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要 約

目 的：単純な組成による強角膜片保存液を開発し，

その有用性についてヒト角膜を用いて形態学的検討を

行った．

対象と方法：検討した組成液は，minimum essential
 

mediumを基本溶液とし， . コンドロイチン硫酸(分

子量 )を含む pH . ，浸透圧 mOsm/kgの

溶液(保存液- )で，対照はOPTISOL-GS とした．ヒ

ト角膜は Eye Bank Eye(Lions Eye Bank of Oregon，

米国)を使用した．強角膜片作製後， 眼をOPTISOL-

GS ，他眼を保存液- に °Cで保存し， ， ， 日

目の強角膜片内皮細胞を走査電子顕微鏡および透過電子

顕微鏡で観察した．

結 果：ヒト角膜では，両保存液とも保存期間が長く

なるにつれて細胞内小器官の変性が出現する傾向にあっ

たが，OPTISOL-GS と保存液- で内皮細胞の形態に

は差がなかった．

結 論：保存液- は，OPTISOL-GS と同程度の角

膜内皮細胞の保存が可能であると考えられた．以上のこ

とから，単純な組成から成る保存液でも，ヒト角膜内皮

細胞の viabilityが維持される可能性が推定された．

(日眼会誌 ： ― )

キーワード：角膜保存液，角膜内皮細胞，コンドロイチ

ン硫酸，OPTISOL-GS ，強角膜片保存
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Abstract

：To develop and evaluate by histological
 

methods a new corneal storage medium with a
 

simple formula.

：We compared a corneal storage medi-

um which contained minimum essential medium and

. chondroitin sulfate(molecular weight , ),

pH . , osmolality mOsm/kg with OPTISOL-

GS . Paired human donor eyes provided by the
 

Lions Eye Bank of Oregon were stored in a moist
 

chamber until the experiment.A cornea with scleral
 

rim was excised and stored in OPTISOL-GS , and
 

its fellow cornea was stored in the test medium for

, ,or days at °C.Histological examination of
 

corneal endothelial cells was done by both scanning
 

electron microscopy and transmission electron mi-

croscopy.

：On days and , there was no signifi-

cant difference in histological findings between
 

corneas stored in OPTISOL-GS  and those in the

 

test medium.Both corneal groups developed degen-

erative changes with the increase of storage time,

but their histological findings were similar for both
 

storage media. On day , corneal endothelial cells
 

showed marked degeneration of intracellular orga-

nelles such as a swelling of mitochondria in both
 

media.

：Human corneas stored in the test
 

medium for days maintained their structure as
 

well as those in OPTISOL-GS .This shows that the
 

newly developed corneal storage medium composed
 

can be used for medium-term corneal storage.

(J Jpn Ophthalmol Soc 105：295―300,2001)

Key words：Corneal storage medium,Corneal endo-

thelial cell, Chondroitin sulfate, Stor-

age of cornea with scleral rim, OPTI-

SOL-GS



緒 言

我々は第1報 で簡単な組成による2種類の強角膜片

保存液(保存液-Ⅰと保存液-Ⅱ)を開発し，その有用性に

ついて家兎角膜を用いてOPTISOL-GS との比較検討

を行った．保存液-Ⅰと保存液-Ⅱは，組織培養液である

minimum essential medium(以下，MEM)を基本溶液と

し，2.5％コンドロイチン硫酸を含むpH7.33，浸透圧
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表 1 OPTISOL-GS と今回調整した保存液の組成

OPTISOL-GS 保存液-Ⅰ 保存液-Ⅱ

基本溶液 MEM,TC-199 MEM  MEM

緩衝液 HEPES  HEPES  HEPES

抗生剤 ゲンタマイシン

ストレプトマイシン

ゲンタマイシン

(100mg/L)

ゲンタマイシン

(100mg/L)

コンドロイチン硫酸 2.5％ 2.5％ 2.5％

(分子量) (27,500) (27,500) (33,700)

