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実験動物に対するフルオロフォトメトリーの検討

石子

森

要

小動物眼測定用アダプターを装着したフルオロフォト

メーター (フルオロトロンマスター①)の有用性をラット

眼で検討 した。さらに,この装置を実験動物として有望な

霊長類ツパイに応用するための測定条件を検討した。希

釈した数種類のフルオレセインの測定から,こ の装置の

最適測定領域は0.5× 10-8～ 1.0× 10-6g/mlと 判明した

ので,血液眼柵透過性機能を評価するためのフルオロ

フォトメトリーの条件として,ツパイを用いる場合,螢光

強度測定時期は螢光色素静注30分後,そ して螢光色素の

静注量は 2 mg/kgが適当と判断された。また,血漿中非
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約

蛋白結合フルオレセイン濃度を測定するに当たり,ヘマ

トクリット管を用いた少量の採血でも限外濾過が十分可

能であり,採血により実験動物に与える侵襲を最小限に

できることが判明し,この測定法は,実験動物を用いた各

種疾患モデルにおける血液眼柵透過性機能の変化をとら

えるために有用であることが示唆された。(日 眼会誌

100:257-261,1996)

キーワー ド:フ ルオロフォトメーター,小動物眼測定用

アダプター,血液眼柵透過性機能,ツパイ

FluOrOphOtOrnetry of the Anirnal Eye

Satoshi lshikol),ノ 生kitoshiヽroshidal),Norihiko Kitayal),

Tohru」生bikol),Fumihiko]yloril),DIasanori Kadol),

DIasatoshi Takahashil)and iKelJl Sait。 2)

1)Dψα″πιπ′げ 0,カルαノπο′οら'|,ス
"カ
ルαωα″ιグZ・ια′Cο′′ιgι

2)csK‐ Rιsια,′ιヵPαzヵ

Abstract

We assessed the usefulness of the Fluorotron protein unbound fluorescein concentration from a

Master @ fitted with a small animal adapter. W'e also minimal sample of the blood using a hematocrit
discuss the measurement conditions for the tupai, tube, and thus could reduce the deleterious effects of
which is a promising experimental mammal. A good blood sampling on the animal. This instrument is
concentration for measurements with this instru- useful for the estimation of the blood-ocular barrier
ment ranged from 0.5X10-8 to 1.0x10-6g/ml. A permeability of animal models. (J Jpn Ophthalmol
suitable time for fluorophotometry of the tupai was Soc 100 :257-261, 1996)

30 min. after injection of fluorescein-Na, and a

suitable dose of the fluorescein-Na was 2 mg/kg. We Key words : Fluorophotometer, Small animal
could do ultrafiltration for measurement of the adapter, Blood-ocular barrier, Tupai

I緒  言

フルオロフォトメトリーは,各種疾患における血液眼

柵透過性機能を評価する方法として臨床的に
1)～ 6),あ る

いは基礎的研究に7)～
12)用いられている。中でもフルオロ

トロンマスター③(OcuMetrics社 製,USA)は ,汎用型フ

ルオロフォトメーターとして臨床的に用いられてきた

が13)～ 15),近年,小動物眼測定用の専用アダプターが開発

され,こ れを本体に装着することにより,小動物眼の眼内

螢光測定が可能となった。しかしながら,実際にこの装置

を用いて小動物の眼内螢光強度を測定した報告は,今 日

までに Vineら 16)の報告のみである。
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そこで今回我々は,動物眼測定用アダプターを装着し

たフルオロトロンマスター①の有用性について,こ れま

で報告のあったラットを用いて評価した。さらに,こ の装

置を霊長類の実験動物として有望なツパイ
17)～ 19)に 用い

るための条件を検討した.

