
910

西脇

野中

松原

西信

要

核染色色素と走査型 レーザー検眼鏡を応用 して,生体

眼において綱膜および脈絡膜循環での自血球循環動態の

画像化 と定量的評価方法を開発 した,網膜循環での自血

球画像化にはアクリジンオレンジ,脈絡膜循環の自血球

画像化 にはイン ドシアニング リー ンを用いた.サ ル
,

ラットなどの動物において,網脈絡膜毛細血管内の自血

球速度を定量評価することが可能であった.ま た,本手

法を応用 して,生体眼においてローリングや自血球塞栓

などの自血球―血管内皮相互作用を画像化ならびに定量

化することができた.

アクリジンオレンジによる自血球造影を用いて,1)

インターフェロン網膜症,2)網膜虚血再潅流傷害,3)

実験的糖尿病などの実験的網膜循環障害での自血球動態

に関 して,ラ ットを実験動物として検討 した.

1)イ ンターフェロン網膜症

インターフェロンの全身投与は,網膜循環での自血球

と血管内皮の接着を完進させ,網膜での自血球捕捉,肺組

織への自血球集積を容量依存的に増加 させた.こ のよう

なインターフェロン投与による微小循環系での自血球集

積 は,薬剤により阻害可能であった.イ ンターフェロン

網膜症や間質性肺炎などのインターフェロンによる副作

用に自血球が関与 している可能性が推定 された.

2)網膜虚血再潅流傷害

視神経結紫による一過性 (60分 )の網膜虚血の後の再
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約

潅流時に,網膜静脈内をローリングする自血球が多数み

られ,網 膜毛細血管での自血球捕捉も著明にみられた.

このような自血球―血管内皮相互作用を経時的に定量評

価することが可能であり,ロ ーリングは再潅流後 12時

間,毛 綱血管での自血球捕捉は 24時間で最高であった.

接着分子の抗体,あ るいは阻害薬剤を投与することによ

り,こ のような自血球一血管内皮相互作用を抑制 し,組織

傷害を軽減することが可能であった。網膜虚血再潅流傷

害に自血球が重要な意義を持つことが推定された。

3)実験的糖尿病

薬剤誘発糖尿病および自然発症糖尿病 (Otsuka Long

Evans Tokushima Fatty,OLETF)ラ ットで,発症早期

から網膜に捕捉される自血球数が増加 していた.ま た,

アクリジンオレンジ白血球造影の後に行った蛍光眼底造

影で毛細血管に捕捉された自血球が,下流の血流障害を

来 していた.糖尿病ラット網膜で血管内皮綱胞の接着分

子の発現克進がみられ,自血球の毛細血管での捕捉の一

因と考えられた.自血球の毛細血管への捕捉が,糖尿病

における網膜血管傷害に重要な役割を果たしていること

が推定された。(日 眼会誌 103:910-922,1999)

キーワー ド:自 血球,網 膜循環,脈 絡膜循環,イ ンター

フェロン,網膜虚血再潅流傷害,糖尿病網
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Abstract

IYe have developed a new method to visualize leu- retinal ischemia by optic nerve ligation, the rolling

kocytes and evaluate their kinetics in the chorioreti- of leukocytes in the retinal veins was prominent and

nal microcirculation of the living eyes. Nuclear stain- numerous leukocytes were trapped in the retinal

ing dyes and a scanning laser ophthalmoscope were capillaries. The number of rolling leukocytes was at

used to image leukocytes in the fundus. Acritline or- a maximum 12 hours after reperfusion. Leukocyte

ange was used to visualize leukocytes in the retinal entrapment peaked at 24 hours after reperfusion.

microcirculation. For imaging leukocytes in the cho- By blocking adhesion molecules on the vascular en-

roid, indocyanine green was injected intravenously. dothelium, these leukocyte-endothelial interactions

Dynamics of leukocytes in the capillaries of the ret- were effectively inhibited. Postischemic retinal atro-

ina and choroid were quantitatively estimated in phy was also inhibited by blocking adhesion mole-

monkeys and rats. This method also allowed evalu- cules. These results suggested that leukocytes may

ation of leukocyte-endothelial interactions, such as be major players in the pathophysiology of ischemia

rolling or firm adhesion, in oiao. reperfusion injury of the retina.

