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実験的家兎濾過手術後の創傷治癒過程において重要な

役割をもつコラーゲン合成活性を,プロリン4位水酸化

酵素βサブユニット,および I型プロコラーゲンを指標

として免疫組織化学的に観察 した。自色家兎眼に線維桂

帯切除術を行い,術後 1, 4, 7,14,28日 の濾過部を

10%緩衝ホルマリンで 12時間固定 した後パラフィン切

片を作成 し,濾過部組織 における各物質 を avidin‐

biotinylated pero対 dase complex法 を用いて検出した。

濾過部にはプロリン水酸化酵素 βサブユニッ ト,I型プ

ロコラーゲンともに,術後 4日 から陽性反応が増加し,
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術後 7～ 14日 において顕著な反応が認められた。術後 28

日にはこれらの反応は減少していた。この実験結果から,

プロリン水酸化酵素とI型プロコラーゲンの産生克進時

期はほぼ一致 しており,創傷治癒過程の中でコラーゲン

合成活性は 14日 以上の長期間持続することが確認され

た.(日 眼会誌 99:29-33,1995)

キーワー ド:ブ ロリン水酸化酵素,プロコラーゲン,濾

過手術,創傷治癒
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Abstract
We evaluated collagen synthetic activity, which prolyl 4-hydroxylase B-subunit or type I procollagen

plays an important role in wound healing, following increased from day 4 to 14 and markedly decreased

experimental filtration surgery in rabbits. Collagen at day 28. These findings show that prolyl 4-

synthetic activity was measured by immunohisto- hydroxylase and type I procollagen are markedly
chemistry for prolyl 4-hydroxylase B-subunit and produced almost simultaneously, and collagen syn-

type I procollagen. Trabeculectomy was performed thetic activity following filtration surgery continues
on albino rabbit eyes, with the filtering site harves- for over 14 days in the process of wound healing. (J

ted on postoperative days l, 4, 7,14, and 28. Samples Jpn Ophthalmol Soc 99 : 29-33, 1995)

were fixed with l0% buffered formalin for 12 hours

and prepared for paraffin section, and each antigen Key words: Prolyl 4-hydroxylase, Procollagen,
was detected in flltering site tissue using avidin- Filtration surgery, Wound healing
biotinylated peroxidase complex. Immunoreaction of

I緒  言

緑内障濾過手術後の濾過部創傷治癒は,術後眼圧コン

トロールの成否に大きく関与 している1).濾過手術後に

起こる濾過部創傷治癒過程は,Skutaら 1)に よれば,術

後,血漿成分や血液細胞の浸潤,フ ィブリンーフィブロ

ネクチンマ トリックスの形成,線維芽細胞などの増殖に

続いてコラーゲンなどの合成が行われ,最終的に疲痕組

織となる, とされている。このうちフィブリン,フ ィブ

ロネクチンの動態については既報で2)3),濾過部における

細胞増殖活性についてはJampelら 4)の
報告および既報

5)

などで検討されているが,濾過部の疲痕化の中で重要な

役割を占めるコラーゲン合成の活性について検討した報

告は少なかった。

コラーゲンの代謝は以下のように行われる6).DNAか

らmRNAへの転写,mRNAの翻訳によリプロトプロコ

ラーゲンが形成され,そ の後酵素によるプロリン, リジ

ン残基の水酸化,糖の添加,三本鎖ヘリックス化により
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プロコラーゲンが形成される。プロコラーゲンは分泌さ

れた後,酵素によリアミノおよびカルボキシプロペプチ

ドが切断されてコラーゲン分子 となる。コラーゲン分子

はコラーゲン線維 となり,架橋 を形成する。今回の実験

では,家兎濾過手術後におけるプロリン4位水酸化酵素

および I型 プロコラーゲンを指標 として酵素抗体法によ

り検出し,術後のコラーゲン合成活性の変動についての

検討を試みた。

II実 験 方 法

実験対象として,体重 3～4 kgの 自色家兎 10匹 10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。 9匹の家兎に対し,ペ 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 と塩酸オキシブプロカイン

(ベノキシール③)に よる点眼麻酔を施した後,既報
5)に

従

い片眼にトラベクトミーに準 じた濾過手術を行った。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③で強膜に 2か所縫合し,結膜

を9-0ナ イロンで連続結合した。術後抗生物質の筋肉内

注射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, 7,14,28日 の家兎を

ペントバルビタールナトリウム (ネ ンプタール①)の大量

静脈内投与により屠殺した。眼球摘出後,強膜および濾

過部強膜弁部分を採取し,10%緩衝ホルマリン(pH 7.2)

で 12時間固定した後,6μ mのパラフィン切片を作成し

た。

プロリン水酸化酵素およびプロコラーゲンの検索は

Vectastain ① Elite ABCキ ット (Vector社,USA)を
用いた avidin―biotinylated peroxidase complex(ABC)

