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要

目 的 :静脈内投与 したイン ドシアニング リーン

(ICG)の 眼組織内の局在を証明 し,ICG蛍 光眼底造影所

見の組織学的裏付けを試みた.

方 法 :健常なラットにICGを静脈内投与 し,眼球摘

出後,ア セ トン凍結置換を行つてICGを組織内に固定 し

た。その切片を赤外蛍光顕微鏡,ダ イオードレーザー光源

およびビデオカメラを用いて組織内におけるICGの 蛍

光を検出して,ICGの 眼組織内の局在および経時的変化

を観察 した。その結果をICG蛍光眼底造影所見と比較検

討した。

結 果 :網膜血管,虹彩血管と脈絡膜中大血管さらに
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約

は,網膜色素上皮は ICGに対 して眼血液関門機能を示 し

て ICGを漏出しなかったが,脈絡膜毛細管板および毛様

体毛細血管からは ICGが漏出することが示 された。脈絡

膜毛細管板 から血管外漏出した ICGは脈絡膜実質を内

方から外方へ拡散することがわかった。

結 論 :ICGの組織内局在の経時的変化が,ICG蛍光

眼底造影の造影所見に示されることが確認された。(日 眼

会誌 103:497-505,1999)

キーワー ド:イ ン ドシアニングリーン,ICG蛍 光眼底造

影,血液網膜関門,脈絡膜循環,網膜循環
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Abstract
Purpose : To determine the histological localiza- tion of ICG from the choriocapillaris was observed.

tion of indocyanine green (ICG) in the healthy rat The extravascular ICG from the choriocapillaris
eye and to correlate this with ICG angiographic slowly diffused to the choroidal stroma but did not
finding's. diffuse to the neurosensory retina through the reti-

Methods : After intravenous ICG dye injection, nal pigment epithelium.
the rat eyes were enucleated and processed by Conclusions : Change in the localization of ICG in
freeze-substitution fixation with acetone. The tissue ocular tissue was demonstrated in the ICG angiog-
sections were stimulated with an 805-nm diode laser raphic findings. These results help to interpret clini-
and observed with an infrared microscope with an cal ICG angiographic findings. (J Jpn Ophthalmol
intensified charge coupled device camera. The histol- Soc 103:497-505, lggg)
ogical examinations of ICG localization were corre-
lated with the ICG angiographic images. Key words : Indocyanine green, ICG angiogram,

Results: ICG dye did not leak from the retinal Blood-retinal barrier, Choroidal circu-
and iris vessels. However, in the choroid, extravasa- lation, Retinal circulation

I緒  言

インドシアニングリーン(ICG)蛍光眼底造影法は,

Flowerら 1)2)に より開発され,林 ら3)の
努力によって実

用化された。近年眼科臨床に用いられて様々な眼底疾患

の病態解明に広 く役立っている。ICG色素は励起光およ
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び蛍光波長が近赤外領域にあるため組織の透過性に優れ

ていて,こ の特徴を利用した ICG蛍光眼底造影は網膜色

素上皮から深部,す なわち,脈絡膜の循環状態が詳しく観

察できる.その反面,網膜と脈絡膜の三次元構造を平面の

画像として観察するので,従来から用いられているフル

オレセイン蛍光眼底造影よりも,その画像読影は複雑に

なる。また,造影所見の読影において病理組織学に基づい

た科学的根拠が今までに示されていなかったので,そ の

所見の解釈に議論が残されている。我々はサル眼を用い
,

実験的脈絡膜新生血管および実験的脈絡膜循環障害を作

製し,そのICG蛍光眼底造影所見と病理組織所見を比較

検討 して,ICG蛍 光眼底造影所見を読影する裏付けを

行ったい).