Acridine orange leukocyte fluography was used to 3) Experimental diabetes mellitus

study leukocyte dynamics in the following experi- Leukocyte dynamics in the retina were studied in

mentally iniluceil microcirculatory disturbances of streptozotocin - induced diabetes and spontaneous

the retina:1) interferon-associated retinopathy, 2) diabetes (OLETF rats). In both diabetic models, leu-

ischemia-reperfusion injury of the retina, and 3) ex- kocyte entrapment in the retinal capillaries was in-

perimental diabetes mellitus. creased even in the early stages of diabetes. Fluo-

1) Interferon-associated retinopathy rescein angiography revealed that trapped leuko-

Systemic administration of interferon alpha en- cytes disturbed the regional capillary blood flow in

hanced leukocyte-endothelial interactions in the ret- the down.stream. Enhanced expression of adhesion

ina, which resulted in leukocyte rolling and entrap- molecules was observed in the capillary endothelium

ment in the retinal capillary beds. Leukocyte accu- of the retina in the diabetic rats. Leukocyte entrap-

mulation was also detected in the lung. The entrap- ment in the retinal capillaries might cause microvas-

ment or accumulation of leukocytes in the microcir- cular occlusions and dysfunction, in turn causing dia-

culation was inhibited by simultaneous administra- betic retinopathv. (J Jpn Ophthalmol Soc 103 : 910-
tion of corticosteroids or other agents. These results 922' 1999)

suggested that leukocytes play a major role in the

development of adverse effects of interferon, such Key words: leukocyte, retinal circulation, choroidal

as retinopathy or interstitial pneumonia. circulation, interferon, retinal ischemia

2) Ischemia-reperfusion injury of the retina reperfusion injury, diabetic retinopathy

During reperfusion period after transient (60 min)

I緒  言

従来,網脈絡膜の微小循環の研究手法としては,蛍光眼

底造影による血漿血流の評価,あ るいはレーザー ドップ

ラやレーザースペックル法による赤血球血流の評価が主

として用いられてきている。今回の宿題報告では,従来と

は視点を変えて,自 血球という観点から網脈絡膜の微小

循環を捕えてみた.

白血球は血液細胞の中で最も大きく,正常微小循環に

おいても毛細血管の通過にその細胞体の変形を要する。

血球成分の構成比では 0。 1%に過ぎないが,循環抵抗で

は全血液の約 22%を 占めている02).し たがって,血管潅

流圧の低下,毛細血管抵抗の増加,血管内皮細胞の変化な

どさまざまな病態で,自血球は毛細血管を通過しにくく

なり,微小循環障害の原因となり得る3)ヽ 16)。

また,自 血球

は種々の接着分子を介 して血管内皮細胞と反応し,サ イ

トカインなどの化学物質を産生し,血管透過性の変化や

局所での炎症反応に積極的に関与していることがわかっ

てきている17)ヽ 性 以上のような事実か ら,微小循環にお

ける白血球の意義が注目されてきている。
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しかしながら,眼科領域での自血球循環に関する研究

