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HistopathologicalChangesatRatPalatineArteriesafterIrradiation

ofCoagulationModeCOaLaser

YuukoSAKURAI,JunkoYusa,NorikoOKUYAMA

MinaKaTO,RyouOZAWAandHiroshiITo

Ahistopathologicalandimmunohistochemicalstudywasconductedtoclarifythe

histopathologicalchangesinratpalatinearterytissueafterirradiationofCO21aserin

coagulationmode.Throughouttheexperimentalperiod,coagulativenecrosisofthear-

terywasobservedinthelaserwound,butneitherdisruptionofthearterialwallnor

arteryobstructionoccured.Onthe5thand7thdaypost-irradiation,α-SMApositive

spindlecellsaccumulatedintheouterareaofthearterialnecrosis.Onthe7thdayafter

irradiation,flattenedcellswhichshowedvon-Willebrandfactorimmunoreactivitylined

theinnersurfaceofthenecrotictissueinthearterialwall.Fromtheseobservations,it

wassuggestedthatbloodstreaminarteriolesispreservedaftercoagulationmodeCO2

1aserirradiation.
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緒

言

炭酸ガスレーザーを生体に照射すると,組 織内

水分が爆発的に高温 となるため,組 織が気化 し,

蒸散する。この特性により,か つて炭酸 ガスレー

ザーはもっぱら小腫瘍の切除や粘膜疾患の蒸散に

用い られてきた1～3)。近年では,従 来の炭酸 ガス

レーザーでは重大な問題となっていた,レ ーザー

照射野周囲の熱損傷 を極力抑 えた,ス ーパーパル

ス波炭酸 ガス レーザーが広 く用 い られてい る。

スーパーパルス波 レーザーの照射モー ドの中で,

口腔外科処置後の疼痛緩和や象牙質知覚過敏症4)

の治療に効果を上げている照射モー ドは,ピ ーク

パワーを低 く設定することにより生 じる組織凝固

作用 を効果の主体とし,凝 固モー ドと呼ばれてい

る。

炭酸ガスレーザー凝固モー ドの照射で生 じる組

織凝固について観察,検 討 した報告はわずかであ

り,そ れ らの うちの一つであるYamasakiら5)の

報告では,炭 酸ガスレーザー凝固モー ド照射 を受

けた歯肉粘膜固有層では限局性の凝固壊死が生 じ,

その壊死組織は徐々に吸収 されていくが,排 除さ

れることはなく,照 射後の治癒過程において歯肉

の輪郭は保たれていることを明 らかに した。 しか
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しながら,凝 固モー ドレーザー照射後の組織変化

の詳細 については未だに不明な点が多い。そこで,

本研究では低出力パルス波 レーザーの照射 を受け

た組織に生 じる変化 を詳細に解明する目的で,炭

酸ガスレーザー凝固モー ド照射後の口蓋動脈 を病

理組織学的な らびに免疫組織学的に検討 した。

材料および方法

1.実 験動物と実験装置

実験 動物 と して7週 齢体 重200～250g雄 性

Wistarラ ット(日 本クレア社,東 京)を 用いた。

動物の取 り扱いは,奥 羽大学動物実験規定に従っ

た。50mg/kgの ペ ン トバル ビタール ナ トリウム

(ソムノペンチル,三 共製薬社,東 京)腹 腔内投

与による麻酔下,ラ ットを実験台に固定 し開口 さ

せ,口 蓋動脈走行部分の口蓋粘膜にレーザー光を

照射 した(図1)。

レーザー発振装置 としてPanalasCO5Σ(松 下

電器産業(株),大 阪)を 使用 した。照射条件 は

内径1.5mmの コンタク トチ ップ(テ ーパ ー1A)

