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要

網膜の虚血再灌流障害モデル をラットに作製 し,再灌

流開始後に生 じる網膜障害をアポ トーシスを中心に経時

的に検索 した。アポ トーシスは,免疫組織化学的染色法で

あ る TdT-1■ediated dUTP― b10tin nick end labeling

method(TUNEL法 )と ,電子顕微鏡 (電顕)で確認 した。

Sprague― Dawley系 ラット眼 50眼の網膜に 1時間の高

眼圧性虚血 を作製 し,再 灌流 開始直後,30分 ,1,2,4時

間,1,3日 後に眼球を摘出 した。TUNEL法 では,再灌流

開始 1時間後には陽性細胞が網膜内層に観察 され,そ の

後経時的に顕著 となり,4時 間後以降では網膜外層にも
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約

及んでいた。電顕所見は,再灌流早期ではTUNEL法 の

所見と必ずしも一致 しなかつたが,4時間後以降の組織

所見では一致していた。3日 後には壊死性変化が顕著と

なっていた。以上の知見は,網膜虚血再灌流障害の治療 ,

予後を検討する上で有用である。(日 眼会誌 102:417-
424,1998)
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Abstract
50 eyes of 30 Sprague-Dawley rats were subjected vious and extended from the inner to the outer ret-

to 60 minutes of pressure-induced ischemia, then ina. These apoptotic findings could be seen with
fixed for light and electron microscopy with no both the TUNEL method and electron micorscopy.

reperfusion, or reperfusion after 30 minutes, l, 2 or By 3 days after the reperfusion, necrotic cells in the
4 hours, and I or 3 days from the time ocular ische- ganglion cell layer, and the inner and outer nuclear
mia was relaxed. The TdT-mediated dUTP-biotin layer became more prominent than apoptotic cells.
nick end labeling (TUNEL) method revealed apop- These results may provide a baseline for therapeu-

totic signs at the inner retina as early as I hour af- tic strategy and the prognosis of ischemia-reperfu-
ter reperfusion. However, the incidence of apoptotic sion injury in the retina. (J Jpn Ophthalmol Soc 102 :

signs with the TUNEL method did not accord with 417 424, 1998)

the results of electron microscopic examination. Dur-
ing the time after the reperfusion started, especially Key words : Ischemia-reperfusion injury, Retina,

after more than 4 hours, apoptotic signs became ob- Apoptosis, TUNEL method

すでにあり,ア ポ トーシスの関与が示唆されている1卜
').

いうまでもなく,網膜疾患の多くが網膜虚血を主病変 と

し,そ の網膜虚血に伴う細胞死の本態の解明は眼科臨床

上重要である。さらに,虚血時間と細胞死の出現との関係

も治療だけでなく,予 後を予測する点からも具体的に明

らかにする必要がある。
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I緒  言

虚血による細胞死は,程度が軽い場合には壊死だけで

なくアポ トーシスの形態をとることが明らかにされてい

る.網膜においても網膜中心動脈の結紫や高眼圧による

虚血―再灌流モデルでの形態学的変化についての報告が
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図 1 ヘマ トキシリン・エオジン(HE)染色。

A:正常眼 .

B:虚血解除直後.神経節細胞層と内顆粒層に軽度の空胞化が観察される.

C:再灌流開始 30分後.虚血解除直後の所見に加えて,神経線維層に膨化と内網状層に浮腫がみられる。

D:再灌流 1時間。再灌流 30分の所見に比 し,内網状層の浮腫性変化が顕著 .

E:再灌流 2時間.再灌流 1時間とほぼ同程度の神経線維層の膨化,神経節細胞層と内顆粒層の空胞化,内網状層の浮腫がある.

F:再灌流 4時間.網膜内層は再灌流 1,2時 間とほぼ同様の変化.外層には視細胞層の配列の乱れと網膜下に局在的な壊死性物質

の貯留,その結果,外顆粒層は招由化 している.

G:再灌流 1日 .各層の変化は再灌流 4時間後よりも高度.網膜血管および脈絡膜血管は拡張 .

