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要

エキシマレーザー照射(193 nm)に 対するラット角膜

の創傷治癒反応を検討するために,I型 コラーゲン,フ ィ

ブロネクチン,ラ ミニンおよび IV型 コラーゲンの局在

の変化を経時的に観察 した。免疫螢光抗体法ではエキシ

マレーザー照射により実質の I型コラーゲンに著明な変

化はなかったが,フ ィプロネクチンやラミニン,IV型 コ

ラーゲンの局在は大きく変化 した。照射 1日 後,フ ィブ

ロネクチンに対する螢光が照射部の実質表面に増加 し

た。その後,照射部実質ではフィブロネクチンやラミニ

ン,IV型 コラーゲンに対する螢光は増加 し,7日 目ごろ

に,特に実質浅層に多量に認められた。ヘマ トキシリン・
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エオジン染色では,照 射 1日 後,照射部の角膜実質細胞

が一過性に減少した.そ の後,実質中には活性化 したと思

われる角膜実質細胞が多数認められた。これらの結果か

ら,エ キシマレーザー照射により活性化角膜実質細胞が

活発に細胞外マ トリックスを産生し,持続的な創傷治癒

反応を引き起こす可能性が推定された。(日 眼会誌 102:

229-238,1998)
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Abstract
To understand the response of rat corneal wound of the stroma, until about 7 days after ablation. In

healing after excimer laser photoablation, we ob- hematoxylin-eosin staining, keratocytes disappeared

served the chronological changes in the localization transiently from the area of the wound 1 day after
of type I collagen, fibronectin, laminin, and type IY ablation and then activated keratocytes migrated to
collagen after photoablation of the rat cornea. With the area. These results suggested that activated
immunofluoresence techniques, no obvious changes keratocytes might actively synthesize the extracellu-
in the localization of type I collagen could be ob- lar matrix components. Therefore, sustained re-

served in the area of the wound. However, the local- sponses of keratocytes may be induced by excimer
ization of fibronectin, laminin, and type IV colla- laser photoablation. (J Jpn Ophthalmol Soc 102 :

gen was dramatically changed. One day after abla- 229-238, 1998)

tion, the fluorescein intensity of fibronectin in-
creased at the denuded surface. After that, fi- Key words: Excimer laser, Extracellular matrix,
bronectin, laminin, and type IV collagen were dra- Keratocytes, Corneal wound healing
matically increased, especially in the shallow layer

I緒  言

角膜屈折矯正手術に用いられるエキシマレーザーは,

アルゴンとフッ素の混合ガスを大電流の放電により励起

することによって生じる,excited dimer(励起二量体)が

基底状態に遷移する際に発せられる光子エネルギーを増

幅して得 られる波長 193 nmの 紫外線である。この光子

エネルギーにより分子間結合が切断されて組織を分解
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し,切 開 。切除する・ 2'。 そのため熱による変性が少 な

