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要

目 的 :ホルミウムヤグレーザー(Holmium YAG la‐
ser,Ho:YAG laser)照 射に対する角膜の反応性を知る

目的で,角膜の細胞外マ トリックスの局在変化を免疫組

織学的に検討した。

方 法 :ラ ット角膜に Ho:YAG laserを 照射 し,経
時的に組織学的検討と蛍光抗体法を用いて,I型 コラー

ゲン,フ ィブロネクチン,IV型コラーゲンおよびラミニ

ンの局在を観察した。

結 果 :Ho:YAG laser照 射 1日 後,角膜実質の収縮
があった。照射部の角膜実質細胞は消失して無細胞域と

なっていたが,1週間後には照射部に遊走 してきた。I型

コラーゲンの局在は照射前後で変化はなかつた。フィブ
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約

ロネクチンは照射後いったん消失 した後,無細胞域に遊

走してきた角膜実質細胞に一致して強い蛍光が観察され

た。一方,基底膜成分である IV型コラーゲンおよびラミ
ニンは照射 していない角膜と同様に観察された。

結 論 :Ho:YAG laser照射による熱エネルギーは
角膜実質のコラーゲンの収縮に有効であり,上皮細胞や

上皮基底膜への侵襲は少ないことが推測された。(日 眼会

誌 1031633-640,1999)

キーワード:ホルミウムヤグレーザー,角膜,細胞外マ ト

リックス,創傷治癒
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Abstract
Purpose: To understand corneal responses to hol- were contracted, they were stained by an antibody

mium YAG (Ho: YAG) laser radiation, we used im- against type I collagen. Dense fluorescence for fi-
munofluorescent microscopy to examine changes in bronectin was observed at the margin of the stromal
the localization of extracellular matrix proteins. acellular zone. Both laminin and type IY collagen

Method.s: Rats were radiated with an Ho : YAG were observed at the basement membrane under the

laser. On days l, 3, and 7 after radiation, the eyes corneal epithelium regardless of whether the cor-

were enucleated and frozen. The cryosections were neas were radiated or not.

stained by immunofluorescent microscopy using anti- Conclusions : These re.sults suggest that Ho :

bodies against type I collagen, fibronectin, type IV YAG laser radiation might be useful for collagen

collagen, and laminin. contraction of the stroma, without causing serious

Results : One day after Ho : YAG laser radiation, damage to the corneal epithelium or the basement

contraction of the stromal collagen fibrils was ob- membrane. (J Jpn Ophthalmol Soc 103:633-640,
served. Keratocytes could not be observed at the ra- 1999)

diated stromal region on day 1 after radiation. One

week after radiation, keratocytes returned to the Key words : Cornea, Extracellular matrix proteins,

radiated area. Although the stromal collagen fibrils Holmium YAG laser, Wound healing
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I緒  言

近年,角膜屈折矯正手術への関心が高まり,屈折異常の

矯正のために透明な角膜に対して種々の外科的侵襲を加

える術式が試みられている。これらの手術の中でも,角膜

に切開を加えて角膜の張力を変化させることにより屈折

嬌正を行う放射状角膜切開術(radial keratotomy,RK)お

よび角膜にエキシマレーザー照射を行い,角膜の形状を

変化させることにより屈折矯正を行うphotorefractive

keratectomy(PRK)が 広く行われている。これらの術式

に対する臨床成績も数多く報告
1)ヽ 3)さ れており,その効

果と限界についてかなり認識されてきている.

一方,角膜に熱を加えて角膜実質コラーゲンを熱収縮

させることにより,角膜形状を変化させる術式である角

膜熱形成術は古 くから試みられている
4)5)。
当初は熱プ

ローブを用いて円錐角膜の治療に応用され
6)7),その後 ,

遠視矯正術として開発が進められていた
8)が
,術後の屈

折値の予測性が低いこと,術後角膜乱視の発生,角膜創傷

治癒遅延などの問題のためにあまり広 く普及しなかっ

た。)10).1980年代後半から熱プローブに代わり,レーザー

光を角膜に照射して遠視矯正を行う方法が試みられてき

た。近年ではホルミウムヤグレーザー(Ho:YAG laser)

