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目 的 :角膜切開術と光学的角膜切除術後の外科的侵
襲に対する角膜の生体反応を知る目的で,角膜実質細胞

の反応性と実質の再構築を検討した.

方 法 :ウサギあるいはラットに角膜切開術または光
学的角膜切除術を施行し,経時的に組織学的変化および

細胞外マ トリックス成分の局在変化を検討した。

結 果 :両術式とも術直後には,傷害部の実質細胞は
消失してアポトーシスが誘導されていた。その後,再生上

皮下に活性化実質細胞が重層化して集族し,細胞間に無

定形な物質の沈着がみられ,実質の再構築が開始されて

いた。術後 3か月,切開術では無傷の角膜と差異がない

337

約

程度まで組織学的に修復していたが,光学的切除術では

再構築された実質に細胞外マ トリックス成分の強い免疫

染色が観察された。

結 論 :両術式とも基本的には同様な実質の創傷治癒
過程を示すが,角膜切開術後の実質細胞の反応は一過性

であるのに対 し,光学的角膜切除術では持続することが

明らかとなった。(日 眼会誌 103:337-349,1999)

キーワード:角膜切開術,光学的角膜切除術,角膜実質細

胞,組織再構築,細胞外マ トリックス
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Abstract
Purpose : We investigated the keratocyte re- stromal remodeling began. Three months after the

sponse and stromal remodeling after corneal inci- surgery, corneal structure had recovered to near

sion and photorefractive keratectomy, respertively normal condition in the eorneal incisions. In photore-

to learn the difference between the two surgeries fractive keratectomy, however, strong immunoreac-

histophysiologically and immunohistochemically. tivity of extracellular matrix proteins was observed

Method.s I We performed corneal incision or pho- in the subepithelial regions.

torefractive keratectomy in rabbits or rats, and Conclusions : These results suggested that stro-

then we chronologically observed the histological mal wound healing processes were similar in both

changes and the changes in localization of extracel- corneal incision and photorefractive keratectomy.
lular matrix proteins. Corneal incision may induce transient keratocyte re-

Results: In both types of surgery, the keratocyte sponse during the stromal remodeling, but photore-

population in the damaged stroma became sparse, fractive keratectomy may induce sustained kerato-

and the cells were undergoing apoptosis immediately cyte response. (J Jpn Ophthalmol Soc 103:337-349,
after the procedures. After that, activated kerato- 1999)

cytes migrated into the acellular zone, and the cells

formed multiple layers at the resurfaced subepithe- Key words : Corneal incision, Photorefractive kerat-

lial regions. Deposition of amorphous substances ectomy, Keratocytes, Remodeling, Eex-

was obseryed between migrated keratocytes, and tracellular matrix
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I緒  言

現在,世界的に放射状角膜切開(r灘皿 keratotomy,RK)

やエキシマレーザーなどを用いた屈折矯正手術が広く行

われている。屈折矯正手術はこれまでの手術と異なり,良

好な嬌正視力を有する透明な角膜に対する手術であり,

術後嬌正視力を確保すると同時に良好な裸眼視力を目指

すという特殊な面をもっている。

屈折矯正手術の歴史は 1972年の RKに初まり1),術後

角膜の脆弱性や精度の問題を改善するために,1990年代

に入 リエキシマ レーザーによる photorefractive ker―

atectomy(PRK)が開発されてきた2)～ 4)。 その後さらに,

矯正力の拡大や術後 hazeの 問題の解決のために,auto‐

mated lamellar keratoplasty(ALK)と エキシマレーザー

を組 み合 わせ た laser― assistedれ sれ keratomileusis

(LASIK)へ と変遷してきている5)～ 7).屈 折矯正手術の外

科的技術は極めて進歩しているが,外科的侵襲に対する

角膜の反応性について術式による差異の理解は未だ十分

ではない.

