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要

角膜上皮障害時におけるヒトの涙液中のグリコサミノ

グリカンの動態を検討するため,機械的刺激によって生

じた各種上皮疾患の涙液中のヒアルロン酸濃度とコン ド

ロイチン硫酸の濃度を測定 し,正常眼と比較検討した。

対象は,正常眼 42眼,機械的刺激によるびまん性表層角

膜炎 9眼,角膜びらん 13眼とした。涙液は,生食 100 μl

を点眼後マイクロピペッ トを用いて回収 した。涙液中の

ヒアルロン酸とコン ドロイチン硫酸は,コ ンドロイチ

ナーゼ ABCに より不飽和二糖に分解 した後,高速液体

クロマ トグラフィーを用いて分離,定量 した。正常人の

涙液中 ヒアルロン酸濃度 は不飽和二糖 として 0.07±

0.12(n mo1/mg Pr),総 コンドロイチン硫酸濃度 は

6.91± 3.63(n mo1/mg Pr)で あつた。正常眼ではグリ

約

コサミノグリカン組成の約 1%が ヒアルロン酸,残 りの

99%がコンドロイチン酸であった。びまん性表層角膜炎

ではヒアルロン酸およびコンドロイチン硫酸の濃度は正

常眼と比較 して有意な差は認められなかったが,角膜び

らん群では涙液中のヒアルロン酸濃度が 0.61± 0.48(n

mo1/mg Pr)と 有意に増加 し,逆にコンドロイチン硫酸

の濃度は 3.63± 2.74(n mo1/mg Pr)と 有意に減少して

いた。ヒトの角膜上皮の創傷治癒過程において,内因性

のヒアルロン酸が涙液中に発現することが示唆された。

(日 眼会誌 99:302-307,1995)
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Abstract
The existence and pathophysiological role of unsaturated disaccharides. The quantities of disac-

glycosaminoglycans in the tear fluid in humans was charides were determined by high-performance liq-

investigated using quantitative analyses of hyaluro- uid chromatography. Concentrations were expres'

nic acid and chondroitin sulfate in the tear fluid. sed as nanomoles of unsaturated disaccharides per

The subjects were 42 eyes of 31 normal controls, 9 protein in the tears. The concentrations of hyaluro-

eyes of 9 patients with superficial punctate keratitis nic acid and chondoroitin sulfate in the normal

(SPK), and 13 eyes of 13 patients with epithelial controls were 0.07+0.12(n mol/mg protein) and

defect. After an instilation of 100 pl saline solution 6.91+3.63 (n mol/mg protein), respectively. The

in the conjunctival sac, as much tear fiuid as possible mean concentration of hyaluronic acid was

was collected from the lower cul-de-sac. The significantly highter in patients with epithelial ero-

glycosaminoglycans in the tears were then treated sion than in normal controls, whereas the mean

with chondoroitinase ABC to make fractions of concentration of chondoroitin sulfate lvas
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significantly lower in patients with epithelial ero-
sion than in normal controls, There was no
significant difference in the concentration of
glycosaminoglycans between the patients with SPK
and normal controls. The results of our study sug-
gest that glycosaminoglycans are synthesized and
endogenously secreted into the tear fluids and, espe-
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cially in the case of hyaluronic acid, may play an
important role in corneal epithelial wound healing
in patients with epithelial erosion. (J Jpn Ophthal-
mol Soc 99:302-307, 1995)

Key words: Glycosaminoglycans, Hyaluronic acid,
Corneal epithelial disorders, Tear fluid

