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要

人眼では加齢とともに硝子体が液化することが知られ

ている。また,網膜硝子体疾患に伴い硝子体の液化がみら

れる。硝子体の構成成分の一つであるヒアルロン酸

(HA)は活性酸素・フリーラジカル (以下,活性酸素)によ

り低分子化することが知られており,硝子体のゲル構造

の変化には活性酸素が関与していることが予想される.

本研究では,種々の発生源の異なる活性酸素を用いて,そ

れが硝子体に及ぼす影響について検討 した。光増感剤と

してリボフラビン(RF)を用い,ウシ硝子体を白色光で照

射し,3時間後に硝子体液化を観察した。RFの光化学反
応による硝子体液化は活性酸素によるHAの脱重合に
よるものであると推測された。硝子体内にはRFが微量
存在するため,RFの光化学反応は加齢 とともに起こる
硝子体液化現象に寄与すると推測された。血色素である

ヘムと類似の構造を持つ光増感剤であるヘマ トポルフィ

リンを用いてウシ硝子体を自色光で照射 したところ,8

時間後に硝子体は液化 した。硝子体出血後にみられる硝

子体液化には活性酸素が関与しているものと推測された。
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アスコルビン酸 (AA)存在下,金属イオン(Fe2+,cu2+)の

ウシ硝子体に与える影響について検討した。その結果,

Fe2+あ るいは Cu2+に より硝子体は液化し,AA添加によ
り液化は増大 した。金属イオン由来の活性酸素も硝子体

液化に関与することが明らかとなった。眼内炎症におけ

る硝子体の変化を検討するため,エ ンドトキシンを用い

て家兎眼に眼炎症モデルを作製し,硝子体の変化を検討

した。その結果,硝子体は液化し,こ の液化はスーパーオ

キシドディスムターゼにより抑制された。したがって,炎

症による硝子体液化にも活性酸素が関与することが明ら

かとなった。硝子体の変化に種々の要因が関与 している

が,活性酸素が深 く関与していると考えられる。網膜硝子

体疾患や加齢による硝子体変性を防止あるいは遅延させ

るため,明確な病因に基づく的確な治療法を求める研究

が期待される。(日 眼会誌 99:1342-1360,1995)
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Abstract
Vitreous liquefaction in humans is considered to of the vitreous gel structure, is degraded by reactive

be part of the normal ocular aging process and is oxygen species (ROS) including oxygen free radi-
associated with vitreoretinal pathology. Because cals, the structural changes in the vitreous may be

hyaluronic acid (HA), one of the main components caused by ROS. To investigate the efrect of ROS on

別刷請求先 :223 神奈川県横浜市港北区新羽町 1050 資生堂基盤技術研究所高分子材料研究グループ 上野 貝」夫
(平成 7年 8月 25日受付,平成 7年 10月 27日 改訂受理 )
Reprint FequeStS tO:  Norio Ueno, Ph.I).   Polyrner Research Group, Basic Research Laboratories, ShiseidO. lo50

Nippa― cho,I《 louhoku― ku,Yokoharna― shi,I《 ianaga、 va―ken 223,Japan

(Receivedノ Lヽugust 25, 1995 and accepted in revised form (])ctober 27,1995)



平成 7年 12月 10日

the vitreous gel structure, we treated animal vitre-
ous with ROS, which was generated from various

sources. Using riboflavin as a photosensitizer, calf
vitreous was irradiated with visible light (two l5-W
fluorescent lamps) and found to be considerably

liquefled. The liquefaction resulted from HA de-

polymerization induced bv ROS. Because of the

small amount of riboflavin naturally present in the
vitreous, a riboflavin-sensitized photochemical reac-

tion may contribute to age-related vitreous liquefac-

tion. Hematoporphyrin (HP), which is similar in
chemical structure to heme in blood, was also used as

a photosensitizer. Irradiation with HP destroyed

the calf vitreous gel structure and caused liquefac-

tion. A HP-sensitized photochemical reaction may

contribute to vitreous liquefaction observed after
vitreous hemorrhage. Because metal ions, including
Fe2n and Cu2*, can catalyze to generate ROS, lique-

faction occurred when we treated calf vitreous with
Fe2* or Cu2t at 4'C. Adding ascorbic acid to the
vitreous during the reaction increased the rate of
liquefaction. Therefore, metal ion catalyzed ROS
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may also contribute to vitreous liquefaction, such as

that found in an injured eye with siderosis. To

investigate the relation between inflammatory cell

mediated ROS and vitreous liquefaction, an

endotoxin-induced uveitis model was created in the

rabbit eye. Upon inflammation, the vitreous gel

contracted and released a water-like liquid. Because

superoxide dismutase can suppress the liquefaction,
the destruction of the vitreous gel structure resulted

from ROS generated from inflammatory cells.

Although many unknown factors contribute to
vitreous liquefaction, ROS may be the main cause of
yitreous structure alterations. To prevent or delay

the progress of vitreous liquefaction in the normal
aging process or vitreous pathology, a new thera-
peutic procedure based on clear scientific studies is

needed. (J Jpn Ophthalmol Soc 99 : 1342-1360, 1995)

Key words : Vitreous, Liquefaction, Reactive oxy-
gen species, Free radicals, Aging
process

I緒  言

眼球の約 4/5を 占める硝子体は,水晶体,毛様体と網膜

の間に位置し,透明で無血管のグル状の物質である。硝子

体は,光学的に透明性を維持し,周囲の眼組織を機械的に

支持するだけではなく,そ の高い粘弾性によリショック

アブソーバーとして働き,外傷性網膜剥離を予防するな

ど,外力から眼組織を保護 している。硝子体ゲルは,約

99%の水と0.9%の低分子成分 (塩化ナ トリウム,ア ス

コルビン酸,少量の脂質など)と 0.1%の高分子成分 [ヒ

アルロン酸 (HA),コ ラーゲン,他の可溶性タンパク質な

ど]か ら構成されている
1)～ 6).硝子体ゲルのレオロジカル

な状態 (弾性,粘性)は ,種や年齢によって大きく異なって

いる。加齢による硝子体液化
7)や
網膜硝子体疾患に伴う

硝子体液化はしばしば観察される
3)～9).40～ 50代の硝子

体には液化がみられ,70～80代では硝子体の50%以上

が液化 していることが知られている
3)～ 9)。 このように眼

科の臨床において硝子体液化はしばしば観察されている

にもかかわらず,その液化機構については明確な説明が

なされていない。

硝子体液化は加齢現象の一つと考えられているが,硝

子体のグル構造の喪失と硝子体の異常には明らかに関連

がある10)。 例えば,死体眼の観察によると,後部硝子体剥

離眼には硝子体液化の程度が強く
9)11)12),ま た,硝子体液

化は網膜色素変性,強度近視,先天網膜分離症,周辺部ぶ

どう膜炎,ワーグナー病などにしばしば観察される
13)14).

硝子体の主要構成成分であるコラーゲンは,タ イプ I

やIHの コラーゲン分子と同様に,3本のコイル状のポリ

ペプチドのサブユニット(α 鎖 と呼ばれる)か ら成るタ

ンパク質 (長さ約 300 nm,直径約 1.5nm)で あり,それぞ

れのサブユニットは1,050の アミノ酸から成ると考えら

れている3)～ 6).こ の 3本の鎖が一つの軸の周 りにコイル

状に回旋し,それぞれの鎖の間は水素結合の架橋で結合

して,特徴的な右回りの三重らせん鎖を形成している。コ

ラーゲン分子は,す ぐ隣の分子に対して約 1/4ずつずれ

て配列して束になり,コ ラーゲン原繊維伍bril)を作って

いる3)～6)15)16)。 硝子体コラーゲンは,α 2鎖が認められな

いことから,軟骨に特異的と考えられていたタイプIIコ

ラーゲンからできていると思われてきたが,ア ミノ酸組

成が軟骨のコラーゲンとは微妙な違いがあるため,硝子

体のコラーゲン繊維は特殊なタイプIIコ ラーゲンから成

り立っていることが明らかとなった
3)16)～ 18)。
免疫組織学

的手法による研究から,発生期の硝子体やその後の発達

過程の硝子体中にタイプIIと ともにタイプ IXコ ラーゲ

ンがあることが示された。したがって,硝子体のコラーゲ

ンは大部分は特殊なタイプIIであり,少量のタイプ IXを

含有していると考えられる
0)16)～ 20)。

硝子体のもう一つの主要構成成分であるHAは硝子
体ゲル構造の安定化に重要な役目を果たしている

1)～ 8)。

HAはウシ硝子体からはじめて抽出。精製され,ウ ロン酸
を含んでいるため,「ガラス状」という意味の (hyalos)と

ウロン酸 (uronic acid)か らhyaluronic acid(ヒ アルロン

酸)と名づけられた
21).HAは

,滑液,皮膚,硝子体など,哺

乳類のさまざまな器官や組織に広く存在している.HA



1344

は,二糖単位 (N‐アセチル‐β‐D―グルコサミンとβ‐D―グル

クロン酸)が繰り返し連続して一本の長い線状の(枝別れ

のない)高分子を形成 している生体高分子化合物であ

る22)～ 24)。 その平均分子量は,抽出起源により大きく異な

るが,人眼硝子体で約 300～ 400万 である1)～ 6)。 乾燥 HA
の体積比は,お よそ 0.66m1/gで あるのに対して,生理食

塩水中の HAの体積比は,お よそ 2,000～3,000m1/gで
ある。したがって,最大限に水分 を含んだ HAと 乾燥
HAの比は,3,000～ 4,500である4)。 これは,HAの長い
線状の分子が,溶液中では開いたコイル状の形態を示し,

