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要

目 的 :全層角膜移植術 (penetrating keratoplasty,

PKP)後の角膜創傷治癒を免疫組織化学的に解析する。

対象と方法 :白 色家兎 20眼 を用いて PKPを 施行 し,

術後 3日 ,1,2週間,1,3か 月日の角膜組織をサンプルと

し,コ ラーゲン(1,IⅡ ,IV型 ),ラ ージプロテオグリカン,

コンドロイチン4硫酸,コ ン ドロイチン6硫酸,ビ メン

チンの各抗体を使用して免疫染色を行い,経時的にその

染色性を検討 した。

結 果 :術後 3日 目までに hOst― gra■ junctiOnに沿

って IV型 コラーゲンが発現 していた。術後 7日 目まで

には,創部で III型 コラーゲン,ラ ージプロテオグリカ
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ン,コ ン ドロイチン 6硫酸の発現が増加 し,そ の後,こ れ

らは次第に消失 した.上皮創傷治癒には 1か 月以上を要

し,Descemet膜の再生は術後 3か 月を経過 してもなお

未完了であった。

結 論 :PKP後の角膜創傷治癒 においては,III型 コ

ラーゲン,ラ ージプロテオグリカン,コ ン ドロイチ ン 6

硫酸が重要な役割を果たしていると考えられた。(日 眼会

誌 103:519-526,1999)

キーワー ド:全 層角膜移植,角 膜創傷治癒,細胞外マ ト

リックス,コ ラーゲン,プ ロテオグリカン
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Abstract

P=ιrpose:To analyze corneal、 vOund healing,after     pOstOperative tinle. IEpithelial 、vound healing re‐

penetrating keratOplasty(:PK:P).                       quired nlore than one rnonth,whereas the remodel―

■4αιerじαJs αれα ′πθ′λοas:Ⅵre perfOrimed PIKP On    ing of Descemet's lnembrane did nOt ternlinate at 3

20 white rabbit eyes,and applied ilnlnunOhiStOChelni‐     lnOnthS after PKP.

cal techniques。 「
I｀he distribution of type I,III and IV       Cわ れcJ“ stοれ :The data from this study suggest

c01lagens,large prOteOglycarl,chondroitin 6-sulfate,     that type III collagen,large prOteoglycan and choll‐

chondroitin 4-sulfate,and vilnentiin was deterinined     drOitin 6-sulfate play a crucial role in the corneal

at pOstOperative intervals of 3 days, l week, 2     wound healing after PKP。 (J Jpn ()phthal■lol Soc

,veeks,l nlonth and 3 nlonths.                          103:519-526,1999)
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and chondroitin 6-sulfate had increased in the re‐                gen,IProteoglycan

pair region, and then dilninished with increaSing
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近年の細胞生物学,分子生物学の進展により,かつては

組織を構築するための単なる足場 と考えられていた細胞
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などの細胞側の接着分子の解明
1)や

