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第二次高調波発生(second harmonic generation：

SHG)は，非線形光学系の一つであり，角膜からの SHG

はコラーゲン由来のものと考えられている．SHGを検

出する SHG顕微鏡はレーザー共焦点顕微鏡を用いて構

成するため，連続的に SHG像を取得することができ，

／その連続画像から角膜のコラーゲン線維／線維束を立体

構築することが可能である．SHG顕微鏡を用いたヒト

正常角膜における角膜実質コラーゲン線維束の立体構造

の解析により，角膜実質浅層のコラーゲン線維束が Bow-

man膜に接着する網目状構造を呈することが明らかと

なった．ヒトで観察されるこの Bowman膜に接着する

線維束(sutural lamellae)は，Bowman 膜直下で広が

り，約 19度の角度を有し，実質中層に向かうにつれて

角度が徐々に緩徐になっていた．Sutural lamellaeの構

造が角膜の前面形状に関与するという仮説のもと，

SHG顕微鏡を用いて円錐角膜のコラーゲン線維束の構

造評価を行うと，Bowman膜が破綻し角膜が菲薄化し

ている部分では sutural lamellae 構造が破壊されてい

ること，また，Bowman膜および角膜厚が正常である

部位においても sutural lamellae 構造は正常に比べて

不均一・低密度になっていることが明らかとなった．さ

らに，水疱性角膜症を代表とする角膜実質浮腫眼におけ

るコラーゲン線維・線維束構造を SHG顕微鏡を用いて

観察すると，sutural lamellae構造は正常角膜と同様に

保たれること，一方では上皮下に異常な SHG信号とし

て検出される線維性組織が形成されること，この上皮下

線維性組織の形成時期は臨床的実質浮腫発生後 12か月

以降に現れ始めることが明らかとなった．SHGを正常

／角膜および疾患角膜のコラーゲン線維／線維束の構造解

析に応用することにより，角膜の形状維持機構や角膜疾

患の病態理解に有用な情報を得ることができる．(日眼会

誌 115：1025―1035，2011)

キーワード：角膜実質，コラーゲン，第二次高調波発

生，円錐角膜，水疱性角膜症

We have established a second harmonic generation

(SHG) microscopy system for imaging of the human

cornea with a mode-locked femtosecond laser and a

laser confocal microscope. This SHG microscopy

system has allowed us to scan corneal tissue noninva-

sively ex vivo and to obtain three-dimensional images

of corneal collagen lamellae. Such three-dimensional

imaging of the normal anterior cornea revealed that

collagen lamellae at the anterior stroma are inter-

woven and adhere to Bowman membrane with these

adherent lamellae being designatedÅsutural lamel-

lae.ÆSutural lamellae adhere to Bowman membrane

at an angle of approximately 19 degrees, whereas the

angle of lamellae in the mid-stroma relative to

Bowman membrane is smaller. We hypothesize that

the structural unit consisting of both Bowman

membrane and the sutural lamellae contributes to the

rigidity and anterior curvature of the cornea. SHG
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Ⅰ 緒 言