を用い,ピ ークパワー5W,パ ルス幅600μsec,

パルス数165 .02ppsのSPモ ー ドとした。照射 は,

コンタク トチップの方向が血管の走行に垂直にな

る様 にし,30秒 間行 った。 この条件下でのレー

ザー光 は,defocusbeamと して コンタク トチ ッ

プ内径の範囲 を照射 し,仕 様上の照射面エネル

ギー密度 は17.35J/mm2と なる。比較のため,滅

菌 済み外科 用メス によって照射相 当部 を長 さ

1.5mm,幅1.5mmに なるように骨面 までの軟組

織 を切除 した。切除後,滅 菌ガーゼにより圧迫止

血 を行った。

2.標 本 作 製

照射1,3,5,7日 後,麻 酔下 にて口蓋粘膜 を

口蓋骨と一塊 として採取後,直 ちに4%リ ン酸緩

衝パラホルムアルデ ヒ ドにて固定 した。固定後,

採取試料は10日 間10%EDTA溶 液 にて脱灰を し

た後,パ ラフ ィンに包埋 し,厚 さ4μmの 連続

切片 を作成 した。 ヘマ トキ シ リン ・エ オ ジン

(H-E)染 色 を施 して病理組織学的に検討 した。

創傷治癒に関わる細胞の動態を把握するために以

下の免疫組織化学的検索 を行った。

3.免 疫組織化学

図1ラ ッ トロ蓋 。 レーザ ー 照射 部 位 を示 す。

表1使 用抗体

免 疫 組 織 化 学 で は表1に 示 した 一 次 抗 体 を用 い,

Labeled-streptavidinbiotin(LASB法)で 行 っ

た 。 抗 α平 滑 筋 ア クチ ン(以 下 α一SMA)抗 体 は

血 管 平 滑 筋 の マ ー カ ー と し て,抗von-

Willebrandfactor(以 下vWF)抗 体 は,血 管 内

皮 細 胞 の 同 定 と血 漿 成 分 の 検 出 の た め 用 い た 。 キ

シ レ ン に よ り脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た の ち,vWF

の た め にProteinaseK(ダ コ.ジ ャパ ン社,東 京)

を用 い て 抗 原 の 賦 活 化 を 行 っ た 。 切 片 を0.3%過

酸 化 水 素PBSに 室 温 で20分 浸 漬 して 内 因 性 ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ を除 去 した 後,抗 体 の 非 特 異 的 反 応

を防 止 す るた め に,切 片 に ヤ ギ 正 常 血 清 を室 温 で

20分 反 応 させ た 。 次 い で α-SMAに 対 す る二 次

抗 体 と して ビ オ チ ン標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ スIgG(1:

100,CHEMICON社,USA)を 室 温 で30分 反 応

させ,vWFに 対 して は ビオ チ ン標 識 ヤ ギ 抗 ラ ビ ッ

トIgG(1:100,CHEMICON社,USA)を 室

温 で10分 反 応 させ た。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス

トレ プ トア ビ ジ ン(ニ チ レ イ社,東 京)を 室 温 で

10分 反 応 させ た 後,0。02%3-3'ジ ア ミ ノベ ン チ

ジ ン ・4HCl/0.05Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液pH7.6
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図2炭 酸 ガスレーザー凝固モー ド照射後の組織変化 。H-E染 色。

(DAB基 質キ ッ ト,ニ チレイ社,東 京)に て発

色 させた。核染色はヘマ トキシリンで行った。一

次抗体に代 えてPBSで 反応 を行った切片 を陰性

対照 としたが,こ れら対照切片すべてにおいて陽

性反応は認め られなかった。

結 果

1.病 理組織学的所見

レーザー照射後1日 では,照 射を受けた粘膜上

皮が長 さ約1.5mmに わた り凝固壊死に陥ってい

た。Yamasakiら5)に よると,凝固モー ドレーザー

照射によって生 じる口蓋粘膜の創傷 は,壊 死に

陥った上皮を底面とした半球状の形態 をとるとさ

れている。本研究における照射後1日 では,そ の

ような半球状 レーザー創の内部に位置 していると

見なされる口蓋動脈の壁が,凝 固壊死の所見を呈

しているのが観察 された(図2A,B)。 すなわち,

動脈壁の形態は保たれていたが,内 皮細胞は認め

られず,筋 層内および外膜では細胞核 が消失 して

いた。ただし,動 脈壁の断裂および動脈腔の閉鎖

はいずれも認められなかった。 レーザー創 と周囲

正常組織との境界部では,ほ とんどの内皮細胞が

消失 し,筋 層では細胞核は凝縮 してお り,ま た,

筋層内では空胞変性が見られた(図2C)。

レーザー照射3日 後では,レ ーザー創内部の動

脈の壊死筋層外側で紡錘形細胞が粗 に配列 してい

た。創 と周囲組織との境界部では,内 皮細胞が動

脈壁内面の一部を覆っているのが観察 され,筋 層

(23)
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図3メ ス切除後の組織変化。H_E染 色。
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ほぼ全体が内皮細胞で覆われており,壊 死層の厚