はきわめて少なく,特 に生体眼においては青色内視現象

を用いた黄斑部の自血球動態定量化の研究があるのみで

ある22)ヽ 25)。 この方法は青い光を直視した際に起こる内視

現象を利用して,黄斑部近傍の網膜血管を流れる白血球

の速度と密度を定量化する手法であるが,自 覚的な検査

であること,自 血球の動態をマスレスポンスとしてしか

捕えられないことなどの限界がある。

我々は,核染色色素であるアクリジンオレンジと走査

型レーザー検眼鏡を使用して,生体眼の網膜循環におい

て白血球を画像化することに成功 した26)ヽ 28).本
法は実験

動物にのみ応用できるが,個 々の自血球動態を画像 とし

て捕えることができ,ま た,そ の画像を解析することによ

り動態を定量的に評価することも可能となる利点を有し

ている。

II 網脈絡膜循環での自血球

画像化 とその定量的評価

1.アクリジンオレンジによる網膜循環での自血球画

像化

実験動物には,サ ル,有色ラット,マ ウスを用いた。自血

球の生体染色には核染色色素であるアクリジンオレンジ

を用いた。アクリジンオレンジは通常蛍光を発しないが,

DNAと 結合 したときのみに蛍光を発 し,血 液中では自

血球のみが染色 される(図 1)。 その波長は励起波長 492

nm,蛍光波長 533 nmと フルオレセインナ トリウムの蛍

光スペクトラムに近いため,蛍光眼底造影のフィルタを

用いて,そ の蛍光を検知することが可能である.0.1%ア

クリジンオレンジ水溶液を静脈内に投与 して,走 査型

レーザー検眼鏡で眼底を観察,得 られた画像を S― vHs
テープに記録した(毎秒 30フ レーム)。

2.イ ンドシアニングリーンによる脈絡膜循環での自

血球画像化

アクリジンオレンジによる造影では観察光源にアルゴ

ンレーザーを用いるために,網膜循環での白血球は観察
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図 1 アクリジンオレンジを静脈内投与 したサルの末梢

血液標本の蛍光顕微鏡所見 .

白血球のみが強い蛍光を発している。

されるが,脈絡膜循環の自血球は励起光が到達 しないた

めに造影されない。したがって,脈絡膜の自血球画像化に

はインドシアニングリー ンを静脈内に投与 し,赤外線

レーザーによって眼底を観察した.詳細な機序は不明で

あるが,イ ンドシアニングリーンを血液内に投与すると

白血球のみが染色される(図 2)。 当然,網膜循環の白血球

も描出されるが,そ の動態から網膜と脈絡膜の自血球を

区別することは可能であった").実験動物には,自 色ラッ

トを用いた.

3。 画像解析による自血球動態の定量的評価

ビデオテープに記録された画像をビデオ入カボー ドを

介してコンピュータに取 り込み,画像解析を行い,個 々の

自血球の循環動態を定量的に評価 した(図 3).連 続して

取 り込んだ画像をサブ トラクションすることにより,同

一の自血球の軌跡を追うことができる(図 4)。 フレーム

レートは 1ん0秒であるので,自血球が連続したフレーム

の間で移動した距離を測定することによって,自 血球速

度を算出することが可能 となる(図 5).コ ンピュータ画

像上で測定 した距離 (ピ クセル)を摘出眼から実測 した換

算率で眼底上での距離 (mm)に 換算した。

図 2 インドシアニングリーンを静脈内投与 したラットの末梢血液標本の位相差顕微鏡 (A),お よび赤外蛍

光顕微鏡所見 (B).

自血球のみが染色され,蛍光を発 している。

1畿
‐

|‐ |―||
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図 3 サル眼黄斑部でのアクリジンオレンジ造影所見 .

ビデオ画像をコンピュータでデジタイズした画像.

染色 された白血球が蛍光点 として観察 される.Fは 中

心寓の部位を示す。

図4 1連続的にデジタイズした画像をサブトラクション

することにより,一つの自血球の軌跡を画像化するこ

とができる.

Fは 中心寓の部位を示す.

200         400

経過時間,msec

網脈絡膜循環における白血球動態評価とその意義・小椋 913

7

８
のヽ
日
Ｅ

盤́
増

600

経過時間,msec

図6 毛細血管内で栓塞 した自血球の速度プロファイル .

数フレーム白血球速度が 0と なり,毛細血管内に停止

している.

25

20

400200

白
血
球
数

1     2 34567

栓塞時間, ×33msec

８
ぐ
日
日

．盤
報

図 7 毛細血管内での自血球の栓塞時間 .

