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角膜内皮創傷治癒における内皮細胞の

移動と形態の経時的変化 (図 8,表 1)
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要  約

角膜内皮損傷治癒過程における細胞形態と動態について検討を行った。即ち家兎角膜内皮細胞 を機械的に損

傷後,経時的にスペキュラーマイクロスコープで観察 を行い,各時期の内皮細胞の移動量 と形の変化について

解析法を開発 し,相互の関係について検討を行った。受傷後損傷部周囲の内皮細胞は損傷部に向かって移動 し

たが,4日 目以降には損傷部から離れる方向に移動 した。細胞形態は損傷後 3日 目まで偏平指数は大きく,そ

の方向性は損傷部 を向 くように変化 したが,そ の後損傷前の正常な形に回復 した.個々の細胞 における偏平指

数 と移動量及び方向性 と移動方向 との間には損傷直後 と1日 目の期間に相関が認められた。家兎角膜内皮損傷

治癒過程において損傷部が細胞で覆われるまでの早期には周囲の細胞が損傷部方向へ細長 くな り移動するが
,

その後損傷前の正常な形態へ移行 しながら細胞相互の再配置機転が働 くと考えられる結果が得 られた。(日 眼

92:752-761, 1988)
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Abstract
The dynamic wound healing process of rabbit corneal endothelial cells was studied time sequential.

ly in vivo by wide-field specular microscopy. Individual cell migration, morphological changes and
their interrelationships were analyzed. After mechanical denudation of endothelial cells, the cells
surrounding the wound were photographed at daily intervals for 5 days by specular microscopy. A
total of 233 cells between the wound edge and a site 500pm distant from the edge were identified
individually in each period respectively, During the observations, morphological cell changes and
relative cellular movement among the cells were analyzed with the method of computer-assisted
morphometry. In the denuded area of the endothelial cells, some endothelial cells were recognized by
the first day after the injury. The nearer the cell to the wound, the larger was migration toward the
wound for 3days. On the 4th day, the cells moved inversely away from the wound and on the 5th day,
the movement of cells became static. The major axis of the cells showed a random distribution in the
observed cells immediately after the injury. However it was directed toward the same direction,
toward the wound until the 3rd day, As the major axis changed, the cell shape transformed from
regular polygons to an elongated form until the 3rd day and thereafter returned to the regular
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polygons. There was a positive correlation tretween the major axis and the direction of cell migration
during increased cell movement. There was no correlation, however, between the major axis of each

cell and the direction of each cell migration after the 2nd day. These results could be interpreted to

indicate that there were two phases during the corneal endothelial healing process, The cells sur-

rounding the wound migrated toward the wound until the wound was covered by endothelial cells in
the first phase. In the second phase, the cells moved backward away from the wound and then became

stationary. These movements were interpreted be related to rearrangement among the neighbouring

cells due to the contractility of the cell membrane. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 : 752-761, 1988)

Key words : Rabbit, Corneal endothelial cell, Wound healing, Specular microscopy, Morphometry

