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目 的 :遠視矯正photoreiactive keratectomy(PRK)

の術後経過を共焦点顕微鏡を用いて観察 し,加 えて組織

学的にも検討する.

対象 と方法 :6匹 の家兎角膜 に対 し,矯正量+6.OD
の設定で PRKを行った。その角膜 を,術後 3日 ,1週間 ,

2週間,1か 月,3か 月の時点で共焦点顕微鏡を用いて経

時的に観察 した。また,同様の時点で眼球を摘出 し,組織

学的検索を行 った。

結 果 :光学顕微鏡によると,角 膜切除部には術後 3

日目には既に上皮下の増殖性変化が出現 してお り,そ の

変化は 1か月後にピークとな り,3か 月後には軽減 した

もののまだ残存 していた。共焦点顕微鏡で観察すると,上
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皮下の増殖性変化 は網目様の構造 としてとらえられ,そ

の変化は周辺の非切除部との境界部で最も強かった.角

膜中央部にはレーザー照射による障害は存在するものの

軽微なものであつた。

結 論 :遠視矯正 PRKで は,角 膜 中央部における組

織傷害は軽度であることが明らかとなったが,そ の有効

性,安全性については,さ らなる検討が必要である。(日 眼

会誌 103:243-251,1999)
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鏡,角 膜創傷治癒
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Abstract
Purpose : To evaluate change.s in corneas after pecially evident at the wound edges of the periph-

PRK (photorefractive keratectomy) for hyperopia. eral side. The center of the cornea was slightly dam-
Materials and, Methods : Six rabbits were given aged by the excimer laser but proliferative changes

PRK treatments for*6.0 D of hyperopia. \(e ob- were not observed there.
served these corneas by confocal microscopy at 3 Conclusion : The results of this study revealed
days, I week, 2 weeks, I month, and 3 months after that the damage to the center of the cornea caused
PRK, and examined them histologically. by PRK for hyperopia was not very severe. But it is

Results : In the ablated area, proliferative chan- important to evaluate further the efficacy and safe-
ges in the subepithelial layer had already appeared ty of PRK for hyperopia. (J Jpn Ophthalmol Soc

three day.s after the operation. These changes pro- 103:243 251, 1999)

gre.ssed for one month, but had decreased at three
months after operation. In confocal microscopy, the Key words : Excimer laser, Correction of hyperopia,
proliferative change in the subepithelial layer was Confocal microscopy, Corneal wound
observed as bright, highly refractive tissue inter- healing
spersed with small spaces void of cells, and was e.s-

I緒  言

波長193 nmの エキシマレーザーは,1983年 Trokelら

によって初めて眼科領域に応用されて以来,欧米を中心

とする諸外国で屈折矯正手術および治療的角膜表層切除

術に使用され,満 足すべき臨床成績が多数報告されてい
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る。しか しながら,こ れまでのエキシマレーザーを用いた

屈折矯正手術(photorefractive keratectomy,PRK)は ,主

として近視および近視性乱視を対象として行われてお

り,遠 視矯正 を目的 とす る PRKに つ いて は,1993年

Dauschら 1)に より初めて報告されて以来,諸外国から臨

床的に安全性,有効性とも良好 との成績 もみ られる2)3)

が,基礎的な検討はほとんどなされていない。我が国にお

いても近視矯正 PRKでは数社による臨床治験が終了し

ているが,遠 視嬌正 PRKに ついては基礎的にも臨床的

にもこれまでほとんど検討されていないのが現状である.