ヒト角膜は，上皮層，Bowman 膜，実質層，Desce-

met 膜，内皮の 5層の単純な構造から構成される組織で

あり，角膜が透明であるためには，その単純かつ整然と

した構造が維持されていることが重要である．角膜実質

は角膜の厚さの約 90％を占める部分であり，角膜実質

細胞，少数の免疫細胞，神経線維以外はコラーゲンを中

心とする細胞外マトリックスにより構成されている(図

1)．コラーゲン分子は三本鎖らせん構造をつくってお

り，これらのコラーゲン分子が集合してコラーゲン原線

維(fibril)を形成する．このコラーゲン原線維がさらに

集合してコラーゲン線維(fiber)を形成している．角膜

実質内ではこの同じ方向性を有するコラーゲン線維によ

り，コラーゲン線維の束であるコラーゲン線維束(la-

mellae)を形成する．その線維束は，実質浅層では厚さ

0.2〜1.2 mm，幅 0.5〜30 mm であるのに対し，実質

深層では厚さ 1.0〜2.5 mm，幅 100〜200 mmとその構造

が変化していくことが知られている1)
．角膜の体積の大

部分を角膜実質が占め，実質の大部分はこのコラーゲン

線維束により形成されている．したがって，正常眼や疾

患眼におけるコラーゲン線維束の構造解析は，角膜の生

理機構の理解や疾患の病態生理の解明に必要である．

Ⅱ 第二次高調波発生とコラーゲン線維・

線維束の立体構造評価

第二次高調波発生(second harmonic generation：SHG)

は，非線形光学系と呼ばれる光学系の一つであり，金属
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imaging of keratoconic corneas revealed an either

abnormal or a total lack of structure of the sutural

lamellae, suggesting that this abnormality might be

related to that of the corneal anterior curvature in

such corneas. Furthermore, SHG imaging of corneas

affected by stromal edema showed that the structure

of the sutural lamellae was maintained, although

abnormal collagen signals both above and below

Bowman membrane were detected in corneas affect-

ed by clinical stromal edema for more than 12

months. SHG imaging of the structure of collagen

lamellae in normal and diseased corneas thus has the

potential to provide insight both into the mechanism

for maintenance of corneal curvature as well as into

the pathophysiology of corneal diseases.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc

115：1025―1035, 2011)

Keywords：Corneal stroma, Collagen, Second har-

monic generation, Keratoconus, Bullous

keratopathy

図 1 角膜実質を構成する細胞外マトリックス．

A：Ⅰ型コラーゲン，B：Ⅳ型コラーゲン，C：ラミニン，D：テネイシン．緑はそれぞれの蛋白質，赤は

核．検体は正常ラット角膜．



の表面解析の手法としてこれまで用いられてきた．SHG

は，�非点対称で極性を有する分子に二つの光子が衝突

すると，エネルギーの喪失なしに半分の波長の一つの光

子に変換される現象 である2)3)
．生体内に存在する分子

で SHGを発生する分子条件を満たすものはコラーゲン，

ミオシン，チューブリンなどと限られている．角膜実質

では，極性すなわち方向性を有したコラーゲン分子が線

維および線維束を形成しており，その量もミオシン・

チューブリンに比較して極端に多い．したがって，角膜

から発生する SHG 信号は，コラーゲンの線維・線維束

由来のものであると考えられる．

Ⅲ SHG顕微鏡の構成

SHG の発生および観察には，フェムトセカントレー

ザー発生装置を備えたレーザー共焦点顕微鏡を用いる(図

2)．SHG の発生には，二つの光子を同時に一つの分子

に衝突させる必要があるため，光子の密度を上げるため

に高頻度でレーザーを照射できるフェムト秒レーザー装

置が必須である．また，レーザー照射平面を変化させる

ことで異なる部位からの SHG信号の採取が可能であり，

この照射平面を移動させるためにレーザー共焦点顕微鏡

を用い，スキャンを行う．検体の用意はホルマリン固定

された角膜組織を約 2 mm×2 mm の角膜ブロックとし

て切り出すだけであり，薄切切片を作製しないため，角

膜の立体構造を破壊せず観察できる．観察範囲は顕微鏡

の設定により変更することが可能であるが，40 倍の対

物レンズを用いても 200×200 mm以上の範囲を観察する

ことができる．この SHG 顕微鏡システムを用いること

により，SHG 信号の連続撮影が可能となり，採取され

た連続画像から三次元立体構造を再構築できる(図 3)．

立体構築像は，観察範囲とスキャン深度で決定される直

方体となる．この立体構築された再構築像を側面から観

察すると，観察範囲幅すなわち 200 mm以上の幅を有す

る切片像として観察評価できる．広範囲を観察すること

が可能である SHG 立体構築像は，コラーゲン線維・線

維束の構造および異常構造物の検出感度の高い評価系で

あるともいえる．

Ⅳ 正常角膜のコラーゲン線維束構造の解析

正常ヒト角膜の前額断 SHG信号を図 4に示す4)
．ヒト

角膜実質浅層由来の SHG 信号からは，線維束の長さが

短く，幅も狭いのが分かる(図 4 A)．実質中層に至ると，
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図 2 第二次高調波発生(SHG)顕微鏡の構成．