H:再灌流 3日 .神経線維層の膨化,内 網状層の浮腫は再灌流 1日 よりも軽度.視細胞層の変化は再灌流 1日 とほぼ同様 .

_―
■.慕_  ● _^

. :,|●

A‐

．ヽ

′  _    ‐____‐._= _■  ,・ -1・ 亀l ・■|||・ .|‐
~F■・ _

_   .            .,     t‐    ‐■  ‐ .‐  ‐_   ‐‐ .ヽ  ■  `‐11す||~‐|

C

‐
 ●  `=、| ‐     . `,   ●    ・     ・ =

警 ■.‐ t■ .。 ‐



平成 10年 7り 11011 網膜虚血口∫灌流障害のアポ トーシスの局在・西山他 419

・
・

‐

|. ′ ,  ●■・ P

・ 1 ・「

´

A

C

攀
●●●

D

, I  
Ⅲ
 ⅢⅢ I・

‐

 .

゛ ,“  ｀
1・ .  _

',,舞 ピ ・ .鶴
・「

| 
・

    _｀

_f

ゥ●
.

試
`

，

齢
Ｆ

F

G H

図 2 TdT― mediated dUTP―biotin nick end labeling method(TUNEL法 ).

A,B:再濯流 1時 間.大多数の神経節細胞層および内顆粒層の核は TUNEL陽性 として観察される(A).Terminal deoxy‐ nucleo―

tidyl transferase(TdT)を 加えずにTUNEL法を施した陰性対照標本は染色されない (B).

C,D:再 灌流 2時間.神経節細胞層に茶褐色の陽性細胞.内顆粒層には核のみが染色 され,陽性を示 しているものもある(C).陰性

対照は染色 されない (D).

E:再灌流 4時間.外顆粒層に陽性細胞が観察される.

F:再灌流 1日 .神経節細胞層,内顆粒層,外顆粒層に陽性細胞が散在 .

G:再灌流 3日 .陽性細胞は網膜全層に観察され,再灌流 1日 に比 し,外顆粒層における陽性細胞は増加 .

H:正常眼.TUNEL法 のバ ックグランドである正常眼においては,ア ポ トーシスを示す陽性所見はみ られない.
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近年,ア ポ トーシスを免疫組織化学的手法で,特 異的

に,し かも広視野で観察可能な TdT‐ mediated dUTP―

biotin nick end labeling method(TUNEL法 )が 開発さ

れ,そ の有用性が確認されている4).我 々は本法を用いて,

高眼圧による実験的網膜虚血における血流再疎通後のア

ポ トーシス誘導の有無,お よび時期と網膜各層における

局在を検索した。さらに,電子顕微鏡 (電顕)で の観察も同

時に行い,ア ポ トーシス細胞の確認をし,興味ある知見を

得たので報告する。

II プ∫  法

だ験には成熟 |」 色 Spraguc― I)awkヽ y(SD)系 ラット(体

重約 250g),30匹 50眼を用いた.

ウレタンの腹腔内麻酔(7.2m1/kg)と 0.4%塩酸オキ

シブプロカイン(ベ ノキシールR,参
天製薬)の点限麻酔

下で 25G針を前房内に刺入し,接着剤で固定した。150

cm水柱の圧で生理的食塩水を前房内に灌流することで

網膜を虚血状態にし,1時 間後に加圧を中止して血流を

再疎通させた.網膜虚血の開始と解除の確認は,ミ ドリン

PC(参天製薬)に よる散瞳下で検限鏡的に網膜動脈の拍

動消失および再開を観察 した.50眼 中 7眼 は虚血解除

後,直 ちに眼球摘出 した。また,血 流を再灌流した後,30

分経過 した時点で 5眼 ,1時 間で 12眼,2時 間で 7眼 ,4

時間で 7眼 ,1日 で 4眼,3日 で3眼 をそれぞれ摘出し,組

藤髯

A:再灌流 1時間,内顆粒層.ク ロマチンが凝縮 した

核 と濃縮した細胞質を持つ細胞が散在.高 電子

密度の粗大な顆粒 を核内に含んでいるもの (矢

印)や ,核 が分葉化 しているものが あ る (太 矢

印).バ ーは lμm。 以下同様 .

