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レーザースペックル現象を利用した二次元解析装置を

用いて,ヒ ト網膜静脈血管血流速度の定量測定を行った。

末梢血流速度の定量指標として用いた normaHzed blur

(NB)値は,れ υ

“

rο におけるガラス毛細管とヒト血液

を用いた測定の結果,血流速度,ガラス毛細管の直径とそ

の背景血流によって測定値が異なることがわかった,Iん

υおrο 実験で得られた結果を基に作製したノモグラムか

ら,正常人(16眼 )の第 2分枝以後の網膜静脈 (血管径約
50 μm)の網膜静脈血流速度を算出した。測定に必要な時
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約

間は一人平均 63秒,再現性指数 2.5%,平均血流速度

11.1± 0.6mm/sec(平 均値±標 準偏差,n=16)で あっ

た。結果は従来の報告とほぼ一致しているが,測定は従来

のレーザー ドップラーまたは類似の方法より簡便に,か

つ被験者の負担も軽 く行えた。(日 眼会誌 101:173-
179,1997)
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パミックル

レーザースペックル現象を利用した網膜血管血流速度の測定
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Abstract
We measured the blood flow velocity in human correlated with the diameter of the tube, back-

retinal veins using a Iaser speckle flowgraphy sys- ground NB value and the blood flow rate actually
tem. This system consists of a fundus camera, a measured. In the in uiuo experiment, the blood
diode laser, an image sensor and a personal eom- velocity in human retinal veins of approximately 50

puter system. The fundus is illuminated with a diode pm in diameter was estimated in 16 normal eyes

laser through a fundus camera and the laser speckle using nomograms based on the results of the in
pattern is imaged onto the area sensor. From the uifro experiment. Yelocity averaged 11.1r-0.6mm/
time change of contrast of speckle pattern, normal- sec (mean-f standard deviation, n=16) in retinal
ized blur (NB) value, a quantitative index of tissue veins of 53+6pm in diameter and the repro-
blood velocity, was calculated by means of a logistic ducibility index of the in uiuo measurements was 2.5

board, and two-dimensional distribution of NB in +0.996. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 :173-179,1997)
the measurement field was displayed in a color
display. In the in oitro experiment, the NB obtained Key words: Blood flow velocity, Human retinal
from the blood flow in a glass capillary tube was veins, Laser speckle

I緒  言

生体眼における網膜血管の血流速度測定法としては,

既にレーザー ドップラー法
1)～ 4),ま たはそれに類似 した

方法,螢光 色 素 を利用 した色 素希釈法
5)～ 8),scanning

laser ophthalmoscopy9)~11)を 利用 した方法が報告され
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ている。しかし,従来これらの方法では,測定範囲が狭い

