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家兎角膜上皮細胞に対する緑膿菌の付着について

田  沢   博

新潟大学医学部眼科学教室

要  約

角膜感染症の発症には最初に角膜上皮への細菌の付着が必要条件である。緑膿菌性の角膜炎はコンタク トレ

ンズ装用者によく見られる。1週間のハー ドコンタク トレンズ装用により傷害された家兎角膜上皮に対する緑

膿菌の付着について形態学的に検討 した。108CFU/mlの 緑膿菌浮遊液0.2mlを 点眼 し,5分 ,15分,30分 ,60
分後に角膜 を摘出 し走査型電子顕微鏡 を用いて観察 した。正常角膜には緑膿菌は付着 しなかったが,傷害角膜
には付着が認められた。開瞼器 を用いて瞬目を不能にした家兎の傷害角膜には角膜上のムチンを介 して多数の

付着が認められた。緑膿菌点眼30分以降では菌の周囲の上皮細胞およびムチンに陥凹を作 り,侵入像が認めら

れた。 (日 眼会誌 94:269-276,1990)

キーワー ド i細菌付着,緑膿菌,家兎角膜上皮,コ ンタク トレンズ,走査型電子顕微鏡
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I緒  言

感染の成立には細菌の付着,定着,侵入,増殖の過

程が必要である。最初の段階である付着について腸管 ,

膀洸,気管上皮における研究は多ぃ1)～ 4)。

角膜上皮に対

す る細菌の付着 に関 しては,角膜 の傷害5)～3),ム チ
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ン9)～ 10)な どの菌付着促進因子 と,涙液,瞬 目,ム チ

ン11)-13)な どの様々な防御因子が知られている。

従来の臨床的経験から,角膜の外傷が緑膿菌性角膜

潰瘍の発症に先行していることが多ぃ“
)～ 15).緑膿菌の

角膜への感染実験は多数の報告があり,外傷が発症要

因の一つとなることが知られている15).角膜上皮にた

いする付着実験の報告は少ないが,正常角膜上皮には

殆ど付着せず,機械的に作成された種々の傷害上皮に

対する細菌 の付着についての検討が行われてい

る5)～ 8).

コンタクトレンズ装用により角膜上皮表層細胞は傷

害されるが,基底細胞層,そ の前方の翼状細胞層, さ

らにその前方の扁平上皮といった 5～ 7層 の細胞をも

つ角膜上皮層の構造は保たれている16)～ 17).緑膿菌性角

膜潰瘍の発症誘因として,つ き目,角膜異物除去後と

ともにコンタクトレンズ装用が重要である18)。 そこで

今回, コンタクトレンズによる角膜傷害と細菌付着の

関係を知る目的で, コンタク トレンズ装用によって傷

害した家兎角膜上皮最表層細胞にたいする緑膿菌の付

着について走査型電子顕微鏡を用いて形態学的に検討

したので報告する。

II 実験方法

1.実験動物

体重 2～ 3 kgの 日本白色種,成熟家兎12羽 ,24眼 を

用いた.角膜を傷害するためにハー ドコンタク トレン

ズ (PMMA)を 1週間,取 りはずすことなく連続装用

させた。ハー ドコンタク トレンズのフィッティングは

タイ トにな るようにベース カーブ7.20mm,サ イズ

11.Ommの ものを使用し,角膜のやや下方に動 きは少

なく,瞬 目によってもはずれずに 1週間,連続 して装

用できた。

2.菌株

角膜潰瘍患者より分離された緑膿菌を使用した。 3
種類の緑膿菌を用いて以下の実験を行い,そ の うち最

も多く付着 した菌株を使用 した。その性状はムコイ ド

型,血清型別 B,Elastase(+),Protease(+)で あ

る。

3.方法

角膜の条件 として,(1)正常角膜で,瞬 目自由,(2)

ハー ドコンタクトレンズを 1週間装用し角膜上皮を傷

害しもので,瞬 目自由,(3)ハ ー ドコンタク トレンズ

を 1週間装用 し角膜上皮を傷害 したもので,開瞼器を

用いて開瞼のまま瞬目不能状態にしたもの,以上の 3
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群で結果を比較した。