B:再灌流 2時 間,内顆粒層.核内のクロマチ ンの凝

縮 と分葉化 (矢印),お よび細胞質の濃縮がある

細胞 (太矢印).

C～E:再灌流 4時間.凝縮 した核と細胞内小器官が

保存され,濃縮 した細胞質を持つ細胞は再灌流 l

～2時間より多かった.外顆粒層にも同様な細胞

が 出現。それぞれ神経 節細胞層(C),内 顆粒層

(D),外顆粒層(E)に おけるアポー トシス細胞を

示す。

。一鮭
酵
・一
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図 3 電子顕微鏡 (電顕)所見 .

F～H:再灌流 l日 .神 経節細胞層(F).核 と細胞質の濃

縮を起こしているアポ トーシス細胞の周辺には均一な

電子密度のアポ トーシス小体が散在 (中 央)。 その右上

方には細胞内小器官の膨化と核から逸脱 した断片化ク

ロマチンを伴った壊死細胞がみられる。内顆粒層 (G).

アポ トーシス細胞の周囲に密度の均一な封入体 (ア ポ

トーシス小体)がみ られる。外顆粒層 (H).ミ ュラー細

胞に貪食された濃縮 した外顆粒層の核 .

I,J:再 灌流 3日 .内顆粒層 (I).細 胞内小器官は保存され

ている.ミ トコンドリアのクリステが保たれている。そ

の |● 方にはミュラー細胞に貪食されたアポ トーシス小

体がある。外顆粒層 (J).ミ ュラー細胞に貪食された核

とアポ トーシス小体 .
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織学的検索 を行った。なお,正常対照として正常眼 5眼を

用いた。

摘出した眼球は 4℃ に保温 された4%パ ラホルムアル

デヒドーリン酸緩衝液に 60分間浸漬固定し,実体顕微鏡

下で半割の後 ,型 のごとくパラフイン包埋 した。染色はヘ

マ トキシリン・エオジン(HE)染色,お よび TUNEL法 4)

の変法で ビオチ ン化 dUTPの 代わ りにジゴキシゲニ ン

化 した dUTPを 用い,ペ ル オキ シダーゼで発 色 させ

(Apop Taど ,OncOr社 ),光 学的顕微鏡(光 顕)(OPTI―

PHOT-2° ,Nikon社 )で観察 した。また,各条件群につき

2眼は電顕による観察のため,2.5%グ ルタールアルデヒ

ドーリン酸緩衝液で 4℃ ,60分 間浸漬前固定し,実体顕微

鏡下で半割した。半割した眼球は,0.lMカ コジル酸/8%
シュクロース緩衝液で洗浄し,1%四酸化オスミウム/

0.lMカ コジル酸緩衝液で 2時間の本固定を行った。そ

の後,型通りにエタノール系列で脱水 し,ア ラルダイド・

エポンに包埋,3.3%酢 酸ウラニルークエン酸鉛水溶液

で染色し,透過型電顕 (日 立 H-7000,日 立社製)に よる観

察を行った。

III  I糸吉    月寺

バ ツクグラウンドとして行った正常眼 5眼のHE染
色,TUNEL法 ではアポ トーシスを示す組織所見,お よび

TUNEL法 に陽性所見はなかった (図 lA,2H).
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網膜虚血 1時間後,直 ちに眼球摘出した光顕所見は,神

経線維層の膨化,神経節細胞層と内顆粒層の軽度の空胞

化がみられた。しかし,各 々の核に染色性の変化はなかっ

た。内網状層から網膜外層には異常所見はなかった(図 1

B).ま た,TUNEL法は陰性であった.

虚血後,再灌流 30分間行ったものでは,光顕上,網膜内

層の変化は直後に観察された所見に加えて,内 網状層に

は浮腫が出現 していた。しかし,その外層の構造には著変

はなかった (図 lC).TUNEL法は陰性所見であった.

