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家兎角膜上皮創傷治癒の生体顕微鏡による観察

林     研

九州大学医学部限科学教室

要  約

角膜上皮細胞の創傷治癒過程をin v市oで観察するために生体顕微鏡を応用 した実験 を行つた。方法は家兎
の角膜中央上皮を擦過 し,そ の後の上皮細胞の変化を生体顕微鏡にて観察 し,組織学的な所見と比較 した。擦

過12時間後に上皮欠損部周辺にリチャー ドソン (R液 )に 染 まらないシー ト状の部分が現れ,そ の組織所見を
みると 1層の再生上皮細胞が同部を覆っていた。24,36時間後 には上皮欠損は縮小 したが,角膜表面は粗造で

あり,組織所見でも1層 の属平な上皮細胞であった.2日後には欠損は消失 したが,角膜中央は敷石状の粗造
な外観 を呈 し,組織所見でもまだ 1, 2層 の再生上皮細胞が覆つていた。3日 後には,角膜表面はかなり平滑
となり,組織学的所見でも再生上皮細胞は数層になり重層化を示 していた。7日 後 には角膜表面は再生 した上

皮細胞 によってほぼ平滑に戻 り,組織でも上皮細胞はほぼ正常な層構造を回復 していた。リチャー ドソン染色

後の生体顕微鏡による観察 と組織学的検索より,再生上皮細胞の移動から重層化の過程 を示す所見を得ること

ができた。 (日 眼会誌 95:107-113,1991)
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A newly-developed macroscope was rrr,r"loij'lilurrr" thu healing process of corneal epithetial
wound in vivo' After removing epithelium of the central cornea, the changes of the corneal surface
were observed with the macroseope and the findings were compared with histological examinations.
At 12 hours after abrasion, areas unstained with Richardson's staining (R staining) appeared. In the
histological section. a single layer of regenerating epithelial cells covered the same area. At 24 and 86
hours after abrasion, the epithelial defects became smaller but surrounding epithelium was rough and
showed dot-like staining with R solution. By 2 days, the epithelial defects disappeared. On macroscopic
observation, the central corneal surface showed a pavement-like appearance. Histology revealed that
the regenerating epithelium still consisted of one or two layers. At 3 days, dot-like stainings were
present only in the center and the corneal surface appeared considerably smooth. Histology also
showed that regenerating epithelium became columnar and multilayered, thereby suggesting
stratification. By 7 days, the abraded corneal surface had recovered its smooth appearance. Histologic
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sections also demonstrated that the epitheliun had regained its normal structure. Thus, using this

macroscope, flndings suggesting the process of epithelial migration and proliferation could be obser-

ved. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95: 107-113, 1991)
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I緒  言

角膜上皮細胞を機械的に擦過すると,上皮細胞は著

しく速 く再生する。 このような効率的な創傷治癒は,

以前より多 くの研究者たちの興味を集め,中でも形態

学的な変化に関 しては様々な報告がある1)～ 6)。 上皮再

生を見るための傷害方法 としては上皮細胞の機械的擦

過が一般的であるが他の方法でも基本的には同様の所

見が観察されている。それらの中でも特に重要な点と

して,角膜上皮細胞の創傷治癒が,再生上皮細胞の伸

展・移動から増殖及び重層化という主に二つのサイク

ルからなっていることが言われている1)3)4)0)7).し かし,

これらが時期を異にして起こるのか,同 時期に起こる

のかについては未だ明確な答えが出されていない。

今回,生体顕微鏡 (マ クロスコ~プ )を使用する機

会を得た.こ れは,高倍率の画像を リアルタイムで観

察 し, ビデオに記録するものである。焦点深度などの

関係で組織の表面のみを観察することが可能である

が,角膜上皮などの組織表面の経時的な変化を追 うの

には最も適している。 しかも,今までの形態学的な方

法に必要な固定,染色などのアーチフアクトに影響さ

れることがないことが最 も大きな利点である.

