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家兎角膜にエキシマレーザー表層切除術を施行 し,術

後の上皮下混濁部分のグリコサ ミノグリカン,プ ロテオ

グリカンについて組織化学的に検索 した。また,機械的角

膜表層切除術後の角膜についても同様の検索を行った。

エキシマレーザー表層切除術後 20日 目の角膜の上皮下

混濁部分は,ト ルイジン青,ア ルシアン青,コ ロイ ド鉄で

濃染された。しか し,コ ンドロイチナーゼ ABCおよびコ

ンドロイチナーゼ ACで酵素処理 した角膜片の上皮下混

濁部分のアルシアン青の染色性は著明に低下 していた。

また,上皮下混濁部分では,抗ラージプロテオグリカン抗

体に対し,強い陽性所見を認めた。これらの結果は,機械

的角膜表層切除術後の上皮下混濁部分においても同様に

観察された。以上の結果から,2つの異なった方法で施行
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された角膜表層切除術後の上皮下混濁部分には,い ずれ

もコンドロイチン硫酸を側鎖にもつ分子量の大きな巨大

プロテオグリカンが局在 しているものと考えられた。し

たがって,組織化学的および免疫組織化学的観察結果か

ら,エキシマレーザー角膜表層切除術後の上皮下混濁は

レーザーに対する特異的な反応ではな く,角 膜実質切除

後のごく一般的な疲痕組織であると推測された。(日 眼会

誌 100:350-357,1996)
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I緒  言

1983年,Trokelら
1)に よって波長 193 nmの エキシマ

レーザーが角膜手術に初めて応用されて以来,す でに欧

米を中心 とした諸外国では,photorefractive keratec―

to]my(PRK),ま た はphototherapeutic keratectomy

(PTK)と して多数の症例に対 し臨末応用され,そ の有効

性が報告
2)3)さ れている。我が国においても近年,(株)ニ

デックによって国産のエキシマレーザー角膜手術装置

EC‐ 5000が開発された。本装置のレーザーデリバ リーシ

ステムはスキャンニング方式 を取ってお り,し か もス

キャンの方向を回転させながら照射するため,よ り平滑

で,か つ均一性のある切除面が得られるとされている。現

在,こ の装置に対 して我々の大学を含め全国 5大学で臨

床治験 (エ キシマレーザー角膜手術装置 EC‐ 5000治験委

員会 :増田寛次郎委員長)が行われており,本装置を用い

た基礎的・臨床的研究が発表されつつある。

一方,エ キシマレーザーによる角膜表層切除術後の合

併症の一つとして,上 皮下混濁の出現が注目されてい

る4)5)。 混濁の出現が視力障害,グ レアー,コ ントラス ト感

度の低下,矯正値のもどりなどの原因となり得るからで

ある。この混濁の成因として,エ キシマレーザー照射中に

発生する熱作用によるものであろうとする考え方3)が ぁ

る。しかし,そ の成因についての詳細は未だ不明である.

また,上皮下混濁の組織化学的な組成に関し,線維芽細胞

様に変化した実質細胞やマイクロフィブリルの出現,無

構造物質の沈着などが報告
4)5)さ れている。Fitzsimmons

ら6)は
,家兎角膜を用いた実験でグリコサミノグ リカン

(以下,GAGs)に注目し,混濁部分に一致してヒアルロン

酸が多 くなっていると報告 している。また,Maneyら 7)

は,上皮下混濁部分の GAGsの変化 としてケラタン硫酸

の減少を指摘 している。さらに,Raweら 8)は エキシマ

レーザー表層切除術後の家兎角膜 を電子顕微鏡で観察

し,術後の上皮下混濁部分には正常よりも大きなプロテ

オグリカン(以下,PGs)が局在していると報告している。

我々も今回,家兎角膜にエキシマレーザー表層切除術を

施行 し,術後の上皮下混濁部分の GAGsお よび PGsに

ついて組織化学的あるいは免疫組織化学的に検索 し,そ

の組成について若干の知見を得た。さらに,ス パーテルを

用いた機械的な方法で角膜表層切除術を施行し,GAGs,

PGsに 関する同様の検索を行い,両者を比較することに

よリエキシマレーザー後の上皮下混濁の成因について考

察を加えたので,こ こに報告する。

II 対象および方法

1.角膜表層切除術

実験には,体重 2.5 kgの 自色家兎 15匹の眼球 30眼を

使用した。エキシマレーザーによる角膜表層切除術 (20

眼)に は,ニ デック社製 EC-5000を 使用した。自色家兎を
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塩酸ケタミン(ケ タラール①)の筋肉注射により全身麻酔