最近では,人眼においても加齢黄斑変性の脈絡膜新生

血管に対し同様の検討が行われている6)ヽ 8)。 しかしなが

ら,ICG色素の眼内局在とその動態がまだ明らかにされ

ていないため,造影所見の読影ないし解釈は推論にとど

まっているところが多い。我々はラット眼を用い,眼球組

織内におけるICGの局在を組織学的に直接証明する方

法を確立することができた。その方法によりICG蛍光眼

底造影所見の読影の基本になるICG静注後の健常眼で

の ICGの組織学的局在とその経時的変化を調べ,そ の一

部は既に報告
。)し た.本論文はその詳しい報告である。な

お,最近 Changら 10)は サル眼および人眼について静脈内

投与 したICGの 眼内組織での局在についての報告 を

行った。著者らの実験結果との相違点について考案した。

II実 験 方 法

実験動物 と して,体 重 300～ 350 mgの 有色 ラ ッ ト

(Brown‐ Norway系 )を 26匹 52眼を使用した。塩酸ケタ

ミン(ケ タラールい
)筋注とペ ントバルビタールナ トリウ

ム (ネ ンブタール●
)を 腹腔内注射 し,そ の後,一 定の麻酔

状態が得られるように適宜追加 した。

1.ICG蛍光眼底造影

ミドリンP°点眼により十分散瞳した後,indocyanine

green(ジ アグノグリーンい)25 mg/kgを 尾静脈から静注

し,scanning laser OphthalrnOscope(SLO,Rodenstock

社)で静注直後から30分 まで撮影し,S―VHSビ デオテー

プ(SONY社 Advanced Picture V)に 記録した。

2.ICGの組織における局在の証明

ICG 25 mg/kgを 静脈内投与 し,直後から30分後まで

の各時点に眼球を摘出した。摘出眼球は直ちに,7妃体窒素

で急速凍結 した。クライオスタットで 5μmの切片を作

製し,ス ライドガラスに載物 した。このときスライドガラ

ス上での資料の融解を防ぐため,載物すると同時に再度

液体窒素に浸漬 した,そ の後,-80℃ の超低温冷凍庫内

で凍結資料をアセ トン中に2日 間保存 し,ア セ トン凍結

置換を行って標本を固定した。固定後,ア セ トン溶液中で

カバーガラスをかぶせ,試料が乾燥 しないように周囲を
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シリコン接着剤で固めて封入 した。血液中の ICG色素の

最大吸収波長は 805 nm H),最 大蛍光波長は 835 nm 12)で

あるか 島,組織内の ICGの蛍光の検出には,半 導体 レー

ザー光凝固装置 (NIDEK社 DC-3000)の 805 nmを 励起

光とし,透過波長領域 820～ 920 nm(主 透過波長 855 nm)

の トプコン社製フィルターを蛍光フィルターとして用い

て,赤 外線光学顕微鏡 (01ympus社 BHSH― IR)に 取 り付

けた intensied charge cOupled devise(ICCE))カ メラ

(HAMAMATSU PHOTONICS社 ICCD-100)で 撮 影 し

て,S‐ VHSビデオテープに記録 した。

3.ICGの投与量

実験全体についてのICG投与量は上記の25mノkg

で行ったが,投与量の違いによるICGの 組織内局在の相

違を確認するため,投与量 1.25,5;25 mg/kgを それぞれ

各 3匹 6眼のラットに投与し,上記と同様の検出方法で

比較検討した.

III 結  果

1.自発蛍光の有無

ICGの静注を行っていない未処置の眼球を上記方法で

組織切片を作製 し,同装置で自発蛍光の有無を確認 した

が,虹彩,毛様体,網膜,脈絡膜および強膜に自発蛍光は観

察されなかった。

2.正常の網膜脈絡膜

1)ICG静注後 10秒

ICG蛍光眼底造影所見 :脈絡膜および網膜の血管内に

ICGの蛍光は流れとして明瞭に造影され,次 いで眼底全

般 にはびまん性 に薄いベール状蛍光がみ られた (図 1

A).

組織内の ICGの局在 :ICGの蛍光は,網膜では網膜表

層の血管内と内顆粒層内の網膜毛細血管内にみ られ,脈

絡膜では脈絡膜の大い血管内と脈絡膜毛細管板内にみら

れた (図 lB)。

2)ICG静注後 1分

ICG蛍光眼底造影所見 :脈絡膜および網膜血管内の蛍

光は明瞭で,静注後 10秒 と比べて眼底全般にはびまん性

のベール状蛍光がやや強 くなった (図 2A).