今回の研究では，レーザー共焦点顕微鏡に Carl Zeiss Microimaging 社の LSM510 META を，レーザーに

は，Coherent 社のmode-locked Titanium：Sapphire Laser の Chameleon を用いた．



線維の長さは長くなり，線維束の幅も広くなる(図 4 B)．

実質深層に至ると，コラーゲン線維束の長さはさらに長

くなり幅も広くなる(図 4 C)．SHG 信号は，多光子励起

の原理で焦点面に集約された光子がコラーゲンに衝突し

SHG を発生するため，SHG 信号像はきわめて薄い光学

切片から生じたものと考えることができる．したがって，

SHG信号の平面に含まれるコラーゲン線維の長さが短い

ということは，その平面に対して角度を有していること

となり，逆に SHG 信号平面に長いコラーゲン線維が含

まれるということはその平面に平行に近い角度を有して

いることとなる．SHG連続画像を再構築すると，角膜実

質浅層にBowman 膜に対して斜めの角度を有するコラー

ゲン線維束(transverse lamellae：TL，図 5 A，矢印)を

多数認め，中層には重なり合いながらも Bowman 膜に

平行に近づく線維束(interwoven lamellae：IL)へと変化

し，さらに実質深層では．Bowman 膜や Descemet 膜

に平行な(orthogonal lamellae：OL)へと変化した．強拡

大で観察すると，実質浅層に存在するコラーゲン線維束

TL は無数にかつ均一に存在していた(図 5 B)．細胞骨

格・核染色を同時に行い，上皮細胞層直下の均一無構造

のBowman膜を明瞭にすると，実質浅層のコラーゲン線

維束は Bowman 膜に接着することが明らかとなった(図

5 C)．これらの観察から，角膜実質浅層のコラーゲン線

維束は Bowman 膜を�縫う 様に存在することが明ら

かとなり，我々は当初TLと呼称したコラーゲン線維束

のうち，ヒトで顕著に観察できる構造を�sutural lamel-

lae�と呼称することとした4)〜6)
．Sutural lamellae は角

膜実質内に存在するコラーゲン線維束の中でも，①実質

浅層にのみみられる構造である，②角膜実質に存在する

コラーゲン線維束の中で最も Bowman 膜に対して角度

を有している，という点などが他のコラーゲン線維束と

異なっていた．そこで，sutural lamellae の解剖学的特徴

を解明すべく，正常角膜のコラーゲン線維束の構造解析

を行った．海外からの提供角膜を用いて行った角膜内皮

移植(Descemetʼs strriping automated endothelial kerato-

plasty：DSAEK)時に得られる正常ヒト角膜実質浅層を

採取し，SHG 顕微鏡で観察した．正常ヒト角膜 27 眼の

解析から，sutural lamellae は Bowman 膜に 19.2±4.3°

(平均値土標準偏差)で接着し，実質中層に向かうにつれ

てその角度が緩やかになる〔9.1±2.9°(深さ 50 mm)，

6.9±2.1°(深さ 100 mm)，図 6〕．また，sutural lamel-

lae の Bowman 膜への接着部位幅は 13.1 mm であるの

に対し，直下 30 mmの深さでは 7.1 mmまで狭小化する

こと，sutural lamellae は Bowman 膜 1 mm2に約 910 本

接着していることが明らかとなった6)
．これらの測定か

ら，sutural lamellae は，Bowman 膜に対して一定の角

度をもって広がって接着し，直下で細くなり実質深層に

向かっていく線維束であるという特徴を有しているとい

える(図 7)．正常角膜の sutural lamellae の分布や形態

を，角膜の部位(中心部，上下方，鼻耳側)で検討を行っ

たが，明らかな差異を検出することができなかった(未

発表データ)．この正常角膜を対象とした研究により，
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連続画像の取得 三次元立体構築

