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エキシマレーザーによる角膜上皮切除と機械的剥離後

の角膜知覚の回復の違いについて検討した。家兎角膜の

右眼に機械的な角膜上皮剥離を施行,左眼にはレーザー

を照射した。レーザー照射条件は 5 Hz,160 mJ/cm2,切

除の深さは 47 μmと した。術後創傷治癒と角膜知覚につ

いて30週間観察 し,併せて上皮層内の角膜神経の分布に

ついてゴール ドクロライ ド染色法で観察した。機械的剥

離では術後 5日 で 50%,28日 目までにほぼ正常知覚 と

なった。これに対しレーザー照射眼では術直後,急速に

回復し,5日 までにほぼ正常知覚となり,42日 日で最高
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約

となり,正常の 165%に達 し,210日 目にほぼ術前の値に

復帰 した。角膜上皮層内の角膜神経の相対的密度は術後

35日 で,レーザー照射眼で有意に高かった.レーザー照

射による角膜知覚過敏が認められ,そのレベルと再生神

経の数の相関が認められた。 (日 眼会誌 99:135-142,
1995)
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Abstract

To compare the recovery of corneal sensitivity significant differences in the recovery of sensitivity
and corneal regeneration following excimer laser following excimer ablation and manual epithelial
and manual epithelial debridement, the corneal removal. The relative density of innervation on the
epithelium of the right eye of New Zealand white intraepithelial layer after excimer ablation was
rabbits (n:21) was manually debrided and the left significantly higher than manual debridement at
eye was ablated with the excimer laser (47 pm depth, day 35. We observed a correlation between increased
5 Hz, and 160 mJ/cm'?). We observed the wound sensitivity levels and increased nerve density. This
healing rate and corneal sensitivity. The relative result suggests that for photorefractive kera-
density of innervation on the intraepithelial layer tectomy or phototherapeutic keratectomy, manual
rilas measured using gold chloride staining or right debridement of the corneal epithelium should be

microscopic examinatior, for 30 weeks. In the laser- performed before stromal excimer atrlation. (J Jpn
ablated cornea sensitivity rapidly increased to a Ophthalmol Soc 99:135-142, 1995)

normal level by day 5, and then it continued to
increase gradually and reached a maximum at day Key words: Excimer Laser, Corneal nerve, Cor-
42. Thereafter it remained elevated to 726 days and neal sensitivity, Wound healing, Gold
returned to normal at 210 days. There were chloride staining
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I緒  言

エキシマレーザーは,1986年 に初めて Trokelら 1)に

よって眼科領域に応用されて以来,多 くの基礎研究2)～ 6)

に引き続き,臨床的なデーターも数多く出され7)～9),FDA

における臨床治験もその最終結果が出されようとしてい

る。日本でも今年から数種類のエキシマレーザーが治験

段階を迎えている。現在,その応用範囲は近視,乱視,

さらには遠視にまで広がってきている。また,治療的レー

ザー角膜手術が行われ,本来であれば角膜移植の対象に

なっていた疾患に対しても応用でき,角膜移植待ちの患

者数をかなり減少させることがが出来るため,その実用

化が期待されている。しかし,角膜屈析矯正手術 (PRK)

ではいくつかの問題があり,さ らに,長期的な観察を要

求されている。その一つには角膜上皮下混濁があり,

PRK術後の創傷治癒におけるメカニズムの解明が期待

されている。その中では角膜知覚神経の再生 も重要な役

割を担っている。我々は家兎眼における予備実験で,レ ー

ザー照射後,角膜知覚過敏が比較的長期にわた り持続す

ることを観察した。その後,PRK術後の角膜知覚に関す

る論文10)～ 12)が認められ,そ れらでは術後角膜知覚低下と

なることが報告された。我々は,そ の矛盾を検討する目

的で,角膜神経の創傷治癒について角膜知覚の面から,

また角膜神経をゴールドクロライド染色法による組織学

的な面から検討を加えたのでここに報告する。

II実 験 方 法

実験動物 はニュージーランド産自色家兎 (2.7～ 3.5

kg)21匹 を使用した.ザイラジンと塩酸ケタミン (ケ タ

ラール③)の筋注で十分な麻酔を行い,表面麻酔剤を点

眼,頭部を手術顕微鏡下に固定した。右眼には直径 5mm
の トレパンで軽 くマーキングをした後,角膜上皮の機械

的剥離をレザーブレイドのスムースで鈍的な面を使用し

て行った (manual debridement).左 眼はVISX製エキ

シマレーザー (20/20)を 照射 した (excimer ablation).