,さ らに,こ れらの接

着分子に対するマ トリックス側のリガンドのアミノ酸配

列レベルでの同定
2)に よって,細胞外マ トリックスは細

胞活動に動的な影響を与える生理活性物質の側面を持つ

ことが次第に明らかになってきた。

創傷治癒においては,受傷を契機として細胞は新たな

細胞外マ トリックスを産生するが,細胞外に分泌された

マ トリックス成分は組織の三次元的な“場"の情報を細胞

にフィー ドバックし,細胞はその情報に基づいて自らの

挙動を決定していくと推測される。細胞と液相としての

サイトカイン,そ して,固相としてのマ トリックス,こ れ

らの精巧な情報のクロス トークによって創傷の治癒は完

成される。

角膜は無血管組織であるため,創傷治癒過程における

細胞と細胞外マ トリックスの相互作用の解明のために,

極めて単純化されたモデルを提示しているといえる。さ

らに,角膜移植眼における創傷治癒では,細胞同士が自己

と非自己の壁すら乗 り越えて,組織の修復のために調和

的に機能することを示 している。

過去における角膜創傷治癒の研究は,放射状角膜切開

術 (radial keratotomy,RK)3)や エキシマレーザ_3)ヽ 7)な

ど,屈折矯正手術後の角膜やアルカリ外傷モデルなどを

用いた研究が多 く,全層角膜移植後の角膜創傷治癒を細

胞外マ トリックスの再生という観点から経時的に観察し

た報告はほとんどない。

今回,我 々は家兎の全層角膜移植モデルを用いて角膜

創傷治癒における細胞外マ トリックスの役割を明らかに

する目的で本研究を行った。

II実 験 方 法

白色家兎 (体重 2.5～ 3.O kg)10匹 を実験に使用 した。

塩酸ケタミン(ケ タラールC筋
注)お よびキシラジン塩酸

塩 (セ ラクタールC筋注)で全身麻酔後,6mmト レパンで

角膜移植片を作製し,異 なる個体間で交換移植を行い,10

-0ナ イロン糸で 16針端々縫合した。術直後と翌日から 1

日2回抗生剤を点眼した。術後 3日 ,1,2週 間,1,3か月後

に各 2匹ずつをペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブ

タール①静注)で致死後,眼球を摘出し,強角膜片を作製し

た。強角膜片はOCT compound(Baxter scientific)に 包

埋 し,直 ちに液体窒素中で急速凍結し,ク リオスタットで

薄切 して 7μmの凍結切片を作製 した.切 片は室温で 1

時間風乾 した後,4℃ で 10分 間アセ トン固定 し,0.01M
リン酸緩衝液(PBS)で 15分間洗浄した。3%過酸化水素

水に 10分 間浸 して,内 因性ベルオキシダーゼの除去を

行った後,1%ウ シ血清に 30分 間反応させ,非特異反応

のブロッキングを行 った。免疫染色法 として labelled

strept― avidin biotin(LSAB)法 を用い,以下に示す一次抗

体を60分間反応させた。抗 I型 コラーゲン抗体 (mouse,

1:200,CarbiOchem,Cambridge,米 国),抗 IⅡ 型 コ ラー
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ゲ ン抗体 (mouse,1:200,Carbiochem),抗 IV型 コラー

ゲン抗体 (goat,1:200,Southern Biotechnology,Bir―

mingham,米 国)抗 ラー ジ プ ロ テ オ グ リ カ ン抗 体

(mouse,1:200,生化学工業),抗 コンドロイチ ン4硫酸

抗体 (mouse,1:200,生 化学工業),抗 コンドロイチ ン6

硫酸抗体 (mouse,1:200,生 化学工業),抗 ビメンチ ン抗

体(mouse,1:200,Dako,Carpinteria,米 国).二 次抗体 と

してビオチンラベル抗 mouseお よびgoat lgG抗 体 (1:

100,Dako)を 30分間反応させ,さ らに,ペ ルオキシダー

ゼ標識ストレプ トアビジン(Dako)を 15分間反応させた

後,基質溶液(0.02%過酸化水素水+ジアミノベンジン)

を滴下して発色させた.切片はメチルグリーンで核染色

を行い,エ タノール系列で脱水,キ シロール透徹後,カ ナ

ダバルサムで封入 し光学顕微鏡で観察した。陰性対照 と

して一次抗体の変わりに1%(ウ シ血清)と 反応させた切

片を用いた。また,プロテオグリカンに対する免疫染色は

ブロキング操作の前にコンドロイチナーゼ ABC(生化学

工業)に よる消化を行った。すなわち,切片を0.2 unity

mlの ABCase,酢酸ナ トリウム,20 mMTris― HCL,pH 8。

0溶液中で 37℃ ,1時 間反応させた。

III 結  果

術後 3日 :術 後 3日 の所見では host‐ graft間 の創傷

治癒は不十分で,角 膜全層にわたる間隙に上皮細胞や多

核白血球が入 り込んでいた (図 lA,B).創 部表面は上皮

細胞 によって覆われていたが,こ の部分での IV型 コ

ラーゲンの染色性は不整で,上皮基底膜はまだ十分に形

成 されていなかった (図 lC)。 実質の host― graft間 の間

隙に入 り込んだ上皮細胞 と,こ の部分に集積 した角膜実

質細胞の周囲には IV型 コラーゲンの染色が観察 された

(図 lD)。 創部は浮腫 を起こし,角 膜厚は正常の約 2倍程

度まで厚 くなっていた。創部の周辺にはビメンチ ン陽性

の角膜実質細胞が集積 していた (図 lE).創 部周囲の実

質細胞付近にラージプロテオグリカンの染色所見がかす

かにみられた (図 lF).Descemet膜の断裂部は実質側に

カール状に入 り込んだまま再生していなかった (図 lG).