II実 験 方 法

本実験を行うに当たり,動物を用いた測定に際しては,

塩酸ケタミン(ケ タラール③)の筋注およびペントバルビ

タールナトリウム (ネ ンブタール③)の腹腔内注射で麻酔

を行い,ア トロピン0.l mgを腹腔内注射した。さらに,

1%ア トロピン点眼により調節を麻痺させ,ミ ドリン
PQ5%塩 酸フェニレフリン(ネ オシネジン①)を用いて
散瞳させた後測定を行った。

なお,動物を扱うに当たり倫理的問題に十分配慮し,総

理府告示の「実験動物の飼養及び保管等に関する基準」に

準じて実験を行った。

1.小動物眼測定用アダプターを装着したフルオロト
ロンマスター①の有用性の検討

フルオロトロンマスター①に小動物眼測定用アダプ

ターを装着することにより,小動物の眼内螢光強度の測

定が可能であることを確認するため,こ れまで報告のあ

るラットを対象として測定した16)。 はじめに1%ア トロ
ピンを点眼し,1時間後に眼内自然螢光を測定した。次
に,過去の報告に従い,10%フ ルオンセインナトリウム

(フルオンサイト①,日本アルコン社製)14 mg/kgを 尾静

脈から静注し,そ の 1時間後に小動物眼測定用アダプ

ターを装着したフルオロトロンマスター③を用いて眼内

螢光強度を測定した。

2.フルオロトロンマスター①の最適測定領域の検討

フルオロトロンマスター③を用いて血漿中の螢光強度

を測定する場合,螢光測定用セルに検体を入れ,血漿螢光

測定用アダプターを装着して測定を行う。そこで,は じめ

に螢光測定用セル自体の螢光強度を 2回測定した。次に,

フルオレセインナ トリウム(フルオンサイト③)を 1.0×

10-5g/mlか ら10倍ずつ希釈し,1.0× 10~10g/mlま での

溶液を9種類作製し,これを螢光測定用セルに入れ,それ

ぞれの濃度を2回測定した。この螢光測定は,フルオロト

ロンマスター③に血漿螢光測定用アダプターを装着して

行った。

3。 螢光強度測定時期の検討

血液網膜柵透過性機能の評価をするのに際し,取 り分

けコンピューターシミュレーション法で解析する場合に

は,網膜直前から硝子体中の螢光強度が最も重要であ

る20)21)。 したがって,眼内螢光強度測定を行うに当た り,

この領域の螢光強度の値が使用するフルオロフォトメー

ターの最適螢光測定領域にあることが必要である。この

螢光値は時間とともに変化し,平衡状態に達するまでは,

網膜中の螢光強度は減弱し硝子体中の螢光強度は増強す
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る。この硝子体中の螢光強度が強くなり,網膜側から硝子