の熱エネルギーを利用した遠視矯正術が試みられ,米国

では臨床試験が行われている
11)～ 13)。

屈折矯正手術は,術後の屈折を予測することが手術の

性格上極めて重要である。術後の屈折力は屈折矯正手術

という侵襲に対する角膜の生体反応,すなわち,角膜創傷

治癒反応に依存すると考えられる。したがって,よ りよい

術後成績を得るためには個々の術式における角膜生体反

応を理解することが不可欠である。特に,角膜の細胞外マ

トリックス成分は単なる支持組織としてではなく,細胞

の移動,増殖,分化などの細胞機能を調節しており,正常

角膜の形態や恒常性維持のみならず,外科的侵襲に対す

る種々の生体反応に関与し,角膜創傷治癒過程で重要な

役割を果たしている
14)15)。 そこで,今回我々はHo:YAG

laser照射後の角膜の創傷治癒反応を知る目的で,ラ ット

角膜を用いて照射後の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について免疫組織学的に検討し

た。

II実 験 方 法

1.実験動物および材料

ラ ッ ト(Wistar― Kyoto系 ,雄 ,300～ 400g,13匹 )は 成

和実験動物研究所から購入した。ペントバルビタールナ

トリウム(ネ ンブタール
③
)溶液は大日本製薬から購入し

た。ウサギ血清抗ヒトおよびヤギ I型 コラーゲン抗体,ウ

サギ血清抗ウシIV型 コラーゲン抗体,ウサギ血清抗ヒ

トフィブロネクチン抗体,ウサギ血清抗マウスラミニン

抗体はエル・エス・エル株式会社から,ウ サギ全血清,

日眼会誌 103巻  9号

且uorescein isothiocyanate(FITC)標 識 ヤ ギ IgG抗 ウサ

ギ IgG抗体は Organon Teknika Corporation(Aurora,

OH,米 国)か ら,ウ シ血清アルブミン(BSA,iaction― V)

および蛍光分析用グリセリンはナカライテスク社から購

入 した。OCT compoundお よび cryomold 2号 は Miles

社 (Elkhart,IN,米 国)か ら購入した。

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.ラ ット角膜組織への Ho:YAG laser照 射

ラットをペントバルビタールナトリウム (ネ ンブター

ル①)溶液(30 mg/kg)の腹腔内注射で麻酔しHo:YAG
laser(Sunrise Technologies社 製,波長 2.lμm,250 ms,5

11z pulse repetition frequency(PRF),10 pulses/spot,9

J/cm2)を用いて10匹のラットの両眼に角膜 1個当たり

6～9か所の照射を行った.Ho:YAG laser照射を行わな

い無処置のラット3匹を対照として用いた。

Ho:YAG laser照 射後,抗生物質の点眼などの術後処

置を行わなかったが,研究期間中に感染や潰瘍などの重

篤な角膜障害は 1例 もなかった.

3.組織学的および蛍光抗体法による観察

Ho:YAG laser照 射 1日 後 (3匹 ),3日 後(4匹 )お よび

1週間後(3匹)に ,ラ ットを麻酔死させ,速やかに全眼球

を摘出した.眼球をOCT compound中 に包埋 し,アセ ト

ン・ ドライアイス中で凍結した後,microtome cryostat

(HM 505 N,Zeiss,Oberkochen,ド イツ)を 用いて厚さ6

～8μmの 凍結切片を作製した。切片を 1%BSAを 添加
したリン酸緩衝生理食塩水 (BSA― PBS)と 1時間室温で

反応させ非特異的吸着を防止した後,希釈した一次抗体

(ウ サギ血清抗ヒトおよびヤギI型 コラーゲン,ウサギ血

清抗ウシIV型 コラーゲンを300倍に,ウ サギ血清抗ヒ

トフィブロネクチン抗体を2,000倍 に,ウ サギ血清抗マ

ウスラミニン抗体を 1,000倍 に,そ れぞれ BSA― PBSを

用いて希釈)を切片に添加し,室温で 1時間反応させた。

PBSで十分に洗浄した後,希釈した二次抗体 (FITC標識

ヤギ IgG抗ウサギ IgG抗体をBSA― PBSで 500倍 に希

釈)を切片に添加し,室温で 1時間反応させた。PBSで十

分に洗浄した後,PBSで 50%に希釈した無蛍光グリセリ

ンで封入し,落射式蛍光位相差倒立顕微鏡 (Axloskop 50,

Zeiss,Oberkochen,ド イツ)で観察 してフジクローム

Provia 400を用いて写真撮影した。対照として,一次抗体

の代わりに正常ウサギ血清 (300倍 にBSA― PBSで希釈)

を用いて同様の観察を行ったが,有意な蛍光は観察され

なかった。また,摘出した対側の眼球を塩化セチルピリジ

エウムーホールマン固定,脱水,パラフィン透徹後,パラ

フ ィンに包埋 し,滑 走式 microtome(Histoslide 2000,

Reichert‐ Jung社製)を用いて厚さ4μmのパラフィン切
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片を作製し,ヘマトキシリン・エオジン染色による組織学

