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生体には予めス トレスが負荷されると,次に,強いス ト

レスを受けても細胞障害は軽 く済み,抵抗性を獲得する

耐性現象のあることが知られている。ラット眼で,眼圧上

昇によって視神経と網膜に虚血と再灌流を行い,視神経

軸索の障害を組織学的に定量計測した。この障害に対し,

視神経に耐性現象が生じるかどうかを調べた。予め組織

学的に変化を生じないことを確認 した短時間虚血 (110

mmHg,15分間)を負荷した後,血流を再灌流させて 1,
2,4,7,14日 に再虚血 (45分間)を行い,その後は再灌
流して 1週間後に視神経軸索の崩壊を飾状板から2mm
後方の視神経で定量計測し,45分間の単独虚血後 1週の

所見と対比した。再虚血眼では,対照眼と比較して 2日 以
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降で障害の軽減がみられ,統計学的に有意差をみた。7日

に再虚血をした群が軸索の障害が最も軽度であったこと

から,視神経は眼圧上昇による虚血に対して虚血耐性現

象があると思われ,7日 にこの現象が最も強く生じてい

ることが示された。この実験結果は,視神経は眼圧上昇に

よる虚血に対して耐性を獲得すること,特に虚血に対す

る耐性は,ス トレス負荷 7日 後にその現象が最も強 く生

じていることが明らかになった。(日 眼会誌 101:24
-29,1997)
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Abstract
Brief ischemia caused by high intraocular pres- counted an electron micrographs. In axonal mor-

sure induced tolerance to subsequent ischemia- pometric findings, 2 days and more after brief is-
reperfusion injury in rats. Male Wistar rats were chemia, the damage was lessened more than after 45

subjected to 15 minutes of ischemia. This ischemic minutes ischemia (control) and the difference was
injury did not show distinct axonal damage in the significant. This 'ischemic tolerance' induced by
optic nerve in electron microscopy. \, 2, 4,7, and 14 brief ischemia might be considered the same tress as

days after the first 15 min ischemia, the rats were brain ischemia-reperfusion injury. (J Jpn Ophthal-
subjected to a second ischemia for 45 minutes (is- mol Soc l0l:24-29, 1997)

chemic tolerance). After 1 week, the rats were
perfusion fixed and the optic nerves were processed Key words : Ischemia-reperfusion injury, Ischemic
for light and electron microscopy. Samples of the tolerance, High intraocular pressure,

axonal density in the central optic nerve 2 mm Axon, Stress phenomenon
behind the lamina cribrosa were observed and

I緒  言

細胞へのストレスには,熱ショック,酸化ストレスや虚

血によるものがある1)～ 3)。 また,ス トレス応答には誘導さ

れるス トレス蛋自の合成が必要で,数種類の蛋自が知ら

れている4)～ 10)。 虚血によるストレスでは,海馬 CA l領域

の脳虚血負荷の実験で,予め軽度の虚血をストレスとし

て加えておくと,次に,致死的な虚血負荷に対して耐性を
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獲得する現象が知られているH)～ 13)。 ラット眼に虚血を負