レーザー照射は開瞼器 を掛 け,角膜のセンターに軽 く

マーキングした後,エイミングビームでフォーカスを角

膜上に合わせ,眼球を銅子で固定し,フ ットスイッチに

よリエキシマレーザーを照射 した。このとき,窒素ガス

によるブローイングと吸引を行った。照射条件 は直径

5.Omm,バルスは 5 Hz, 1シ ョットあた りのエネル

ギーは 160 mJ/cm2でぁった。レーザー照射時間は 10秒

前後であった。術後は抗生物質軟膏の点入,術翌日から

抗生物質点眼で経過観察を行った。

検査項目は,レーザーにおける角膜上皮切除厚の条件

設定,角膜上皮創傷治癒率,角膜知覚,お よび再生角膜

上皮神経のゴールドクロライド染色である。

レーザーによる角膜上皮切除厚測定のための角膜試料

は,レーザー角膜上皮切除 と機械的剥離直後,2%グ ル
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タールアルデヒド, 2%パラホルムアルデヒド (0.lM

カコジレート緩衝液)で固定, 1%オ スミウム酸で固定

し, 1%ウ ラニール酸染色後,脱水,包埋した。ブロッ

クを 0.5μm切片で作成,1%ト ルイジンブルーで染色

し,光学顕微鏡 (光顕)で観察した。

角膜上皮創傷治癒率は,術直後,10,20,28,36,46
時間後,0.25%フ ルオレセイン染色 した後,TMAX 400
フィルムに螢光撮影 を行った.写真上の染色部分 を ト

レーシングペーパーに トレースし,そ れをツァイス社製

MOP‐ 3イ メージアナライザーで測定 した。

角膜知覚検索は,11匹のうち6匹の観察期間は,術前,

第 1,2,3,7,10,14,21,28,残 りの 5匹が術前,

第 1, 2,3, 7,10,14,21,28,35,42,56,126,
210病日であった。測定はCochet‐ Bonnet角膜知覚計を

使用.測定前に睫毛切除,角膜に接触するナイロン糸の

長さは6～0.5cmま でを0.5cm間 隔で行い,そ の各々

につき10回施行 した。瞬目する回数を記録し,そ のグラ

フから,瞬目回数の 5回の時のナイロン糸の長さを角膜

知覚 とした。

角膜上皮神経再生の観察はゴール ドクロライド染色法

を用いた。図 1に角膜上皮神経のカウントの方法を示し

た。5mmの角膜切除範囲内で図のように 5つ の部位で

行った。接眼レンズ内は10本の平行線をもつ正方形が挿

入されており,光顕 400倍の拡大でこの 10本線と交差す

る神経数をすべてカウントし, 5つ の部位の神経数を合

計 し,平均を出し, この値を相対的角膜神経数 とした。

観察した家兎は,術前 6匹,3日後 5匹,35日後 5匹 ,

210日後 3匹であった。

50mm
I

角膜

5か所の切除部位内観察領域

接眼レンズ内にある O.25m m

平方 のreticte

10本 の 平 行 線 と 交 差 す る

神経線維数 (5か所)合 計の平均

<例 >

0 25 mmi

289+245+238+146+182
5

= 220

図 1 ゴールドクロライド染色による角膜神経測定法 .