的観察も行い,光学顕微鏡 (A対oskope 50,Zeiss,Oberko‐

chen,ド イツ)に より観察し,フ ジクローーム PrOvia 400を

用いて写真撮影した。

III 結  果

1.病理組織学的検討 (ヘマトキシリン・エオジン染色 )

Ho:YAG laser照 射 1日 後のヘマ トキシリン・エオジ

ン染色 した角膜上皮の所見は,検討した 3眼で若千の差

異があった。照射した 3眼のうち,1眼では照射部上皮に

強い浮腫および上皮細胞間の水疱形成と上皮細胞の多層

化が観察された。しかしながら,他の 2眼については,照

射中心部で上皮障害を推定する所見はなく,正常ラット

角膜 (図 lA)と ほぼ同様な構造であった。検討したすべ

ての角膜実質ではコラーゲン線維間の間隙が拡大し,整

然とした連続性のあるコラーゲン線維の走行性が消失し

て乱れが観察された。このことは,角膜実質が収縮し全層

にわたって熱凝固されていることを推定している。照射

部に相当する角膜実質では,角膜実質細胞が消失した無

細胞域となっている所見が 3眼中2眼において観察され

た。他の 1眼は照射部の角膜実質に僅かに細胞が観察さ

れた。観察 したすべての 3眼の角膜において retrocor―

neal membraneが観察された(図 lB)。

照射 3日 後では,検討した 4眼のうち 1眼において照

射 1日 後と同様な上皮の水疱形成と多層化が観察された

が,他の 3眼では角膜上皮には何らの異常所見がなかっ

た。照射した 4眼すべてに,照射部に相当する部位の角膜

実質が収縮しており,照射 1日 目に観察された無細胞域

には障害部周辺から角膜実質細胞が遊走してきているの

が観察された。Retrocorneal membraneは 4眼中2眼 に

観察された (図 lC)。

照射 1週間後では,3眼すべてに実質が収縮し,照射部

に相当する角膜実質には多数の角膜実質細胞が集族して

きており,組織の再構築が行われていると考えられた.3

眼中 1眼にのみ,retrocorneal membraneが 観察された

(図 lD).

2.細胞外マトリックスの局在変化

各種細胞外マトリックスの抗体を用いた蛍光抗体法に

より,照射後の細胞外マ トリックスの局在変化を検討し

た。

Ho:YAG laser照 射を行っていない正常角膜では,I

型コラーゲンに対する特異蛍光は角膜実質全層に強く観

察された (図 2A).Ho:YAG laser照 射により,コ ラーゲ

ン線維層の離開があったが,I型 コラーゲンに対する特

異蛍光は角膜実質全層にあった。照射した角膜実質の収

縮した部位で僅かに強い染色があったが,今回検討した

照射 1,3日 および 1週 間後のいずれの観察日において

も,照射前後でI型 コラーゲンの局在はほとんど変化は

なかった (図 2B～ D).

図 1 正常角膜 とホル ミウムヤグレーザー(HO:YAG
laser)照射後のラット角膜のヘマ トキシリン・エオジ

ン染色.

A:正常角膜.照射 1日 後(B),照射中心部で上皮障害
はなかった.角膜実質のコラーゲン線維が全層にわ

たって収縮 していた。照射部の角膜実質細胞は消失し

て無細胞域となっていた.照射 3日 後 (C),角膜実質の

収縮があり,無細胞域に角膜実質細胞が浸潤していた。

照射 1週間後 (D),実質の収縮があり,無細胞域には多

数の角膜実質細胞が集族していた。バーは 100 μm
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図 2 正常角膜とHo:YAG laser照 射後のラット角膜
におけるI型コラーゲンの局在 .

正常角膜では I型コラーゲンに対する特異蛍光は角膜

実質全層に強 く観察された (A).Ho:YAG laser照 射

によリコラーゲン線維層の離開があったが,特異蛍光

は角膜実質全層にあ り,照射 1(B),3日 (C),1週 間後

(D)のいずれの観察日においても照射前後で局在に変

化はなかった。バーは 100 μm

図 3 正常角膜とHo:YAG laser照射後のラット角膜
におけるフィブロネクチンの局在 .