栓塞時間は,ほ とん どの自血球 (81%)で 1フ レーム (33

ミリ秒)であった。

III 正常眼での網脈絡膜自血球動態

1.サ ル眼網膜での自血球動態

カニクイザルの黄斑部近傍での網膜毛細血管内での自

血球速度は,0,92± .32(平 均値土標準偏差)mm/secで

あった。この値は,青色内視現象を利用して算出された人

眼での黄斑部近傍の自血球速度と近似 してお り,本手法

の妥当性が推定された2・
.ま た,個 々の自血球動態を詳細

に検討すると,一時的に毛細血管内で停止する現象,す な

わち白血球の栓塞 (plugging)が 観察された (図 6)。 生理

的状態でも,黄斑部近傍を通過する自血球の 32%に栓塞

がみられた。栓塞の時間はほとんどの自血球で1/30秒以

内であったが,長 く栓塞する白血球もみられた(図 7)。

2.ラ ット眼網膜での自血球動態

ラットにおいてもアクリジンオレンジ造影法を用い

て,網膜循環での白血球動態を定量化することが可能で

ぁった2,)28)。 ラットでは,毛細血管だけでなく,網膜主幹

600

←―――一― 毛細血管内

毛細血管内

図5 図4の 自血球の速度を画像解析により算出した結果.



914

図 8 ラット眼網膜でのアクリジンオレンジ造影所見 .

走査型レーザー検眼鏡の画角 20度で撮影 した画像 .

網細血管内皮細胞の核 (白 矢印)が染色されて血管構築

がよくわかる.黒矢印は,毛細血管内を移動する自血球 .

図 9 ラット眼脈絡膜毛細血管内の自血球動態。

ビデオを連続的にデジタイズして,サ ブ トラクション

した画像.

動静脈においても白血球速度の算出が可能であり,動脈

内では平均 29.5± 7.3mm/sec(53.0～ 15.7),静脈内で

は平均 17.4± 5.3mm/sec(34.9～ 8.1),毛 細血管内では

1.4± 0.4mm/sec(2.4～ 0.5)で あった。毛細血管内白血

球速度は,サ ル眼 と比較 してやや高値であった。また,

ラット眼は水晶体が大きく眼底像が拡大されるために,

毛細血管を流れる自血球の詳細が観察可能であった (図

8).

3.ラ ット眼脈絡膜での自血球動態

インドシアニングリーン蛍光造影法により撮影 した脈

絡膜循環での自血球動態も,上述の方法を用いることに

より,定量化が可能であった(図 9)。 ラットの脈絡膜毛細

血管内での自血球速度は0.74± 0.06 mm/secで ,網膜毛

細血管内の自血球速度の約二分の一であった")。

IV 実験的網膜循環障害での自血球動態の評価

上述のアクリジンオレンジによる白血球選択造影法を

応用 して,実験的に作製 した網膜循環障害での白血球動

態の評価を行った。今回,検討 した実験モデルは,1.イ ン

ターフェロン網膜症,2.網膜虚血再潅流,3.実験的糖尿

病である。

日眼会誌 103巻  12号

図 10 インターフェロンを投与したラットでの網膜静

脈内の自血球ローリング.