法により以下のように行った。

脱パラフィン後,内因性ペ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。0.01 M phosphate buffer sahne(PBS,pH 7.4)

による洗浄後,非特異的反応 をブロックす るために

1.5%normal horse serum(NHS)を 20分間反応させ

た。一次抗体 として,1%bovine serum albumin
(BSA)/PBSで 100倍に希釈 したマウス抗 ヒトプロリ

ン水酸化酵素 (β サブユニット)モ ノクローナル抗体

(IgGl,富 士薬品工業,富山)ま たは1%BSA/PBSで
100倍希釈 したマウス抗ヒトプロコラーゲン I(カ ルボ

キシ末端)モ ノクローナル抗体 (IgGl,Chemicon社 ,

USA)を各々30分反応させた。PBS洗浄後,二次抗体と
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して 1.5%NHS/PBSで 200倍希釈 したビオチン化 ウ

マ抗マウス IgGを 30分間,PBS洗浄後,ABCを 30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.PBS洗浄後,ジアミノベンチジンで発色さ

せ,水洗,脱水,透徹 した後,エ ンテランニュー①(Merck

社,Germany)で封入した.ツ ァイス社光学顕微鏡で観

察し,フ ィルムとして Fuiichrome ① IS0 100(富士写真

フイルム,東京)を用いて写真撮影を行った。なお,陰
性対照には一次抗体 として同濃度の正常マウスIgGl

(Dako社,Denmark)を用いた。

III 結  果

プロリン水酸化酵素,プロコラーゲンともに非手術家

兎眼強膜には反応がごくわずかに認められた。術後 1日

では強膜弁下強膜内に少数認められたが,濾過部にはみ

られなかった。

術後 4日 には濾過部周辺に紡錘形の陽性反応が多数出

現 していた。術後 7日 にはその数は増加し,濾過部は閉

塞 していた。術後 14日 でも閉塞した濾過部周辺に多数の

陽性反応がみられたが,術後 28日 では陽性反応は著明に

減少していた。なお,陰性対照では全 く反応は認められ

なかった (図 1, 2).

IV考  按

プロリン4位水酸化酵素は,プロ トプロコラーゲンの

プロリン残基の 4位を水酸化する酵素で,α とβサブユ

ニットから成るが, このうちβサブユニットは protein

disulnde isomeraseな どの活性をもつ多機能酵素であ

る6).プロリンの 4位の水酸化はコラーゲンの三本鎖ヘ

リックス構造の形成および分泌に必須であり,エ チル 3,

4-ジ ヒドロベンゾエー トなどでプロリンの水酸化を阻害

するとコラーゲン合成は阻害される0)7)。 プロリン4位水

酸化酵素活性は,活動性肝疾患8),強皮症9)10)な ど,コ ラー

ゲン合成が克進する疾患の細胞内において上昇 し,コ

ラーゲン合成活性の指標の 1つ として考えられている。

眼科領域では,角膜,結膜下組織,強膜内のプロリン

水酸化酵素の局在を示した報告が若干あるのみ11)12)で
,

濾過手術後の創傷治癒における同酵素の動態について検

討した報告は著者 らが調べた範囲ではなかった。

プロコラーゲンはプロトプロコラーゲンの三本鎖ヘ

リックス形成により合成される6)。 コラーゲンはプロコ

ラーゲンのアミノおよびカルボキシプロペプチドが切断

されたものであり,プロコラーゲンはこのプロペプチ ド

に特異的に反応する抗体によって免疫組織化学的にコ

ラーゲンと区別されて検出され得る。プロコラーゲンは

コラーゲンのプロ体であり,そ の免疫反応の増加はすな

わちコラーゲン合成の増加を意味すると考えられる。コ

ラーゲンには多 くの型があるが,そ のプロ体として,線
維形成を行うI,II,IH,V型 プロコラーダンの存在が
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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プロリン 4位水酸化酵素 βサブユニッ ト陽

性反応 .

陽性反応は褐色染色 として認められる.写真左方が前房側。A:非手術眼強膜。ごくわずかに陽性反応が認

められる (矢印).B:術後 1日 .濾過部 (矢 じり)強膜弁下強膜に少数の陽性反応がみられる (矢印)。 C:

術後 4日 。開放 している濾過部 (矢 じり)周辺の強膜に陽性反応が多数認められる.D:術後 7日 .濾過部

および濾過部周辺強膜の陽性反応はさらに増加 し,濾過部 (矢 じり)は閉塞している。E:術後 14日 .濾

過部 (矢 じり)は完全に閉塞 しているが,陽性反応は依然多数認められる。F:術後 28日 .陽性反応は著

明に減少 してお り,濾過部 (矢 じり)に 少数認められるのみである.バーは 100 μm。

明らかになっている6)。

今回の実験では,濾過手術後のコ

ラーゲン合成活性を検討する目的で,術後濾過部におけ

るプロリン4位水酸化酵素とI型プロコラーゲンを免疫

組織化学的に検出し,その指標とした。

家兎眼強膜において,プロリン水酸化酵素,プロコラー

ゲンとも同様の経過を示した。すなわち,ま ず非手術眼

強膜においても反応がごくわずかに認められた。プロリ

ン水酸化酵素は正常角膜や強膜の細胞内に存在している

ことが報告されているが11)12),非手術眼強膜細胞のコ

ラーゲン合成活性は低いものと思われる。両反応は,術

後 1日 には強膜弁下強膜内に少数認められたが,濾過部

にはみられなかった。術後 4日 には濾過部周辺に陽性細

胞が多数出現し,術後 7日 にはその数は増加した。術後

14日 でも閉塞した濾過部周辺に多数の陽性反応がみら

れたが,術後 28日 では陽性反応は著明に減少していた。

各抗原は紡錘形に染色されており,線維芽細胞内ないし
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その周辺に存在しているものと思われる。プロリン 4位

水酸化酵素βサブユニットには前述のように他の酵素

活性がある。)が,そ の反応がプロコラーゲンと同様の経

過をたどったことから,こ の反応がプロリン水酸化酵素

としてのものであることを強く示唆している。

濾過手術後の細胞増殖活性については,オー トラジオ

グラフィーを用いた Jampelら 4)の
報告,proliferating

cell nuclear antigenを 指標とした既報5)があり,それら

によれば細胞増殖活性は術後 5日 前後で克進 し,術後

日眼会誌 99巻  1号

図 2 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 I型プロコラーゲン陽性反応。

陽性反応は褐色染色として認められる。写真左方が前房側。A:非手術眼強膜。わずかに陽性反応が認められ

る (矢印).B:術後 1日 .濾過部 (矢 じり)の強膜弁下強膜に少数の陽性反応がみられる (矢印)。 C:術後
4日 .濾過部 (矢 じり)周辺の強膜に強い陽性反応が多数認められる.D:術後 7日 .濾過部および濾過部周

辺強膜の陽性反応はさらに増加 し,濾過部 (矢 じり)は閉塞 している。E:術後 14日 .濾過部 (矢 じり)は
完全に閉塞 しているが,陽性反応は依然多数認められる。F:術後 28日 .陽性反応は著明に減少している。
バーは 100 μm

11～ 14日 で著明に低下するとされている。一方,実験結

果から,コ ラーダン合成活性の充進は術後 4日 にはすで

に始まり,術後 14日 でも持続し,術後 28日 の時点では

低下していると考えられる。すなわち,コ ラーゲン合成

克進は細胞増殖とほぼ同時期に開始し,細胞増殖活性が

沈静化 した後も続き,濾過部の疲痕化をもたらすことが

確認された。なお,房水中に含まれる高濃度のアスコル

ビン酸などは細胞増殖 を抑制することが報告されてお

り13),濾過手術後の濾過部創傷治癒は濾過部を通過する

A

‐
1

E

▲ ▲ _‐ ‐ __¨ ´

B

▲▲

▲

ム
，

ａ

´
　

▲
員

D

ム

イ́ (

「

ロ

ト

↑

‘
二
【 ム



平成 7年 1月 10日

房水により修飾 される可能性がある。術後 7日 前後で濾

過部は閉塞 し,房水の通過が消失するが,こ れにより細

胞増殖 とコラーゲン合成が影響 されることも考えられ ,

房水の濾過部創傷治癒に対する 物 υ″υθでの影響 につい

て,さ らに研究が必要であると思われる。

最近,エ チル 3,4-ジ ヒドロベンゾエー ト7),フ ィブロ

スタチンーC9),イ ンターフェロンーγ
10),ド キソルビシン14)

などの投与により,′π υttθ で線維芽細胞のプロリン 4

位水酸化酵素が阻害され,コ ラーゲン合成が抑制 される

ことが報告されている。従来,濾過手術術後には 5-フ ル

オロウラシルやマイ トマイシン Cな どの細胞増殖抑制

剤が併用されることが多かったが 15)～ 17),コ ラーゲン合成

抑制剤が 勿 υ′υοで も有効でかつ副作用が少なければ,

術後成績がより良好 となることが期待できる。今回の実

験を発展させることにより,こ れ らコラーゲン合成抑制

剤の,緑内障濾過手術後における疲痕化に対する 物 υグυθ

での効果を今後検討する予定である。

本論文の一部は第 98回 日本眼科学会総会で講演した。な

お,本研究は公益信託三島済一記念眼科研究国際交流基金の

補助を受けた。
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