く
2)3),機

械的な切除に比べ表面を平滑に,かつ正確に切除

することが可能である輌.1985年 に Seilerら
6)に よりは

じめて人眼に臨床応用された。これまでに多くの角膜屈

折矯正手術および治療的角膜切除術に用いられている

が,長期的な術後屈折率の予測性や
7)8),再 生した上皮下に

生 じる膜様の混濁,す なわち haze"ゆ は未だ重要な問題

点である。

細胞外マ トリックスは単なる支持組織ではなく,細胞

の移動,分化,増殖などに関与する11)12).角
膜実質は主に I

型コラーゲンから,角 膜上皮基底膜はⅣ型コラーゲンや

ラミニンなどの細胞外マ トリックスから構成されてい

る12"3,.角
膜上皮剥離や実質切開の際,直 ちにフイブロネ

クチンが創部表面に出現 し,周 辺の上皮細胞の一時的な

基質として伸展移動を促進させる。フイプロネクチンは

創部を上皮細胞が被覆すると,速やかに消失するM卜 16).基

底膜成分であるⅣ型コラーゲンやラミニンは,フ イブロ

ネクチンとは全く逆に反応して上皮基底膜の傷害と同時

に消失する.創傷治癒過程に従って上皮基底膜部に出現

し,正常な状態へと修復される1"。 このように,細胞外マ

トリックス成分は創傷と反応して各々の重要な役割を果

たしている.し たがって,エ キシマレーザー照射に対する

角膜の細胞外マ トリックス成分の変化を観察すること

は,創傷治癒過程や hazeを 考える上で重要である。

今回我々は,エ キシマレーザー照射後の角膜の創傷治

癒過程において,こ のような角膜の細胞外マ トリックス

成分が どのように変化するかを,特 に照射中央部の角膜

実質層を中心に経時的に観察した.

II 方  法

1.抗  体

一次抗体として,ウ サギ血清抗ヒトおよびウシI型 コ

ラーダン抗体(LSL),ウ サギ血清抗マウスⅣ型コラーゲ

ン抗体 (LSL)を 1,000倍 に,ウ サギ血清抗ヒトフィプロネ

クチ ン抗体(LSL),ウ サギ血清抗マウスラミニン抗体

(LSL)を 2,000倍に,そ れぞれ 1%の カゼインを添加した

リン酸緩衝生理食塩水 (PBS)を 用いて希釈 した。陰性対

照 として,500倍 に希釈 した正常 ウサギ血清 (Cappel,

West Chester,PA,米 国)を 用いた.二次抗体として,フ

ルオレスセイン・イソチオシアネイ ト(FITC)標 識ヤギ

抗ウサギ IgG抗体 (Cappel)を 1%カ ゼイン添加 PBSで

1,000倍 に希釈して用いた.

2.エ キシマレーザー照射後のラット角膜組織の経時

的観察

ラ ッ ト(Wistar Kyoto系 ,雄 ,300～ 400g,25匹 ,成 和

実験動物研究所)を ペントバルビタールナ トリウム(ネ ン

ブタール0,大 日本製薬)の 腹腔内注射(30 mg/kg)で 麻酔

した。エキシマレーザーは EC-5000(ニ デック)を 用い
,

角膜上皮剥離は行わずに,PTKモ ー ドで照射直径 3mm,
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pulse周波数 30 Hz,総 切除深度はヒト眼において 60 μm
が得られるシステムパラメータ設定でラット角膜を両眼

とも照射 した。エキシマレーザー照射 1,3,7日 および 4,

8,16,24週後に肉眼および細隙灯顕微鏡で前眼部を観察

後,過量のペントバルビタールナ トリウム(ネ ンブター

ルC)で
安楽死させ,摘 出 した両眼のうち,片 眼 をOCT

compound(Miles,Elkhart,IN,米 国)中 に包埋 してアセ

トン・ ドライアイス中で凍結 し,Microtome cryostat

(HM 505N,Zeiss,Oberkochen,ド イツ)を 用いて厚さ8

μmの凍結切片を作製した.切片を 1%periodate lysine

parabrmaldehyde(PLP)溶液により5分間固定後,PBS

で洗浄 し,1%カ ゼイン添加 PBSと 1時間室温で反応さ

せ,非特異的吸着を防止した。希釈した一次抗体を切片に

添加 し,室温で 1時間反応させた。PBSで 洗浄 した後,希

釈した二次抗体を室温で 1時間反応させた。PBSで十分

に洗浄した後,PBSで 50%に 希釈した無螢光グリセリン

で封入し,螢光顕微鏡 (Axioskop 50,Zeiss)を 用いて暗視

野で観察 し,フ ジクローム IS0 400で 写真撮影 した.ま

た,摘 出した片眼を塩化ヘキサデシルピリジエウム・ホ

ルマリン固定後,パ ラフィン包埋 し,滑走式 Microtome

(HISTOSLIDE 2000,Leica,St.Gallen,ス イス)を用いて

厚さ4μmのパラフィン切片を作製し,ヘ マ トキシリン

・エオジン染色による組織学的観察を行い,フ ジクロー

ムIS0 100を 用いて写真を撮影した.

