長因子の至適濃度は数 ng/mlと 一般に考えられ

ているが,数百 pg/mlあるいはそれ以下の濃度でも濃度

依存性に生理活性を有する。そこで今回は,よ り感度の

良好な ELISA法 で定量を試みた。その結果,未処置群お

よび他の 3群の術前の房水では,bFGFは検出限界以下
であった。したがって,正常房水中には bFGFは存在す
るとしても非常に微量であると考えられた。また,前房

穿刺群では 3例 3検体で 1週 目にbFGFは検出された
が,すべて 50 pg/ml以下であり,前房穿刺による影響は

存在するとしても軽微であると推測された。それに対し
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て手術を行った 2群 では,水 晶体摘出術後 1週 目で
400～ 500 pg/ml,最 高 1.4 ng/ml検出され,術後 8週を

経ても 100～ 200 pg/ml検出された。以上から,正常房水

にはbFGFは存在するとしても徴量で,水晶体上皮細胞
を増殖させる程度には存在せず,水晶体摘出術という人

為的侵襲が加わると,bFGFの 産生が充進し房水中濃度
が高まることが明らかとなった。今回の検討では術後数

週の房水中 bFGFは水晶体上皮細胞を増殖し得る濃度
に達しており,術後早期の嚢混濁や収縮を促進する一因
子である可能性が考えられた。臨床的に術後早期におけ

る嚢混濁や収縮は,術後約 2か月で定常状態に達する。

今回の結果では,術後 8週を経過しても100～ 200 pg/ml

のbFGFが検出されており,こ の濃度では水晶体上皮細
胞に対する増殖作用が弱いこと,術後の水晶体上皮細胞
の増殖を促進する因子は 1つではなく,bFGF以外の因
子の房水中濃度も経時的に低下して協同作用が減弱する

ことなどが嚢収縮 。混濁の進行停止の理由と推測する。

後発白内障が術後 2～ 3年 して著明になる症例が臨床的

に見られることがあるが,それに際してbFGFが増殖促
進因子になっているかどうかは今のところ不明である。

今回,IOL移植群と非移植群の bFGF濃度に有意差はみ

られず,片眼に IOL移植を行い,その片眼には phacoの

みで IOLを移植しなかった 3例についても両眼の間に

明らかな差異を認めなかった。しかしながら,移植群の

方が非移植群より常にbFGF濃度が高値を示 したこと
から考えると,IOL挿入による影響はあるのではないか

と推測する。水晶体摘出術自身の侵襲が大きく,それに

比して異物であるIOLを移植することによる侵襲が小

さいために,その影響がマスクされたのではないかと考
える。また,手術を施行したこの 2群についてはbFGF

濃度の標準偏差が大きかったことも,有意差のでなかっ

た原因となっている。標準偏差を小さくする工夫が今後

の課題として残される。bFGFの産生部位については今
後検討していく必要があるが,水晶体上皮細胞や近傍の

組織である毛様体からの産生が考えられ,硝子体腔から

房水中に移行している可能性や,血行性に房水中に輸送
される可能性も否定できない。おそらく複数の組織で産

生されているのであろうが,その量的関係についても興

味がもたれる。我々は in situ hybridization法を用いて

水晶体上皮細胞によるbFGFの産生について検討し,産
生の可能性があるという結果を得たが,詳細は別報に譲
る。

TGFα については,房水中あるいは硝子体中の存在に

ついても過去には検討されておらず,房水中にどの程度

存在するのか全く不明であった。今回の実験では,正常

房水および術翌日の房水中には検出限界以下であった

が,術後 3日 目から若千増加し,最高で 140 pg/ml検出

され,術後 3週 目には再び検出限界以下となった。増加
の程度,期間ともに少なく,水晶体上皮細胞の増殖に関
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与する因子の 1つである可能性はあるが,大 きな影響を

及ぼしているとは考えにくかった。

以上から,術後早期に水晶体上皮細胞の増殖を促進す

る主要な因子の 1つ は bFGFで あると考えられた。近

年,bFGF‐サポリンが 1～ 10 nMの濃度ではbFGFの ア
ンタゴニストとして働き,培養系ウシ水晶体上皮細胞の

増殖を抑制させたとの報告がなされたが
19),今回の実験

で水晶体摘出術後に房水中 bFGFが 約 2か月に渡って

数百 pg/ml検出されたことから,術後早期の bFGFブ
ロッカーの使用が後発自内障や術後の嚢収縮・混濁の抑

制に 物 υ′υθにおいても有効である可能性が期待され ,

さらなる基礎的,臨床的研究が待たれる分野である。
稿を終えるにあたり,ご指導,ご校閲頂きました山本 節教
授に深謝いたします。また,数 々のご助言,ご協力を頂きまし

た,田上勇作先生,片上千加子先生,平坂知彦先生に深謝いた

します。
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