複数の自血球 (矢 印)が静脈壁に沿って,ゆ っくりと移

動するのが観察された。

1.イ ンターフェロン網膜症

インターフェロンはα,β ,γ などのサブタイプがある

が,α とβが臨床で薬剤として用いられている30)31)。 イン

ターフェロンはサイ トカインの一種で,抗ウイルス作用 ,

免疫賦活作用,細胞増殖抑制作用,血管新生阻害作用など

のいろいろな作用が報告
32)～ 40)さ れている.臨 床では,C

型肝炎,悪性腫瘍に対 して適応とされている。しかし,投

与に際しては副作用が多 く,投与直後の発熱,悪寒,消化

器症状,呼吸器症状,循環器症状,あ るいは肝機能,腎機能

障害,皮膚症状,精神症状,血液異常など多彩な副作用が

報告されている。場合によっては,間 質性肺炎や重篤なう

つ状態など死に至る合併症も報告されている。

眼科領域では,1993年 Guyerら 41)に より報告されたイ

ンターフェロン網膜症があり,後極部網膜に網膜出血や

綿花様白斑を来し,蛍光眼底造影で局所の毛細血管閉塞

がみられる.視力障害を来すことは稀であるが,イ ンター

フェロン投与患者の 40～ 60%に みられると報告
12)さ れ

ている.しかし,毛細血管閉塞の原因は不明である。

今回は,有色ラットを対象として,イ ンターフェロンα

を体重 kg当 たり,105～ 106国 際単位を30分かけて静脈

内投与 し,そ の後にアクリジンオレンジ造影法により網

膜循環での自血球動態を評価した。

インターフェロンを投与したラットにおいて,網膜主

幹静脈内をローリングしている白血球がみ られた(図

10).健 常ラットでは,自 血球のローリングは観察されな

かった。また,ア クリジンオレンジ静注 30分後には血漿

中の色素が消失して流血中の自血球は蛍光を発しなくな

るが,毛細血管に捕捉 された自血球は蛍光が持続するた

め,観 察が容易になる (図 11)。 健常ラットではそのよう

な捕捉された白血球の数は少なかったが,イ ンターフェ

ロンを投与した動物では用量依存性に網膜毛細血管に捕

捉された自血球の数が増加 していた(図 12)。 以上の結果

から,イ ンターフェロンの投与は網膜循環における自血

球粘着性を充進させ,自 血球による網膜毛細血管閉塞を
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細

胞

数

／

10

b

0

図 11 インターフェロンを投与したラットでは,網膜毛

網血管に捕捉される白血球数が増加していた.

細

対 1量、群  IFNの み、  PSL   SOD anti PAF

図13 薬剤による網膜毛細血管内自血球捕捉の阻害効果.

IFN:interferon,PSL:predonisolone,SOE):superox―

ide dismutase,anti PAF:PAF阻 害剤 (詳 しくは本文

参照).

図 14 網膜虚血再潅流における網膜静脈内をローリン

グする自血球 .

が毛細血管を閉塞 し(non renow現象),栓塞した自血球

が血管内皮と相互に作用することにより活性化 し,活性

酸素などのラジカルを産生し,組織を傷害することが報

告されている。また,再潅流時に循環中の自血球を減少さ

せることにより組織傷害を減弱できることも知られてい

る16)19).脳
虚血においても同様の機序が報告されている。

そこで,今回は網膜に一過性の虚血を作製し,再潅流時の

網膜における自血球動態について検討 した。

実験動物には有色ラット(Long Evans)を 使用 し,網膜

虚血は球後で視神経 を結窄す ることによ り作製 し

た50)51).視
神経の結窄後,眼底検査で網膜中心動脈の血流

途絶を確認 した.60分 の虚血の後,結 窄している縫合糸

を解除して,網膜の血流を再開させた。再潅流後,1,2,4,

6,12,24,48,96,168時 間後にアクリジンオレンジにより

網膜の白血球動態 を評価 し,虚血を行っていない健常

ラットと比較した。

再潅流後 4時間から,網膜主幹静脈内をローリングす

る多数の自血球が観察された (図 14)。 その数は徐々に増

加 し,再潅流 12時 間後にピークに達 し,そ の後は減少し

胞
数

対照群   1× lo5u/kg  l× 106u/kg

図 12 網膜毛細血管での自血球捕捉は,投与 したイン

ターフェロンの用量依存性に増加 した。

惹起している可能性が推定された。また,こ の自血球によ

る毛細血管閉塞がインターフェロン網膜症の本態である

と推察された43).

次に,自血球の活性化,あ るいは白血球の粘着性克進を

阻害する薬剤を投与して,イ ンターフェロンによる網膜

毛細血管での白血球捕捉に対する影響を検討 した.検討

した薬剤は,① プレドニゾロン,② 血小板活性化因子受

容体阻害剤,③ スーパーオキサイド・ディスミューテー

ス(SOD)の 3種類である。インターフェロンα(1× 106国

際単位/kg)を 上述の実験同様,静脈内投与 し,同 時にい

ずれかの阻害剤を投与した。その後,ア クリジンオレンジ

により網膜の自血球動態を評価した。図 13に結果を示す

が,いずれの阻害剤も白血球による網膜毛細血管の栓塞

を有意に抑制 した44)。 これらの実験結果は,自 血球の網膜

毛細血管への捕捉の原因がインターフェロンによる自血

球の活性化および粘着能の充進であることを聞接的に推

定すると同時に,網膜症などのインターフェロンの副作

用が薬剤で抑制できることを示している。

2.網膜虚血再潅流

組織の虚血再潅流障害に自血球が関与 していること

は,心筋,脳 などの組織では詳細に検討されている45)ヽ 48)