角膜切除部内の 5つ の測定点で角膜上皮内神経 を

400倍で計測 し,その平均を求める。
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上にマウントし,光顕で観察した。

III 結  果

1.レーザー照射による上皮切除のための設定条件

図 2は上から40,45,50 μmの レーザー切除,そ して

機械的上皮剥離の 4つ の組織像を示した。40 μmの切除

では角膜基底細胞が残存しているのが観察され,45 μm
の切除ではほとんどの基底細胞は除去されているが,一
部で角膜基底細胞の残存組織が認められた。50 μmでは

切除は角膜実質にまで達してしまうため,角膜上皮の厚

さ設定は 47μmと した。

2.角膜創傷治癒率

角膜創傷治癒の経時的変化をフルオンセイン染色写真

で観察すると,ややエキシマレーザーで治癒が遅い傾向

が認められた。この創傷部位の大きさを縦軸に,横軸に

時間をとってプロットしてみると(図 3),レ ーザー照射

はやはり治癒が遅い傾向を認めた。このグラフは 2相性

で,0～ 10時間の創傷治癒のゆっくりとした相と,そ れに

引き続 く創傷治癒の比較的早 くほぼ直線的な相があり,

後者の異なった測定時期である5ポイントをリエアリグ

3

2

創
傷
部
位
の
大
き
さ

ｍｍ

図 2 エキシマレーザーによる角膜切除後の光学顕微

鏡 (光顕)写真 .

A:40μ mの レーザー切除では角膜上皮が残存 して

いる。B:45μm切除では角膜上皮の一部で残存組

織が認め られる。C:50 μm切除では完全に切除さ

れている。D:機械的角膜上皮剥離では完全に上皮

は切除されている。

ゴール ドクロライド染色法は,術直後に強角膜片で切

除し,10%ホ ルマリン液 (pH 5.5)4分間固定,新鮮な

レモン汁中に 5分間,そ の後, 1%ゴ ールドクロライド

液で 10分間染色し,酢酸 (pH 2.8)に 14時間浸漬,そ
して,一連の脱水(70,90,95,100%エ チルアルコール)

を行った。エチルアルコール中で角膜上皮を含む前 3分

の1層 のみを銅子で注意深 く切離し,脱水後,ス ライド

0

0  10  20  30  40  50

時 間

図3 レーザー切除と機械的剥離の角膜上皮創傷治癒.
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図4 レーザー切除と機械的剥離の角膜知覚の経時的

変化。
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レッションラインで示してみると上皮の再生速度は,エ

キシマ レーザーで 49.Oμ m/hr,機械的剥離 で は 57.1

μm/hrで あったが,両者には統計学的に有意な差は認め

られなかった。また完全な創傷治癒は,レーザー照射で

は 58時間,機械的切除では 48時間で,レーザー照射で

の創傷治癒が若干遅かったが,統計的にはやはり有意な

差を認めなかった。

3.角 膜 知 覚

角膜知覚の変化を経時的に観察すると(図 4),角膜知

覚は機械的祭」離において, 5日 後に正常の 50%に低下

し,28日 後には正常近 く復帰するが,レーザー照射では

5日 後には既に正常に復帰し,10日 後には正常の 120%,

42日 には 165%と 知覚過敏 となり,以後,徐々に正常値

に近づき, 7か月後には正常値 となった。また,エ キシ

マレーザー照射では,機械的剥離に比較し,術後 2日 目

に 2.81倍, 7日 目に 1.61倍,21日後と70日後に 1.42

倍となり, 4か月後まで統計学的に有意に知覚過敏の状

態を示した (two‐factor repeated anova, time p<

0.0144, lnethods p<0.0001, interaction p<0.0272).

ゴール ドクロライド染色法による光顕写真をみると,

レーザー照射後 3日 目 (図 5, 6)の境界部では既に周

辺部から中心部に向かって再生神経が延びていた。長い

ものでは lmmを超えるもの もあった。 しか し,レー

ザー照射後 3日 目の中心部では,い くつかの変性した神

経線維以外には,再生角膜上皮神経は認められなかった。

同様に機械的剥離後 3日 目 (図 7, 8)の 境界部では,

図 5 レーザー照射後 3日 目の境界部角膜上皮神経 .

(図 5～ 14 両者 によるゴール ドクロライ ド染色写

真。)

図6 レーザー照射後 3日 目の中心部角膜上皮神経
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図7 機械的剥離後 3日 目の境界部角膜上皮神経.