大きなスペースを占めていることを示唆するものであ

る。HAの水を保持する能力は,その開いたコイル状の三
次元構造による可能性が高いとされている4)22)～ 24)。

HAは ,その化学的な性質から,立体配座 (conforma―
tion)を 変化させたり,他の化合物 (例 えば,コ ラーゲン)

との相互作用の変化を引き起こす。このようなHAの変
化は硝子体ゲル構造を変化をさせ,硝子体液化を引き起

こすものと推測されている10)23)。 これは,硝子体にHA分
解酵素であるヒアルロニダーゼを注入すると硝子体液化

と網膜剥離が引き起 こされることからも明らかであ

る25)～ 27)。 もちろん,ヒ アルロニダーゼを硝子体に注入す

ることは生理的ではないが,この研究により,HAの脱重
合化が硝子体のグル構造の崩壊に重要な役割を果たして

いることがわかった。このような HAの変化による硝子
体ゲル構造の喪失は加齢による硝子体液化に深く関与す

るものと考えられる4)5)10)。

Balazsら は,HAを含む多糖類に対する紫外線や γ線
の影響について検討し,照射により発生するであろうヒ

ドロキシラジカル (・OH,hydrOxyl radical)に より多糖類

が脱重合することを明らかにした10)28)～ 30)。 ェネルギーの

高い紫外線や放射線のみならず,可視光線でも色素やア

スコルビン酸の存在下,HAの粘度が低下したり,ま た,
硝子体のゲル溶積が低下することが報告されてい

る31)32)。 また,炎症細胞内で酵素により生成されたスー

パーオキシド(0ケ ,SuperOXide anion radical)に より滑

液中の HAを脱重合することも知られている10)33)。

光照射により,生体内では光増感剤の存在下,分子状酸

素から活性酸素・ フリーラジカル,例 えば,一重項酸素

(102,Singlet OXygen),0:~,・ OH,過 酸 化水素 (H202,
hydrOgen peroxide)が発生し,ま た,他の原因(金属イオ

ン類の触媒作用や炎症反応など)に より活性酸素・フリー

ラジカルが発生 し,そ の近傍の組織 に傷害 を与 え

る10)34)35).特 に,眼組織は光を受けて機能する感覚器であ

り,紫外線 。可視光線の影響を受けやすい。その光学的特

性から角膜は300 nm以下の波長の短い(エネルギーの

高い)紫外線を吸収し傷害を受ける(こ のことが水晶体・

硝子体を保護していることになる)35)-38)。 水晶体は角膜

を透過した 300～ 400 nmの 紫外線を吸収し,そのエネル

ギーが水晶体の主要構成成分のクリスタリンの変性を引
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き起 こすため,紫外線照射が自内障の原因の一つと考え

られている39)～ 41).硝子体は水晶体・角膜 を透過してきた

400 nm以上の可視光線を受けるが,そ こに光増感剤があ

れば活性酸素。フリーラジカルが発生し傷害を受ける10)。

特に,硝子体は他の眼組織 に比べ細胞成分が少なく,ま

た,代謝率 も低 く,傷害に対する回復力が弱 く,組織傷害

が顕著に現れると推測される。

本研究では,発生源の異なる活性酸素・フリーラジカル

が硝子体に及ぼす影響について検討した。なお,後述する

ように活性酸素のなかにはフリーラジカルである物やそ

うでない物 も含まれているが,本論文では,主に活性酸素

の硝子体に与える影響を検討するので,特にことわりの

ない限 り,「活性酸素・ フリーラジカル」の代わりに「活性

酸素」を用いる。

II 光化学反応による硝子体の変化

1. リポフラビン存在下の白色光照射による仔牛硝子

体の変化

リボフラビン(RF)は水溶性ビタミンとして種々の働

きがあり,医薬品としても重要であるが42),ま た,光増感

剤としても作用することがある10)35)。 光増感剤は,光エネ

ルギーを受けて化学構造が変化し,そ の過程で化学的に

活性な物質を作り出すことができる化合物である43)～ 45)。

RFの場合,自色光を受けて,酸素から活性酸素を発生さ
せる。この活性酸素が HAを脱重合させて,低分子化さ
せることは知られている35)44)。 そこで,硝子体内に存在す

るRFを光増感剤として用いて,それにより発生する活
性酸素による硝子体の変化を検討した

10)。

実験には仔牛の硝子体を用いた。屠殺場から保冷箱に

入れて輸送された新鮮な仔牛眼の角膜輪部から5mm
後方の強膜を剪刀で輪状に切開し,網膜,脈絡膜,強膜を

除去した後,硝子体を水晶体後面から剥離した(図 1)10).

取り出した硝子体をあらかじめ枠量しておいた 20 mlの

ビーカーに入れ,硝子体の重量を測定し,RF(Sigma,St.

Lous,MO,USA)を 添加 した (最終濃度 :3 μmo1/L)。 さ
らに,二つの対照群,すなわち,遮光対照群 (光増感剤を含

有し遮光した硝子体群)と照射対照群 (光増感剤を含有せ

ず白色光照射を行った硝子体群)を用意した。硝子体から

水分の蒸発を防ぐためラップでビーカーの口を塞ぎ,光

増感剤を完全に硝子体内に浸透させるため,ビーカーを

約 16時間冷蔵庫に保管した。その後,硝子体を 37° Cに保

ちながら,15Wの螢光灯 2本から成る螢光灯スタンド
により0～ 6時間硝子体を自色光で照射 した1° )。 この状

態で硝子体に照射される自色光の強度は約 22,000 Lux

であり,これは快晴のボス トン市の初夏の正午の太陽光

の約 4分の 1と 同じ照射強度であった。

照射後,図 1の ように,グ ラスファイバーの綱 (10× 16

cm,網 ロサイズ :1.5mm)と 濾紙(Whatmann No.1,直

径 18.5cm)に より,硝子体をゲル硝子体と液化硝子体に
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ゲル硝子体分離

37°C, 0～ 6時間
液化硝子体 ゲル硝子体重量測定

図 1 リボフラビン(RF)存在下の硝子体の自色光照射実験 .
仔牛眼は角膜輪部から5mm後方の強膜を剪刀で輸状に切開し,網膜,脈絡膜,強膜を取り除いた後,硝子体を
水晶体後面から剥離した.取 り出した硝子体に RFを加えた (最終濃度 :3 μmo1/L).増感剤を完全に硝子体

内に浸透させるため,ビーカーを約 16時間冷蔵庫に保管し,そ の後硝子体を 37° Cに保ちながら,15Wの螢光

灯 2本から成る螢光灯スタンドにより硝子体を 0～ 6時間自色光照射を行った。照射後,グ ラフファイバーの

網 (10× 16 cm,網 ロサイズ :1.5mm)と 濾紙により,硝子体をグル硝子体 と液化硝子体に分離し,ゲル硝子体

の重量を測定し,硝子体ゲル率を計算した.

分離し,ゲル硝子体の重量を測定し,硝子体ゲル率を下記

の式により計算した
10)。

硝子体ゲル率(%)=

分離後のグル硝子体 (g)、 /.An
照射前の
・
ゲル硝子体 (g戸 ^lυ

U

さらに,光化学反応による硝子体の変化と,酵素による

硝子体の変化 とを比較するため,ヒ アルロニダーゼ

(HAase)を 用 いて実験 を行った。硝子体 に HAase

(Sigma)を 添加し(最終濃度 :60 units/g),酵素を完全に

硝子体内に浸透させるため,約 40時間冷蔵庫に保管し

た。その後,対照群 とともに 37°Cで 0～ 6時間培養した

(対照群および実験群とも遮光状態)。 培養後,上述の方法

でゲル硝子体を分離し,硝子体グル率を求めた
10)。

実験の結果,図 2の ようにRF存在下,照射 6時間後の

実験群のゲル硝子体は液化し,多量の水分がネットの下

の濾紙に吸収され,その重量は照射開始前に比べ 23%減

少し,二つの対照群と比較してその減少は有意であった。

また,HAaseを 用いた実験では,光化学反応によるより

も強い硝子体液化反応がみられた (図 3)。

以上の実験の結果をまとめると,① RF存在下,自色光
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図 2 リボフラビン存在下の光化学反応による硝子体
の変化 .

