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研究成果の概要（和文）：実験用家兎においてフェムトセカンドレーザーを用いた無縫合角膜移植の開発を行った。水
疱性角膜症モデルならびにドナー角膜に対し、ジグザグ型、トップハット型、マッシュルーム型の角膜切開を行った結
果、いずれの組織にも炎症細胞の浸潤を認めず、本レーザーにより侵襲の少ないレシピエント角膜の切開ならびにドナ
ー角膜の作製が可能であった。作製したドナー角膜は、従来の全層角膜移植と同等もしくは少ない縫合数で移植するこ
とが可能であった。スクリュー型の切開法が確立されれば無縫合角膜移植の実現につながると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated sutureless penetrating keratoplasty (PK) using femtosecond laser (
FSL) in rabbit. No inflammatory cell was observed in corneal tissues after zig-zag, top-hat, and mushroom 
incision using FSL both in normal and bullous keratopathy model rabbit. Each donor was transplanted to rec
ipient donors with fewer sutures compared to conventional PK. Screw configuration using FSL might be usefu
l for sutureless PK.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
角膜疾患は、全世界で白内障に次いで失明
原因の第 2 位に挙げられる疾病である。その
中心的な治療法は、ドナーから提供された正
常な角膜を移植する角膜移植である。我が国
で行われている角膜移植のうち、最多の原因
疾患は水疱性角膜症である。水疱性角膜症は
角膜の最内層に位置する内皮細胞に非代償
的な障害が生じることにより、ポンプ機能が
働かず、角膜実質に浮腫が生じ著しく視力障
害をきたす。角膜内皮細胞は生体では増殖し
ないため、失われた内皮機能を回復するため
には角膜全体を移植する全層角膜移植以外
に治療方法はない。現在行われている全層角
膜移植では、病的なホスト角膜を切開して除
去した後に、提供された眼球から作製したド
ナー角膜を縫合し移植するが、ホスト、ドナ
ーいずれの切開もマニュアルで行うため、厳
密に言えば切開層が一致せずドナー・ホスト
角膜間にずれが生じる。また、ホスト、ドナ
ーともに円柱状に垂直切開するため、ドナー
角膜の強度を保持するために縫合を十分に
行う必要があり、術後に不正乱視が生じ視力
の回復には限界がある。加えて、縫合糸の抜
糸に伴い角膜形状が変化し、屈折度数や乱視
が変化することも Quality of Vision（視覚の
質）を低下させる原因となっている。さらに、
縫合糸は角膜移植において術後に感染症を
引き起こす原因となっている。角膜移植では、
拒絶反応予防を目的として、術後に副腎皮質
ステロイド薬を用いるため眼表面が易感染
性の状態になっており、感染症の予防は角膜
移植の成績向上のために克服すべき課題で
ある。 
これに対し、近年、フェムトセカンドレー
ザーを用いた新しい角膜移植法が報告され
ている。フェムトセカンドレーザーは波長が
1030nm～1060nm の赤外線レーザーで、約
10μm のバブルを 10-15 秒という短時間で
発生させることにより、組織を 3 次元的に正
確精密に切開することを可能にした。眼科領
域では屈折矯正手術における角膜フラップ
の作製を目的として開発されたが、最近、こ
の技術が角膜移植における角膜切開に応用
されている。具体的には、あらかじめプログ
ラミングされたコンピューター制御による
３D 照射により、ホスト角膜とドナー角膜を
完全に同型に切除する。加えて、トップハッ
ト型やマッシュルーム型、ジグザグ型の切開
を行うことにより、鋳型のごとくドナー角膜
を嵌め込むことができ、従来の垂直切開と比
較して、角膜縫合数を少なくすることが可能
である（Hoffart L, et al. Am J Ophthalmol. 
2008, Holzer MP, et al. Am J Ophthalmol, 
Steinert RF, et al. Am J Ophthalmol. 2007）。 
しかし、これらの方法においても、ホスト

-グラフト間の離開を防ぐため、最低限の縫合
が必要であり、臨床上問題となる縫合糸に伴
う不正乱視や感染症の問題は残る。加えて、
臨床応用に際し、研究用アインバンク角膜を

用いて切開法のシミュレートを行っている
が、生体すなわちモデル動物を用いた検討が
ほとんど行われておらず、術後のホスト-グラ
フト間の創傷治癒や免疫反応についての組
織学的検討がなされていないことが問題と
考える。 
 