した後,角膜表面の水分をMQA ③で可能な限 り吸収 し

た。エキシマレーザーの設定は,PTKmodeと し,切除領

域 :直径 6mm,切除深度 :100 μm,レーザーパルスエ

ネルギー :130 mJ/pulse,繰 り返 し周波数 :30 Hzと し

て角膜表層切除術を施行 した。機械的角膜表層切除術 (10

眼)は ,直径 7mmの トレパンで角膜中央を約 1/3層切

開した後,ス パーテルおよびゴルフ氏刃を用いて表層切

除した。いずれの術式においても術直後はオフロキサシ

ン眼軟膏を点入し,そ の後,手術 5日 目までオフロキサシ

ン点眼薬を1日 3回投与した。その際,術後感染や上皮再

被覆遅延に注意して,肉眼的あるいは必要に応じてフル

オセイン染色して観察 した。術後 20日 目,細隙灯顕微鏡

で角膜を観察した後,家兎をペントバルビタールナ トリ

ウム (ネ ンブタール③)の 致死量静注によって屠殺 し,眼

球を摘出した。

2.組織学的検索

エキシマレーザーまたは機械的な角膜表層切除術を施

行した眼球は,4%ホルマリン液または2%グルタール

アルデヒド液で固定した後,角膜片とした。ホルマリン固

定された角膜片はパラフィン包埋 し,グルタールアルデ

ヒド固定の角膜片はメサクリレー トに包埋した。また,一

部の眼球は無固定のまま角膜片を切 り出し,OCT com―

pound(マ イルズ社)で包埋し凍結切片用 とした。組織化

学的検索として,メ サクリレー ト包埋から得られた角膜

切片は トルイジン青で染色した。パラフィン包埋角膜切

片はアルシアン青 (pH 2.5),コ ロイド鉄,PAS(periodic

acid Schi“ staining)で染色した。また,パラフィン包埋

角膜切片はkeratanase O.lU/m10.lMリ ン酸塩緩衝

液 (pH 6.0,37° C)(生化学工業),chondroitinase ABC 5

U/m10.2Mト リス塩酸緩衝液 (pH 8.0,37° C)(生化学工

業),chondroitinase AC O.5U/m10.4Mリ ン酸緩衝液

(pH 6.0,37° C)(生化学工業),放線菌 hyaluronidase 100

TRU/m10.lMリ ン酸塩緩衝液 (pH 6.0,60° C)(生化学

工業)に よりそれぞれ 1時間酵素処理した後,アルシアン

青で染色し処理前の染色性 と比較した。免疫組織化学的

検索 としては,抗 ヒトケタラン硫酸抗体 (生化学工業)お

よび抗 ヒトラージプロテオグリカン抗体 (生化学工業)を

一次抗体 として用い,凍結角膜切片を酵素抗体法 (ア ビジ

ン・ビオチン法)で反応させた後,diaminobenzidineで 発

色 させた。また,chondroitinase ABC(前 述)で 37°C,1

時間酵素処理した凍結角膜切片についても抗ラージプロ

テオグリカン抗体を用いた同様の検索を行った。

III 結  果

エキシマレーザーおよびスパーテルによる機械的表層

切除術を施行した角膜 は,い ずれも術後 5日 目まで術後

感染,上皮の再被覆遅延を認めなかった。さらに,術後 20

日目に細隙灯顕微鏡で観察すると,両者 ともに上皮細胞
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はすでに表層切除部分を完全に再被覆してお り,上皮下