リボフラビン(RF)存在下に仔牛硝子体を自色光で

照射し,硝子体ゲル率の変化を観察した。図中の●は

遮光対照群 (RFを含有 し遮光した硝子体群)を ,■

は照射対照群 (RFを含有せず白色光照射 を行った

硝子体群)を ,▲ は実験群 (RF 3μ mo1/L含有 した硝

子体群)を表す。それぞれのデータポイントは 6個の

平均値 を表す.*:p<0.05(Kruskal‐ Wallis test)。

(Ueno N,et al:EFects of visible‐ light irradiation

of vitreous structure  in the presence  of a

phOtOsensitizer. Exp lE)ye Res 44: 863-870, 1987

よりAcademic Pressの 許可を得て転載 )

50

-40    0     1     2     3     4     5

培養時間 (hr)

図 3 ヒアルロニダーゼによる硝子体の変化 .
硝子体にヒアルロニダーゼ (HAase)を 添加し,培養後

の硝子体ゲル率の変化を観察した。図中の■は対照群

を,▲ は実験群 (最終濃度 :60 units/g)を 表す。それぞ

れのデータポイントは 6個の平均値 を表す。
**:p<

o.01(Mann‐ Vrhitney test)。 (Ueno N,et al:E“ ects

of visible‐ light irradiation of vitreous structure in

the presence Of a phOtOsensitizer.Exp:Eye iRes 44:

863-870,1987よ りAcademic Pressの 許可を得て転

載 )
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照射により硝子体は有意に液化した。② RFの光化学反

応により発生した活性酸素によりHAが脱重合を起こ
し低分子化することから33)35),RFの光化学反応による仔

牛硝子体の液化は,活性酸素 (主に
・OH)に よる HAの脱

重合によるものであると考えられた。③硝子体内には

RFが微量存在するため46),RFと 可視光による硝子体液
化は,加齢による硝子体液化現象に寄与しているものと

考えられた1° )。

2.リ ボフラビン存在下の白色光照射による硝子体コ

ラーゲンおよびヒアルロン酸の変化

上述の実験で,RFと 自色光により発生した活性酸素
により硝子体は液化することが明らかとなり10),加齢に

よる硝子体の液化のモデルになることが考えられた。臨

床的に高齢者の液化硝子体中には,比較的太 く絡まった

コラーゲン繊維が観察されることから,活性酸素が硝子

体の主要構成成分であるコラーゲンや HAの物性に影

硝子体コラーゲン

rヒ アルロン酸

日眼会誌 99巻 12号

響を与えると推測される5)。 そこで,活性酸素の硝子体コ

ラーゲンや HAに対する影響について検討した47).

実験方法の概略を図 4に示す。硝子体コラーゲンは仔

牛硝子体から抽出 。精製した
47)～ 49).照射実験にはコラー

ゲンを0.5 mo1/Lの 酢酸に溶解して用いた。HAは鶏冠
から抽出・精製された分子量約 200万のものを用いた47)。

照射実験では,コ ラーゲン溶液 (4 mg/1)を小型のプラ

スチックビーカー (直径 1l mm)に入れ,RFを添加し(最

終濃度 :l mmo1/L),蒸発を防 ぐためビーカーに透明
ラップでカバーをかけ,自色光で照射 した。HA(l mg/
ml)は ,照射面積 200 mm2の小型のプラスチック皿に入

れ,RFを添加 し(最終濃度 :0.2 mmo1/L),蒸 発を防 ぐ
ため透明のプラスチックカバーをかけ,自色光で照射 し

た。照射方法はRFの硝子体実験と同様に,15Wの 螢光
灯 2本から成る螢光灯スタンドにより0～24時間自色

光を照射した。また,RFの硝子体実験 と同様に10),遮光
対照群と照射対照群を用いた。一定時間照射後,コ ラーゲ

ンはsodium dOdecyl surate(SDS)ゲ ル電気泳動法によ

り,HAは,高速液体クロマトグラフィー(HPLC)に より
分析した47)50).

RF存在下に自色光照射後,コ ラーゲンを4%SDSサ
ンプルバッファに入れ通常のように処理すると,実験群

のサンプルチューブの底部に沈殿が認められたが,遮光

対照群および照射対照群では沈殿は観察されなかった。

これらのコラーゲンサンプルをSDSゲル電気泳動法で
分析した結果が図 5である。レーン 1～ 6ま では,それぞ

れ 0,0.5,1,3,6,24時 間照射したものである。レーン

7と 8は照射対照群 と遮光対照群である。実験群は対照

群 と比較して照射時間が長くなるにつれて,コ ラーゲン

α鎖のバンドが薄 くなり,架橋形成して不溶化した部分

が増加し,可溶性成分が減少していることが明らかであ

る。このSDSゲ ルのデンシトメータースキャンの結果
を図 6に示す。照射時間が長くなるにつれてα鎖のバン

ドが薄 くなり,ピークが低 くなってゆき,コ ラーゲンが

徐々に架橋形成して可溶性成分が減少してゆくことが示

されている。また,α 鎖に対するβ成分 (α 鎖の二量体 )

の割合が増加し,コ ラーゲンの架橋形成の傾向を示して

いる。さらに,α 鎖のピークは少し右に移動してα鎖の

分子量が増加していることも示されている47).

HPLCに よるHAの分析結果を図 7に示す。RFの存
在下自色光の照射によりHAの ピークが右に移動して,
照射時間とともに HAの分子量が低下してゆくことが
わかる。このHAの分子量の変化を照射時間との関係を
表 1に示す47)。

さらに,RFの存在下の硝子体コラーゲンの変化のメ
カニズムを検討するため,102の 消去剤であるアジ化ナ ト

リウム(NaN8)を 用いて RFの 照射実験を行った51)。 図
8は その SDSゲ ル電気泳動の結果である。レーン 3,
4,5の ようにNaN3の濃度が高くなるにつれてα鎖の

RF RF RF

電 気
(コ ラ
泳 動  高速液体ク回マ トグラフィー
ーゲン)    (ヒ アルロン酸 )

図 4 リポフラビン存在下の硝子体コラーゲンあるい
はヒアルロン酸 (HA)の照射実験。
硝子体コラーゲンは仔牛硝子体から抽出・精製した。

鶏冠から抽出・精製された分子量約 200万の HAを
用いた.照射は 15Wの螢光灯 2本から成る螢光灯
スタンドにより行った。リボフラビンの硝子体実験

と同様に,速光対照群と照射対照群を用意した.一定

時間照射後,コ ラーゲンは,sOdium dodecyl sulfate

(SDS)ゲル電気泳動法により,HAは ,高速液体クロ
マ トグラフィー(HPLC)に より分析した。なお,SDS
ゲル電気泳動法ではグラディエントゲル(4～ 20%,
11)alichi(3)el,Integrated Separation Systerns,Hyde

Park, MA, USA)を 用いた。HPLCシ ステムは,
Ⅵraters 600 Multisolvent Delvery System(Mil‐

lipore,Milford,MA)と ゲ ル パーミエーション

HPLCカ ラム(SpherOgel TSK G 6000 PW, 7.8
nanl i.d.. ×30cm; BeckΠlan, San Ramon, CA,
USA)を用いた47)。
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バンドが濃くなり,可溶性成分が増加し,コ ラーゲンの架

橋形成が抑制されているのがわかる。一般に
102は重水中

(D20)で ,その寿命が長くなることが知られている
35)51)。

そこで,コ ラーゲンに対する
102の作用を確認するため,

D20での照射実験を行った(図 9)。 レーン 1の D20で

表 1 リボフラビン (RF)存在下,自色光照射によるヒ
アルロン酸の分子量の変化

a

照射時間 (hr)b 分子量 (万 )

a:ヒ アルロン酸 (HA)の分子量はゲルパーミエーション高

速液体クロマトグラフィー (HPLC)に より測定した。既知の

分子量のHAに よリキャリブレーションした HPLCカ ラム

を用いることにより,サ ンプルの分子量を計算した
47)。

b:HA(l mg/ml)は ,照射面積200 mm2の 小型のプラスチッ

ク皿に入れ,RFを添加し (最終濃度 :0.2 mmo1/L),15Wの

螢光灯2本から成る螢光灯スタンドにより0～24時間白色光

を照射した.

活性酸素による硝子体の変化 。上野

12345678

図 5 リボフラビン存在下,自色光照射後の硝子体コラーゲンの sodium dodecyI Suifate(SDS)ゲ ル電気泳
動法の結果 .

レーン 1～ 6は ,そ れぞれ 0,0.5,1,3,6,24時間照射したものである。レーン 7と 8は照射対照群 と遮

光対照群である.実験群は対照群と比較して照射時間が長 くなるにつれて,コ ラーゲンα鎖の
バンドが薄

くなり,架橋形成して不溶化した部分が増加 し,可溶性成分が減少していることが明らかである。(Akiba J,

et al:、 4echanisrns Of phOtO_induced vitreOus liquefactiOn.(E)urr Eye Research 131 505-512,1994よ り

OxfOrd University Pressの許可を得て転載 )
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は,レーン2の軽水中よりもコラーゲンのバンドは薄 く

なり,架橋形成がより強 く起こっていることが示されて

いる。一方,HAの D20での RF存在下の照射実験では,
D20の効果はみられず,HAの低分子化は102に よるも

のではないと推測された
47).

