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ラット眼のオルニチン網膜症

-1.網膜色素上皮の病理組織学的変化―

要

微量のオルニチンをサル眼の硝子体内に注入すると,

網膜色素上皮の選択的障害を起こすことがわかってい

る.本報では,ラ ット眼に 0.25Mの オルニチンを硝子体

内注入 し,注入直後から網膜色素上皮の変化を病理組織

学的に観察した。検眼鏡的には後極部網膜が注入直後か

ら白色調に混濁し,注入 3日 後には螢光眼底造影で強い

過螢光を示した。組織学的には注入直後には網膜色素上

皮内に大きい空胞を生 じ,3時間後には著明に膨化した。

その後,細胞は次第に縮小 し,3日 で壊死に陥って崩壊・

脱落 した.視細胞外節から内層の網膜に変化をみなかっ

た。注入 7日 後,病巣周辺部では網膜色素上皮が増殖して

いた。1月 後,網膜色素上皮が再生・修復 した部位では正
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常の網膜形態が保たれていたが,色素上皮が脱落 したま

まの部位では視細胞 と脈絡膜毛細血管板が消失 してい

た。また,注入 したオルニチンと等浸透圧(550 mOsm)の

高張食塩水の硝子体内注入により,直後には色素上皮内

に一過性に小さい空胞を生じたが,永続的な細胞の変化

を来さなかった。低濃度のオルニチンで網膜色素上皮が

選択的に障害され,色素上皮が崩壊 して消失すると続発

して視細胞と脈絡膜毛細血管板が消失することが明らか

になった。(日 眼会誌 101:118-126,1997)
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Abstract
An intravitreal injection of a small amount of disappeared, the photoreceptor cells and chor-

l-ornithine hydrochloride damages the retinal pig- iocapillaris degenerated and finally disappeared. In
ment epithelium (RPE) selectively in monkey eyes. the eyes injected intravitreally with NaCl solution
In this paper, we examined the rat eye and observed of equivalent osmosis microvacuoles were seen but
similar results. Clinically, retinal edema appeared no necrotic change in RPE. Thus, a small amount of
immediately after injection and showed hyper- ornithine damaged RPE selectively, and induced
fluorescence on a fluorescein angiograph after 3 disappearance of the photoreceptors and chor-
days. Histopathologically, RPE showed marked iocapillaris secondarily. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 :

swelling 3 hours after injection, then became ne- 118-126, 1997)

crotic and disappeared gradually. One month after
injection, retinal structure was maintained in the Key words : Ornithine, Retinal pigment epithe-
area where RPE regenerated to cover Bruch's lium, Chorioretinal atrophy, Gyrate
membrane, but in the area where RPE cells atrophy of the choroid and retina

I緒  言

脳回転状網脈絡膜萎縮症は特異な眼底所見を示す遺伝

性疾患で,オ ルニチン・アミノ基転移酵素の欠損あるいは

活性低下が原因で高オルニチン血症を伴い,そ の原発性

の障害 は網膜 色 素上皮 に起 こる とされてい る1)2)。

Kuwabaraら 3),Ishikawaら 4)は オルニチ ンをサ ル や

ラットの硝子体内に直接注入すると網膜色素上皮が障害
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されることを示したが,そ の際,注入液の高浸透圧による