I緒  言 II 実験方法

角膜の透明性維持に極めて重要な役割を担っている

角膜内皮細胞の創傷治癒過程についての研究によれ

ば,損傷部の修復は当該内皮細胞の分裂能の如何によ

り,周囲の細胞の移動あるいは増殖により行われ,引

き続いて細胞の再配列がおこるとされている1)～ 1。 )。 し

かしその多 くは光学顕微鏡や透過及び走査電子顕微鏡

による組織学的観察によるものであるため,全 く同一

創傷部位を経時的に観察する事はできず,いづれの要

因がどのように時間的に関与しあっているかは十分に

解明されていない。広視野スペキュラーマイクロス

コープは in vivoで 角膜内皮細胞の同一部位を経時的

に観察する事が可能なため11)-13),こ れを用いて角膜内

皮損傷部周囲の細胞が損傷部に向かって動 くことが報

告されている14)～ 16)。 しかしこの治癒過程における個々

の細胞の形態 と動態の変化については定量的に検討す

るには至ってない。これらの変化を定量的に検討する

には,両者について各要因のパラメーターの解析法を

確立する必要がある。特に細胞の動 きについては画面

上に不動の基準点を設定できないため,正確に求める

事が難しい。 このため本実験において各時期の個々の

内皮細胞を広範囲に同定し, コンピューターを用いて

その全ての細胞に対し動きと形態変化を正確に計測 し

解析する方法を開発 した。

本報告は家兎角膜内皮の損傷治癒過程を経時的に広

視野スペキュラーマイクロスコープにより観察し,各

時期において同一細胞 と同定で きた233個 の内皮細胞

の形態学的変化を 2つのパラメーターで表して動 きと

の関係を定量的に解析し,内皮損傷治癒過程の検討を

行ったものである。

1.角膜内皮損傷の方法

成熟有色家兎 5羽 (体重 2-3.5kg)を用い図 1に示

すように,27ゲ ージ注射針にて角膜輪部より前房に入

り,注射針の内空を通した 6-0ナ イロン糸でデスメ膜

を損傷せず,前房を消失させることなく角膜内皮面を

掻破した。

2.内 皮細胞の撮影 と各細胞の同定方法

角膜内皮損傷部 とその周囲の内皮細胞を,広視野ス

ペキュラーマイクロスコープ (甲 南―Keeler)を 用い
,

損傷直後 より5日 目まで毎 日同時刻に高度感 フイルム

(ネ オパン400,富士写真フイルム)にて写真撮影 した。

撮影したフイルムは最終倍率450倍 に引き伸ばし,各内

皮細胞の境界を トレーシングペーパーに トレースし,

各時期の個々の内皮細胞を同定 した。同定方法は,損

傷部近傍の大 きく特徴ある形をした細胞を数個参考 と

し,逐次個々の対応する細胞を同定 した17)18).

3.解析方法

同定 した領域の細胞の形態学的パラメーターについ

ては既報の方法19)に よって計算した。即ち撮影時同時

に写した100μ m単位のスケールを基準に,各細胞の輪

郭をディジタイザー (K510,関 東電子製)にて トレー

27G Need!e
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図 1 角膜内皮損傷方法
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Reference Cell
図 2 座標系の設定法 (基準細胞の重心を原点 とし

た).

スしその座標値を計算機に取 り込 ませた後,各細胞 ご

との幾何学的重心,面積,周長,角数,偏平指数,方
向性の各パラメーターとそれらの統計量を算出した .

偏平指数は細胞の重心を中心とする慣性モーメン トの

最大と最小値 より計算するもので,正多角形では 0,

線分では100の 値をとる。方向性は,慣性モーメン トの

最大方向を表す もので,細胞の細長い方向を示すもの

である。本実験においては損傷部方向を 0度 とし,反
時計回 りに+90° ,時計回 りに -90° までの角度で表 し

た.今回個々の細胞の動きは,損傷部辺縁より十分に

離れた (約 500μm)細胞を任意に一つ選び出し,そ の

細胞の重心位置を仮の基準点 と考えて損傷部位の方向

を X軸の正に,その直角方向を Y軸 とする座標系を

設定し(図 2),各内皮細胞の幾何学的重心を細胞位置

として,そ の動 きを測定した。各時期における個々の

細胞位置 と移動量,及び上記の形態学的パラメータは

パーソナルコンピューター (PC9801F, 日本電気製 )