表 1 症例の内訳I緒  言

ヒアルロン酸は,N‐アセチルーD―グルコサ ミンとグル

クロン酸から成るグリコサミノグリカンで,細胞外マ ト

リックスとして広 く生体内に存在する1)。 生体内におい

てヒアルロン酸は,組織の発生,創傷治癒過程や炎症な

どで重要な働 きを有することが知られている2)～ 4)。 近年,

角膜上皮の創傷治癒にヒアルロン酸が治癒促進的な効果

があると報告
5)～ 8)さ れている。また,ウ サギ涙液中にヒア

ルロン酸やコンドロイチン硫酸などのグリコサ ミノグリ

カンが存在することが確認され,角膜上皮創傷治癒 と関

連して,そ の濃度が変動することが示されている9).我々

は,ウ サギ上皮剥離モデルで涙液中のグリコサ ミノグリ

カンを測定し,涙液中のヒアルロン酸濃度が上皮剥離後

3～24時間をピークに増加することを報告
10)し た。これ

は,涙液中のグリコサミノグリカンが角膜の創傷治癒に

関与していることを示唆するものである。これまでヒト

の涙液中のグリコサミノグリカンの存在を詳細に分析し

た報告はなかった。そこで,今回我々は,ヒ トの涙液中

にグリコサミノグリカンが存在するか否かを定量 し,ま
た,角膜上皮障害時のグリコサミノグリカン動態を検討

するため,正常眼および機械的刺激によって生 じた各種

上皮疾患の涙液中のヒアルロン酸濃度とコンドロイチン

硫酸の濃度を測定し,比較検討 した。

II対  象

角膜疾患を有 さない正常人 31例 42眼 (37.9± 13.2

歳)(平均値±標準偏差,以下,正常群),異物やコンタ

クトレンズによる機械的刺激によって生じたびまん性表

層角膜炎 9例 9眼 (42.3± 20.8歳 )(以下,SPK群)1),

角膜びらん 13例 13眼 (45.3± 20.3歳)(以下,角膜びら

ん群)の 3群を対象とした。涙液分泌低下が原因 と考え

られるSupernCial punctate keratitis(SPK),角 膜びら

んは対象外とした。SPK群および角膜びらん群の原因別

内訳を表 1に 示す。これらの症例はすべて,異物や外傷

などの機械的刺激による受傷から遅 くとも1～ 2病 日後

に涙液を採取し,点眼薬による治療が未施行のものとし

た。

びまん性表層角膜炎 角膜びらん
(眼数)     (眼 数)

原   因

ソフトコンタクトレンズ

ハー ドコンタクトレンズ

異物

外傷

13

III 方  法

1.涙 液 の採 取

涙液は個々の症例によって採取できる量に差があり,

また,高速液体クロマ トグラフィーによる分析が可能で

ある十分な量を得ることができないため,以下の方法で

涙液を希釈し,採取 した。マイクロピペットで生理食塩

水 100 μlを下眼瞼を牽引した結膜嚢内に点眼し,数回受

動的に瞬目させた後,刺激を与えないようにマイクロピ

ペ ットを用いてできるだけ涙液を回収 した。

2。 検体の酵素消化 0定量

詳細は既報
10)に

記した方法に従い,検体の酵素消化・定

量を行った。以下,概略を述べる。回収した涙液にコン

ドロイチナーゼ ABC(chondroitinase ABC,5U/ml,

生化学工業)と 100 mM酢酸ナ トリウム緩衝液 (pH 8.0)

