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角膜上皮欠損創傷治癒過程に及ぼす各種点眼液の影響

一量的および質的変化についてー(図12)
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要  約

点眼液の毒性あるいは効果を調べるために, 正常ウサギ角膜上皮欠損を作製し, その創傷治癒過程に対する

各種点眼液による影響を角膜上皮欠損創傷治癒曲線と角膜上皮欠損治癒直後の角膜上皮細胞の状態を走査電

子顕微鏡を用いて検討し,次のような結果ならびに結論を得た.1. 角膜上は欠損創傷治癒曲線は,フィブロネ

クチン, 0.3% 硫酸ミクロノマイシンでは影響なかったが, 0.3% 硫酸ゲンタマイシン,5% ピマリシンでは,

著しい創傷治癒遅延が生じ, とくに,5% ピマリシンは, 初期のmigration 期より著しく障害があらわれた.

2. 走査電子顕微鏡所見では0.3% 硫酸ゲンタマイシン,5% ピマリシンでは, 角膜上皮剥離, 細胞核の突出,

原形質膜皺襞, microv Ⅲiの消失化などが, とくにdark cell 中心に出現したが, これらの変化は, 0.3% 硫酸

ミクロノマイシン, フィブロネクチンには認められなかった.3. フィブロネクチンの点眼は, われわれの行

なった方法では角膜上皮創傷治癒促進を認められなかった.4. 抗真菌剤として市販される5% ピマリシン然

使用に際し, 細胞毒性が非常に強いため注意する必要があると思われた.( 日眼 91 : 72-79, 1987)

キーワード: 角膜上皮創傷治癒, 点眼液による角膜上皮障害, ピ マリシン, フ ィブロネクチン

Abstracts

Masked,  controlled animal studies were done to determine the effects of topical agents on the

healing process of the e χperimentally made epithelial defect of the rabbit's cornea. 0.3%  mi-

cronomicin,  0.3%  gentamicin,  5%  pimaricin and fibronectin drops were used for the present e χperi-

merits. 0f these drugs, gentamicin and pimaricin brought pathological changes to the regeneration of

the corneal epithelium and retarded the closure of the epithelial defective area. Particullary,  pimar ・

icin gave much to χic changes to the regenerating epithelium ; wrinkling of plasma membrane, loss of

microv Ⅲ,  rapture of intercellurar tight junction, and peeling of the top epithelial cel 】. In our studies,

fibroneclin neither accelerated the regeneration of the epithelium nor acted toxically. 【Acta Soc

Ophthalmo 】Jpn 91 : 72―79, 1987)
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緒  言

点眼液は眼組織内への透過性を考慮し高濃度である

ため, 点眼により角膜あるいは結膜に障害を与えうる

ことが知られている. 特に角膜潰瘍や角膜糜爛などに

対し点眼液が使用される場合, 病的状態の角膜上皮細

胞であるため,より一層の障害が生ずる可能性がある.

しかし, 病的状態の角膜上皮に対する点眼液の影響は

ほとんど検討されていないのが現状である. そこで,

角膜上皮欠損創傷治癒過程のいかなる時期に, どの程

度の影響が点眼液の使用により生ずるかを知ることは

臨床的に極めて重要であり, 薬剤の安全性とその効果

を検討する上で不可欠と考えられる.

今回, 著者はすでに日眼誌l)に報告した角膜上皮創

傷治癒モデルを用いて, 近年開発され臨床上注目され

ているミクロノマイシソ, ゲソタマイシソ, ピマリシ

ン, フィブロネクチソ2)3)の点眼液を用いて, 各薬剤の

角膜上皮に対する影響を角膜上皮欠損創傷治癒曲線と

角膜上皮欠損創傷治癒直後の角膜上皮の走査電子顕微

鏡を用いて検討した. そして, それらの点眼液の使用

に際し有用な新知見を得たので報告する.

実 験方 法及 び 材料

実験動物は細隙顕微鏡検査で眼疾を認めない体重

1.8kg̃2.3kg のNew Zealand 白色ウサギ24羽48眼

を使用した. ウサギ角膜上皮欠損モデル作製法は日眼

誌1)に記した方法によった. ベンドバルビタール塩30

mg/kg 静注による全身麻酔下にて眼球を脱臼させた

上で, 顕微鏡下に角膜中央部に, 角膜上皮基底膜や角

膜実質を障害することのないように,直径6.5mm の円

形創を無水アルコールを濾紙により浸した後, 替刃メ

ス(Beavor blade 67) を用いて機械的擦過により作製

した.