一方,共焦点顕微鏡は 1957年 Minskyに よって発表さ

れ,1988年 に Cavanaghに よって紹介された生体角膜組

織観察機器である。角膜の創傷治癒反応の観察には,一般

的に光学顕微鏡あるいは電子顕微鏡を用いるが,そ れに

は眼球を摘出して組織切片を作製する必要があるため,

その一時点の観察しかできず,同 一角膜の,経時的観察は

不可能である.と ころが,共 焦点顕微鏡はじれυわοで生体

の角膜を任意の水平面で組織固定の必要なしに観察する

ことが可能であり,ま た,非侵襲的なため,同 一の検体に

対し経時的な観察が可能であるい。

これまでに共焦点顕微鏡を用いて,近 視矯正 PRK後

の角膜の創傷治癒反応を観察 した報告
5)｀ 10)は いくつか

あるが,遠視矯正 PRK後の角膜を観察したものはない。

今回,我 々は家兎角膜に対 し遠視矯正モー ドで PRKを

行い,そ の術後経過を共焦点顕微鏡を用いて観察し,加 え

て光学顕微鏡および電子顕微鏡を用いて組織的にも検討

したのでここに報告する。

日眼会誌 103巻  3号

II 対象および方法

実験には6匹 の 日本白色種家兎(体重約 2.8 kg)を 用

いた。キシラジン塩酸塩 (セ ラクタール・ )添加塩酸ケタミ

ン(ケ タラール°
)の 筋肉内投与で全身麻酔 した家兎の両

眼に対し,エ キシマレーザーによる遠視矯正モー ドPRK

を施行した。エキシマレーザー装置はニデック社製 EC―

5000を使用した.レ ーザー照射範囲のシェーマを,近 視

矯正と比較して図 1に示す。本実験におけるレーザー照

射の設定は矯正量+6.OD,切 除深度 70 μm,オ プテイカ

ルゾーンの直径 5.5mm,ト ランディションゾーンを含

めた切除径 9.Omm,レ ーザーパルスエネルギー113 mJ/

パルス,繰 り返し周波数 34 Hzと した。照射時のセンタリ

ングは瞳孔中心を目標とし,顕微鏡内のレチクルを基準

に行った.ま た,レ ーザー照射前の角膜上皮剥離は行わな

かった。

PRKを 施行された家兎のうちの 1匹 につき,そ の両眼

角膜を術後 3日 ,1週間,2週間,1か月,3か月の時点で共

焦点顕微鏡を用いて経時的に観察した。共焦点顕微鏡は,

Tandem Scanning社 製モデル165Aを 用いた。このモデ

ルの共焦点顕微鏡は 24倍のコーンレンズを装着し,光源

として 100Wの水銀ランプを用いている。検出器の前に

20 μmの サイズの穴が 3万 5千 個あいているNipkow

ディスクを高速 (約 1,000 rpm)で 回転させて,画像を得

ている.観察方法としては,ま ず接触式対物レンズを家兎

角膜中央部に当て角膜全層を観察し,次 に角膜周辺部を

同様に観察した。撮影装置としては,高 感度な SITカ メ

ラ(Dage社 製 66x― SIT)を 使用し,得 られた観察結果を

近視矯正PRK 遠視矯正PRK

図 1 近視矯正および遠視矯正 photorefractive keratectomy(PRK)の シェーマ

A:非照射部 B:オ プティカルゾーンCiト ランディションゾーン

近視矯正 PRKでは トランディションゾーンを設定しない場合 もある。

ｃ
↓′そ、
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後光学顕微鏡を用いて観察した。また,エ ポン包埋角膜片

からは超薄切片を作製,電子顕微鏡検体 とし酢酸ウラニ

ルとクエン酸鉛で二重染色して組織学的検索を行った。

なお,共焦点顕微鏡による観察および組織学的検索とも,

あらかじめ生体顕微鏡で角膜を観察し,ド ーナツ状に混

濁したレーザー照射部を確認して,そ の中心を角膜中央

部と設定した。

III 結  果

図 2に共焦点顕微鏡による所見を示す.術 後 3日 目に

家兎角膜を観察すると,角 膜中央部では表層の上皮細胞

は消失 しており,実 質浅層には小型で輝度の高い炎症細

胞様の細胞浸潤が認められた(図 2A).角 膜周辺切除部

図 2B 術後 1週間角膜中央部上皮 .

上皮の再生はほぼ完成 し,上皮表層細胞が明瞭に観察 さ

れる.

図 2D 術後 1か月角膜中央部上皮下 .

やや大型の活性化された実質細胞 (矢印)が散見される。

ビデオテープレコーダーで録画 し,ビ デオキャプチ ヤー

ボー ドを装着 したパー ソナルコンピュー ター (Apple

computer社製 Macintosh)で 画像処理 した後,写 真 とし

て取 り出した。

また,前記 と同様の時点で残 りの家兎を各々 1匹 ずつ

ペ ントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール・ )の 致死

量静注で屠殺 し,両 眼球を摘出し,2%グ ルタールアルデ

ヒドで間定 した後角膜片とし,通常の方法で ||;ι水,エ ポン

またはメサクリレー トに包II:し た。光学顕微鏡観察用角

膜は,必ず角膜中央を通る直線で切開し,1/2角 膜片とし

てメサクリレー トに包埋 した.メ サクリレー ト包埋角膜

片から薄切切片を作製し,ト ルイジンブルーで染色 した

図 2 共焦点顕微鏡所見 .

いずれもバーは 100 μm
図 2A 術後 3日 目角膜中央部 .

