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くはしがき>

プラスミンによる化学的硝子体切除の可能性を検討した。化学的硝子体手術に用いる

プラスミンは感染などの危険性を考慮した際には自己血液から精製したプラスミンを

用いるのが望ましい。本研究では、人血液から高純度のプラスミンを効率よく精製する

方法を確立することを第 1の目的とした。さらにプラスミンによる化学的硝子体切除の

有効性と安全性を動物実験を通じて検討することを第2の目的とした。本研究を通じて、

これらの目的を達成することができたので報告する。
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研究成果

1. ヒト血柴からのプラスミン精製

1.ヒト血柴からのプラスミンの精製

目的

ヒト血液からプラスミンを精製する。精製したプラスミンの活性を測定するとともに、精

製度を 2次元電気泳動を用いて検討する。

方法

1 )プラスミン精製

採取した血液30mlから分離した血紫を plasminaffinity cartridgeを通し、血築中の

プラスミノーゲンを吸着させた。リン酸緩衝液で余剰な血液中の蛋白を洗浄した後に、イ

プシロンアミノカプロン酸 (AM1 CAR液)をカラムに通すことにより吸着しているプ

ラスミノーゲンを affinitycartridgeから遊離させ、回収した。活性の高いプラスミノー

ゲンを得るために、回収したプラスミノーゲンをコンセントレーターカートリッジを通し、

濃縮した。最終的に得られた高純度プラスミノーゲンをストレプトキナーゼにより活性化

し、活性プラスミンを得た。

2)精製プラスミンの活性測定

精製したプラスミンの活性をリジンバッファーに溶解した基質 D-Val-Leu-LysPNAを用い

て分光吸光度計を用いて測定した。

3)電気泳動

SDS-PAGEにて精製プラスミノーゲンおよび市販プラスミノーゲンの精製度を確認すると

ともに、分子量を計測し、精製を確認する。

結果

1 )精製プラスミンの活性

ヒト血液から精製された最終生成物は 3.75 U/mlのプラスミン活性を有していた。家兎血

液を用いて同様の実験を行ったが、プラスミン活性はほとんど、得られなかった。

今回の精製法で、患者血液から活性の高いプラスミンが簡便に精製されることが判明した。

一方で家兎血液からは本法ではプラスミンは精製できないことが判明した。

2)精製プラスミンの精製度

SDS-PAGEにて精製プラスミノーゲン(図 1)の精製度を確認したところ、分子量 95，000



付近に強い 1本のバンドが検出された。これはプラスミノーゲンの分子量にほぼ一致して

いた。他には微弱なバンドが見られるのみで、高い精製度がえられていた。また、 SDS-PAGE

にて市販プラスミノーゲン(図 2)の精製度を確認したところ、精製プラスミノーゲンと同

位置に 1本のバンドが検出され、精製度は高度であった。同時に市販プラスミンも用いて、

電気泳動を行ったところ、分子量 70.000付近に高度の精製度をもった 1本のバンドが検出

され、これはプラスミンの分子量にほぼ一致していた。

結論

今回用いた affinitycartridgeとコンセントレーターにより、十分な活'1主を持った純

度の高いプラスミンが精製できることが判明した。



精製したプラスミノーゲ、ンの電気泳動SDS-PAGE
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市販プラスミノーゲンの電気泳動 SDS-PAGE
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2.家兎におけるプラスミンを用いた化学的硝子体切除の効果