ここでの結果を整理すると,① RFと 自色光の光化学

反応により,硝子体の主要成分であるコラーゲンは架橋

形成して一部は不溶化し,可溶性成分のα鎖の分子量が

増加した。② HAは脱重合して低分子化した,③ 物 υttθ

での仔牛硝子体の液化現象
10)は このようなメカニズムに

より起こっているものと考えられた
47)。

3.ヘマ トポルフィリン存在下の白色光照射による硝

子体の変化

これまで硝子体内に微量存在するRFの光化学反応に

よる硝子体の液化現象について検討してきたが,そ れ以

外の原因によっても硝子体液化が観察される。例えば,硝

子体出血時においても硝子体の一部が変化することが知

られている5)。 そこで,血液色素ヘムと同じポルフィリン

化合物であるヘマトポルフィリン(HP)を用いて
52),自色

光照射時における硝子体の変化を検討した
53)。 また,そ の

硝子体変化のメカニズムを検討するため,HPあ るいは

一

γ
01ト

r、
|く
日 ■

1ド、

Oιヘ
】ト

ー

‐躙蒻 靱
11111111   111 1
1■ |||■

‐     ‐|・ |‐

lll:|:|:,や ,ヽ|



l hr

α
″

γ

3hr
6hr

0.5hr

Ohr

日眼会誌 99巻  12号

拠

ポ

啓

Ю

む

総

口
一
Ｅ
Ｅ

∞
お

0.

0.1
40

i巨 萬佳 (mm)

図 6 SDS電気泳動ゲルのデンシ トメータースキャ
ン.

SDS電気泳動ゲル (図 5)を デンシ トメーターでス
キャンした。照射時間が長 くなるにつれて,α 鎖のバ

ンドが薄 くなり,ピークが低くなってゆき,コ ラーゲ

ンが徐々に架橋形成 して,可溶性成分が減少してゆ

くことを示している。照射時間とともに,α 鎖に対す

るβ成分 (α 鎖の二量体)の割合が増加 し,コ ラーゲ

ンの架橋形成の傾向を示している。また,α 鎖のピー

クは少し右に移動 して α鎖の分子量が増加してい

ることも示されている。なお,デ ンシ トメータース

キャンにはスキャナーアッタチメント付きの分光光

度計 (DU‐70,Beckman,Funerton,CA,USA)を 用
いた。(Akiba J, et ali Mechanisins Of photo―

induCed Vitreous liquefaction.Curr Eye Research

13:505-512, 1994よ り(Dxford University Press

の許可を得て転載 )

血液色素の代謝物であり,生体内で自色光により活性酸

素を発生するビリルビンを用いて34)51)52),コ ラーゲンや

HAに対する作用を検討した54)55)。

HP存在下の硝子体照射実験は,仔牛の硝子体を用い,
図 1の RFの実験と同様の方法で硝子体を取り出し,硝
子体ゲル lg当たり0.l μmol(以下 0.l μmo1/gと表す)
の HP(Sigma)を添加した。RFの実験 1°)と 同様に遮光対
照群 と照射対照群を用意した。硝子体から水分の蒸発を

防ぐためラップでビーカーの口を塞ぎ,光増感剤を完全

に硝子体内に浸透させるため,ビーカーを約 16時間冷蔵

庫に保管した。その後,15Wの螢光灯 2本から成る螢光
灯スタンド(照射強度 :約 22,000 Lux)に より硝子体を

0～24時間自色光照射を行った。照射後 RFの実験と同
様に硝子体ゲル率を計算した10)。 また,照射後のグルの硬

さを測定するため,ゲルの圧縮率を測定した。測定には物

質の硬度を測定するために用いられる針入度計 (pene―

trometer)を 用い,硝子体ゲルのような柔軟な物質の測

定のため,その先端の針をプランジャーに変更して用い

た。圧縮率が高いときはプランジャーが速 く落下し,プラ

ンジャー速度(mm/min)が大きい値を示し,ゲルは柔ら
かいことが示される53)。

O hr

l hr

hr

14  16 8   20   22

保持時間 (min)

図 7 高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)に よるヒ
アルロン酸 (HA)分子量の測定 .
リボフラビン存在下,自 色光の照射によりHAの
ピークが右に移動して,照射時間とともに HAの分
子量が低下してゆくことを示している。挿入図は既

知の分子量の HAに よる検量線を示 し,キ ャリブ
レーションした HPLCカ ラムを用いることにより,
サンプルの分子量を計算した。(Akiba J, et al:
Mechanisrns Of photo‐ induced vitreous llquefac‐

tion.Curr Eye Research 13:505-512, 1994よ り
OXfOrd UniVersity Pressの許可を得て転載 )

HPに よる照射実験の結果を図 10に示す。二つの対照
群では 24時間照射後,約 8%の硝子体ゲルの減少を示
したのに対 して,実験群では照射時間の延長とともに硝

子体ゲル率は低下し,24時間には14%の グルが有意に

減少した。照射 24時間後の HPの用量作用曲線では,
HPの濃度依存的に硝子体ゲル率が低下してゆくことが
明らかとなった (図 11)53).

自色光照射後の硝子体ゲルの状態を検討した結果,RF
の実験では硝子体ゲル構造が変化して柔らか くなった

が,HPで は,硝子体は水分 を失つているにもかかわら
ず,そのグルの形態を保っていた。結果は表 2に示すよう

に,照射 8,24時間とも,実験群と対照群の硝子体の圧縮
率には有意差はみられず,HP存在下自色光照射により,
硝子体はそのグル構造を保ったまま水分を失い,硝子体

ゲル率が低下したことが明らかとなつた。これは,硝子体

ゲルの「離漿」(syneresis)で あると考えられた53)56)57)。

次に,HP存在下の自色光照射による硝子体ゲルの離

喘
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図 8 アジ化ナ トリウム(NaN3)存在下での照射実験
後の硝子体 コラーゲンの SDSゲル電気泳動の結
果 .

リボフラビン(RF)の存在下の硝子体コラーゲンの

変化のメカニズムを検討するため,一重項酸素の消

去剤の NaN3を 用いて RFの 照射実験 を行った。
レーン1と 2は それぞれ遮光対照群と照射対照群で

あ る。レーン 3,4,5の よ うに NaN。 (0,10,100
mmo1/L)の 濃度が高くなるにつれて,α 鎖のバンド
が濃 くなり,可溶性成分が増加し,コ ラーゲンの架橋

形成が抑制された。(Akiba J,et all Mechanisms of

phOtO_in(luced vitreOtls liquefactiOn.(:)urr :Eye

Research 13: 505-512,1994よ りOxford Univer‐

sity Pressの許可を得て転載 )

漿現象の作用メカニズムを検討するため,コ ラーゲンゲ

ルをHP(最 終濃度 :l mmo1/L)と ともに,毛 細管 (内

径 :0.46 mm,長 さ :100 mm)に つめて,こ れ らに 0,

24,48,96時間の自色光照射を行い,コ ラーゲングルの長

さの変化を検討した
53)。 その結果,HPを含有したコラー

ゲングルは照射時間の経過とともに,二つの対照群に対

して有意に短くなり,HP存在下,自色光によリコラーゲ
ンゲルが収縮 したことが明 らかとなった(図 12)。 これ

は,HP存在下,自色光から発生する活性酸素 (主に102と

考えられている)34)51)58)に より,コ ラーゲン分子が変性

し,その分子間に何らかの架橋形成反応が起こったもの

と推測された
53).

さらに,HP存在下,自色光により発生する活性酸素に

よるコラーゲン収縮の分子レベルでのメカニズムを検討

するため,硝子体およびタイプ Iコ ラーゲン(カ ンガルー

尻尾から抽出,Sigma)を 用いて,RFの コラーゲン実験

活性酸素による硝子体の変化 。上野

1   2   3

図 9 重水中 (D20)での照射実験後の硝子体コラーゲ
ンの SDSゲル電気泳動の結果 .
一重項酸素 (102)は 重水中 (D20)で寿命が長 くなる

ことが知られていたため,コ ラーゲンに対する
102の

作用を確認するため,D20での照射実験を行った。
レーン 1の D20でコラーゲンのバンドは,レーン 2
の軽水中よりも薄 くなり,架橋形成がより強 く起

こっていることを示している。レーン 3は遮光対照

群である.(Akiba J,et al:Mechanisms of photo‐
induced vitreOus liquefactiOn.(こ)urr Eye iResearch

13:505-512,1994よ りOxford University Press
の許可を得て転載 )

表 2 硝子体ゲルの圧縮率a

照射時間 (hr)
プランジャー速度 (mm/min)b

遮光対照群  照射対照群   実験群
7.59C

7.01

7.59 8.24

7.497.62

a:照射後のゲルの硬さを測定するため,物質の硬度を測定す

るために用い られ る針入度計 (penetrometer)(ThOmaS,

Philadelphia,PA,USA)の 先端の針をプランジャーに変更し

て用いた。圧縮率が高いときはプランジャーが速く落下 し,プ

ランジャー速度 (mm/min)が 大きい値を示し,グルは柔らか

いことが示される。
b:プ ランジャー速度 (mm/min)は ,1分 ごと 4回 プラン
ジャーの位置を測定し,経過時間と移動距離の回帰直線の傾き

を計算し,プランジャー速度 (mm/min)と した。
C:7～ 8の測定値の中央値を表す.
(Kakehashi A, et al: Miolecular inechanisms of photo‐

chernically induced posterior vitreous detachrnent.(:)ph―

thalmic Res 26:51-59,1994よ りS.Kargerの 許可を得て転

載 )
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図 10 ヘマ トポリフィリン(ⅡP)存在下の自色光照射
による硝子体の変化.

