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中安 清夫ラ渡部 保男,後藤 淑子,加藤 卓次,石月I  隆,金井  淳

順天堂大学医学部眼科学教室

要

目 的 :エ キシマレーザーで表層切除術を行った家兎

角膜の長期的な変化を,組織学的 。免疫組織化学的に検

索する.

対象 と方法 :家 兎 6匹 12眼 に対 し,エ キシマ レー

ザー角膜表層切除術を行った.そ の 2年 と3年後に角膜

を組織学的・免疫組織化学的に検索した.

結 果 :ど ちらの時点でも,角膜の上皮基底膜の一部

に凹凸不正化と上皮側へのスパイク状の侵入があつた。

上皮直下の実質浅層コラーゲン線維に走行の乱れがあつ

た。免疫組織化学的に,抗 III型 コラーゲン抗体の陽性所

見が,表層切除部の上皮下の実質浅層にあつた.抗 IV型

コラーゲン抗体は上皮基底膜の他,中央部実質浅層にも
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約

陽性所見を呈 した.こ れら角膜実質浅層の III型 と IV型

コラーゲンに対する陽性所見は,疲痕組織がまだ局在 し

ているものと解釈 された。アンカリングフィブリルであ

る VII型 コラーゲンに対する抗体は,切 除部の基底膜上

での染色性が弱 く,上皮接着装置の再生が不十分である

ことを示 した。

結 論 :エ キシマレーザーで表層切除術を行った家兎

角膜の創傷治癒は,術後 3年でも不完全であった.(日 眼

会誌 103:99-107,1999)

キーワード:エ キシマレーザー,角 膜表層切除術,創傷治

癒,長期観察,家兎
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I緒  言

エキシマ レーザーを用いた角膜表層切除術 (photore‐

fractive keratectOnly:PRK:,phototherapeutic keratec―

tOmy:PTK)は ,既に数社の臨床治験が終了 し,本格的な
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臨床応用の時代に入ろうとしている.しかしながら,本術

式に関連 した種々の問題点,副作用が指摘 されてお り,中

には原因の明らかでないものやコントロール不可能な副

作用などがある.例 えば,レ ーザー照射による紫外線障

害
11,上

皮下混濁の成因 とその予防お よび治療法
2,～ 4,,
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PRKにおける矯正誤差や術後再近視化
5)な どが挙げられ

る。

これまで我々は,近視限に対す る PRK後 の屈折値の

戻 り(regressiOn),す なわち,再近視化に表層切除部分の

上皮下混濁 (subepithelial haze)が 関与 していることを指

摘 し,上皮下混濁の成因,本態に関する研究を進めてき

た.そ の結果,上皮下混濁部分には,III型 とIV型 コラー

日眼会誌 103巻  2号

ゲン線維およびコンドロイチン硫酸を主な糖鎖とする分

子量の大 きなラージプロテオグリカンが含まれてお り,

これ らの細胞間物質が上皮下混濁の本態であることを指

摘 した 6),｀ 。さらに,こ の上皮下混濁はエキ シマ レーザー

を用いない従来の方法で施行した表層角膜切除後におい

ても出現することか ら,エ キシマレーザー照射 自体が原

因ではな く,角 膜実質損傷時の創傷治癒過程で観察され

Endo
図 1 エキシマレーザー表層切除後 2年目の家兎角膜 .

トルイジンブルー染色,Epi:上皮細胞,St:実 質,Des:デスメ膜,Endo:内 皮細胞.バ ーは 50 μm

図 2 エキシマレーザー表層切除後 3年目の家兎角膜.

トルイジンブルー染色,Epi:上皮細胞,St:実 質,Des:デスメ膜,Endo:内 皮細胞.バーは 50 μm
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図3 術後 2年 目の上皮基底膜付近.

L皮細胞,St:実質,矢印 :上皮側にスパイク状に突出した基底膜.バーは 1.Oμm
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図 4 術後 3年目の上皮基底膜付近 .