実質前層には個体差はあるものの,す べての表層切除角

膜で上皮下混濁が認められた。ただし,エ キシマレーザー

による表層切除後の上皮下混濁は,細 かい顆粒状または

格子状のものが多かったのに対 し,機械的表層切除後で

は切除部分一様に均一な混濁を認めるものが多かった。

メサクリレート包埋から得られたエキシマレーザー表

層切除術後の角膜切片を トルイジン青で染色 して光学顕

微鏡で観察すると,再被覆された上皮細胞は軽度から中

等度の過形成 (hyperplasia)を 示しており,そ の直下にト

ルイジン青で濃染する領域を認め,こ の領域が上皮下混

濁と一致する部位と考えられた。また,こ の部分にはトル

イジン青で赤色に染色されるmetachromasiaも 観察さ

れた(図 1).パ ラフィン包埋された組織から切 り出され

た角膜片は,い ずれも上皮下部分で,固定・包埋・染色の

過程で人工的に生じたと考えられる組織の断裂が認めら

れた。パラフィン切片では,ア ルシアン青,コ ロイド鉄 (図

2)でエキシマレーザーによる表層切除領域の上皮下実

質浅層,す なわち上皮下混濁部分が濃染 した。PAS染色

(図 3)では,組織断裂部分は濃染されなかったが,そ の周

辺では正常実質とほぼ同程度の染色性を示 した。スパー

テルを用いた機械的角膜表層切除後の角膜上皮下混濁の

組織学的所見 も上述の所見 と全 く同様であった。また,

keratanase,chondroitinase AIBC,chondroitinase AC

およびhyaluronidaseに よって酵素処理した前後のパラ

フィン角膜切片をそれぞれアルシアン青で染色すると,

keratanase処理 (図 4)では,そ の前後で上皮下混濁部分

のアルシアン青の染色性 にほとんど変化が認められな

かった。一方,chondroitinase ABC(図 5)お よびAC(図

6)で処理 した角膜片の上皮下混濁部分の染色性は,処理

前に比べ著 しく低下 していた。また,hyaluronidase(図

7)を 用いて酵素処理すると,上皮下混濁部分のアルシア

ン青の染色性はわずかながら低下した。これらの所見は,

エキシマレーザーおよび機械的角膜表層切除術後の角膜

上皮下混濁部分において全 く同様であった。

免疫組織化学的検索の結果を表 1に 示す。抗ケタラン

硫酸抗体を用いてエキシマレーザーおよび機械的角膜表

層切除後の角膜を観察すると,い ずれの角膜においても

上皮下混濁部分も正常角膜実質もほぼ同程度に染色され

ていた (図 8)。 一方,抗ラージプロテオグリカン抗体を一

次抗体 として用いた場合,上皮下混濁部分が著明に染色

され,明 らかな陽性所見を示 していた。一方,上皮細胞お

よび上皮下混濁周囲の角膜実質にはほとんど陽性所見は

認められなかった(図 9)。 この観察結果も,エ キシマレー

ザーおよび機械的角膜表層切除後の角膜切片において全

く同様であった。また,chondroHnase ABC処 理後の凍

結角膜切片に抗ラージプロテオグリカン抗体を反応させ

た場合で も,エ キシマレーザー,機械的表層切除術 (図

10)の いずれの角膜でも上皮下混濁部分が陽性であった。
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IV考  按