体側への勾配がなくなると,コ ンピューターシミュレー

ションに大きな誤差が生じることになる。そのため,硝子

体中には測定可能な螢光色素が漏出するように,螢光強

度測定のタイミングと静注する螢光色素の濃度とを設定

する必要がある.そ こで,ま ず螢光色素静注後の時間経過

に伴う眼内螢光の変化を検討した。

対象として,成熟ツパイ 1匹を用いた。眼内螢光強度測

定には,小動物眼測定用アダプターを装着したフルオロ

トロンマスター③を用いた。ヒトで用いられているフル

オンセインナトリウム (フ ルオンサイ ト③)の静注量 7

mg/kgを尾静脈から静注し,静注後の眼内螢光強度の変

化を経時的に記録した。静注後 3分から 1分毎に 10回測

定し,そ の後 30分まで 5分毎に,30分以降は 5～10分の

間隔をあけて65分まで測定した。

4.螢光色素静注量の検討

静注後のフルオンセインナトリウム (フ ルオンサイ

ト③)の動態や血液眼柵透過性機能は,動物の種族による

差がある可能性がある。したがって,ツ パイにフルオロ

フォトメトリーを行うに当たり,螢光色素の静注量をヒ

トと同じ量で可能か否かは不明である。そこで,螢光色素

静注後 30分における網膜から硝子体中の螢光強度が,フ

ルオロトロンマスター①の最適螢光測定領域にあるよう

に静注量を検討した。

対象として,成熟ツパイ 8匹を用いた。眼内螢光強度測

定には,小動物眼測定用アダプターを装着したフルオロ

トロンマスター③を用いた。ツパイの尾静脈から,それぞ

れ 1,2,5,7 mg/kgの フルオンセインナ トリウム(フ ルオ

ンサイ ト①)を静注し,30分後の眼内螢光強度を測定し

た。螢光色素はl mg/kgお よび2 mg/kgの ものは生理

食塩水で 2倍希釈し,それ以外は原液を用いた。それぞ

れ,マ イクロピペットで必要量を採取 し,27G針付きの

注射器で静注した。

5。 血漿中非蛋白結合フルオレセイン(PUF)濃度測定

における検体量による影響の検討

これまで,血漿中の非タンパク結合フルオンセイン

(protein unbound nuorescein,PUF)濃度の測定に際し

ては十分な血液量を必要とした。そのため,ラ ットなど小

動物のフルオロフォトメ トリーに関しては,と きとして

頸静脈などからの採血 もせざるを得ず,結果的に実験動

物を死亡させることもあった。このため,コ ンピューター

シミュレーションに必要な PUF濃度は,ヒ トで用いら

れていたように各実験毎に限外濾過を行うことは容易で

はなく,あ らかじめ求めた全血中のフルオレセイン濃度

とPUFと の回帰式から推定して用いていた22)。 しかし
ながら,各種条件下での経時的な変化をとらえることを

目的とした場合,各個体において数回のフルオロフォト

メトリーを行う必要が生じる。そのため,PUF濃度の測

定に際し,その採血量は必要最小限に抑える必要がある。
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そこで,限外濾過前の検体量による影響を検討した。

対象は,糖尿病患者 2名 とした。螢光眼底写真撮影時に

インフォームド・コンセントを得て,螢光色素静注後 10

分の血液を採取した.採血した血液を遠心分離 (1,500G,

10分)に よって血漿を分離した。これを同一検体から30,

40,50,100,150,そ して 300 μlを マイクロピペットで取

り出し,こ の血漿をそれぞれ MPS‐ II nlter(Amicon Co,

USA)に よって限外濾過 (2,000G,15分)し た。このよう

にして得られた血漿を 100倍の濃度に薄めて,そ の螢光

強度すなわちPUF濃度を比較した。
なお,こ の螢光測定は,フルオロトロンマスター③に血

漿螢光測定用アダプターを装着して行った。

III 結  果

1.小動物眼測定用アダプターを装着したフルオロト

ロンマスター①の有用性の検討

眼内螢光強度曲線は,螢光色素静注前では,網脈絡膜お

よび水晶体に相当して高い螢光強度を示した。螢光色素

静注後には,網脈絡膜に相当してピークを作り,硝子体内

には中に漏出したフルオレセインを反映して,網脈絡膜

ピークからなだらかな傾きを示した。また,水晶体で螢光

強度が増強し,前房で最も高い値を示した (図 1)。 これら

の螢光色素静注前および静注後の螢光強度曲線のパター

ンは,ヒ トおよびサルを用いて得られたものと同様で

あった。

2.フルオロトロンマスター①の最適測定領域の検討

2回測定した螢光測定用セル自体の螢光強度は,5.7×

10~9お よび 3.8× 10~9g/mlで あった。したがって,1.0×

10~9g/mlと 1.0× 10~10g/mlの フルオレセイン溶液の螢

光強度は,螢光測定用セル自体の螢光強度に著しい影響

を受けるため,こ の濃度での測定結果は除外して考える
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網・脈絡膜

水晶体 ノ

硝子体
角膜

う      0       5       10      15
装置内での長さ(“ )

図 1 ラットの眼内螢光強度曲線 .
横軸は装置内での長さ(mm),縦軸は螢光強度 (ngEq/
ml).螢光色素静注前の眼内自然螢光強度曲線 (―)で
は,網脈絡膜と水晶体に相当して高い螢光強度を示す。

螢光色素静注 1時間後の眼内螢光強度曲線 (―一)で

は,硝子体および前房中に螢光色素の漏出が認められ

る。

必要があることが判明した。図 2に ,希釈したフルオンセ

インの濃度とフルオロトロンマスター①で測った測定値

との関係を示す。両者は,上記の濃度を除外した 0.5×

10-8～ 1.0× 10-6g/mlま では直線的に変化してお り,こ

の範囲における両者の相関を調べると,有意な正の相関

関係を認めた(r=0.99,p<0.01).

3.螢光強度測定時期の検討
ツパイを用いて得られた経時的な螢光強度曲線の変化

のうち,代表例として図 3に静注後 3分,30分,そ して 60

分のデータを示す。静注後 3分ではまだ螢光色素の硝子

体内への漏出は十分ではないが,時間の経過とともに網

脈絡膜ピークから硝子体内への螢光強度曲線がなだらか

に形成された.しかし,静注後 60分では螢光強度曲線は
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図 2 希釈 したフルオレセインの濃度とフルオロトロ
ンマスター①で測定した螢光強度 との関係.