透影像の観察

図 3 SHG連続撮影像の立体構築．

角膜をスキャンして得られた連続 SHG 画像からコラーゲン線維束構造を立体再構築する．あらゆる方向か

ら観察可能であるが，側面から観察することで広範囲の観察が可能で，病変の検出感度が上がる．



角膜実質浅層のコラーゲン線維束は，線維構造による水

平方向の剛性だけでなく，線維束の織り目状構造による

前後方向の剛性を有することが示唆された．このことか

ら，sutural lamellae は Bowman 膜と一体となり角膜実

質浅層で三次元的な構造単位を形成し，角膜の剛性維持

や前面形状維持に関与していると考えられる．

Ⅴ 疾患角膜のコラーゲン線維束の構造解析

円錐角膜は，角膜前面形状異常を来す疾患の代表であ

る．これまでの形態学的評価では，コラーゲン原線維や

コラーゲン線維の構造異常が電子顕微鏡を用いて検出さ

れてきた7)8)が，電子顕微鏡では観察範囲が狭く組織とし

てのコラーゲン線維束の立体構造の評価ができなかった．

山口大学医学部附属病院倫理委員会および Internal re-

view board of University of California，Irvine Medical

Center の承認のもと，円錐角膜検体 13 眼を SHG を用

いて観察し，その三次元構造を評価した．円錐角膜では

Bowman 膜が破綻することがあることが知られており，

Bowman 膜の構造と Bowman 膜と構造単位を形成する

sutural lamellae の構造に着目した．まず，Bowman 膜

の破綻していない部位の sutural lamellae を観察すると，

Bowman 膜は均一無構造の正常構造を維持しているも

のの，Bowman 膜に接着する sutural lamellae は短いも

のが多く，また正常角膜と比較して密度が不均一であっ

た(図 8 A)．また，円錐角膜検体のうち Bowman 膜が

破綻していた部位では，Bowman 膜の連続性の途切れ

る破綻部位の直下で実質中層に向かう sutural lamellae

構造がみられなかった9)(図 8 B)．円錐角膜眼では，Bow-

man 膜が正常な部位でも sutural lamellae 構造に異常が

あること，また円錐部分である Bowman 膜破綻部位で

は sutural lamellae 構造がみられないことが明らかと

なった．正常角膜の検討でも，中央部，中間周辺部，周

辺部の sutural lamellae 構造に顕著な差異はみられな

かった(未発表データ)ことから，同一角膜内における

sutural lamellae 構造の差異は，円錐角膜という疾患に

特徴的な所見と考えられる．Sutural lamellae 構造は角

膜実質の浅層すなわち前方に存在し角膜全体の剛性維持

に関与していると考えられ，円錐角膜における角膜の前

方突出にはこの sutural lamellae の破綻が関与している

可能性が示唆された．

次いで，水疱性角膜症の角膜実質の構造に着目した．

近年，水疱性角膜症に対する外科的療法は，全層角膜移

植から急速にDSAEKを中心とする内皮移植へと変遷し

てきている．内皮移植は，内皮細胞層を水疱性角膜症眼

へと移植する方法であり，実質浮腫に陥っていた患者角

膜実質は切除されず術後も存在する．したがって，水疱

性角膜症眼において角膜実質は実質浮腫が消失すれば健

常で透明であるということが視力回復の大前提となる．

これまで，免疫組織学的な検討から，水疱性角膜症眼の
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50μm

図 4 正常ヒト角膜実質の SHG像．

／

A：実質浅層，B：実質中層，C：実質深層．コラーゲ

ン線維／線維束の形態が深さによって異なっているのが

分かる．

(文献 4より許可を得て転載)