24羽48眼のウサギを4 群( 各群6 羽12眼) に分け,

角膜L 皮欠損創作製直後より次の点眼液を使用した.

(1) 群:0.3% 硫酸ミクロマイシン点眼群

(2) 群:0.3% 硫酸ゲソタマイシソ点眼群

(3) 群:5% ピマリシソ点眼群

(4) 群: フィブロネクチソ点眼群

フィブロネクチソ点眼液の作製は, New Zealand 白

色ウサギより採取した血液よりEngvall とRuoslahti

の方法5)に従い行い, それを生理食塩水で約300μg/ml

(pH 7.36, 浸透圧274mOs//) に調整した.

点眼方法は,(1)̃(3) 群に対しては, 角膜上皮欠
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損創 作製直後より30分毎に12 時間, そ の後6 時間毎に

前記の薬液を右眼に, 左 眼にはコントロールとして生

理食塩水を同時期に点眼した.(4) 群 のフ ィブロネク

チソ点眼液は, 角 膜上皮欠損創作製直後より6 時 間毎

に右眼に点眼し, 左 眼にはコントロールとして生理食

塩水を同時期に点眼した.

点 眼開始後, 0,  6,  12, 24,  36,  48 時間後に写真撮

影し角膜上皮欠損部の面積測定を前報で述べた方 法1'

で, 二コン万能投影器V-24A  (profile projector),

Hulet Packered 社 製 のcomputered tab 】e digitizer

を 用いて測定した.

さ ら に, 角 膜 上 皮 欠 損 消失 直 後 に 各 群 のNew

Zealand 白色 ウサギ2 羽4 眼 に対しベンドバルビタ ー

ル塩30mg/kg を耳 静脈より注入した後, 角 膜中央の約

5×5mm 大 の全層角膜片を切除し, そ の角膜片を2.5%

グル タールアルデヒドカコジル緩衡液(pH 7.4) で2

時 間固定した.次 にカコジル緩衝液で2.5% グル タール

アルデヒドを潅流した後,1% オ スミウム酸カコジル

緩衝液で1 時 間の二重固定を行なった. そ して上昇エ

タノール系列で脱水L. 酢酸イソフミルで脱アルコール

し, 臨 界点乾燥装置( 日立HCP-1 型) を 用いて臨界点

乾燥を行ないイオソコーター( エ イコーエソジュアリ

ングIB-3 型) を 用いて金蒸着した. 標法は, 熱 電子放

射型走査電子顕微鏡( 日立S-450) に より角膜上皮の状

態を観察した.

実 験 結 果

1) 角膜上皮欠損創傷治癒速度 への影響

角膜上皮欠損創傷治癒曲線は図1 から図4 に表わし
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図1 角膜上皮欠損傷治癒曲線,0.3% 硫酸ミクロノマ

イシソ点眼群. コントロール群との間に差は認めら

れない.
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図2 0.3% 硫酸ゲソタマイシソ点眼群.12時間以降に

創傷治癒遅延が認められる.
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図3 5% ピ マリシソ点眼群. 創傷治癒開始早期より

創傷治癒遅延が認められる.

た. 図 では横軸に時間をとり, 縦 軸には創傷面積変化

率, すなわち各経過時間における測定面積の創傷作製

直後の面積に対する百分率を とった. 破 線は各種薬剤

点眼群, 実 線はコントロール群の結果を示した.

(1) 群( 図1):0.3% 硫 酸 ミクロノマイシソ点眼群

は生食点眼群 との間に有意の差は認められなかった

(t 検定, p>0.05).

(2) 群( 図2):0.3% 硫酸 ゲソタマイシソ点眼群は

コントロール群と比較して, 創傷治癒開始後24 時間以

降には, 有意に再生が悪くなり創傷治癒遅延を生じて

いることが判明した(t 検定, p<0.05).

(3) 群(図3):5% ピマ リシソ点眼群はコントp-

ル群に比べ, 創傷治癒開始後よりすでに創傷治癒遅延

が著し く生じているこ とが認められた(t 検定,t<

0.05).

(4) 群( 図4): フ ィブロネクチソ点眼群はコント
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図4 フィプロネクチソ点眼群. コントp- ル群 との

間に差は認められない.

3eK り  50U

図5 角膜上皮損傷治癒直後の角膜上皮の走査電子顕

微鏡所見. 生理食塩水点眼群. light cell  (L),

medium  cell (M), dark cell (D)の3 型に角膜上皮

表層の細胞は区分できる. ウサギ正常角膜上皮細胞

に見られるepithelial hole (矢印) はlight cellに少

ない.