影響
5)が考慮されておらず,こ の実験には批判が多かっ

た6)。 そこで,我々はKuwabaraら が用いた量よりも微量

のオルニチンをサル眼の硝子体内に注入すると網膜色素

上皮を選択的に障害することを示 し,さ らに,同浸透圧の

高張食塩水の対照実験では,こ のような変化がみられな

いことを報告
7)～ 11)し た。ラット眼では,それよりも低濃度

のオルニチンの硝子体内注入によって,サ ル眼と同様 に

網膜色素上皮を選択的に障害することがわかった。本報

では,こ の際の網膜色素上皮の変化を病理組織学的に観

察した結果を報告する。網膜色素上皮の障害に続発 して

視細胞および脈絡膜毛細血管板が萎縮・消失する過程 は

次報で詳しく述べる。

II実 験 方 法

実験動物 として,250gの Brown― Norway系有色ラッ

トを使用した。塩酸ケタミン(ケ タラール①)の筋肉内注

射およびペントバルビタールナ トリウム(ネ ンブタール

①)の腹腔内注射による全身麻酔下で散瞳し,検眼鏡的に

眼底に異常がないことを確認した。ラット眼に前房穿刺

後,1-ornithine hydrochlorideの 0.25M:溶 液 (lM―

NaOHを 用いて pH 7.2に 調整,浸透圧 550 mOsm,以

下,オ ルニチン)0.01 mlを 30G針 を用いて赤道部強膜

から後極部付近の硝子体内に注入した。対照として,オ ル

ニチン注入液と同浸透圧に調整した高張食塩水を硝子体

内に注入した。

注入直後,3,6,12時間,1,3,7,14,30日 後に眼底

検査,螢光眼底造影の上,眼球摘出を行った。この際,ラ ッ

トを過剰の塩酸ケタミン(ケ タラール③)と ペントバルビ

タールナ トリウム (ネ ンブタール①)投与により,安楽的

に屠殺した。摘出した眼球は4%グルタールアルデヒド

燐酸緩衝液で浸漬固定後,実体顕微鏡下で螢光眼底写真

と対比 しながら網膜脈絡膜の病巣 を細切した。その後 ,

0.lM燐酸緩衝液(pH 7.4)で 洗浄し,1%四酸化オス ミ

ウム燐酸緩衝液で後固定後,エ タノール系列で脱水 し,プ

ロピレンオキサイ ドを経てエポキシ樹脂 (エ ポン812)に

包埋した。包埋材料からLKB ultrotome Vを 用いて 1

μmの切片を作成し,ト ルイジンブルー染色の上,光学顕

微鏡で観察した。また,超薄切片作成後,酢酸ウラニール

とクエン酸鉛の二重染色を行った上,日 立 HU‐ 12型電子

顕微鏡で観察した。

III 結  果

1.眼 底 所 見

オルニチン注入 3時間後には,注入部に近い後極部網

膜は自色浮腫状に混濁 した。周辺部網膜には異常をみな

かった。注入 3日後には,後極部は螢光眼底造影でびまん

性の強い過螢光を示した(図 1)。 この部は日が経つにつ

れて浮腫が吸収 して次第に色素むらが増加し,注入 1月
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図 1 オルニチン注入 3日後の螢光眼底造影写真 .

検眼鏡的に自色浮腫状の混濁を示した部位 (後極部)は

強いびまん性の過螢光がみられる。

図 2 オルニチン注入 1月 後の螢光眼底造影写真 .

後極部 (A)の 過螢光 は減弱 して顆粒状過螢光 となり,

その周辺の正常化 との境界 (B)は低螢光 を示 し,所々

に塊状の強い色素沈着がみられる。これより,さ らに周

辺部の網膜には異常をみない。

後には螢光眼底造影で過螢光は減弱して顆粒状の過螢光

を示した。正常部との境界部は所々に塊状の色素沈着が

みられ,螢光眼底造影では低螢光を示した (図 2)。 これよ

り,さ らに周辺部の網膜 には異常をみなかった。なお,対

照の高張食塩水の注入眼では検眼鏡および螢光眼底造影

で異常所見をみなかった。

2.組 織 所 見

1)注入直後

オルニチン注入直後 (10分後)の光学顕微鏡 (光顕)で

は視細胞外節から内層の網膜には異常をみなかったが,

後極部の網膜色素上皮内に大 きい空胞がみられた (図

3)。 透過型電子顕微鏡 (電顕)で みると,細胞間隙が大 き

く開いて細胞間結合装置のみでつながっていた。微絨毛

とbasal infoldingは 開大 していた。核内部および細胞内
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図 3 オルニチン注入直後の光学顕微鏡 (光顕)写真。

視細胞外節から内層の網膜には異常をみないが,後

極部の網膜色素上皮内に大きい空胞がみられる。

図 3～ 8のバーはすべて 50μ m

図 4 高張食塩水 (浸透圧 550 mOsm)注 入直後の光顕

写真.

後極部の網膜色素上皮内に小さい空胞がみられる。

神経網膜には変化をみない。

日眼会誌 101巻  2号

図 5 オルニチン注入 1時間後の光顕写真 .

後極部の網膜色素上皮の胞体は濃縮 し,細胞間隙が大

きく開大 している.一部の細胞は膨化して,濃縮 した暗

い細胞 と膨化 した明るい細胞がみられる.網膜 内層に

は変化をみない.

微細構造は粗造化したが,ミ トコンドリアは正常の構造

を維持していた (図 9)。

オルニチンと同浸透圧 (550 mOsm)の 高張食塩水注入

直後にも網膜色素上皮内に小さい空胞を生 じた (図 4)。

電顕でみると,網膜色素上皮の微絨毛とbasal infolding

は軽度に開大したが,細胞問隙は殆ど開いていなかった。

胞体内には小空胞が存在 し,フ ァゴゾーム と思われる

electron denseの 層状物がみられた。ミトコンドリアは

膨化していた (図 10).