屈折矯正手術は,切開により角膜の張力を変化させる

術式 (RKや asdgmatic keratotomy,AK)と 形状 を トリ

ムする術式 (PRK,LASIK)に 大きく分類される.AKや

RKな どの切開による屈折矯正手術はノモグラムの発展
により比較的許容される術後成績を得ることができる

が,年齢による効果の差や PERK Study Groupで 明らか

となった術後長期間にわたる遠視化など,未だ解明され

ていない問題点もある
8)9)。 _方 ,PRKは より精度良く手

技も簡単に近視を矯正することができるが,角膜の中心

部を照射するためhazeと 呼ばれる上皮下混濁や近視側

への戻りなどの問題点を有している
8)10)。 これらの各術式

における問題点は,外科的侵襲に対する角膜の生体反応

や創傷治癒過程によると考えられる.したがって,外科的

侵襲に対する角膜の反応性,すなわち角膜創傷治癒過程

を理解することは術後の安全性や有効性を知るためにも

重要なことである。

今回,屈折矯正手術に用いられている基本的手技である

角膜への切開と光学的切除に対して角膜がいかに反応す

るか,特に実質再構築および角膜実質細胞の反応性に焦

点を当て,形態学的および免疫組織学的に比較検討した。

II方  法

1.実験動物および角膜切開術と光学的角膜切除術の

方法

組織学的 (光学顕微鏡および電子顕微鏡)検討およびア

ポ トーシスの検出には日本自色家兎 (雄 ,1.5 kg,30匹 ,

KBTオ リエンタル)を用いた.白色家兎を塩酸ケタミン

(ケ タラール
①50,三共)お よびキシラジン塩酸塩 (セラク

タール①2%注射液,バイエル)に よる全身麻酔および 4%

リドカイン点眼麻酔した後,ダ イヤモンドナイフ(Ka―

日眼会誌 103巻  5号

tena社製)に よる角膜切開 (角膜中央部,深度は 250 μm,

6mm直線切開)あ るいは光学的角膜切除 (角膜中央部を
6mmの直径で機械的に上皮剥離,エキシマレーザー照
射)を行った。用いたエキシマレーザーは NIDEK社製の

EC‐ 5000であった.照射条件はPRK modeで ,周波数 30

Hz,78 scan行い,こ れはヒト角膜で 3 diopterの近視矯

正に相当する照射条件である.

免疫組織学的検討にはラット(Wistar系 ,雄 ,250g,16

匹,セ アック吉冨)を用い,角膜中央部にダイヤモンドナ

イフ(Katena社 製)を 用いて 150 μmの 深度で3mmの
直線切開を行った.ま た,角膜上皮を直径 3mmの大きさ
に機械的剥離 した後,エ キシマレーザーを照射 した

(PRK mode,周 波数30Hz,83 scan,ヒ ト角膜で 50μmの

深度に相当).

各処置後経時的に実験動物を過量のベントバルビター

ルナ トリウム(ネ ンブタール°,大 日本製薬)耳静脈注射
により安楽死させ,組織学的検討あるいは免疫組織学的

検討に用いた.

本研究は,山口大学医学部動物実験委員会の審査を受

け,「山口大学医学部動物実験指針」,「動物の保護及び保

管に関する法律」(法律第 105号 )お よび「実験動物の飼

養及び保管に関する基準」(総理府告示第 6号)の規制に

基づいて行われた。

2.組織学的検討

日本自色家兎に角膜切開あるいはエキシマレーザー照

射を行い,処置後 3,6時 間,1日 ,1,2週,1,3か月に安楽

死させた後,直ちに大動脈から2%グ ルタルアルデヒド

による灌流固定および点眼による固定を行った。眼球を

摘出した後,2%グルタルアルデヒドによる固定と2%四

塩化オスミウムによる二重固定を行った。アセトン系列

による脱水後,エポン樹脂による包埋を行い,薄切切片を

作製 して トルイジンブルーで染色 した後,光学顕微鏡

(Axioskop 50,Zeiss,ド イツ)に より観察した。さらに,超

薄切切片を作製し,2%酢酸ウランークエン酸鉛による

電子染色を行い,電子顕微鏡(JOEL-200X,日 本電子)を

用いて微細構造を観察した.

3.アポトーシスの検出

日本白色家兎に角膜切開あるいはエキシマレーザー照

射を行い,処置 1時 間後に限球を摘出 してOCT com―

pound(Miles,Elkhart,米 国)中 に包埋 し,ド ライアイス

・アセ トン中で凍結 してMicrotome cryostat(HM 505

N,Zeiss,ド イツ)を用いて厚さ6μmの凍結切片を作製
した。Apoptosis Detection System(Promega,Madison,

米国)を 用いて TdT―mediated dUTP― bistin nick end la‐

beling method(TUNEL)染色後,リ ン酸緩衝生理食塩水

(PBS):無蛍光グリセリン(1:2)の混合液で封入し,蛍

光顕微鏡 (Axloskop 50,Zeiss,ド イツ)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.

