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Abstract: Primary corneal opacity investigated by dynamic light scattering indicates 

that it is due to reversible critical density fluctuations associated with phase transitions of 

the corneal gel. Critical phenomena normally asstciated with phase transitions the cornea， 

as well as upon increasing temperature. The critical behaviour dependence upon in-

creasinb temperature indicates that hydrophobic interactions， arising from changes in the 

local entropy of water， are dominate in inducing the phase transition. 
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はじめに

角膜は眼球の一番外側にあり可視光から見るとほとん

ど透明である.その構造は表面に平行な 5層からなり，

表面から順番に上皮層，ボーマン膜，実質層，デスメ膜，

そして内皮層からなる.これらの構造のうち実質層が全

体の厚みの約 90%をしめる.人の場合約 200層の膜状の

glycosaminoglycanの基質に囲まれた棒状のコラーゲ

ンが積み重なっている 1). そのラメラ構造のなかで棒状

のコラーゲンはその層ごとに方向が異なっている.その

ため一軸性の複屈折を示す2). そして角膜が透明である

わけはラメラ構造のなかのコラーゲンの構造が非常に整

然として光の乱反射をお互いに打ち消しあうと言う仮説

よりもClatticetheory'))それらの構造が光の波長より

も短いことによるへと考えるほうが浬に叶っていると

忠われる.この考えにしたがうと，角膜が混濁するとい

うことは構造のことなるすなわち濃度の高い高分子の一

群が角膜の実質内に生じてそれが光を散乱させ角膜混濁

が生じると推測できる.

さて臨床的には色々な原因で生じる角膜混濁は視力を

低下させることが多く，時として失明の原因となる.角

膜疾患に加えて角膜に張力が加えられたとき， (具体的に

は急性緑内障や手術時である.)角膜は混濁を生じる.そ

の混濁は張力が取り去られるとすぐに消え透明になる 1)

このような可逆的な瞬時に生じる混濁の現象はどのよう

にして生じるのかについては明確に説明されていない.

これまで，角膜の構造については特に電子顕微鏡を用

いたり九小角静的光散乱を用いて調べられてきた2)4) し

かし角膜について動的光散乱によって角膜のゲノレの状態

を調べたものはない.今回の研究は動的光散乱を用いて

角膜の混濁を引き起こすゲノレの状態を調べたものである.

そして合成されたゲルにおいて見られる相転移とそれに

伴う臨界現象の理論があてはまることを見いだし，角膜

混濁の原因を明かにするものである.

方 法

1. 試料の作製について

子牛の眼球がこの実験に用いられた.摘出された角膜

は4"Cの角膜保存液(F-10 solution， GIBCO Labora目

tories)に浸されその生理的活性を保つようにしている.

すべての実験は角膜が肉眼的に全く透明性を維持してい

る摘出後8時間以内に行なった.角膜は特殊なトレパン

を用いて縦 1mm，横 5mmの長方形に打ち放いた.角膜

を伸展させるときはその両端を固定しマイクロトランス
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レータを用いた.その際角膜はカパーグラスではさまれ ザー(SpectraPhysics 124 A)であり，コンデンサーレン

そのすきまにシリコンオイノレを乾燥防止と安定した光散 ズで集光された後グラスファイパーで試料の角膜まで運

乱を得るために入れてある.このシリコンオイノレは今回 ばれる.ファイパーの先端には集光レンズが置かれてい

の実験で角膜からの散乱光に対して影響を与えないこと て顕微鏡下で(NikonOptiphot)，角膜の任意の層に焦点

は確認してある.温度の制御は循環恒温槽の水を用いて， をあわせることができる.測定部位からの散乱光は顕微

試料の角膜のはいったセルの周辺の温度を変化させるこ 鏡の一方の接眼レンズのなかに置かれてあるファイバー

とができる.その精度は士O.l'Cである.さらに摘出した (Gamma Scientific 700-10-36 A)に集められそこから

角膜だけでなく限球全体からの動的光散乱も測定してい フォトマノレチプライアーチューフ(EM19863 B-350)に

る.その際に摘出角膜を伸展させる操作として眼圧を上 その情報が送られる.光子の数の揺らぎはコリレータ

昇させている.眼圧は前房内に注射器で生理食塩水を注 (Brookhav巴n1nsrument， Model BI -2030 A)を用いて

入して調節している. 解析される.

