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要

電離放射線の角膜に及ぼす影響を検討するため,健常

成熟白色家兎 (n=5)の 片眼に X線 (250 kV,12 mA)20
Gyを照射 し,照射後,比較的早期 (照射 1週後,4週後)
に細隙灯顕微鏡とスペキュラーマイクロスコープによる

角膜上皮および内皮の生体観察を行った。スペキュラー

マイクロスコープから得られた像はディジタイザーを用

いて解析した。その結果,細隙灯顕微鏡では照射前後を通

じて明らかな角膜障害は認められなかったが,スペキュ

ラーマイクロスコープによる観察では照射 4週後で角膜

上皮平均露出細胞面積の有意な拡大を認めた。角膜内皮

783

約

細胞には明らかな変化は認められなかった。以上のよう

に高線量の X線照射 4週後には,細隙灯顕徴鏡で角膜表
層の変化が認められなくても,スペキュラーマイクロス

コープで放射線の影響と思われる角膜上皮障害が観察さ

れた.一方,照射後 4週 までの角膜内皮障害は明らかでは

なかった。(日 眼会誌 100:783-789,1996)

キーワー ド:電離放射線,スペキュラーマイクロスコー

プ,角膜上皮細胞,角膜内皮細胞
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Abstract

To evaluate the effects of ionizing radiation on

the cornea, one eye of healthy mature albino rabbits
(n:5) was irradiated with 20 Gy of X-rays (250 kV,
12 mA). Corneal observation was done with a slit-
lamp biomicroscope and a specular microscope

before irradiation, and follow-up observations were

done at one week and 4 weeks after irradiation.
Specular microscopic photographs were analyzed

with a digitizer. Although slit-lamp biomicroscopy

did not show any abnormal flndings in the cornea,

specular microscopy revealed a significant enlarge-
ment of the mean cell area of the superficial corneal

epithelium at 4 weeks after irradiation. There were

no significant changes in the corneal endothelium

during this study. These results strongly suggest

that high doses of'X-ray irradiation could induce

corneal epithelial injury at the early phase, even

when by slit-lamp biomicroscopy shows no abnormal

findings in the cornea. (J Jpn Ophthalmol Soc 100:

783-789, 1996)

Key words : Ionizing radiation, Specular micro-
scopy, Corneal epithelial cell, Corneal
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正常組織に対する電離放射線の影響については,古 く

から多 くの研究がなされてきたが,臨床的にこの影響は

放射線治療の副作用として出現することがほとんどであ

る。通常,放射線治療を施行する際には,目 的 とする病巣

以外の正常組織の被曝をできるだけ最小限に抑えるため

に,可能な限 り照射野が絞 られる。しかし,疾患の性質や

その解剖学的位置などにより病巣以外の組織の曝露が避

けられない時には,結果 として正常組織の被曝が問題 と

なる。眼科領域においても,眼球およびその周囲組織の腫

瘍性病変などに対しては放射線治療が有効であることが

多く,現在でも重要な治療法の一つである。放射線感受性

の極めて高い水品体に関しては,こ れまで多 くの研究が

報告
1)～ 3)さ れており,最近では網脈絡膜

4)や
視神経

5)に
対

する障害も報告されている。一方,放射線治療の際に角膜

障害の合併を認めることが しばしばあるにもかかわら

ず,放射線の角膜への影響を基礎的に検討 したものは少

ない。特に,スペキュラーマイクロスコープを用いた生体

観察法により検討された報告は未だなされていない.そ

こで今回我々は,放射線源 として電離放射線の一種であ

る X線を家兎眼球に照射 し,そ の後の角膜上皮および内
皮の変化をスペキュラーマイクロスコープを用いて生体

観察を行い,;1魚射後早期の細胞形態の変化について検討

したので報告する。

II実 験 方 法

1.対象およびX線照射方法
対象には,体重 2.5～ 3.O kgの 健常自色家兎 5匹 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「実験動物の飼養及び保管等に関
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する基準」に従った。ウレタン 1.5g/kgで 経静 l′長的麻酔

を行ったのち,片眼に開瞼器を装着し,上下直筋に 4-0絹

糸で制御糸を設置して眼球を固定した。電離放射線 とし

て,250 kV,12 mAの X線 を用 いた。あ らか じめ コ リ
メーター (防護用シール ド)を作製しておき,こ れを使用

した条件下で吸収線量が 20 Gyに なるよう,片 眼のみに

一回照射を行った。このコリメーターは厚さ 5 nllnの 鉛

板の中央部に楕円形 (1511■ m× 20 mm)の穴を打 ち抜い

たもので,X線はこの範囲を通過することにより,照射

眼球以外の組織の被曝を防止するようにした (図 1)。 他

眼は対照として非照射眼とした.