正常角膜ではフィブロネクチンに対する特異蛍光は角

膜実質,上皮下基底膜およびデスメ膜に観察された

(A).照射 1日 後 (B),実 質の無細胞域では蛍光は消失

したが,照射 3日 (C),1週間後(D)で は,無細胞域の周

辺部からの浸潤してくる角膜実質細胞に一致して強い

特異蛍光が観察された.RetrOcorneal membraneに も

特異蛍光が観察された。バーは 100 μm
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図 4 正常角膜とHo:YAG laser照射後のラット角膜
における IV型コラーゲンの局在.
IV型 コラーゲンに対する特異蛍光は,照射 していない

正常角膜 (A)と 同様に照射 1(B),3日 (C)お よび 1週

間後 (D)も 上皮基底膜部およびデスメ膜に観察され

た。Retrocorneal membraneに も特異蛍光が観察され

た。バーは 100 μm

正常角膜のフイブロネクチンに対する特異蛍光は,角

膜実質,上皮下基底膜およびデスメ膜に観察された (図 3

637

図 5 正常角膜と Ho:YAG laser照射後のラット角膜
におけるラミニンの局在 .

ラミニンに対する特異蛍光は,照射 していない正常角

膜 (A)と 同様に照射 1(B),3日 (C)お よび 1週間後 (D)

も上皮基底膜部およびデスメ膜に観察された。Retro―

corneal membraneに も特異蛍光が観察された。バー

は 100 μrll

A).照射 1日 後の角膜では,角膜実質のフィブロネクテ

ンに対する蛍光は減弱し,特に照射部位の相当する角膜
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実質ではほとんどなかった(図 3B).照射3日 後では,角

膜実質のフイブロネクチンに対する蛍光は無細胞域への

角膜実質細胞の遊走に一致して特異蛍光が観察された

(図 3C)。 照射 1週間後では,照射部位の角膜実質細胞の

集族部に一致して強い特異蛍光が観察された (図 3D).

Retrocorneal membraneに はフィブロネクチンに対す

る特異蛍光が観察された。

基底膜成分であるIV型 コラーゲン(図 4)お よびラミ

ニン(図 5)に対する特異蛍光は,照射していない正常角

膜 (図 4A,5A)と 同様に照射 1(図 4B,5B),3日 (図 4C,5C)

および 1週間(図 4D,5D)後 も上皮基底膜部およびデス

メ膜に観察 され,Ho:YAG laser照 射によ りIV型 コ

ラーダンおよびラミニンの局在に変化はなかった。Ret―

rOcorneal membraneに はIV型 コラーゲンおよびラミ

ニンに対する特異蛍光が観察された。

IV考  按

Ho:YAG laser照 射による屈折矯正手術の術後成績を

考える場合,角膜の形状の変化に関連する実質コラーゲ

ンの状態と照射後の合併症である創傷治癒遅延などが重

要な問題点である.本研究では組織学的な検討に加え,蛍

光抗体法を用いて実質を構成するI型 コラーゲンの状

態,侵襲に反応して出現し創傷治癒過程に重要な役割を

演じるフイブロネクチンおよび角膜上皮の恒常性維持や

創傷治癒に関与する基底膜成分であるIV型 コラーゲン

およびラミニンについて,その局在の変化を検討した.

角膜実質のコラーゲン線維はある一定の熱を加えると

約 1/3に 収縮することが知られており,角膜熱形成術は

このコラーゲン線維の熱による収縮反応を利用して角膜

の形状を変化させるものである
6)16)17)。
今回の研究でも

ラットの角膜実質は Hol YAG laserの熱エネルギーに

より,照射部の実質は収縮していることが組織学的に確

認でき,こ の結果はすでにヒトやウサギで報告されてい

る病理組織学的変化と非常によく一致していた
18)～ 21)。 ま

た,角膜実質の主たる細胞外マ トリックス成分である I

型コラーゲンは線維層間の解離があるものの,実質の融

解などの潰瘍の出現を伺わせるような角膜所見はなかっ

た。

角膜に障害が加わった場合,その創傷治癒過程では活

性化 した角膜実質細胞が重要な役割を果た してい

る15)22)23)。 H。 :YAG laser照射により,照射部位の角膜実

質細胞は 1日 後にはいったん消失し,実質層には無細胞

域が形成された。その後,徐々に活性化した角膜実質細胞

が無細胞域に浸潤してきており,1週間後には照射部位

の上皮下に集族して観察され,積極的に角膜実質の創傷

治癒反応が進んでいると考えられた。

角膜に種々の侵襲が加わった直後には,障害部の角膜

実質細胞は障害に反応してアポトーシスが誘導されて実

質層に無細胞域を形成することが報告
24)～ 26)さ れている。
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今回の Ho:YAG laser照 射による角膜実質の無細胞域

