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Epikeratophakiaの 創傷治癒過程に関する実験的研究

第 3報 :角膜レンズ実質の変化について

佐堀 彰彦,上総 良三,片上千加子,山本

神戸大学医学部眼科学教室

節

要  約

今回,我々は自色家兎を用いて実験的に Ep■eratOphakiaを 施行 し,術後の角膜 レンズ実質における微細構

造の変化を組織学的に検討 した。Epikeratophakiaは 凍結切削加工 して作製 した角膜 レンズを使用 して行っ

た。術後10。 16・ 45・ 63。 90日 において,角膜厚を測定後強角膜片を摘出 し,光学顕微鏡ならびに電子顕微鏡

による組織学的検索 を行つた。術後16～63日 では角膜 レンズのコラーゲ ン線維密度はコン トロール角膜の

57～63%に 減少 していたが,術後90日 では78%に まで回復 していた。また,術後の角膜厚の増加は,術後10・

16日 の早期には予測値 よりかなり厚みを増 していたが,そ の後徐々に角膜厚 は減少 し,術後45日 以降では逆に

予測値を下 まわる傾向にあった。術後45～90日 では角膜 レンズ実質内に,内腔が拡大 し,よ く発達 した粗面小

胞体 を有 し,コ ラーゲンを活発に産生 していると思われる活性化 した keratocyteが多数認められた。また,

術後90日 では特に上皮下領域において,偽足を伸展 させ,phagocytosisを 示唆 させるkeratocyteも また観察

された。これらの所見より,角 膜 レンズ内のコラーゲン線維は,凍結切削過程によるダメージから一部は術後

脱落するが,そ の後徐々にコラーゲン産生能は高まり,1術後90日 以降においても角膜 レンズ実質の再構築は継

続 していると考えられた。 (日 眼会誌 94i469-479,1990)
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Abstract
We investigated the ultrastructural change of keratolens stroma histologically following epiker-

atophakia in rabbits. Epikeratophakia was performed on rabbit corneas using cryolathed keratolens.
At days 10, 16, 45, 63 and 90 after the operation, pachymetry was performed, and corneas were excised
and analyzed histologically using an electron microscope. At days 16 to 63, collagen fibril density
(CFD) in keratolens stroma decreased 57 to 63% of that in the control cornea, but returned to 78%
at day 90. The results of paehymetry revealed that postoperative increase of corneal thickness was
greater than the expected value at days 10 and 16. However, after that the corneal thickness decreased
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gradually and became thinner than the expected value after 45 days postoperatively. At days 45 to 90,

many activated keratocytes with dilated and well developed rough endoplastic reticulum, suggestive

of active collagen production, were observed in keratolens stroma. Furthermore, at day 90, ker-
atocytes with extended pseudopoidia that suggested phagocytic activity were also observed, especially

in the subepithelial zone. These findings indicated that collagen fibrils in the keratolens stroma were

damaged under the infiluence of the cryolathing process and partially exfoliated postoperatively,

however collagen-producing activity increased gradually and the reconstruction of keratolens stroma

continued through day 90 after the operation. (Acta Soc Ophtholmol Jpn 94: 469-479, 1990)

Key words: Epikeratophakia, Keratolens, Collagen flbril density, Activated keratocyte, Corneal

wound healing

I緒  言
腫の変動などを経時的に検索 し,若干の知見を得たの

で報告する.

Epikeratophakia(Epikeratoplasty)は ,そ の術式の

簡便性,安全性,ま た, もし角膜 レンズに不都合が生

じても容易に取 り除いて再手術を行 うことが可能であ

ることなどから屈折矯正角膜手術のなかでも本流を担

う有効な術式 として注 目されている。しかしながら,

臨床的に,上皮の再生が著 しく遅延して遷延性上皮欠

損を生 じた り,術後の屈折誤差 (お もに undercorrec‐

tion)や 視力不良,角膜 レンズの無菌性融解などを生じ

たために角膜 レンズの除去を余儀なくされる症例が全

体の 5～ 10%存在している1)～3).角 膜 レンズの除去に

至らぬまでも,術後の視力回復に長時間を要すること

は,特にコンタクトレンズ装用困難な小児の無水晶体

眼に良い適応を有する Epikeratophakiaと しては大

きな問題 といえる.Epikeratophakia術 後の最大の間

題点は上皮再生遅延と視力不良といわれているが, こ

れらの点について組織学的に検討 した報告は少ない.