2.観 察 方 法

照射前,照射 1週後,4週後において,手持ち細隙灯顕

微鏡による前眼部の観察,お よびスペキュラーマイクロ

スコープによる生体観察を行った。

1)手持ち細隙灯顕微鏡による観察

手持ち細隙灯顕微鏡 (ZEISS社 製)を用いて前眼部の

観察を行った。次いで,フ ルオレセイン染色下の角膜表層

の観察を行った.

2)スペキュラーマイクロスコープによる観察

スペキュラーマイクロスコープは甲南社製 CSP‐ 580

を用いた。40倍対物レンズの先端部分に少量のヒアルロ

ン酸ナトリウムを付着させたのち,角膜に接触させ,角膜

上皮および内皮の写真撮影を行った.観察部位は角膜中

央部 とした。フィルムは富士フィルム社製 P1600を 用

い,増感処理によって現像を行ったのち,手札サイズにプ

リントした。次に,甲南社製 cell analyzer systenlを用い

て,頂点入力法により,角膜上皮は 40個の細胞を測定し

て平均露出細胞面積を,角膜内皮は 100個 の細胞 を測定

して平均細胞面積・細胞密度・変動係数 (CV値 )・六角細

胞出現率をそれぞれ算出した。なお,本法における入力誤

I緒  言

図 l X線照射方法.
右は照射眼以外を鉛でシールドして上方から撮影したところ.左はX線を照射しているところ

骸
一

ロ

罐

爛



平成 8年 10月 10日 スペキュラーマイクロスコープによる放射線照射家兎角膜の早期障害・木内他

A.照射前 :定常状態では明るさの異なる 3種類の細胞,すなわちbright cell,medium cell dark cellが 明
瞭に識別可能で,平均露出細胞面積は 468.2± 19.4μ m2であった。

B.照射 1週後 :ご く軽度の細胞形態の不正が認められたものの,あ まり大きな変化は認められなかった.平
均露出細胞面積は照射前と比較して有意差は認められなかった。

C.照射 4週後 :明 らかな巨大細胞の出現 と細胞配列の著明な乱れを認め,平均露出細胞面積は 735_0±
117.7μ m2で ぁった。スヶ_ルは 100 μm

図 2 X線照射眼における照射前後の角膜上皮スペキュラーマイクロスコープ像 .
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差は 5回測定の平均値のばらつきが 4%以 内であった
ことから無視できるものと思われた。

3.統計学的解析

各パラメーターの測定値はすべて平均値士標準偏差で

表し,各測定時点での X線照射眼 と非照射眼の平均値の

比較には,「 検定を行ったのち,Student'st‐ testま たは

Welch'st‐ testを用い,照射眼・非照射眼それぞれの経時

的変化については paired t‐ testを 用いて検定を行い,そ

れぞれ危険率 5%未 満を有意とした。

III 結  果

1.細隙灯顕微鏡所見

照射眼においては,全例で照射 1週後からわずかな眼

瞼縁の腫脹 と発赤および球結膜の充血を認めた。しかし,

角膜には明らかな病的所見を認めず,フ ルオンセイン染

色下の観察でも染色される部位は認められなかった。そ

の他,前房中や水晶体には異常を認めなかった。

2.スペキュラーマイクロスコープ所見

1)角膜上皮

健常状態における家兎角膜上皮スペキュラーマイクロ

スコープ所見は,明るさの異なる 3種類の細胞,す なわち

bright cell,medium cell,dark ceHが 明瞭に識別可能

で,平均露出細胞面積は468.2± 19.4μ m2で ぁった (図 2

A).照射眼における照射 1週後の角膜上皮では,軽度の

細胞形態の不正が認められたものの,あ まり変化はみら

れず,平均露出細胞面積は491.6± 17_l μll12で 照射前お

よび非照射眼と比較 して有意差は認められなかった (図

2B).し かし,照射 4週後では明らかな巨大細胞の出現 と

細胞配列の著明な乱れを認め(図 2C),平 均露出細胞面

積は 735.0± 117.7μ m2と 照射前および照射 1週後 と比

較して有意な拡大が認められ,非照射眼 との間にも有意

差が認められた (図 3).