ⅡI結  果

1.I型コラーゲン

正常角膜において,I型コラーゲンは実質にほぼ均一

に染色された (図 la).照射 1お よび3日 後,切 除された

表面で I型 コラーゲンの染色性が増していたが,表面以

外の実質全層にはほとんど変化はなかった (図 lb,c).7

日後,照射部中央の実質中層から深層にかけてはほとん

ど変化は認められなかったが,実質浅層では I型 コラー

ダンに対する螢光がわずかに増強していた(図 ld)。 4お

よび 8週後,照射部中央の実質浅層に限局して帯状に増

強した I型 コラーゲンの螢光が認められた。実質中層か

ら深層にかけて変化はなかった (図 le,f)。 24週後では

正常角膜 とほとんど類似 していたが,実質浅層ではまだ

わずかに染色性が増していた (図 lg).

2.フ ィフロネクチン

正常角膜では,フ イブロネクチンは実質中および実質

のコラーゲン線維に沿って螢光が認められた。また,デス

メ膜にも螢光が認められた (図 2a).照 射 1日 後,照射部

実質の表面にフィブロネクチンに対する強い螢光が観察

された(図 2b).3日 後,上皮はほぼ全体を再被覆 してい

るが,フ ィブロネクチンに対する螢光は 1日 後と同様に,

照射部実質の表面に強 く認められた(図 2c).7日 後にな

ると,照射中央部ではフィブロネクチンに対する螢光が

特に実質浅層で認められた(図 2d).4週後,実 質浅層に
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図 1 エキシマレーザーによる角膜切除後の I型 コラーゲン局在の経時的変化。

正常角膜において I型 コラーゲンは実質にはぼ均一に染色された。照射後,実質浅層でわずかに染色性 を増 し

ていたが,顕著な変化は認、められなかった。

a:正常角膜,b:1日 後,c:3日 後,d:7日 後,e:4週後,f:8週 後,g:24週後,バーは 200 μm

限局したフィプロネクチンに対する強い螢光が認められ

た.実質深層の螢光は,正常角膜 とほぼ同様であった (図

2e).8お よび 24週後も実質浅層にフィブロネクチンに

対する強い螢光が認められ,そ れ以外の実質中の螢光は

正常角膜に類似 していた(図 2f,g).
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3.ラ ミ ニ ン

正常角膜では,ラ ミニンに対する螢光は上皮基底膜 と

デスメ膜に認められた。実質中にも薄 く線状に認められ

た(図 3a).照射 1日 後,上皮基底膜部のラミニンに対す

る螢光は認められず,基底膜を完全に含んで実質浅層が

切除されていることが確認された.実 質については変化

回
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がなかった (図 3b).3日 後,再生された上皮 と実質との

間にラミニンの特異螢光が断片的に認められた。照射部

の実質中には,正常に比べ点状および線状の螢光がわず

かに増強していた (図 3c,d).7日 後,再 生 された上皮と

実質との間にかなり連続的なラミニンに対する螢光が観

日眼会誌 102巻  4号

図 2 エキシマレーザーによる角膜切除後のフィブロネクチン局在の経時的変化 .

正常角膜おいてフィプロネクチンは実質中および実質のコラーゲン線維に沿って認められた。また,デスメ膜

にも認められた.照射初期には実質の表面に強い螢光が観察された.その後,実質浅層に限局 した強い螢光が

認められた。

a:正常角膜,b:1日 後,c:3日 後,d:7日 後,e:4週 後,f:8週後,g:24週後,バ ーは 200 μm

察され,実質浅層に強い螢光が帯状に認められた (図 3e,

f).4過後,照射部全体にわたって上皮基底膜の部分に太

く連続的なラミニンに対する螢光が観察された。照射部

実質浅層のラミニンに対する螢光は,7日 後と同様に帯

状に強く認め られた (図 3g).8,16お よび 24週後,照射
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部の上皮基底膜部のラミニ ンに対する螢光は,大 く直線