組織内の ICGの 局在 :ICGの蛍光は網膜毛細血管内

と脈絡膜毛細管板内および脈絡膜中大血管内に強 く,さ

らに,脈絡膜毛細管板から血管外に漏出し,そ の周囲の脈

絡膜組織内に拡散 していた。しかし,網膜色素上皮を越え

て網膜内への拡散はみられなかった (図 2B)。

3)ICG静注後 5分

ICG蛍光眼底造影所見 :網膜血管内の蛍光は明瞭で

あったが,脈絡膜全般のびまん性のベール状蛍光は,さ ら

に強 くなり,脈絡膜血管内の蛍光は不明瞭になった。

組織内の ICGの 局在 :網膜血管内に ICGの 蛍光がみ

られたが,ICGは網膜血管から血管外へ漏出せず,網膜実

質内には ICGの蛍光を全 くみなかった.脈絡膜では ICG
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図 1 正常網膜脈絡膜 [イ ンドシアニングリーン(ICG)静 注後 10秒 ].

A:ICG蛍光眼底造影写真.太い 2本の網膜血管 (←)お よび多数の脈絡膜血管に ICGが流入 してその蛍光が

造影され,眼底全般にはびまん性に薄いベール状の蛍光がみられる。

B:左 )光学顕微鏡写真,右 )左の組織の ICG局在を示す蛍光写真.ICGは ,網膜では網膜表層の血管内と内顆

粒層内の網膜毛細血管内 (*印 )に み られ,脈絡膜では脈絡膜毛細管板内 (矢 じり)と 脈絡膜の中大血管内 (☆

印)にみられる。

R:網膜,C:脈絡膜,Si強膜.バ ーは 50 μm

は脈絡膜毛細血管内および脈絡膜の大い血管内にみ ら

れ,さ らに,脈絡膜毛細管板か ら漏出 した ICGが 脈絡膜

実質の内層部から中層部にまで拡散 していた.脈絡膜中

層か ら外層にある中大血管の周囲には ICGの蛍光は観

察されなかったが,血管内壁には強い蛍光がみられた (図

3B).

4)ICG静注後 10～ 20分

ICG蛍光眼底造影所見 :静注後 5分 とほぼ同様であっ

たが,脈絡膜全般のびまん性のベール状蛍光が強 くなり,

脈絡膜血管はやや不明瞭になった。

組織内の ICGの局在 :脈絡膜毛細管板か ら漏出 した

ICGが脈絡膜内層から外層へ拡散 し,静注後 20分には脈
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絡膜全層に拡散 していた。しかし,網膜色素上皮を越えて

網膜側への拡散はなかった。

5)ICG静注後 30分

ICG蛍光眼底造影所見 :網膜血管内の蛍光はやや弱 く

なった。そして,脈絡膜のびまん性のベール状蛍光がやや

強 くなり不均一になって,脈絡膜の血管構築は不明瞭に

なった(図 4A).

組織内の ICGの 局在 :ICGは 脈絡膜実質の内層から

外層までびまん性に拡散し,さ らに,強膜の内層まで拡散

していた。しかし,網膜色素上皮層を越えて網膜内には全

くみられず,ま た,網膜血管からは血管外に全く漏出しな

かった。脈絡膜血管内壁には強い蛍光がみられた (図 4
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B)。

3.正常の虹彩および毛様体

組織内の ICG局 在 :静注後 1分では,ICGは 主に虹彩

および毛様体の血管内に存在 した (図 5A).静注後 30分

には毛様体毛細血管から血管外へ漏出し,毛様体実質お

よび隣接の強膜内にまで拡散 していた。しか し,虹彩実質

内,後房内および硝子体内には ICGは全 くみ られなかっ

た (図 5B).

4.異 なる ICG投与量

投与量 1.25,5 mg/kgで 上記と同様に組織を作製し観

察を行った。これらの投与量では組織内の蛍光輝度は弱

く,組織内の蛍光の検出には励起光の強さを上げる必要

があった.励起光の強さを上げると照射部位に短時間で

図 2 正常網膜脈絡膜 (ICG静注後 1分 ).

A:ICG蛍光眼底造影写真.網膜血管 (←)お よび脈絡膜血管内の蛍光は明瞭で,静注後 10秒 と比べて眼底全般

のびまん性のベール状蛍光がやや強 くなっている.