4.免疫組織学的検討
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図 1 角膜切開,エ キシマレーザー
照射直後の組織変化 .

角膜切開(A～E)お よびエキシマ

レーザー照射 (F～J)直後におい

て,角膜切開では切開創が V字型
に開き(A),エ キシマレーザー照

射では,実 質が露出されていた

(F),い ずれの術式においても傷

害部断面の角膜実質細胞は変性

してお り(B,G),変 性 した細胞は

,,農縮 した核 クロマチ ン(*,C,

H),ア ポ トーシス小体 (矢 じり,

D,I)の 形成がみられ,傷害部断面

に TUNEL陽 性細胞 (矢 じり)が
あった (E,J).
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細胞外マ トリックスであるラミニン,VI型コラーダン

およびフイブロネクチンの局在変化を免疫組織学的に検

討した。

1)抗体
一次抗体として,ウ サギ血清抗ヒトフィブロネクチン

抗体(LSL),ウ サギ血清抗マウスラミニン抗体(LSL)あ

るいはウサギ血清抗マウスIV型 コラーゲン抗体 (LSL)

を,陰性対照として正常ウサギ血清(Cappel,Aurora,米

国)を ,二次抗体としてフルオレセイン・イソチオシアネ

イト標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体 (Cappel)を 用いた。それ

ぞれ 1%のウシ血清アルブミンFraction― V(BSA,Inter―

日限会誌 103巻  5号

gen,Purchase,米 国)を添加したPBSを 用いて 1,000倍

に希釈した。

2)ラ ット角膜組織の細胞外マ トリックスの経時的観

察

ラットに角膜切開あるいはエキシマレーザー照射を行

い,処置後 1日 ,1,2週 ,1,3か 月に眼球を摘出して OCT
compound(Miles,Elkhart,米 国)中 に包埋 して ドライア

イス・アセ トン中で凍結 し,Microtome cryostat(HM

505N,Zeiss,ド イツ)を用いて厚さ6μmの凍結切片を作
製した。PBSで洗浄後,切片を1%BSA添加 PBSと 1時
間 (室温)反応させて非特異的反応を防止した。一次抗体

図 2 角膜切開,エキシマレーザー照射 1週間後の組織変化 .
A:角膜切開 1週間後では,過形成した上皮と上皮下に多数の角膜実質細胞 (矢 じり)があった。B,Ci角 膜実
質細胞は上皮 (epi)直 下に層状に集族 してお り,活性化 した角膜実質細胞 (*)が あった。D:エ キシマレー

ザー照射 1週間後では,照射部に角膜実質細胞 (矢 じり)が侵入し始めていた。E,F:電子顕微鏡 (電顕)に よる

観察では上皮 (epi)下 に細胞成分がみられず,ア ポ トーシス小体の残骸 (矢 じり,*)があった。
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症期を過ぎて,上皮細胞が増殖して過形成を来し,上皮下

では活性化した角膜実質細胞が集族して新たなマトリッ

クスの合成を開始する時期で,創傷治癒過程の細胞活性

期であると考えられた.一方,エキシマレーザー照射では

上皮の再被覆は完了していたが,実質の無細胞領域は残

存し,周囲から活性化角膜実質細胞が侵入し始め,炎症期

から細胞活性期へ移行する時期であると考えられた。

3)2週間後の変化

角膜切開 2週間後,切開部の上皮の厚みは薄くなり始

め,上皮細胞の分化が進行していると考えられた。また,

切開 1週後と同様に切開部の上皮下には多数の角膜実質

細胞が観察された (図 3A)。 電顕による観察では,上皮下

の角膜実質細胞は互いに距離をおいて層状に集族してい

た(図 3B)。 実質細胞間のスペースには無定形な細胞外

マ トリックスがみられた (図 3C).

エキシマレーザー照射 2週間後,照射部の再被覆した

上皮は重層構造を示し,分化が進行していると考えられ

た。上皮下に多数の角膜実質細胞が観察された(図 3D).

