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要

家兎眼にエキシマレーザー照射を施行 し,照射後早期

の角膜内皮細胞の変化を組織学的に検討 した。透過型電

子顕微鏡を用いた観察では,照射 48時間後,内皮細胞が

変形し,デスメ膜側の内皮細胞膜に大小の間隙が形成さ

れ,細胞間隙が開大した所見が認められた。60時間後,内

皮細胞質内の電子密度に前房側とデスメ膜側で差がみら

れた.電子密度の高い物質がデスメ膜側の内皮細胞膜の

陥凹に接 して認められた。しか し,72時間後には内皮細

胞質内の電子密度は均一 となり,内皮細胞の形態は正常

な所見を呈 し,電子密度の高い物質はデスメ膜内に認め
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約

られた。家兎眼におけるエキシマレーザー照射後,可逆的

ではあるが内皮細胞に形態学的変化が生じたことか ら,

エキシマレーザー照射の角膜深部組織への影響が考えら

れ,臨床例においてもエキシマレーザー照射後の角膜内

皮細胞の経過観察は重要であることが考えられた。(日 眼

会誌 101:801-807,1997)
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内皮

エキシマレーザー照射後の角膜内皮細胞の組織学的検討

伊東員由美,高橋 次郎,伏見 典子,崎元
日本大学医学部眼科学教室

卓,澤   充

I:[iStO10giCal and UltraStructural Study of Corneal EndOtheliurl■ after

Excilner Laser Ablation in Rabbit

Dlayumi lto,Jiro Takahashi,Noriko Fushilni,Takashi Sakil■Oto and iM[itsuru Sal″ a
D″α

'´

′窪
'2′

げ 0り物 αノタ,,ο ノοgy,Ⅳ z・力て,π σκグυθ谷グ″ S″2で,οノグ ″″2・θが解

Abstract
To investigate the effect of excimer laser ablation phologic change was observed in the endothelium.

on the corneal endothelium in the early period, an These results suggest that excimer laser ablation
excimer laser ablation was performed on rabbit may affect reversible corneal endothelium and it is
cornea. Electron microscopy revealed an irregular important to perform a long-term follow-up of the
space in the endothelial membrane facing Descemet's corneal endothelium after excimer laser ablation in
membrane 48 hours after the laser ablation. At 60 humans. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 : 801-807, lgg7)
hours, electron-dense material was observed
between the endothelial cells and Descemet's mem- Key words: Excimer laser, Photorefractive ker-
brane. At 72 hours, electron-dense material was atectomy, Corneal endothelium
observed in Descemet's membrane, but no mor-

I緒  言

近年,本邦においてもエキシマレーザー角膜屈折矯正

手術 (phOtOrefractive keratectomy,PRK)の 臨床治験

が多数の施設で行われ,そ の屈折矯正効果および臨床経

過についての報告
1)-3)が

行われている。レーザー照射後

の角膜内皮細胞に対する影響については,現在 まで問題

点は生 じていないとの報告
4)～ 7)が 多 く,エ キシマ レー

ザーの角膜組織に対する安全性については一応の評価を

受けていると考えられる。しかし,抗精神薬服用者に対す

るPRK後 ,内 皮細胞の減少を認めたとの報告
8)が あ り,

レーザー照射の内皮細胞への影響が改めて注目されてい

る。一方,家兎眼を用いた実験では,レ ーザー照射後にデ

スメ膜内に高電子密度の物質が生じることが報告9)~11)さ

れている。しかし,そ の物質の発生機序および経過につい

ては明らかにされていない。今回著者 らは,本物質の発生

機序を検討するために,家兎眼に対 してエキシマレー

ザー照射を行い,レ ーザー照射後早期の角膜内皮を形態

学的に観察した。
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II実 験 方 法

成熟自色家兎 (体重約 3.0～4.O kg)10匹 20眼 を用い

て実験を行った。ペントバルビタールナトリウム (ネ ンブ

タール③)静脈麻酔後,ス パーテルで角膜中央から周辺に

向かい直径約 5.5mmの上皮剥離を行い,エ キシマレー

日眼会誌 101巻  10号

ザー発 生装置(ExiMed UV 200-LA,Summit社 )を 用

い,本装置における9D相 当のPRKプログラムでの照

射を行った。照射は片眼ずつ時期をずらして行った。照射

条件 は,照射径 4.5mm,周 波数 10 Hz,エ ネルギー密度

180 mJ/cm2,角 膜実質切除率 0.25μ m/pulseと した。こ

の照射条件における9Dの照射は,約 70 μmの切除深度

A                      B
図 1 照射後の光学顕微鏡所見 (ト ルイジンブルー染色 )。

A:照射直後,B:照 射 24時間後。実質上層部に炎症細胞の浸潤を認める。内皮細胞 は正常な形態を呈 して

いる.
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A                     B                     C
図 2 照射後の光学顕微鏡所見 (ト ルイジンプルー染色 ).