2. 顕微鏡下での動的レーザ一光散乱 3. 動的光散乱について

角膜は厚さ約 1mmと比較的薄いため顕微鏡下での 特に角膜のようなゲノレからの散乱光は動的な網目の揺

動的レーザー光散乱(microscopiclaser light scatering らぎによるものとゲノレのなかの不均一な構造による静的

spectroscopy. MLLSS)を行なっている.一般的な動的 なものがある.よって散乱光強度は静的な要素 1sと動的

光散乱との違いは測定範囲が約 1万倍小さいことである. な要素Jn(t)の和となる.

つまり 2μm'の体積の部分からの散乱光の情報が得ら

れることになる.それゆえ角膜実質の数層のなかのゲノレ
1(t)=1s十!n(t) (1) 

の揺らぎの情報が得られる. MLLSSの概略図について ある時間毎の散乱光強度 1(t)は相互相関関数を用い

はFig.1に示しである 5)6).光源はヘリウム/ネオンレー て解析される 7)

Fig. 1. Optical s巴tupfor microscope laser light scattering Sp巴ctroscopy(MLLSS). Positions A and B are 
r巴spectiv巴lythe forward and backward scattering geometry 
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C(r)=<I(t)・I(t+r)>t 

ここでく 〉はある時間 tの潤の平均を表す.一般に

濃度相関関数は電界 E(t): I(t) =E(t)Eペt)としたとき

次のように書き直すことができる.

一〈 E(t)・E*(t+r)>t 
g(r)= < E(t). E*(t) >t 

そして C(t)は次のように書くことができる.

C(r)ニ CIS+Jn)2+A{FD'g2(r)+2ls'Iog(r)} (4) 

ここでAは装置の光学的な要素によって決められる定

数であり，今回の実験では 0.8である.

角膜から得られる散乱光強度相関関数は2つの要素の

存在を示す 2重指数関数で良く近似することができる.
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(2) 
揺らぎの相関関数は次のように簡単に表すことができる.

kT 
Ul<t(t+r)・L1<t(t)>t=百戸xp(一D1k2r)

kT ，~，' 
十 M2色xp(ー D2k"r) (9) 

ここで M"M2はそれぞれ 2つの要素に対応する体積

(3) 弾性率である.そして kT(kは Boltzman定数， Tは絶

対温度を表す〕は熱エネノレギーを表す.式(5)における相関

関数は直接に揺らぎの相関関数(9)に対応する.

さらに濃度の揺らぎに加えて一般的に合成高分子であ

れ，生体高分子であれそれらは外界の環境変化によって

連続的もしくは非連続的な体積相転移を引き起こす9)10). 

そしてこれらは可逆的である.このような相転移現象は

例えば気体液体の相転移と良く似ている.また気体液体

の相転移でも見られるようにゲノレがある特殊な状態，す

なわち臨界点に近づくと臨界現象が見られる 11)叫.ゲノレ

が臨界点に近づくと網目の揺らぎが無限に大きく，ゆっ

くりになる. このことはゲノレが臨界点に近づくと網目の

揺らぎの振幅と緩和時聞が無限に大きくなることを表す.

この時に網目の密度が不均ーになり光の波長に対して有

(5) 

ここでkは散乱光の測定角度。，測定光の波長 Aによ 効な散乱体となる.それゆえゲノレの網目が臨界点に近づ

って決められる定数である. くとゲノレが混濁するのである.また， これまでに述べて

きた式(8)(9)で言うと，弾性率M，そして相互拡散定数D
!Jr . ，() 

= Lj~ sin(ー〉A uH'， 2 

今回の実験の場合kの値は約 6.3X 10-4 cm-1である.