目的

プラスミンの硝子体内投与による化学的硝子体切除の効果を家兎を用いて検討する。

方法

1 )対象実験動物

本研究には 2.0から 2.5kgの白色家兎 6羽を使用した。麻酔にはケタミンおよびザイ

ラジン 7: 3混合液の筋肉注射を用いた。

2) プラスミン硝子体内投与

点眼麻酔後、硝子体内に毛様体肩平部より右眼に4U/O.lml (4 U群)あるいは 1

U/O.lml (1 U群)のプラスミン(Ca1 b i ochem)を注入し、左眼に対照として PBS/ 

O.lml (対照群)を注入した。

3)硝子体の変化の肉眼的観察

プラスミン注入 30分後に過量のネンブタールで安楽死させた後に摘出した眼球を毛

様体肩平部で切離し、硝子体を肉眼的に観察した後に硝子体を採取した。

4)硝子体サンプル調整

採取した硝子体を 6時間以上かけて透析した。透析操作を 3回繰り返した後、 650nmの吸

光度測定を行い、サンプルの蛋白濃度測定を計測し、全蛋白量 100μgのサンプルを採取す

る。

5) 2次元電気泳動

IPGphorに全蛋白量 100μgのサンプルをアプライし、 PH3・10のIPGストリップを用い

て、 1次元電気泳動を行う。 1次元電気泳動終了後、平衡化を行い、 2次元電気泳動用ゲル

上端に 1次元ゲルを接着し、固定する。固定されたことを確認後、 2次元電気泳動装置に設

置し、電流 20mAで、 2次元電気泳動を開始する。 30分間通電後、電流 40皿Aに上昇し、

完了するまで維持する。通電完了後、ゲルを取りはずし、銀染色を行う。銀染色後、ゲル

を洗浄し、結果を保存した。

6)網膜表面硝子体の観察

眼球摘出後、グルタルアルデヒドにて固定後、視神経乳頭を含む lxlcm切片を切

り出した。切り出した切片は、グルタルアルデヒドおよび四酸化オスミウムにてこ重固

定した。



タンニンオスミウム法による導電染色、脱水、乾燥の工程を経て、オスミウムプラズ

マコーティングを施行した。

標本は走査型電子顕微鏡 CS-800，Hi tachi， Japan)を用いて観察した。

結果

1 )硝子体サンプルの肉眼的観察

硝子体サンプルを採取する際、摘出した眼球を parsplanaで切離したところ、プラスミン

注入眼はプラスミンをコントロール眼に比較し、顕著に硝子体の液化が進んでいた。

2)硝子体サンプルの2次元電気泳動

2D-PAGEにて精製プラスミン硝子体注入眼(図 3)およびコントロール眼(図 4)の硝子

体内における蛋自分布を比較したところ、精製プラスミン注入眼(図 3)において、コント

ロール眼にみられない、スポット(longarrow)がみられ、このスポットはプラスミンある

いはその代謝産物によるものである可能性が示唆された。一方、コントロール眼(図4)で

は、精製プラスミン注入眼ではみられない多くのスポットがみられ、そのうちいくつかの

スポット (shortarrow)は精製プラスミン注入眼では顕著に減少していた。これらの蛋白

は精製プラスミンにより、代謝分解されたものと推測された。

3)網膜表面硝子体の観察

走査電顕による網膜表面の検討では、 PBS注入の 6眼全てに硝子体線維の付着を認

めたが、 lU群 3眼中 2眼および4U群 3眼中 2眼ではほとんど硝子体線維を認めな

かった。(図 5)

結論

硝子体内に投与された 4Uのプラスミンにより網膜表面の硝子体線維はほとんど完全

に消失し、硝子体内のタンパクも分解されることが判明した。



図3 硝子体内にプラスミンを投与された眼の硝子体の電気泳動2D-PAGE
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図4 コントロール眼の硝子体の電気泳動 20・PAGE
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図5 プラスミン硝子体内注入後の網膜表面の走査電子顕微鏡による観察