電顕による観察では,上皮下の角膜実質細胞は残存した

実質表層のコラーダン線維と上皮との間にわずかな距離

をもって層状に集族しており(図 3E),角 膜実質細胞間

には無定形な細胞外マトリックスがみられた (図 3F)。

このように,1～2週にかけて角膜切開では上皮下に集

族してきた角膜実質細胞により細胞外マ トリックス成分

の合成が行われて細胞間に無定形の蓄積がみられ,創傷

治癒過程の再構築期であると考えられた。一方,エキシマ

レーザー照射では徐々に活性化した角膜実質細胞が遊走

してくるとともにマ トリックスの合成が開始し,細胞活

性期から再構築期に移行する時期であると考えられた。

4)3か月後の変化

角膜切開後 3か月では,上皮の厚みはさらに薄くなる

ものの正常角膜上皮に比して,未だ過形成を呈していた。

上皮下実質中の角膜実質細胞間の距離はさらに開き,ほ

ぼ正常角膜でみられるような細胞間隔になっていた(図

4A)。 電顕的に,上皮基底膜構造がなられるものの未だ

不整で,上皮直下の実質部にはコラーゲン線維をほとん

ど含まず,無定形な物質が存在していた (図 4B,C).さ ら

に,実質深層部の角膜実質細胞周辺では比較的整然とし

たコラーゲン線維があったが,コ ラーゲン線維間には電

子密度の高い無定形な構造が散在していた (図 4D).

エキシマレーザー照射後 3か月では,上皮の重層構造

はほぼ正常化し,実質中の角膜実質細胞間の距離も正常

化してきた (図 4E)。 電顕的には,上皮下に比較的平滑な

基底膜構造が観察された。上皮直下の再構築された実質

浅層部では,比較的整然としたコラーゲン線維間に電子

密度の高い物質が存在していた (図 4F～ H).

このように角膜切開 3か月には,形態学的にかなり正

常な角膜構造に修復してきていると考えられたが,上皮

細胞層と実質との境界はまだ平滑ではなかった。一方,エ

あるいは陰性対照用の血清と室温で 1時間反応させた。

PBSで洗浄後,二次抗体を室温で 1時間反応させた。PBS

で洗浄後,PBS:無蛍光グリセリン(1:2)の 混合液で封

入し,蛍光顕微鏡 (Axioskop 50,Zeiss,ド イツ)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。

III 結  果

1.形態学的観察

1)術後早期 (直後から6時間)の変化

角膜切開後早期の光学顕微鏡 (光顕)に よる観察では,

切開創はV字型に開き(図 lA),切開断面近傍の角膜実

質には断裂したり不均一に染色される変性した実質細胞

があった(図 lB)。 電子顕微鏡 (電顕)で観察すると,iり豊縮

した核クロマチン(図 lC)お よび膜に包まれて細かく分

解したアポトーシス小体の形成があった(図 lD).ま た,

角膜組織のTUNEL染 色を行 うと,正常角膜では TU―
NEL陽性細胞はほとんどなかったが,切開を加えた角膜

では切開断面近傍にTUNEL陽性細胞が多数あった(図
lE).

エキシマレーザー照射後早期の光顕観察では,実質表

層は露出し(図 lF),切除された実質表層の細胞は変性

していた(図 lG)。 電顕で観察すると,変性した角膜実質

細胞には核クロマチンのiり艶縮 (図 lH)やアポトーシス小

体があった (図 lI).TUNEL染 色 を行 うと,エ キシマ

レーザー照射部位に一致して,TUNEL陽性細胞が多数
あった (図 lJ).

これらの所見から,角膜切開あるいはエキシマレー

ザー照射のいずれの術式においても,術後早期には傷害

部近傍の角膜実質細胞はアポトーシスにより細胞死に陥

り,無細胞領域が形成されることが明らかになった。

2)1週間後の変化

角膜切開 1週間後,切開部は上皮細胞で再被覆され,過

形成した上皮下に紡錘形をした角膜実質細胞が多数あっ

た (図 2A).電顕による観察でも,紡錘形をした角膜実質

細胞は上皮直下に層状に集族してお り(図 2B),こ れら

の細胞間にはコラーゲン線維がほとんど観察されず,再

被覆した上皮細胞層の下に遊走してきたと考えられた.