荷すると,虚血を起こす方法によって網膜の障害部位が

異なり,眼圧上昇による方法では網膜の内層が最初に障

害が生じる(神経線維層の罪薄化と神経節細胞の壊死脱

落)こ とが知られている14)～ 16)。 著者らは,前房内灌流法に

より高眼圧を作って眼虚血を一定時間発生ささせる方法

で,網膜と視神経を障害するモデルについて,ま ず,軽度

な虚血ストレスを負荷しておくとストンス応答を生じ,

再虚血による障害が軽減される虚血耐性現象があるかど

うかを,視神経軸索を形態計測して検討した。

II実 験 方 法

生後 6週齢の Wistar系 雄 ラット20匹 36眼 を用い

た。抱水クロラール 400 mg/kgを腹腔内に投与して全身

麻酔し,麻酔中に十分に保温を行い,前房内灌流装置とし

て 26G注 射針の金属部分 にシリコンチューブ(Dow
Corning社製,米国)を接続したものを角膜輪部から前房

内に穿刺して,生理食塩水を灌流することにより眼内圧

を 110 mmHgに上昇させた。眼底検査によって網膜の全
虚血を確認した。軽度のストレス負荷として 15分間の高

眼圧 (110 mmHg)を 維持した後,針を抜いて眼圧を正常
に戻し血流を再灌流させた。眼底検査で網膜の血流が再

開していることを確認した。このストレス負荷後,1,2,
4,7,14日 後 に同様の方法で 45分 間の再虚血 (110

25

mmHg)を起こし,ス トレス応答モデルを作製した。対照
眼は,軽度のストレス負荷なく,45分間虚血後に正常眼

圧に戻し,血流を再灌流して 1週間後に摘出したものと

した。軽度ス トレス負荷眼として,15分間虚血を同様の

方法で作製した。その後,血液を再灌流させて 1週間後に

下記の灌流固定の上眼球摘出した。各群はすべて 4眼用
いた。

固定方法はペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブ

タール③)深麻酔下で,ハ ンクス液 (日水製薬)で左心室か

ら灌流脱血 した後,4%グルタールアルデヒド(0.lM
カコジル酸緩衝液)で灌流固定の後,眼球を摘出し,続い

て同固定液で 4°Cで 12時間浸漬固定を行った。1%四
酸化オスミウム(0.lMカ コジル酸緩衝液)で 75分間固

定後,アルコール系列で脱水し,エ ポキシ樹脂に包埋 し

た。眼球の薄切切片を作り,ト ルイジンブルーで染色した

ものを光学顕微鏡 (光顕)で ,網膜と視神経を,超薄切切片

を作ってウラン,鉛の二重染色したものを電子顕微鏡 (電

顕)を用いて視神経の変化を形態学的に調べた。

単位面積当た り(10 μm× 10 μm=104mm2)の 正常軸
索の数を測定することによって,組織障害の程度を定量

評価した。正常と異常の判定は,電顕写真上でミエリン輸

の層構造がはっきりとわかり,内部構造や ミトコンドリ

アもしっかりと保存されているものは明確な正常群とし

た。ミエリン輸の層構造が保たれているが,内部構造の乱

図 1 網膜と視神経の光学顕微鏡 (光顕)像 .
無処置眼(A)と 15分間虚血眼(B)網膜と視神経には異常をみなかった
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対 照

れがあるものは正常群とした。ミエリン輸が崩壊して形

態がわからなくなったもの,内部構造が崩壊されて消失

してしまったものは異常群 とした。観察部位は網膜では

眼球後極部を,視神経は眼球後方 2mmの位置 とし,形
態計測に用いる部位は視神経横断面の中心部 16か所を

無作為に選択し,3,000～5,000倍の電顕写真を用いて計

測を行った。この判定は,1人の検者が行った。

各群の平均値と標準偏差を求め,対照眼と各群間で t

検定を用いて統計学的に検討した。

図 2 視神経の電子顕微鏡 (電顕)像 .
無処置眼(A)と 15分間虚血眼(B)を 電顕でみても,軸索は良く保たれ壊死に陥ったものはな く,両者に差は

なかった.バーは lμm

図 3 網膜の光顕像 .
対照 (0)と 比較して再虚血群 (1,7,14日 )に は網膜内層の非薄化がみられ,明瞭な保護作用はみられなかっ

た.数字は処置後日数を示す.

III 結  果

15分間虚血をした軽度ストレス負荷眼では,光顕,電

顕所見の双方で無処置眼と比較して網膜に形態学的に何

ら変化をみなかった(図 1,2).再虚血眼の再虚血 1～14

日目には網膜の光顕所見では,神経節細胞の脱落や神経

線維層と内網状層の萎縮による非薄化も対照眼と同程度

にみられ,網膜内層障害の軽減はみられなかった。また,

網膜の外層 (外網状層から色素上皮細胞層)は両群 ともに

正常構造を保っていた(図 3)。 さらに,再虚血眼の視神経
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図 4 視神経の光顕像 .
対照 (0)と 比較 して再虚血群の 7日 において視神経軸索には脱落変性に陥った変化が減少し,保護作用がみ

られた。

図 5 視神経の電顕像 .
対照 (0)と比較 して再虚血 7日 と 14日 の視神経には内部構造の形態を保った軸索が良く保たれており,7日
に最も著しい軸索の保護作用がみられた.バーは lμ m。 正常な軸索を矢印で,異常な軸索を星印で示した.
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の光顕では,明瞭な軸索の消失や細胞成分の増加や間質