エキシマレーザー角膜表層切除後の上皮細胞層の再被

覆は,通常 3日 から 1週間ほどで終了する。上皮細胞の再

被覆が遅延した場合,そ の後の上皮下混濁の出現を助長

する可能性がある。このため,今回の実験で組織学的検索

に用いた角膜には,術後 5日 目まで上皮再被覆遅延や術

後感染が全 く認められなかったことを確認している。さ

らに,再被覆した上皮細胞は,そ の後重層化しその厚さを

増 してゆくが,し ばしば正常上皮層の厚さよりもさらに

肥厚することがある4)。

今回の実験でも術後 20日 目の上

皮細胞層は 7～ 9層 ほどに達 してお り,軽度の過形成

(hyperplasia)を 示していた。肥厚した上皮直下の実質浅

層には,実質細胞が多数集合していた。そして,こ れ らの

実質細胞が細胞間物質を盛んに産生・分泌して上皮下混

濁を形成しているものと考えられた。このような混濁は

臨床的に subepithelial hazeと 呼ばれるもので,ニ デッ

ク社製のエキシマンーザーに限らず,ど の機種を用いて

も観察される.ま た,本実験に先立って行われた予備実験

において,ス キャンニング方式のニデック社製 EC-5000

の角膜実質の切除面は極めて平滑であることを確認 して

いる。分泌された物質を組織学的に同定するためにいく

つかの染色法を用いたところ,上皮下混濁に一致 した部

分ではトルイジン青で濃染され,さ らに,赤色に染色され

るmetachromasiaが 認められた。アルシアン青,コ ロイ

ド鉄でも正常角膜実質に比べより強 く染色されていた。

このような染色性を示す物質として最も考えられる物質

はGAGsである。一方,パ ラフィン包埋された組織から

切 り出された角膜片は,いずれも上皮下混濁部分で,組織

切片作製の過程で形成されたと思われる人工的断裂が認

められた。これは,こ の部位には正常角膜実質で認められ

る I型 コラーゲンのような直径の太い線維成分が消失し

無構造成分が多 く,本来の物質の構造が失われているた

めに生じたと考えられた。これらの所見から,上皮下混濁

部分には,恐 らくGAGs,PGsが正常実質に比べより多

く存在しているものと考えられた。通常,ヒ アルロン酸以

外の GAGsは 蛋白質 (コ ア蛋白質)と 共有結合 して PGs

の側鎖 として生体内に存在 している。角膜内における

PGsは ,膠原線維の直径や配列,実質内含水量の調節,実

質の透明性・創傷治癒などに重要な役割を果たしている

と考えられている9).

さらに,GAGsを分解する種々の酵素を用いて,そ の種

類の同定を試みた。今回用いた各酵素は,各々特異的に分

解されるGAGsの種類が決まっている。すなわち,ker―

atanaseはケラタン硫酸を,chOndroitinase ABCは コン

ドロイチン硫酸,デルマタン硫酸,ヒ アルロン酸を分解す

る。また,chondroitinase ACは コンドロイチン硫酸,ヒ

アルロン酸を分解する。さらに,hyaluronidaseは ヒアル

ロン酸のみを分解すると考えられている。上記 4種類の
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図 l A:エ キシマレーザー表層角膜切除術後 20日 目.B:機械的表層角膜切除後 20日 目.

メサクリレー ト包埋,ト ルイジン青染色.A,Bと もに上皮 (E)直 下 に トルイジン青に濃染す る上皮下混濁

(SO)が観察 される。また,赤色調の metachromasia(矢印)も 認められる。さらに,Aでは上皮細胞 (E)の過形

成を認める。機械的表層切除角膜 においても,上皮の過形成を認めることがしばしばある。
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図 2 A:エ キシマレーザー表層角膜切除術後 20日 目.B:機械的表層角膜切除後 20日 目.

パラフィン包埋,コ ロイ ド鉄染色。上皮 (E)下 に人工産物 と思われる組織断裂を認めるものの,コ ロイ ド鉄染

色は,上皮下混濁部分 (SO)で 陽性である。

図 3 A:エ キシマレーザー表層角膜切除術後 20日 目.B:機械的表層角膜切除後 20日 目.

パラフィン包埋,PAS染色。A,Bと も上皮(E)下 に組織断裂を認める。両者 ともに上皮下混濁部分 (SO)の 染

色性は正常角膜実質とほぼ同程度である。

酵素のうち,処理後にアルシアン青の染色性が著明に低

下 した ものはchondroitinase ABCと ACで あった。こ

のことから,酵素処理前に上皮下混濁部分に含まれてい

た GAGsの種類は,コ ンドロイチン硫酸 またはヒアルロ

ン酸 と考 えられる。一方,ヒ アルロン酸のみを消化する

hyaluronidaseを 用いた処理では,上皮下混濁部分のア

′
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pre

ルシアン青の染色性はごく軽度の低下に留まっていた。

以上の結果から,上皮下混濁部分の GAGsは正常角膜実

図 4 A:エ キシマレーザー表層角膜切除術後 20日 目.B:機械的表層角膜切除後 20日 目.