的に認められた。照射部実質浅層の帯状の螢光 も4週後

と同様に認められた (図 3h～ j).
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4.IV型コラーゲン

正常角膜では,IV型 コラーゲンに対する螢光は上皮基

底膜とデスメ膜に認められる他に,実質中にも点状に認

められた(図 4a).1日 後,上皮基底膜部のIV型 コラーゲ

エキシマレーザー照射後の角膜細胞外マ トリックス局在変化・古谷

図 3 エキシマレーザーによる角膜切除後のラミニン局在の経時的変化。

正常角膜においてラミニンは上皮基底膜とデスメ膜に認められた。実質中にも薄く線状に認められた.照射に

より上皮基底膜部の螢光は消失した後,再生された上皮 と実質との間に断片的に認められた。その後,上皮基

底膜部にはかなり連続的な螢光が観察され,実 質浅層に強い帯状の螢光が 24週後まで認められた。

a:正常角膜,b:1日 後,c:3日 後照射境界部 (矢 印より右側が照射部),d:3日 後照射中央部,e:7日 後照射境

界部,f:7日 後照射中央部,g:4週 後,h:8週後,i:16週後,j:24週後,バ ーは 200 μm
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ンに対する螢光は,照射部では認められなかった。実質中

の IV型 コラーゲンに対する点状の螢光は変化がなかっ

た (図 4b).3日 後,照射周辺部では再被覆化 した上皮 と

実質との間に弱 く不連続なIV型 コラーゲンの局在が認

日眼会誌 102巻  4号

図 4 エキシマレーザーによる角膜切除後の IV型コラーゲン局在の経時的変化 .

正常角膜において IV型 コラーゲンは上皮基底膜とデスメ膜に認められる他に,実質中にも点状に認められた。

照射により上皮基底膜部の螢光は消失 した後,再生された上皮 と実質との間に弱 く不連続な局在が認め られ

た。その後,上皮基底膜部には連続的な螢光が観察され,実質浅層に強い層状の螢光が 24過後まで認められた。

a:正常角膜,b:1日 後,c:3日 後照射境界部 (矢印から右側が照射部),d:3日 後照射中央部,e:7日 後,f:4週

後,g:8週後,h:16週後,i:24週後,バーは 200 μm

められたが,照射中央部でははっきりしなかった。照射部

実質内では,点状の IV型 コラーゲンがやや増強してい

た(図 4c,d).7日 および 4週間後,照射部実質の中央部

においても上皮基底膜部の IV型 コラーゲンに対する螢

a

‐  ‐ _.

b

C d

f

h
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銀

光が直線的に認め られた。実質浅層 には IV型 コラーゲ

ンに対する螢光が層状に強く認め られ,中・深層では点

状螢光がやや増強 していた (図 4e,f).8,16お よび 24週

後,上皮基底膜部の IV型 コラーゲンに対する螢光は,ラ

ミニンと同様にかな り連続的に認め られた.照射部の実

感
=ゝヽ感・ ‐■

g
図 5 エキシマレーザーによる角膜切除後のヘマ トキシリン 。エオジン染色所見の経時的変化 .

照射により実質浅層では角膜実質細胞が減少 していた.そ の後,照射部の実質中には多数の腫大化および球状

化 した角膜実質細胞が侵入 し,実質浅層に集束 していた.組織の修復 とともに角膜実質細胞は正常と同様なコ

ラーゲン線維に沿った横長の形態に回復 しているが,_L皮直下には球状の細胞を多 く認めた。

a:正常角膜,b:1日 後,c:3日 後,d:7日 後,e:4週 後,f:8週後,g:16週後,h:24週 後,バーは 200 μm

質浅層の螢光は依然として層状に強く認められた。実質

中層から深層にかけての IV型 コラーゲンに対する点状

の螢光は,正常に類似 して認められた(図 4g～ i).