HP存在下に仔牛硝子体を自色光で照射し,硝子体
ゲル率の変化を観察した。図中の●は遮光対照群

(HPを含有し遮光した硝子体群)を ,■ は照射対照
群(HPを含有せず自色光照射を行った硝子体群)
を,▲ は実験群 (HP O.l μmo1/g含有した硝子体群)
を表す。それぞれのデータポイントは 7～ 8個の中
央値 を表す。料 :p<0.01(Mann‐ Whitney test)。

(Kakehashi A,et al:IMOlecular mechanisms of
photochemically induced  pOsterior  vitreous

detachrnent.(I)phthalnlic Res 26:51-59,1994よ り

S.Kargerの許可を得て転載)

と同様に照射実験を行った54)。 コラーゲン溶液 (4 mg/1)

を小型のプラスチックビーカー(直径 1l mm)に 入れ,
HPを添加 し(最終濃度 :l mmo1/L),蒸発を防 ぐため
ビーカーに透明ラップでカバーをかけ,自色光を照射し

た。照射方法はRFの実験と同様に,15Wの螢光灯 2本
から成る螢光灯スタンドにより0～24時間白色光照射

を行った。対照群として遮光対照群と照射対照群を用い

た。照射後,コ ラーゲンはSDSゲル電気泳動法により分
析した。その結果,RFの 実験 と同様に,照射後の実験群
のコラーゲンではSDSサ ンプルバッファ中で沈殿が観
察された。遮光対照群および照射対照群では沈殿は観察

されなかった。このことから,コ ラーゲンの一部が架橋形

成化していることがわかった54)。 また,可溶性成分のコ

ラーゲンの SDSゲル電気泳動の結果も,RFの 実験と同
様に,実験群は対照群に比ベコラーゲンのα鎖のバンド

が薄くなり,照射時間とともにコラーゲンが徐々に架橋

形成して,可溶性成分が減少してゆくことが示された。ま

た,α 鎖に対してβあるいはγ成分の割合,すなわち,α

鎖の二量体や二量体の成分の割合が増加し,コ ラーゲン

日眼会誌 99巻 12号

100

96

88

0.001   0.01    0.1     1
HP 濃度  (μ mol/g gel)

図 11 ヘマ トポリフィリン(ⅡP)の用量作用由線 .
HP存在下に仔牛硝子体を自色光で照射 し,HPの
硝子体ゲル率に対する用量作用曲線を検討 した。図

中の● は遮光対照群 (HPを 含有し遮光 した硝子体
群)を ,■ は照射対照群 (HPを 含有せず白色光を照
射 した硝子体 群),▲ は実験群 (Hp O.001～ 0.1

μmo1/g含有した硝子体群)を表す。それぞれのデー

タポイン トは 7～ 8個 の中央値 を表す。**:p<

0.01(Mann‐ Whitney test)。 (Kakehashi A,et al:

4ヽolecular nlecharlisrns Of photochemically in_

duced posterior vitreOus detachment.(:)phthalrnic

Res 26:51-59,1994よ りS.Kargerの許可を得て

転載 )

は架橋形成傾向にあることが示された。また,α 鎖の

ピークは少し右に移動してα鎖の分子量が増加してい

ることも示された54)。 次に,102の 消去剤であるNaN3を

用いて51),上述 と同様の照射実験を行った。その結果 ,

NaN3の 濃度が高くなるにつれて,α 鎖のバンドが濃 く

なり,可溶性成分が増加し,コ ラーゲンの架橋形成が抑制

されてゆくのがわかった54)。

また,血液色素の代謝物であるビリルビンを用いて同

様の実験を行った。SDSゲル電気泳動の結果は,上述の
HPの結果と同様にコラーゲンのα鎖に対してβある
いはγ成分の割合が増加し,コ ラーゲンは架橋形成傾向

にあることがわかった55).

HP存在下,自色光により発生する活性酸素によリコ
ラーゲンの架橋形成が起こることが明らかとなったが,

硝子体のもう一つの主要構成成分 の HAに ついて
HPLCを用いて検討した53).RFの実験方法と同様に47),

HA(鶏冠由来,分子量 :約 80万)を小型のプラスチック
ビーカー(直 径 1l mm)に 入れ,HPを 添加 し(最 終 濃
度 :l mmo1/L),蒸発を防ぐため透明のプラスチックカ
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図 12 ヘマ トポ リフィリン(ⅡP)存在下の自色光照射
によるコラーゲンゲルの変化 .

HP存在下の自色光照射によるコラーゲンに対する
影響を検討するため,コ ラーゲングルをHP(最終濃

度 :l mmo1/L)と ともに毛細管 (内径 :0.46 mm,

長さ :100 mm)に つめて,0,24,48,96時 間の自色

光照射を行った。1群は 10本の毛細管から成る。リ

ボンAは照射対照群 (HPを 含有せず白色光照射 を
行った群),リ ボン Bは遮光対照群 (HPを 含有 し遮
光した群),リ ボンCは実験群 (HPを 含有し照射 し
た群)を 表 す。… :p<0.005(Kruskal‐ WaHis
test)。 (Kakehashi A,et al:Molecular mecha‐
nisrns of pllotocllernically induced posterior vitre―

ous detachmellt.()phthall■lic Res 26:51-59,1994

よりS.Kargerの許可を得て転載 )

バーをかけ,o～24時 間 白色光 を照射 した。照射 後

HPLCに よりHAの分子量の変化を求めた.そ の結果 ,
遮光対照群と照射対照群ではHA分子量の若千の低下
が認められたものの,ほ ぼ実験前と同様の分子量を保持

していた。一方,実験群の HAの分子量は,照射 1時間で

約 13%減少し,3時間後には35%,6時 間後には 58%と

急激に減少し,24時間後ではHA分子量は実験前に比べ
80%減少した(図 13)53).

ここでの結果を整理すると,

① HPあ るいはビリルビンの存在下,自色光により発

生する活性酸素 (主に
102)に より,コ ラーゲンに架橋形成

が起こるとともに HAの低分子化が起こる。② その結果
として,硝子体から主に水分が離れる「離漿現象」(syner‐

esis)が起こり,硝子体ゲル率が低下したものと推測され

る53)。

III 金属イオン(Fe2+,cu2+)に よる硝子体の変
化

ここまでは,光化学反応により発生する活性酸素によ

る硝子体の変化について検討したが,それ以外の発生源

の活性酸素による硝子体の変化についても検討する。

10

0   5   10  15  20  25
照射時間 (hr)

図 13 ヘマ トポリフィリン(HP)存在下の自色光照射
によるヒアルロン酸 (ⅡA)の分子量の変化 .

高速液体クロマ トグラフィーによる HAの分子量
を測定した.HP存在下白色光の照射によりHAの
分子量が低下してゆくことが示されている.図中の

● は遮光対照群 (HPを含有 し遮光 した HA)を ,■
は照射対照群 (HPを 含有せず白色光照射を行った
HA)を ,▲ は実験群 (HPを含有した HA)を表す。な
お,HPLCシ ステムは,Waters 600 Multisolvent
Delivery System(Millipore,Milford,MA)と ゲル

パーミエーション HPLCカ ラム(Spherogel TSK
G60001)lⅣ , 7.8 mnli.d¨  〉〈30 crn; Becknlan, San

Ramon,CA,USA)を 用いた。(Kakehashi A,et al:
4ゝolecular mecllanisrns of photocllernically in‐

duced posterior vitreous detachrnent.(:)phthallrlic

Res 26:51-59,1994よ りS.Kargerの許可を得て

転載 )

アスコルビン酸 (AA)の存在下,金属イオン,特に鉄イ

オン(Fe2+)お よび銅イオン(Cu2+)に より活性酸素が発

生し,それによりHAが脱重合して低分子化することが
知 られている59)～ 61)。 そこで,AA存在下,Fe2+あ るいは
cu2+に よる硝子体の変化について,仔牛硝子体を用いて

検討した
62)。

硝子体の実験は,仔牛の硝子体を用い,図 1の RFの実

験 と同様の方法で取 り出した硝子体に Fe2+あ るいは

cu2+を 添加した。硝子体から水分の蒸発を防ぐためラッ

プでビーカーの口を塞 &酵素などの生化学反応を止め
るため,4° Cで反応させた。また,別の実験では,AAあ る
いは
・OHの消去剤であるマンニ トールを加え,4°Cで反
応させた。0～48時間低温培養後,RFの実験と同様に硝

子体ゲル率を計算した。さらに,Fe2+あ るいはCu2+に よ

る硝子体変化のメカニズムを検討するため,硝子体の主

要構成成分であるHAに Fe2■あるいは Cu2+を 作用さ
せ,そ の後,HAの分子量の変化について HPLCを 用い

０
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Cu2+

**

の変化について HPLCを用いて検討した結果,表 3の よ
うに,Fe2+あ るいはCu2+は AAの存在下で,活性酸素を
発生して,HAの脱重合を起 こすことが明 らかとなっ