さが照射5日 後 と比べ減少 し,壊 死層周囲では紡

錘形細胞が数を増 していた。周囲組織 との境界部

では,筋 層内において生細胞の核が増加 していた

(図2J,K,L)。

なお,レ ーザー照射後の全実験期間 を通 じて,

動脈壁の断裂および動脈の閉塞はいずれも認めら

れなかった(図2A,D,G,J)。

メス切断後1日 では,動 脈の断端に凝血塊が形

成 されてお り,切 断3日 後では凝血塊が1日 後と

比べ小 さくなっていた。切断5日 後では動脈腔が

凝血塊 を吸収するように伸展 しており,伸 展 した

動脈腔 は内皮細胞で裏装 されていた。切断後7日

では動脈腔はさらに伸展 していたが,切 断 された

動脈の再疎通は見 られなかった(図3)。

2.免 疫組織化学的所見

1)vWF染 色

照射後1～5日 では,レ ーザー創内動脈の壊死

筋層において瀰漫性の陽性反応が見られ,境 界部

動脈では創内動脈と同様の瀰漫性染色所見 と内皮

細胞における陽性反応が観察 された。7日 後では,

レーザー創内動脈と境界部動脈のいずれにおいて

も内皮細胞が強い陽性反応 を示 し,動 脈壁内で禰

漫性陽性反応を示す領域が狭小化 していた(図4)。

2)α 一SMA染 色

照射後1,3日 の レーザー創 においては,動 脈

壁 における α一SMA染 色陽性反応 は認め られ な

かった。この時点の境界部領域では種々の程度の

陽性反応が見られた。照射5,7日 後の レーザー

創 では壊 死筋層外側 に存在 す る紡錘形細胞 に

α一SMAの 明 らかな局在が観察 され,境 界部の染

色所見は1,3日 後 と同様であった(図5)。

考 察

内の空胞の数は減少 していた(図2D,E,F)。

照射後5日,レ ーザー創内の壊死筋層外側では

紡錘形細胞が数個積み重なっているのが認め られ

た。 レーザー創 と周囲組織の境界部では,内 皮細

胞数が3日 と比べ増加 していた。筋層内では新生

細胞の核 と思われる泡状核が少数見 られた(図2

G,H,I)。

照射後7日 では,レ ーザー創内動脈の内腔面は

本研究においては,凝 固モー ドレーザーを照射

した口蓋動脈の組織変化 を病理組織学的ならびに

免疫組織化学的に検討 した。その結果,照 射後1

日から7日 までの期間,動 脈壁に壊死が観察 され

たが,動 脈壁の断裂や動脈内腔の閉塞はともに認

められなかった。照射後7日 で,壊 死に陥った動

脈の内面 を覆 うvWF陽 性の内皮細胞が観察 され,

照射5,7日 後ではレーザー創内の動脈壁筋層の

(24)



Vol.37No1 CO2レ ーザー凝固モー ド照射後動脈の組織変化:櫻 井ほか 25

図4von-Willebrandfactor免 疫 染 色 。
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図5α-SMA免 疫染色
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外側で紡錘形細胞の層状配列が見 られ,そ れ ら細

胞 はα-SMA陽 性を示 していた。

今回の研究 と同様 に,凝 固モー ドレーザーを

ラット臼歯部口蓋側歯肉に照射 し,そ の後の組織

変化 を観察 したYamasakiら5)の 報告では,照 射

によって歯肉結合組織に凝固壊死が生 じるが,壊

死巣は新生結合組織により吸収 されつつ歯肉が再

生 し,そ の際,歯 肉の輪郭は保たれていると記載

されてい る。本研究 において も,Yamasakiら5)

の観察結果 と同様に,動 脈組織の凝固壊死が観察

されたが,動 脈の輪郭は保たれてお り,壁 の断裂

は生 じていなかった。

本研究では,レ ーザー創内において動脈腔の閉

塞,動 脈壁の破綻はともに認め られなかったこと

から,凝 固モー ドレーザー照射を受けた動脈で,

壁の破綻および動脈腔の閉鎖は生 じず,血 流が維

持 されていたと思われ る。岡田6)は実験 的に切断

したイヌ頸動脈の外科的吻合 を,炭 酸ガスレー

ザーを用いて行った後,吻 合部の耐圧試験 を施行

し,レ ーザ ーに よる吻合 直後 か ら,吻 合 部 は

300mmHgの 血圧によって も離解 しないことを示

し,そ のような耐圧性が生 じるのは,動 脈壁内コ

ラーゲン線維の融解によるゾル化 ・ゲル化の発生

や組織液が糊状 となることで,動 脈断端が互いに

結合するためと推察 している。本研究で見 られた

レーザー創内部の壊死動脈壁においても,同 様の

ことが生 じて血液の流出が妨げられて,同 部動脈

で血流が維持 されていた可能性が推察 される。

今回の観察では,照 射1,3,5日 後にレーザー

創内の動脈内面で内皮細胞が見 られなかった。内

皮細胞が存在 しない人工血管では血栓形成 により

血管腔が閉塞するとされている一方,人 工血管設

置後15日 までに内皮細胞が人工血管内面 を裏装

すれば,人 工血管の開存性が保たれるという報告

がある7)。また,低 出力炭酸ガスレーザーにより

イヌ頸動脈を吻合 した場合には,吻 合部において

血栓形成はなく,内 膜における損傷 は認められな

いという報告6)がある。これ ら報告と,今 回,レ ー

ザー照射により壊死に陥った動脈において血栓形

成および動脈腔閉塞はともに生 じなかったことと

を考慮すると,凝 固モー ドレーザー照射を受け壁

が壊死に陥った動脈で も,血 流が維持されている
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可能性が強 く支持される。ただし,壊 死動脈にお