A:照射 48時間後.ほぼ上皮は修復 している。実質内の炎症細胞浸潤が認められる。内皮細胞には間隙が認め

られる.B:照射 60時間後.内皮細胞の接合部は正常な状態 を呈している。C:照射 72時間後。上皮細胞は

重層化 し,実質,内皮細胞は正常な形態を呈 している。
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に相当する。術直後,24,48,60,72時間後において,十分

量の静脈麻酔で家兎を安楽死させた後,眼球摘出を行い
,

試料は2.5%グルタールアルデヒド液固定後,1%オ ス

ミウム液により後固定し,ア ルコール系列で脱水後,エ ポ
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キシ樹脂包埋 した。ミクロ トーム 2088 Ultrotome ⑪ V

(LKB社 )を用い,光学顕微鏡用切片を作製 し,ト ルイジ

ンブルー染色による観察 を行った。次に超薄切片を作製

し,酢酸ウランおよび硝酸鉛による二重染色後,透過型電

エキシマレーザー照射後の角膜内皮細胞変化・伊東他

図3 照射直後の透過型電子顕微鏡所見.

内皮細胞は正常な形態を呈している.DM:デ スメ膜
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図4 照射 24時間後の透過型電子顕微鏡所見.

デスメ膜―内皮細胞間に小陥凹 (▼ )が認められる。DM:デスメ膜,Nu:内皮細胞核
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図 5 照射 48時間後の透過型電子顕微鏡所見 .

内皮細胞は非薄化 し(X),デ スメ膜側の内皮細胞膜には大小の間隙が形成 され (★ ),細胞相互の接合部は開大

が認められる(*)。 DM:デ スメ膜

図 6 照射 60時間後の透過型電子顕微鏡所見.

上 :拡大図.デスメ膜側の内皮細胞膜の陥凹に接し電子密度の高い物質が認められる(含 ).DM:デ スメ膜 .

下 :同 じ電子密度を有する物質が内皮細胞質内にも認められる(▲ )。 さらに前房側の内皮細胞の細胞質内に

電子密度が高い粒子の集積が認められる。DM:デスメ膜,En:内皮細胞,Nu:内皮細胞核

子顕微 鏡 JEM 1200 EX ①(日 本電子)を 用 いて観察 を

行った。

III 結  果

1.光学顕微鏡による観察

照射直後では照射部の実質が凹面に切除された所見が

認められた.レ ーザー照射直下の実質層に炎症細胞の浸

lμm

潤は認められず,内皮細胞も正常な形態を呈していた (図

lA).24時間後では切除部実質は完全には上皮修復され

ていなかった。実質上層部の炎症細胞の浸潤が出現 した

が,内皮細胞は正常な形態を呈 していた(図 lB)。 48時間

後では照射部の上皮修復はほぼ完了する一方で,実質上

層部の炎症細胞浸潤が著明となった。内皮細胞 には間隙

が認められた (図 2A).60時 間後では実質上層部の炎症
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細胞浸潤は軽減した。内皮細胞の接合部は正常な状態を

呈していた(図 2B).72時 間後では上皮細胞が重層化す

る所見が認められ,実質,内皮細胞は正常な形態を呈して

いた(図 2C).

2.透過型電子顕微鏡による観察

照射直後では照射中央部の内皮細胞は正常な形態を呈

していた(図 3).24時間後ではデスメ膜に接する内皮細

胞膜に,照射直後には認められなかった小さな陥凹が形

成された(図 4).48時間後ではデスメ膜側の内皮細胞膜

に形成された陥凹は開大 し,内皮細胞は大きく変形し,細

胞間隙は開大した(図 5)。 この内皮細胞の変化は照射部

以外の角膜周辺部にも認められた。60時間後では内皮細

胞は,前房側 とデスメ膜側で細胞質内の電子密度に差が

みられた。さらに,デスメ膜側の内皮細胞膜の陥凹に接

し,電子密度の高い物質が認められた。また,同 じ電子密

度を有する物質が細胞質内にも認められた(図 6)。 72時

間後では電子密度の高い物質はデスメ膜上方に認められ

た。内皮細胞の形態,細胞間隙は正常な所見を呈していた

(図 7).