今回の実験の目的は,角膜上皮細胞の創傷治癒過程

を in vivoで観察 し,その所見を組織学的な所見と比

較・ 検討することである。再生上皮細胞の移動・増殖

とい う過程を示唆す る所見には特に注 目した。

II 方  法

実験には New Zealand White種の雄の家兎,体重

2～ 3kgの ものを用いた。今回用いたマクロスコープ

は接触型であったため,そ の接触による上皮細胞への

影響を検討するために,家兎を 2群に分けた。 1群は

経時的に上皮細胞の変化を追っていく群 と2群は各観

察時間に屠殺 し,観察 した右眼と観察 しなかった左眼

を組織学的な検索に供するものである。以上の方法で ,

各時間で計 3眼をマクロスコ~プで観察し, さらに計

2眼の組織標本を得た。特に重要 と思われる時間帯は

実験を再施行 して所見を確認した.

白色家兎にケタラール (ketamine hydrOCh10ride)

50mg/kgを筋注 し鎮静させた後,固定器に固定してペ

ン トバルビタール (sodium pentobarbital)50mg/kg

を耳静脈 よ り静注 した。ベ ノキ シール (0.5%oxy―

prOparacaine)を 点眼して局所麻酔 した後,手術用顕

微鏡下で,中央角膜上皮細胞に7mm径の トレパンで

マークした。そして, ビ~バ ~15番 (グ リスハーバー

社)の 刃で,マ ーク内の上皮を擦察 。除去した。その

際,角膜実質に傷害を与えないことに最も注意した。

擦過後,12,24,36時間後, 2日 , 3日 , 7日 後に

角膜上皮細胞を 日本光電社製 ビデオマクロスコープ

IVX l100を 用いて観察した.そ のマクロスコープは
,

カメラのプローブと本体からなっている。プロープに

は CCDカ メラとライ トガイ ド
'お

よび レンズが組込ま

れてお り,本体 には CCDカ メラの コン トロールユ

ニットと光源が内臓 されている。本体は ビデオモニ

ターおよびカメラに接続されてお り, プロープで得ら

れた画像は本体を通 して, ビデオモニターに現れ, さ

らにビデオレコーダーに記録される。 レンズは25倍か

ら1,000倍 までの各倍率のレンズが備わっており,レ ン

ズの変換により高倍率の像が観察可能である。今回の

実験には200倍のレンズを用いた。

観察にあたっては,上皮欠損部を リチャードソン染

色液 (methylene blue‐ Azure II)(R液 )にて染色し

た。液は,使用す るたびに 2%methylene blueと 2%

Azure llを同量で混合し,ろ過 して使用した。この染

色液は上皮欠損部を青色に染めるとともに病的細胞な

ど膜構造が完全でない細胞に取 り込 まれて染色する.

リチャードソン染色液は, フルオレセインなどに比べ

強 く組織を染色することが重要な特徴である。今回の

実験では, 1, 2滴を滴下して,約 30秒待った後,15

mlの BSSで洗浄 し,マ クロスコ~プで観察した。

マクロスコ~プによる観察後,ただちに固定液(4%
glutaraldehyde_0.l M cacodylate buffer)を 角膜表

面に滴下して約 1分待った。その後直ちに両眼球を摘

出した。さらにツベルクリン注射針を用い,約 0.2ccの

固定液を角膜輪部 より前房内に注入 した。摘出した眼

球は固定液中に入れ浸漬固定した。家兎は空気を心臓
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の染色がみられるのみとなり,角膜表面はかなり平滑

となった (図 lF).

擦過 7日 後には,擦過 した角膜表面は,再生上皮細

胞によって平滑 となり,擦過前の正常な角膜表面とは

ぼ同様の外観を呈していた (図 lG).

2.組織学的検索

正常な角膜は,基底細胞,中間細胞,翼状細胞など

の 5～ 6層の上皮細胞から構成されていた (図 2A)。

擦過直後には.擦過 した部の上皮は完全に除去され

てお り,実質への傷害も認められなかった.