表 3 金属イオン (Fe2+,cu2+)に よるヒアル ロン酸
(HA)の分子量の変化a

て検討した62)。 その結果,24時間培養後の Fe2+あ るいは

cu2+に よる硝子体液化の用量作用実験では,低濃度の

cu2+で は硝子体の液 化 が みられなかったが,0.145

μmo1/gの 用量では硝子体は有意に液化した。Fe2+で は,

0.00145 μmo1/gの低濃度でも有意な硝子体液化が認め

られ,さ らに Fe2+の濃度が高くなるにつれて液化は増大

した。このことから,Fe2+は cu2+よ りも硝子体液化作用

が強いことが示された (図 14)62)。 Fe2+あ るいはCu2+に

よる硝子体液化作用のタイムコース実験において,Cu2+

では,培養 7時間後には硝子体グルは約 86%に なり,そ
の後 24時間まで変化はな く,48時間後硝子体グルは

72%に有意に減少した。Fe2+では,培養 7時間後から硝

子体ゲルは85%に なり,その後時間の経過とともに減少
して,48時間後には硝子体ゲルは75%に有意に減少し
た(図 15)62)。

Fe2+あ るいはCu2+(そ れぞれ 1.45 μmo1/g)を加え,さ

らにAAを添力日した石肖子体では,AA力
'1.45 
μmo1/g以

上の場合,その液化反応は対照群よりも有意に高くなっ

た。また,Fe2■あるいはCu2+(そ れぞれ 1.45 μmo1/g)を

硝子体に加え,さ らにマンニトールを添加した硝子体で

は,マ ンニ トールの濃度が 0.145 μmo1/g以上の場合 ,
Fe2+あ るいはCu2+に よる硝子体液化は対照群よりも有

意に抑制された62)。

HAに Fe2+あ るいはCu2+を作用させ,HAの 分子量
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図 14 金属イオン(Fe2+,cu2+)に よる硝子体の変化 (用量作用曲線 )。
鉄イオン(Fe2+)あ るいは銅イオン(Cu2+)に よる仔牛硝子体の変化の用量作用曲線を検討した。図中の■ は対

照群を,▲ は実験群 (0.00145～ 0.145 μmo1/gの Fe2+あ るいは Cu2+含有 した硝子体群)を表す。それぞれの

データポイントは 4個の平均値を表す。*:p<0.05,**:p<0.01(Mann‐ Whitney test).(Chattopadhyay D,
et aliヽ 4etalioll― catalyzed liquefaction of vitreous by ascorbic acid: Role of radicals and radical iOns.

Ophthalmic Res 24:1-7,1992よ りS.Kargerの許可を得て転載 )

∩
）
７
′

サンプルb 分子量

HA
HA/Cu2+

HA/Fe2+

HA/ア スコルビン酸/Cu2+
HA/ア スコルビン酸/Fe2+

435,000

435,000

427,000

96,200

23,900

a:HAの
分子量は高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)に

より測定 した。既知の分子量の HAに よリキャリブレーショ
ンした HPLCカ ラムを用いることにより,サ ンプルの分子量
を計算した。分子量は少なくとも2回の測定値から計算した。

なお,HPLCシ ステムは,Waters 600 Multisolvent Delivery
System(Millipore,Milford,MA)と グルパーミエーション

HPLCカ ラム (Spherogel TSK G 6000 PW,7.8mmi.d¨ ×30
cm;Beckman,San Ramon,CA,USA)を 用いた。
b:HAの 最終濃度は0.42 mg/ml,Cu2+あ るいは Fe2+は 4
μ mO1/L,ア スコルビン酸は390 μmo1/L.HAサ ンプルは室温
にて 2時間反応させ,その後 4°Cで約 16時間透析した.

(Chattopadhyay II),et al:ヽ 4etal ion‐catalyzed liquefaction

of vitreotls by ascorbic acid i Role of radicals and radical

ions.Ophthalmic Res 24 1 1-7,1992よ りS.Kargerの許可
を得て転載 )
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た62)。

ここまでの結果をまとめると,

①硝子体は比較的高濃度のAAを 含んでおり1)～ 6),

Fe2+あ るいはCu2+を硝子体に添加した場合,硝子体は液

化した。② さらにAAを添加した場合,硝子体液化は強
くなった。③ OHの消去剤であるマンニトールを加える

と51),硝子体液化は抑制された。④ したがって,活性酸素

によりHA分子が脱重合して,低分子化が起こり59)～ 61),

硝子体の水分保持能力が低下して,硝子体液化が起こっ

たものと考えられる。眼球鉄錆症(ocular siderosis)や 銅

症(chalcosis)63)で みられる硝子体液化は,こ のようなメ

カニズムにより起こるものと推測される62)。

IV 眼内炎症時に発生する活性
酸素による硝子体の変化

炎症反応時に,活性酸素,特に主として好中球から発生

する 0う
~が
組織傷害に関与 していることが知 られてい

る43)64)65)。 そこで,エ ンドトキシンを家兎眼内に注入して

眼炎症のモデルを作成し66)～ 68),炎症時の硝子体の変化に

ついて検討した。さらに,活性酸素が関与すると考えられ

る眼炎症時の硝子体変化のメカニズムを検討するため,

硝子体コラーゲンの変化についても検討した
。9)。

実験には,ニ ュージーランド白色種の家兎を用いた。麻

酔下,家兎眼内にエンドトキシン(Sigma)200 ngを 注入

して,眼炎症を惹起させた。その後,家兎を麻酔薬で安楽

死させ,眼球を摘出して,硝子体を取り出し,そ のグル化

1353

50

12345
葬腰ll扉罰|(day)

図 16 エンドトキシン眼炎症における硝子体の変化 .
エンドトキシン眼炎症における家兎硝子体グル率の

変化を観察した。図中の■は対照群を,▲ は実験群

(200 ng/eyeの エンドトキシン投与)を表す。炎症期

間とともに硝子体の液化が進むことが示されてい

る.そ れぞれのデータポイントは 4個の平均値を表
す。
*:p<0.03,**:p<0.01(Miannハ Vhitney test).

(IIikichi T,et al:Evidence of cross-link forina―

tion of vitreous collagen during experirnental

ocular innarnrnation. Greafes Arch Clin iExp

Ophthalmol(in press)よ りSpringer― Verlagの 許

可を得て転載 )

活性酸素による硝子体の変化 。上野

100

0    10   20   30   40   50 0    10   20   30   40   50
培養時間 (hr)       培養時間 (hr)
図 15 金属イオン(Fe2+,cu2+)に よる硝子体の変化 .

鉄イオン(Fe2+)あ るいは銅イオン(Cu2+)に よる仔牛硝子体グル率の変化を観察した。図中の■は対照群を,▲

は実験群 (0.145 μmo1/gの Fe2+あ るいはCu2+含有した硝子体群)を表す。それぞれのデータポイントは 4個
の中央値を表す.*:p<0.05(Mann‐Whitney test).(Chattopadhyay D,et al:Metal ion‐ catalyzed lique‐
faction of vitreous by ascorbic acid:Role of radicals and radical ions.()phthalmic Res 24:1-7,1992

よりS.Kargerの許可を得て転載 )
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図 17 エンドトキシン眼炎症における硝子体コラー

ゲンの α鎖に対してβ成分の割合の化.

エンドトキシン眼炎症における家兎硝子体コラーゲ

ンの SDSゲル上で測定された α鎖に対してβ成分
の割合の炎症期間による変化を表す.図中の■ は対

照群を,▲ は実験群 (200 ng/eyeの エンドトキシン

投与)を表す。炎症期間が長 くなるとα鎖に対 して

β成分の割合が増加してゆき,架橋形成傾向が増加

してゆくことが示されている.炎症期間 1,2,3,5
日でのデータポイントはそれぞれ 8,4,8,7個 の
平 均 値 を表 す。

*:p<0.03,科 :p<0.01(Mann‐

Whitney test).(Hikichi T,et al:Evidence of

cross― link forrnation of vitreous collagen during

experirllental ocular innarnmation.Greafes Arch

Clin Exp Olphthalrnol (in press)よ りSpringer‐

Verlagの許可を得て転載 )

率を測定した69)。 さらに,対照眼あるいは実験眼の硝子体

からコラーゲンを常法
70)に
従って抽出し,そ れ らのコ

ラーゲンをSDSゲル電気泳動法により分析した°9)。

その結果,摘出した眼球から,強膜,脈絡膜,網膜を取り

除き,硝子体が水晶体後面に付着している状態で空中に

保持し,対照眼と実験眼の硝子体を比較すると,エ ンドト

キシンによる眼炎症モデルの硝子体ゲルは対照眼に比べ

明らかに小さく,若干の混濁がみられた。対照眼の硝子体

グルは透明で,長 さ 3～4cmに 垂れ下がっていた。この
ことから,実験眼の硝子体は液化してゲル硝子体が減少

していることが明らかとなった。また,実験眼に Oあ
~の
消

去剤としてよく知られているスーパーオキシドディスム

ターゼ(SOD)(Sigma)を 注入した場合,硝子体液化は抑

制された69).

硝子体グル率の測定の結果,対照眼では実験開始 1日

後には78%で あり,5日後には 74%と なり,大 きな変化

はみられなかった。それに対して,実験眼では,実験 1日

日眼会誌 99巻 12号

後には 72%であり,5日 後には52%と なり,硝子体ゲル

率は有意に減少し,炎症期間とともに硝子体の液化が進

むことが明らかとなった (図 16)69).