角膜実質において，異常な細胞外マトリックスの蓄積が

みられることが報告されていた10)〜13)
．水疱性角膜症に陥っ

た角膜実質のコラーゲン線維束構造が正常であるのか，

水疱性角膜症にみられる異常な細胞外マトリックスの蓄

積がどのように生じるのかを，SHGを検出することによ

り特異的にかつ立体的に評価した．水疱性角膜症，移植

片不全および Fuchs 角膜内皮ジストロフィにより不可

逆性角膜実質浮腫を来した眼に対し全層角膜移植を行い，

得られた検体について SHG 顕微鏡を用いてその立体構

造を評価した．実質浮腫眼の SHG 信号を採取し立体構

築を行うと，すべての検体において正常角膜と同様に，
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図 6 Sutural lamellaeの Bowman膜に対する角度分

布．

Bowman 膜直下から実質中層に向かうにつれて，度

数分布のピークが高角度から低角度へ移動するのが分

かる．

(文献 6より許可を得て転載のうえ改変)

TL

IL

OL

TL

Epi

BL

SL

図 5 正常ヒト角膜コラーゲン線維束の立体構築像．

A：弱拡大(TL：transverse lamellae，IL：interwoven

lamellae，OL：orthogonal lamellae)，B：強拡大(TL：

transverse lamellae)，C：細胞骨格・核染色との合成．

緑：アクチン，赤：核，シアン：SHG forward シグナ

ル，マジェンダ：SHG backward シグナル．実質浅層に

transverse lamellae(sutural lamellae：SL)が均一高密度

に存在し，Bowman 膜(BL)に接着しているのが分かる．

(文献 4より許可を得て転載)



均一無構造なBowman 膜に接着する sutural lamellae の

認められる構造が観察された(図 9 A)．しかしながら，

Bowman 膜自体に SHG 信号を認めるもの(図 9 B)や，

Bowman 膜上皮側に異常な SHG 信号陽性構造を認める

ものも観察された14)(図 9 C)．これらの異常構造は，コ

ラーゲン由来の信号であり，その存在部位からこれまで

報告されている上皮下線維性組織形成(subepithelial

fibrosis)15)であると考えられた．この上皮下線維性組織

形成を示す SHG 信号はすべての症例に観察されるわけ

ではなく，比較的実質浮腫期間の長い検体にみられる傾

向にあった．そこで，不可逆性角膜実質浮腫を来してい

た検体を上皮下線維性組織形成の有無で分類し，その臨

床的角膜実質浮腫期間と対比させた．角膜実質浮腫期間

の短い検体には上皮下線維性組織形成がみられないのに

対し，角膜実質浮腫期間が 12 か月を過ぎる検体から上

皮下線維性組織形成が観察されるようになった14)(図 9

D)．同一の検体で，細胞骨格・核染色を行い，角膜実

質細胞の形態も観察評価した．角膜実質浮腫眼におい

て，正常角膜にみられる星紡状の角膜実質細胞様形態を

示すものと，アクチンフィラメント強陽性となる紡錘状

の角膜線維芽細胞(fibroblast)様形態を示すものとが観

察された．これら角膜実質細胞の表現型と角膜実質浮腫

期間とを比較評価すると，上皮下線維性組織形成と同様

に，角膜実質浮腫期間の短い検体には角膜線維芽細胞様

形態を示す角膜実質細胞がみられないのに対し，角膜実

質浮腫期間が 12 か月を過ぎる検体から角膜線維芽細胞

様形態を示す角膜実質細胞が観察されるようになった14)