上皮再生遅延の問題についてはすでに前報 (第 2報 )4)

でその詳細を検討し,術後初期においては上皮の接着

装置は未熟であり,上皮の細胞分化や厚みの回復にも

3カ 月以上の長時間を要 し,そ れらのベースには凍結

加工 した角膜 レンズにおける創傷治癒の悪さがあるこ

とを指摘 した。一方,視力不良の要因として,dry eye

や眼瞼炎を有する者など術前の不適切な患者選択,周

辺部角膜切除のとりかたや縫合のしかたなどの手術操

作による乱視の発生,不十分な術後管理などがあるこ

とはい うまでもないが,凍結 レンズを使用することに

よる創傷治癒の悪さが最も重要な基本的問題点である

と思われる。今回は実質の徴細構造を電子顕微鏡で観

察することにより,術後 3カ 月までの実質 コラーゲン

線維の配列 。密度の変化,keratocyteの 形態,間質浮

II 実験方法

体重2～ 3kgの 自色家兎 (Japanese White)を 対象と

し,凍結切削加工 した同種角膜 レンズを用いて片眼に

Epikeratophakiaを施行 した。角膜 レンズはイソペン

タン液体窒素で凍結 した角膜を通常のコンタク トレン

ズ作成 と同様の方法で optical zone 6.Omm,size 7.5

mm,power+10.OD,厚 さ350μ mの レンティキュラー

タイプに切削加工 したものを用いた。手術は第 1報 5)

と同様の方法で行い,上皮再生が順調であり,術後虹

彩紋理が観察できる程度に角膜 レンズの透明性の保た

れているもの 5羽 5眼を選択 し,Vida 55 Pachymeter

で術前および眼球摘出前に角膜中央部の厚 さを測定

後,術後 10・ 16・ 45・ 63・ 90日 目に眼球を摘出した。

同例の上皮再生状態については前報
4)に おいて詳述 し

た。得 られた強角膜片は2%グ ルタールアルデヒドで固

定 し,エ ポキシ樹脂に包埋後,薄切 して実質の ker‐

atOcyteお よび弓ラーダン線維を中心に電子顕微鏡で

観察 した。コラーダン線維については,撮影 した角膜

レンズ実質の電顕写真より, コラーダン線維東の垂直

横断面を無作為に10カ 所抽出して単位面積 (μ m2)当た

りのコラーダン線維密度 (以下,線維密度 とする)を

計測 し,そ の平均値 と標準偏差を算出した。また,Epi‐

keratophakiaを 施行 していないコン トロール眼の角

膜 と凍結切削加工した角膜 レンズにおいても光学顕微

鏡ならびに電子顕微鏡による検索, さらに線維密度の

計測を行った.

III 結  果

術前の正常コントロール角膜および凍結切削加工し
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た角膜レンズ,EpikeratOphakia術 後10。 16・ 45・ 63・

90日 目の角膜 レンズにおけるlμ m2当 たりのコラーゲ

ン線維密度と,眼球摘出前の角膜厚から術前の角膜厚

control
keratolens

(pre-operation )

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
pOSt―OperatiVe period (days)

図 l EpikeratOphakia術 後 の コラーダン線維密度

の変化と角膜厚の増加
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を差し引いた角膜厚の増加分を表 1に示す。また,線
維密度の変化と角膜厚の変化をグラフに表わすと図 1

のようになる.術後期待される角膜厚の増加 (予測値

とする)は理論的には角膜 レンズをho載 にのせた分の

350μ mと いうことになるが,角膜厚の増加は角膜レン

ズの変化 (浮腫やコラーダン線維の脱落など)のみな

らず,host角 膜実質における変化をも反映しているの

でこの値をそのまま角膜レンズの厚さの変化とするこ

とはできない.