緑膿菌を Trypticase sOy brOthで 37℃ ,20～ 24時間

培養し,108CFU/mlの菌浮遊液とし,0.2mlを角膜に

点眼した。(1),(2)で は指で開瞼して点眼したのみ

であり,(3)では開瞼器で開瞼して約30秒後に点眼し,

そのまま眼球摘出まで瞬目不能状態とした.ペ ントバ

ルビタールで静脈麻酔後, 5分,15分,30分,60分後

に眼球を摘出した。シャーレ中のPBSで 5回振って

洗浄後, 4%グ ルタールアルデヒドで 3時間, 1%オ
スミウム酸で冷却,振盪しながら2時間,後固定を行

い,エ タノール系列により脱水しさらに酢酸イソアミ

ルに置換した。 これを液状炭酸ガスで臨界点乾燥しイ

オンコーターを用いて金のスパッタコーティングを施

した.以上のように作製した標本を日立430形走査型電

子顕微鏡を用いて観察した。

III 結  果

正常眼 (瞬 目自由,正常角膜)に緑膿菌を点眼 した

群には, 5分,15分,30分 ,60分 のいずれも緑膿菌の

図 1 正常角膜に緑膿菌を点眼15分後の角膜上皮.明

るい細胞,暗い細胞とその中間の細胞が区別され,

菌液によると思われる軽度の傷害が認められるが
,

緑膿菌の付着は見られない。(× 900)
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図 3 瞬目自由,ハ ードコンタクトレンズによる傷害

角膜に緑膿菌を点眼し15分後.ム チンの張 り付いた

傷害の強い細胞の辺縁に緑膿菌が存在 している。矢

印で緑膿菌を示す。(× 1,700)

さらに減少し殆 ど認められなくなった。

開瞼のまま瞬 目不能状態にしたハー ドコンタクトレ

ンズによる傷害角膜の群では,多数の緑膿菌の付着が

見 られた。 5分後 と15分後の所見は類似 していた.傷
害の軽い部分では細胞表面に乗っているという感じで

存在 し,最表層細胞の境界,陥凹のある部分,暗い細

胞 よりは変形 した Microviniの 多い明 るい細胞の部

位に付着菌数が多い傾向が認められた(図 4)。 傷害の

強い部分ではムチンが膜状,糸状に存在 し,多数の緑

膿菌がそれに絡まって存在していた(図 5).菌数は15

分でやや減少傾向であった。

30分後と60分後の所見は類似していた。傷害の軽い

部分の緑膿菌は一部のムチンの存在部分以外ではほと

んど認められなくなった。傷害の強い部分では, ムチ

ンが膜状に張 り付 くように存在し, ムチン層の薄い部

分では Microviniが 確認できた(図 6a)。 緑膿菌は,そ

のムチンの存在部分に認められるが付着菌数は 5,15
分より30,60分で減少していた。ムチンの厚い部分,

薄 くMicrOviniの 確認できる部分の両者 とも,30分以

付着は認められなかった。明るい細胞,暗い細胞 とそ

の中間の細胞が区別 され,菌浮遊液を点眼しなかった

ものに比べて小さな付着物やクレーター状の変化がや

や多 く菌液による軽度の傷害 と思われた (図 1).

図 2は,対照としてハー ドコンタク トレンズを 1週

間連続して装用後,緑膿菌を含まないブイヨンのみを

点眼したものである.ハ ー ドコンタク トレンズの 1週

間連続装用により球結膜の軽度の充血,分泌物の増加

が見 られた。走査型電子顕微鏡所見では角膜上皮の

Microvilllの減少および消失,細胞膜の変性崩壊,部分

的な最表層細胞の剥離,脱落が認められた。角膜に張

り付 くように存在 している粘液層が見られ,薄い部分

ではその下の Microviniが観察できた (図 2)。

瞬 目自由,ハ ー ドコンタク トレンズによる傷害角膜

の群では, 5分 ,15分では数視野に数個の緑膿菌が細

胞表面に乗っている とい う感 じで存在 していた (図

3).15分 は 5分 よりも減少 しており,30分 ,60分では
,

図 2 ハードコンタク トレンズを 1週間連続装用後の

角膜に緑膿菌を含まないブイヨンを点眼した。Mi‐

crovilliの 減少および消失,細胞膜の変性が認めら

れた.上方と下方の細胞では張 り付くように存在し

ている粘液層が見られ,その薄い部分では下の Mi‐

crovilliが 観察できる.(× 1,700)
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図 4
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図4 瞬目不能にしたハードコンタクトレンズによる