(図 10)．これら上皮下線維性組織形成および角膜線維

芽細胞様角膜実質細胞の評価に加え，対象を水疱性角膜

症に限定して角膜実質の瘢痕形成時に発現する筋線維芽

細胞の有無も併せて評価すると，同様に角膜実質浮腫期

間が 12 か月を過ぎる検体から筋線維芽細胞が観察され

るようになった16)
．これら上皮下線維性組織形成，角膜

線維芽細胞，筋線維芽細胞の出現を，実質浮腫期間 12

か月で分けてその出現・発現の有無を比較評価すると，

いずれも実質浮腫発生後 12 か月以上の群で観察頻度が

有意に増加することが明らかとなった．これらのことか

ら，水疱性角膜症は実質浮腫が生じてからの期間依存性

に病理組織学変化が生じること，すなわち実質浮腫期間

依存性の進行性疾患であると考えられた．

Ⅵ 考 按

一連の SHGを用いた研究で明らかとなった正常角膜

および疾患角膜の三次元構造の模式図を示す(図 11)．

正常角膜の実質内では，コラーゲン線維束は層状に重なっ

ているが，実質でも浅層では織り重なって Bowman 膜

に接着する sutural lamellae 構造を形成している．この

sutural lamellae 構造が角膜の前後方向の剛性を強化し

角膜の前面形状形成に関与すると考えられる．これまで

の組織学的な観察から，角膜実質浅層のコラーゲン線

維・線維束が織り目状構造を呈することは知られてい

た17)18)
．この角膜実質浅層にみられるような構造はサメ

角膜における観察でもみられ，水中で生息するサメ角膜

が実質浮腫を来さないことの根拠とされている19)
．ま

た，ヒト角膜実質浮腫眼を組織学的に観察すると，

Bowman 膜から約 100〜120 mmの部分の角膜実質では，

角膜厚が増加せず，それより深層の角膜実質厚が増加す

るということも報告されている20)
．これらの知見は，臨

床的に，角膜実質浮腫眼でのDescemet 膜皺襞として観
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BL

SL

20μm

SL

図 7 Sutural lamellaeの代表像．

Sutural lamellae(SL)は Bowman 膜(BL)に広がって接

着し，直下で細くなり，いくつもの線維束が束となって

実質中層へ向かう．

50μm

＊

図 8 円錐角膜眼由来 SHG信号の立体構築像．

A：Bowman 膜正常部位(＊：Bowman 膜，矢印：su-

tural lamellae 分布密度の低い部位)．B：Bowman 膜破

綻部位(矢印：Bowman 膜が破綻しており，同部位に

SHG 信号が集積している．異常なコラーゲン線維の集

積を示唆している)．

(文献 9より許可を得て転載)