が,網膜の虚血再潅流時の自血球動態に関してはあまり

解明されていない.心筋では,虚血後の再潅流時に自血球
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1     2     4     6    12    24    48    96

再潅流時間

図 15網 膜虚血再潅流 における網膜静脈 での自血球

ロー リング数の経時的変化 .

た (図 15)。 また,イ ンターフェロンの実験同様,網膜毛細

血管に捕捉された自血球の数も再潅流後,徐 々に増加 し,

24時間で最高であった (図 16,17).以上の結果は,網膜の

虚血再潅流時には網膜血管内皮の傷害から白血球との反

応が完進し,網膜循環に多数の自血球が栓塞しているこ

とを生体眼で証明した 52)。 このような白血球の集積が虚

血後の組織傷害に関与している可能性が推定された.

次に,上記でみられた虚血再潅流時の自血球集積の機

序を解明し,組織傷害との関連を検討する目的で,以下の

実験を行った。

白血球と血管内皮の相互作用に関連する接着分子と呼

ばれる,自 血球および血管内皮細胞の表面に存在する分

子が最近の研究により,か なり解明されてきている(図

18)“
～11)17)～ 21).白 血球あるいは血管内皮細胞に何 らかの

刺激が加わると,自 血球は血管内皮細胞の上をゆっくり

と転がるようになり(rolling),ロ ーリングしているうち

に自血球は活性化し,内皮と強固に粘着するようになる

(firm adhesion).内皮に粘着 した自血球は,次 いで血管

外に遊走してゆく(emigration).こ のような白血球血管

内皮相互作用 (leukocyte― endothehal interactions)に 関

与する接着分子が多 く発見されている。

日眼会誌 103巻  12号

図 16 網膜虚血再潅流における網膜毛綱血管に捕捉 さ

れた白血球 .
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図 17 網膜虚血再潅流における網膜毛細血管に捕捉 さ

れた自血球数の経時的変化 .

血管内皮細胞の接着分子の中で,ロ ーリングに関与す

る接 着分子 としては P‐ selectinや E― selectinな どのセ

レクチ ンフアミリー,自 血球の粘着に関与する因子 とし

てはintercellular adhesiOn m01ecule(ICAM)-1,vascu―

lar cell adhesiOn m01ecule(VCAM)な どが よく研究され

ている。

鮨
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図 18 自血球一血管内皮相互作用の模式図.
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4h         12h        24h

再潅流時間

図 19 網膜虚血再潅流における自血球 ローリングに対

する抗 P― se:ectin抗体の効果.

国:覇 :虚血無治療群 抗 P‐ selectin抗 体投与群

4h 12h

再潅流時間

24h

図 20 網膜虚血再潅流における網膜毛細血管白血球捕

捉に対する抗 P― selectin抗 体,お よび抗 ICAM-1抗体

の効果 .

匡:ヨ :虚血無治療群 抗 P― selectin抗 体投与群

ロン 抗 ICAM-1抗体投与群
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図 21 シリコン微小流路モデルにおける糖尿病白血球

の通過所見 .

糖尿病では白血球変形能が低下 し,微小流路を閉塞 し

ている.

3。 実験的糖尿病

糖尿病における網膜毛細血管の傷害の機序に関して

は,多 くの研究がなされてきたが,未 だに不明な点が多

い.糖尿病合併症の原因となる生化学的仮説もいくつか

提唱されているが,網膜血管内皮傷害との関連の詳細は

解明されていなぃ55)～ 57).