IV 考  按

エキシマレーザーを用いた角膜手術では,レ ーザーの

光化学効果による分子単位での組織蒸散により,組織侵

襲を最小限に押さえ治療効果を得ることが可能 といわれ

ている12)-15)。 その反面,臨床例,動物実験例 ともに照射後

に上皮下混濁が必発することなど,種々のレーザー照射

による周囲組織への影響が報告
16)17)さ れている。しかし,
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PRK後の内皮細胞への影響については,ヒ ト角膜では特

殊な例6)8)18)を
除いては内皮細胞の減少は認められない

との報告
4)-7)が

多いことから,術後観察期間は短いなが

らもエキシマレーザーの角膜組織に対する安全性は高い

ことが考えられている。一方,家兎眼でのPRK後の組織

学的検討では,レ ーザー照射後にデスメ膜内に高電子密

度の物質が生 じることが指摘されている9)～ 12)。
今回著者

らは,本物質の発生機序について検討するため,家兎眼に

対 してレーザー照射を行い,術後早期の角膜内皮の形態

学的変化を観察した。本実験では照射 60時間後にデスメ

膜に接した内皮細胞膜に電子密度の高い物質が認めら

れ,72時間後にはこの物質はデスメ膜内に存在 した。こ

のデスメ膜内の高電子密度の物質の存在 は過去の報

告9)10)と 一致 した結果である.一方,こ の高電子密度の物

質がデスメ膜側に接した内皮細胞膜に出現する時期につ

いては,Hannaら 9)は 照射 24時間後,伊藤 ら1° )は 照射 48

時間後と報告している。Hannaら は我々の使用した機種

とは異なる一括照射方式のエキシマレーザー装置を使用

し,照射径,周 波数,エ ネルギー密度,角膜実質切除率 と

いった照射条件をいずれも本実験より大きく設定 して実

験を行っている。伊藤らは本実験 と同様の装置を使用し

たが,phOtOtherapeutic keratectomy(PTK)プ ログラム

を用い,本 実験 よりも切除量 を大 きく設定 して実験 を

行っていた。今回,高電子密度の物質の出現時期が他の報

告と異なった原因には,レ ーザー装置や照射条件の違い

が関与した可能性がある。レーザー照射後の内皮細胞自

体の形態については,過去の報告9)～ 11)で は正常 とされて

エキシマレーザー照射後の角膜内皮細胞変化・伊東他

図7 照射 72時間後の透過型電子顕微鏡所見.

デスメ膜上方に電子密度の高い物質が認められる。内皮細胞間隙は縮小し,内皮細胞小器官は正常な形態を呈
している.DM:デ スメ膜

l μrn
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いる。しかし本実験では,照射 24時間後以降にデスメ膜

と内皮細胞間に変化が認められ,48時間後には内皮細胞

間隙が開大し,細胞形態に変化を認めた。デスメ膜内に生

じる高電子密度の物質の発生には角膜内皮細胞に対する

ス トレスが関与すると報告
13)さ れており,本実験で高電

子密度の物質が発生する以前に内皮細胞に変化がみられ

たことは,内皮細胞 と高電子密度の物質 との間の関連性

を考えさせる。また,照射 60時間後で高電子密度物質が

内皮細胞内にみられたことも,高電子密度物質が内皮細

胞由来であることを支持すると考えられる。しかし,同様

の高電子密度の物質の発生は角膜上皮剥離のみ施行後の

家兎眼にも認められたとの報告
18)が あり,今回の実験に

おける本物質の発生原因が本レーザー照射に特有なもの

であるかについては明確ではなかった。内皮細胞形態に

変化が生じた原因 としては,エ キシマレーザーの光化学

作用
14)や

熱作用17)19)な ども考えられる。しかし,こ れらの

レーザー作用は照射部位に近いほど強いと考えられてい

ることから,今回の内皮細胞の変化の原因には,レ ーザー

照射時に発生すると考えられている衝撃波13)20)-22)の 関

与が推察された。家兎眼を用いた本実験では内皮細胞の

変化は可逆性であったが,ヒ ト角膜 と家兎角膜 との内皮

細胞では細胞分裂能 を含め大 きな相違点,反 応性の違

ぃ23)が ある。エキシマレーザー照射は角膜内皮細胞への

影響を有する可能性があり,臨床例においては,エ キシマ

レーザー照射術後早期の内皮細胞検査のみならず,長期

にわたる内皮細胞の経過観察が必要であると考えられ

た。
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