ロール群との間には有意の差は認められなかった(t

検定, p>0.05).

2) 角膜上皮欠損創傷治癒直後の走査電子顕微鏡所

見

コントp- ルとして生理食塩水を点眼した角膜上皮

の走査電子顕微鏡所見は. light cell, medium cell,
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3eK り e.  su

図6 生 理 食 塩 水 点 眼 群. microvilli の 密 度 はlight

cell が 最 も高 い がmicrovilli の 太 さ はlight cell

(L),medium cell (M),  dark cell (D) の 間 に は差

が な い よい に 思わ れ る.

-
3eK り  50U

図7 0.3% 硫酸 ミクロノマイシソ点眼群.コントロー

ル群と比較して異常は認められない.
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3eK り  50U

図8 0.3 硫酸ゲンタマイシソ点眼群.細胞間隙の離開

と剥離( 細い矢印), dark cell を中心とするmi-

crovilliの消失化と細胞核の出現( 矢印) が認められ

る.

3eK り   5U

図9 0.3 硫酸 ゲソタマイシソ点眼群. Epithelial hole

周囲, hole 内のmicrovi Ⅲ の消失化が認められる.

(矢印)
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3eK り

図 11

図10, 11 5% ピマリシソ点眼群. 著しい細胞毒性を示している. 角膜上皮細胞表面

のmicrovilliは減少( 星印), 消失し( 星印), 況失化した細胞膜に多数の小孔( 矢

゛ 印) が認められ, さらにに無構造化した細胞表面には細胞膜皺襞( 太矢印) が認め

られる.

dark ceH の3 種類に明瞭 に分類でき, そ の比率は,

dark cell とmedium ce 】1は同程度に存在するが, light

cellは少 なかった. 角膜上皮創傷治癒直後の上皮細胞

は大小不揃いの多角形をしていた( 図5  ). Microvilli

の 密度はlight cell, medium cell, dark cen の順 に高

いが, microv Ⅲi の直径は三者の間に差はない と考え

られた( 図6  ). Epithelial hole はdark cell とmedium

cen に は比較的多く認められるがlight cell に は 少な

かった.

(l) 群 の0.3% 硫酸 ミクロマイシン点眼群は, コント

ロール群 と比較して走査電子顕微鏡所見上, 異常は認

められなかった.

(2) 群 の ゲソタマイシソ点眼群では大きな不正形の

dark cell が多 数認められ, 一 部細胞間隙の離開と剥離

があり, dark cell のmicrovilli は消失化が見られ細胞

核も出現した(図8  ). Epithelial hole で は, epithelial

hole 周 囲 のmicrovilli とepithelial hole 内 のmi-

crovilliの消失化が認められた( 図9).

(3) 群 の5% ピマ リシソ点眼群では角膜上皮に対し

強い細胞毒性を示した. Microvi Ⅲ の減少あるいは消

失化がとくにdark cell に認 められ細胞表層は無構造

5U

30KU  50U

図12 フィブロネクチソ点眼群. コントロール群に比

べ, 形態学的に異なる点は認められない.
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化していた. 無構造イ匕した細胞表面はさざ波様の細胞

皺襞を形成すると共に菲莇イ匕し, 小孔が多数認められ

た. 細胞問隙 も開大し剥離している所見も認められた

(図10, 11).

(4) 群の フ4 ブロネクチソ点眼群では走査電子顕微

鏡所 見上, コントロ ール群 と比較して異常は認められ

なかった( 図12).