上皮層は消失 してお り,上皮下に小型で輝度の高い炎症

細胞様の細胞浸潤 (矢印)がみられる。

図 2C 術後 1週間角膜周辺部上皮下.

網目様の構造がさらに明瞭になっている (矢印)
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図 2E 術後 1か月角膜周辺部上皮下 .

輝度の高い部分 (*)を 境に,左側がクレーター状の変化

を呈する照射部.右側が最周辺の非照射部。

図 2G 術後 1か月角膜周辺部内皮.

細胞の形態には異常はない.

でも上皮の再生は不十分で,上皮下には輝度の高い網 目

状の構造が出現していた。術後 1週 間目,角 膜中央部,周

辺切除部とも上皮の再生はほぼ完成し,中央部では上皮

表層細胞,基底細胞ともに観察された (図 2B).周辺切除

部では,網 目様の構造がさらに明瞭に観察されるように

なった (図 2C).術後 1か月日,角 膜中央部は上皮下にや

や大型の活性化された実質細胞が散見されたが,ほ ぼ正

常の状態に回復していた (図 2D).周 辺切除部では,上皮

下の組織はクレーター状の dark areaを 伴った輝度の高

い網 目構造を呈してお り,こ の変化は最周辺の非切除部

との境界部で最も強 く観察された(図 2E).周辺切除部

実質中層の所見は正常であり,神経線維 も明瞭に観察さ

れた。術後 3か 月日,切 除部上皮下に認められていたク

レーター状のdark areaを 伴った網 目状の構造は,ま だ

日眼会誌 103巻  3号

図 2F 術後 3か月角膜周辺部上皮下 .

網 目様の構造はその程度が減弱 している

図 2H 正常家兎角膜上皮下実質浅層

残存 してはいるものの,そ の程度は減弱 していた (図 2

F).本実験の全経過を通して,角 膜中央部,周辺切除部と

もに角膜内皮の所見に異常はなかった(図 2G).

トルイジンブルーで染色した角膜組織の光学顕微鏡所

見を図 3に示す.術後 3日 目,レ ーザー照射部は切除面に

軽度の凹凸はあるものの,比較的スムースに切除されて

おり,最周辺の非切除部とは滑らかに連続していた。切除

部直下の実質の膠原線維は浮腫のため淡染性 を示 し,角

膜厚はかえって非切除部に比べ厚 くなっていた。また,そ

の部分の実質細胞は核が紡錘状に濃染し変性に陥 り,そ

の数は減少していた。また,小型で円形の核を持つ炎症細

胞様の細胞浸潤が認められた (図 3A).術後 1週間目,上

皮下には線維性組織が出現 し,ト ルイジンブルーによる

染色性が増強していた(図 3B)。 これらの所見は,術 後 2
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図 3 光学顕微鏡所見 .

トルイジンブルー染色 図の右側が角膜中央側.いずれもバーは 100 μm
図 3A 術後 3日 目.

照射部は比較的スムースに切除されてお り,非切除部とはなめらかに連続している
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図 3B 術後 1週間.

上皮下には線維性組織が出現 し,ト ルイジンブルーによる染色性が増強している

図 3C 術後 1か 月.

上皮下の増殖性変化はさらに増強してお り,メ タクロマジアも観察される。

週間目の観察でもほぼ同様であった.術後 1か月日,レ ー

ザー照射部の上皮は軽度の過形成を示 してお り,そ の直

下に トルイジンブルーで強 く染色される増殖性変化が存

在 していた。この変化は術後 2週間目よりさらに増強 し

ていた。また,ト ルイジンブルーで赤 く染色 されるメタク

ロマジアも観察された (図 3C)。 術後 3か月 日,切 除部に

存在していた増殖性組織は トルイジンブルーによる染色

性を減弱 してはいたが,ま だ消失には至っていなかった

(図 3D).

電子顕微鏡所見を図 4～ 6に 示す。術後 1か 月日,角 膜

周辺切除部実質浅層には線維芽細胞様の実質細胞が多数

出現 してお り,細 線維および無構造の細胞間物質が多 く

観察された。上皮細胞の基底膜や接着装置はこの時点で

もほとんど再生 していなかった (図 4).術 後 3か 月日に

なると,レ ーザー照射部のうち約 50%の範囲で上皮基底

膜成分と細胞接着装置が出現 していた(図 5).デスメ膜,
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角膜内皮細胞を観察すると,術後 3日 目には既に角膜周

辺切除部のみならず,中央部においてもデスメ膜内に電

子密度の高い無構造物質や微細線維の沈着が認められ,

日眼会誌 103巻  3号

図 3D 術後 3か月.