2)注入 1時間後

網膜色素上皮の胞体は濃縮し,細胞間隙がさらに開大

して大きい空胞 となった。一部の細胞は膨化して,濃縮し

た暗い細胞 と膨化 した明るい細胞がみられた (図 5)。 電

顕でみると,網膜色素上皮の膨化はミトコンドリアを除

いて,核を含む胞体内全器小官にみられた(図 11)。

高張食塩水注入 1時間後は胞体内に小空胞が存在 し,

注入直後と同様の所見であった。

3)注入 3時間後

後極部の網膜色素上皮は一様に膨化した。注入 3時間

後が最も著しく,細胞の高さは正常の 5倍になった。しか

し,視細胞外節から内層の網膜には異常をみなかった (図

6)。
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図 6 オルニチン注入 3時間後の光顕写真 .

網膜色素上皮細胞は一様に膨化して,そ の高さは正常

の 5倍になった。しかし,視細胞外節から内層の網膜に

は異常をみない.

図 7 オルニチン注入 3日 後の光顕写真 .

網膜色素上皮は縮小 して不規則な形態にな り,細胞が

崩壊 した部位がみられる。視細胞外節から内層の網膜

に異常 をみない。

図 8 オルニチン注入 7日 後,後極部病巣中央の光顕

写真。

網膜色素上皮は融解壊死 となって崩壊 し,広範囲に

Bruch(ブルッフ)膜が網膜下腔 に露出している。そ

の上には色素顆粒を大量に含んだマクロファージ様

の細胞がみられる。視細胞外節の配列 は乱れて著 し

く短縮 しているが,内節から内層の網膜は異常 をみ

ない。

その後,時間の経過 (注入後 6,12,24時間)と ともに色

素上皮細胞は次第に縮小していった。

4)注入 3日後

膨化 した網膜色素上皮はその後,縮小して不規則な形

態となり,細胞が崩壊する所がみられた。この時にも,視

細胞外節から内層の網膜には異常をみなかった(図 7)。

高張食塩水注入眼では注入後に胞体内にみられた小空

胞は減少し,細胞間隙は開いていなかった。

5)注入 7日後

後極部病巣中央の網膜色素上皮は完全に融解壊死にな

り,崩壊 していた。一部の細胞は脱落 した。視細胞外節の

配列は乱れて著しく短縮していたが,内節から内層の網

膜には異常をみなかった(図 8).

一方,後極部病巣辺縁と正常部 との境界部 (図 12)で は

細胞が重層 しており(A),そ こから後極部側では Bruch

(ブルッフ)膜上を一層の色素に乏しい扁平な細胞が覆っ

ていた (B)。 この(A)部の重層した細胞を電顕でみると,

ミトコンドリアや粗面小胞体などの細胞内小器官が豊富

で,隣接した細胞同士で細胞間接着装置がみられ,増殖し

た未熟な網膜色素上皮と考えられた (図 13)。 また,(B)部
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図 9 オルニチン注入直後の電子顕微鏡 (電顕)写真 .

網膜色素上皮の細胞間隙が大きく開いて細胞間結合装置 (矢印)の みでつながっている。微絨毛とbasal infold―

ingは開大 している.核内部および細胞内微細構造は粗造化 しているが,ミ トコン ドリアは正常の構造 を保っ

ている。バーは lμ:m

図 10 高張食塩水注入直後の電顕写真.

後極部の網膜色素上皮の微絨毛 とbasal infoldingは 軽度に開大 しているが,細胞間隙 (矢印)は殆 ど開いてい

ない。胞体内に小空胞が存在 し,フ ァゴゾームと思われるelectron denseの 層状物がみられる。ミトコンドリ

アは膨化 している。バーは lμm

',=J=‐ ‐
・―

=:巌
::・ ・_、″̈.‐                 _

`ゝ

□

ⅢⅢⅢⅢⅢⅢⅢ●■



平成 9年 2月 10日

の一層の扁平な細胞を電顕でみると,不完全ながら微絨

毛や basal infoldingな どの極性がみられ,正常の網膜色

素上皮の形態を備えていた。この細胞は再生・修復した網

膜色素上皮 と考えられた (図 14)。

6)注入 1月後

螢光眼底造影で過螢光を示 した後極部病巣中央 (図 2

A)で は,網膜色素上皮は消失 していた。その部では大部

オルニチン網膜症 。前田他

図 11 オルニチン注入 1時間後の電顕写真 .