考  按

1) 角 膜上皮 欠損創傷治癒への影響について

角膜上皮欠損創傷治癒は上皮細胞のturn over が早

く代謝活動も盛んであるため, す みやかにおこなわれ

る. 角膜上皮欠損がおこると, そ の創傷治癒過程は,

初期1 時 間後には欠損周囲縁の角膜上皮細胞の収縮,

円形化がおこり欠損縁を平滑にする. そして角膜輪部

血管から遊出したと思われる網状の線維性物質が欠損

縁角膜上皮細胞に付着し多核白血球が集まる. 次 に角

膜上皮細胞間隙が拡大するとともに上皮細胞のruffle

とfilopodia が 出 現し 上皮 細胞 のsliding,  migration

が お こ る剔 こ のruffle,  filopodia 内 に は

microti】ament が含 まれており7',細 胞 の移動に関与す

ると考えられている. 初 期のsliding, migration 期が

終了すると角膜上皮は細胞分裂期になり, これより急

速な創傷治癒がはじまり, 角膜上皮の形態を整えつつ

創傷治癒が完了 すが). 創 傷治癒過程の角膜上皮細胞

は, 細胞間の接着も不完全で, microvilli の発 育も悪く

角膜表層のbarrier とし て の機 能が低下し ているた

め, 点眼液の作用をより受け易いと考えられる. 従っ

て臨床上では角膜潰瘍, 角 膜糜爛など何らかの病的状

態で点眼液を使用することが多いため, 充 分に注意せ

ねばならないと考えられる. 点 眼液による角膜障害で

は, persistent epithelia 】defect, superficial punctate

keratitis, subepithelial opacity,  intraepithelial

edema など種 々のものが知られているが, 今回, 角膜

上皮欠損創傷治癒速度から比較すると,0.3% 硫酸 ゲソ

タマイシソ点眼群と5% ピ マリシソ点眼群ではコント

ロール群より著しく創傷治癒遅延がみられたが, 一方,

角 膜上皮創傷治癒を促進すると考えられていたフィブ

ロネクチソ点眼群には創傷治癒促進効果は認められな

かった.().3% 硫酸 ゲソター・イシソ点眼群,5% ピ マ リ

シソ点眼群の角膜上皮欠損創傷治癒遅延の原因は, 走

査電子顕微鏡所見でも述べるように細胞毒性が原因で

あり, とくに5% ピマ リシンは強い細胞毒性があり角

膜上皮創傷治癒曲線から創傷 治癒初期 のmigration

77-(77)

期にもすで に阻害効果 があらわれると考えられる.

0.3% 硫 酸 ゲンクマイシンと5% ピ マリシンは抗ウイ

ルス剤と異なりDNA 合 成阻害, 恆 謝拮抗剤ではない

ため角膜上皮細胞の分裂自体には影響を与えないが,

直 接的な細胞毒性のため角膜上皮が早く脱落し細胞移

動, 接着などのcell kinetics を阻 止するものと考えら

れた.

フ ィブロネクチンは血漿や細胞表面に存在する接着

性糖蛋白質で角膜上皮細胞の伸展を促進するのと同時

に接着性を高めることで角膜上皮創傷治癒促進効果が

あ ると考えられ, 難治性角膜上皮疾患の治療にも応用

され2)3)てい る.

In vitro お よ びin vivo において眞鍋, 西田らはフィ

ブロネクチンは角膜上皮創傷治癒を促進するとしてい

るが9)10),今 回 の実験にお卜 てコントロ ールとの間に

明らかな差を認められなかったのは次の点が考えられ

る. 一 つに角膜上皮創傷治癒を促進するのには, 今回

行ったフィブロネクチソの点眼濃度, 点 眼回数ではコ

ントロール群に輪部血管や涙液から自然にあらわれる

フィブロネクチンによる創傷治癒効果と差がでないの

ではないかと推察された. また, 角 膜上皮欠損創作成

時に使用したアルコールが角膜上皮創傷治癒に重要な

役割りをはたすと考えられている7)角 膜実質細胞を障

害するため角膜上皮創傷治癒促進効果を検討する実験

では不適切である可能性があると推察されたが, 今後,

さ らに検討を要するように思われる.

2) 走 査電子顕微鏡による角膜上皮欠損創傷治癒直

後の角膜上皮所見.

走 査電子顕微鏡に よる角 膜上皮創傷治癒 の所見は

Pfister61, Hoffmann ら11)12)に よ り報告されている.

Hoffmann は 角 膜表層の細胞を電 子密度 の差に より

light cell, medium cell, dark cell の3 型 に分類し, 著

しく経時的にlight ceH がmedium cell, dark cell へ

と移行すると考えている.

正常角膜上皮の所見は, ほ ぼ六角形で規則正しい配

列を示しlight cell, medium cell, dark cell の比 率も

ほぼ同程度なのに対し, 角膜上皮欠損創傷治癒直後の

所見は細胞は大小不同で不規則で多角形を示しdark

cell が多いと考えられる. 角 膜に対し細胞毒性をもつ

と考えられている点眼液には, 抗生物質, 抗 ウイルス

剤, 抗 真菌剤, 縮瞳剤, 表面麻酔剤などがあるが, こ

れらによる角膜上皮の細胞毒性は非特異的であり13),

細 胞表面が障害されmicrovilli が萎 縮し小さくなり無

構造となり細胞は剥離すると考えられる. 今回の実験
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で 明 らかに細胞毒性を認めたのは0.3% 硫 酸 ゲソタマ