パラフィン包埋,ア ルシアン青染色。A,Bと もに上段 (pre)は keratanase処理前.下段 (after)は 処理後.A,B
いずれ もkeratanase処 理前 の上皮(E)直 下 の混濁部分 (SO)は 濃 染 されてい る。また A,Bと もに ker‐

atanase処 理後 も染色性にほとんど変化を認めない。

図 5 A:エ キシマレーザー表層角膜切除術後 20日 目.B:機械的表層角膜切除後 20日 目.

パラフィン包埋,ア ルシアン青染色。ChOndrOitinase ABC処 理前後の写真.A,Bと もに上段 (pre)は chon―

droitinase ABC処 理前.下段 (after)は処理後.A,Bの いずれも上皮 (E)直下の混濁部分 (SO)の染色性は処理

後著明に低下 している。

図 6 A:エ キシマレーザー表層角膜切除術後 20日 目.B:機械的表層角膜切除後 20日 目.

パラフィン包埋,ア ルシアン青染色。ChOndrOininase AC処 理前後 の写真.A,Bと もに上段 (pre)は chon―

drOitinase AC処 理前.下段 (after)は処理後.A,Bの いずれも上皮 (E)直下の混濁部分 (SO)の染色性は処理

後,著明に低下 している.
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質に比べ,コ ンドロイチン硫酸が非常に多 く含 まれてい

ると結論された。また,ヒ アルロン酸も正常角膜実質に比
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図 7 A:エキシマレーザー表層角膜切除術後 20日 目.B:機械的表層角膜切除後 20日 目.

パ ラフィン包埋,ア ルシアン青染色.Hyaluronidase処理前後の写真.A,Bと もに上段 (pre)は hyalu‐

ronidase処理前。下段(after)は処理後.A,Bの いずれも上皮(E)直 下の混濁部分(SO)の 染色性は処理後,わ

ずかに低下している。

図 8 エキシマレーザー表層切除後 20日 目の角膜 .

抗ケラタン硫酸抗体を一次抗体 とした酵素抗体法 (ア

ビシン・ ビオチン法 )。 上皮(E)下混濁部分 (矢印)と 正

常実質 (St)で染色性に変わりはない。

図 10 機械的表層角膜切除術後 20日 目の角膜 .

Chondroininase ABC処理後,抗 ラージプロテオグリ

カン抗体 を用いた酵素抗体法 (ア ビジン・ビオチン法).

上皮 (E)下混濁部分 (矢印)が著明に染色 されている.

図 9と ほぼ同様の所見である。

べ,上皮下混濁部分では多少増加しているものと考えら

れた。さらに,ケ ラタン硫酸に対する抗体を用いた免疫組

織化学的検索では,角膜表層切除後の上皮下混濁部分 と

正常角膜実質 との染色性はほとんど変わらなかった。今

回使用したもう一つの抗体,抗 ラージプロテオグリカン

抗体は,コ ンドロイチン硫酸を主な糖鎖 として持つアグ

リカンと呼ばれる巨大な軟骨型プロテオグリカンのコア

蛋白質や,同 じくコンドロイチン硫酸を糖鎖 とする巨大

プロテオグリカンである“PG‐M"の コア蛋白質 と特異的

に反応すると考えられている10)。 このようなラージプロ

テオグリカンは,ヒ ト成人生体内では軟骨組織の他,大動

脈の中・ 内膜,腱 ,強膜や多 くの癌組織の間質部分に分布

していると考えられている10)。 一方,胎児ではほとんどす

べての組織の間質に分布している10)。 それに対 し,正常角

膜にはル ミカンロ)12),デ コリン13)14)な ど分子量の小さな

PGsが局在 しているものの,ラ ージプロテオグリカンの

図 9 エキシマレーザー表層切除後 20日 目の角膜 .