5。 ヘマ トキリシン・エオジン染色

正常角膜 (図 5a)と 比べ,1日 後の照射部の実質浅層で
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は角膜実質細胞が減少していた(図 5b).3日 後までには

上皮欠損は修復されていた。照射部の実質には,腫大化お

よび球状化した角膜実質細胞と考えられる細胞成分が侵

入していた(図 5c)。 7日 後,照射部の実質中には,さ らに

多数の角膜実質細胞が侵入 し,実質浅層に集束していた

(図 5d).4週後,照射部実質の角膜実質細胞は減少し,正

常と同様なコラーゲン線維に沿った横長の形態に回復し

ているが,上皮直下には正常角膜と比較すると,球状の角

膜実質細胞が多く認められた (図 5e).8,16お よび24週

後,照射部実質の角膜実質細胞はさらに減少し,上皮直下

には正常角膜と比較すると,球状の角膜実質細胞がやや

多 く認められたが,ほ ぼ正常角膜と同様な状態になって

いた (図 5f～ h).

6.肉眼および細隙灯顕微鏡による観察

角膜の混濁は観察期間を通じて肉眼では認められず ,

細隙灯顕微鏡による観察では,4週後の角膜の上皮下に

うっすらとしたびまん性の混濁が認められた.8,16お よ

び 24週後では上皮下混濁はかなりうす く,細隙灯顕微鏡

による観察でかろうじて認められる程度であった.

IV考  按

我々は,エ キシマレーザー照射に対する角膜の創傷治

癒反応を角膜実質層の細胞外マ トリックス成分の局在変

化を中心に経時的に観察した.今回の実験から,エキシマ

レーザー照射によりI型 コラーゲンの局在はほとんど変

化を認、めなかった。しか し,フ イブロネクチン,ラ ミニン

お よび IV型 コラーゲ ンの局在は,照射 によリダイナ

ミックに変化していた.こ のような細胞外マ トリックス

成分の分布変化は,照射後の角膜実質細胞の動態と非常

によく類似していた。したがって,照射部位に侵入してき

た角膜実質細胞が活発にフィブロネクチン,ラ ミニンお

よびⅣ型コラーゲンを合成分泌していることが推定され

た.

I型 コラーゲンは線維状蛋白質で,角 膜実質の主たる

構成成分である13)。

今回の結果,照射 7日 ～24週後まで実

質浅層において一定の深さで増強した I型 コラーゲンの

螢光は,新 しく合成された I型 コラーゲンかも知れない。

Andersonら 18)は
照射 3週間後のヒト角膜で,角膜実質細

胞のコラーゲン合成を示す proly1 4-hydroxylaseや I型

コラーゲンの前駆体であるtype l carboxy procolagen

を認め,I型 コラーダン合成が照射 3週間以内には開始

されると推測している。また今回の実験で,照射前後で実

質中層から深層は I型 コラーゲンの染色性に著明な変化

を認めず,レ ーザー刺激に対してあまり影響は受けてい

ないことが示唆された。

フィブロネクチンは,創傷治癒の際に細胞が一時的に

基質と接着するのを助ける接着性の糖蛋白質であるl".

照射 1日 後,フ ィブロネクチンが照射部実質の表面に多

量に出現していることから,エ キシマレーザー照射時に
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もフィブロネクチンは緊急時の上皮細胞が伸展・移動す

るための足場 となっていると考えられる14,ヽ

“'.照射 3お

よび 7日 後の組織では,実質内にフイプロネクチンに対

する螢光が増強 し,照射部全層にわたって角膜実質細胞

によるフイブロネクチンの合成・分泌が充進していると

考えられる。Hannaら 20'も エキシマレーザー 6日 後の組

織で,フ ィブロネクチンが実質の浅層および深層に軽度

沈着していることを報告している.ま た今回,24週 後に

おいてもフィブロネクチンが実質浅層に沈着しているこ

とから,長時間にわたって上皮基底膜や実質の創傷治癒

が持続 していることが示唆された。照射後,24週 か ら 1

年
21),あ るいは 1年以上18)に わたって実質浅層にフイブロ

ネクチンが認められたという報告もある.