を加え,37° Cで 2時間消化し,ヒ アルロン酸,コ ンドロ

イチン硫酸を各々に対応する不飽和二糖を分解した。す

なわち,ヒ アルロン酸由来の不飽和二糖は zDi―HAであ

り,コ ンドロイチン硫酸由来の不飽和三糖は硫酸基の位

置により,zDi‐ OS,zDi‐ 6S,zDi-4Sの 3種の異性体が

得られる.∠ とは不飽和,Diは Dimer,oSは o硫酸,

6Sは 6硫酸,4Sは 4硫酸の略である。

次 に,コ ン ドロイ チナーゼ AC―II(chOndrOitinase

AC―II,5U/ml,生 化学工業)と 100 mM酢酸ナ トリウム

緩衝液を加え,37°Cで 2時間反応させた後,限外濾過膜

で濾過 した。濾液に回収された不飽和二糖を高速液体ク

ロマ トブラフィーで分離,定量した。また,涙液中のタ

ンパク濃度をLowry法 12)を用いて定量 し,ヒ アルロン酸

とコンドロイチン硫酸の濃度を単位タンパク当た りの不

飽和二糖量として算出した。

3.高速液体クロマ トグラフィーの条件

コンドロイチン硫酸由来の不飽和二糖を分離,定量す

計 9
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るには,充填剤 YMC―GEL― PA‐120-S5(YMC),カ ラム

(内径 7.6mm× 長さ15 cm, ステンレス)を使用した。

試料をOmM→ 160 mM Na2S04の グラジェント (40分

間)に より,流速 0.5m1/minで溶出した。カラムからの

溶出液に 1%の 2-シ アノアセアミドを含む 50 mM四

ホウ酸ナ トリウム緩衝液 (pH 9.0)を 0.5m1/分の流速で

加え,140° Cに設定してある反応槽 (DB‐5,島村計器製作

所)を 通過 させた。反応液 の螢光を分光螢光検出器

(821-FP,日 本分光工業)でモニターした。励起波長は331

nm,螢光波長は383 nmと した。上記の条件では zDi―

HAと zDi‐ OSは同一位置に溶出される。そのため,こ れ

らを分離,定量するために,充填剤,NH2P-50(旭化成),

カラム (内径内径 7.6mm× 長さ30 cm,ス テンレス)を

使用した。試料を75 mMの テ トラプロピルアンモニウ

ムー酢酸緩衝液(pH 9.0)で溶出した。溶出時間は50分 ,

流速 0.5m1/minと した。

IV結  果

正常群 の涙液中の ZDi‐ HA濃度 は0.07± 0.12(n

mo1/mg protein)(平均値士標準偏差,以下同じ)であっ

た.コ ンドロイチン硫酸の各異性体のうち,△ Di‐OS濃度

は4.18± 2.82(n m01/mg prOtein),zDi‐6S濃度は

2.07± 1.36(n mo1/mg prOtein), zDi‐ 4S濃度は0.66士

0.39(n mo1/mg prOtein),総 コンドロイチン硫酸濃度

は6.91± 3.63(n mo1/mg prOtein)であつた (表 2)。

涙液中の蛋白量の平均は 1.73± 1.25(n mo1/mg)で あっ

た。これより,正常人涙液中のグリコサミノグリカン組

成を百分率で表すと,ヒ アルロン酸が約 1%で,99%が
コンドロイチン硫酸であった。コンドロイチン硫酸の異

性体の別ではコンドロイチンが 60%を 占め,以下コンド

表 2 正常群涙液中のグリコサミノグリカン組成

生成二糖   濃度 (n mo1/mg protein) 割合 (%)