B:左が光学顕微鏡写真,右が左の組織の ICG局在を示す蛍光写真.ICGは ,網膜では網膜毛細血管内にのみ

みられ,脈絡膜では脈絡膜毛細管板内とその周囲 (矢 じり)に み られ,脈絡膜の中大血管内にもみられる。ICG

は脈絡膜毛細管板から血管外に漏出し毛細血管周囲の脈絡膜内層に広がっている。

R:網膜,Ci脈絡膜,S:強 膜.バ ーは 50 μm

熱を生じ,ICGが変性 して蛍光輝度がさらに減弱した。こ

のため観察時間は短時間に限られ,弱 い蛍光の正確な判

定が困難であった.し かし,こ れら少量の投与量でも,組

織内の ICG局在の経時的変化は,大量投与 した上記の実

験結果と同様であって,ICGは 脈絡膜毛細管板から漏出

して,脈絡膜実質内をびまん性に拡散 していた。しかし,

網膜色素上皮を越えて網膜側へは拡散しなかった(図 省

略)。

IV 考  按

蛍光物質を用いる造影法の所見の読影には,そ の蛍光

物質の眼内動態を把握 しておくことが必須である。眼内

には眼血液関門 (blood‐ ocular barrier)と 呼ばれる物質

日眼会誌 103巻  7号
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図 3 正常網膜11屁絡膜 (ICG静注後 5分 )。

A:ICG蛍光眼底造影写真.網膜血管内 (―)の蛍光は明瞭であるが,脈絡膜のびまん性のベール状蛍光はさら

に強くなり,脈絡膜中大血管内の蛍光が不明瞭である。

B:左が光学顕微鏡写真,右が左の組織の ICG局在を示す蛍光写真.ICGは 脈絡膜毛細管内および脈絡膜実質

の表層部から中層部にまで拡散 している。網膜色素上皮を越えて網膜側への拡散をみない。また,脈絡膜の血

管壁が強 く光っているが,脈絡膜中層から深層に在る中大血管 (☆印)か らは漏出していない.

R:網膜,C:脈絡膜,S:強膜.バーは 50 μm
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かになり
16)17),眼

科領域においても斉藤 ら18)は リポ蛋自

と結合したICGの蛍光を直接検出する方法で確認した。

さらに,Yoneyaら
i。 )は ICGと ヒト血清アルブミンの結

合が平衡状態に達するには 10分 という比較的長時間を

要すると報告した。ICGと 血清蛋白が平衡状態なるまで

の数分間は分子量 775の 非結合型 ICGが血中に多 く存

在する。この事実によれば,漏出型血管である脈絡膜毛細

血管からは非結合型の ICGは 透過する可能性が考えら

れる.こ れらの要因が ICG蛍光眼底造影所見の読影を複

雑にしている。我々は静脈内に投与 した ICGが眼球組織

内に固定され,眼球摘出後も移動することなく,組織での

局在を実験的に証明する方法を確立することがで き

移動に関するバリアー機能が存在する 13)。 ICG蛍光眼底

造影所見の読影に当たっては,ICGと バリアー機能の関

係を明確にしておく必要がある。バリアーの物質の透過

には分子量,荷電などが関与する・ ).ICGは 血液中で血清

蛋自と結合し,存在様式が変わり,粒子としての分子量が

変化することが知られている。当初 ICGは ,静脈内投与

後,血清アルブミンと速やかに結合し,そ の 98%が結合

型として血中に存在すると考えられていた 15)。 このため,

網膜および脈絡膜の血管系からは血管外漏出はしないと

考えられていた 1)。 この考えに基づいて造影所見の読影

が行われていたため,様々の混乱が生 じた。その後,静脈

内に投与されたICGは リポ蛋白に結合することが明ら
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た。)。 この方法により,ICG蛍光眼底造影所見と組織内の

ICGの 局在を経時的に比較 して ICG蛍光眼底造影所見

の読影の裏付けを試みた。

実験装置は,血液中の ICG色素の最大吸収波長は 805

nmH)で あるので,励起光源として単一波長 805 nmの 半

導体光凝固装置を用い,組 織内の ICGの 蛍光を励起 し

た。組織内の蛍光の検出には,ICGの最大蛍光波長である

835 nm 12)を 透過し,かつ,励起光の 805 nmを 完全に遮断

する透過波長領域 820～ 920 nm(主 透過波長855 nm)の

フィルターを蛍光フィルターとして用いた。さらに,赤外

光を吸収しないレンズ系を使用した赤外線光学顕微鏡に

日眼会誌 103巻  7号

図 4 正常網膜脈絡膜 (ICG静注後 30分 ).