デキストラン 1.0％ ― ―

ATP アデノシン，イノシン

アデニン

― ―

ビタミン B ，アスコルビン酸，

α-トコフェロール

α-トコフェロール α-トコフェロール

その他 鉄，コレステロールなど ― ―

pH 7.25 7.33 7.33

浸透圧(mOsm/kg) 351 320 320

HEPES：N-2-hydroxyethyl piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid,MEM：minimum
 

essential medium

図 1 保存 日目のヒト角膜内皮細胞

A：OPTISOL-GS ，B：OPTISOL-GS ，C：保存液-Ⅰの走査電子顕微鏡(SEM)では，細胞境界は明瞭である．

D：保存液-Ⅰの透過電子顕微鏡(TEM)では，細胞内小器官は比較的良好に保たれている．A，Cは SEM でバーは10μm，

B，DはTEM でバーは1μm．
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320mOsm/kgの溶液で，その違いは使用したコンドロ

イチン硫酸の分子量と供給源のみである．家兎角膜での

保存実験の結果，保存液-Ⅰは保存14日目までは

OPTISOL-GS と同程度の保存能を有し，保存液-Ⅱに

比べ優れていることが推定された．そこで今回，我々は

ヒト角膜を用いて保存液-Ⅰの有用性について，OPTI-

SOL-GS との比較検討を形態学的に行った．

保存液の調製

表1に示すような保存液-Ⅰについて，OPTISOL-GS

(Chiron Ophthalmics, Inc, Irvine, Calif)との比較検討

を行った．

実験室で調製した保存液-Ⅰをクリーンベンチ内にお

いてフィルタで濾過しながら乾熱滅菌(180℃，3時間)し

たガラス瓶に20mlずつ充填し，70％エタノールで拭い

た後，紫外線照射(片面30分ずつ)したパッキンを装着

したキャップ(キャップはオートクレーブ滅菌，121℃で

20分)で蓋し，4℃で保存した．

実 験 方 法

Lions Eye Bank of Oregonから提供されたeye bank

 

eye(平均74.8歳)24眼を使用した．University of Cali-

fornia San Francisco(UCSF)で保存実験後，固定した

強角膜片の組織学的検討を日本大学眼科学教室で行っ

た．Moist chamber内に保存(平均2.2±1.2日間，平均

値±標準偏差)された全眼球から強角膜片を作製し，右

眼をOPTISOL-GS ，左眼を保存液-Ⅰに入れ，各4眼

ずつ4℃で5，10，14日間保存した．各期間保存後の強

角膜片を2.5％グルタールアルデヒドで固定後半割し，

一片をアルコール系列で脱水後，臨界点乾燥(HCP-2

CRITICAL PORT DRYER，日立)，金蒸着(Quick
 

Auto Coater，サンユー電子)し，走査電子顕微鏡(以

下，SEM)(S-650，日立)で観察を行った．もう一片は

1％四酸化オスミウムで二重固定した後，アルコール系

列で脱水，エポキシ樹脂で包埋した．超薄切片作製後，

ウラニールアセテートおよびクエン酸鉛による二重染色

を施し，透過電子顕微鏡(以下，TEM)(JEOL1200EX，

日本電子)で観察を行った．

結 果

5日目：OPTISOL-GS と保存液-ⅠのSEM では，

内皮細胞表面は粗であるが，境界は明瞭である(図1A，

角膜保存液の開発・立花他

図 2 保存 日目のヒト角膜内皮細胞

A：OPTISOL-GS ，B：OPTISOL-GS ，C：保存液-ⅠのSEM では，両者に明らかな差はない．

D：保存液-ⅠのTEM では，ミトコンドリアの膨化およびミトコンドリア内のクリステの崩壊がある．
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C)．TEM では内皮細胞内に小空胞があるが，細胞内小