ため位置の同定に時間がかかる,被検者の良好な固視が

要求される,螢光色素を静注する必要がある,いったん映

像をビデオに落とし,改めて解析する必要があるなど,簡

便に網膜末梢循環を解析するまでには至っていない。網

膜循環はend artery系であり,乳頭近傍の太い血管より

も第二分枝以降の血管系の変化が眼局所の生理,ま たは

病理をより忠実に反映すると考えられる。今回,我々は簡

便により末梢側の網膜静脈血流速度を生体眼で測定する

ことを目的とし,レーザースペックル現象を応用した方

法の開発を試みた。

II 方  法

1.機  器
既に報告

12)13)した半導体レーザーによる眼底末梢循環

測定装置を利用した。レーザー光を物体に対し照射する

と観察面で干渉し,スペックルパターンというランダム

な模様が形成され
14),生
体組織では血流速度と照射時間

に依存したコントラス トの変化として補える。このコン

トラストの変化を 100× 100ピ クセルで毎秒 540フ レー

ム撮像可能な素子を用いたエリアセンサー(Base‐ stored

image sensor,Canon)で 定量的に測定 し,normaHzed

blur(NB)値 を血流速度の定量指標として用いた12)13)。 解

析画面では 1ピ クセル毎に算出されたNB値 を 100×
100ピ クセルの二次元カラーマップで表示し,血流速度

の分布を視覚的に捕えることができる。

2。 モデル実験におけるレーザー出力,ヘマ トクリッ

ト,背景反射率,吸光度および NB値の関係
作動距離 45 mmの位置でのレーザー出力をレーザー

出力計測器(OPM-370L,Sanwa)を 用いて測定し,出力

特性を検討した。

両面砂打ちす リガラス回転板 (直径 90 mm,厚 さ 2

mm)を作動距離 45 mmの 位置に設置,回転速度を変化
させ 0.125秒間隔で 5.5秒間,3回測定し,そ の平均値を

測定値とした。また,一定速度で回転させレーザー出力の

変化に対するNB値の測定を行った。
ガラス毛細管 (内径 160 μm)を 閉鎖循環回路 とし,噴

出精度 1%以 内のペ リスタルティックポンプ(PST―
100,Iwaki)を 用いてヒト血液 (赤血球数 444万 /μ l,ヘマ

トクリット44%)を一定速度(10 mm/sec)で 循環 させ,

さらに,水晶体後面から網膜までの距離を 16 mm,ま た,

角膜と水晶体の屈折を60Dと 仮定し,前記装置における

ガラス毛細管の前方 16 mmの所に 60Dの非球面 レン

ズ (60 DCC,Nikon)を 設置した装置を試作した (図 1)。

レーザー出力 (1.5～ 4.OmW)を 変化させ,測定は各レー

ザー出力において 0.125秒間隔で 5.5秒間,同一部位で

3回行い,そ の平均値を測定値としガラス毛細管の幅 1

ピクセル毎の NB値の解析を行った。NB値 はガラス毛
細管の中央で最も高 くなったことから(図 2),基準 とす

測定毛細管

日眼会誌 101巻  2号

非球面レンズ (60D)

J
16mm

レーザースペックル装置

図 1 実験装置の模式図.
スペックル装置の測定特性を得るため,血管モデルを

試作した。
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図 2 ガラス毛細管の測定位置とnormalized blur
(NB)値 (レーザー出力 :2mW)。

NB値は測定位置により速度と容量に依存して変化
する。
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る測定部位をガラス毛細管中央の1ピ クセル (標準眼で

10× 10μm)領域とし,レーザー出力によるNB値の変化
を測定した。

さらに,同装置を用いて測定対象となるヒト血液のヘ

マ トクリット,レーザー反射率(背景反射率)や吸光度の

NB値への影響について検討した。ガラス毛細管 (内径
160 μm)に ヒト血液 (赤血球数 344,409,534万 /μ l,ヘ マ

トクリット31.0,37.0,47.9%)を一定速度(10 mm/sec)

で循環 させた状態で,2mWの レーザー出力において
0.125秒間隔で 5.5秒間,同一部位で 3回 ,ヘマ トクリッ

トによるNB値 の変化 を測定した。背景反射率の影響
は,ガ ラス毛細管 (内径 160 μm,血流速度 10 mm/sec)の

背後に 5種類(2.0,4.0,6.6,7.4,12.8%)の 反射率を持つ

チャー ト紙 (顔料反射率紙,村上色彩技術研究所)を挿入

し,ま た,吸光度の影響はガラス毛細管 (内径 300 μm,血

流速度 10 mm/sec)の前面に 3種類 (20,40,60%)の吸光

度を持つフィルム(Ektachrome,Kodak,米 国)を挿入し

て 0.125秒間隔で 5.5秒間,同一部位で 3回測定した。
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図 5 人眼における測定方法 .
血管内測定値は血管中央の 1ピ クセルの平均値 とし