察することができる．角膜実質浮腫眼では，角膜が浮腫

により肥厚するが，角膜実質浅層は強靱なコラーゲン線

維束構造のため形を変えず，浮腫による肥厚は内皮側に

起こる．このため，角膜内皮面の曲率半径は小さくなる

ため，内皮面面積は小さくなる．しかしながら Desce-

met 膜面積は変わらないので，余剰となったDescemet

膜の皺が実質浮腫眼におけるDescemet 膜の皺襞として

観察される．実質浮腫状である DSAEK 術前と比較し

て，浮腫が消失した DSAEK 術後で有意な角膜前面形

状の変化がみられない21)ことからも，実質浮腫眼で浮腫

による角膜の肥厚が角膜上皮面方向に起こらないことを

うかがい知ることができる．このように，角膜実質のコ

ラーゲン線維束が角膜の前後方向に織目状構造を形成し

ていることによって，角膜前面の強固な立体構造が保持

されていると考えられる．我々の研究は，これまで提唱

されてきた角膜実質浅層の剛性を，コラーゲン線維束の

立体構造から説明しているものと考えている．

角膜の前面形状の異常を来す円錐角膜では，正常角膜

で観察される sutural lamellae 構造に異常を来しており，

sutural lamellae 構造の不均一化や低密度化，sutural la-

mellae 構造の喪失などが認められた．円錐角膜では，

Bowman 膜および Descemet 膜の破綻を来すことが知

られている．Descemet 膜の破綻は急性水腫として臨床

的に顕著な症状として観察されるため認識しやすいが，

Bowman 膜の破綻は急激な臨床所見の変化として現れ

にくいため，臨床的には重要視されていない傾向にある

と思われる．しかしながら，我々の観察では，Bowman

膜が破綻している部位ではコラーゲン線維束構造の喪失

という顕著な構造異常を来していること，またこのBow-

man 膜が破綻している部位は円錐部分にみられたこと

から，Bowman 膜の変性・破綻は円錐角膜の重要な病

態生理であると考えられる．円錐角膜眼における sutur-

al lamellae 構造の異常は，円錐角膜の形状変化の結果と

してこのような構造になっているのか，構造変化が形態

変化の原因となっているのか，証明することはきわめて

困難である．また，円錐角膜という疾患において，なぜ

このようにコラーゲン線維束構造が変化していくのか，

どのように変化していくのかは不明である．コラーゲン

線維束構造変化のメカニズムの解明は今後の研究課題で

あるが，角膜実質浅層すなわち前方で三次元的に立体構

造を形成していたBowman 膜-sutural lamellae 構造の破

綻と円錐角膜眼における角膜の前方突出には一定の関係

日眼会誌 115 巻 11 号1032

Duration of stromal edema（months）

Ab
se
nt

Pr
es
en
t

Su
be
pi
th
el
ia
l fi
br
os
is

0 726048362412

＊
＊

図 9 角膜実質浮腫眼におけるコラーゲン線維束構造と上皮下線維性組織形成(subepithelial fibrosis)，お

よび実質浮腫期間との関連．

A：実質浮腫期間 12 か月，B：実質浮腫期間 22 か月(＊：Bowman 膜，矢頭：Bowman 膜上の異常コ

ラーゲン蓄積を示す SHG 信号)，C：実質浮腫期間 27 か月(＊：Bowman 膜，矢頭：Bowman 膜上の異

常コラーゲン蓄積を示す SHG信号，両矢：実質浅層にも異常コラーゲン線維の蓄積がみられる)．バーは

50 mm．D：角膜実質浮腫期間と上皮下線維性組織形成の有無との関連．横軸は角膜実質浮腫期間．実質

浮腫期間が 12 か月を過ぎる検体から上皮下線維性組織形成が出現している．

(文献 14 より許可を得て転載)
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図 10 角膜実質浮腫眼における角膜実質細胞の形態評価．

A：正常角膜における角膜実質細胞．B：実質浮腫期間 12 か月の実質細胞．角膜実質細胞形態を示して

いる．C：実質浮腫期間 27 か月．実質細胞がアクチンを強発現し紡錘形に変化し，角膜線維芽細胞(fi-

broblast)の形態を示している．バーは 50 mm．D：角膜実質浮腫期間と角膜線維芽細胞発現の有無との

関連．横軸は角膜実質浮腫期間．実質浮腫期間が12か月を過ぎる検体から角膜線維芽細胞が出現している．

(文献 14 より許可を得て転載)

正常角膜 円錐角膜 水疱性角膜症

SL

BL

内皮
DM

上皮

実質

BL

BL 破綻

BL ＳEF
Ｆb/MFbの出現

深層実質厚の増加

ＳＬ 構造は維持
ＳL構造消失

BL正常

ＳL不均一
低密度

図 11 SHGで明らかとなった角膜実質コラーゲン線維束構造．

／ ／

正常角膜では，角膜実質浅層に Bowman 膜(BL)に角度をもって接着するコラーゲン線維束 sutural la-

mellae(SL)が存在する．実質中層から深層にかけては Bowman 膜に対し平行に近くなる．DM：Desce-

met 膜．円錐角膜眼では，sutural lamellae 構造が低密度になったり喪失したりするなどの構造異常を来

す．角膜実質浮腫眼では，sutural lamellae 構造は維持されるものの，Bowman 膜前後にコラーゲン線維

の異常集積がみられる．SEF：上皮下線維性混濁，Fb／MFb：線維芽細胞／筋線維芽細胞．

(文献 5より許可を得て転載のうえ改変)