再灌流 1時間の光顕所見は 30分の群に比 して網膜内

層の変化がより顕著となっていたが,網膜外層は健常で

あった(図 lD).TUNEL法では神経節細胞層 に陽性所

見がなられ,内顆粒層が帯状に茶褐色に淡染 していた。染

色は核に特異的で,細胞質や周囲の結合織は染色されて

いないものと,細胞質も染色 されているものが混在 して

いた(図 2A).陰性対照として反応に使用する酵素,ter―

minal deOxy― nucleotidyl transお rase(TdT)を カロえずに

同一切片を染色したが,こ の対照標本は染色されなかっ

た(図 2B)。 電顕では,神経節細胞層と内顆粒層に核クロ

マチンが凝縮 した細胞が観察された。クロマチ ンは凝縮

して高電子密度を呈し,その中に粗大な顆粒を含むもの,

分葉化,断片化を示すものがあった。細胞質の電子密度は

高く,容積は縮小していた(図 3A).細 胞内小器官は比較

的構造が保たれており,ミ トコンドリアとそのクリステ

が確認された。このような細胞の出現頻度は,TUNEL法
における陽性頻度とは必ず しも一致していなかった。網

膜内層には核の濃縮や分葉化,断片化はあるが,細胞質が

浮腫状で空胞を伴い,細胞内小器官の浮腫および破壊が

みられる壊死細胞の混在も観察された。

再灌流 2時 間では,HE染色 とTUNEL法 において網

膜の変化はほぼ再灌流 1時間と同程度であった (図 lE,

2C,D)。 電顕所見も同様であった (図 3B).

再灌流 4時 間の HE染色所見は,再灌流 1,2時 間の所

見とほぼ同程度の網膜内層の変化であった。さらに,網膜

外層には視細胞層に配列の乱れが観察された.ま た,網膜

下に壊死性物質の貯留が局所的にあり,そ の部分で外顆

粒層が櫂曲化 していた (図 lF).TUNEL法 では神経節細

胞層,内顆粒層,そ して外顆粒層に陽性細胞が出現 してい

た(図 2E)。 電顕による神経節細胞層と内顆粒層の観察

では,再灌流 1,2時間の電顕標本でみられたような凝縮

して電子密度の高くなったクロマチンと細胞質,そ して

比較的構造がよく保たれている細胞内小器官を持つ細胞

が観察されたが,そ の出現頻度は再灌流 1,2時 間よりも

高かった.外顆粒層にもこのような特徴を有する細胞が

散在していた(図 3C～ E).

再灌流開始 1日 後では,神経線維層の膨化はより顕著

となり,神経節細胞層における核濃縮は高頻度であった。

また,内網状層の浮腫は再灌流 4時間の所見よりもより

高度となり,そ の中に神経節細胞層から脱落したと推測

日||こ会誌 102巻  7号

される濃縮した核が観察された。内顆粒層でも空胞化や

核濃縮が顕著であった。網膜外層では外網状層や外顆粒

層に目立った変化はなかったが,網膜下には再灌流 4時

間の標本で観察されたのと同様の局在的な壊死性物質の

貯留と,それに一致 した外節の乱れが観察された.網膜や

脈絡膜の血管はともに拡張していた (図 lG)。 TUNEL法
では陽性細胞が神経節細胞層,内顆粒層,外顆粒層で散在

して観察され,特に外顆粒層における出現頻度は再灌流

4時間後の所見に比 して高い傾向にあった (図 2F).