プラスミン(4U)注入眼弱拡大 コントロール眼(PBS注入) 弱拡大

プラスミン(4U)注入眼強拡大 コントロール眼(PBS注入) 強拡大



3.家兎におけるプラスミンを用いた化学的硝子体切除の安全性に関する研究

目的

プラスミンの硝子体内投与による化学的硝子体切除の安全性を家兎を用いて検討する。

方法

1 )対象実験動物

本研究には 2.0から 2.5kgの白色家兎 6羽を使用した。麻酔にはケタミンおよびザイ

ラジン 7: 3混合液の筋肉注射を用いた。

2) プラスミン硝子体内投与

点眼麻酔後、硝子体内に毛様体肩平部より右眼に4U/O.lml (4 U群)あるいは 1

U/O.lml (1 U 群)のフラスミン(Ca1 b i ochem)を注入し、左眼に対照として PBS/ 

O.lml (対照群)を注入した。

3)眼底および前眼部検査

プラスミン投与日は、網膜電図測定前に眼底および前眼部検査を施行した。プラスミ

ン投与翌日には網膜電図検査後、それぞれに対して炎症、出血などの確認のため、眼底

および前眼部検査を施行した。

4)組織学的検査

プラスミンの硝子体内投与に伴う網膜変化の有無を検討する目的で、組織学的検査を

施行した。網膜電図、眼底および前眼部検査後、ベントパルビタール 5ml静脈内投与に

より、永眠させ、眼球摘出後、パラフォルムアルデヒドにより固定し、網膜より強膜に

いたる層を含む組織を切り出し、パラフィン切片を作成した。田染色後、光学顕微鏡

にて観察した。

5)網膜電図ERG

網膜電図をプラスミンの硝子体内投与前、投与翌日に施行した.麻酔後、フェニレフ

リンおよびトロピカミドを点眼することにより両眼散瞳させ、そのまま 15分暗順応さ

せた。点眼麻酔後、ヒドロキシフロピルメチルセルロースを点入し、コンタクト型電極

を片眼に装用した。散瞳点眼後のすべての行程は暗室において施行した。 ERG用のライ

トは白色光を用い、エネルギーをし 2J(SLS-3100: Nihon Kohden， Tokyo， Japan)とし、

光源は眼球表面から 15c皿とした(LS-704B:Nihon Kohden， Tokyo， Japan)o ERGの波形

はコンビューター(Neuropack2， MEB-7202， Nihon Kohden)に記録し、 5回測定、加

算平均し、分析した。同様に僚眼に対しても網膜電図を施行した。



結果

1)眼底および前眼部検査

プラスミン投与前の眼底および前眼部検査では、前房に炎症を認めず、硝子体も清澄

で、あった。プラスミン投与翌日においても、対照群では6眼全てで前房に炎症を認めず、

硝子体内も清澄であった。 1U群 3眼中前房炎症を 1眼に認めたが、硝子体混濁は認

めなかった。 4U群 3眼中では前房炎症を全例に認め、硝子体混濁も全例に認めた。

2)組織学的検査

HE染色ではいずれの標本にも網膜に異常を認めなかった。(図 6)

3)網膜電図 ERG

網膜電図の検討では、注入翌日の A波の潜時は4U群 9.90土1.08ms、 1U群 10.50

::1:: 1. 67ms、対照群 9.65土1.19msで 3群の聞に差を認めなかった。注入翌日の B波の

潜時は4U群 35.00::l::4.33ms、 1U群 29.20::1::5.28ms、対照群 26.65::1::4.61msで4U

群では対照群に比して優位に潜時が延長していた (p=0.035)。注入翌日の A 波の振幅

においては3群の間に優位な差を認、めなかったが、 B波の振幅においては4U群 66.67

::1::5.77μV、1U群 121.11::1::22.19μV、対照群 137.22::1::24.08μVで、 4U群では対照

群に比べ優位に低下していた (p=0.002)。

結論

硝子体内に4Uのプラスミンを注入し化学的硝子体切除を行った際には、組織学的には

異常を認めなかったものの、前房炎症や硝子体混濁を認めるだけではなく、 ERG上も

異常を認めた。一方、 1Uのプラスミンを注入した際には、組織学的には異常を認めず、

眼内の炎症は軽微であり、 ERG上も異常を認めなかった。したがって、眼内に用いる

プラスミン濃度は 1Uが望ましいと考えられた。



図6 プラスミン注入後の網膜(ヘマトキシリン・エオジン染色)

プラスミン(4U)注入眼
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4.硝子体内薬物動態に関する研究

内境界膜剥離は黄斑円孔に対する硝子体手術において広く普及しており、黄斑上膜に

対する硝子体手術においても行われることがある。内境界膜剥離を安全に効率よく行う

ためにインドシアニングリーン (ICG)などの染色液が用いられることがある。一方で

ICGを用いることにより網膜障害を起こす危険性も報告されており、眼内における ICG

の動態の解明は重要な研究である。われわれは家兎を用いて硝子体内投与された ICG

の眼内における動態を研究し、硝子体内に投与された ICGがnon-plasmic f1.owで網膜

から視神経に移動していくことを解明した。このことは硝子体内に投与された物質の薬

物動態の解明に役立ち、本研究の主目的であるプラスミンの硝子体内投与における動態

とも関係するので、その研究成果をまとめた論文の別刷を添付する。
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