電顕では網膜色素上皮の膨化 (図 の右側の明るい細胞)は ミトコンドリアを除いて核を含む胞体内全器官にみ

ら″じる。バーは lμm

図 12 オルニチン注入 7日後,後極部の病巣辺縁の光顕写真 .

病巣部の正常部 との境界では細胞が重層 して(A),そ こか ら後極部側のブルッフ膜上を一層の色素の乏 しい

扁平な細胞 (B)が覆っている。バーは 50 μm

分の視細胞は消失 して内顆粒層が直接ブルッフ膜に接

し,網膜全体の厚さが薄 くなっていた。また,こ の部では

脈絡膜毛細血管板が消失していた (図 15A)。

一方,螢光眼底造影で低螢光を示した後極部病巣周辺

(図 2B)は ,色素顆粒に乏しい扁平な色素上皮細胞がブ

ルッフ膜上に単層に並んで再生。修復 した。この部では正

常な網膜の層構造が保たれてお り,脈絡膜毛細血管板 も
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図 13 オルニチン注入 7日後,後極部の病巣辺縁 (図 12の A部 )の電顕写真.

図 12の A部で重層していた細胞 (A)は ミトコンドリアや粗面小胞体などの細胞内小器官が豊富で,隣接 した細
胞同士で細胞間接着装置 (矢印)がみられ,増殖しつつある未熟な網膜色素上皮と考えられる。バーは lμm

図 14 オルニチン注入 7日後,後極部の病巣辺縁 (図 12の B部)の電顕写真.

図 12の B部でみられたブルッフ膜上の色素の乏 しい扁平な細胞 は ミトコンドリアなどの細胞内小器官が豊富で

不完全ながら微絨毛や basal inおldingな ど極性がみられ,正常の網膜色素上皮の形態 を備えている。この細胞は

再生・修復 した網膜色素上皮 と考えられる。その上に色素顆粒 を大量に貪食したマクロファージ様の細胞がみられ

る。バーは lμm
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開存していた (図 15B)。

IV考  按

オルニチンは塩基性アミノ酸の一種で,尿素回路の中

間代謝物である。Simelら
1)と Takki2)は 脳回転状網脈絡

膜萎縮症 の患者では血漿オルニチン濃度が正常人の

10～ 20倍 に達 し,こ れはオルニチン・ア ミノ トランス

フェラーゼの欠損に基づ くものであろうと報告 した。

Kuwabaraら 3),Ishikawaら 4)は lMの オルニチンをサ

ルやラットの硝子体内に注入すると,網膜色素上皮が選

択的に障害されて変性。消失し,そ の眼底および病理組織

学的所見が脳回転状網脈絡膜萎縮症に類似することを明

らかにした。しかし,lMの オルニチン溶液 は約 2,000

mOsmの高浸透圧であり,高浸透圧溶液を硝子体内に注

入すると,そ の種類にかかわらず網膜剥離を生 じる,と い

うMarmor5)の報告に基づいて,中島ら6)は その薬理学的

作用よりも浸透圧による影響が大きいことを指摘した。

そこで,我々7)～ 11)は Kuwabaraら の実験の投与オルニ

チン濃度 を 1/2の 0.5M(浸透圧 1,025 mOsm),量 を 1/

3に してサル眼に硝子体内注入したところ,網膜色素上

皮を選択的に障害し,こ の溶液 と等浸透圧の高張食塩水

を用いた対照実験では,こ のような変化がみられないこ

とを明らかにした。本研究では,実用的な実験用小動物で

あるラットでも,オ ルニチンの注入によってサル眼と同

様に網膜色素上皮を選択的に障害するかどうかを実験し

た。サル眼の実験では注入後 24時間以降の経過をみたの

で,今回,オ ルニチン注入直後からラット眼にみられた変

化を同浸透圧の高張食塩水で起こる変化 と比較 しながら

オルニチン網膜症 。前田他

図 15 オルニチン注入 1月 後,後極部の光顕写真.