正常コントロール角膜の実質をみると, コラーダン

線維は大小不同なく,整然と格子状配列を保っており,

lamenaの 間には非常に扁平で,大 きな核を持ち,細胞

質の少ないkeratocyteが観察された (図 2). コント

表 l EpikeratOphakia術後のコラーゲン線維密度の

変化と角膜厚の増加

術後期間
(日 )

コラーゲン線維密度
(No./μ  m2± SD)

角膜厚の増加
(μm)

a> | a-/v

角膜レンズ

264± 16(100 %)
244±21(92.4%)

226± 13(85.6%)
156± 13(59.1%)
150± 33(56.8%)
165± 18(625%)
205± 24(77.7%)

490

881

243

413

260
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図2 正常コントロール角膜の実質 (電顕写真),× 3,200
コラーダン線維は大小不同なく,整然とした格子状配列を保っている。また,lamena
の間には大きな核を有し,細胞質の少ない,扁平なkeratocyteが観察される。細胞内
小器官はあまり発達していない
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ロールの線維密度は264± 16で あったが,凍結 レンズで

は244± 21で線維密度はやや減少していた。凍結 レンズ

の実質を光学顕微鏡で観察するとkeratocyteの 核は

染色されるが(図 3),電子顕微鏡でみるとkeratocyte

の核は完全に崩壊 し,電子密度の高い均一の構造物 と

して認められ,すべての keratocyteは 変性・死滅 して

いた(図 4).術後 10日 目,16日 目になると,線維密度

はそれぞれ226± 13,156± 13と かな り減少するが,そ

日眼会誌 94巻  5号

のばらつきは少なく,コ ラーダン線維間距離はほぼ均

等に増大 してお り,線維径にも大小不同は認められな

かった(図 5).こ の時点における角膜厚の増加はそれ

ぞれ490μ m,881μ mであり,予測値の350μ mよ りかな

り厚 くなっていた。術後10日 目では,角膜レンズ内に

は keratOcyteは ほとんど存在 しておらず (図 6),電

子顕微鏡でみると凍結切削過程で死滅 した変性 ker―

atOcyteやその debrisが 散見された (図 7).術後45日

b

Keratocyteの 核がごくわずかに染色されるのみで

ある。

図4 角膜レンズ実質 (電顕写真),× 3,200

Keratocyteの 核は崩壊して電子密度の高い均―の構造物に置きかわり,細胞内小器官

も完全に破壊されている.ま た,keratocyte周 囲には変性 keratocyteの remnantと

思われる,やや電子密度の高い斑状の物質が散見される.

・・
‐  ・ |゛_. .4_1 .

a

図3 角膜レンズ (光顕写真),H―E染色,a― ×50,

b― ×200



平成 2年 5月 10日

図6 術後10日 目 (光顕写真).H―E染色,× 50

角膜 レンズ とhOst角 膜 の接合部にわず か に re‐

populateしつつあるkeratocyteを認める。角膜レン

ズ中央部と角膜レンズ直下の ho載 実質には無細胞領

域が認められる。角膜レンズとhO飩 角膜の interface

は明瞭に観察される。

EpikeratOphakiaの創傷治癒過程に関する実験的研究・佐堀他

0.51im

図 5 術後の角膜レンズ実質のコラーダン線維 (電顕写真),× 13,000

術後10～ 45日 では徐々にコラーダン線維間距離が拡大し,ま たそのばらつきも増大し

ている.そ の後,線維密度は回復傾向にあるが,術後90日 ではコラーグン線維径にや

や大小不同がみられる.