カリフラワー状に突出した基底膜,こ の領域にはハーフデスモゾームが極めEpi:上 皮細胞,St:実 質,矢印

て少ない.バ ーは20 μm

るごく一般的な願痕組織であろうと報告
61し た.し かし,

この上皮下混濁を含めたエキシマレーザー表層角膜切除

後の創傷治癒がどのような長期的経過をたどるのかは未

だに不明のままである。

今回我々は,本術式の術後長期経過を組織学的に検討

する目的で,家兎角膜にエキシマ レーザーを照射 し角膜
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表層切除を施行し,術後 3年 目まで組織学的または免疫

組織化学的に観察し,若干の知見を得たので報告する。

II 対象および方法

1.エ キシマレーザー角膜表層切除術

実験には,体重 2.5～3.O kg(13～ 17週 齢)の 白色家兎

(雌 )6匹 12眼 を使用した.エ キシマレーザーによる角膜

表層切除には,ニ デック社製 EC‐ 5000を 使用 した。白色

家兎をキシラジン塩酸塩 (セ ラクタール|・

)添加塩酸ケタ

ミン(ケ タラール・)の筋肉内注射による全身麻酔および

0。 4%塩酸オキシブプロカィン(ベ ノキシールC)に よる

点眼麻酔をした後,角 膜表面の水分をMQAFで可能な限

日眼会誌 103巻  2号

り吸収除去した。エキシマレーザーの設定はPTKモー

ドとし,術前の上皮剥離は行わなかった。切除領域は直径

5mm,切 除深度は 100 μm,レーザーパルスエネルギーは

130 mJ/pulse,繰 り返 し周波数は30 Hzと して角膜表層

切除を施行した.術 後オフロキサシン眼軟膏を点入し,そ

の後 5日 間オフロキサシン点眼薬を 1日 3回投与 した。

その際,術後角膜感染症や上皮再被覆遅延のないことを,

肉眼的あるいはフルオセイン染色で確認した。また,術後

3～ 6週 目の間にすべての表層切除角膜に上皮下混濁が

出現 していることを確認した。家兎は,通常の動物舎の家

兎用ケージ内で飼育 し,術後 2年および 3年 目に,各 々 3

匹 6眼について細隙灯顕微鏡を用いた徹照法で,角 膜中

図 5 術後 3年目のデスメ膜(Des).

実質側から5～6μm付近に電子染色陰性の物質(矢印)が観察される。St:実質,バーは2.Oμm

図6 術後 3年 目のデスメ膜 (Des).タ ンニン酸染色.

横走するバンドを有する線維性物質(矢 印)が観察される。バーは■oμm
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図 7 術後 2年 目.抗 ⅡI型コラーゲン抗体を用いた免疫組織標本 .

A:中央部角膜.上皮直下の実質浅層が陽性を示す (*).

B:周辺部角膜。この部分の実質は染色されない。バーは 50 μm
:

央部に円形の表層切除の痕跡を確認した後,ベ ントバル   やや不整で,ト ルイジンブルーに対する染色性が正常の

ビタールナ トリウム(ネ ンブタール①
)の致死量静脈注射   それと比較してやや強い細胞が観察された。また,一部の

によって居殺 し,眼球を摘出した.            上皮基底膜は 2,3年経過しても,凹凸不正であった。上皮

2.組織学的検討                   下混濁があったと思われる角膜中央部の上皮直下の実質

エキシマレーザー表層角膜切除を施行した角膜の一部   浅層には,ほぼ正常密度の実質細胞が局在していたが,ト

は,2%グルタールアルデヒ ド液で固定した後,角 膜片と   ルイジンブルーで染色される細胞断片様の物質もあっ

して通常の方法でアルコール脱水 し,エ ポキシ樹脂に包   た.ま た,コ ラーゲン線維の走行にも軽度の乱れが観察さ

埋した.ま た,残 りの眼球は無固定のまま角膜を切 り出   れた。術後 2,3年 目の内皮細胞は光学顕微鏡による観察

し,OCT compound(TISSUE― TEK① ,マ イル ズ社)に 包   では特に異常はなかった。また,デスメ膜も2年 目で厚さ

埋して凍結切片用とした。エポキシ樹脂に包埋 した角膜   約 28.5μm(4眼の平均)で あったが,3年 目になると約

片は,薄切 して トルイジンブルーで染色した後,光学顕微   41.5μ m(4眼の平均)と 厚さを増していたものの,通常の

鏡で観察した。また,さ らに超薄切片を作製 して,酢酸ウ   加齢変化の範囲内と考えられた。その他,特 に異常は観察

ランおよびクエン酸鉛による通常の電子染色またはタン   されなかった。

ニン酸で染色 した後,電子顕微鏡による観察に供 した。   電子顕微鏡を用いた観察では,術後 2,3年 目のいずれ

OCT compoundに 包埋 した角膜片からは,厚 さ約 5μm   の角膜にも一部に上皮基底膜の凹凸不正が観察された

の凍結切片を作製し,免疫組織化学的検索を試みた.一次   (図 3,4)。 中には,基底膜が上皮基底細胞内にスパイク状

抗体として,抗 IⅡ 型,抗 IV型 ,抗 VⅡ 型 (い ずれ もサザ   (図 3)に ,ま た,カ リフラワー状 (図 4)に 入 り込んでいる

ンバイオテクノロジー社)の 各型コラーゲン線維に対す   部分も観察された。このような部分では,上皮・実質問の

る抗体を用いて,ア ビジン・ビオチン法で反応させた後,   接着装置であるハーフデスモゾームの数が減少 してい

ディアミノベンチジンで発色 させて光学顕微鏡で観察し   た。術後 3年 目の角膜中央部のデスメ膜には,実質側から

た。                        約 5～6μm付近に水平に走る電子染色陰性の物質が観

_" ′ュ  ロ            察された (図 5)。 この物質をタンニン酸で染色すると,横
‐‐・ ′「H  /1｀             走するバンドを持った比較的太いコラーダン様の線維と

エキシマレーザーによる表層切除後 2お よび 3年 目の   して観察された(図 6).

角膜 (各 々2匹 4眼)を 光学顕微鏡を用いて観察すると    抗 IⅡ 型コラーゲン抗体を一次抗体 として用いて,術

(図 1,2),上 皮細胞は4～5層 の細胞で被覆されてお り,   後 2年 目の角膜を観察すると,表層切除部分すなわち角

ほぼ正常の厚さを保っていた.し かし,基底細胞の形状は   膜中央部の上皮下混濁のあったと思われる領域に一致し
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て,軽度の陽性所見が観察された(図 7A)。 一方,同 一角

膜の表層切除を施行していない周辺部の角膜上皮下実質

浅層は抗 III型 コラーゲン抗体に対し陽性所見は全くな

かった (図 7B)。 術後 3年 目の角膜においても,2年 目の

それに比べ中央上皮下実質浅層の陽性所見がやや弱 く

日限会誌 103巻  2号

なっていたものの,ほ ぼ同様の所見であった (図 8).抗

IV型 コラーゲ ン抗体 に対する陽性所見 も,術 後 2年 目

(図 9)と 3年 目(図 10)の 角膜でほぼ同様であった。すな

わち,角膜周辺部では,上皮基底膜のみ直線状に染色され

ていたのに対 し,表層切除した中央部分では,基底膜が線

図 8 術後 3年目.抗 III型コラーゲン抗体を用いた免疫組織標本 .

A:中央部角膜。上皮直下にわずかな陽性所見を示す (*).

B:周 辺部角膜.陽性所見は観察されない。バーは 50 μm

図 9 術後 2年目.抗 IV型コラーゲン抗体を用いた免疫組織標本.