術後 1週間 :Host― graft間 の間隙は消失 し,こ の部分

に新たに結合組織が形成され,創 部の角膜厚は約 1.5倍

になっていた (図 lH)。 上皮基底膜の IV型 コラーゲンは

本来の線状の染色性 を示さず,創部の上皮下に diffuseに

染色 されていた (図 2A).形態的に上皮の層状構造はほ

ぼ回復 しているものの,創部での上皮基底細胞の一部は

正常角膜上皮では発現 しないビメンチンを発現 していた

(図 2B).新たに形成 された結合組織中には,ビ メンチ ン

陽性の実質細胞が高密度に集積 している (図 2B)。 この

結合組織は I,III型 (図 2C),IV型 コラーゲン(図 2A)お

よびラージプロテオグリカン,コ ンドロイチン6硫酸 (図

2D)に 対する染色性陽性である。この新 しい結合組織中

では,コ ンドロイチ ン4硫酸に対する染色性はむ しろ低
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下していた (図 2E)。 断裂 した Descemet膜 は,こ の時期

にはまだ実質中にカールしたままであった(図 lH).

術後 2週間 :創 部の上皮下でのIV型 コラーゲンの発

現は,こ の時期になっても実質浅層まで dttuseな 染色性

を示していて,本来の線状の染色性に回復していなかっ

た (図 2F)。 創部には 1週 目同様 III型 コラーゲン(図 2
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図 l A:術 後 3日 .上皮側 host― graft iunctionで は創は離開し,上皮細胞が創部に入 り込んでいる.ヘ マ ト

キシリン・エオジン(HE)染 色.B:術後 3日 .Host― grai lunctionの 実質部分にも上皮細胞 (*印 )が入 り込

み,創部周辺に実質細胞が集積 している.HE染色.C:術後 3日 .抗 IV型 コラーゲン抗体.創 部では基底膜

構造が失われている。D:術後 3日 .抗 IV型コラーゲン抗体.Host― grぎt iunctiOnの 実質部分に集積 した上

皮および実質細胞の周囲にIV型 コラーゲンの染色性が観察される。E:術後 3日 .抗ビメンチン抗体.Host

―graft iunctionに 活性化 した実質細胞が集積する.F:術後 3日 .創部の周囲にラージプロテオグリカンの

染色性がかすかにみられる.G:術後 3日 .Descemet膜 は断裂 し実質側にカール状に入 り込んでいる。トル

イジンブルー (TB)染色.H:術後 1週間.Host― graft iunctiOnに は新たな結合組織が形成される.TB染 色 .

バーはすべて 100 μm
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G)お よびラージプロテオグリカン(図 2H)が発現 し,コ

ンドロイチン4硫酸に対する染色性は低下 したままで

あった(図 3A).

術後 1か月 :術後 1か月日には,host― graft間 にはま

だ角膜実質細胞の集積をみるものの,角 膜厚はほぼ正常

角膜 と同等に回復 している(図 3B)。 しか し,実 質のコ

ラーゲン線維の連続性はまだ十分に回復しているとはい

日眼会誌 103巻  7号

図 2 A:術後 1週 間.抗 IV型 コラーゲン抗体.IV型 コラーゲンは difuseに 染 まり基底膜本来の形態は回

復 していない.B:術後 1週間.抗 ビメンチ ン抗体.創部にはビメンチン陽性の実質細胞が高密度に集積 し,

上皮基底細胞も一部ビメンチンを発現 している。Ci術後 1週間.抗 ⅡI型 コラーゲン抗体.新たに形成され

た結合組織はIII型 コラーゲンを含んでいる。D:術後 1週間.抗コンドロイチ ン6硫酸抗体.E:術後 1週

間.抗 コン ドロイチ ン4硫酸抗体.F:術後 2週 間.抗 IV型 コラーゲン抗体.G:術後 2週 間.抗 ⅡI型 コ

ラーゲン抗体.H:術後 2週間.抗 ラージプロテオグリカン抗体.バーはすべて 100 μm

い難く,一部縦方向に断裂していた(図 3B).