日眼会誌 99巻 3号

ロイチン 6硫酸が約 30%,コ ンドロイチン 4硫酸が約

9%であった (表 2)。

SPK群 の涙液中の zDi―HA濃 度 は0.15± 0.12(n

m01/mg prOtein)で あった。コンドロイチン硫酸の各異

性体のうち,ZDi-OS濃度は2.47± 1.72(n mo1/mg pFo―

tein),z‐ Di-6S濃度は1.74± 1.22(n mo1/mg prOtein),

zDl-4Sは 1.03± 0.87(n mo1/mg prOtein),総 コンド

ロイチン硫酸濃度は5.24± 3.0(n mo1/mg protein)で

あった (表 3)。 涙液中の蛋白量は1.03± 0.76(n mo1/

mg)であった。

角膜びらん群の涙液中の∠Di‐HA濃度は,0.61士

0.48(n mo1/mg protein)で あつた。コンドロイチン硫

酸の各異性体のうち,△Di‐OS濃度は2.45± 2.19(n

m01/mg prOtein),zDi-6S濃 度は0.90± 0.85(n mo1/

mg prOtein),∠Di-4S濃度は0.29± 0.21(n mo1/mg

prOtein),総 コンドロイチン硫酸濃度は3.63± 2.74(n

m01/mg prOtein)で あった (表 4).涙液中の蛋白量は

2.02± 1.89(n mo1/mg)で あった。

正常群,SPK群,角膜びらん群の各定量結果をDunn

の多重比較検定によって検定した。涙液中の zDi‐HA濃

度は角膜びらん群において正常群,SPK群よりも有意に

高かった (p<0.01)正常群とSPK群の間に有意な差は

なかった(図 1)。 涙液中のコンドロイチン硫酸濃度のう

ち,ИDi-OS濃度は3群の間に有意な差はなかった (図

2).ZDi-6S濃度は角膜びらん群では正常群に比べ有意

に低かった (p<0.01)が,正常群とSPK群の間には有

(n mol/mg protein)

* 
― ||

1.0

△Dl― HA量

OS

0.0

正常群        SPK群       角膜びらん群

図 1 涙液中のヒアルロン酸 (HA)量 (zDi‐ HA).

zDi―HA量は角膜びらん群において正常群,び まん

性表層角膜炎群 (SPK群 )よ りも有意に増加 した

(p<0.01)。 平均値±標準偏差 *:p<0.01

∠Di―HA 0_07± 0.12 1.0

zDi-OS

zDi‐6S
∠Di‐4S

60.0

29.7

9.3

4.18=L2.82

2.07」=1.36
0.66± 0.39

ノJヽ計 ●Di‐CS) 6.91± 3.63 99.0

平均値土標準偏差

表3 びまん性表層角膜炎群と角膜びらん群における涙液中のグリコサミノグリカン組成

生成二糖
びまん性表層角膜炎群 角膜びらん群

濃度 (n mo1/mg protein) 割合 (%) 濃度 (n mo1/mg protein) 割合 (%)

∠Di‐ HA 0.15± 0.12 2_8 0.61± 0.48 14.4

∠Di‐OS
∠Di-6S

zDi‐ 4S

2.47二 Ll.72

1.74」
=1.22

1.03± 0_87

45.8

32.3

19.1

57.6

21.2

6.8

2.45:±:2.19

0.90± 0.85

0.29=LO.21

85.6小計 (zDi‐CS) 5.24± 3.0 97_2 3.63± 2.74

平均値±標準偏差
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(n mol/mg protein)

正常群       SPK群      角膜びらん群

図 5 涙液中の総 CS量 (OS+6S+4S).
総コンドロイチン硫酸量は角膜びらん群が正常群に比

べ有意に減少 した (p<0.01)。 平均値±標準偏差 *:
p<0.01

(mg/ml)

4

5

△Dl―OS量

△Di-6S量

総

Ｃ
Ｓ
量

正常群       S PK群       角膜びらん群

図 2 涙液中のコン ドロイチン硫酸 (CS)量 (zDi‐ 0

S)。

zDi‐OS量は 3群の間に有意な差はなかった.平均

値±標準偏差

(n mol/mg protein)