A:ICG蛍光眼底造影写真.網膜血管 (←)の 蛍光はまだ明瞭である。脈絡膜のびまん性のベール状蛍光はやや

強くなり,不均―になって脈絡膜血管構築は不鮮明である.

B:左が光学顕微鏡写真,右が左の組織の ICG局 在を示す蛍光写真.ICGは ,網膜では網膜血管内にのみみ ら

れ,血管外には全 く漏出していない。脈絡膜では脈絡膜毛細管板か ら漏出した ICGは脈絡膜実質の内方か ら

外方へびまん性に拡散 し,さ らに強膜内層まで浸潤 している(*印 )。 しかし,網膜色素上皮層を越えて網膜内

には全 く入っていない .

R:網膜,C:脈絡膜,S:強膜.バ ーは 50 μm

ICCDカ メラを取 り付けて,組織内の弱いICG色 素の蛍

光を撮影することを可能にした。

ICGを組織内に固定する方法を確立するまでには,多

数のラットについて予備実験を行い,ICGを 組織内に確

実に固定し,かつ,ICGの蛍光が減弱もしくは消失しない

条件の設定に努めた。まず,ICG色 素をアセ トン溶媒に撹

拌 し,1か 月間-80℃ に保存後,上記検出方法によって蛍

光が同様に検出できることを確認した。我々が用いた組

織の固定方法であるアセ トン凍結置換法は,組織を急速

凍結法で物理的に固定した後,氷点以下の低温で氷がア

セ トンに溶ける性質を利用 して,-80℃ に保ったアセ ト
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ICGの投与量は,本実験装置において組織内で明瞭な

ICG蛍光像が得られる投与量,す なわち,25 mg/kgを 用

いた。この投与量は臨床的に我々が人眼に用いている投

与量 l mg/kgの 25倍 に当たる.ICGの大量投与を行う

とICGの 血中消失率と動脈の蛍光輝度の減衰に解離が

みられ,血 中ICG濃度は指数関数的に減少するのに対

し,蛍光輝度はICG静注後約 20分 に最大になり,その後

プラトーになると報告
21)さ れている。通常の投与量 1

mg/kgで は造影晩期には血管内の蛍光が減弱して,血管

が陰影像としてみられる 22)の に反し,本実験での ICG蛍

光眼底造影においては血管内に蛍光がみられた。投与量

の違いによるICG局 在を調べるため,上記したように大

量投与と通常量である少量投与を行って両者の局在の違

いを調べたところ,組織内のICGは投与量による蛍光輝

度の違いはみられたが,そ の組織内の局在には明らかな

違いはみられなかった。それで,そ の後の実験では大量投

与を行った。

眼血液関門 には,血 液 と網膜の間の血液網膜関門

(blood― retinal barrier,BRB)が あ る。BRBは ,内 側血液

―

一
　

　

　

　

Ｂ

図 5 正常の虹彩および毛様体 (ICG静注後 A:1分 ,B:30分 ).

A:左が光学顕微鏡写真,右が左の組織の ICG局在を示す蛍光写真.組織 内の ICG局 在は,静注後 1分では

ICGは 主に虹彩血管内 (→)お よび毛様体毛細血管内あるいはその周囲にみ られる(矢 じり)。 バーは 250 μm
B:左が光学顕微鏡写真,右が左の組織の ICG局在を示す蛍光写真.静注後 30分,ICGは虹彩血管からは漏出

せず,虹彩実質内に ICGはみられなかった。毛様体毛細血管からはICGは 血管外へ漏出し,毛様体実質 (*印 )