上皮下の増殖性変化は,減弱 しているものの消失していない (矢印 )

図 4 術後 1か月角膜周辺部の電子顕微鏡所見 .

実質浅層に線維芽細胞様の実質細胞 (K)が多数出現 してお り,細線維および無構造の細胞間物質が多 く観察

される.上皮基底膜や実質との接着装置はほとんど認められない (左下 :矢印部の拡大).Ep:角膜上皮.St:

角膜実質

術後 1か 月の時点で も同様の沈着が観察された (図 6).
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図 5 術後 3か月角膜周辺部の電子顕微鏡所見 .

上皮基底膜成分 と細胞接着装置 (矢 印)は ,レ ーザー照射部の約 50%の 範囲に出現 している。Ep:角膜上皮

St:角 膜実質

図 6 術後 1か月角膜内皮の電子顕微鏡所見 .

角膜周辺部(A)の みならず,中央部(B)に もデスメ膜 (DM)内 に電子密度の高い無構造物質や微細線維の沈着

がある (矢 印).Endo:角 膜内皮 バーは lμm

249

IV考  按

図1に示すように,近視矯正PRKが角膜中央部を平

坦化させることで矯正効果を得ようとするのに対 し,遠

視矯正モー ドでは角膜中心部に非照射部を残し,周辺部

をドーナツ状に切除することにより,角膜中央部を相対
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的に急峻化させて近視化を得るのを目的としている.切

除深度は角膜周辺に行 くにつれて深くなってお り,さ ら

に周辺部では切除部から非切除部に滑らかに移行するよ

うに トランディションゾー ンが設けられている.EC―

5000で は中央部の非照射部は直径約 lmm弱 に設定さ

れている.

エキシマレーザー角膜表層切除後,上皮の再被覆は通

常 3日 から1週間以内に完成するH'2)。
今回の実験では,

共焦点顕微鏡で観察すると,術後 3日 目にはまだ上皮の

再生は完成しておらず,角 膜中央の設定上は非切除部と

されている場所でも表層細胞は消失してお り,正常の角

膜上皮および実質には観察されない(図 2H),小型で輝

度の高い炎症細胞様の細胞浸潤がみられ,こ の部位への

侵襲もわずかながら加えられていることがわかった.切

除部の共焦点顕微鏡所見では,既 に上皮下に輝度の高い

網目状の構造が出現してお り,創傷治癒の反応が活発に

開始され,新 しいコラーゲン線維が増生しつつあること

が示された。術後3日 目の組織標本をみると,周辺部角膜

実質は比較的なだらかな局面として切除されていた。切

除縁が滑らかなのはトランデイションゾーンの設定によ

るものであり,こ うすることによって切除部への上皮細

胞の伸展を容易にさせ,創 傷治癒が円滑に進行するとい

われている 13口 4).術
後 1週間で角膜中央部の上皮は再生

しており,上皮細胞は正常に観察された。周辺切除部も完

全に上皮は被覆してお り,遠 視矯正 PRKで も術後 1週

間以内には上皮の再生は完了することが示 された。周辺

切除部の上皮下では共焦点顕微鏡でみられる輝度の高い

網目状の構造がさらに明瞭となり,組織標本でみると上

皮下に線維性組織が出現 していた.こ れは,近 視矯正

PRKで報告されている,臨床的に上皮下混濁と呼ばれる

変化に相当する所見と考えられた。

術後 1か月になると,角 膜中央部はほぼ正常の状態に

回復 してお り,以後,術 後 3か月まで変化は観察されな

かった。矯正プログラムの設定上,角膜中央部の非照射部

の範囲は直径 lmm弱 と狭いため,僅かな体動やセンタ

リングのずれから角膜中央部にレーザー照射が及んでし

まう可能性は十分あり得る。今回の実験でも設定上の非

照射部は消失しており,角 膜中央部にも少なからずレー

ザー照射による傷害は存在 していた.しかし,そ の変化は

術後 1か 月で正常に回復 してお り,今回の実験の結果か

らすると角膜中央部への侵襲は軽微であり,上皮下混濁

を来すような願痕組織は形成されないものと思われた。

近視嬌正 PRKにおける問題点は,角 膜中央における上

皮下混濁の出現がほぼ必発で,それにより屈折の戻 り,矯

正視力の低下,コ ントラス ト感度の低下,な どを来すこと

である。これに比較すると,遠 視矯正 PRKで は角膜中央

部における組織障害の程度は低いことが示された。

一方,角膜周辺切除部では上皮下に出現 した増殖性組

織が術後 1か月日で最も顕著に観察され,共焦点顕微鏡
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でみると,こ の増殖性組織は切除部と最周辺の非切除部