A:中央部角膜.上皮基底膜 (矢印)以外に上皮直下の実質浅層も染色 されている(*)

B:周辺部角膜.上皮基底膜 (矢印)の み陽性である。バーは 50 μm
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では,さ らに弱く一部に消失している所もあった。

IV考  按

今回の実験に供した家兎は,13～ 17週齢で表層角膜切

除を施行し,その後2お よび3年経過している.家兎の寿

図 10 術後 3年 目.抗 IV型コラーゲン抗体を用いた免疫組織標本 .

A:中央部角膜.B:周辺部角膜.2年 目と同様に,中 央部では基底膜 (矢印)の他,上皮下実質浅層 (*)に 陽性

所見が観察されるものの,周 辺部では基底膜 (矢印)のみ陽性である.バーは 50 μm

図 11 術後 3年 目.抗 VII型 コラーゲン抗体を用いた免疫組織標本 .

A:中央部角膜.波状の上皮基底膜が弱 く染色されている (矢印).

B:周辺部角膜。上皮基底膜が線状に染色されている(矢印).バ ーは 50 μm

状または波状に染色されていた他,上皮下実質浅層にも

所々陽性所見が観察された。さらに,VII型 コラーゲンに

対する抗体では,周辺部角膜の基底膜では線状に強い陽

性所見を示 したが,術後 2,3年 目(図 11)の 角膜中央部で

は陽性反応が弱く,特に基底膜が波状を呈している部分
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命は,飼育環境の整った所であれば 5～7年であるが,実

験動物舎のケージ内で飼育された場合は,3～4年程度と

考えられている。我々の観察した 2,3年 目の家兎がヒト

のどのくらいの年齢に対応しているのか厳密には不明で

あるが,少なくとも中年以上には達しているものと考え

られる。

エキシマレーザーの使用の有無に拘わらず,臨床的に

角膜表層切除を施行した場合,上皮細胞の再被覆は,通常

3～ 4日 間,遅 くとも1週間以内には終了する。しかし,病

理組織学的にみると,再被覆された上皮細胞,特に基底細

胞や上皮実質問の接着装置が完全に正常に復するにはか

なりの期間を要するものと思われる。今回の観察結果で

は,エ キシマ レーザー表層切除後 2お よび3年 目の家兎

角膜においても,上皮基底細胞の形状はやや不整であっ

た.さ らに,上皮基底膜についても,術後 2,3年経過 して

も強い凹凸や基底膜の上皮側へのスパイク状の突出が観

察される場合があった.

Fountainら 8)は エキシマレーザー角膜表層切除後 6～

15か月までのヒト角膜を電子顕微鏡を用いて観察 し,術

後 15か月においても切除部分の上皮接着装置は完全に

正常に復 していなかったと述べている。また,Gibsonら
。)