成分への置換はなかった (図 4)。 しかし,視神経を電顕で

観察すると再虚血眼では,対照眼と比較 して軸索の mi―

crotubulesや micronlamentな どの内部構造の崩壊や ,

ミエ リン輸の層状構造の乱れがわずかであるが,対照眼

よりも軽減しているのがみられた (図 5)。

細胞障害の程度を,対照眼と再虚血眼で障害の程度 を

比較するために正常な軸索を電顕で形態計測した。無処

置眼の正常な軸索数 は,111.3± 10.7(平均値士標準偏

差×104/mm2),15分虚血眼は,111.6± 10.4で あった (図

6).対照眼の軸索数は 79.2± 6.4,再虚血眼の再虚血 1

日は,82.7± 9.3,2日 は 87.0± 9.2,4日 は 88.8± 13.2,

7日 は 101.2± 10.4,14日 は 85.2± 12.1で あった (図

7)。 無処置眼と 15分虚血眼との間に統計学的有意差は

x104/mm2

日眼会誌 101巻  1号

なかった。虚血 2,4,14日 は,対照眼 とp<0.05で ,虚血

7日 は p<0.01で統計学的に有意差があったが,1日 で

は有意差はなかった。

IV 考  按

砂ネズミを用いた一過性前脳虚血モデルで,海馬 CA l

の神経細胞は 5分間の虚血後,他の脳の神経細胞 とは別

に緩徐 に細胞壊死に陥っていくことが知 られ,遅発性細

胞壊死 と呼ばれている
17)。 この前脳虚血モデルを用いた

実験で,予め軽度の虚血 (2分間)を負荷しておくと,次に

致死的な虚血 (5分間)を加えても,抵抗性を有するよう

になる虚血耐性現象が知 られている
11)～ 13).砂ネズミの虚

血再灌流実験で,電顕を使って脳の障害を組織学的に報

告
18)し た例はあるが,同様の虚血性現象が脳細胞 と良 く

似た性質の眼の神経細胞においても発現しているかどう

かを調べた報告はない。

我々の行った高眼圧による眼虚血実験では,神経細胞

にス トレスはかかるが,組織学的に何 ら形態変化を起 こ

さない虚血時間を予備実験から15分間の虚血とした。そ

して,網膜神経節細胞や神経線維層の網膜内層と視神経

に障害を起 こし,明 らかな視神経の障害が電顕でみられ

る虚血時間を 45分間とした。その結果,予め 15分間の短

時間の眼虚血を与えてお くと,そ の後,本格的な 45分間

の虚血を与えても,視神経軸索の壊死脱落が対照眼と比

較して障害の程度が軽減 されること,すなわち神経細胞

保護効果を視神経内の軸索の崩壊を形態計測することに

よって証明した。すなわち,電顕により再虚血 1日 目では

視神経軸索の障害の軽減はみられなかったが,再虚血 2

日目以後からは軸索の崩壊壊死の軽減がみられた.しか

も,再虚血 2,4,14日 は p<0.05で,再 虚血 7日 はp<

0.01で統計学的に有意差をみた.視神経は眼圧上昇によ

る虚血に対し虚血耐性現象があると思われ,かつ,こ の耐

性効果は再虚血 7日 に一番強く生じていることがわかっ

た。

この実験では,放置すれば必ず死滅するであろう強い

虚血による神経細胞壊死を抑制するような物質による治

療が可能になり,神経細胞自身に虚血耐性を獲得させる

方法が示唆された.今 までに薬物による虚血障害の軽減

実験が多 く報告
15)19)-22)さ れている。すでに我々と同じ眼

圧上昇による虚血再灌流障害を起こすラットによる実験

で,網膜の脱落壊死を軽減できた薬物の報告には,Ca拮

抗剤
15),麻
薬拮抗剤

22),basic nbroblast growth factor23)

があるが,今後はこの同じモデルを用いて,今 まで使用さ

れなかった薬物による視神経の保護効果 も評価すること

ができるので,今後の研究が期待される。

本論文の要旨は,第 60回 日本中部眼科学会 (平成 6年,神

戸)において発表した.

本研究は,平成 5年度文部省科学研究補助金「奨励研究(A)

05771451」の援助を受けた。記して謝意を表する。
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