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要

目 的 :手術侵襲に対する角膜内皮の反応性を知る目
的で,術後の角膜内皮の形態変化を経時的に検討した。

方 法 :家 兎眼に角膜切開,上皮剥離,エ キシマレー
ザー照射の 3種の処置を行い,各処置の 6時間,1,3日 ,

1,2週後に光学顕微鏡および電子顕微鏡を用いて観察し

た。

結 果 :いずれの処置においても直後から内皮細胞間
に空隙をみたが,前房側先端の tight junctionは 保たれ

ていた。一方,細胞質内には多数のゴルジ器官,粗面小胞

体,分泌顆粒があり細胞の活性化がみられたが,観察期間

を通じ細胞の変性はなかった.各処置でみられた内皮細
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約

胞間隙は,回復速度は異なるものの,いずれも上皮修復の

後,最終的に正常に回復した。

結 論 :角膜切開,上皮剥離,エキシマレーザー照射の
外科的侵襲に対して,角膜内皮は侵襲直後から上皮障害

による水分の貯留による影響を受けるものの,そ の反応

は形態学的に可逆的な反応であることが推定された。

(日 目艮会誌 103:350-355,1999)
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Ab.stract
Purpose:Tounderstandtheresponsesofthecor- served after the procedures, but we did ob.serve

neal endothelium to different types of surgery, we many Golgi apparati, rough-surfaced endoplasmic

chronologically investigated the morphologic cha- reticula, and secreted granules, indicating that the

nges in the endothelial cells. cells had been activated. After each procedure, the

Methods: \{e did a mechanical incision, epithelial intercellular junctions and spaces required different
ablation, and excimer laser radiation on rabbit cor- amounts of time to return to normal.

neas and observed the morphologic changes in the Conclusions : These results suggest that the dif-
entlothelial cells for up to 2 weeks after surgery un- ferent kinds of surgical injuries affected the eorneal

der a light microscope and an elcctron microscope. endothelium but that the changes were reversible.
Results : Although we observed enlarged intercel- (J Jpn Ophthalmol Soc 103 :350-355, 1999)

lular spaces between neighboring endothelial cells,

intercellular adhesion kept the cells tightly joined Key words : Corneal endothelium, Photorefractive
near their apexes immediately after each procedure. keratectomy, Radial keratotomy, Exci-

No signs of endothelial cell degeneration were ob- mer laser

I緒  言

角膜内皮は角膜後面を被覆する一層の多角形細胞で構

成されている。角膜は元来実質の吸水圧および前房側か

らの眼圧により膨潤しやすい性質をもつが,角膜実質の

膨潤に対抗して角膜実質の含水率を制御しているのが内

皮細胞のバリアー機能およびポンプ機能である。角膜内

皮細胞間には多数の細胞間結合が存在するが,前房に面

した先端部には強固な結合でありながら,あ る程度水の

通過を許すという構造であるおcal tight iunctionが存在

し,バ リアーとしての機能を呆たしている。また,内皮細

胞内のイオンを細胞間隙へ能動輸送することによって浸
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透圧勾配が生じ,その勾配に従って実質中から前房への

水の移動が生じるポンプ機能も存在する。これらのバリ

アー機能およびポンプ機能により,内皮細胞は角膜実質

内の水分調節を行い,角膜透明性の恒常性維持に極めて

重要な役割を担っている
いヽ 3).

屈折異常を矯正する目的で近年,透明角膜に対 して外

科的侵襲が加えられている。しかし,屈折矯正手術は元来

透明な角膜で十分な矯正視力を有する眼に対する手術で

あり,その合併症により透明性を失うことがあってはな

らない。これまで基礎および臨床両面にわたる研究によ

り,い くつかの屈折矯正手術に対する角膜への影響や問

題点が指摘されている
4)ヽ 8,.特 に内皮細胞はヒトにおい

ては生後ほとんど分裂能を示さないことから,その侵襲

に対する角膜内皮細胞の反応性を理解することは屈折矯

正手術のみならず,角膜に対する手術の術後管理を把握

する上でも非常に重要である。

今回,種 々の角膜に対する外科的侵襲に対する内皮細

胞の経時的な変化を理解するために,家兎眼に角膜切開,

上皮剥離,エキシマレーザー照射の 3種の処置を行い,内

皮細胞の初期変化を経時的に光学顕微鏡および電子顕微

鏡を用いて形態学的に観察した。
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II実 験 方 法

日本白色家兎 (雄 ,1.5 kg,KBTオ リエ ンタル,32匹 )