で計算し,相互の関係をグラフ化 して解析する独 自の

プログラムを開発した。

III 結  果

実験を行った 5羽中 2羽 は内皮損傷の大きさが小 さ

く(0.2～ 0.3× 105μ m2),損傷翌 日には損傷部が周囲の

内皮細胞 とほぼ同じ内皮細胞で覆われ修復がなされて

いた.残る 3羽 は損傷部の大きさが0.9～ 1.7× 105μ m2

で損傷後 4日 ～ 6日 目には損傷部の修復が完了した と

考えられ解析の対象とした。本報告ではその代表例に

ついて述べるが,その他においてもほぼ同様の内皮損

傷修復経過をた どり,解析結果に も差を認め られ な

かった。

角膜内皮損傷直後 (Oday)よ り24時間毎に撮影 した

損傷部位の角膜部位の角膜内皮細胞のスペキュラー写

日眼会誌 92巻  5号

真を図 3に示す。損傷部の大 きさは約1.1× 105μ m2で

あった.損傷部位は損傷後 1日 目には既に大きな形の

不正な細胞で覆われ, 2日 目には形はまだ不正である

が細胞の大 きさはやや小さくな り, 3日 目には形がゃ

や不正である他は大きさはその周囲の細胞とはぼ同じ

くなり4日 目には他の部位 との区別が困難となった。

5日 目には完全に損傷部の修復がなされた。図 3の矢

印で示 した細胞は,何れの時期においても同一の位置

関係で認め られた大型細胞で,内皮損傷部の修復が完

了した後 もその存在によって同一部位の同定に行 うこ

とができた。同定し得た内皮細胞の うち解析対象 とし

たのは内皮損傷部の周囲にある細胞で,辺縁から約500

μm離れた部位までの233個 の内皮細胞であり,各時期

とも個々に同一内皮細胞 として同定が可能であった。

従って今回の解析対象領域では細胞分裂は認められな

かった。各時期の平均細胞面積 と 6角形の割合を表 1

に示す。平均細胞面積は322μm2～ 340μ m2と 殆 ど変化

なく角数 も 6角形が78～ 80%を 占めており面積,角数

の分布も各時期間で変化は認め られなかった。

1.細胞の移動

図 4に各時期間における個 々の内皮細胞の X軸方

向の位置 と移動量 との関係をプ ロットしたものを示

す.損傷直後 と 1日 目の間 (0～ 1日 期)では,損傷

部に近い細胞ほど損傷部に向か う動きが大きく,かつ

そのばらつ きが大きかった。 1～ 2日 期では損傷部辺

縁より約250μ m以内の細胞の移動が主であり,そ の移

動の方向は損傷部に向かうものが多いが,逆に損傷部

から少 し遠 ざかる方向に動 くもの も認められた.2
～3日 期は損傷部辺縁から250μm以内の細胞が全体

として損傷部の方向に動いたが,250μ m以上離れた細

胞は殆 ど動 きを示さなかった.3～ 4日 期では逆に損傷

部辺縁に近い細胞が損傷部から遠ざかる方向に動 き,

初期の移動方向と逆の動きを示 した。4～ 5日 期では細

胞の移動が停止した。

表 1 各時期の平均細胞面積と6角形の割合

Y

平均細胞面積
±標準偏差 (μm2)

6角形の割合
(%)

0日

1日

2日

3日

4日

5日

325.6± 47.9

331.1± 47.7

322.3± 473
3289± 47.3

3326± 50.4

340.OIL 50.6

80.7

78.5

79 0

78.5

78.5

79.4
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図3 経時的に撮影した家兎角膜内皮損傷部のスペキュラーマイクロスコ~プ像.矢

印で示した細胞は,各細胞の同定に参考とした特徴的な細胞を示す (bar i 100μ m)

2.細胞の形の変化

細胞の細長さを表す偏平指数 (Skewness lndeX)の

分布は,損傷後次第に偏平な細胞が増加し,損傷後 2

日目に最大を示し, 3日 目より減少し, 5日 目では損

傷直後 と同じ分布を示した(図 5).細胞の細長い方向

を示す方向性 (Malor Axis)は, 3日 目までは 0度方

向 (損傷部方向)の頻度が主体を成したが,その後次

第にその傾向が失われた。 しかし5日 目でもまだ多く

41- (755)

の細胞は 0度方向,つ まり損傷部位の方向を示した(図

6).

3. 2変量間の比較

個 々の細胞の偏平指数と細胞の移動量 との関係は 0

～ 1日 期において全体 として移動量の大 きい細胞が偏

平指数も大きな値を とる傾向にあるが,その他の期間

では両者間に有意の相関関係は認められなかった (図

7).個 々の細胞の方向性 と細胞の移動方向との関係は
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0～ 1日 期では細胞の移動方向が 0° ,方 向性 も 0° ,即

ち細胞の動 く方向と方向性が一致する細胞が多かっ

た。しかし1～ 2日 期では細胞の移動方向は±90°,方
向性は 0°前後の値をとる細胞が多かった。その後の期
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間では両者間に一定の傾向を認めなかった (図 8).

IV考  按

角膜内皮細胞の損傷治癒機転の形態学的研究におし

［
０
メ
Ｘ
く
　
×
］

〔
０

引
×
く
　
Ｘ
］

Ｅ
Ｏ

”
ｐ
Ｏ
Ｌ
Ｏ

「
〓

二

“，
　

・
、

●■

［
０

】
×
く
　
Ｘ
］

0
L
0

Ooy 2->3

0          200        400 卜」nn

D19tance from the Refo Cell
[ X Axls ]

図4 各時期間における内皮細胞の位置と移動量.横軸は各細胞の基準細胞よりのX
軸上の距離.縦軸はX軸方向の移動量を表す。移動量が正であればその細胞は損傷
部へ向かって移動した事を意味する。
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50