２．研究の目的 
本研究では上記の問題点を克服すべく、フ
ェムトセカンドレーザーを用いた無縫合全
層角膜移植の開発を目的とする。実験用家兎
を用いて、フェムトセカンドレーザーによる
スクリュー型に角膜切開を施した角膜移植
術の開発を行う。スクリュー型に角膜を切開
することによりドナー角膜が雄ネジ、ホスト
角膜が雌ネジのごとく振る舞い、無縫合の角
膜移植が可能になると考える。また、スクリ
ュー型切開による角膜移植を家兎・水疱性角
膜症モデルに施行し、組織学的検討ならびに
角膜厚測定を行う。これにより創傷治癒や免
疫反応を組織学的に検討するとともに治療
効果に関する知見を得ることができる。 
 
３．研究の方法 
 フェムトセカンドレーザーを用いて家兎
角膜の切開を行うにあたり、ヒト臨床で行わ
れている方法（ジグザグ型、トップハット型、
マッシュルーム型）の家兎における最適な条
件を検討する。 
 次に、フェムトセカンドレーザーを用いて
角膜を切開した場合に惹起される炎症につ
いて検討する。正常家兎角膜をフェムトセカ
ンドレーザーで切開し、ドナー移植片を作製
する。また、経角膜的に冷凍凝固を施行し作
製した水疱性角膜症モデルに対し、同レーザ
ーで切開しレシピエント角膜を準備する。作
製したドナー角膜片およびレシピエント角
膜を組織学的検討に供し、HE染色ならびに、
CD3, CD4, CD8, CD11b, CD20, F4/80, 
Macrophage, αSMA の免疫染色を行って検
討する。 
スクリュー型の角膜切開は、既存のフェム
トセカンドレーザーのプラグラムには搭載
されていないため、新規のプログラムを構築
する。フェムトセカンドレーザーのプログラ
ミングについて、専門的な知識を有する共同
研究者とスクリュー型角膜切開のプログラ
ムを構築する。スクリュー型切開におけるネ
ジ山の高さ、フランク角度などの条件につい
て、最適な条件を決定し、市販型モデルへの
導入を検討する。 
家兎の疾患モデルに対する移植後の角膜
厚測定を行い経過観察後の治療効果を判定
する。移植後の角膜組織をHE染色ならびに、
CD3, CD4, CD8, CD11b, CD20, F4/80, 
Macrophage, αSMA の免疫染色にて検討し
術後の創傷治癒および免疫反応について評
価する。 
 
４．研究成果 



 家兎では呼吸に伴う体動がフェムトセカ
ンドレーザーによる角膜切開の正確性に影
響するため、体動を完全に抑制した状態でレ
ーザーを施行した。また、角膜厚が 300um 前
後とヒト角膜の520umと比較して薄いことか
ら、切開深度の最適化をおこなった。ヒト角
膜と同等のレーザー照射条件で家兎角膜を
切開した結果、一部の層間で平滑な切除面が
得られず、不完全な切開であった。そこで、
エネルギー、照射密度、照射時間を最適化す
ることにより、家兎角膜においてヒトと同様
の平滑な角膜切開（ジグザグ型、トップハッ
ト型、マッシュルーム型）を得ることができ
た。 
 フェムトセカンドレーザーを用いて切開
した正常家兎角膜では、ドナー角膜片、レシ
ピエント角膜ともに検眼鏡的観察において
明らかな角膜混濁等の所見は認めず、透明性
は保持されていた。また、水疱性角膜症モデ
ル家兎角膜においても、レーザー施行により
明らかな検眼鏡的な変化は認めなかった。ま
た、HE 染色による組織学的検討においても正
常眼では細胞浸潤を認めず、水疱性角膜症眼
ではレーザー施行前と比較して同等であっ
た。加えて CD3, CD4, CD8, CD11b, CD20, 
F4/80, Macrophage, αSMAの免疫染色を施
行したところ、正常角膜においてはいずれの
マーカーの発現も認めず、水疱性角膜症眼で
も施行前と差はなかった。本研究ではヒト角
膜と比較して高エネルギーの条件でフェム
トセカンドレーザーによる家兎角膜の切開
を行ったが、本レーザーが惹起する炎症がな
いことが確認された。 
 スクリュー型の角膜切開におけるネジ山
の高さやフランク角度といった条件の検討
を行った。現在はプログラムを組み込む検討
を行っている段階である。本研究では従来の
切開方法（ジグザグ型、トップハット型、マ
ッシュルーム型）を行い、最低限の縫合でモ
デル角膜への移植を行った。術後、いずれの
方法においても術後に角膜厚が薄くなり、治
療効果が確認された。また、術後の炎症反応
についても HE 染色ならびに CD3, CD4, 
CD8, CD11b, CD20, F4/80, Macrophage, 
αSMAの免疫染色にて確認した結果、ブレー
ドを用いてマニュアルで切開した通常の角
膜移植と同等であることがわかった。 
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