に塩酸ケタミン(ケ タラール
°
)と キシラジン塩酸塩 (セ ラ

クタール①)に よる全身麻酔および 4%リ ドカイン点眼麻

酔下で,角膜切開,上皮剥離およびエキシマレーザー照射

の 3種類の処置を行った.角膜切開はダイアモンドナイ

フ(Katena社 製)を 用い,250 μmの深度で角膜中央部を
6mm直 線切開 した。上皮剥離は,角 膜中央部を直径 6
mmの 円形でゴルフ刀を用いて機械的に剥離した。エキ
シマレーザー照射は,上皮剥離後にエキシマレーザー発

生装置 (EC-5,000,NIDEK社 )を 用い,直径 6mmの 範囲
を本装置における 3D相 当の phOtorefractive keratec―
tomy(PRK)モ ー ドで実質を切除した .

各処置の 6時間,1,3日 ,1,2週後に,十分量のペントバ

ルビタールナ トリウム (ネ ンブタール
①
)耳静脈内投与に

より安楽死させ ,直後に 2%グ ルタールアルデヒドを用
い灌流固定を行った。眼球摘出後,2%グ ルタールアルデ

ヒドおよび 2%四塩化オスミウムによる二重固定を行っ

た。アセ トンによる脱水の後,エポキシ樹脂による包埋を

行った。その後,光学顕微鏡用切片を作製して トルイジン

図 1 角膜切開後の形態変化 .
a:6時 間後の光学顕微鏡写真 (ト ルイジンブルー染色).切開部直下の内皮細胞層には空胞がみられた.バーは

50 μm.b:1日 後の光学顕微鏡写真.内皮細胞層の空胞は消失し,正常角膜内皮細胞と同じ形態を示した.バー

は 50 μm.c:6時間後の透過型電子顕微鏡写真.切開部直下の内皮細胞層の細胞間は開離していた。細胞質内
には多数のゴルジ器官,粗面小胞体,分泌顆粒があり細胞の活性化がみられたが,前房側先端の tight junction

には離開をみなかった.バーは lμm.d:角 膜切開 1日 後の透過型電子顕微鏡写真.内皮細胞内の小器官の構

造は正常化し,内皮細胞間隙は消失して,正常角膜内皮細胞と同じ形態を示した。バーは lμm.
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ブルー染色による組織学的観察を光学顕微鏡 (Axloskop

50,Zeiss社 ,ドイツ :以下,光顕)で行った。次に超薄切切

片を作製し,酢酸ウランおよび硝酸鉛による二重染色後

に透過型電子顕微鏡 (JOEL-200X,日 本電子 :以下,電

顕)を用いて微細構造の観察を行った。

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.

III 結  果

1.角 膜 切 開

切開後 6時間の光顕による観察では,切開創は V字型

に開離し,切開創への上皮伸展はほとんどなかった.角膜

実質断面は涙液中の水分の浸透により浮腫を呈 し,厚み

を増していた.ま た,切開部直下の内皮細胞層には空胞が

みられた (図 la)。 電顕を用いて観察したところ,こ の空

胞は内皮細胞間の開離により生 じており,細胞内におけ

る空胞の形成はなかった。内皮細胞の前房側先端に存在

する apical tight junctionに は離開をみなかった (図 lc).
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細胞質内には多数のゴルジ器官,粗面小胞体や分泌顆粒