て,広視野スペキュラーマイクロスコ~プ を用いる方

法は in vivoで 経時的に個々の細胞の形態学的変化を

観察できる有用な方法である。経時的に細胞の動きを

求めるためには,そ の画面上に基準 となる座標系を定

める必要がある.Ogitaら 14)は 猫角膜内皮損傷実験に

おいて損傷部辺縁をその基準 とし,Matsudaら 16)は損

傷部中央をその基準としたが,何れも損傷が修復され

て行 くため,基準点の同定が難 しくなる。従って今回

目的とした個 々の細胞の動きを正確に捉えるにはこう

した従来の方法では不可能である。そこで,微細な細

胞の動きを捉えるため,今回著者は損傷部辺縁より約

500μm離れた 1細胞を基準細胞 とし,そ の重心を基準

点と定めた。 この場合も基準細胞は損傷治癒過程にお

いて動いている可能性があ り,絶対的な基準 とはなら

ないが,損傷部から十分に離れた部位では損傷が細胞

に与える影響は小さく, さらに個 たの細胞の相対的な

動きからその基準点がどの様な動 きをするか外挿し,

推定する事 もできる。即ち仮の基準点に基づ く個々の

細胞の移動量 と細胞位置 との関係を,遠方へ外挿し
,

細胞の位置を時間で微分した値が 0と なるような点は

動いていないと考えられる。最も動 きの多い 0～ 1日

期の細胞の移動を見ると(図 4),損傷部より遠ざかる

に従い指数関数的に移動量の減少がみられ,今回基準

-90 -45     0    ■45    ■90

MaJor A× is   [de9.]

図6 各時期の方向性の分布

とした細胞は損傷部辺縁 より十分に離れた距離であ

り, またその周囲の細胞の動きは何れの時期において

も計測誤差内であり,事実上この細胞の動 きを 0と し

て全ての計測を行 う事に問題がないとの結果が得 られ

ている.

今回の実験経過では,損傷後 1日 目には早 くも損傷

部全体が大きく不正形の細胞ではあるが, とにかく細

胞で覆われており, 1日 目, 2日 目と損傷部内の細胞

は小さくなって 3日 目には周囲の細胞 とほぼ同じ大き

さの細胞で損傷部の修復が成されていた.家兎角膜内

皮細胞 は猫や,サ ル,ヒ トに比べ分裂増殖能が高

く1)4)-7)9)2o)-26),機 械的掻破による家兎角膜内皮創傷

治癒実験1)に よれば損傷部への周囲の内皮細胞の移動

が 5時 間 以内 に起 き る とされ て い る。また 3H_

Thymidineの取 り込みによる実験
7)27)28)で は損傷後16

時間後にはDNA合成が始まり24～ 48時間後には最も

細胞分裂の活動性が高いとされている。 これらの報告

では角膜全体を直径2mm～ 3mmの 範囲で破壊する実

験であるため内皮細胞のみをごく僅か掻破 した今回の

実験 とは直接比較はできない。しかし内皮損傷実験の

純粋なモデルである今回の治癒過程においても損傷部

内はすみやかに細胞で覆われており,形態学的に損傷
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/
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められず,細胞の移動のみが認め られた。しかしその

動きは一様でな く,損傷部の修復に伴 ってその動きも

変化していると考えられ,損傷治癒過程を損傷部の治

癒経過に基づ き 2つに分けて考える事ができる。つま

り内皮細胞欠損部が周囲の細胞の移動 と分裂により周

辺の内皮細胞 とほぼ同じ大きさの細胞で覆 うに至るま
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図7 各時期の移動量の偏平指数との関係.横軸は移動量の絶対値,横軸は移動後の

偏平指数を表す。

後 3日 目までは損傷部辺縁の細胞が大 きく移動 し分裂

を繰 り返 していると推定できるが,早期の損傷部内の

内皮像は正確にその輪郭を捉えられず今回の解析対象

からは除外した。従って今回の解析対象部位は損傷部

辺縁から約500μ m離れた部位 までの損傷部周囲の細

胞であ り, この部位では全過程を通 じて細胞分裂は認
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での時期 (損傷後 3日 目まで)と ,そ れ以後の期間で

ある.

まず第一の時期である角膜内皮損傷後 3日 目まで

は,損傷部に近い細胞ほど損傷部への移動が大きく,

内皮損傷修復機転において周囲の細胞,特 に損傷部 よ

り250μ m以内の細胞が移動して行 くことがゎかった .