術後 3か月 :角 膜の浮腫は消失し,実質のコラーゲン

線維は連続性を回復 していた(図 3C).IV型 コラーゲン

は一部 dFuseに 染色されているものの,本来の線状の基

底膜構造に回復しつつあった(図 3D).Descemet膜 の断

裂部では新 しい Descemet膜 が再生されつつあるが,本

来の Descemet膜 に比較 して約 1/2以下の厚みであ り
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図 3 A:術後 2週間.抗 コンドロイテ ン4硫酸抗体.染色性は低下 したままである。B:術後 1か 月.実質の

コラーゲン線維は一部断裂したままである.TB染色.C:術 後 3か月。実質のコラーダン線維の連続性はほ

ぼ回復 している.TB染色.D:術後 3か月.抗 IV型 コラーゲン抗体.基底膜本来の線状の構造に戻 りつつ

ある。EI術後 3か月.抗 IV型 コラーゲン抗体.新 しい Descemet膜が再生されつつあるが,厚 みは1/2以

下である。F:術後 3か月.抗 ラージプロテオグリカン抗体.ほ とんど染色性をみない。G:術後 3か月.抗 コ

ンドロイチン6硫酸抗体.正常部と創部の差は観察されなくなる。H:術後 3か月.抗 III型 コラーゲン抗

体.バーはすべて 100 μm

(図 3E),ま た,断 裂部付近ではIV型 コラーゲンが di■

hseに 発現 していることか ら,Descemet膜 は術後 3か

月経過 してもまだ再生過程にあることを示 していた(図

3E).ラ ージプロテオグリカンに対する創部での染色性

の増強は,も はや観察されなくなっていた (図 3F).同様

にコンドロイチン6硫酸の発現も正常部との差異が少な

くなっていた (図 3G)。 しか し,創部での III型 コラーゲ

ンの発現はこの時期になってもやや増強 していた (図 3

H).

IV考  按

角膜を構成する細胞外マトリックスは,主 にコラーゲ
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ンとプロテオグリカンである。近年,新 しいコラーゲンの

分子種が次々と明らかにされているが,角膜中にもXII

型コラーゲン8)9)や XVII型 コラーゲン |。 )な どの新 しい

分子種が同定され,こ れらの機能的役割が関心を集めて

いる。一方,プ ロテオグリカンの研究は,そ の化学構造の

多様性や側鎖のグリコサミノグリカンの複雑な硫酸化構

造などのため,他の細胞外マ トリックス成分と比較して

も未解明の点が多かったが,最近になり,コ アプロテイン

の遺伝子のクローニングが進み,そ の一次構造が次々に

明らかにされてきた。また,種 々のプロテオグリカンに対

するモノクローナル抗体の開発や高速液体クロマ トグラ

フィを用いた研究によって,そ の角膜中の局在や定量的

解析が可能になってきた.