がみられることより細胞の活性化が生じていると判断さ

れた。切開部直下以外の角膜内皮細胞は正常構造を維持

していた。1日後では,切開部は上皮細胞により再被覆さ

れ,角膜の浮腫も消失し,内皮細胞内の小器官の構造は正

常化し,空胞を形成していた内皮細胞間隙は消失して,正

常角膜内皮細胞と同じ形態を示していた (図 lb,d)。 以

後 3日 ,1,2週間後も内皮細胞層に変化はなかった。

2。 上 皮 剥 離

上皮剥離 6時間後,光顕による観察では上皮の再被覆

はみられず,上皮欠損部の実質は涙液中の水分の浸透に

より浮腫を呈し,肥厚していた。また,上皮剥離部直下の

内皮層には空胞がみられた(図 2a).こ の空胞を電顕で観

察すると,角膜切開後に観察されたと同様に内皮細胞間

の間隙として観察された。また,細胞質内には多数のゴル

ジ器官,粗面小胞体,分泌顆粒があり細胞の活性化がみら

れた (図 2c).上皮剥離部直下以外の角膜内皮細胞は正常

構造を維持していた。3日 目には,剥離部位は上皮細胞で

再被覆され,上皮細胞の重層化も観察されて上皮の修復

は進行しており,角膜の浮腫も消失していた。一方,内皮

細胞間の空隙(空胞)は程度が軽減しているものの残存じ

図 2 上皮剥離後の形態変化 .
a:6時間後の光学顕微鏡写真 (ト ルイジンブルー染色).上皮剥離部直下の内皮細胞層には空胞がみられた。
バーは 50 μm.b:1週後の光学顕微鏡写真.内皮細胞層の空胞は消失し,正常角膜内皮細胞と同じ形態を示し
た.バーは 50 μm.c:6時 間後の透過型電子顕微鏡写真.上皮剥離部直下の内皮細胞層には細胞間の間隙がみ
られた.細胞質内には多数のゴルジ器官,粗面小胞体,分泌顆粒があり細胞の活性化がみられた。バーは lμm.

d:上皮剥離 1週後の透過型電子顕微鏡写真.内皮細胞内の小器官の構造は正常化 し,内皮細胞間隙は消失し

て,正常角膜内皮細胞と同じ形態を示した。バーは lμm.
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の 3種類の侵襲に対する角膜内皮細胞の初期の反応性を

形態学的に検討した。その結果,いずれの侵襲においても

侵襲直後から角膜内皮細胞間に空隙を生じる変化を観察

した.しかし,侵襲の種類によりその回復速度は異なるも

のの,上皮修復とともに空隙は消失し,侵襲に対する角膜

内皮の初期反応は形態学的に可逆的であることが推定さ

れた。

角膜は,実質の吸水圧および眼圧による水の静水圧に

より膨脹しやすい性質を有する。この性質に対し,角膜厚

を一定に保つメカニズムは依然として不明な点が多い

が,Mauriceに より提唱されたpump― leak理論
1)が
広 く

受け入れられている。角膜内皮細胞間は約 25～ 45 nmで

あり,所々約 3nmと 狭くなり緩やかな結合である apical
gap junctionを 形成するが,一方,前房側先端部は角膜上

皮のそれと異なり,一部隙間のあるおcal tight iunction

が存在し,強固な結合でありながらある程度水の通過を

許す性質を有する
2)。 また,内皮細胞はその細胞膜に多数

の Na― K pumpを 有 し,能動輸送により細胞間隙の Na

濃度を上昇させ,その浸透圧勾配により実質から内皮細

胞間に水分を吸収し前房へ排出する
3)と されている。こ

れらのバリアー機能およびポンプ機能により,角膜実質

ていた.1週 目では,上皮細胞はさらに分化傾向を呈 し,

内皮細胞は光顕的にも電顕的にも正常角膜内皮細胞と同

様の形態に回復 していた (図 2b,d)。 以後 2週 目も同様

に内皮細胞層に変化はなかった。

3.エ キシマレーザー

照射後 6時間では,上皮の再被覆はみられず,角膜切開

や上皮剥離後に観察されたのと同様に,照射部直下の内

皮細胞間の apical tight iunctionは 離開せずに内皮細胞

間に空隙がみられた。細胞質内には多数のゴルジ器官,粗

面小胞体,分泌顆粒があり細胞の活性化がみられた (図 3

a,c).照射部直下以外の角膜内皮細胞は正常構造を維持

していた.3日 目には,上皮欠損の再被覆は完了し,角 膜

の浮腫も消失していたが,内皮細胞間には照射 6時間後

と同様な空隙 (空胞)を みた。1週間目では,上皮細胞は増

殖し基底細胞への分化傾向を示したが,上皮剥離とは異

なり,内皮細胞間には依然空隙が残存していた。照射後 2

週間では,内皮細胞層における空胞形成はみられず,電顕

的にも正常と同様の形態に回復していた (図 3b,d).