さらに,こ れらの細胞は多数の粗面小胞体を有しており,

活性化した角膜実質細胞であると考えられた(図 2C).

エキシマレーザー照射 1週間後,照射部は角膜上皮細

胞で完全に再被覆されていた。術後早期に観察された無

細胞領域の照射周辺部では太い突起をもった角膜実質細

胞が多数あり,レ ーザー照射により周辺部から活性化し

た角膜実質細胞が無細胞領域に侵入してくることが推測

された (図 2D)。 しかし,照射中央部の上皮下には細胞成

分はみられず (図 2E),一部散在せずにアポ トーシス小

体が紡錘形に残存していた(図 2F).

これらの所見から,術 1週間後の角膜切開は早期の炎
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キシマレーザー照射では上皮下の実質に比較的整然とし

たコラーゲン線維があり,組織の再構築がかなり進行し

ていると考えられた。

2.免疫組織学的検討

1)フ ィブロネクチン

日眼会誌 103巻  5号

正常ラット角膜において,フ イブロネクチンは上皮基

底膜,実質細胞および実質のコラーゲン線維に沿って存

在し,さ らにデスメ膜にもみられた(図 5A).

切開早期 (1日 後),切開断面にフィブロネクチンの強

い蛍光が観察された (図 6A)。 エキシマレーザー照射 1

図 3 角膜切開,エ キシマレーザー照射 2週間後の組織変化.
角膜切開 2週間後では,上皮下に多数の角膜実質細胞が観察された (A)。 実質細胞は互いに距離をおいて上皮

(epi)下 に層状に集族し(B),細胞間に無定形な細胞外マ トリックスがあった(C).エ キシマレーザー照射 2週

間後,上皮下に角膜実質細胞の集族があった(D).集族 した角膜実質細胞は,上皮 (epi)の直下に位置し(E),細

胞間に無定形な細胞外マ トリックスがあった (F).

. 100「 m100「m

口■

（球
い
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図 4 角膜切開,エキシマレーザー
照射 3か月後の組織変化 .

角膜切開 3か 月後,上皮は未だ

過形成を呈 していたが,実質細

胞の密度はほぼ正常化 していた

(A).再構築された部位に無定形

なマ トリックスがあったが (B,

C),実質深層では層状にコラー

ゲン線維の走行があった(D).エ

キシマレーザー照射 3か月後 ,
上皮はほぼ正常化 し,実 質細胞

の密度 もほぼ正常化 していた

(E)。 再構築された実質は無定形

な細胞外マ トリックスであった

が(F,G),コ ラーゲ ン線維 を含

んでいた(H).
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図 5 正常ラット角膜における細胞外マ トリックス成分
の局在 .

フィプロネクチンは上皮基底膜,実質中およびデスメ

膜にあった(A).ラ ミニンは上皮基底膜とデスメ膜に

あった (B).IV型コラーゲンも上皮基底膜とデスメ膜

にあり,実質にも点状にみられた (C).