4. 高分子ゲノレの力学と臨界現象

ゲノレの網目の濃度の揺らぎはいわゆる共同拡散運動に

したがう.

K+~μ 
δ<t _" d2<t 一if-=DV~_~ ， D~一一-"-~dt ~ dr" ~ 

Dはゲノレの相互拡散定数である.Kは体積弾性率， μ は

ずり弾性率である.そして fはゲノレの網目が水のなかを

広がっていくときの水とゲノレの網目の間の摩擦定数であ

る.濃度の揺らぎの相関関数ムf(t)はある波動のベクト

ルが与えられるとき次のように表される.

< L1<t(t+r).L1ゆ(t)>t 

kT 
ニ <L1<t2 >exp[ ~Dk2r)α一一'-"o--exp[ 一Dk2 r 1 

K十τμ
(8) 

2つの要素からの関与が考えられる本例の場合濃度の

(6) が Oに近づくことを表している.今回の実験でこのよう

な角膜の臨界現象が角膜を引き伸ばしたときと温度を上

昇させたときに現われることを見いだした.

結 果

Fig.2は小牛の角膜からの散乱光の典型的な相関関数
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Fig. 2. A correlation function of light scattered from 
the calf cornea目 Thesolid lin巴 repres巴ntth巴
non-linear least squar巴fitusing Eq. (5)of the 
text 
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を表す.実線は式(5)を用いて近似した 2重指数関数を表

す.そこで得られる係数は 2つの相互拡散定数，より早

い要素からのもの:D，とよりゆっくりした要素のも

の:Dsがある.そしてより早い要素からの散乱光の割合

が%A，であり， % A，=100 A，/(A，+ As)と定義してい

る.これら 3つの係数D"Dsそして% A，は角膜の散乱

光が得られるどの位置においても大きな違いを見せなか

った.角膜の周辺部か中央部か，浅いところか，深いと

ころか，そのような測定部位には関係がなかった.この

ことは濃度の揺らぎから考えると角膜実質は均一なゲノレ

であるといえる.

散乱光強度の相関関数は角膜を引っ張ったときに劇的

な変化を見せる.相互拡散定数が， D" Dsどちらも角膜

の長さで見たときの伸びが 18%に達すると急激に減少

する(Fig，3 a). 

相互拡散強度が減少すると同時に角膜からの散乱光強

度が伸び率が闘値に達すると急激に増加する(Fig.3 b). 

言い換えると角膜な臨界点に近づくと混濁するのである.

そしてこれらの変化な可逆的である.切り出した角膜で

このような変化が見られるのみならず眼球全体として限

内圧を変化させて角膜に張力を加えたとき全く同じよう

な結果が得られる.そして限内圧を元に戻すとすぐに角

膜の混濁は消えて散乱光強度の相関関数も元に戻る.

また，温度変化に対する角膜ゲノレの動的な変化につい

ては， 100Cから 50'Cまで、調べた.早い要素からの散乱光

の割合%A，は 350Cまでほぼ一定であり 500Cに近づく

とだんだんと減少する(Fig.4 a). D" Dsはどちらも 350

Cまで増加しそれから減少し 500Cに近づくと Oに収束

し始める(Fig.4 b). D" Dsの変化の傾向としては 350C

までは水の粘性叩(T)の影響を受けるようである.そし

てゲノレの拡散係数と水の粘性の関係は Stokes-Einstein 

の関係式として以下のようにかくことができる.

松(436) 

に増加していくと考えられるのにD" Dsともに減少し

始める. このことは角膜ゲノレが臨界温度に近づv、て臨界

現象を示している直接の証拠と考えられる.前に述べた

ようにゲノレが臨界温度に近づくと濃度の揺らぎの緩和時

間がすみやかにoi.こ近づく.同時に散乱光強度は 350C

を越えると Fig，5で示されているように急激に増加す

る.