糖尿病での網膜循環動態に関しても,非常に多 くの実

験的あるいは臨床的研究が行われてきており,種 々の病

期における網膜血流の減少や増加が報告
58)～ 70)さ れてい

る。しかしながら,網膜血流の評価の手法の違いや,対 象

の差などから相反する結果も報告されてお り,な かなか

統一した見解が得られていない.一つの原因としては,恐

らく糖尿病による網膜循環の変化は毛細血管のレベルで

始まると考えられるが,毛細血管レベルでの網膜血流の

評価は困難であり,従来の多くの報告は網膜主幹血管を

対象にしてきたこともあげられるであろう。今回の実験

手法として用いたアクリジンオレンジによる自血球造影

法は,ロ ーリングや粘着などの自血球と血管内皮の相互

作用を生体で評価できるだけでなく,白 血球をマーカー

として毛細血管の血流動態を評価できるという特徴がある。

糖尿病において白血球は変形能が低下してお り,活性

化している比率が高く血管内皮と接着しやすくなってい

ることが報告
71)72)さ れている。我々も以前にシリコンの

微小流路モデルを用いて,糖尿病の自血球が毛細血管血

流の障害の原因 となっている可能性 を報告 した (図

21)73)。 組織学的にも実験的糖尿病の網膜毛細血管閉塞に

自血球が直接関与していることを推定する報告
13,71)も み

られる。

今回,薬剤誘発糖尿病と自然発症糖尿病の 2つ の実験

的糖尿病ラットを対象として,網膜での白血球動態を評

価 した。糖尿病誘発薬剤としてはス トレプ トゾ トシンを

網脈絡膜循環における白血球動態評価とその意義・小椋
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上記の網膜虚血再潅流モデルを用いて,自 血球動態に

対する P― selecinお よびICAM‐ 1モ ノクローナル抗体

の効果 を検討 した。それぞれ,再 潅流 5分前 に,P― se―

lectin,ICAM-1に 対するモノクローナル抗体を静脈内に

投与 した。その後,再潅流 させ,4,12,24時 間後にローリ

ングしている自血球数,網膜に捕捉された自血球数を評

価した.ま た,実験後 7,14日 に組織標本で,網膜の傷害を

評価 した。

抗 P― selectin抗 体を投与 した群では,ロ ーリングする

白血球数は著明に減少 していた(図 19)。 また,網膜に捕

捉された自血球数も抗体投与群で抑制 されていた(図

20).組 織傷害は,光学的顕微鏡切片で網膜の厚さを評価

したが,抗体投与群では無治療群と比較 して,網膜内層の

傷害が軽度であった。以上の実験結果から,網膜血管内皮

の接着分子を阻害することにより,虚血後の自血球血管

内皮相互作用を抑制できること,ま た,自血球集積の抑制

は組織傷害を減弱させることが推定された53)51).
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図 22 ストレプ トゾトシン誘発糖尿病ラットでの網膜

毛細血管内白血球捕捉.

P=0008

15

OLETF      LET()

図 25 0LETFラ ッ トと対照動物 (LETO)での網膜毛

細血管内に捕捉された白血球数.

図 26 0LETFラ ッ トでの網膜毛細血管に栓塞 した白

血球による毛綱血管血流障害.

白い円は白血球が栓塞している部位を示す.

dependent diabetes mellitus(NIDDM)と 類似 した特徴

を有し,糖尿病が軽度なため白内障の発症が遅く,眼底所

見を長期間にわたって観察できる利点がある.OLETF

ラツトは生後 18週 日頃から高血糖を呈してくるが,今回

は糖尿病発症後 6週 目の動物を使用して実験を行った.

両者 ともにアクリジンオレンジによる造影を行い,網膜

毛細血管での自血球速度,毛細血管に捕捉 された白血球

数を対照の動物と比較検討した。

網膜毛細血管における自血球速度は,ス トレプ トゾト

シン誘発糖尿病ラット,OLETFラ ットともに対照ラッ

トと比較して有意差はみられなかった。しかし,網膜毛細

血管に捕捉されていた自血球は,2つ のモデルともに糖

尿病群で有意に増加 していた(図 22～ 25)75).こ の自血球

による毛細血管の栓塞は一過性のものであ り,数 日で消

失していた。通常の蛍光眼底撮影を施行したところ,網膜

毛細血管瘤や網膜血管からの漏出などの糖尿病に特異的

な異常所見はみられなかったが,毛細血管に栓塞した自

血球が局所の毛細血管血流を障害している所見が得られ

目限会誌 103巻 12号

20 P=0008

細
胞
数
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細
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数
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糖尿病群     対照群

図 23 ス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病ラットと対照動

物での網膜毛細血管内に捕捉 された白血球数.