日後のフイブロネクチンも照射部の実質浅層に強い蛍光

が観察された(図 6C)。 したがつて,術 1日 後はいずれの

術式においても傷害部の実質表層に上皮細胞が欠損部を

再被覆するための一時的な基底膜としてフィプロネクチ

ンが傷害部に発現してくることが明らかとなった。

角膜切開 3か月後では,フ ィブロネクチンは正常角膜

でみられるのとほぼ同様な局在であったが,切開創上皮

下ではわずかに強い蛍光があった(図 6B)。 しかし,エキ

シマレーザー照射 3か月後でもフィブロネクチンは上皮

下に強い蛍光として観察され (図 6D),再構築された部

位で角膜実質細胞が活発にフイブロネクチンを合成して

いることが推定された。

日眼会誌 103巻  5号

2)ラ ミニン

正常ラット角膜では,ラ ミニンに対する蛍光は上皮基

底膜とデスメ膜にみられ,実質中にも薄 く線上にみられ

た (図 5B)。

切開 1日 後には,ラ ミニンに対する蛍光は上皮細胞が

再被覆した上皮と実質の境界部にわずかに発現 していた

が,切開断面にはラミニンに対する蛍光はなかった (図 7

A).エ キシマレーザー照射 1日 後には照射部にラミニン

に対する蛍光はなかった (図 7C).し たがって,術 1日 後

はいずれの術式においても傷害部の上皮基底膜部のラミ

ニンは消失しており,基底膜が切断・切除されているこ

とが明らかとなった。

角膜切開 3か月後では,ラ ミニンに対する蛍光はいっ

たん増加した切開創上皮下の実質中の蛍光もかなり減弱

し,切開創周囲はほぼ正常角膜でみられる局在と同様で

あった (図 7B)。 しかし,エキシマレーザー照射 3か月後

では,フ ィブロネクチンの局在と同様にラミニンも上皮

下に強い蛍光として観察され(図 7D),移 動 した角膜上

皮細胞および再構築された実質の角膜実質細胞により活

発にラミニンが合成されていることが推定された。

3)IV型 コラーゲン

正常ラット角膜の IV型 コラーゲンに対する蛍光は,

上皮基底膜とデスメ膜にみられた以外に実質中にも点状

にみられた (図 5C)。

切開 1日 後,IV型 コラーゲンに対する蛍光は切開断面

には全 くなかった(図 8A).エキシマレーザー照射 1日

後も照射部にIV型 コラーゲンに対する蛍光はなかった

(図 8C).し たがつて,術 1日 後はいずれの術式において

も傷害部の上皮基底膜部の IV型 コラーゲンはラミニン

と同様に消失し,基底膜が切断・切除されていた。

角膜切開 3か月後では,IV型 コラーゲンに対する蛍光

はラミニンの局在と同様,いったん増加した切開創上皮

下の実質中の蛍光もかなり減弱し,切開創周囲はほぼ正

常角膜でみられる局在と同様であった(図 8B)。 しかし,

エキシマレーザー照射 3か月後では,IV型 コラーゲンも

上皮下に強い蛍光として観察され(図 8D),再構築され

た角膜実質細胞により活発にIV型 コラーゲンも合成さ

れていることが推定された。

IV考  按

今回,術式の異なった角膜切開術と光学的角膜切除術

後の角膜実質細胞の反応性を形態学的に,ま た,再構築さ

れた実質の細胞外マトリックスの局在変化を免疫組織学

的に比較検討した。その結果,術式により角膜の創傷治癒

過程の質には差はなかったが,外科的侵襲に対する角膜

の反応時期あるいは程度は明らかに異なっていた。すな

わち,角膜切開術は比較的速やかに傷害部は修復される

が,光学的角膜切除術では実質細胞の活性化が持続し,マ

トリックスの蓄積が長期にわたりみられることが明らか
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図 6 角膜切開,エキシマレーザー照射後のフィブロネクチンの局在変化 .
切開 1日 後,切開断面に強い蛍光が観察された(A).照射 1日 後も照射部の実質浅層に強い蛍光が観察された

(C).角膜切開 3か月後には上皮下にわずかに強い蛍光が観察された(B).照 射 3か月後,上皮下に強い蛍光が

観察された(D).

オー
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図7 角膜切開,エキシマレーザー照射後のラミニンの局在変化.
切開 1日 後,切開断面に蛍光はなかった(A).照射 1日 後も照射部に蛍光はなかった(C).角膜切開3か月後に

は上皮下にわずかに蛍光が観察された(B).照射 3か月後,上皮下に強い蛍光が観察された(D).
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図 8 角膜切開,エキシマレーザー照射後の iV型コラーゲンの局在変化.
切開 1日 後,切開断面には全くなかった(A).照射 1日 後も照射部にはみられなかった(C).角膜切開3か月後

には上皮下にわずかに螢光が観察された(B).照射 3か月後,上皮下に強い螢光が観察された(D).

角膜切開術 炎症期  細胞活性期   再構築期

導 の蓄積)

光学的角膜
切除術

0    0.3    1     3     10    30    100   300

受傷後の日数

図 9 角膜切開術 と光学的角膜切除術後の経時的な角膜
実質の創傷治癒過程 .