そして角膜の散乱光強度と拡散係数の変化は 450Cま

ではまったく可逆的である.そして 450Cを越えると網

目の揺らぎは固定され動的な揺らぎを測定することが困

難になる.その時角膜は完全に白濁する.このとき生じ

ている白濁はこれまでに述べてきた臨界現象によるもの

で、なないと思われる.つまり 450Cから 500Cの間の角膜

(1的

ここでとは高分子の鎖の有効な長さ，そして kTは熱

エネノレギーを表す. この実験の結果から 350Cまでは拡

散係数は式(1的で与えられる値によく一致する.(Fig. 4 b) 

角膜において ξを一定と考え，温度に応じて変化する水

の粘性を式(10)に代入して計算した拡散係数が実線である.

ここでとが 350Cまで変化しないことはその間の%A，

がほぼ一定であることから推測される.なぜならば観察

される揺らぎの振幅の比率は1;'に比例するからである.

これらのことから 350Cまで拡散係数が増加していくこ

とは理解できる.しかし 350Cを越えると計算上はさら

kT 
D(t)=~づ市マτ

67rり T)~
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混度の変化に伴う臨界現象の出現から角膜は疎水的な

ゲノレで、あるといえる.つまり温度が上昇すると高分子と

高分子の相互作用が優勢になるのである.実際角膜ゲノレ

を構成する glycosaminoglycanそして，コラーゲンは疎

水的な高分子である.さらに角膜が 45"Cを越えると熱

変性を生じることは角膜の熱に対する病理的な報告と一

致するl3).

臨床的に角膜に対する温熱療法は円錐角膜，角膜真菌

症，の治療に用いられている.また熱によって角膜の曲

率半径を変化させめ屈折矯正を行なうことも行われてい

る. これらの治療では角膜の実質のえ死や疲痕が残る恐

れがある.今回の実験の結果から，角膜ゲ、ノレの熱に対す

る安全域は 45Tを越えないことであると考えている.

さらに近年屈折矯正手術が盛んに行なわれるようにな

っている. Radialkeratotomyは角膜ゲノレに切れ目を入

れて角膜の屈折力を変化させる.エキシマレ}ザーによ

って角膜の表面を切除することも広く行なわれるように

なりつつある.しかしこれらいずれの場合にも，術後の

角膜混濁は大きな問題となっている.ゆえに，このよう

な新しい手技を評価するうえで、動的光散乱を用いたゲノレ

の評価は大変有用であると思われる.さらに眼球白体，

考

よ
50 

Oc 
Fig. 4. Th巴巴ffectof incr巴asingtemperatur巴 onthe 

relative p巴rcentamplitude of the fast diffu-
sion coefficient is shown in part (a)， and the 
measured values for Df and Ds are in part 
(b). As evid巴nced，the r巴lativeamplitued 
(0) remains essentially constant up to a 
temperature of 35"C 

Beyond this temperature， it tends towards 
zero up to 50"C from which point th巴 cernea
becomes denatured. As predicted by Eqn. 
(10) of text， the initial trend for both Df(O) 
andDs (ロ)upon increasing temperature is 
dir巴ctlyrelated to th巴 chang巴 inviscosity of 
water with respect to temperature. As can be 
seen， the initial data are in good agr巴ement
with calculat巴dvalues (solid lines) using 
Eqn. (10) up to a t巴mperatureof 35"C. Above 
35"C， both Df and Ds ar巴 rapidlydecreasing 
due to the critical slowing down of density 
fluctuations as the corneal gel approach巴sthe 
critical temperature. 

混濁は熱による蛋白変性の結果によると考えられる.
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角膜のみならず水晶体，水晶体裏そして硝子体すべてが

ゲノレからなっている.今回この実験で用いた装置は眼球

組織すべてのゲルの動的な変化を非侵襲的に測定で、きる

と考えられる.
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