2)角膜内皮

照射前と照射 4週後の角膜内皮のスペキュラーマイク

ロスコープ像をそれぞれ図 4Aと Bに示す。照射前の平

均細胞面積は 266± 1l μm2,細胞密度 は 3,757± 151(細

胞数/mm2),変 動係数 (CV値 )は 0.18± 0.05,六 角細胞

出現率は 70± 3%で あり,細胞配列および形状は極めて
均一に保たれていた。照射 4週後では,平均細胞面積

272± 15 μn12,細胞密度 3,684± 195(細 胞数/mm2),変 動

係数 0.22± 0.11,六 角細胞出現率 67± 2%で あった。こ
れらのパラメーターは照射後 4週 まででは有意な変化は

みられなかったが,変動係数は経時的に増大する傾向に

あった (図 5A～ D)。

IV考  按

現在治療に用いられている電離放射線には,X線を始
め γ線・電子線・β線。陽子線などがあるが,今回の実験

では X線を線源 として用いた。X線およびこれと線質の
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図 3 X線 照射前後における角膜上皮の平均露出細
胞面積の変化 .

X線 ;1照射眼では,照射 4週後に照射前・照射 1週後
および非照射眼 と比較 して有意な拡大が認められ

た。画 :非照射群 ,「 |:照射群.平均値±標準偏差を

表す。
*:p<0.05,**:p<0.005.

類似 しているγ線によって角膜障害が引き起 こされる

線量について,実験的 に追中
6)は 2,500 rad(25 Gy)で表

層角膜炎を認め,Grabenbauerら 7)は 45 Gyで 角膜潰瘍

が出現することを報告 した。一方,臨床的に放射線治療に

合併 した表層性角膜炎の発症線量について,能勢ら
8)は

400～4.300 rad(4～ 43 Gy)と かなりの幅があったが,25

Gy程度で細隙灯顕微鏡による観察レベルで検出可能な

角膜障害が出現することが多いとした。以上のごとく,角

膜障害を引き起こす線量にはばらつきがあるが,照射条

件や線質などが報告者により異なるため,こ れまでの報

告結果 を単純に比較することは不可能である。今回我々

は,放射線の角膜に対する影響の臨床的意義を明確にす

るため,照射線量を臨床における常用治療線量の最大値

に近い 20 Gyに 絞って検討 した。そして,こ の線量では

照射 4週後までは,細隙灯顕微鏡による観察レベルでは

角膜に明らかな異常を認めなかった。また,今回用いた放

射線遮薇法では,線量分布の上から照射眼以外の眼組織 ,

特に涙腺組織の被曝がほとんど皆無であったため,X線

の角膜への影響の評価 にあたり,涙液の関与を除外でき

ると思われた。

これまで放射線の角膜への影響を形態学的に検討した

ものは,そ のほとんどが ノ″υグ′
“
によるもので6)7)0)10),ス

ペキュラーマイクロスコープを用いて ′η υあ()で検討さ

れたものはない。スペキュラーマイクロスコープの最大

の利点は,角膜内皮および上皮の生体観察が可能なこと

であり,現在まで臨床のみならず種々の実験的研究にも

応用されてきた.角膜内皮については,機器の改良により

検査法が非常に簡便になったばかりでな く,評価法もほ

ぼ確立 しているが
11)12),角
膜上皮の観察は,内皮の観察に

角

膜

上

皮

平

均

露

出

細

胞

面

積
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比べて観察手技が煩雑で
13)～ 15),しかも得られた画像に対

しては未だ確立された評価法がない。最近,Tsubota

ら16)17)は ,角膜上皮最表層に露出した細胞の平均面積が

鋭敏なパラメータであることを報告し,面積の拡大は糖

尿病患者,連続装用コンタクトレンズ使用者,イ ンドメタ

シン点眼中の自内障術後患者などでみられ,こ の原因と

して,角膜上皮の物質代謝異常の存在が確認されている

ことから18)19),上皮細胞の分化異常や細胞分裂の抑制が

起こり,面積が拡大すると考えた。また,面積の縮小は乾

性角結膜炎でみられることが Lempら 20)に より報告さ
れており,未熟な表層細胞の脱落の充進が原因であると

した。

放射線による細胞障害の発現機序は未だ確定していな

いが,現在では細胞の間期死と,それを免れた細胞障害の

存在が明らかとなっており21),後者には細胞の分裂死を

はじめ,細胞分裂遅延,突然変異,細胞分化の異常,細胞内
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代謝異常などといった非致死的細胞障害が含まれる。放