擦過12時間後には,一層の扁平な再生上皮細胞が,

欠損部を被覆し始めていた。また擦過 した部の実質1/

3か ら1/2層 の角膜実質細胞は変性もしくは消失してい

た。さらにその周囲の実質細胞 も線維芽細胞様に変化

していた (図 2B)。

擦過24時間後には,同様に扁平な再生上皮細胞が更

に伸びて欠損部は縮小していた。再生上皮細胞は実質

細胞の変化 。消化した部分上を被覆 していた。

擦過36時間後には,上皮欠損部はかなり小さくなり,

再生上皮細胞がほぼ全体を被覆 していた。この上皮は

依然一層の扁平な上皮からなっていた.再生上皮下の

実質では,実質細胞は消失していた (図 2C).

擦過 2日 後の再生上皮細胞は,依然一層であるもの

の,やや丈が高 く立方状 となっていた。核は,細胞下

方に位置 していた。さらに翼状細胞 も所々に認められ

た (図 2D).

擦過 3日 後に至ると基底細胞に加え,翼状細胞が角

膜表層をほぼ覆 うようになっていた。 さらに一部に中

間細胞も見 られるようになり全体に重層化しているこ

とが認められた (図 2E)。

擦過 7日 後には, 5～ 6層の上皮が全体を被覆 して

お り,正常上皮細胞の層構造を回復 していた (図 2F)。

IV考  按

今回,マ クロスコープを応用 して,角膜上皮細胞の

創傷治癒の経時的変化を今まで得 られなかった高倍率

で観察することが出来た。角膜上皮細胞の再生に関し

ては,今まで多 くの形態学的な研究がある。特に電顕

を用いた研究は多 くの詳細な情報を与えた。しかし,

形態学的な研究は,固定 。包理などの過程を経る必要

があるが,マ クロースコープによる検索にはこのよう

な処置によるアーチファク トが全 く関係しない.そ の

ため,実際に in vivoで起きている変化を観察するこ

とができると考えられる。

内に注入して屠殺 した。摘出した眼球は約 1～ 2時間

の固定後,角膜を約0.5mmの 強膜片 と共に切除して,

角膜中央部を通るように半割した。半割 した試料はさ

らに約 1週間の固定後,従来の方法によって,3μ 厚の

パラフィン切片として,ヘ マ トキシ リン・ エオジン染

色を行った.標本は光学顕微鏡下で観察 し写真を撮っ

た。また記録した ビデオ画像は, ビデオの画像信号を

カラービデオプリンター (ソ ニー社)に より写真にプ

リン トした。

III 結  果

今回使用したマクロスコープのプロープが接触型で

あ り,接触によるアーチファク トを考慮するために,

前述 したように実験に使用した家兎を 2群に分けた。

1群は経時的に観察 していく群, 2群は各時間の観察

後に暦殺 し,組織学的な検索を行なう群である.それ

によると,やは り実際にはプロープの接触により,再
生先端部の上皮は軽度の傷害を受けているようで,著
しい場合には上皮が一部剥離していた。そのため,今
回の報告には,最 も接触の影響が少ない 2群の家兎の

記録を用いた。

1.マ クロスコープによる観察

正常な角膜表面は R液に全 く染まらず平滑であっ

た (図 lA)。

擦過直後には,上皮欠損部が R液に強 く染まり,正
常な上皮細胞 と明確に区別されていた。また欠損部の

周辺の上皮細胞は浮腫状を呈してお り,軽度に膨隆し

ていた (図 lB).

擦過12時間後には,以前擦過した部分の辺縁にシー

ト状に R液に染まらない部分が現れた。この部は,擦

過 しなかった部の上皮細胞 と明らかに区画 されてお

り,再生上皮細胞 と考えられた (図 lC)。

擦過24時間後には,肉眼的にも上皮欠損部は縮小し

たが,マ クロスコープによる観察でもR液に染まらな

い再生上皮細胞 と考えられる部分が伸展 していた。 さ

らに擦過 していない正常上皮細胞 との境界も不明瞭と

なった.

擦過36時間後には,上皮欠損は角膜中央に小さく認

められるのみとなったが,周囲の再生上皮細胞は点状

及び線状に R液に染まって粗造であった (図 lD).