傷害角膜に緑膿菌を点眼し5分後.

a.比較的傷害の軽い部分にも多数の緑膿菌の付着

が見られた.最表層細胞の境界,陥凹のある部分に

付着しやすい傾向が見られた。(× 850)

b.暗い細胞よりは変性した Microvilliの 多い明る

い細胞に付着しやすい傾向が見られた。(× 1,700)

図5 瞬目不能にしたハードコンタクトレンズによる

傷害角膜に緑膿菌を点眼し15分後.傷害の強い部分

では, ムチンが膜状,糸状に存在し,多数の緑膿菌

がそれに絡まって存在していた。(× 1,700)EE1  5
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降では緑膿菌は Pitを形成しており,侵入像を示して

いると思われた (図 6b,c).傷 害の軽い部分でも,所
どころにムチンが張 り付 くように存在 し,そ こには,

Pitを形成して緑膿菌の付着が認められた (図 7)。 ま

た,付着 したムチンの辺縁や上皮欠損部の辺縁に集族

して緑膿菌が多 く認められた。

IV 考  按

緑膿菌性角膜潰瘍は,1950年代より増加 し難治性で

予後が重篤なため注 目されている疾患である14)15)。 そ

の誘因 として角膜異物除去後14)さ らにクロランフェニ

コールを点眼した場合15)ぉ ょびソフ トコンタク トレン
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ズ装用18)な どが重要であることが知 られている。感染

実験 も多 く報告 され,三井らは緑膿菌をムチンととも

に角膜実質内に注入すると重篤な角膜潰瘍を発症する

ことを報告している10。 しかし,感染成立の最初の段階

である緑膿菌の付着性に関する報告は少ない.

感染の成立には, まず上皮細胞に対する細菌の付着

が必要であることは一般的に知 られている。角膜に対

する緑膿菌の付着性については,Ramphalら は,正常

角膜には緑膿菌は付着せず,上皮欠損を伴った外傷を

加えることによって付着することを示 した5)。 さらに,

Sternら は付着部は露出した実質ではなく上皮に付着

す ることを示 し7),時
間の経過 と共に緑膿菌の侵入を

家兎角膜上皮細胞に対する緑膿菌の付着 。田沢

図 6 瞬目不能にしたハードコンタクトレンズによる傷害角膜に緑膿菌を点眼し30分

後.

a.ム チンが膜林に張 り付くように存在し,そ の薄い部分では MicrOvilliが確認で

きる.多数の緑膿菌が Pitを 形成して存在している。(× 2,000)

b.aの右上部分の強拡大.厚いムチンに Pitを 形成して緑膿菌が付着している。
(× 5,300)

c.aの 左下部分 (矢印で示す)の強拡大.MicrOvilliを持った上皮細胞に緑膿菌が
Pitを 作って侵入している.(× 5,300)
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報告している°)。 また Spurr‐Michaudら は in vitroで ,

傷害角膜に緑膿菌は付着 し,特に傷害部と上皮再生部

の境に多 く付着するとしている8)。 以上の実験は角膜

を注射針で傷をつけた り, メスを使って削 り取るよう

にして上皮欠損を作成 しているため角膜上皮表層細胞

への付着性については殆 ど検討がなされていない。

これらの緑膿菌性角膜潰瘍の発症実験は多 くは角膜

異物除去後 と状況がにているが, コンタクトレンズ装

用者の発症状況 とはかな り異なっていると考 えられ

る。 コンタク トレンズ装用によって角膜上皮表層細胞

は傷害 されることが知 られてお り16)17),そ の傷害角膜

に対して緑膿菌がどのように付着するのか興味深い。

今回の実験では,正常角膜には緑膿菌の付着は認め

られなかった。これは,瞬 目や涙の流れなどの防御作

用が知 られ, さらに庄司 ら12)は緑膿菌はムチンにから

み取 られた形で除去されることを示してお り正常角膜

では緑膿菌の付着, さらに感染は起こらないとい う報

日眼会誌 94巻  3号

告 と一致していた。 コンタク トレンズによる角膜傷害

の程度は, 1週間の連続装用を行い Microviniの 減少

および消失,細胞膜の変性崩壊,部分的な最表層細胞

の剥離,脱落が認められた。これらの所見は,渡部 16),

河野
17)ら の報告と類似 していた。角膜の外傷やコンタ

ク トレンズ装用によってムチンの分泌が増加すること

が知 られている.今回,角膜上に張 り付 くようにムチ

ンが認められたがグルタールアルデヒドでの固定であ

るためムチンの全体像を正しく示していないと思われ

るが分泌の増加を反映 していると考えられる。瞬目自

由の傷害角膜では緑膿菌の付着はごく僅かであった。

これは,傷害により付着が促進されているにもかかわ

らず,瞬 日,涙の流れ,ム チンの浄化作用のほ うが勝っ

ていたためと考えられる.