また, この時期の細胞の形は偏平にな り,その長軸方

向が損傷部位を向いていることが明らかになった.電
子顕微鏡に よる観察29)に よれば,細胞の移動に とも

なって隣合 う細胞同士の細胞間隙が開き,す ぐまた接

着するとされている。従って損傷部に近い細胞が形を

細長 くして損傷部に移動するに伴い,後続の細胞 と僅

かに細胞間隙が開き,その後その間隙を埋めるように

後続の細胞が移動すると考えられる。 この第一の時期

の最後には,損傷部内の細胞が周囲の細胞とほぼ同じ

大きさにな り,細胞の動きも停止 した。つまり損傷部

の一応の修復が終了すると内皮細胞の移動も止まるこ

とが分かった。 この時期の細胞の動 きと形の関係は ,

全体として細胞が損傷部へ移動するに伴い細胞は偏平

になり,その方向性は損傷部を向 くが,個 々の細胞の

一つ一つについての両者の関係は, 0～ 1日 期におい

て移動量の多い細胞ほど偏平指数が高 く,ま た移動方

向と方向性は損傷部を向いて一致 しており,個 々の細

胞 レベルにおいても損傷周辺の細胞が損傷部方向に細

長 くなって移動 し,そ の移動量は偏平指数の高いもの

程大きいことが分かった.しかし 1～ 2日 期において

は損傷部へ移動する細胞が多いが,逆方向へ移動する

細胞も認め られた。更に,個 々の細胞の移動方向と方

向性は90°ずれてお り,細胞の細長い方向と直角方向へ

動いた。その後の期間においては移動量と偏平指数 ,

移動方向と方向性それぞれの間に相関は認め られ な

かった。 このことは,内 皮細胞修復過程の第一の時期

がさらに二つに分かれることを示 している。つまり損

傷修復のために周囲の細胞がとにか く損傷部へ向かっ

て動いてい く時期である 0～ 1日 期 と,細胞全体でみ

ると損傷部へ動 くが個々の細胞においては形との相関

が認められないそれ以降の期間である。即ち個々の細

胞の形 と動 きの間に相関が認められるのは損傷治癒過

程のごく初期であ り,内 皮細胞欠損部が一応細胞で覆

われるまでの期間であることが分かった。この事は ,

正確に基準点を定め,個 々の細胞の動きと形態変化を

定量的に測定することにより初めて明らかになった こ

とである。後者の期間 (1～ 2期 , 2～ 3日 期)は損

傷部は一応細胞で覆われてはいるが完全ではなく,周

日眼会誌 92巻  5号

囲の細胞は損傷部へ移動するが形 との相関はない。つ

まり細胞の形態 は損傷部への移動 との関係ではな く,

細胞相互の関係が重要な役割を果た していると考 えら

れる.特に今回の実験では平均細胞面積に変化を殆 ど

認めず,損傷部へ向かって偏平 にな り,そ の方向に動

く細胞のみでは角膜内皮面を細胞 で常に覆 う事はで き

ず,そ れ らの細胞の間隙を埋め る細胞 も必要であ り,

損傷周囲の細胞が損傷部へ向か って動 くと同時に,細
胞相互の再配置が行われている可能性がある。

第二の時期 である内皮細胞欠損部がほぼ正常大の細

胞で覆われた後である損傷後 4日 目には細胞は損傷部

と反対方向に動 き,その後 5日 目には細胞の動 きは停

止 した。 この よ うな“rebound"す る動 きは初めて定量

的に報告す る ものであ り, これは従来細胞の再配列 と

した報告
7)と _致

す るもの と考 え られる。この時期 に

は偏平指数 も低下 し,そ の方向性 も一定方向を示 さな

くな り,細胞 の形が正常化 した。 さらに細胞の移動量

と偏平指数,方向性 との間には全 く関係が認められな

かった。

以上のことか ら内皮損傷修復過程は 2つ に分けて考

えることがで き,そ の第一の時期 には損傷部を覆 うた

めに周囲の内皮細胞が損傷部方向へ細長 くなりなが ら

損傷部へ移動 し,損傷部が一応修復 された後の第二の

時期には移動 に より変化 した個 々の細胞相互の位置関

係がより安定 な損傷前の形態へ移行す ると考 え られ

る.

欄筆にあた り清水臭幸教授の御指導,御校閲に深謝いた

します。
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