0.5× 10-8～ 1.0× 10-6の 範囲では,両者は直線的に

変化していた (y=0.997x+1.29e-8,r=0.99)。

1,α0

前房
網・脈絡膜

水晶体

硝子体

角膜

も      0       5       10      15
装置内での長さ (m)

図 3 ツパイにおける螢光色素静注後の眼内螢光強度
曲線の変化 .

横軸 は装 置 内での長 さ(mm),縦軸 は螢光 強度
(ngEq/ml)。 一,一,そ して一は,そ れぞれ螢光色素

静注後,3分,30分 ,そ して 60分 を表す。静注後 3分
では硝子体腔への螢光漏出は小さく,静注後 60分で

は硝子体中の螢光漏出が増大し,螢光強度曲線がな

だらかとなっている。
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図4 螢光色素静注量によるツパイの眼内螢光強度曲
線の変化。

横軸 は装置内での長 さ(mm),縦 軸は螢光強度

(ngEq/ml)。一,一―,一そして一は,そ れぞれ体重 kg

あたりの螢光色素静注量が 7,5,2,そ して l mg
を表す。7お よび5 mg/kg静注では眼内螢光強度が

強く,網膜ピークも高く,l mg/kg静 注ではフルオ

ロトロンマスター①の最適測定領域の下限に迫って

いる.2 mg/kg静注では網膜ピークが最適測定領域
におさまっている。

表 1 採取血液量による螢光強度の変化

採取血漿量 (μ l)
螢光強度 (× 10-6mg/ml)

対象 1    対象 2
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濃度との関係を示す。測定したPUF濃度は,採取した血
漿量に依存せず,少量 (30 μl)の検体量でも測定が可能で

あることが示唆された。

IV考  按

臨末的に用いられているヒトを対象としたフルオロト

ロンマスター①の測光領域(focal diamond)の 前後径は

850 μmmであるが,小動物用アダプターを装着したフル
オロトロンマスター⑪で測定した focal diamondの大き

さは,OcuMetrics社 の測定結果によると466 μmで あ
り,したがってこの装置を用いることにより,lmm程度
の硝子体腔長しか持たないラットにおいても計算上眼内

螢光の測定が可能である。本研究により,ラ ットのような

眼球の小さい小動物においても,ヒ トから得られたと同

様に眼内螢光強度を測定し,解析出来ることを実際に確

認した。したがって,小動物を用いた眼科領域の実験モデ

ルにおいて,フルオロトロンマスター③に動物眼測定用

アダプターを装着すれば,血液眼柵透過性機能の変化を

検討することをできることが示唆された。

一方,ツパイは成熟体でも150g程度の小動物である

が,霊長類に属すると考えられている。成長が速く3か月

で成熟する一方で,寿命も約 7年 と長いため各種の実験

動物 として期待されるが,取 り分け錐体が発達し色覚を

有すること,立体視が可能なこと,そ して視覚領が発達し

ていることなど,眼科領域の実験動物 として有望であ

る17)18)。 しかしながら,今日までツパイの眼内螢光強度を

測定した報告はなく,したがって,ツパイにフルオロフォ

トメトリーを行うに当たり,その測定条件を検討する必

要があった。そこでまず,こ の装置の最適螢光強度測定領

域を検討し,血液網膜柵透過性機能の評価に用いられる

コンピューターシミュレーションに重要な網膜直前から

硝子体中の螢光強度がこの領域に含まれるように螢光強

度測定の時期と静注する螢光色素の量を検討した。その

結果,ツパイでは2 mg/kgの フルオンセインナトリウム

(フルオンサイト③)を静注し,静注前および静注 30分後

に眼内螢光強度を測定することが適当であると考えられ

た。

また,血漿中の PUF濃度は,コ ンピューターシミュ
レーション法を用いるか否かにかかわらず,得 られた眼

内螢光強度の補正のために重要である。しかしながら,小

動物において頻回または大量の採血をすることは容易で

はなく,可能な限り少ない回数で,しかも少量の採血での

方法が望まれる。今回の我々の結果から,採血量の違いに

よる螢光強度の著しい変化は認めず,30 μlの血漿が得ら

れれば血漿中非蛋自結合フルオンセイン濃度を測定でき

ることが判明した。そこで我々は,採血部位から27G針

で採血し,その血液をヘパリン加工したヘマトクリット

管 (Capinary Tube,Drummond Scientinc Co,USA)数

本に採取する方法を用いることにした。このヘマ トク
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平坦に近 く,コ ンピューターシミュレーションを行う上