開瞼のまま瞬目不能状態にした傷害角膜では多数の

緑膿菌の付着が見られた。 コンタク トレンズ装用 と瞬

目不能にすることによリムチンの分泌が増加している

図7 瞬目不能にしたハードコンタクトレンズによる傷害角膜に緑膿菌を点眼し60分

後.

a.所 どころにムチンが張り付くように存在しており,緑膿菌が Pitを 形成して存在

している.30分後に比べ付着菌数は減少している.(× 800)

b.aの 矢印で示した部位の強拡大.ム チンまたはムチンの付着している辺縁に緑膿

菌が存在している.(× 3,800)
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と共に, 瞬 ロラ
1｀育しにすることにより, 除去されにくく

なり, さらに乾燥することによって角膜上に多 くみ ら

れるようになった。接種後15分では緑膿菌がムチンに

からめ取 られたように存在 し,瞬 目が正常に行われて

いれば,涙液 とともに,こ のまま除去されるであろ う

と予測される.30分以降になると,緑膿菌の除去が進

み,菌数の減少が見られるが,残った緑膿菌はさらに

強く角膜に付着 したムチンとともに,膜状ムチンと角

膜の表層細胞への侵入像が観察 されるようになった。

Sternら 6)は
,30分するとpocketsを作って侵入をはじ

めることを示 してお り,私の所見 と時間は一致してい

た。緑膿菌の付着については,気道上皮にたいする研

究が多く,Marcusら 1)は ムコイ ド株が非ムコイ ド株 よ

り10～ 100倍 付 着 しや す い こ と,ム コ イ ド株 は

Extracenular matrixに Microco10nyを 作って付 着

することを示 し,Rampha12)ら は非 ムコイ ド株の付着

には繊毛が重要な働きをすることを報告している。ま

た,Viぬwanathら 3),Ramphalら 4)は気管,気管支の

ムチンが緑膿菌の付着部位であると述べている。

角膜前涙液層は 3層 からな り,その最下層のムコイ

ド層はポ リサ ッカライ ドからな り,由来は結膜の杯細

胞から分泌 されるムチンおよび角膜上皮の表面構造の

一部から構成 されていると考 えられている。Wens
ら13)は ,ム コイ ド層に多くの siaHc acidが 含まれてい

ることを示 し,Hazlettら 9)10)は
角膜では,こ の siaHc

acidが 緑膿菌の リセプターであることを示 した。今回

の結果から,角膜に張 り付いたムチンが緑膿菌の角膜

にたいする付着部位であることが考えられるととも

に,角膜表層細胞にたいする緑膿菌の付着の形態が観

察された。

コンタク トレンズ装用者に見 られる角膜炎の発症の

メカニズムは未だ不明の点が多い。今回,試みに緑膿

菌の付着 した角膜に再度コンタク トレンズの装用を続

けると,約 1週間で角膜は著しく混濁し,パ ンヌスが

形成されるが,はっきりした潰瘍は作らなかった。 コ

ンタクトレンズ装用者に良く見 られる角膜浸潤 と似て

いるようではあるが, この実験がコンタク トレンズに

よる角膜潰瘍の発生状況と同じかどうかは,更に検討

を要する.

本研究により瞬 目や涙の流れが感染防御に重要であ

ることが再認識 されたとともに,角膜の傷害時にはム

チンの分泌が増加 し,それが緑膿菌の除去に働 くと共

に,緑膿菌の リセプターとしても働 くことが推察され

た.

本論文の要 旨は第93回 日本眼科学会学術展示 において発

表 した。

稿を終 えるにあた り御指導,御校閲いただ きました大石

正夫助教授,岩 田和雄教授に深謝致 します。
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