再生神経は長い ものではlmm以上延びているもの も

認められたが,や はり中心部では認められなかった。

レーザー照射後 35日 目 (図 9,10)の中心部の角膜上

皮神経では,切除部下方の上皮下神経叢から紐状神経

(leash nerve)の 再生がみられ,フ ォーカスをずらすこと

によりその神経終末をもった軸索のネットワークが至る

所に認められた。 また,境界部周辺からの再生神経は術

後 3日 目に比べ,数 も多く,長さも長 くなっていた。同

様に機械的剥離 35日 目 (図 11,12)の 中心部の角膜上皮

神経は,や はリレーザー照射と似たようなパターンを示

したが,神経終末の数はレーザー照射に比べ少なかった。

術後 7か月 (図 13,14)の中心部上皮層内では,両者

ともに上皮下神経叢からの神経終末をもった軸索のネッ

トワークや leash nerveが認められ,周辺部からの leash

nerveも ほぼ正常に近い値をとっていた。

このように観察された角膜上皮神経の経時的変化を両
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●
　
■
●

図8 機械的剥離後3日 目の中心部角膜上皮神経 .
図 10 レーザー照射後 35日 目の中心部神経終末.

図 11 機械的剥離後 35日 目の中心部角膜上皮神経.

日目にはレーザー照射は機械的争」離 と比較し,統計学的

に有意に増加していた(t検定,p<0.01)。 両者とも7か

月後には正常値近 くに回復するも,ま だ完全には戻って

いなかった。

IV 考  按

レーザー照射後の角膜上皮創傷治癒率に関してはいく

図 9

す

黒矢印は正常部とレーザー照射部の境界線を示

レーザー照射後35日 目の中心部角膜上皮神経 .

者で比較すると(図 15),相対的角膜上皮神経数は,エ キ

シマレーザー照射群では術後 3日 目に正常の 45.8%,35

日後には 116%と なり,210日後には 87.1%であった。一

方,機械的角膜上皮剥離では,3日後に39.2%,その後 ,

徐々に回復 し,35日 後 に78%,210日 後 には正 常 の

85.6%と なった。術後 3日 目には両者に差はないが,35
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図 12 機械的剥離後 35日 目の中心部神経終末.

図 13 レーザー照射後 7か月の中心部角膜上皮神経

と神経終末.

つかの文献がみられる6)13)14)が ,こ れらの結果は,両者間

に有意差を認めていない。 しかし,いずれも角膜上皮の

切除だけでなく,実質切除も含まれているので我々の方

法とは少し違っている。角膜上皮創傷治癒は,レーザー

照射群で遅い傾向を認めているが,こ の理由については

不明確である。

角膜知覚はレーザー照射例において,機械的剥離に比

較し,第 2病日から4か月後まで,統計学的に有意に知
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図 14 機械的剥離後 7か月日の中心部角膜上皮神経

と神経終末.

300

■E  l常
i   3    35   210

n=6      n_5     n=5     n=3

術後日数

図15 角膜上皮神経の術後経時的変化.

覚過敏を認めた。Millodot15)は長波長の紫外線により照

射後 4時間で角膜知覚過敏の状態になることを示した。

しかしこの報告は,角膜知覚で重要な役割を果たしてい

ると考えられている角膜実質内の上皮下神経叢が切除さ

れており,我々の実験方法とは異なっている.したがっ

て,短波長であるエキシマレーザー照射による角膜上皮

のみの切除後の知覚過敏に関する報告はこれが初めてで

ある。

一般に角膜神経密度は角膜中心に一番多いとされてお

り,角膜神経数 と角膜知覚は比例する。Margreetら 16)は

兎のヘブタノールによる角膜上皮剥離後の角膜知覚は,

速やかに2.5週～ 4週で術前のレベルの 60%に 回復す

ることを報告している。また,Chanら 17)は ,同様の実験

で,角膜神経密度は4週以内にコントロールの 60%に戻
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が神経損傷 の回復 に一役買 っていることを示 し,神経再

生 はシュワン細胞 と神経芽細胞 によって作 られた細胞外

基質が重要な役割 を果た しているとしている。今後 はこ

のような免疫,生化学的要素 について十分検討する必要

があると思われる。

今 までに述べてきた ように,エキシマ レーザー照射後

の知覚過敏 とい うことを考慮 す ると,PRKに おいて は

レーザー照射前 に機械的 に角膜上皮 を切除す ることが望

ましく, また,今後,疼痛 に対する処置 を検討すること

がポイ ン トの一つであ り,そ のためには,原因の解明が

必要であることが痛感 され る。
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