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要

硝子体出血による硝子体液化変性の機序を,豚眼硝子

体を用いた Jれ υ″rOモ デルにより検討 した。豚眼硝子体

を単離 し,試料液の中で一定時間振盪させた。振盪前後

にゲル硝子体の重量を測定 し,減少 した重量のパーセン

トを硝子体液化度とした。全血,血漿では,24時間振盪

時の硝子体液化度はそれぞれ 50.7%,48.8%であり,り

ン酸緩衝生理食塩水 (PBS)14.9%,血球成分 21.1%,

溶血液 20.5%と 比べ有意に高値を示 した。血漿中では 1

時間後からPBSよ り有意に高 く,24時間まで時間経過

とともに高値を示 した。一方,PBSでは 1時間後から24
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約

時間以内では変化なかった。血漿をPBSで希釈すると,

濃度と比較 した液化度の変化が確認された。以上から,

本実験における硝子体液化は血漿成分との接触により促

進されることが明らかとなり,眼内の出血や炎症で起こ

る硝子体液化変性には,血漿中の蛋自分解酵素系の関与

が示唆された。 (日 眼会誌 99:149-153,1995)

キーワー ド:硝子体,液化,血漿成分,Iれ υ
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デル,
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A Study of Vitreous iLiquefactiOn Using Jη  υ′′%θ RIOdels
-1.The Effect of Plasrlla on Vitreous LiquefactiOn―

Takaaki lM[atSui,IIideyuki IIayashi and Klenji Oshima

Dψα,′′夕,Z“′ο/0リカ滋αノ′″ιοノο9',S`力οο′げ νι″′r′能,F%た″ο力α

Abstract
To study the mechanism of vitreous liquefaction trol and samples incubated with blood cells (21.1%)

following vitreous hemoruhage, an in uifro study and with hemoglobin (20.5%). The VLR of samples
was done. We isolated whole vitreous gel of pig eyes, incubated with plasma gradually increased with
then weighed, incubated it with sample solution and time whereas controls incubated with PBS showed
shooked it at room temperature. The ratio of weight no changes until 24 hours. The VLR and concentra-
loss after shaking to initial weight were calculated tion of plasma were highly correlated. These results
as vitreous liquefaction rate (VLR). There was no indicated that contact of plasma with vitreous gel
significant difference in VLR between samples in- encourages liquefaction possibly by enzymatic diges-
cubated with whole blood (50.7)( ) and with plasma tive action with proteases. (J Jpn Ophthalmol Soc
(48.8%), and it was significantly higher than control 99 : 149-153, 199b)

incubated with isotonic phosphate bufrered physio-
logical saline (PBS)(14.8%) after 24 hours shaking. Key words : Vitreous, Liquefaction, Plasma, Ani-
There were no significant differences between con- mal model, protease

I緒  言

硝子体は眼内容積の約 2/3を 占める透明ゲル状構造物

で,多量の水を保持したヒアルロン酸とコラーゲン線維

が網の目状の二次元構造を成していると考えられてい

る1)2).Duke‐ Elder3)に よると,こ の硝子体のゲル状構造

は,加齢や近視,眼内の炎症あるいは出血などにより崩

壊し,液化硝子体を生じるとされている。臨床的にも外

傷などで硝子体内に多量の血液が流入した際,硝子体の

液化変性およびそれに引き続 く後部硝子体剥離が認めら
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れることも少なくなぃ4).動物実験においても,硝子体中