目になると,線維密度は150± 33と さらに大 きく減少

し,そ のばらつきも増大 していた。 この時期,角膜 レ

ンズの浮腫はほとんどなく,透明性はよく保たれてい

たが (図 8),角膜厚の増加は243μ mと 術後 10。 16日 と

は逆に予測値を下まわっていた。術後45日 では角膜 レ

ンズ内への keratocyteの repopulationは十分とはい

えず (図 9),角膜 レンズ内の微細構造を観察すると,

一 部 で コ ラーダ ン線 維 が脱 落 した と思 わ れ る

internbrmar spaceが 多 く認められた (図 10)。 角膜 レ

ンズ内に侵入した activated keratOcyteは ,非常に扁

平で細胞質の少ない コン トロール眼の keratocyteに

比 して,丸みを帯び,粗面小胞体 も発達 していた。術

後63日 になると線維密度は165± 18と やや回復 しつつ

あ り,角膜厚の増加は413μmであった。この頃になる

と角膜 レンズ内への keratocyteの repopulatiOnは上

皮下にやや無細胞領域を認めるのみになる5)が ,その

keratocyteの 形態は内腔が拡大し,よ く発達 した粗面
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図8 術後45日 目の前眼部写真

角膜耳側周辺部に表層性の新生血管を認めるも角膜レ

ンズの透明性はよく保たれている。

小胞体を多 く含むものであった(図 11).術後90日 にな

ると角膜 レンズ内への keratocyteの repopulationは

さらに進み,線維密度 も205± 24と さらに回復する傾向

にあったが, コラーダン線維の径にはやや大小不同が

みられ(図 5),角膜厚の増加は260μ mであった。角膜

レンズ内には術後63日 目と同様に粗面小胞体のよく発

達 した activated keratocyteが まだ多数認め られた

(図 12)。 また上皮下の一部では貪食空胞を含み,lamel‐

laの垂直方向に偽足を伸展させ,phagocytosisを 示唆

させるような keratocyteも認められた (図 13a,b)。

日眼会誌 94巻  5号

図9 術後45日 目 (光顕写真,3H_thymidine a■ Or_

adiographyの 写真を転用).H― E染色,× 33

角膜レンズ内へのkeratocyteの repopulationは か

なり多くなっているが, コントロールに比べるとま

だ十分であるとはいえない。角膜レンズとho載 角膜

のinterfaceは 明瞭で,それに沿って keratoc,eの

集積が認められる。

IV考  按

Eplkeratophakia(Epikaratoplasty)術 後の視力回

復遅延は臨床上重要な問題であ り,凍結切削加工 した

角膜 レンズを使用することによる創傷治癒の悪 さが

ベースにあることが推察される。実際,Epikeratopha‐

図7 術後10日 目の角膜レンズ実質 (電顕写真),× 6,500

術前の角膜レンズでみられたのと同様,変性・死滅したkeratocyteが観察される
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図10 術後45日 目の角膜 レンズ実質 (電顕写真),× 6,500

-部でコラーゲン線維が脱落したと思われるintembrinar space(矢 印)を多数認め

る。

, ′,:,:

●口■■■口■暉

図11 術後63日 目の角膜 レンズ実質 (電顕写真),× 6,500

内腔が拡大し, よく発達した粗面小胞体 (ER)を有し,丸みを帯びた activated ker

atocyte(KC)が 観察される.

kiaお よび,同様に凍結レンズを用いる keratophakia

や keratomileusis術後の長期観察例についてはヒ ト,

サル,ウ サギでいくつかの報告があるが6)-9)ぃ
ずれの

術式においても術後 5カ 月～ 5年で上皮,keratocyte,

実質コラーゲン線維等に異常所見が認められてお り,

角膜の創傷治癒にはかなり長期間を要することが示唆
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されている。我々はすでに第 1報 5)で ,keratocyteの 存