器官は比較的保たれている(図1B，D)．

10日目：両保存液とも，内皮細胞表面はひび割れたよ

うになっているが，細胞境界は明瞭である(図2A，C)．

細胞内はミトコンドリアの膨化や小空胞が目立ってきて

いる(図2B，D)．

14日目：両保存液ともに，内皮細胞表面の変化はかな

り強くなり，細胞質の脱水のため核が細胞表面に観察さ

れるようになっている(図3A，C)．ミトコンドリアの膨

化や空胞の増加，ミトコンドリア内クリステの破壊など

細胞内小器官の変性も著明であるが，細胞間隙は狭く保

たれており，両保存液間に明らかな差はない(図3B，

D)．以上から，各期間においてOPTISOL-GS と保存

液-Ⅰは同程度の保存状態を呈していた．また，各期間と

も多少の個体差はあるが，4眼はほぼ同様の所見を呈し

ていた．

考 按

我々は第1報で，家兎角膜の保存実験を行い報告 し

た．2種類の保存液(保存液-Ⅰと保存液-Ⅱ)について

OPTISOL-GS との形態学的な比較検討を行った結果，

保存液-Ⅰと保存液-Ⅱは保存7日目まではOPTISOL-

GS とほぼ同様の保存状態を呈していたが，保存14日

目になると保存液-Ⅱでの保存状態が他の2つに比べ明

らかに劣っていた．この結果を踏まえ，今回の実験では

ヒト角膜を用いて保存液-ⅠとOPTISOL-GS との比較

検討を行った．

ヒト角膜の保存実験では，眼球摘出時の角膜の詳細は

不明であるが，同一者の眼球であれば左右でほぼ同じ状

態を呈していると推察できることから，同じ保存期間に

ついては同一者の角膜を使用した．各保存期間において

OPTISOL-GS と保存液-Ⅰは形態学的に明らかな差は

なかった．両者とも特にSEM で全体的に内皮細胞表面

が粗雑であったが，これはmoist chamber内に平均2.2

日間保存されていたことが影響していると考えられる．

Moist chamber内では全眼球保存であり，死後変性した

前房水により内皮細胞がダメージを受けやすいためであ

る ．

保存液の組成を考える上で基本となることは，低温(4

℃)における一定の代謝レベルを維持し，代謝に伴う角

膜組織の変化(角膜実質の膨化など)を最小限に食い止め

ることである．低温(4℃)の状態でも，角膜は37℃の時

図 3 保存 日目のヒト角膜内皮細胞．

A：OPTISOL-GS ，B：OPTISOL-GS ，C：保存液-ⅠのSEM では，両者に明らかな差はない．

D：保存液-ⅠのTEM では，ミトコンドリアの膨化が著明で，空胞化が目立つが，細胞間隙は狭く保たれて

いる．
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の1/20程度ではあるが乳酸を合成する とされている．

よって，保存液の基本溶液にはTC-199やMEM などの

組織培養液が用いられ，角膜実質の膨化抑制のためにデ

キストランやコンドロイチン硫酸などの膠質が含まれて

いる．あとはその組み合わせや，濃度，その他の物質が

含まれるか否かの差である．表2にこれまでに報告され

た保存液の組成を示す．

1974年にMcCarey-Kaufman(M-K)medium が報

告 されてから，保存液はその組成を少しずつ変化させ

ながら現在のOPTISOL-GS にたどりついた．OPTI-

SOL-GS は，K-Sol と DexSol の長所を組

み合わせて作られたといわれている が，その特徴は

複雑な組成にある．特にアデノシン３リン酸(ATP)の

前駆物質(アデノシン，イノシン，アデニン)やビタミン

B ，アスコルビン酸，α-トコフェロールなどが含まれ

ている点である．ATPの前駆物質は4℃でも十分に解

糖系を進め，ATPを供給することができるといわれて

いる ．ビタミンB は酵素反応に欠かせない要素と

して ，また，アスコルビン酸とα-トコフェロールは抗

酸化作用があるといわれている ．これらの物質が含ま

れたことと，コンドロイチン硫酸の濃度が高くなったこ

とにより，OPTISOL-GS はDexSol に比べて，保存

期間中の角膜厚は薄く，内皮細胞のviabilityも良好で

あるが，角膜移植術1年後の臨床データ(内皮細胞数の

減少など)では差はないとの報告 もある．以上のこと

から，保存液の組成は必要最小限のものを含有していれ

ば良いのではないかと考えられる．今回我々が調製した

保存液は，基本に基づいた非常にシンプルな組成であ

る．今回は角膜厚の測定や内皮細胞のviabilityの評価

などについては検討していないが，前回の家兎角膜およ

び今回のヒト角膜の保存実験の結果から，形態学的には

OPTISOL-GS とほぼ同等の保存能を有する可能性が

推定された．今後は定量的な確認や移植実験などを行

い，臨床応用に向けて検討していく必要があると考えて

いる．

稿を終えるに当たり，UCSFでの実験にご協力いただきま

した征矢耕一先生(現在，東京大学医学部眼科学教室)，岩田光

浩先生(日本大学医学部眼科学教室)ならびに保存液の調整に

ついて参天製薬奈良眼科研究所のご協力に深謝いたします．

本研究は文部省科学研究費，日本眼球銀行，読売光と愛の事

業団の研究助成を受けた．
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