た。また,脈絡膜は血管から3ピ クセル離れた位置で測

定 した。

A:網膜静脈血管,BC:脈絡膜

ザー出力は2mWに 設定した。
4。 人眼における網膜静脈血管 (第二分枝以降)の血流

速度の測定

眼,全身ともに正常な若年有志者男性 10名 16眼 を対

象にミドリンM① (参天)で散瞳後に第二分枝以降 (血管
径約 50 μm)の網膜静脈血管および,そ の左右の脈絡膜

の NB値 を測定した (図 5)。 なお,血管内の測定値は血
管中央の 1ピ クセルとし,レーザー出力は2mWに設定
した。

測定は0.125秒 間隔で 5.5秒間,同一部位で 2回行い,

1回 目と2回 目の測定の間(2分 ),被検者はいったん顔

をはずして待機した。

最後に血管径の測定のため,単色光 35 mmフ ィルム

(Tri‐X,Kodak,米国)を用いて眼底を眼底カメラ(興和

PROI,興和)に より撮影 した。35 mmフ ィルム上の像か

ら Littemann34)の ノモグラムを用いて,血管径を算出し

た。

III 結  果

1.モデル実験におけるレーザー出力および NB値の
関係

作動距離におけるレーザー出力は,出力表示に対し良

好な直線関係が得られた (図 6)。 すリガラス回転板を用

いた場合,回転速度に対しNB値 は直線的に変化したが

(図 7),レーザー出力の変化に対してはほとんど変化し

なかった(図 8)。 一方,ガラス毛細管中を流れるヒト血液

の場合,血流速度が一定で もNB値 はレーザー出力 1
mWの 上昇に対し12%の割合で増加 したが(図 9),ヘ
マトクリットによる影響は生理的な範囲ではほとんどな

いことがわかった(図 10)。 また,測定毛細管の背景レー

ザー反射率によっても測定値が異なり,反射率が 8%を
超えると測定 NB値に対する影響が平坦化すること,さ
らに,吸光度 10%増加に対してNB値 は約 3%の割合
で低 くなることがわかった (図 11,12)。

定毛細管

非球面レンズ (60D)

フィル.ム

1 6mm

レーザースペックル装置

図 4 モデル実験における測定方法.
測定値は A,B,C点すべて管中央の 1ピ クセルの平均
値とした。

A:測定毛細管,B:背景血流,C:交差部位

3.ガラス毛細管を用いた Jん υたroに おける血流速度
の測定

測定毛細管 (内径 50～300 μm)の 後ろに背景血流 (内

径 300 μm)を接触させて設置し,さ らに,水晶体後面か

ら網膜までの距離を16 mm,ま た,角膜と水晶体の屈折

を60Dと 仮定し,前記装置におけるガラス毛細管の前方

16 mmの 所に 60Dの 非球面レンズ(60 DCC,Nikon)を

設置した。ガラス毛細管は閉鎖循環回路とし,噴出精度

1%以 内 のペ リスタル ティックポンプ(PST■ 00,
Iwaki)を用いて,ヒ ト血液を循環させる装置 (図 3)を試

作した。血流速度は閉鎖循環回路内に0.05 mlの 空気を

混入させ,空気が測定毛細管の中を流れる時間を測定し

算出した。

測定毛細管 と背景血流の間には網膜,網膜色素上皮を

想定した,反 射率 8%,吸光度 20%の フィルム (Ekta―
chrome,Kodak,米 国)を挿入した。測定位置として測定

毛細管,背景血流とその交差部位の 3か所を設定 し(図

4),各々0.125秒間隔で 5.5秒間,3回測定し,そ の平均

値を測定値 とした。前述したように,測定毛細管の NB
値は測定部位によっても異なるため,解析では測定毛細

管中央の 1ピ クセル領域の NB値を用いた。なお,レー

|

Ａ

　

　

Ｃ

背景血流

図3 実験装置の模式図.
背景血流と測定ガラス毛細管の間に網膜,色素上皮を

想定したフィルムを挿入した.
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図 9 ヒト血液を用いたレーザー出力と NB値の相関 .
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図 10 ヘマ トクリットに対する NB値の相関 .
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図6 出力表示とレーザー出力.
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図 7 すリガラス回転板を用いた回転速度とNB値
の相関.
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図8 すリガラス回転板を用いたレーザー出力とNB
値の相関.
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図 11 背景反射率とNB値の相関.