「

~~~~*

2

タ

ン
パ

ク
量

正常群        S PK群       角膜びらん群

図3 涙液中の CS量 (zDi‐ 6S).

zDi‐6S量は角膜びらん群が正常群に比べ有意に減少

した (pく 0.01)。 平均値±標準偏差 *:p<0.01

(n mol/mg protein)

△Dl-4S量

正常群 SPK 角膜び らん群

図 6 涙液中のタンパク量 .

涙液中の蛋白量は 3群の間に有意な差はなかった。平

均値±標準偏差

れている13)。 P。lackら 14)は ヒアルロン酸の性質の一つで

ある保水性を利用して, ドライアイにおける角膜上皮障

害に対しての点眼治療を試み,良好な結果が得られたと

報告している。それ以降,角膜上皮障害に対するヒアル

ロン酸点眼の有効性が数多 く報告されている15)～ 18)。 _

方,ヒ アルロン酸が わ υわθならびに物 υ′″θの実験で,

角膜上皮の創傷治癒を促進するとの報告がなされてお

り5)～ 8),保水効果に加えて薬理学的作用を期待 して多施

設で臨床的応用が行われている19)～ 22)。

最近,ウ サギ涙液中にヒアルロン酸やコンドロイチン

硫酸などのグリコサミノグリカンが存在することが確認

され,角膜上皮創傷治癒と関連 して,そ の濃度が変動す

ることが示されている。)。 我々もウサギ上皮剥離モデル

で涙液中のグリコサミノグリカンを測定し,上皮剥離後

3～24時間をピークに涙液中のヒアルロン酸濃度が増

加することを報告した10)。 なお,正常ウサギおよび角膜上

皮剥離ウサギの涙液中はケラタン硫酸とデルマタン硫酸

は全く検出されなかった。これらから,角膜上皮障害後,

涙液中に内因性のヒアルロン酸が発現し,角膜の創傷治

癒に関与している可能性が考えられる。そこで,今回我々

は,ヒ トの涙液中におけるグリコサミノグリカンの存在

を確認し,角膜上皮障害時にヒアルロン酸を始めとする

0

正常群        SPK群       角

図4 涙液中の CS量 (∠ Di‐4S).

zDi-4S量 は角膜びらん群が正常群,SPK群に比べ有

意に減少した (p<0.01)。 平均値±標準偏差 ・ :p<
0.01

意な差はなかった (図 3).zDi-4S濃 度は角膜びらん群

が正常群,SPK群に比べ有意に低かった (p<0.01)(図

4)。 総コンドロイチン硫酸濃度は角膜びらん群が正常群

に比べ有意に低かった (p<0.01)。 正常群 とSPK群の間

には有意な差はなかった (図 5).涙液中の蛋自量は3群

の間に有意な差はなかった (図 6).

V考  按

ヒアルロン酸は, これまで眼科領域では内眼手術時に

おける角膜内皮細胞の保護と前房の維持の目的で使用さ
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グリコサミノグリカン涙液中の動態を検討するため,正
常眼および機械的刺激によって生じた各種上皮疾患の涙

液中のヒアルロン酸濃度とコンドロイチン硫酸濃度を測

定 し,比較検討した。今回の検討で正常人の涙液中にも

グリコサミノグリカンが存在することが証明された。 ヒ

アルロン酸の組成割合は約 1%で,残 り99%がコンドロ

イチン硫酸であった (表 3)。 機械的刺激による上皮障害

では,特に障害の大きい角膜びらん群で涙液中のヒアル

ロン酸が有意に増加 し,涙液中のグリコサミノグリカン

の 14.4%を 占め,逆 にコンドロイチン硫酸は85.6%と 減

少した。このことは,ヒ トの角膜上皮の創傷治癒過程に

おいても,内因性のヒアルロン酸が涙液中に発現したこ

とを示唆する。角膜びらん群 とSPK群で涙液中のヒア

ルロン酸の発現量に差がでた理由は,障害部の面積の違

いおよび角膜びらん群では角膜上皮全層が剥離され11),

基底膜が露出もしくは障害された状態であることが可能

性 として考えられる。

ウシ鼻軟骨か ら抽出 した hyaluronic acid― binding

regionを 用いて,ウ サギ角膜のヒアルロン酸の局在を検

