
6- (670) 日眼会誌 91巻  7号

網膜血管閉塞症の新しいモデル

ー蛍光光化学血栓を利用した網膜血管閉塞法について一 (図 16)
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要  約

1.ウ イスター京都系ラットにフルオレスセインナ トリウムを静注しつつ,眼内へ微弱なアルゴンレーザー

光線を照射することにより,網膜および脈絡膜血管を任意の部位で閉塞せしめることができた。2.こ の閉塞は

組織学的に内皮細胞の損傷による典型的な壁在血栓によるものであった.レ ーザー照射による組織損傷は検眼

鏡的にも組織学的にも軽微であった。3.し かしながら,こ の血管閉塞は検眼鏡的には照射後 2～ 3日 でほとん

ど消失していた。4.組織学的にも血管の修復機転は照射後4日 目にはほぼ完成 しており,7日 目にはおおむね

終了していた。以上のことより,本実験方法は血管閉塞実験の一方法として十分利用されうるものと考えられ

た.ま た,単純な部分的壁在血栓のみでは一時的な血管閉塞症は作成できるもののやがて再開通を示すことか

ら,ラ ットにおいては完全な血管閉塞症は他の要因,例 えば局所線溶の異常,あ るいは広範に及ぶ血管の性状

変化などが伴わなければ発症 しないものであろうことが推測された。(日 眼 91:670-682,1987)

キーワー ド :実験的網膜血管閉塞症,光化学血栓,フ ルオレスセインナ トリウム,アルゴンレーザー照射,ラ ッ

ト網膜血管

Abstract
Yascular obstruction was experimentally produced in the rat retina according to the method of

Sato and Ohoshima (1984) and the results were studied by light and electron microscopy. The animals

used were 10 W'istar-Kyoto strain rats. They were anesthetized by ether inhalation and the pupils were

dilated. Then an argon laser beam (intensity: 0.03Watt, duration 0.05sec, spot size: 200-250pm in
diameter) was delivered,2 to 4 times to the retinal and choroidal vasculature under transvenous

infusion of 0.3m1 of fluorescein sodium. Narrowing and abruption of blood columns was confirmed by
ophthalmoscopy and light mieroscopy of a gelatin-fluorescein flat preparation of retina immediately
after laser photoradiation, and the changes disappeared within several days. Electron microscopically,
the endothelial cells of irradiated vessel were pale and swollen immediately after photoradiation. One

hour later, retinal vessels were occluded by intramural and intraluminal thrombi which composed of
flbrin, aggregated platelets and vacuolized red blood cells. Yascular endothelial cells showed severe

injury. One to two days after irradiation, in most cases, no thrombus was found while vacuolar
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changes in the perivascular retina and Ioss of basal infolding of the retinal pigment epithelial cells
were observed. On the 4th and 7th day, the endothelial lesion was repaired and the inner surface of
thrombosed vessel was covered with continuous endothelial cells, though a small amount of fibrin was
observed in the lumen in some cases. Yascular damage was more severe in the choroid than in the
retina. The present study revealed that minimum-doses laser photoradiation induced retinal and
choroidal vascular obstruction in rats, and that, therefore, this method is thought to be useful to study
vasucular occlusion not only in the retina but also in the choroid. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91: 670

-682, 1987)

Key words: Experimental thrombosis of retinal vessels, Photochemical thrombus, Fluorescein
sodium, Argon laser irradiation, Rat retinal vessels

I緒  言

網膜血管閉塞症に関 しては従来より実験病理学的に

も様 々な方法1)～4)で検討がなされている.し かし,そ れ

らのいずれもが血管外側からの物理的作用或いは結繁

などにより管腔を閉塞せしめたものであ り,そ の結果

得 られる血管閉塞は,生体における血栓性の閉塞とは

明 らかに異なった病態を示すものと考えられる5).即

ち,網膜血管の任意の場所に局所的な血栓を作製する

方法はいまだ確立されてはいないと言えよう.一方 ,

ラットの腸間膜血管を用いた実験では蛍光物質 と微弱

励起光線によって生じた内皮障害に由来する蛍光光化

学血栓によりその任意の部位を管腔側から閉塞させる

手技が報告されている。)～ 9).