との境界部で最も輝度が高く観察された。これは,角膜中

央部から周辺部に向かって連続的に切除深度が深 くなる

レーザー照射の設定によるものである。このように,共焦

点顕微鏡を用いると組織傷害を連続的に観察することが

でき,ま た,増殖性変化の程度を輝度の高さあるいは網目

状の変化の強さとしてとらえることができた。角膜実質

の網目状の変化は,近 視矯正 PRKで も観察される所見

であるが,今 回のように連続した切除深度に伴う組織変

化を観察するには,共焦点顕微鏡が有用であった.

これらの変化は術後 3か月を経過すると減少する傾向

はあるもののまだ残存 しており,電子顕微鏡による観察

においても L皮基底膜や細胞接着装置の出現はレーザー

照射部の約 50%の範囲にとどまっていた。このことか

ら,遠視矯正 PRKにおいても術後 3か月では,ま だ創傷

治癒反応は十分に完成していないことが明らかとなった。

これまで,エ キシマレーザーによる角膜内皮細胞への

影響についてはほとんど問題を生 じないとの報告が多い

が,今回の実験でも術後 3か月に至るまで角膜中央部,周

辺切除部とも共焦点顕微鏡により観察される内皮細胞は

正常の形態を呈 してお り,遠視矯正 PRKに おいても内

皮細胞への障害はないものと思われた。しかしながら,電

子顕微鏡で観察すると角膜周辺切除部ばか りでなく,中

央部においてもデスメ膜内に内皮細胞から分泌されたと

思われる電子密度の高い無構造物質や微細線維の沈着が

観察された.こ の変化は,エキシマレーザー照射後の変化

としてこれまで報告されている所見と一致する b)ヽ 17)。 こ

のことから,形態的な異常はないものの,角膜周辺の切除

部ばかりでなく,ご く僅かなレーザー照射 しか受けてい

ないはずの中央部の内皮細胞もエキシマレーザーにより

何 らかの影響を受けているものと思われた。この沈着物

の本態については,あ る種のコラーゲンと思われるもの

の,ま だ解明されてはおらず,内皮細胞に対する傷害の有

無に関しては,さ らに長期の観察が必要である。

今回の実験ではオプティカルゾーンの直径 5。 5mm,
トランディションゾーンを含めた切除経 9.Ommと 大き

な切除範囲の設定で レーザー照射を行った。これまでの

報告でも大きな切除を行うことで良好な矯正効果が得ら

れている2)3)]4)。 しか し,共焦点顕微鏡で観察すると角膜

周辺切除部には,あ る幅を持ったリング状の上皮下混濁

が確認されてお り,実際の臨床に応用された場合には視

力低下の原因にはならないまでもハローやグレアの出現

が危惧された。また,切 除範囲が広いだけにレーザー照射

に要する時間も長 く,今 回の矯正度数+6.ODで は約 1

分 30秒を必要とし,こ の間眼球を一定の位置に固定して

おくのが困難であった.さ らに,主 たる切除部位が周辺部

に位置するため,僅かな体動やセ ンタリングのずれが

レーザー照射の結果に大きく影響 してしまい,前述 した

ような角膜中央部への誤照射をはじめ切除深度の不均一
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性に伴う不正乱視の出現のおそれが考えられた。

さらに,本実験では上皮剥離を行わずにレーザー照射

を施行 したが,正確な矯正効果を得るためには上皮剥離

を行った後にレーザー照射をすべ きとの意見が一般的で

ある。上皮剥離を行った後に同じ矯正量の設定で遠視矯

正 PRKを 施行 した場合には,角 膜実質のさらに深層に

レーザー照射が及ぶことになり,本実験結果以上に強い

創傷治癒反応が起 こる可能性がある。

以上,遠視矯正 PRK後の角膜変化について述べたが ,

その安全性 ,有効性については今後さらなる研究が必要

と思われた。

稿を終えるに当たり,本研究に多大なご協力をいただいた

渡部保男氏,な らびにご指導ご校閲を賜りました順天堂大学

眼科学教室金井 淳教授に深謝いたします.

本論文の要旨は第51回 日本臨床眼科学会(1997年 10月 17

日,東京)に おいて発表した。
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