在しない角膜 レンズ内へのkeratocyteの repopula―

tionは術後10日 頃より角膜レンズのedge(いわゆるウ

イングと呼ばれる部分)を通して徐々に進行すること,

keratocyteは hoiお よび角膜レンズ内で blast化 し,

正常角膜ではみられない細胞分裂を行っていること,

keratOcyteの repopulationは術後 3カ 月でも十分と

はいえないこと,角膜レンズおよびhost実質内では術

後 3カ 月においても活発なコラーダン産生が継続して

いることなどを示した。今回は角膜レンズのコラーダ

ン線維の変化を中心に実質の徴細構造の変化について

検討した。

まず,角膜レンズを凍結切削加工することによる実

質のdamageについて電子顕微鏡で検索した。角膜レ

ンズのkeratocyteを 観察すると,核は染色体が濃縮さ

れた電子密度の高い,均一な構造に置き代わり, また

細胞内小器官は完全に破壊されており,実質内の ker‐

atocyteはすべて変性。死滅していた。コラーゲン線維

径に大小不同はなく,その配列もおおむね正常といえ

たが, コントロールに比べると非常にわずかではある

がコラーダン線維間距離が拡大し,格子状配列に乱れ

を生じている部分が存在した。線維密度がコントロー

ルより8%弱減少していることを考えると,こ れは

gaftの軽度の浮腫によるものと考えられた。また,
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lamenaの 中には主に変性keratocyteの 周囲にやや

電子密度の高い,顆粒状の物質が散見されたが, これ

は変性keratocyteの ramnantと 思われた。角膜を凍

結し,切削加工する過程において,実質のkeratocyte

や上皮に不可逆性の変化が起 こるということは諸

家:0)-13)に より報告されており,変性 。崩壊した ker―

atOc,eや コラーダン線維の格子状配列のわずかな乱

れについてはおおむね同様の結果であったが,Binder

et al.13)が 報告しているような4000Aも の大きな inter‐

lamenar spaceは認められなかった。

術後10・ 16日 では線維密度の大幅な減少が認められ

たが,そのばらつきは正常と同程度であり,線維密度

の減少に反比例して著明な角膜厚の増加を認めること

から, この時期の線維密度減少の主因は間質の浮腫に

よるものと推察された。この時期,上皮は完全に被覆

しているが,被覆直後であり1～ 2層 と薄く,接着装

置が未熟であることは前報4)ですでに示した.Epiker‐

atophakiaの 術後初期においては角膜レンズ直下の

host実質においてもかなりの keratocyteが傷害され

ており,予測値を上回る角膜厚の著明な増加は角膜レ

ンズの浮腫のみならずhost実 質の浮腫も加わってい

るものと思われた。術後45日 なると上皮はさらに成熟

し4),角膜レンズは透明性を保っており,角膜厚の増加

も243μmと むしろ予測値を下回っているにもかかわ

図12 術後90日 目の角膜レンズ実質 (電顕写真),× 3,200

術後63日 目と同様,角膜レンズ内のkeratocyteの多くはその細胞質によく発達 した

粗面小胞体 (ER)を有しており,活発なコラーダン産生が示唆された.

.! 
rr r.rr i
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a

b

図 13a,b 術後90日 目の角膜 レンズ実質 (電顕写真),× 3,200

上皮下の一部では貪食空腔を含み (矢頭),lamellaの垂直方向に偽足を伸展させた

phagocytic keratocyteも 観察され,角膜 レンズ実質の再構築に関与しているものと

思われた。

らず,線維密度は正常の約60%に減少したままでその

ばらつきも大きかった。また,角膜レンズの一部には

コラーダン線維が脱落したと思われる interibrinar

spaceが 多 く認められる部位 も混在 してお り,線維密

度の低下は部分的な浮腫によるものだけとは考えにく

く, コラーゲン線維が変性・脱落している可能性が示

1‐ 11‐
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図14 KeratOcyteの repopulationと コラーゲン産生

の模式図 (第 1報 5)よ り転載)

角膜 レンズ内への keratocyteの repopualtiOnは 術

後10日 頃より始まり,その後時間とともに増加して

いくが術後90日 でようやく正常に近い分布となる。

また,実質内のコラーゲン産生は keratocyteの re‐

populationに やや遅れて増加 し始め,術後90日 にお

いてもなお活発に継続している.