硝子体コラーゲンを 4%SDSサ ンプルバッファに入
れ通常のように処理すると,実験群のサンプルチューブ

の底部に沈殿がみられたが,対照群では沈殿は観察され

なかった。したがって,炎症眼の硝子体コラーゲンの一部

は架橋形成していることが明らかとなった
。9).コ ラーゲ

ンサンプルをSDSゲル電気泳動法で分析した結果,炎
症群は対照群に比ベコラーゲンのα鎖に対するβある

いはγ成分の割合が増加し,すなわち,α 鎖の二量体や

三量体の成分が増加し,コ ラーゲンが架橋形成傾向にあ

ることが示された。また,炎症眼にSODを添加した場
合,α 鎖に対するβ成分の割合増加は抑制された。図 17

には硝子体コラーゲンの α鎖に対するβ成分の割合の

炎症期間による変化を示す。炎症期間が長 くなるとα鎖

に対するβ成分の割合が増加してゆき,架橋形成が増加

してゆくことが示されている。9).

ここまでの結果をまとめてみると,

① エンドトキシンの硝子体注入により,家兎眼内に炎

症が起こり,硝子体は液化した。また,こ の硝子体液化は

SODに より抑制された。②炎症眼の硝子体コラーゲン

の一部は架橋形成し,α 鎖に対するβあるいはγ成分の

割合が増加していた。③ SODに よりα鎖に対するβ成

分の割合の増加は抑制された。④ これは炎症細胞により

0あ
~が
発生した結果,硝子体コラーゲンに架橋形成が起

こり,硝子体が液化したものと推測された。9).

V 考  按

これまで,発生源の異なる種々の活性酸素を用いて,そ

れらが硝子体に及ぼす影響について検討した。活性酸素

(類)は若千複雑であるので,硝子体の変化に関与すると

考えられる活性酸素について整理する。

「通常大気中に存在する酸素よりも反応性の高い活性

化された酸素とその関連分子の総称である」64)71)と 定義

されている活性酸素は,生体内でも不安定で反応性に富

み,生体分子を攻撃し,疾病,発癌,加齢に伴う変化に関与

する悪玉のように考えられるが,体内に侵入した病原体

や癌細胞などを処理するときには,生体にとっては必要

なものである44)64)71)。 _方 ,フ リーラジカルは「不対電子
を 1つ またはそれ以上有する分子および原子」と定義さ

れているm71)ヽ 73).活性酸素のなかにはフリーラジカルで

あるものも含まれている
44).

我々が呼吸している酸素は,02で表される安定に結合

した 2原子から成る酸素分子で,二重項酸素 (302)と も呼

ばれる44)64)71)～ 73)。 この分子には二個の不対電子があるも

のの,それら電子のスピンが同じ方向であるため,302は

基底状態にあり反応性が乏しく活性酸素ではない。この
302に外部からのエネルギーが加わ り,すべての電子が
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表 4 光酸化のメカニズムa

0

c7 )btr>&.

C00H

・OH

jt :r ,?r rt, *'- * Sens

J

'Sens
I

tSeus

CH20H
I   ^°て
~υ
lド
0、、

HOI「
~~可     ｀
NHCOCH3

/＼

―
↓
▼

淵

０

　
０

α
　
一一　
　
〓

ｃ
ｔ

タイプ I タイプ II

岬ヽ些」ノ
OH

水素移動の場合
3sens+R‐H

↓

Sens +R

電子移動の場合
3sens+R

↓

Sens~十 R+

023sens十

↓
C00H      CH20H

≪弓tぶ三)。＼
oH        NHCOCH3

―

↓

０

ヽ
　

ね

ヽ
　

■

Ｏ
　
　
α

ヽ
　

　

Ｃ

Ｍ
И
イ
　
ＩＨ‐

Ｈ

Ｏ
　
ヨ
ー
ト

Ｈ２。

一

一

Ｊ
慈

C00H
5り==o♀、、、、、|(|(|、 ||:!|!:|11___|′′ノ[
OH

図 18 ヒアルロン酸 (HA)の分解機構 .
一般に,OHの HAの 分解過程は,種々の糖 ラジカル
の生成による物と考えられている。HAの グルクロン
酸のカルボキシル基の根元の C5位の水素がOHに よ
り引き抜かれやすいため,グルクロン酸の C5位 のラ
ジカル化が起こり,そ の結果,糖 リングが不安定になり

グリコシド結合解裂が引き起 こされ,HAの脱重合化
が起こると考えられている

79)～ 81)。

対になり不対電子がなくなったものを
102と いい,ラ ジカ

ルではないが反応性が高く活性酸素の一つである。その

高い反応性のため種々の分子と化学的に結合 したり,他

の分子に励起エネルギーを渡して,その分子を励起状態

にする44)。 生体内では,光化学反応により発生することが

多い。O;― は酸素分子が一個の電子を得て発生するラジ

カルであり,生体内での発生源としては活性化された食

細胞 (好中球など),細胞内顆粒 (ミ トコンドリアなど),酵

素 (キ サンチンオキシダーゼなど)な どがある
44)64)71)～ 73).

0ら
~は
反応性がそれほど強 くないが,好中球による殺菌

作用や炎症反応において重要である。H202は不対電子を

持っていないのでラジカルではないが,不安定で H20

と02に分解され,強い酸化剤になる。H202は活性酸素と

しては強い活性をもたないが,Fe2+ゃ cu2+と 反応して
・OHを 生じることから生体内では重要である.OHは反

応性がきわめて高く,生体物質に対して,水素イオンの引

き抜きや供与,あるいは電子を移動させるなどの作用が

あり,活性酸素のなかでは重要である。発生源は,紫外線

や放射線以外では,Fe2+な どの金属イオンの触媒作用に

より,H202か ら発生すると考えられている
62)64)71)。 _酸

化窒素 (NO)も活性酸素に関連するフリーラジカルであ

02,H20

02~,OH,H202

sens,lsens,3sensは 光増感剤とそれらの一重項状態および三

重項状態を表す.
・
SensHは水素ラジカルと結合した光増感剤を,Sens~は アニ

オン化した光増感剤ラジカルを表す。R‐ Hは アルキル基を
もった化合物の一般式である.

Ot~は スーパーオキシドラジカルを,OHは ヒドロキシラジラ
ルを,H202は過酸化水素を,102は ~重項酸素を表す.
a:文献34,40)

り,種々の生理活性 もあり非常に興味深ぃ
74)-77)。 NOは

炎症細胞からも発生することが知られており,上述の硝

子体炎症時の硝子体の変化にも関係があると推測される

が,詳細は未だ不明である
74)～ 77).

第 II章の 1.で記述したように,RFを光増感剤として

用いて,自色光照射により物 υttθ で仔牛硝子体を液化

させることが可能 となった
10)。 RF存在下の自色光照射

による硝子体液化は家兎眼を用いた 物 υグυθでの実験で

も観察された。秋葉の報告
78)に よると,家兎硝子体内にリ

ン酸リボフラビン(0.2 μmo1/eye)を投与し,ス ライドプ

ロジェクターで家兎眼を 0～ 6時間照射し,そ の後眼球

を摘出して,硝子体のグル率を検討したところ,照射 6時

間後の遮光対照群 と照射対照群は約 10%の液化率であ

るのに対して,実験群は約 60%の硝子体が液化した。ま

た,ラ ジカル消去剤であるSOD,カ タラーゼ,あ るいはマ

ンニトールをRFと 同時に家兎硝子体に注入すると,RF

存在下の液化が抑制された
78)。 この報告から,RF存在下

白色光照射による硝子体液化は z・π υzレθ10)で もグπυグυο

でも観察され,こ のことは加齢による硝子体液化に活性

酸素が関与 していることを示唆するものと考えられ

る10)78)。

本研究では,RFの光化学反応により硝子体コラーゲ

ンが架橋形成することを示し,D20中で架橋形成反応が

増強されることから,コ ラーゲンの架橋形成反応に関与

する活性酸素は主 として
102であることを明らかにし

た47)。 また,HAの 低分子化はD20中 では増強されず,
HAの脱重合化には102の関与が少ないことが明らかと
なった47)。 通常,RFを光増感剤とする光化学反応では,
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表 4に示したように,タ イブ Iの過程が優勢的に起こ

り34)40),活性酸素のうち0,~や OHや H202が生成する。
しかし,102を発生するタイプIIの反応が全く起こらない

とは考えにくく,本研究での RFの光化学反応では,タ イ
プ Iの過程に比ベタイプIIの過程がより少ない確率で起

こっており,コ ラーゲンの架橋形成反応を引き起 こすに

十分な量の
102が生成されたと考えるのが妥当であろう。

HAの脱重合化には活性酸素のなかでOHが関与して
いる79)～ 81)。 _般 に,・OHに よるHA分解過程 は,種々の
糖ラジカルの生成によるものと考えられている(図 18).