に自家血液を注入すると硝子体の液化を生じる5)～ 8)。 し

かし, この液化変性がどのような機序で起こっているか

明確な結論は得られていない。動物眼に全血のかわりに

ヘモグロビン9)10),鉄 イオンロ)を 注入しても同様の変化が

生じるため,出血による液化変性の主な原因は,鉄イオ

ンによるヒアルロン酸の脱重合であると考えられてい

る。しかし,血液中に含まれる蛋自分解酵素などの影響

についてはあまり着目されていない。また,動物眼への

注入実験では眼内に試料を注入することにより硝子体周

囲の眼組織の反応が引き起こされる可能性があり,生じ

た液化変性が単に硝子体 と試料との反応によるものか,

周囲組織の反応による二次的なものか明確に区別ができ

ない。そこで,今回我々は生体側からの影響を除外する

ため れ υグ′%のモデルを作製し,ゲル構造を保っている

硝子体が血液成分との接触により液化するかどうかを検

討したので報告する。

II実 験 方 法

今回の ′πυグ′筍 モデルは,岩田の方法12)に基づき改変

したもので,硝子体の重量減少を硝子体液化の指標とし

た。実験には,生後半年,体重 110～ 120 kgで 食肉用に屠

殺されたブタから摘出した豚眼計 118個 を用いた。豚眼

の角膜を輪部から除去し,輪部側から強膜,脈絡膜,網

膜を切除し,次に毛様体および水晶体を,硝子体にでき

るだけ傷がつかないように鈍的に除去 し,硝子体のみを

一塊にして分離摘出した。摘出したゲル石:i子体の重量を

測定した後,手早 くプラスチック製のメッシュかご (直

径 2.7cm,高 さlcmの 円柱形で円形面に lmm× lmm
の 86メ ッシュがあるもの)(図 1)に入れた。このメッ

シュかごに入れたグル硝子体を各試料液 9 mlの 入った

瓶の中に完全に浸した (図 2)。 その後,瓶を室温でロー

タリーシェーカーに置き,1分間に 60回転の速度で振盪

させた。一定時間振盪させた後,硝子体を取 り出し,再

度ゲル構造を保った部分の重量を測定した。そして,次

式のように減少した重量のパーセントを硝子体液化度 と

した。

VLR(%)=beforeVⅥ″(g)一 afterVⅥ「(g)/befOreVヽ V

(g)× 100(VLR:硝 子体液化度,beforeVW:摘 出直後

のゲル硝子体の重量,after VW:振盪後のゲル硝子体の

重量)

なお,細菌による腐敗分解を防ぐため,器具,試薬は

滅菌し,かつ,すべての操作は無菌的条件下で行った。

実験 1:血液の血漿成分,細胞成分およびヘモグロビ

ンの影響の検討

試料液として,下記のように作製 した全血,血漿,血

球成分浮遊液,溶血液および対照として pH 7.3,浸 透圧

315 mOsmの リン酸緩衝生理食水 (PBS)を 用いた。反

応時間を24時間として,各試料液での硝子体液化度の算

図 1 摘出した豚眼硝子体ゲルとプラスチック製メッ

シュかご.

118個 の硝子体ゲルの摘出直後の重量は平均 3.43±

0.25gで あった.

図 2 血漿9 ml中に硝子体ゲルの入ったメッシュか

ごを浸したところ.

定を行った。

試料液の作製法

全血は,ヒ ト末梢静脈血をethylenediaminetetraacetic

acid(EDTA)入 り採血管で採血したものをそのまま用い

た。血漿は,EDTA入 り採血管で採血した血液を 1,500

回転,15分間の遠心分離を行って採取した。血球成分は,

血漿を除去して残った血球成分をリン酸緩衡生理食塩水

(PBS)で洗浄し,除去した血漿と等量の PBSを加え,

て血球成分浮遊液を作製し使用した。ヘモグロビンの影

響を検討するため,血漿除去後の血球成分を PBSで洗

浄し,除去した血漿の半量の蒸留水を加え 10分間放置し

赤血球を破壊させ,蒸留水 と等量の 2倍濃度の PBSを

日眼会誌、 99巻  2号
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加え,溶血液を作製した。

実験 2:血漿による硝子体液化度の時間経過の検討

試料液に血漿を用い,反応時間で 1, 3, 6, 9,12

時間と5つ のグループに分け硝子体液化度を算定 し,実
験 1で求めた 24時間のものも含めて硝子体液化度 と反

応時間との関係を見た。対照として PBSを用い,同様に

時間経過により5つのグループに分けて行った。

実験 3:血漿の濃度と硝子体液化度の関係の検討

試料液に血漿をPBSで 50%,25%,12.5%,8.3%,
5.0%,2.5%に 希釈したものを用い,反応時間を 24時間

として硝子体液化度の算定を行った。

III 結  果

実験 1:血液の血漿成分,細胞成分およびヘモグロビ

ンの影響

使用した豚眼は 34個で,摘出直後のゲル硝子体の重量

は 3.47± 0.24gであった。図 3に全 34個の硝子体液化

度をプロットしたものを示す。表 1に各試料液による 24

時間後の硝子体液化度の平均値を示す。血球成分,溶血

液ではPBSと 同様に液化度は約 20%であったが,全血

と血漿では液化度は約 50%と 高値を示した。

実験 2:血漿による硝子体液化の時間経過

使用した豚眼は 52個で,摘出直後のゲル硝子体の重量

は 3.40± 0.26gで あった。図 4に 実験 1で算定 した 17

個を含む全 69個の硝子体液化度を,表 2に 反応時間ごと

PBs 血漿 全血 血球 溶血液

図 3 各試料液による 24時間振盪時の硝子体液化度

の比較 .