擦過 2日 後には,上皮欠損は消失 したが,角膜中央

部は敷石状の粗造な外観を呈し,凹凸が認められた(図

lE)。

擦過 3日 後になると,角膜中央の一部に点状に R液
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今回使用 したレンズは200倍 の倍率であり,細胞 レベ

ルの所見は得ることができなかった。 しかし,組織学

的な検索 と対比することにより,重要な情報を示唆す

る所見を得た。すなわち,擦過12時間後から,上皮欠

損部周辺にシー ト状の細胞層が徐々に伸びてゆ くのが

観察 された。組織学的にみると,一層の扁平な上皮細

胞であ り,再生上皮細胞が移動 している所見と考えら

れた。24,36時間と経るにつれ,肉眼的にも上皮欠損

部は縮小 した。しかし,マ クロスコープによる観察で

は,そ の周囲の上皮細胞 も点状に染まり粗造であった。

日眼会誌 95巻  2号

組織でもほぼ扁平な一層の上皮であり,上皮欠損が閉

鎖するまで,上皮細胞の再生は細胞の移動が主である

と考えられた。マクロスコープ所見における R液の染

色に関 しては,R液は主に病的な細胞に取 り込まれる

とされているが,細胞の膜構造が十分でない場合に取

り込まれると考えられる。そこで,こ こでの R液の染

色はむしろ再生過程での未熟な細胞に取 り込まれたと

推察される。 2日 後に至ると肉眼的には上皮欠損は消

失したが,マ クロスコープで見ると角膜中央が敷石状

の外観を呈して凹凸不整 となっており,R液が陥凹の

A                                 B

A:正常角膜 :角膜表面は平滑であり,一部に陥凹が認められる。

B:上皮擦過直後 :上皮欠損部は, リチャードソン液 (R液)に青色に染っている.欠

損部周囲の上皮は,ご く軽度浮腫状に隆起している。

c                                   D

C:擦過12時間後 :欠損部周辺にR液に染らない再生上皮細胞が現れた。

D:擦過36時間後 :上皮欠損は縮小し,図の下方のように中央角膜に小さく認められ

るのみとなった.そ の周囲の再生上皮細胞も,点状線状にR液に染り,粗造である。
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G
G:擦過 7日後 :角膜表面は,平滑になっている。正常

角膜に比べると,陥凹がやや多い.

図1 角膜上皮創傷治癒のマクロスコープによる観察

所見 (× 200)

部分に貯留していた。組織でも再生上皮細胞の丈が高

く立方状 となっており,所 々に翼状細胞も見られた。
マクロスコープで見られた敷石状の外観が,再生基底

細胞の立方化及び一部重層化の始まりと解釈できるか

も知れない。3日 後に至ると角膜中央の一部に R液の

点状の染色がみられるのみとな り,全体の角膜表面は

かなり平滑 となった。組織でも基底細胞層に加え,翼
状細胞及び中間細胞も認められるようになった。 この
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ように明らかに重層化していることが双方の所見から