再灌流 3日 の組織所見では,神経線維層の膨化や内網

状層の浮腫は再灌流 1日 のそれに比べ軽微 となってい

た。内顆粒層および外顆粒層においては,空胞化や核濃縮

が観察された。また,外顆粒層の核は視細胞層に脱落して

いるものもあった.視細胞層の変化は,再灌流 1日 の標本

とほぼ同様であった (図 lH).TUNEL法 では,陽性細胞

は再灌流 1日 のものよりも少なかったが,網膜の核を有

するすべての層に出現 し,特に外顆粒層における陽性細

胞 は,再灌流 1日 の ものより多 く出現 している傾向に

あった(図 2G)。

電顕所見では,再灌流 1日 および3日 の標本において

も濃縮され電子密度が高くなったクロマチンを持ち,ミ

トコンドリアなどの細胞内小器官の形態が保たれている

細胞が多数みられた (図 3F,I,J)。 これは,再灌流 1,2,4

時間の標本で観察されたものと同質であった.ま た,こ の

ような形態をとる細胞の中にはミュラー細胞に取 り込ま

れているものや (図 3H～J),均 一な高密度のアポ トーシ

ス小体を周辺に伴うもの(図 3F,G,I,J)が 内顆粒層や外

顆粒層で観察された.こ れらとTUNEL法で陽性 となっ

た細胞との出現頻度は必ずしも一致せず,壊死細胞も多

数混在していた。このような特徴的な組織変化の傾向は,

再灌流 1日 の方が 3日 に比べて強かった。

IV考  按

本実験で用いた高眼圧による網膜虚血再灌流モデル

は,臨床における特定の網膜病変と結び付けられないが ,

網膜虚血再灌流に伴 う網膜変化を検索する手段として広

く利用されている実験モデルである。すでに,こ の実験モ

デルにおける網膜病変の詳細について報告があり,ま た,

アポ トーシスについては Buchi"6)が 電顕的に検索を行

い,再灌流開始後 3時間においてアポ トーシス細胞が出

現 していたと報告 している.今 回,我 々は電顕に加えて

TUNEL法 を用い検索 したところ,陽性所見は再灌流 1

時間後で出現し,出 現頻度は再灌流時間が 2時 間以下の

ものは電顕所見とは必ずしも一致 していなかった。この

差異については,ま ず,TUNEL法で得 られた結果が偽陽

性であった可能性が挙げられる。この問題を解決する目

的で,陰性対照 として TUNEL法 に使用する酵素,TdT
を加えずに同一切片を染色したところ,こ の対照標本は

染色されなかった。また,TdTを 用いた TUNEL法 標本
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するアポ トーシスの誘導は網膜内層により高度に生 じ

る。さらに,脳 では虚血再灌流直後に一次ニューロンから

一過性に大量のグルタミン酸が放出され,そ れが二次

ニュー ロ ンの N― methyl― d― aspartate(NMDA)レ セプ

ターに結合することでアポ トーシスが誘導されることが

知られているЮ)。 また,網膜においても虚血により,視細

胞,双極細胞,ア マクリン細胞や内外網状層にグルタミン

酸が増加することが明らかにされており
■)ヽ 14),NMDAレ

セプターを介するアポトーシスの誘導が網膜においても

同様に生 じていると考えられる。このこともアポ トーシ

スの誘導が網膜内層で早期から顕著であることと関係す

る。一方,血 管内皮の反応よりもやや遅れて,障 害細胞の

細胞膜においてアラキ ドン酸カスケー ドを経て活性酸

素,フ リーラジカルが発生すると:"ア ポ トーシスが誘導

され,こ の反応系が網膜外層の変化と密接に関係するも

のと考えられる。この反応系のみが組織内でのアポ トー

シス誘導の時間差に関与するかについて断定はできない

が,組織標本の中で好中球などの炎症細胞が観察されな

かったため,そ の可能性の一つとして重要と考える。

以上,本実験モデルにおいて虚血,再灌流の細胞死にア

ポ トーシスが関与することについて論じてきたが,一方

で,虚血に陥った網膜ですべての血管床が再開通すると

いう証明はなされていない.こ の点について,Hughesl)は

ラットを用いて今回と同様の手法で実験を行い,興味あ

る知見を報告している。彼によれば,虚血解除後 10分で

は脈絡膜や網膜の主要動静脈は速やかに再灌流している

が,網膜毛細血管のレベルでは血流が再開通していない

部分もあることを示した。この事実から,組織の酸素需要

量やグリコーゲンの含有量,代謝の違いと合わせて,虚血

そのものの障害でもその直後の組織変化は外層に比して

内層で障害が高度となる可能性を示している。本実験結

果を評価する上で,こ の可能性についても考慮 してお く

必要があると考える.