PBs:phosphate burered saline

表 1 24時間後の硝子体液化度の比較

試 料 液 硝子体液化度

物 υ′′η モデルによる硝子体液化の研究 。松井他

1時間

3時間

6時間

9時間

12時間

24時間

0      5      10     15     20     25

時間

図 4 血漿とPBSの硝子体液化度 と反応時間との関

係 .

黒丸は血漿,自丸は PBS,大線は二次回帰曲線,細
線は 95%信頼限界。

表 2 反応時間と硝子体液化度の関係

反応時間 硝 子 体 液 化 度

PBS 血 漿
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の硝子体液化度の平均値を示す。PBSは反応時間が 24

時間以内では液化度に変化なく,平均で 20%を超えるこ

とはなかった。血漿では反応時間が長 くなるに従い液化

度は高値を示し,24時間で平均 48.8%と なった。

実験 3:血漿の濃度と硝子体液化度の関係

使用した豚眼は 32個で,摘出直後のゲル硝子体の重量

は 3.45± 0.26gで あった。各濃度における血漿の硝子体

液化度を図 5お よび表 3に示す。血漿濃度が 50%で は

100%血漿と有意差はなく,25%,12.5%,8.3%と 血漿

濃度を低 くするに従い液化度 も低下 した。血漿濃度が

5.0%以下では,液化度はPBSと ほぼ同様の値を示し,

有意差は認められなかった。

また,採血管に入っているEDTAの 影響の可能性 も

考えられたので,PBSに EDTAを入れて同様に行った

が,硝子体液化度は 24時間で 12.8%と ,PBSの みのも

のと有意差はなかった。また,浸透圧の影響をみるため,

蒸留水および 10倍濃度 PBSで も同様の実験を行った

が,蒸留水で 15.0%,10倍 濃度 PBSで 19.5%と どちら

もPBSと 有意差はなかった。

IV 考  按

硝子体の液化変性を促進させる因子 として,こ れまで

ヒアルロン酸の酸化,脱重合を起こす鉄イオンやフリー

ラジカルの関与が重視されている。動物眼の硝子体内に

全血

血球成分

溶血液

血漿

PBS

50_7± 10.0%(n=5)

21.1± 4.5%(n=5)
20.5± 5.6% (n=7)

48.8± 10.4%(n=8)

14.8± 7.1% (n=9)

平均値±標準偏差

PBS:phosphate bufered saline

▽

▽

▽

▽

▽

●

●
●

　

ハ
Ｕ

　

　

●
●

▼
▼

〓
▼

Ｏ
Ｃ

　

∩
）
◎

回

］

□

国



152

●

0             5     1o      25    50
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図 5 血漿の濃度 と硝子体液化度の関係 .

太線は二次回帰曲線,細線は95%信頼限界 .