角膜の創傷治癒過程はRKな どの屈折矯正手術におい

て詳細に検討されている3)。 このような切開によって生

じた創部では,術直後から角膜上皮細胞が移動 し細胞増

殖を伴いながら,やがて創部は epithelial plugに よって

充填される.同 時に創部周囲には トランスフォームした

角膜実質細胞が集積し,新 たなコラーゲン産生を開始し,

やがて epithelial plugは コラーゲンなどの細胞外マ ト

リックスと置き換わって行く。一方,全層角膜移植後の創

部では縫合によって hOst‐ graft間 は密着 しているため,

epithelial ingrowthは 生 じないように思われるが,今 回

の観察か らは host― graft junctionの 隙間に術直後から

角膜上皮細胞が入 り込み,こ れらの上皮細胞は創部の実

質側境界面に基底膜成分であるIV型 コラーゲンを発現

していた.正常組織中では,基底膜成分は主に上皮系の細

胞が産生 していると考えられているが・ ),創 部では上皮

と実質の相互作用がより重要であると考えられている。

移植角膜の実質創部に上皮が入 り込むことによって,本

来は角膜実質部には存在しない基底膜成分が一時的に発

現されると考えられる。術後 1週 目の所見からも,創部の

上皮と実質細胞の双方の細胞周囲にIV型 コラーゲンの

陽性所見が観察された。実質の創部に角膜実質細胞など

が集積 し,約 1週間前後から活発に細胞外マ トリックス

成分を産生 していく過程で,こ れらの上皮と上皮基底膜

は消失していく。HOstと graftの 間を埋めるように新た

に産生される結合組織は,当初は III型 コラーゲン,ラ ー

ジプロテオグリカン,コ ンドロイチン6硫酸を強 く発現

しているが,やがてI型 コラーゲンなどに置き換わって

いく。特に創部でのラージプロテオグリカンとコンドロ

イチン6硫酸の発現の増加は,今回の研究で得 られた新

知見である。

RK手術の術後の角膜上皮創部治癒と全層角膜移植の

術後のそれとの最大の相違は,全層角膜移植術後には知

覚神経が十分に回復していない点で,その影響で上皮創

傷治癒は遅延 している可能性が考えられる12).ス ペキュ

ラーマイクロスコピーを用いた研究からは,全層角膜移

植術後の角膜上皮創傷治癒は従来考えられていたほど早
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期ではないことが指摘されている 13)。

今回の我々の研究

からは,上皮細胞は約 1週後には光学顕微鏡 レベルで形

態的に正常状態に回復するものの,術 後 2週間が経過し

ても創部の上皮基底細胞にはビメンチンが発現 してお

り,こ の時点では上皮基底細胞は活発な増殖を行ってお

り,上皮創傷治癒は完了していないことを示していた。間

葉系の中間径フイラメントであるビメンチンは通常の上

皮系細胞では発現 しないものの,増殖能の充進 した上皮

では発現することが知られている14)15)。
また,上皮基底膜

の IV型 コラーゲンが正常状態まで回復するのに 1か月

以上が必要であった.正常な上皮の接着性の維持には上

皮基底膜の正常化が不可欠であり,こ れらの点から考え

ると,全層角膜移植術後の基底膜を含めた上皮創傷治癒

には 1か月以上が必要であるといえる。また,実 質の治癒

は約 1～3か月でほぼ完了しているが,Descemet膜 の再

生は術後 3か月経ってもなお不完全であ り,全層角膜移

植後 3か月が経過しても角膜の力学的強度は正常状態ま

で回復しているとはいい難いと考えられた.

角膜切開創付近で,III型 コラーゲンの発現が増加する

ことは既 に報告
16)さ れている。正常角膜での IⅡ 型 コ

ラーダンの含有量は乾燥重量の 10%前後にす ぎないr)

が,創傷部では創傷後の比較的早い時期から発現が増加

し,創 傷治癒の過程で,次 第にI型 コラーゲンに置き換

わっていく。III型 コラーゲン自体の生体内の機能が未解

明のため,治癒過程での IⅡ 型コラーダンの役割 もなお

未解明の点が多いが,こ の現象は,角 膜に限らず皮膚にお

いても観察されている18).線
維芽細胞を種々のコラーゲ

ングル中で三次元的に培養した研究では,III型 コラーゲ

ンゲルが最も高い収縮率を示したことから,III型 コラー

ゲンは創傷治癒の過程で創傷部の収縮と創の閉鎖に重要

な役割を果たしていると推定される19)2。 )。 また,角 膜切開

創に限らずエキシマレーザー後の上皮下混濁部にもIⅡ

型コラーゲンは観察されており
5)ヽ 7),II型 コラーゲンの

発現の増加は様々な創傷治癒に共通した現象であるとい

える.