がある可能性があり，将来的には，角膜形状解析の結果

と sutural lamellae 構造の特徴を比較検討する必要があ

るのではないかと考えている．

水疱性角膜症では，実質浅層の sutural lamellae 構造

は維持されており，角膜全体のコラーゲン線維束構造の

破壊がなく，角膜内皮移植術後の角膜形状を十分維持で

きる剛性を有していることが示された．一方では，Bow-

man 膜前後において上皮下線維性組織形成や線維芽細

胞・筋線維芽細胞などの不可逆性の病理組織学的変化を

来していること，またその変化は実質浮腫が現れてから

の期間に依存していることが明らかとなった．DSAEK

をはじめとする角膜内皮移植は近年急速に普及してきて

いるが，DSAEKを中心とする臨床研究では術後良好な

視力回復が得られることが報告されており21)〜23)
，今後も

その適応拡大が予想される．我々の研究では，水疱性角

膜症において角膜実質の剛性に関与する sutural lamel-

lae 構造が維持されている14)ことが示され，今後さらに

拡大する内皮移植において患者角膜実質を温存し活用す

ることの正当性を示していると考えている．一方では，

水疱性角膜症は病理組織学的に進行性の疾患であり，臨

床的実質浮腫期間が長期化すると病理組織学的変化が発

生する14)16)傾向にあることから，透明な角膜実質を維持

するためには臨床的実質浮腫が生じてからなるべく早い

段階で内皮移植に踏み切る方が望ましいと考えられる．

角膜実質浮腫が長期化した場合，角膜実質の不可逆的器

質的変化の危険性が高まるが，角膜実質置換を第一に考

えた全層角膜移植の施行には議論が残るところである．

全層角膜移植では実質をすべて置換することにより患者

角膜実質に残存する瘢痕を除去でき角膜実質を透明化す

ることができるが，一方で惹起不正乱視のため視力回復

は内皮移植に及ばない24)ため，内皮移植施行を否定する

根拠にまではなり得ないと考えている．内皮移植が全層

角膜移植と比較して良好な視力回復が得られる手術であ

る以上，現在の角膜移植では可能な限り内皮移植の可能

性を探る必要がある．角膜実質の瘢痕形成が角膜実質浮

腫期間に依存することを考慮すると，水疱性角膜症に対

する内皮移植手術の施行時期は，浮腫に起因する瘢痕形

成が起こる前に行われるべきであると考えている．

SHG を用いた角膜の構造解析は，さまざまな観点か

ら行われている．これまで提示してきた内容に加え，エ

キシマレーザー照射後の角膜実質の瘢痕形成を，SHGを

用いて形態評価したり25)
，フェムト秒レーザーを用いた

角膜切開の切開面の形態評価に用いたりしている26)
．ま

た，角膜実質の瘢痕27)や感染角膜28)の評価や，さらには

視神経乳頭の形態評価にも応用されている29)
．Hochhei-

mer が角膜由来の SHGを報告30)した 1982 年以降，SHG

を用いて角膜構造を評価する試みは約 20 年間大きな変

化をみられなかったが，実験室におけるフェムト秒レー

ザーを装備した多光子顕微鏡の普及により，昨今の角膜

領域における SHG をはじめとする非線形光学系の眼科

領域での研究は大きな躍進を遂げたといえる31)〜34)
．今後

もさらに臨床検体の評価や生理機構や病態生理の把握に，

SHG をはじめとする非線形光学系を用いた検出系が広

く応用されてくるのではないかと考えている．

稿を終えるにあたり，学生時代より現在に至るまでご指導

いただいております山口大学副学長 西田輝夫先生に深謝い

たします．SHG の観察系の原理をご教授くださいました

University of California，Irvine 教授 James V. Jester 先生，

SHG 顕微鏡システムを用いた観察を全面的にご支持くださ

いました九州大学先導物質化学研究所教授 高原 淳先生，

本論文をご高閲くださいました山口大学大学院医学系研究科

眼科学教授 園田康平先生に深謝いたします．
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