そこで我々はこの光化学血栓法を応用してラット網

膜血管の任意の場所に血栓を作成し,血管閉塞症を発

症せしめるという新しい実験を試み, さらに励起光線

照射部の組織学的検討を行ったので報告する。

II実験動物および方法

実験 には月齢 9カ 月の ウイスター京都系 ラット

(WKY)10匹 を用いた。方法は図 1の 如 くであ り,ユ ー

テル麻酔下にラット尾静脈 より10%フ ルオレスセイン

ナ トリウム0.3mlを 注入しながらアルゴンレーザー光

線を極めて微弱な照射条件 (照射野直径200～ 250μ m,

照射時間0.05sec,出 力30mW)にて目的の網膜細動脈

エーテル麻酔

↓↓

眼底写真撮影

↓↓

尾静脈より10%フ ルオレスセインナトリウム08ml注 入しつつアルゴンレーザー照射

(照射条件 :照射野直径 200-250μ m,出力0.03W,照射時間 0.05sec)

↓↓

照射後及び眼球摘出前眼底写真撮影

↓↓

眼球摘出 (照射直後, 1時間後, 1, 2, 4, 7日 目)

↓↓

直ちに赤道部にて眼球半切→→→ゼラチン加フルオンスセイン法

↓↓             ↓

2%グ ルタールアルデヒドに浸漬固定 (2時間) ↓

↓↓             ↓

網膜細切後 2%四酸化オスミウムにて後固定 (1時間)← ↓

↓↓
エポキシ樹脂包埋

↓↓

準超薄切片作製後光学顕微鏡
 ヽ   _.
}にて観察

超薄切片作製後電子顕微鏡

図 1 実験方法
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及び細静脈に軽度の血柱狭小が認められるまで,数回

にわた り照射 した。なお照射,観察には特殊なレンズ

を使用する必要はなく,平板硝子にスコピゾルを滴下

し,それをラット眼球に当てが うだけで充分であった .

なお対照実験 としては,10匹 の WKYに 対しフルオレ

スセインは静注せず,出 力を300mWに 上 げた レー

ザー照射のみで網膜血管に血柱の途絶が見 られるまで

の凝固を行った。

組織学的検索は眼底変化を記録 しつつ,照射直後 ,

1時間後, 1日 , 2日 , 4日 ,及び7日 目までの眼球

を摘出し,通常の方法にて固定処理後光学及び電子顕

微鏡を用いて観察を行なった。なお一部のものに関し

てはゼ ラチン加 フルオレセイン法9)も 用いて観察 し

た。

III結  果

1.検眼鏡的所見

今回の実験例では, 2～ 3回のレーザー照射にて図

2-aの如 く明らかな血柱の狭小 (→ )が得 られ,次い

で速やかな血流の停止が得 られた.しかし,照射後 2

日目頃には図 2-bの如 くほ とんどの例で照射前の状
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態に戻っていた。図 2-cは照射回数を20回行った例で

あ り,照射直後の血流途絶も図 2-aの 例に比しより高

度 となっているが, このような例でも照射 7日 目には

図 2-bの 如 くはぼ正常に復していた。一方,こ れらの

照射 ラットにおいて血管周囲の網膜には照射直後にお

いても検眼鏡的にはとんど何の変化も認め られなかっ

た。なお,図 2-dには レーザー光線のみを用い血管閉

塞を生 じせしめたラット眼底を示した.血柱の途絶は

30回以上の照射で得 られ, フルオレスセイン静注群に

比較すると血管のみならず周囲の組織破壊 も高度で

あった。

2.組織学的所見

1)照射直後

この時期の照射部近位における光顕所見では,同部

位に存在する細動脈,静脈の如何を問わず著 しく膨化

した内皮細胞が認め られるのみで血栓は見 られなかっ

た。なお周囲の網膜はほとんど障害 されておらず,血

管周囲における極めて軽度の空胞変性,軽微な内外顆

粒層の配列の乱れと内顆粒層の核濃染,およびその直

下の外節のやは り軽度の乱れを認め るのみであった

(図 3)。 電顕で観察す ると図 4の 如 くで,照射された

図2 aは 3回 の照射で血管の狭小をみた例の照射直後のもので静脈の狭小が認めら

れる (→).bは照射後 2日 目のもので血管の狭小はほとんど消失している (→ ).