HAのグルクロン酸のカルボキシル基の根本の C5位の
水素がOHに より引き抜かれやすいため,グルクロン酸
のC5位のラジカル化が起こり,その結果,糖 リングが不
安定になり,グ リコシド結合解裂が引き起こされ,HAの
脱重合化が起 こると考えられている79)～ 81)。本研究での

RF存在下の自色光照射による硝子体液化に関連する
HAの脱重合化は,D20中では増強されず,102は 関与し
ていないことから,上述した

・OHに よるHAの分解機構
を通じて,HAの脱重合化が起 こっているものと推測さ
れる。

HPあ るいはビリルビンの存在下,自色光により発生
する活性酸素 (主に102)に より,コ ラーゲンに架橋形成が

起こるとともに HAの低分子化が観察された。その結果
として,硝子体から主に水分が離れる「離漿現象」(syner―

esis)53)54)58)82)が起こり,硝子体グル率の低下したものと

推測される。RFに よる反応では,硝子体液化に伴いゲル

構造の崩壊が顕著になったが,HPに よる反応では,比較
的硝子体のゲル構造が保持され,離漿現象がみられた。こ

れは,HPは一般にタイプIIの光酸化により活性酸素 (主
として102)を発生させることが知られているため83)～ 85),

光照射によりHPは タイプIIの過程を優勢的に通 じて
102を より多く発生し,硝子体コラーダンの架橋形成を

起こすが,HAの脱重合を起こさせるOHの発生する割
合が低かったために,硝子体ゲル構造の破壊が少なく,硝

子体グルの離漿現象がみられたものと推測される。一方,

RFの光酸化の場合には,前述したようにタイプ IIの過
程よりもタイプ Iがより優勢的に起こり,・OH,0,~,H2

02な どの活性酸素の発生は,102の 発生よりも化学量論

的に多くなり,硝子体ゲル構造の中で,コ ラーゲンの架橋

形成よりもHAの脱重合反応がより強く起こり,硝子体
グル構造の崩壊が始まったものと推測される47)。 もちろ

ん明確な説明には,さ らに詳細な速度論的な研究が必要

となる。

AA存在下,金属イオンにより硝子体液化を引き起こ
すことが明らかとなった62)。 金属イオン触媒による自動

酸化機構による活性酸素の発生についての研究はよく知

られている59)～ 62)84)85)。 その活性酸素の発生メカニズム

は,次のような化学式で表される。

アスコルビン酸 +2 Fe3+_→

日眼会誌 99巻 12号

デヒドロアスコルビン酸+2 Fe2+   (1)
2H++2 Fe2++02~→ 2 Fe3+十 H202+2e~    (2)
H202+H+―→H20+OH            (3)
・OHの消去剤であるマンニトールにより硝子体液化
が抑制されたことから,こ の機構で発生した

・OHが硝子
体液化に最も重要な役割を果たしていることは明らかで

ある。HAのみを用いた実験から,OHに よる硝子体液化
は,図 18の ような分解機構によるHAの脱重合による
ものであると推測される。

眼炎症モデルにおける硝子体液化の実験では,エ ンド

トキシンの硝子体注入により,家兎眼内に炎症が起こり,

硝子体は液化した。これは炎症細胞 により活性酸素

(01~「OH)が発生し,硝子体が液化 したものと推測され
る°9)。

炎症時に出現する食細胞 (好中球,好酸球,単球,マ クロ

ファージなど)は生体防御機構の一部であり,体内に侵入

した微生物などを貪食し,細胞内顆粒 と融合して phago‐

lysosomeを 形成して,活性化された O:一生成酵素により

生成 された活性酸素で非特異 的 な殺菌が行 われ

る51)86)87)。 自血球の場合には,細胞膜中に存在する Oう
~生

成酵素(NADPH oxidase)に より,02が 1電子還元を受

け102が生成する。

202+NADPH―→20,~+NADPH+十 H十     (4)
この時,細胞外や周囲の組織中に放出された 0,~は速や

か に H202に なる。この反応はSODに より促進 され
る51)86)87).

20,~+2H十 ~→ H202+02            (5)
生成 した H202は ,さ らに Fe2+あ るいはCu2+存在下で

OHを生じることとなる。
H202+Fe2+→ OH+OH― 十Fe3■        (6)
本研究における炎症細胞による硝子体液化は,エ ンド

トキシンにより食細胞が活性化され,そ の細胞膜中の

0,一生成酵素により発生したQ~に より硝子体コラーゲ
ンが架橋形成し,さ らに,炎症に伴う眼内出血により,血

液中の遊離した Fe2■ /Fe3■が硝子体内に注入し,上述の

(6)式のように生成した O:~か らOHが発生し,硝子体ゲ
ルの主要成分である HAが脱重合化し,その水分保持能
力が低下したために硝子体液化が起こったものと考えら

れる。

本研究では,発生源 (光化学反応,炎症反応,金属イオ

ン)の異なる種々の活性酸素を用いて,効 υttθ あるいは

物 υわθでの硝子体に及ぼす影響について検討した。活性

酸素により硝子体の主要構成成分であるコラーゲンが架

橋形成して硝子体のゲル構造の変化を引き起こし,ま た,

同時にもう一つの主要構成成分であるHA分子の脱重
合が起こり,その厖大な水分保持能力が低下したため,硝

子体の液化あるいは離漿現象(syneresis)が 起きると考

えられた。硝子体のグル構造の変化には活性酸素が深 く

関与していることが明らかとなった。
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臨床的には,硝子体中の繊維性混濁は加齢とともに増

加す ることが知 られている
5)。 Aikbaら 88)は ,仔牛 (1

～ 3週齢)と成牛(3～ 4歳 )の硝子体コラーゲンをSDS

ゲル電気泳動法により分析し,コ ラーゲンのα鎖の分子

量 は,仔 牛 で は 105,000(中 央 値,n=9),成 牛 で は

115,000(n=7)で あり,成牛のコラーゲンのα鎖の分子

量は仔牛に比べて有意に大きくなっていることを報告し

ている(p<0.01,Mann‐ Whitny test)。 また,α 鎖に対す

るβ成分の割合を比べると,仔牛では 0.100(n=9),成 牛

では 0.122(n=7)と なり,成牛のコラーゲンのβ成分/α

鎖は仔牛に比べて有意に大きくなっていた(p<0.01)。

この結果は,加齢により牛硝子体コラーゲンの分子量が

増大し,β 成分/α 鎖も増加してコラーゲンが架橋形成傾

向にあることを示している
88)。 また,人眼硝子体コラーゲ

ンの分析では,α 鎖の分子量は,若年者群 (22～41歳)で

は 104,900(n=3),高 齢 者 群 (64～ 98歳 )で は
112,239(n=5)と なり,高齢者群の硝子体コラーゲンの

α鎖の分子量は若年者群に比べて有意に増加していた

(p<0.05)。 この報告では,牛眼において,加齢により硝

子体コラーゲンの高分子成分が増加し,ま た,牛眼および

人眼においても,コ ラーゲンのα鎖の分子量の増加が観

察された88).こ の加齢による硝子体コラーゲンの変化に

は,種々の原因が考えられるが(例えば,酵素を介在 した

コラーゲンの架橋形成
89)や非酵素的な糖化

90)な ど),上述

したように,硝子体には RFは微量ではあるが存在し46),

可視光線を60～90年の長期間にわたり照射されている

ため,RF存在下の光化学反応がこの報告で観察された

加齢によるコラーゲンの変化に大きな役割を果たしてい

るとも推測される。

本研究での実験的硝子体液化における硝子体コラーゲ

ンの架橋形成は,臨床的に観察される加齢による硝子体

コラーゲンの変性 (繊維性混濁など)や網膜硝子体疾患で

の硝子体変性と同様のものと考えられる。実験的な硝子

体の変化速度と加齢や疾病による硝子体の変化速度には

大きな違いがあるが (実験的には24～48時間で認められ

る変化でも,加齢の変化には20～30年が必要であろう),

日常の臨床で観察される硝子体液化の機構には,本研究

で示された活性酸素による硝子体液化と同様の機構のも

のもあると推測される。したがって,活性酸素による硝子

体の変化の機構を基にして硝子体液化を防止あるいは遅

延させ得ることが可能となるかも知れない。例えば,硝子

体の液化と後部硝子体剥離を防止することが可能となれ

ば,裂孔原性網膜剥離を予防することが可能になると期

待される。このような新しい治療法の研究が進むことが

期待される。

また,硝子体液化の機構を解明することは,必ずしも,

硝子体液化を防止することだけにとどまらず,場合に

よっては液化を促進することが,将来,可能となり得るか

も知れない。網膜を牽引している部位の硝子体を変化さ
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せることにより,牽引性網膜剥離 を予防することが可能

となるか も知れない。さらには,糖尿病網膜症 において ,

完全後部硝子体剥離 を人工的に作製で きれば,網膜症 の

増殖化 を防 ぐことが可能 とな り,多 くの失明を未然 に防

ぐことが可能 となる。もちろん,こ のような治療方法を確

立するためには,数多 くの基礎研究が必要 となろう。最後

に,本研究か ら安全なコン トロールされた硝子体液化法

を探求するための新たな研究プロジェク トが始 まること

があれば,著者 と共同研究者 にとって望外の喜び とする

ところである。

稿を終えるにあたり,宿題報告の機会をお与えいただいた

日本眼科学会評議員各位,な らびに第 99回 日本眼科学会総会

会長粟屋 忍先生,座長の労をお取 りいただいた平光忠久先
生に心から感謝申し上げます。本研究は著者 と共同研究者に

よリハーバード大学医学部眼科教室・スケペンス眼研究所で

実施された。共同研究者をはじめ,ス ケペンス眼研究所,大阪

大学医学部眼科学教室,資生堂医薬品研究所。基盤技術研究所

各位のご協力に厚くお礼申し上げます。
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