イシン,5% ピ マ リシソであり, とくに5% ピ マ リシ

ソ点眼群では多彩な強い細胞毒性を認めた. 細胞毒性

の程度をPfister ら13)は, 次の3 型 に分類している.I

型 は, 表面のmicrovilli の分布, 大 きさ, 形 も正常で,

細 胞間隙も異常なく, epithelial hole の数, 形 も正常

で細胞毒性の全く認められない型.II 型 は, ほとんど

の細胞は正常であ'る が, と くにdark cell に 細 胞毒性

が認められ, microvi Ⅲ の消失 傾向と原形質膜の皺襞

形成が認められる軽度細胞毒性のある型. Ill型 は, 非

常に強い細胞毒性が認められ細胞死に致る型で, ほ と

んど完全にmicrov Ⅲi が 消失し, 原形質膜皺襞形成を

生じるものである. Pfister の 分類からすると5% ピ マ

リシソはⅢ型,0.3% 硫酸 ゲソタマイシンはII型 に相当

すると思われる.

今回の実験では,5% ピマ リシソの角膜上皮欠損創

傷治癒速度の遅延に相当して組織学的角膜上皮障害が

著しかった. こ のことから走査電子顕微鏡所見で細胞

毒性が強けれ凪 それだけ治癒速度が遅延することが

考えられた.

ア ミノ配糖体は殺菌性(bactericidal) の抗生物質で

あり, 細菌の蛋白合成阻害を細胞質内で行うと知られ

ている. ア ミノ配糖体はその副作用として腎毒性, 聴

覚障害, 眼科領域としては網膜色素上皮, 網膜視細胞,

そして今回示したように角膜上皮障害などがあげられ

る. このアミノ配糖体が副作用を引き起こす原因とし

てlysosome 内 に 脂質を蓄積す ることに より生ず る

drug-induced lipid storage disorder と考えている

説14)もあ るが現在のところ明らかではない. そして, ア

ミノ配糖体の中でもその種類による臓器への副作用の

強さ, 程度が異なる原因 も明らかでないが, 今 回ア ミ

ノ配糖体による角膜上皮障害がゲソタマイシソ> ミク

ロノマイシソとあ きらかに差がでたのは, 細胞質内へ

の透過性がゲソタマイシソのほうがミクロノマイシソ

より高いため細胞毒性が強くでたのではないかと推察

された.

そして, 抗 生物質の点眼液の中で最も使用されてい

るゲソタマイシソ点眼液は角膜上皮に中等度の細胞毒

性が出現し, 角膜上皮欠損創傷治癒遅延が生じ ること

から, 日常診療での抗生物質の点眼液の使用には充分

注意する必要があることが確認された.

角膜真菌症は広域抗生剤, ステロイド剤, あ るいは

免疫抑制剤の使用とともに近年著しく増加傾向にあ る

疾患15)であ るが現在眼科領域で市販されている唯一の

日眼会誌 91 巻 1 号

点 眼液は5% ピ マリシソ点眼液である.5% ピ マ リシ

ソ点眼液の細胞毒性は, Pfister の 分類のIII型 を異わせ

る非常に強い毒性を示し, 角膜表層ばかりでなく角膜

実質の浮腫, 混濁, さらには虹彩炎も惹起する16)のでそ

の使用方法には充分の注意をはらう必要がある. ピ マ

リシソの他に使用可能な抗真菌剤として, アンホテリ

シンB, ケトコナソール, ミコナソール, フルシトシソ

などがあるが, 眼局所に用いると, ミ コナソール, フ

ルシトシソはあ まり障害はあらわれないが, アンホテ

リシンB, ケトコナソ ールは著しく角膜上皮細胞毒性

があらわれるとされ17), 今 後角膜真菌症の局所 治療剤

としてはさらに検討されねばならないと考えている.

またフィブロネクチソを除く各種薬剤には防腐剤とし

て0.0025%̃0.005% 塩化 ベソザルコニウムが含まれ,

これによる角膜上皮障害の報告 もある18)が, 各種点眼

剤の塩化 ベソザルコニウムの濃度が低く,0.3% 硫酸 ミ

クロマイシン点眼群でも角膜上皮には障害は認められ

なかったため, 今回の実験系においては防腐剤による

影響はなかったと考えられた.

なお,0.3% 硫酸 ミクロノマイシンは参天製薬株式会

社,0.3% 硫酸 ゲソタマイシンはエセックス日本株式会

社,5% ピ マ リシンは千寿製薬株式会社より供与され

たものを使用した.

稿を終えるにあたり,御指導, 御校閲いただきました本村

幸子教授, 大島祐之前教授, 石橋康久講師, 基礎医学系伊藤

隆造助教授に深く感謝いたします.
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