表 3 血漿濃度と硝子体液化度の関係

血漿濃度    硝子体液化度

日眼会誌 99巻  2号

つ活性が増加し,組織に存在するコラゲナーゼやメタロ

プロテアーゼなど蛋自分解酵素とともに組織の分解に働

く20)。 このような蛋自分解酵素系が硝子体液化の進行に

関与することは十分考えられるが,そ の点は従来あまり

重要視されていない。今回,効 υttθ で豚眼のゲル硝子体

を血液中あるいは血漿中で振盪すると,PBS内における

よりも高度に液化 し,かつ,そ の効果には一定の濃度反

応関係を確認できた。一方,同一条件下で血球成分浮遊

液および溶血液の中では,PBSと 有意差はなく液化は促

進されなかった。 このことから,本実験における液化は

血漿成分との接触によるものであることが明らかとなっ

た。Maberleyら 21)は ,家兎眼硝子体内に自家血液 ととも

に線溶系酵素を注入することにより,さ らに硝子体液化

が促進することを示し,Verstraetenら
22)は

家兎眼に,内

境界膜の構成成分であるラミニンやフィプロネクチンを

分解するプラスミンを注入することにより後部硝子体剥

離が生じることを報告したが,こ れらも血液の血球外成

分中の因子による硝子体液化の可能性を強く示唆してい

る。

血漿成分と硝子体 との接触は硝子体出血だけに限らな

い。臨床的には,糖尿病や眼内の炎症,手術や網膜の凝

固によりblood‐ retinal barrier(BRB)の 破綻が一過性

あるいは持続的に生 じていることが明らかにされてお

り23)24),そ の際には破綻した BRBか らの血漿成分の眼

内への注入と硝子体 との接触が生 じていると考えられ

る。そのような時にも硝子体の液化変性が進行すること

が知られている25)。 動物実験においても,水晶体摘出や網

膜の冷凍凝固,ジアテルミー凝固を行っても,硝子体粘

度は低下する13)。
外科的処置以外でもNaphthaleneの 全

身投与によっても硝子体は著明に液化するが,こ のとき

同時に硝子体中には血漿由来と思われる蛋自質が急増 し

ていると報告
26)さ れている。すなわち,何 らかの原因によ

る BRBの破綻,血漿成分と硝子体の接触が硝子体の液

化変性を引き起 こす要因となっているのではないかと考

えられ,多 くの疾患における硝子体の液化はこれにより

説明され得ると思われる.

今回の実験では,従来からいわれているヘモグロビン

の影響は,24時間という短い時間経過の中では確認され

なかった。溶血液中で振盪した硝子体はゲル中にヘモグ

ロビンが入ったと思われるようなゲルの赤色の染色が見

られ,長時間の観察では液化度にも変化がでるかも知れ

ないと思われたが,少なくとも短時間で起こるような直

接的な影響は少ないように思われた。

従来の研究の多 くは,先に述べたように試料を硝子体

内に直接注入している。その多くは自家血成分であり,

必要以上の炎症を惹起することはないと思われるし,生
理食塩水との対照も行われている。 しかし,鉄イオンは

網膜に対しても毒性を示すことが知られており27),BRB

に影響を与えないとはいい難い。その点から,効 υ′′知 も

●

　

●

７

６

５

４

３

２

＞

１

硝
子
体
液
化
度

％

●

●

●

●

　

●

8

●

0

100

100%

50%
25%
12.5%

8.3%

5.0%

2.5%

48.8± 10.4%(n=8)

45.5± 12.2%(n=3)

39.5± 10.6%

28.2± 10.0%

25.3± 9.6%

11.7± 4.9%

10.8± 4.5%

〓
　

一一　

一一　

一一　

〓

ｎ

ｎ

ｎ

ｎ

ｎ

平均値±標準偏差

自家血液を注入し,硝子体の変化をみる実験は数多 くな

されており,注入後 1週間以内に硝子体の変化6)～8)あ る

いは粘度の著明な低下13)が認められる。Squireら 9)は ヘ

モグロビンを注入することでも硝子体液化が起 こること

を明らかにし,硝子体出血後の液化変性には溶血により

放出される鉄イオンが影響 している可能性を示唆した。

Hofmanら 14)は れ υ′′%θ でフリーラジカルおよび鉄イオ

ンが牛硝子体ヒアルロン酸の粘度を低下させることを示

し,Huiら n)は ル υ′υθで家兎眼硝子体内に鉄イオンを

注入し,硝子体が液化することを報告している。また,

Burke15)は 家兎眼硝子体内にヘモグロビンを注入し, 3

週間後頃に硝子体内に侵入 してくる細胞が硝子体中の

superoxide anionの レベルを超過させていることを示

し,こ れが硝子体の液化を起 こしているのではないかと

報告している。加齢による硝子体の液化変性においても

フリーラジカルが関与しているのではないかと推測され

ており,Uenoら 16)は
光力学作用 (photodynamic action)

によって生じたフリーラジカルが 物 υグ′節 で牛硝子体を

液化させることを示し,秋葉17)は それを家兎眼を用いて

物 υ′υθで証明している。

しかし,硝子体はそのような酸化作用を持つ物質に限

らず,コ ラゲナーゼやヒアルロニダーゼなどの蛋自分解

酵素処理でも液化が促進する12)16)18)19)。 血漿には細胞外

基質を分解 し得る蛋自分解酵素やその活性化物質が多く

含まれており,炎症や出血に伴って血管外に移行し,か
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含めた さ らなる追試 を要す る と思われる。今 回行 った方

法は岩 田の方法
12)に

準 じてお り,硝子体ゲルか らの離水

を指標 とす るため,生体眼の液化度 とは必ず しも一致 し

ないが,周囲組織の変化 による影響 は全 くない。 この実

験モデル は様々な病的変化や薬物 による硝子体液化のメ

カニズム を探索するのに有用であると考 え,今後,さ ら

なる検討 を加 えたい と思 う。
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