アポ トーシスでは,細胞に何 らかの刺激が加わったと

き,エ ンドヌクレアーゼ合成を誘導する遺伝子が活性化

され,ク ロマチンDNAの断片化が起こる。すなわち,ア

ポ トーシスは遺伝子に制御されていて,こ の過程を阻害

することにより細胞死を防ぐことが可能である3)14)16)ヽ 20).

今回の結果が示すように,虚血後,再灌流 1時間において

すでにアポ トーシスが誘導されているならば,虚 血障害

が除かれた後も1時間以内という早期にこのような処置

をとる必要があると結論される。
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には,核 だけでなく細胞質まで染色されている細胞と,核

のなが染色されている細胞の両方が観察されたことか

ら,再灌流 1,2時間では偽陽性を含みながらも,陽性細胞

は検出されていると判断した。また,TUNEL法は断片化

した DNAの 断端 を標識 し,そ れを検 出す るもので,

DNAの切断量を反映 し,細 胞死観察に定量性をもたら

したとされている。.つ まり,TUNEL法 は壊死のように

DNAがア トランダムに切断され消失してしまう細胞は

とらえず,ヌ クレオソーム単位で DNAが切断され,標識

部位が残るアポ トーシス細胞に特異的であるといえる。

また,TUNEL法 では,理論的にはDNAの切断があれば

陽性に染色され,遺伝子 レベルでの細胞変化を反映する

ため,形態学的に観察するよりも早期にアポ トーシス細

胞を検出できるといわれている詢。しかし,同時に,壊死の

初期や,標 本を作製する過程で人為的にDNAが障害さ

れた細胞も陽性となり得る8)。 したがって,再灌流 1,2時

間のような初期の段階では,TUNEL法 はアポ トーシス

を鋭敏にとらえている可能性はあるものの,偽陽性細胞

も含まれ,電顕所見とは必ず しも一致しなかったものと

考えられる。

再灌流 2時間以降のアポ トーシス細胞の出現を経時的

に観察すると,4時間と1日 後ではTUNEL法 で陽性細

胞が明瞭となり,こ の時期には電顕観察でも多数のアポ

トーシス細胞が観察された。3日 後になると,TUNEL法
における陽性細胞は減少していた。また,電顕上,細胞質

基質や細胞内小器官が膨化 し,断片化 したクロマチンが

核から逸脱している壊死細胞が時間の経過とともに増加

して混在するようになり,再灌流 3日 ではアポ トーシス

細胞よりも出現率が高かった.壊死細胞の増加は,再灌流

3日 での TUNEL法 の陽性細胞の減少を説明するものと

考えた。このことから,ア ポ トーシス細胞は再灌流後 4時

間から 1日 をピークとする,あ る一定の時間帯に誘導 さ

れることが明らかとなった。さらに,虚血解除直後や再灌

流時間が 2時 間までの組織所見は網膜内層で,外層に比

して明瞭であり,TUNEL法 においても陽性細胞の誘導

は網膜内層に限局していた。また,再灌流時間が長くなる

に従って網膜の障害,お よびアポ トーシス細胞は内層か

ら外層へも及ぶことが HE染色,電顕,TUNEL法 のすべ

てにおいて観察された。この理由の 1つ として網膜内外

層の支配血管が異なる解剖学的および生理学的事実が挙

げられる。心筋の虚血障害では,再灌流直後には血管内皮

において再供給された酸素は速やかに活性酸素に変換さ

れるが,そ れは血流による wash― Outで数分で停止する

といわれている".網膜では再灌流により,内 層に網膜血

管の血流が直接酸素の供給を始めるため直接的に,こ の

発生 した活性酸素により障害されることになる.一方,網

膜外層の変化は脈絡膜との間に網膜色素上皮が存在する

ため,活性酸素の直接的な障害は受けにくいものと推測

される。したがって,再灌流後早期には,活性酸素が関与
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