抗ラージプロテオグリカン抗体を一次抗体 とした酵素

抗体法 (ア ビジン・ ビオチン法)。 上段 :弱拡大写真.下

段 :強拡大写真。上皮 (E)下混濁部分 (矢 印)が著明に

染色されている。一方,正常実質 (St)は ほとんど陰性で

ある。
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表 1 免疫組織化学的検索 (エ キシマレーザーおよび機械的角膜表層切除術後 20日 目の角膜 )

エキシマレーザー表層切除後 機械的表層切除後

一次抗体

上皮下混濁部分  周辺実質  上皮下混濁部分  周辺実質

抗ケラタン硫酸 + + + +

抗ラージプロテオグリカン

コンドロイチナーゼ ABC処理前

コンドロイチナーゼ ABC処理後

十

十

＋

十

局在は証明されていない。しかし,エ キシマンーザーおよ

び機械的な方法による角膜の表層切除後の上皮下混濁部

分には,こ の抗ラージプロテオグリカン抗体に対する強

い陽性所見が観察された。すなわち,こ の上皮下混濁部分

には,ア グリカンまたは PG―Mな どのような巨大な分子

量のコア蛋自質を持つ PGsが産生。分泌されていること

が示唆された。これらの PGsは コンドロイチン硫酸を糖

鎖 として持つため,chondroitinase ABCに よって糖鎖

を酵素処理し,コ ア蛋自質をむき出しにした方が抗ラー

ジプロテオグリカン抗体に対しより強い陽性所見を得ら

れると考えられている10)15)。 しかし,今回の結果では酵素

処理前においても処理後 と同様の強い陽性所見を得た。

このことは,上皮下混濁部分のPGsの 中には,糖鎖の比

較的少ないコア蛋白質がむき出しになっている部分の多

い PG‐Mタ イプの PGsが存在しているのではないか と

思われた16)17)。 さらに,こ れらのPGsの コア蛋自質には

ヒアルロン酸結合部位 も存在していると考えられてい

る18)。
酵素を用いた組織化学的な検索で,上皮下混濁部分

にはコンドロイチン硫酸の他,ヒ アルロン酸 と正常角膜

実質に比べ多少増加 していたことを示 したが,こ れらの

GAGsは上述の巨大 PGsの糖鎖であるコンドロイチン

硫酸 とコア蛋白質に結合していたヒアルロン酸であると

推測された。しかも,以上の所見はエキシマレーザーによ

る角膜表層切除後の上皮下混濁のみならず,レーザー自

身や熱の影響を全 く受けない機械的表層切除後の上皮下

混濁部分にも全 く同様に観察されていた。Hassanら 1° )

は,家兎角膜の中央部分をトレパンで円形に全層切除 し

たのちの角膜を生化学的に検索し,角膜疲痕組織にはコ

ンドロイチン硫酸を含んだ非常にサイズの大きな PGs
が出現し,さ らにヒアルロン酸が局在している一方,ケ ラ

タン硫酸はほとんど認められなかったと報告してお り,

我々の今回の角膜表層切除術後の結果 とよく一致してい

た。また,今回使用 した 2つ の抗体 は,い ずれ も抗 ヒ ト

PGs(GAGs)に 対 す る抗体であった。免疫学的検索 は

行っていないものの,ウ サギ角膜組織に対 して極めて特

異的な陽性所見を示 したことから,こ れらの抗体はウサ

ギ角膜組織に対 しても交差すると考えてよいと思われ

た。

今回は,エ キシマレーザー表層切除術および機械的角

膜表層切除術 の術後上皮下混濁部分 について PGs

(GAGs)に 対象をしぼって記述 し,両 者の比較検討 を

行った.ま た,我々はすでにコラーゲン線維の発現につい

ても,上記 2つ の角膜表層切除後の上皮下混濁部分にHI

型およびIV型のコラーゲンが全 く同様のパターンで発現

されていることを見出している18)19).さ らに,機械的角膜

表層切除術直後に約 60°Cに熱した金属棒を切除面に 60

秒間当てて加熱した角膜 と,機械的表層切除術のみの角

膜のそれぞれの術後上皮下混濁部を組織学的に比較した

が,両者の間に何ら特別な違いは見出せなかった (未発表

データ)。

以上のことから,少 なくとも組織化学あるいは免疫組

織化学的所見から推測すると,エ キシマレーザーによる

角膜表層切除術後に観察される上皮下混濁は,レーザー

照射時に発生する熱などによる特異な副作用とは考えに

くく,どんな方法であれ,角膜実質を切除した際に起こる

非特異的な疲痕組織であると考えられた。
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