はエキシマレーザーを用いない機械的角膜表層切除術を

家兎角膜に施行し,術後早期の上皮接着装置は不連続で

あったが,時間とともに再生が進み,徐々に連続性 となる

ものの,ハ ーフデスモゾームの完全な再生には少なくと

も1年 を要すると報告している。今回の我々の観察でも,

術後 3年 目の家兎角膜で基底膜の凹凸不正な部分には,

接着装置が少なくなっていた。また,ハ ーフデスモゾーム

を構成するアンカリングフィブリルと考えられている

VII型 コラーゲン10)に
対する抗体を用いた観察でも,非切

除部分の周辺角膜では基底膜付近が強く直線状に陽性所

見を示したのに対し,切除部分の陽性所見は弱 く,特 に凹

凸不正の強い部分では,さ らに染色性が弱 くなっていた。

Andersonら n)も エキシマレーザー表層角膜切除後のヒ

ト角膜を抗 VⅡ 型コラーゲン抗体を用いて染色 し,16か

月目においてもその陽性反応は irregularで あったと報

告してお り,我々の結果と一致 している。ただ し,上 皮接

着装置の再生は,年齢
12),切

除深度
13),上

皮 。実質の状態

などによっても影響を受けるものと考えられている。特

に今回のような長期にわたる実験では,接着装置の加齢

変化には注意を払う必要がある。Alvaradoら ②はヒト角

膜における上皮基底膜および接着装置の加齢変化を観察

し,加齢による基底膜の肥厚,重層化,ハ ーフデスモゾー

ムの減少などを指摘している。今回の我々の観察でも表

層切除による影響に加え,加齢変化の一部も加わってい

る可能性は否定できない。しか し,光学顕微鏡 レベルで

も,ま たIV型,VII型 コラーゲン抗体を用いた検索でも,

表層切除部分と周辺部分では明らかに所見が異なってお

り,観察結果の異常所見の多 くはエキシマレーザー表層
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切除による変化と考えて良いものと思われた。

Andersonら n)は III型・IV型 コラーダ ンの局在につ

いても抗体を用いた検索を試みている。ⅡI型 コラーゲン

は本来生体内で I型 コラーゲンと同様の分布を示し,角

膜実質にも局在する間質型コラーゲン線維であるがm,

創傷治癒過程で出現する搬痕組織を構成するコラーゲン

線維 としても良く知 られている15)。

我々は既にこのⅡI型

コラーゲンが初期の上皮下混濁の構成成分の一つであ

り,上皮下混濁とは角膜実質の疲痕組織であると指摘 し

てきた7).こ の観点から考えると,今 回 2,3年 目において

もⅡI型 コラーゲンが上皮下に局在 していたことは,未

だに疲痕組織が正常の角膜実質に置き換わっておらず,

表層切除角膜の創傷治癒が終了していないことを示して

いると考えられた。一方,IV型 コラーゲンは,基底膜の構

成成分の一つと考えられているものの,近 年いくつかの

isobrmが見出され16)17),ヒ
ト角膜上皮基底膜は,部位に

よって異なった isOお rmの IV型 コラーゲンが分布 して

いることが明らかとなった18).

我々の用いた抗体 は,ヒ トのIV型 コラーゲンに対す

るモノクローナル抗体であるが,正常のヒト(データ未発

表)お よび家兎の角膜上皮基底膜は,角膜のどの部位にお

いても一様に線状に陽性所見を示した.恐 らく,今回用い

た抗体のエピトープは,ヒ トおよび家兎のどの isObrm

の IV型 コラーゲンにも共通する部位であろうと考えら

れた.エ キシマレーザー表層切除後の上皮下混濁部分に

は,術後 3年経過 してもコI型同様この IV型 コラーゲン

も局在 し,実質の願痕組織形成に関与 しているものと考

えられた.こ のIV型 コラーダンは,従来から考えられて

いた基底膜のIV型 コラーゲンと異 なる isObrmの コ

ラーゲンである可能性があるものの,今回の実験では不

明のままであった。また,こ れらⅡI型 ,IV型 コラーゲン

線維の産生細胞については,上皮細胞および術後数週間

に上皮下に集合した線維芽細胞様の実質細胞の 2つが考

えられる。助ubimovら 19)の
報告では,IV型 コラーゲンの

α3,∞ ,CXoの 各 chainに 対する抗体は,角 膜実質細胞周

囲にも陽性所見を示 したと報告してお り,一 部のIV型

コラーゲンを実質細胞が産生している可能性は否定でき

ない。この解明にはじれs力

“
ハイブリダイゼーションな

どの手法が必要であ り,現在検索中である。

デスメ膜内に観察された物質は,術 後 3年 目の角膜で

は実質との境界面から約 5～ 6μm付近に局在 していた。

これは手術時に内皮細胞が産生分泌 し,そ の後加齢に

伴ってデスメ膜が肥厚するとともに相対的に実質側へ移

行 したものと考えられた.こ の沈着物質は通常の電子染

色ではネガテイブ染色 となったものの,タ ンニン酸で染

色すると横走するバ ンドが観察され,コ ラーゲン線維様

の物質であることが明らかとなった。
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