ラミニンは糖蛋白質で,基底膜の主要な構成成分であ

る22,.IV型 コラーゲンは,三次元的なネットワーク様に

集合して基底膜構造の安定性に関与する基底膜成分であ

る23).照 射後の再生上皮と実質の境界部には,ま ずラミニ

ンが,遅れてⅣ型コラーゲンが断片的に出現 して基底膜

の修復が進行 し,1週後には連続 した直線状に認められ

た。しかし,4～24週間後にかけて,正常組織に比 してラ

ミニンに対する螢光は大く強く,基底膜の修復には長期

間を有することが示唆された.こ のことは,基底膜のアン

カリングフィブリルであるVII型 コラーゲンが,サ ルタ)

ぉょびヒト18)で 12週以上も不規則な形のままで認めら

れたという報告からも示唆される。また,今 回の実験か

ら,照射 3日 後の実質全体で IV型 コラーゲンに対する

点状螢光が増強し,ラ ミニンも実質のコラーゲン線維に

沿って増強した後,照射部の実質浅層に強い帯状の螢光

を認めた.こ の結果とヘマ トキシリン・エオジン染色で

観察された角膜実質細胞の動態から,従来上皮細胞が分

泌するとされていた基底膜成分を角膜実質細胞でも産生

している可能性が示唆された。Hannaら 20)も
照射 6日 後

にIV型 コラーゲン,ラ ミニン,フ ィブロネクチ ン,プ ロ

テオグリカンが実質浅層に沈着することをウサギ角膜に

おいて報告している。また,照射 4週後にラミニンがサル

角膜上皮下実質に認められたという報告
る)や

,20週 後に

IV型 コラーゲンがヒト角膜の照射部実質浅層において

認められ,創 傷治癒時には角膜実質細胞の細胞外マ ト

リックス産生能が変化する可能性があるという報告
18)も

ある.IV型 コラーゲンやラミニンは単に膜構造を作って

いるだけではなく,細胞の接着や移動を促進するなどの

働きをもっている■)22)26)。

角膜実質細胞は,正常時には細

胞外マ トリックス受容体であるβlイ ンテグリンが弱 く

発現しているだけであるが,創傷治癒時にはαl～α5鎖

が出現して多様性を示す
27)。 これらのことから,レ ーザー

刺激によって角膜実質細胞が活性化され,基底膜成分を

実質中に多量に分泌することにより創傷治癒過程が促進

されるのではないかと考えられる。

現在までに,エ キシマレーザー照射後の創傷治癒過程
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における各種細胞外マ トリックスの局在・分布は免疫組

織学的に検討されている18,2o)21)2)25'.し か し,今回我々が報

告したような種々のマ トリックス成分を同時に 24週 間

にわたって検討した報告は我 々が知る限 りない。今回の

実験結果か ら,照射後の創傷治癒過程において個々のマ

トリックス成分が非常に類似 した動態を示 し,種 々のマ

トリックス成分が協調的に,あ るいは相互的に作用 しな

がら修復に向かうと考えられた。また,エキシマレーザー

は予想以上に広範囲の角膜実質細胞に影響 を与え,細胞

外マ トリックス産生能を変化 させるなどの創傷治癒反応

を持続的に引 き起こしていた。このような持続的な角膜

実質の創傷治癒過程が,術後の hazeや屈折率の戻 りの

原因になるかも知れない。したがって,エキシマレーザー

照射による角膜屈折矯正手術 を行う場合には,今回報告

したような細胞外マ トリックスの経時的変化および角膜

実質細胞による持続的な創傷治癒が起こり得る可能性を

十分に考慮する必要があると考えられる。

稿を終えるに当たり,本研究に際しご指導とご校閲を賜 り

ました山口大学医学部眼科学教室の西日輝夫教授に深謝いた

します。研究全般にわたり,直接ご指導いただいた同教室の田

中俊朗先生および中村雅胤博士に心から謝意を表 します。ま

た,研究にご協力いただいた同教室の原久美子氏に感謝いた

します。
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