討 した報告では,ウ サギ正常角膜のうち,角膜上皮 (細

胞間)と 内皮の apical surfaccに 強い染色性を認め,実

質のケラトサイ トには弱い染色性を認めている23)。 また,

ウサギ角膜上皮の創傷治癒過程では,剥離後 1日 目に上

皮欠損部周囲の上皮 と欠損直下の実質細胞が hyalu―

ronic acid‐binding regionで 強く染色され, 7日後にお

いても染色性は正常より強かったと報告されている24)。

以上から,ウ サギ角膜上皮創傷治癒過程におけるヒアル

ロン酸の発現機序は,上皮欠損部周囲と欠損部位下の実

質細胞で生成され,そ の結果として涙液中に出現した可

能性が考えられる。一方,ヒ トの角膜上皮創傷治癒過程

でのヒアルロン酸の組織学的な局在の報告はなく,前述

のような機序でヒアルロン酸が発現している可能性 もあ

るが,現在のところはどのような機序で涙液中に発現し

ているかは不明である。創傷治癒の局所で能動的に生成

され,涙液中に分泌されていることが予想されるが,涙

腺や結膜の杯細胞などから由来している可能性も否定で

きない。

正常人涙液中のコンドロイチン硫酸の各異性体の組成

割合は,コ ンドロイチンが 60%を 占め,以下コンドロイ

チン6硫酸が約 30%,コ ンドロイチン4硫酸が約 9%の

順であった(表 3).機械的刺激による上皮障害では,特
に障害の大きい角膜びらん群で総コンドロイチン硫酸

量,コ ンドロイチン6硫酸量,コ ンドロイチン4硫酸量

が正常人に比べ有意に減少した。このコンドロイチン硫

酸に関する結果は,先に我々が報告したウサギ上皮剥離

モデルの結果と相反するものとなった。つまり,ウサギ

角膜上皮剥離後ヒアルロン酸とコンドロイチン6硫酸の

増加を認めたが,コ ンドロイチン4硫酸の変動は認めな

かった10)。
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一般に,ウサギ角膜実質の創傷治癒過程では,正常時

に実質に豊富に認められるケラタン硫酸が減少し,コ ン

ドロイチン硫酸が増加すると報告されている25)26)。 また,

ウサギ耳軟骨に創傷を作成 した実験では,治癒後の軟骨

中のヒアルロン酸とコンドロイチン6硫酸は正常軟骨に

比べ増加している27)。 また,ウ サギやニフトリの胎児軟骨

は成人軟骨に比べ,コ ンドロイチン6硫酸量の増加 とコ

ンドロイチン4硫酸量の減少が認められるとの報告もあ

る28)29)。 これらから,ウ サギ軟骨の創傷治癒過程や成長発

達の過程ではコンドロイチン 6硫酸が増加,コ ンドロイ

チン4硫酸が減少し,成熟軟骨への成長とともに増減が

なくなると考えられる。ウサギ涙液中のヒアルロン酸,

コンドロイチン6硫酸の増加は,こ の軟骨の創傷治癒過

程の変化 と一致しており,涙液中のグリコサ ミノグリカ

ンは創傷治癒に関与している可能性が考えられた。では,

なぜヒトの創傷治癒過程において涙液中のコンドロイチ

ン硫酸が減少したかは現在のところ不明である。ただ単

に,種差によるものかのかどうかをコンドロイチン硫酸

の役割 とともに今後検討する必要があると思われたが,

少なくともヒアルロン酸に関しては両者で結果が一致し

ており,角膜上皮障害と内因性のヒアルロン酸の密接な

関与が考えられた。

今回の研究で,正常人の涙液中にもグリコサ ミノグリ

カンが存在することが判明した。そして,角膜びらんで

は涙液中のヒアルロン酸が有意に増加していた。このこ

とは,角膜上皮の創傷治癒に内因性のヒアルロン酸が関

与していることを示唆しており,涙液中のヒアルロン酸

は創傷治癒を反映する良い指標 となり得ると思われた。

今後は各種上皮疾患と涙液中のヒアルロン酸量および創

傷治癒との関係を踏まえた上で,上皮障害に対するヒア

ルロン酸点眼の適応,治療方針を決定していくことが重

要であると考えられる。
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