A:螢光眼底造影で過螢光を示した後極部中央 (図 2中 の Aに相当)は網膜色素上皮および視細胞が完全に

消失し,内顆粒層の細胞の核が直接ブルッフ膜に接している。網膜全体の厚さも薄 くなっている。また,ブルッ

フ膜上に色素顆粒を含んだマクロフアージ様の細胞がみられる.B:螢光眼底造影で低螢光を示した後極部

周辺 (図 2中 の Bに相当)は色素顆粒に乏しい正常の形態を備えた扁平な網膜色素上皮細胞がブルッフ膜上

に単層に並んで再生・修復している。この部の網膜は正常の層構造が保たれ,脈絡膜毛細血管板 も開存してい

る。バーは50 μrn

観察した。硝子体内に注入されたオルニチンは神経網膜

を拡散して網膜色素上皮に作用すると考えられるが,注

入直後の病理組織検査で既に網膜色素上皮に変化が始

まっていることが確認された.こ の時,細胞間隙や微絨

毛,basal infoldingが 開いてお り,高浸透圧の影響 も考

えられた。

対照として,0.25Mの オルニチン溶液と等浸透圧 (550

mOsm)の 高張食塩水を硝子体内に注入すると,網膜色素

上皮の胞体内に小空胞形成をみたが,微絨毛や basal in―

foldingの 開大の程度はオルニチンによるものよりはる

かに軽度であり,細胞間隙も殆ど開いていなかった。この

空胞は注入 3日後には殆ど消失しており,そ の後の網膜

色素上皮は異常がみられず,高浸透圧の影響は一過性の

障害であることが示された。この成績から,オ ルニチンの

硝子体内注入後に網膜色素上皮にみられた変化は高浸透

圧の影響が一部には加わっているが,そ の大部分はオル

ニチンによるものと考えられた。

松澤ら12)は オルニチン・アミノ トランスフェラーゼは

眼内ではミューラー細胞や網膜色素上皮に局在する,と

報告している。この酵素はミトコンドリア内膜に存在す

る13)が
,実際にオルニチンを投与すると,ミ トコンドリア

のみならず胞体内全小器官が急激に膨化した.膨化が最

も著しかったのは注入 3時間後で,時間の経過 とともに

空胞は次第に縮小 したが,電顕でみると細胞内の微細構

造は失われ,既 に著 しい壊死の状態であった。

オルニチン注入 7日 後,後極部の病巣辺縁の正常網膜

との境界部では増殖した未熟な網膜色素上皮が重層して

お り(図 12中 の A),こ こから後極部側には色素に乏 し
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い扁平な網膜色素上皮がブル ッフ膜上に単層に並んで再

生・修復 していた (図 12中 の B).

注入 1月 後,網膜色素上皮が再生 した部位では視細胞

や脈絡膜毛細血管板が存在 し,ほ ぼ正常の網膜形態が保

たれていた。一方,網膜色素上皮 が崩壊 して脱落 し,ブ

ルッフ膜が色素上皮細胞に覆われない病巣中央部では視

細胞や脈絡膜毛細血管板 も消失 して内顆粒層が直接ブ

ルッフ膜 に接 していた。この時期の螢光眼底造影では後

極部の病巣中央の過螢光は減弱 して顆粒状 とな り,そ の

周辺で網膜色素上皮が再生 した部位では,さ らに低螢光

となった。このような網膜色素上皮の再生過程 は後毛様

動脈切断 に よる脈絡膜循 環 障 害
14)や レーザー光凝 固

後
15)16),さ らに光傷害後

17)に み られたの と同 じ所見で

あった。

サルとラットのオルニチン網膜症の相違は,ま ず,変性

部位が異なっていた。サルでは赤道部に強い障害が発生

し,後極部の変化は軽度であったのに対 して,ラ ッ トでは

後極部を中心に障害を来した。ラットは眼球内容積 に占

める水晶体容積の比率が大 きく,硝子体腔が狭い。そのた

め,水晶体を損傷せぬよう針先 を後極部近 くの硝子体内

に挿入 したので,硝子体中を拡散 したオルニチンが網膜

に達 した時の濃度差の結果が変性部位の違いとなったと

考えられた。障害の進行速度は,網膜色素上皮が壊死に陥

り,崩壊するのにサル眼では 7日 を要 したのに対 して,

ラット眼では 3日 でみられ,網膜色素上皮の再生・修復過

程が,サルでは 14日 で現れたのに対 し,ラ ットでは 7日

でみられた。このように,す べての過程はラットの方が早

く進行 した。サル眼におけるオルニチン障害の適 当な濃

度は 0.5Mであったが,ラ ッ ト眼ではその 1/2の濃度の

0.25Mに よって同様の変性が発生 し,浸透圧の影響をよ

り小さくすることが可能であった。

網膜色素上皮を選択的に障害する作用はオルニチンに

特有のものであ り,こ の実験的オルニチン網膜症 は網膜

色素上皮の役割および視細胞や脈絡膜毛細血管板 との関

わ りを観察する有用なモデルになると考えている。網膜

色素上皮が障害された後に視細胞および脈絡膜毛細血管

板に及ぼす影響 と,そ の萎縮過程 については次報で詳 し

く述べる。

本論文の要旨は第 60回 日本中部眼科学会総会(1994年 9

月30日 ,神戸)に おいて前田が発表 した。
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