射線照射後の角膜上皮の形態的変化について,荻田
9)は

放射線照射直後に表層細胞の崩壊脱落を認めたとしてい

る。一方,追中
6)10)は
表層性角膜炎が出現する場合は照射

後 5週以降で認められ,病変の出現した原因は,基底細胞

の障害に伴う表層細胞の変形と脱落であったとしてお

り,さ らに,基底細胞の分裂が抑制されていることを確認

した。また,照射線量によっては表層性角膜炎は認められ

ないものの,組織学的に基底細胞の異常を認めたとして

いる。これらを放射線生物学的に考察すると,荻田の結果

は角膜表層細胞の間期死により引き起こされた変化をと

らえたものであり,追中の結果は上皮基底細胞に対する

非致死的放射線障害によりもたらされたものであると考

えられる。今回我々は,スペキュラーマイクロスコープを

用いることにより,放射線の角膜への早期の影響を初め

て経時的にグκυグυθで観察することが可能であった。そ

スペキュラーマイクロスコープによる放射線照射家兎角膜の早期障害 。木内他

A.照射前 :細胞配列および形状は均―に保たれている

B.照射 4週後 :特に異常は認められない。スケールは 100 μm

図4 X線照射眼における角膜内皮のスペキュラーマイクロスコープ像.

―
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照射1週後

B:細胞密度

日眼会誌 100巻 10号

照射 4週後
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の結果,照射 4週後で上皮表層細胞の有意な細胞面積の

拡大と,よ り明らかな細胞配列の乱れを認めた。このこと

は,追中6)の実験結果とよく類似しており,今回用いた条

件の X線では,すでに分化を開始した翼細胞や表層細胞
に対しては決定的な損傷を与えるに至らず,これまで わ

υグυθで放射線による基底細胞の分裂抑制が認められて

いる事実から考察しても
22),放射線感受性の高い基底細

胞に非致死的損傷が与えられたと考えることもできる。

最近,上皮の恒常性の維持に各種サイトカインの関与
23)

や角膜輪部上皮に存在するといわれている幹細胞の役

割
24)が指摘されている。しかし,こ れらに及ぼす放射線の

影響はこれまで検討されておらず,今回認められた異常

の原因を放射線の基底細胞に対する障害のみに求めるに

は無理がある。

今回の実験では,細胞レベルで形態的異常がみられた

にもかかわらず,細隙灯顕微鏡では角膜障害は観察され

なかった。実験的に,放射線照射により上皮基底細胞の異

0

照射前    照射 1週後   照射4週後            照射前    照射1週後   照射4週後
C:変動係数 (CV値 )                    D:六 角細胞出現率

図 5 X線 照射前後における角膜内皮細胞の各種パラメータの変化 .
目 :非照射群,□ :照射群.各パラメータの平均値±標準偏差を表す。いずれのパラメータにおいても照射後

4週 までで有意な変化は認められなかった。

常が誘発され,それに伴って変形を来した表層細胞は易

脱落性であることが確かめられており,放射線治療後の

難治性角膜炎の一因である可能性が指摘されている
。)。

よって,一見正常と思われる今回の角膜においても,角膜

上皮の機械的侵襲などに対する抵抗性は低下している可

能性がある。

一方,今回X線照射後 4週 までは,明 らかな角膜内皮

細胞の異常はなかった。侵襲により角膜内皮細胞が障害

を受けると,細胞分裂,伸展,移動による創傷治癒機転が

働 く
25)。 しかし,常にturn overし ている上皮細胞と比較

すると,定常状態における角膜内皮細胞は分裂増殖とい

う細胞機能は低いと考えられ,X線に対する感受性も上

皮細胞 とは異なっていることが予想される。今回の結果

は,こ のような差によりもたらされたと思われる.すなわ

ち,頻繁に増殖しない細胞であるがゆえにX線による感

受性も低 く,照射後早期には明らかな形態的異常が認め

られなかった可能性が高い。しかし,電離放射線の生体組
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織 に対する影響 は,早期障害のみならず,照射後かな り時

間が経過 した後で も晩期障害 として出現することが あ

る。しか も,放射線の生体障害機構 については未だ不明な

点 も多い.よ って,角膜 に対する電離放射線の影響 を生体

において検討するには,さ らに長期 にわたる観察が必要

である。

本論文の要旨は,第 99回日本眼科学会総会において発表し

た。
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