IV考  按

今回,角膜切開,上皮剥離およびエキシマレーザー照射

図 3 エキシマレーザー照射後の形態変化 .
a:6時間後の光学顕微鏡写真 (ト ルイジンブルー染色).照射部直下の内皮細胞層には空胞がみられた.バーは

50 μm.b:2週後の光学顕微鏡写真.内皮細胞層の空胞は消失し,正常角膜内皮細胞と同じ形態を示 した。バー

は 50 μm.c:6時間後の透過型電子顕微鏡写真.照射部直下の内皮細胞層には細胞間に空隙がみられるが ,api―
cal tight junctionは 離開していなかった.細胞質内には多数のゴルジ器官,粗面小胞体,分泌顆粒を認め細胞

の活性化がみられた。バーは lμm.d:2週後の透過型電子顕微鏡写真。内皮細胞内の小器官の構造は正常化
し,内皮細胞間隙は消失して,正常角膜内皮細胞と同じ形態を示した.バーは lμm
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表 1 各種角膜侵襲に対する経時的な角膜上皮の被覆と
内皮の形態変化

日限会誌 103巻  5号

(radial keratotomy:以 下,RK)や ,エ キシマレーザーに

よる PRKお よび laserれ sjι
“
keratomileusis(以 下,LA―

SIK)な どの屈折矯正手術が開発され,諸外国で臨床的有

用性と同時にそれらの手術の限界や併発症についても報

告・
~S'さ
れてきている。RKは 角膜前面を放射状に切開

することで,急峻化 した周辺部角膜からの張力が光学領

に作用して平坦化 。遠視化が生じる。一方 PRK,LASIK

は角膜実質をエキシマレーザーのエネルギーで蒸散させ

除去 し角膜前面の曲率を減ずる。いずれの手技にも共通

する問題点は,術後の予想屈折度への正確な到達および

術後合併症の発生防 lLを いかに成し遂げるかである。そ

のどちらも手術侵襲に対する角膜の創傷治癒反応の程度

に大きく依存してお り,と りわけ角膜内皮細胞は,ヒ トに

おいては障害の不可逆性および担う機能の重要性から,

最 も注目すべきであると考えられる.RKに よる内皮細

胞への影響については,切開部直下の内皮細胞の多形性

と浮腫肥厚をみたとの報告
1'や
,内皮細胞数の減少をみ

たという報告
5)が
ある。一方,PRKに 関しては,家 兎眼を

用いた実験においてデスメ膜内に高電子密度の物質が生

じるという報告
6)ヽ いがあり,ま た,切開深度がデスメ膜ヘ

40 μm以内の距離まで到達すると,照射部直下の角膜内
皮細胞の脱落消失がみられるとの報告 '|が ある.今 回

種々の侵襲に対する角膜内皮の反応性を検討した結果 ,

侵襲直後の形態学的変化は角膜に水分が貯留 し,形態学

的に変化はみられたが,その変化は可逆的であり,内皮障

害は生じないと考えられた。しかしながら,本研究は自己

再成能力のある家兎角膜で行われたものであり,ヒ トに

おいて角膜実質の脆弱性による角膜変形などがあり,長

期にわたる角膜内皮細胞への侵襲や障害がないとは本研

究からは明言できない。さらに,長期的な角膜内皮の侵襲

に対する反応性について観察する必要がある。

屈折矯正手術は,新 しい手術法として眼科医療の一角

を担っていくことは明白である。現段階では角膜の創傷

治癒がその成果に大いに寄与するこの術式において ,

個々の術式による差異を含めたその機序の解明と制御

が ,よ り安全で有効な屈折矯正手術の発展に不可欠と考

えられる。

稿を終えるに当たり,本研究に際し多くのご助言をいただ

いた山口大学医学部眼科学教室中村雅胤博士,技術的指導を

頂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。
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