形成には角膜実質細胞のアポトーシスによるものか,単

に熱障害によるものかは明らかにできなかったが,角膜

上皮に刺激が加わるのみで角膜実質細胞のアポトーシス

が誘導されることから,Ho:YAG laser照射では両者が

関与していると考えられる。

照射後のフイブロネクチンの局在変化を観察すると,

照射により実質のフイブロネクチンはいったん消失する

ものの,照射 3日 後から無細胞域周辺でフィブロネクチ

ンの蛍光が強く観察された。これは,無細胞域に浸潤しは

じめている活性化した角膜実質細胞によるフイプロネク

チンの合成が充進している状態と考えられた。この結果

は,我々が以前にサーマルチップを用いてウサギ角膜を

熱凝固した時のフイブロネクチンの局在変化とよく一致

してぃた
27).こ のようなフィブロネクチンの局在変化は,

角膜実質への切開創を作製した場合にも同様に観察さ

れ 14)28),_般 的な角膜実質への侵襲に対する生体防御反

応の一つとして,活性化した角膜実質細胞によるフィブ

ロネクチンの合成が角膜実質の創傷治癒に関与している

ものと考えられる.

一方,角膜上皮の構造の維持や欠損後の創傷治癒に重

要な役割を演じる上皮基底膜成分であるラミニンとIV

型コラーゲンの局在については,照射前後を通じて変化

はなく,熱凝固を行ったにも拘わらずほとんど無傷で

あった.こ のことは,本研究に用いた Ho:YAG laser装

置が slit-lamp delivery systemを備えており,照射によ

る熱エネルギーが角膜実質に到達し上皮および上皮下の

基底膜には焦点が合わず,比較的これらの部位への傷害

が少ないものと考えられた.しかしながら,Koch21)の 報

告ではウサギにHo:YAG laser照 射した直後には,基底

膜成分であるIV型 コラーダン,ヘ ミデスモゾーム成分

であるインテグリンβ4お よびアンカーリングフィブリ

ル成分であるVII型 コラーダンの消失が観察され,その

修復には約 3か月を要することから,Ho:YAG laser照

射の創傷治癒過程は上皮剥離,角膜切開やエキシマレー

ザー照射と同様であると報告している。これらの結果の

差異については照射条件の違いによると考えられる。す

なわち,今回の我々の照射条件では照射により角膜上皮

剥離はなかったが,Koch21)の照射条件では照射部に一致

して角膜上皮剥離があった。したがって,照射条件の違い

で角膜上皮剥離が生 じるような条件下では,上皮基底膜

まで障害されて基底膜の再形成まで時間を要すると考え

られた。

今回,Ho:YAG laser照射したラットの半数以上で角

膜内皮にretrocorneal membraneが 観察された。Koch21)

や Moreiraら
18)の
報告でもウサギに照射した後の角膜

内皮にretrocorneal membraneが 観察されたと報告 し

ている.こ れらは,実験に用いた動物に対して照射条件が

強すぎたことが原因であると考えられる。ヒト角膜に比
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よる前眼部の観察では,実質の混濁はヒトや大動物 (ウ

シ,ブ タ)の角膜で報告
20,29,30,さ れているような wedge―

shaped areaで はなく,長方形で広範囲に,かつ内皮まで

角膜全層に観察されたことから,角膜を越えて深 く熱エ

ネルギーが到達していると考えられる.したがって,角膜

内皮に対する Ho:YAG laserの 傷害性は光学的な焦点

に依存することであり,ラ ットやウサギなどでの成績を

そのままヒトに外挿することはできない.

今回報告 したように,Ho:YAG laser照射による熱エ

ネルギーは,角膜実質のコラーゲン線維の収縮に有効で

あり,他の熱凝固の方法でみられたような無菌性の壊死

や実質の融解
9)31)を生じるほど実質に対して侵襲は強く

ないと考えられ,実際臨床で報告
13)32)～鋤されているよう

に安全性にはそれほど問題がないと考えられた.ま た今

回の結果,照射による上皮細胞や上皮基底膜への侵襲は

比較的少なく,Ho:YAG laser照射により屈折矯正手術

を行った際,一時的に上皮浮腫のような角膜上皮障害が

生じるものの,上皮基底膜が無傷であることから上皮修

復は速やかであり,遷延性角膜上皮欠損などの上皮創傷

治癒遅延は生じにくいと推察された。今後,さ らに長期的

な組織学的変化および屈折力の戻りとの相関についても

検討する必要がある。
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