となった。

今回得られた2種類の外科的侵襲に対する角膜の形態

学的変化および細胞外マ トリックス成分の局在変化は,

既に報告されている角漠切開術あるいは光学的角膜切除

術後の個々の結果と非常に良く一致していた
11)～ 23)。
従来

までは個々の外科的侵襲に対する経時的な角膜創傷治癒

変化しか観察されておらず,術式の違いによる角膜の反

応性の差異についての比較は明らかにされていなかっ

た。今回,角膜切開術と光学的角膜切除術の 2種類の外科

的侵襲に対する角膜の反応性を同時に比較することによ

り,同 じような目的で用いられている屈折矯正手術でも,

異なった術式では角膜に対する反応性は大きく異なって

いることが明らかとなった.したがって,種々の屈折矯正

手術が報告されているが,各術式による角膜の反応性の

差異を理解することは術後の有効性や安全性を知る上で

も非常に重要なことである。

一般に創傷治癒の研究は皮膚を用いて良く研究されて

いる2)25)。 皮膚での創傷治癒は生体が傷害を受けた場合

には,ま ず,血管収縮による止血,血小板による血液凝固

反応による血液凝固期がある。次に,多核白血球を中心と

する炎症細胞の浸潤が起こり,感染防御ならびに創傷治

癒の開始を促す炎症期,続いて受傷部周辺の線維茅細胞

の活性化や遊走の開始する細胞活性期,その活性化した

線維芽細胞により産生された細胞外マトリックスによる

組織の再構築期を経て創傷治癒は終了する。皮膚では血

液成分や炎症細胞が創傷治癒過程に重要な役割を果たし

ており,こ れらが産生する増殖因子 (TGF― β,EGF,FGF

など)やサイ トカイン(IL-1,IL-6,TNF― αなど)に より

治癒反応の制御 。調節がなされている
26)27)。 _方

,角膜は

無血管組織であるため皮膚における創傷治癒過程の血液

凝固期に相当する時期はないが,基本的に同じような過

程で炎症期・細胞活性期 。再構築期を経て治癒する。ま

た,角膜では活性化した角膜実質細胞が治癒過程で重要

な役割を演じており,角膜実質細胞の機能調節が創傷治

癒過程に大きく影響される
28)ヽ 32).

角膜切開術と光学的角膜切除術後の経時的な角膜実質

の創傷治癒過程は図 9の ように要約できる。今回検討し

(マ トリックス

こ

↓
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角膜に侵襲が加わった直後,傷害部の実質層は無細胞

領域を形成することはよく知 られていた劉
り,～ 51)。 しか

し,最近の研究でこの無細胞領域の形成にはアポ トーシ

スが関与 していることが明らかになり,角膜への侵襲の

種類にかかわらず傷害直後に傷害部周辺の角膜実質細胞

はアポ トーシスが誘導されて無細胞領域を形成 し,こ の

アポ トーシスの誘導が創傷治癒開始のシグナルとして働

いている可能性が報告
47)52)～ 54)さ れている。今回の我々の

結果でも,角膜切開あるいは光学的角膜切除術のいずれ

の術式によっても,直後から傷害部近傍の角膜実質細胞

は核クロマチンの濃縮 ,ア ポ トーシス小体の形成がみら

れ,かつ TUNEL陽 性であったことから,ア ポ トー シス
の誘導により細胞死に陥り,無細胞領域が形成されるこ

とが確認できた。傷害に反応してアポ トーシスが誘導さ

れる機序については IL‐ 1や Fas― Fas ligand系 の関与が

報告
55)-57)さ
れているが,未だ十分に解明されていない。

屈折矯正手術は,透明な角膜に外科的侵襲を加えて,裸

眼視力の向上を目指す手術である。そのため,安全性 とし

て瞳孔領の透明性の維持は絶対的条件である。同時によ

り良い効果を得るためには,正確なノモグラムだけでは

なく,個 々の症例で,矯正効果を制御すること,すなわち,

術後の創傷治癒を制御できればより正確な矯正効果を得

られるはずである。そのためには,角膜創傷治癒機構やそ

の薬理学的制御の解明が今後も益々重要であると考えら

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西田輝夫教授に深謝いたし

ますとともに,多 くのご助言をいただいた中村雅胤博士,技術

的指導をいただいた山口和人助教授,新宅隆雄博士に感謝い

たします。また,実験などで御世話になりました末冨美千代

氏,武内清枝氏に厚く御礼申し上げます .

本論文の要旨は第 102回 日本眼科学会総会(1998年 ,福岡

市)で発表した。
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11'｀ S'さ れており,こ れら液性因子

が角膜上皮細胞あるいは角膜実質細胞に作用して持続的

な組織の再構築を引き起こしているのかも知れない.
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