ける血流の維持については,今 後,血 管造影など

の方法により,確 認する必要がある。

本研究において,照 射後5,7日 のレーザー創

内部動脈の外層に,α-SMA陽 性紡錘形細胞の層

状配列が見られた。これ ら細胞 は,将 来,血 管の

筋層をなす平滑筋細胞の前駆細胞である可能性が

考 えられ る。 また,そ れ らα-SMA陽 性細胞 は,

壊死筋層 を器質化す る肉芽組織 を構成する筋線維

芽細胞である可能性 も推察 される。ラッ ト大腿動

脈の吻合後治癒過程 を記載 した報告8)では,吻 合

部筋層では硝子様変性が生 じたのちに,周 囲の平

滑筋細胞が変性部に侵入 して,筋 層の再生がなさ

れ ると記載 されている。一方,血 管平滑筋細胞は

血管平滑筋周囲の中胚葉性間葉細胞 に由来すると

い う論文9)もある。 これ らの事項 を考慮 しつつ,

今後,レ ーザー照射で生 じた動脈壁壊死巣が治癒

していく過程を詳細に観察 し,動 脈壁筋層を再構

成す る細胞の由来,機 能等 を検討すべきであろう。

結

論

凝固モー ド炭酸ガスレーザー照射を受 けたラッ

トロ蓋動脈の組織変化につ いて検討 した。 レー

ザー照射 を受けた口蓋動脈では,動 脈壁の壊死が

見られたが,動 脈壁の破綻と動脈腔の閉塞 はなく,

照射後 も動脈血流が維持されていることが推察 さ

れた。照射後7日 で壊死動脈壁内面は内皮細胞で

裏装 されていたが,筋 層の再生は完 了 していな

かった。

文 献

1)Ishii,J.,Fujita,K.andKomori,T-:Lasersur-

geryasatreatmentfororalleukoplakia.;

OralOncol39;759-7692003.

2)渡 辺 晋 一:レ ー ザ ー 治 療 の 原 理 と 応 用;日 レ 医

言志19;249-2571998.

3)Loh,H.S.:Aclinmcalmnvestigatmonofthe

managementoforallichenplanuswithCO2

1asersurgery.;JClinLaserMedSurg10;

445-4491992.

4)小 池 靖,富 永 昭 彦:象 牙 質 知 覚 過 敏 の 処 置 へ

の レ ー ザ ー 応 用-歯 科 医 療15;37-462001.

5)Yamasaki,A.,Tamamura,K.,Sakurai,Y.,

Okuyama,N,,Yusa,J.andIto,H.:Remode1一

(27)



28 奥 羽 大 歯 学 誌 2010

ingoftheratgingivainducedbyCO21aserco-

agulationmode.;LaserSurgMed10;695-

7032008.

6)岡 田 昌 義:レ ー ザ ー に よ る 新 し い 血 管 吻 合 法 に

関 す る 基 礎 的 並 び に 臨 床 的 研 究 の 動 向.日 レ 医

言志29;50-562008.

7)Lepidi,S.,Aabatangelo,G.,Vindigni,V.,De-

riu,G.P.,Zavan,B.,Tonello,C.andCortivo,

R:Invivoregenerationofsmall-diameter(2mm)

arteriesusingapolymerscaffold.;FASEBJ

20;103-1052006.

8)森 井 栄 作:動 脈 吻 合 後 の 治 癒 経 過 に 関 す る 免 疫

組 織 化 学 的 な らび に 電 子 顕 微 鏡 的 研 究.奥 羽 大

歯 学 誌19;572-5871992.

9)Hirschi,K-K.,Majesky,M.W.:Smoothmus-

clestemcells.;AnatRec276A;22-332004.

著 者 へ の 連 絡 先:櫻 井 裕 子,(〒963-8611)郡 山 市 富 田 町

字 三 角 堂31-1奥 羽 大 学 歯 学 部 口腔 病 態 解 析 制 御 学 講 座

口腔 病 理 学 分野

Reprintsrequests:YuukoSAKURAI,DivisionofOral

Pathology,DepartmentofOralMedicalSciences,Ohu

UniversitySchoolofDentistry

31-1Misumido,TomitaKoriyama,963-8611,Japan

(28)