にその蛍光が観察された。強膜にも蛍光がみられたが,後房内および硝子体内にはICGの蛍光が観察されな

かった。バーは 250 μm

ン中に凍結資料を2日 間静置 し,脱水と同時にアセ トン

による化学固定を行ったもので,組織内の諸構造を氷の

中にとじこめたまま化学的に固定する方法である 2。 ).最

近,Changら
1° )は サル眼および人眼を用い,同 様にICG

の組織内局在を報告した.彼 らは凍結乾燥法で組織を脱

水後,パ ラフィンで包埋して切削し,我々とほぼ同様の装

置でICGの 蛍光を検出している。凍結乾燥法では組織は

化学固定されておらず,その後,溶解したパラフィンを組

織に浸透させる段階で,血管内のICGを 血管外に拡散さ

せる可能性がある。さらに,溶解させたパラフインの熱

で,非結合型の ICGの物性が変化し蛍光が検出し難くな

る可能性がある.一方,我 々の方法は,ICG静 注直後には

図 1の ごとく血管内にのみに ICG色素が固定 されてい

た。このことから,2日 間のアセ トン凍結置換中にICG色

素が組織内移動や拡散がなく,ICGの 組織内局在を適確

に検出し得る方法であることが示された。しかしながら,

凍結切片の切削時に太い血管内の凍結血液が組織切片か

ら欠落することがあり,血管内の ICG蛍光輝度と組織中

のICG蛍光輝度と定量比較するには適さないと思われた。
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網膜関門として網膜毛細血管内皮細胞と外側血液網膜関

門として網膜色素上皮が働いている。内皮細胞および上

皮細胞にはその細胞間に閉鎖提 (tight iunCtiOn)があっ

て,バ リアー機能を担っている23).ICG静
注直後から30

分まで網膜血管内にはICGがな られたが,血 管外,す な

わち,網膜実質にはICGは みられなかった。一方,脈絡膜

では,静注後 10秒 は脈絡膜の血管内にのみ蛍光がみられ

たが,静注後 1分には脈絡膜毛細管板とその周囲にICG

が広がってお り,ICGは脈絡膜毛細管板から血管外に漏

出することが示された。血管外に漏出したICGは脈絡膜

実質を内層から中層に拡散 した。ICGは 脈絡膜の中大血

管からは血管外へ漏出しなかった。静注後 30分 になる

と,ICGは 脈絡膜全体にびまん性に拡散し,さ らには強膜

内層にまで広がった.し かし,網膜色素上皮を越えて網膜

内にICGの 蛍光がみられることはなく,網膜血管および

網膜色素上皮はフルオレセインに対 してと同様,ICGに

対してもバリアー機能を示 した。これは,基本的にはICG

の眼内動態はフルオレセインのそれと同様であることが

明らかになった.フ ルオレセインと異なるのは,フ ルオレ

セインが静注後 10秒で脈絡膜実質全体に拡散 した2)の

に比較し,ICG粒 子が脈絡膜実質全体に拡散するには約

20分と非常に遅かった。さらに,虹彩および毛様体では,

ICGは虹彩血管から虹彩実質へ血管外漏出しなかった

が,ICGは毛様体毛細血管から毛様体実質にびまん性に

広がっていた。しかし,後房内にはICGの 蛍光はみられ

なかった。

これらの実験結果に基づいて,正常状態での ICG蛍光

眼底造影所見を読影すると,眼底全域にみられるびまん

性のベール状蛍光は,造影早期,少なくとも脈絡膜毛細管

板から漏出した ICGが脈絡膜実質内にあまり拡散 して

いない静注後 1分以内には,こ のベール状蛍光は脈絡膜

毛細管板内へ流入 したICGの 蛍光によるものと思われ

た。一方,造影晩期,静注後 20分のびまん性蛍光は脈絡膜

毛細管板から漏出したICGが脈絡膜実質全体に拡散し,

貯留していたものが示されていると思われた。

血管内皮細胞および白血球は ICGと 親和性のある組

織として報告
25)26)さ れている。本実験においても脈絡膜

血管内壁が過蛍光を示 した。また,Changら
m)は ICGが

網膜色素上皮細胞内へ取 り込まれることを示 した。我々

の結果でも網膜色素上皮および Bruch膜の部位に蛍光

をみたが,ICGが色素上皮細胞内か,細胞外か判定はでき

なかった。

本実験結果か ら,網膜血管,虹彩血管と脈絡膜中大血

管,網膜色素上皮および毛様体上皮はフルオレセインに

対してと同様,ICGに対しても眼血液関門を示 し,一方,

脈絡膜毛細管板および毛様体毛細血管からはICGが血

管外漏出することがわかった。これら正常状態における

眼内のICGの局在および時間経過が明らかとなったこ

とは,ICG蛍光眼底造影所見の読影の根拠に寄与するも

日眼会誌 103巻  7号

のである。
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