で誤差が生 じやすくなっていることが判明した。した

がって,ツパイ眼の眼内螢光強度測定は螢光色素静注後

30分が適当と考えた。

4.螢光色素静注量の検討

図 4に ,それぞれの静注量で得られた,ツパイにおける

30分後の螢光強度曲線を示す。静注量が 7 mg/kgと 5

mg/kgで は眼内螢光強度が強 く,フ ルオロトロンマス

ター①の最適測定領域を越え,静注量 l mg/kgで は最適

測定領域を下回る傾向にあった。ここで,高値を示す網脈

絡膜ピークからの硝子体側への影響,いわゆる tailing

erectを考えると,で きるだけ網脈絡膜ピークが最小に

なる濃度の方が好ましい。したがって,網膜付近の螢光強

度がフルオロトロンマスター①の最適螢光測定領域に

あった 2 mg/kgが静注量として適当と考えられた。

5.血漿中 PUF濃度測定における検体量による影響
の検討

表 1に ,同一検体から得られた血漿の採血量 とPUF



平成 8年 4月 10日 実験動物のフルオロフォトメトリー・石子他 261

9)Yoshida A,Ishiko S,Kojima lⅦ ,Ⅱosaka A:
Perrnё abilit6 de la barriё re l■ёn■ ato‐ oculaire dans

la myopie experinlentale.J Fr Ophthalmol 13:481

-488, 1990.

10)石子智士,吉田晃敏,保坂明郎 :猿を用いた実験近視
における屈折および血液眼内柵透過性機能の変化 .

日眼会誌 95:522-529,1991.
11)Jones GW,Cunha‐ Vaz J,Zweig KO,Stein MI:

Kinetic vitreous inuorophotornetry in experirnen―

tal diabetes. Arch ()phthalm01 97: 1941-1943,

1979.

12)渡辺正樹,能美俊典,藤井正満,渋谷勇三 :サル眼網
膜 に対するアルゴンレーザー光凝固後の Vitreous

Fluorophotonletry。  日眼会誌  85:323-334,1985.
13)Bek T, Lund‐ Anderson ][II: Localized b10od‐

retinal barrier leakage and retinal light sensitivity

in diabetic retinopathy.:Br J Ophtha111lo1 74:388-

392, 1990.

14)Jacksonヽ VE,Chase P,Garg SiK,Barlett DA,
IIoops S, IIarris S, et al:  Vitreous luoro‐

photonletry in insulin― dependent diabetes rnellitus.

Correlation 、vith rnicroalburninuria and diast01ic

blood― pressure.Arch(Dphthalrnol 108:1733-1735,

1990_

15)山本文昭,田中利和,小椋祐―郎 :自発螢光測定によ
る水晶体透過性の検討一糖尿病患者について一。日

眼会誌 92:1171-1176,1988.

16)Vine AK,Kisly AM,Betz L,Howatt WF:
vitreous nuorophotonletry  in rats with
streptozocin― induced diabetes. Árclh ()phthalrnol
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リッ ト管 1本 で約 50 μlの 血液 を採取 す ることがで き

る。ツパイの Htが約 50%で あるこ とか ら,2本採血 で

きれば少なくとも 40 μl以上の血漿 を得 ることが出来 る

ため,少ない採血量で十分測定が可能 と考えられた。さら

に,こ の採血量であれば 2回の採血で もツパイに与 える

侵襲 は少な く,全身状態 を良好に保 ちなが ら実験 を継続

することが可能 と考 えられた。

以上か ら,小動物眼測定用アダプターを装着 した フル

オロ トロンマスター⑥を用いることにより実験小動物 ,

取 り分 けツパイの眼内螢光強度を測定できることが示唆

された。今後,こ の方法 を用いて,ツ パ イを用いた各種 実

験モデルにおける血液眼柵透過性機能変化を解析 してい

きたい。
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