Ｎ
Ｂ
値

20

10 12

Ｎ
Ｂ
値

2.ガラス毛細管を用いた Jん υj`rο における血流速度

の測定

同一速度でもガラス毛細管径によってNB値 が異
なった(図 13)。 また,NB値 と血流速度の相関は,血流速

度が低い範囲では直線的であったが,血流速度が速 くな

るほど平坦化する傾向にあり,二次多項式を用いて良好

に近似できた。

また,背景血流がある場合の NB値 は,同 じ血流速度

0
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図 12 吸光度とNB値の相関 .
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図14ヒ ト血液,ガラス毛細管を用いた背景血流の影響.
長波長のレーザーは背景血流の影響を大きく受け

る。背景血流 10 mm/secの場合を示した.

70

10

0       10         20        30        40         50        60

血流速度 (mm/sec)

図 13 ヒト血液,ガラス毛細管を用いた血流速度,毛
細管径とNB値の相関.
背景の影響がない状態の測定値。同一速度でも毛細

管径によって NB値は異なる.

70

でも背景血流がない場合と比較 して高 くなった。さらに,

その割合はガラス毛細管が細いほど高かった (図 14)。 以

上の結果から,背景血流の NB値 とガラス毛細管径およ
びそこから得られた NB値から,当該ガラス毛細管中を
流れるヒト血液血流速度を推定するノモグラムをガラス

毛細管径 50～ 150 μmの間で 10 μm刻 みに作製した (図
15)。

3.人眼における網膜静脈血管 (第二分枝以降)の血流
速度の測定

測定 した網膜静脈の平均血管径は 53± 6μ m(47～63

μm,n=16)であった。測定血管中央 1ピ クセルの 1.0秒

または 5.5秒にわたる平均 NB値を測定値とし,背景血
流は測定血管近傍の脈絡膜の 1.0秒または 5.5秒にわた

る平均 NB値を用いて グη υttθ 実験で得られた結果を
基に作製したノモグラムから,網膜静脈血流速度を算出

した。

さ らに,IXl― X21/(Xl+X2)/2(Xlは 1回 目,

20

6 8 10 12 14 16mm/sec(血 流速度 )

10

イ

0にヽ

25          30           35          40

測定値 (NB値 )

図 15 ガラス毛細管と背景血流の NB値から作製し
た毛細管径 50μ mのノモグラム.

X2は 2回 目の測定値)か ら再現性指数を測定時間 1.0

秒と5.5秒について算出した。なお,被験者のヘマ トク

リット値は正常値,すなわち 滋 υグ′
“
実験と同様の 44%

を仮定した。

平均血 流速 度 11.1± 0.6mm/sec(10.4～ 11.9mm/
sec,n=16),再 現性指数は 2.3± 0.7%(測定時間 1.0秒 ,

n=16),2.5± 0.9%(測 定時間 5.5秒,n=16)で あ り,一

被験者の一連の測定に要した平均時間は 63± 15秒 (n=

16)であった。

IV 考  按

物 υグ′知 実験で装置の測定特性を明らかにした。散乱

粒子が理想的に配列したすリガラス回転板では,NB値
は回転速度の上昇に対して良好な直線関係が得られた。

また,す リガラス回転板は,散乱粒子が表面にしか存在し

ないため,NB値 はレーザー出力に対 し変化 を示さな
かったと考えられる。

一方,ヒ ト血液の流速とNB値 は直線関係ではなく,
速くなるほど平坦化する傾向にあった.血球の動きは固
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体表面の散乱粒子とは異なるため,流速の変化に対しコ

ントラスト変化が一定でないこと,ま た,コ ントラストの

変化を捕えるエリアセンサーのパワースペクトル特性が

高周波領域で低下することが原因 と考えられる。レー

ザー出力に対するNB値 の変化は血液へのレーザー出
力の増加に伴いレーザー到達距離が伸び,よ り多くの血

球を捕えることから,NB値は上昇したものと考えられ
る。

モデル実験では,NB値に対するガラス毛細管の太さ,
血流速度,ま た,背景血流の影響を明らかにした。同一速

度で流れていてもガラス毛細管径 10 μmの変化で NB
値が 9%異なり,ま た,血流速度に対 して,速 くなるほど
両者の関係は平坦化する傾向にあった。背景血流の影響