唆された。 Binder et al.13)は 凍結 レンズを使用す るこ

とによる潜在的な合併症として,上皮細胞の死減,ker‐

atocyteの 死滅,実質コラーダン線維の損傷,ボ ーマン

膜の断裂,基底膜の傷害,角膜 レンズの穿孔などを挙

げている。 コラーゲン線維変性・脱落の原因としては
,

凍結 レンズの コラーダン線維には形態的には著明な変

化は認め られなかったものの,凍結加工による潜在的

な damageがあるところへ手術侵襲が加わった り,上

皮再生の遅延や keratocyteの repopulationの悪 さ,

実質浮腫の長期継続などの因子が重なることによって

脱落が生ず るのではないかと考えられた。術後63～ 90
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日になると線維密度は徐々に回復する傾向にあ り,角

膜レンズ実質内には内腔が拡大し,よ く発達した粗面

小胞体を多数有するactivated keratocyteや 貪食空

胞を含み,偽足を lamenaの 垂直方向に伸展させてい

る phagocytic keratocyteが 多 くみ られ るよ うにな

る。粗面小胞体のよく発達 した keratocyteの 存在は角

膜レンズ実質内における盛んなタンパク合成を示唆す

るものであ り,術後63～ 90日 において角膜 レンズおよ

びその直下の host実 質内の keratocyteに 著明な3H_

prolineの 集積が認められた という第 1報5)の
結果 (図

14に模式図を示す)と よく相関しており,角膜 レンズ

内ンこrepopulateし た activated keratocyteヤ こよって,

脱落したコラーグン線維を補 うべ く活発なコラーダン

産生が行われている様子が伺われた。著者 らは最近

Epikeratophakia術後24日 目と94日 目の家兎角膜 に

対 し, I型 コラーゲ ンの cDNAを probeと して in

situ hybridizationを 施行 し,両者の角膜 レンズ内に

repopulateし た keratocyteに おいて I型 コラーダン

のmRNAの 著明な局在が認められたことを報告 して

おり14),角膜 レンズ内の activated keratocyteが I型

コラーダンを産生することを証明したが,その詳細に

ついては別報に譲る。以上の所見から考えると,45日

目における線維密度の低 さは,脱落したコラーダン線

維 を補 うべ きkeratocyteの 角 膜 レンズ内へ の re―

populationが まだ不十分であった ことに起因するの

ではないかと推察された.その後,角膜 レンズ内への

activated keratocyteの repopulationが 図14C)如 く

増加するに従って線維密度には回復傾向がみられてい

る。粗面小胞体の発達 した activated keratocyteに つ

いては,Tamakiet al.“ )は術後 3カ 月 9日 のヒト眼の

角膜 レンズにおいて,その実質深部に認めたと報告し

て い る。 ま た,偽 足 を 伸 展 させ た phagocytic

ketatocyteに ついては,Samples et al.“ )は術後 5カ

月,Binder et al.17)は Keratophakia術 後 6カ 月の両

者 ともヒヒ眼の角膜 レンズにおいて認めたと報告 して

いる. これらの報告から考えると,Epikeratophakia

術後 3カ 月以降も角膜 レンズ内ではなお活発な再構築

が行われているものと思われる。今回の結果と前報ま

での結果からは,Epikeratophakia術 後初期より著明

な実質の浮腫は上皮再生遅延などと関連 してしばらく

遷延 していること,浮腫が消退 しても角膜 レンズ内の

コラーダン線維は一部脱落 し,そ れを補 うべ く,角膜

レンズ内に repopulateし た keratocyteに よるコラー

ダン産生が始まること, この時期には角膜レンズ内ヘ
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の keratocyteの repopulationが 十分でな いため コ

ラーゲン産生の絶対量も少ないこと,その後角膜 レン

ズ内への keratocyteの repopulationが増えるに従っ

てコラーゲン産生も徐々に増加 し, コラーグン線維密

度も回復し始めること,術後 3カ 月以降も角膜 レンズ

内では活発なコラーグン産生が継続しており,実質内

コラーダンの再構築がなお進行中であることなどが示

唆され,臨床例における術後視力の回復遅延や視力の

変動などと関連 して興味深いものと思われた。今後 さ

らに コラーダ ン産生状態 や線維密度 の変化,ker‐

atocyteの 動きなどを含め,術後 3カ 月以降の創傷治

癒状態についても検索を進める予定である。

稿を終えるにあたり,角膜レンズの作製に多大な協力を

頂きました(株 )日 本コンタクトレンズの栗秋政光氏に感謝

致します.本論文の要旨は第54回 日本中部眼科学会で発表

した。
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