図 24 自然発症糖尿病(OLETF)ラ ットでの網膜毛細血

管内自血球捕捉.

使用 した。体重 kg当 た り60 mgの ス トレプ トゾ トシン

を静脈内に投与 し,糖尿病発症を確認後 4週 間目に実験

を行った.自 然発症糖尿病 としては,Otsuka Long Evans

Tokushima Fatty(OLETF)ラ ットを用いた。このモデル

は肥満,高血糖 ,イ ンスリン抵抗性 などヒトの noninsulin
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血流低下

胞の 分子発現克進血

平成 11年 12月 10日

白血球の毛細血管栓塞 (一過性 )

|

機能的毛細血管閉塞

|

相対的虚血

|

血管内皮細胞傷害

図 27 糖尿病における網膜血管内皮傷害の機序 (仮説 )

た (図 26)。

OLETFラ ットにおいて免疫組織学的に網膜での P―

selectinお よび ICAM-1の 発現 を検討 したところ,両 方

の接着分子 ともに網膜血管の部に発現克進 をみた 76).

Western blotting法 による発現量の評価において も,対

照の LETOラ ットに比べて OLETFラ ッ トでは増加 し

ていた。ス トレプ トゾ トシン誘発糖尿病ラッ トにおいて

も,ICAM-1の発現克進をみた77).

以上の実験結果から,糖尿病においては発症早期から,

網膜微小循環において白血球の動態異常がみ られ,自 血

球による毛細血管の一過性の血流障害が推定 された (図

27).そ の原因 としては,糖尿病による白血球変形能の低

下,網膜血流減少による潅流圧低下,網膜血管内皮細胞の

接着分子の発現尤進などが考えられた。このような白血

球による毛細血管栓塞は,糖尿病発症初期から観察され ,

毛細血管瘤や血管透過性充進に先行して起こってお り,

糖尿病による網膜血管内皮傷害の第 1段階である可能性

も推定された。

Vお わ り に

本研究では,ア クリジンオレンジやインドシアニング

リーンによる網膜および脈絡膜での自血球画像化の手法

を開発し,そ れらの手法を用いて実験的網膜循環障害に

おける白血球動態の異常を生体眼で評価した。本稿では,

インターフェロン網膜症,網膜虚血再潅流,実験的糖尿病

の 3つの網膜循環障害モデルを取 り上げたが,い ずれの

病態においても自血球が循環障害あるいは組織傷害に積

極的に関与 している実験結果が得られた.その他,網膜静

脈閉塞症,実験的ぶどう膜炎,高 コレステロール血症など

の病態においても,白 血球が関与していることを確認 し

ており,網膜微小循環を考える上で自血球は大 きな役割

を呆たしていることが判明した。

今後,さ らに網膜における自血球と血管内皮細胞 との

相互作用という観点から網膜微小循環障害の病態を解明

し,治療ないしは発症予防につながるような研究を行っ

てゆきたいと考えている。

稿を終えるに当たり,宿題報告の機会を与えていただきま
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した日本眼科学会評議員各位,な らびに座長を務めていただ

きました宇山昌延関西医大名誉教授に心か ら感謝いた しま

す。また,本研究で使用 した抗 P― selectin抗体に関しては住友

製薬総合研究所東條伸一郎先生,抗 ICAM-1抗体に関しては

大阪大学医学部バイオメデイカル教育研究センター宮坂昌之

先生,慶應義塾大学医学部医化学教室の末松 誠先生か らご

供与いただきましたことを,記 して感謝いた します。最後に,

微小循環における白血球に関して,著者が興味を持つ契機 と

なった助言をいただきました John Hopkins大 学医学部眼科

Ran Zeimer教授に心から感謝いたします。

本研究の一部は,文部省科学研究費の援助を受けた。
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