は,ガラス毛細管径とその中を流れる血流速度によって

も異なっていた。したがって,眼底における血流速度の定

量的測定には,血管径,背景血流の影響を考慮して,血管

径に応じたノモグラムを作製する必要があることがわ

かった。さらに,照射するレーザー出力も一定状態で測定

する必要があることがわかった。

同一個体の同一部位における血流速度の比較は,こ れ

らの条件がすべて一定となるため,高い再現性が得られ

る。しかし,個体間の比較は,こ れらの条件の他に個々の

被験眼の屈折,眼底のレーザー反射率の微妙な違いなど

のため,必ずしも単純ではない。

Norenら 16)は ヒト網膜の平均反射率は波長 664 nm

で 5.82%,波長 71l nmで 7.73%と 報告している。今回

用いた半導体レーザーは 808 nmであり,ヒ ト網膜の反

射率はそれ以上あると考えられる。レーザースペックル

現象を応用した実験で,鈴木ら
7)は
背景反射率が 8%以

上の場合,測定値にはほとんど影響されないと報告して

おり,我々の実験と一致している。

一方,網膜色素上皮の吸光度に関しては人種によって

も,個人によっても差があると考えられ,その値も網膜色

素上皮と脈絡膜の分離が難しいことから,単独の吸光度

を求めるには至っていない。阿部 ら
17)はサルの網膜色素

上皮を含んだ脈絡膜の吸光度が約 80%と 報告しており,

網膜色素上皮単独ではそれより遥かに下回ると考えられ

る。フィルムを用いた実験でも,NB値 に対し吸光度が余
り大きな影響を与えないことから,網膜色素上皮の吸光

の差による影響は少ないものと考えられた。今回のモデ

ル実験ではヒト網膜でのレーザー反射率(8%)に ,ヒ ト

網膜色素上皮の吸光度を20%と仮定したノモグラムを

作製した。

レーザードップラー法または類似の方法により,Riva

ら2)は 64～ 177 μm径のヒト網膜静脈を対象に血流速度
の測定 を行 い,毎 秒 8～26 mm/sec,ま た鈴木 ら4)は

52～206 μm径のヒト網膜静脈を対象に血流速度の測定
を行い,毎秒 8～21 mm/secを 得た。両者 とも約 70 μm
以下の部位では 8～ 16 mm/secと いう値を出しており,
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今 回の値 ,血管径約 50μmで 平均血流速 度 11.lmm/
secは ,ほ ぼ従来の方法での同一径静脈で得 られた値 に

一致 していた。今回の測定は,平均約 1分 と比較的短時間

に行 え,原理的に固視 も 5.5秒 間のみ一定 していればよ

いため,従来 のレーザー ドップラー法 または類似の方法

より遥かに簡便に,かつ被験者の負担 も軽 く行 えた と考

えられる。

網膜循環 は end artery系 となってお り,第二分枝以後

の径 50 μm位 の網膜静脈血流は,局所の病変 をより忠実
に反映 し得 ると考えられる。今回,同一眼,同一部位での

測定の再現性 は 5.5秒 の平均結果 を用いた場 合,2.5%

と非常に良好であった。また,同 じデータか ら 1秒の平均

結果での再現性 も計算で きるが,そ れ も 2.3%と 良好で

あった。故 に網膜局所病変の経時変化を血流動態の変化

として,経時的に捕えることが可能であり,本法 は臨床的

にも有用であると考えられた。

網膜血管血流速度の測定 に際 しては,太い血管 ほど脈

絡膜血流の影響を受け難 い ことがわかった (図 13,14)。

しか し,血管が太 くなるほ ど,速い血流速度領域 で NB

値の測定 は,速やかにレンジアウ トしてしまい,現方法で

は太い網膜血管の血流速度測定には適 していないことが

わかった。今後 ,よ り太い網膜血管内血流速度の測定 も行

えるよう解析方法の改良が必要であろう。
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