示された。 7日 後には,角膜表面は正常 と同じように

平滑とな り,組織でも上皮細胞が正常の層構造を回復

しているのが認められた。 このように,マ クロスコー

プ所見の解釈はまだ完全には確立されていないが,マ
クロスコープによる実際の in vivoの 所見 と組織学的

な所見の間におおよその一致を見た。

このよ うに,今回の実験はマクロスコープで得 られ

た実際の所見 と,さ らに組織学的な検索を対比 しなが

ら進めて行 った。先に述べたように,最 も重要な点は
,

経時的に上皮細胞の創傷治癒を追っていくと,欠損部

が閉鎖するまではほぼ 1, 2層 の扁平な再生上皮細胞

の移動が主であ り,そ の後徐々に細胞の重層化が起 こ

ることが示 されたことである。擦過した創の大 きさに

もよると考 えられるが,今回の実験では,径7mmで上

皮細胞を擦過 しており,臨床的に見る上皮欠損 として

も決して小 さくなく,細胞移動による創閉鎖が早かっ

たことは興味ある所見である.数多くの研究が,上皮

細胞の移動 もしくは増殖それぞれについて詳細な報告

をしているが, これらが起 こる時期の違いについて焦

点をあてた報告は少ない。P■■erも ,電顕を用いた検

索で,上皮欠損が閉鎖するまでは, 2, 3層 の上皮細

胞の移動が早 くおこると報告 している7)。 しかし,今回

の実験で観察 された細胞の移動が重層化に比べて早 く

起こるとい うことが,普遍的な上皮細胞の創傷治癒過

程であるか どうかに結論を出すには更に多方面か らの

家兎角膜上皮創傷治癒の生体顕微鏡による観察・林

E                                     F
E:擦過 2日 後 :図上方の再生上皮部は敷石状の外観を呈 して,陥凹部に R液が貯留

している。

F:擦過 3日後 :角膜中央は,点状に R液に染色される部分が残されているが,全体に
はほぼ平滑 となっている。
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図 2 角膜上皮再生の光学顕微鏡による観察所見 (× 230)

A:正常角膜 :5, 6層 の上皮細胞が,層構造をなしている。B:上皮擦過12時間後 :

1層の扁平な再生上皮細胞が擦過部を被覆しはじめている。Ci擦過36時間後 :擦過

した部をおおう上皮細胞は,ほぼ 1層 の扁平な上皮細胞からなっている。

Di擦過 2日 後 :擦過 した部は,ま だほぼ 1層であるが,細胞はやや立方状になってい

る。一部に翼状細胞 も出現している。E:擦過 3日後 :基底細胞 と翼状細胞に加え,一

部に中間細胞も見られ,重層化を示している.F:擦過 7日 後 :ほぼ正常な層構造を回

復している。
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研究が必要であろ う。また臨床的な面においても, フ

ルオレセインで染色 して上皮欠損が消失 した場合に

も,上皮細胞の層構造が回復したわけではないことに

は十分気を付ける必要があることが示唆された。

角膜上皮細胞の実際の状態を観察する方法として,

臨床的に細隙灯顕微鏡による検索が最 も一般的に有用

であることには異論がない。しかし,現在,さ らに高

倍率で細隙灯顕微鏡以上に詳細な所見を得るために,

新 しい機械が考案。開発されている.共焦点顕微鏡や,

本邦で盛んに研究されている上皮細胞のスペキュラー

マイタロスコープなどが知られている。特に後者は上

皮細胞の細胞 レベルの新 しい評価方法 として確立され

つつあり,様々な研究が行われている8)～ 10)。
組織学的

な検索と比べながら,角膜上皮細胞の病的な状態や創

傷治癒における異常細胞の出現を とらえた報告があ

る°)10)。 しかし,こ れらの所見の解釈については,ま だ

確立されたとはいいがたい面がある.今回のマクロス

コープについても, スリットランプより高率の像が得

られることは明らかであるが,ま だ所見の解釈が完全

ではないし,細胞を見るにはさらに何 らかの工夫が必

要である。しかし, スペキュラーマイクロスコープが

細胞の大きさ・形のみをとらえているのに対し,こ の

マクロスコープは組織の実際の動的な像を見ることが

できる。例えば血管内の血流の状態などは,マ クロス

コープで観察できる。 このように,組織の動的な面を

検索 した り,様々な組織に応用可能である点などスペ

キュラーマイクロスコープに劣らず将来のひろがりは

期待できる.し かし角膜上皮細胞に関していえば両者

の所見を対比しながら,新 しい知見を得る方向に進む

方が妥当であると考える。

今回用いたマクロスコープはプロープが接触型であ

り,やはり接触による軽度の影響が認められた.報告

した所見は接触による傷害を除外 したものであるが,

将来的には非接触型の焦点深度の深いものが必要とな

ろう.焦点深度が深 くなると角膜を通 し,虹彩や水晶
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体 も観察可能である。又 レンズは200倍 を用いたが,500

倍や1,000倍 の レンズを用いることに よ りさらに詳細

な所見を見 ることができる。機械は現在改良中であ り,

近い将来 さらに興味ある実験が可能 となると考 える。

本論文の要旨は第94回 日本眼科学会総会において報告 し

た.猪俣 孟教授の御校閲に対し深謝致 します.
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