今回観察されたように,ラ ージプロテオグリカンが創

傷部で一時的に発現 していることは興味深い現象であ

る。今回用いたラージプロテオグリカン抗体は,バ ーシカ

ンなどの巨大プロテオグリカンを認識するとされてい

る21)22)。 バ_シ カンはニワトリ胚肢芽細胞から単離され

たコンドロイチン硫酸プロテオグリカンで,未 分化間充

織や形態形成途上の組織など活発に細胞増殖を起こして

いる組織中に一時的に発現される23).バ _シ カンの機能

としては,他のコンドロイチン硫酸鎖を持つプロテオグ

リカン同様,細胞接着阻害活性があり,ま た,ヒ アルロン

酸,各種コラーゲン,フ ィプロネクチンなどとの結合能を

持つことが明 らかにされている24).リ コンビナ ン トの

バーシカンを用いた研究では,バーシカンのN末端側の

ドメインがヒアルロン酸と結合することが証明されてい
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る25)。 このようなラージプロテオグリカンの構造上の特

徴から考えると,おそらく,こ れらの分子は創傷部でのヒ

アルロン酸などのマ トリックス成分と細胞との相互作用

に影響を与えていると推定される.ラ ージプロテオグリ

カンの正常角膜組織での局在は確認されておらず,今 回

の観察からも創傷部以外の正常角膜組織では発現してい

なかった.我 々は既に,ラ ージプロテオグリカンがエキシ

マレーザー照射後の上皮下混濁部に一致して発現するこ

とを報告
26)し ている。これらのラージプロテオグリカン

は正常角膜では発現 しないものの,創傷治癒過程で組織

の remodelingに 一定の役割を果たした後,約 3か 月前

後で創傷治癒の完了とともに組織から消失していくと考

えられる。

Hostと graftの 間に新たに形成される結合組織中で

は,ラ ージプロテオグリカンとともにコンドロイチン6

硫酸が強 く発現され,逆 にコンドロイチン4硫酸の染色

性は低下していた。コンドロイチン4硫酸 とコンドロイ

チン6硫酸は,ど ちらもN‐ アセチル D― ガラクトサ ミン

と D― グルクロン酸の繰 り返し構造から成るが,硫酸基の

位置がガラク トサ ミン分子の C4か C6かの相違があ

る.こ のような硫酸基の位置の異なる2種類の異性体の

組織分布や機能の相違は興味深い問題である。ウサギ耳

軟骨の創傷治癒過程でコンドロイチン6硫酸が増加する

という現象
27)ゃ

,ウ サギの角膜上皮創傷治癒過程で涙液

中のコンドロイチン6硫酸の上昇
28)が

報告されている。

また,我 々はエキシマレーザー照射後の角膜中のグリコ

サミノグリカンを定量的に解析 した研究で,コ ンドロイ

テン6硫酸が増加することを見出している29).こ のよう

な先行研究と今回の観察結果から考えると,コ ンドロイ

チン硫酸の異性体の中でも特にコンドロイチン6硫酸は

創傷治癒過程で発現が増加 し,創傷部の remodelingに

重要な役割を果たしていると考えられる.一 方,今 回の

我々の観察からは,コ ンドロイチン4硫酸の創部での染

色性はむしろ低下しており,硫酸基の導入位置の相違に

よって,両者の機能的役割は大きく異なると推測された。

以上,自 色家免の全層角膜移植モデルを用いた研究か

ら,基底膜を含めた角膜上皮の治癒は術後 1か月以上を

要し,ま た,Descemet膜の再生は術後 3か月経過 しても

なお不十分であることが明らかとなった。免疫組織化学

的には,host‐ grai junctionに おける IⅡ 型 コラーゲン
,

ラージプロテオグリカン,コ ンドロイチン6硫酸が創傷

治癒過程に重要な役割を果たしていると考えられた。た

だし,今回の研究結果をヒトの組織に適用するためには,

家免とヒトでの細胞の分裂能の相違など30)の
種差に関し

て若千の注意を払う必要があると考えられる.
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