Cは照射回数の多かった例 (約20回 )で,照射直後の血流途絶もaに比しより高度

である.dは レーザー光線照射のみで血管を閉塞させた例で血管のみならず周囲組

織の破壊が顕著である。
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図3 照射直後の網膜細動脈.照射部よりやや離れた部位の細動脈を示しており,著
しく膨化した内皮細胞が認められるものの周囲組織はほとんど障害されておらず「
軽度の外節の乱れを認めるのみである。

図4 照射直後の網膜細動脈.内 皮細胞 (E)は膨化し各細胞質は paleであるが,中
膜平滑筋層は軽度の収縮を示すものの全く1■actである。血管周囲にはグリア細胞

内のミトコンドリア (M)に膨化も認められるが神経線維層は正常である.高倍で

観察すると挿入図の如くやはり細胞質は paleであるが,内皮細胞の基底側のアクチ
ンフィラメント集合部 (AF)はなお正常を保っている.ま た細胞間結合 Cntercel‐

lular iunction)(J)も 正常所見を示している.

9-― (673)
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図5 照射 1時間後の網膜細動脈.aの光顕所見では照射部血管に典型的な壁在性の

血栓 (→)が認められるが,周囲の綱膜は軽度の空胞変性を認めるのみである。 b

は同一標本をゼラチン加フルオレスセイン法を用いて観察したもので,管腔内の血

栓形成,さ らには血管外への色素漏出が明瞭に認められる。

図6 照射1時間後の網膜細動脈。明らかな壁在性血栓を示す。この部においてのみ

内皮のみならず中膜にもかなりの変性を認める。血栓表面にはなお新鮮な吸着した

ばかりの血小板 (※ )が見られる.一方血栓基底側には完全に放出反応を終えた脱

顆粒状の血小板 (☆ )が見られ, さらに血管周囲には偽足突起を有する血小板 (☆ )

も認められる。なおこのような部では,血管周囲グリア,血管壁細胞の変性が著明

である。
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このよ うな部位 では血管周囲グ リア (perivascular

gHa),血管壁細胞の変性が著明であった。図 7は完全

閉塞を起こした網膜細静脈であり, このような部位で

は血栓の 3要素であるフィブリン,血小板,空胞を有

する泡立ったような多数の変性赤血球の 3者が明瞭に

確認できた。また,細動脈における血栓上流部では
,

内皮の基底側の細胞膜だけが残 り細胞質がほとんど消

失 している部位から, さらに内皮細胞が完全に欠損 し

て基底板が露出 している部位 までが認め られた (図

8).

3)照射後 1日 目の網膜細静脈

この時期の照射血管では,血栓がすでに消失してい

る例も見 られたが,一部のラットでは管腔内になお血

栓が存在してお り,血管周囲にはいっそ う著明な空胞

変性が認められた。

また血栓は脈絡膜血管内にも認められ,そ の頻度は

網膜に比べてより多かった(図 9)。 一方,血栓が認め

られなかった例では,内皮細胞の崩壊変性がさらに進

んで くるにもかかわ らず,正常な形態を示す赤血球が

認められた。しかしながらこのような血管周囲組織に

は浮腫を思わせ る巨大空胞が多数認め られた。また

(※ )に示す様な内皮細胞の一部 と思われる円形構造物

も頻回に見 られた (図 10).さ らに光顕に示 した部位の

血管の膨化 した内皮細胞は細胞質の電子密度が低下

し,全て pale cellと なっていた。その血管が細動脈で

ある場合,中膜平滑筋層は軽度の収縮を示すものの,

ほとんど正常に保たれていた.ま た血管周囲には glia

内の ミトコンドリアに膨化も認められたが,神経線維

層は全 く正常であった。また同一の標本を高倍で観察

すると,内皮細胞の基底側のアクチンフィラメント集

合部はなお正常を保 ってお り,細胞間結合 Cnter‐ cel‐

lular iunction)も 正常所見を示していた。

2)照射 1時間後

この時期では照射部に存在する網膜血管腔には,図
5-aに示したごとく,典型的な壁在性の血栓が認めら

れた。一方,周囲の網膜には軽度ながら直後例に比し

て空胞変性がより明らかになっていた。図 5-bは 同一

標本をゼラチン加フルオレスセイン法を用いて観察 し

たもので,管腔内の血栓形成, さらには血管外への色

素漏出が明瞭に認め られた。次に電顕所見では,図 6

の如 く管腔内に著明な壁在性血栓を認めた血管の内皮

はほとんど消失 し,中膜平滑筋層にもかな りの変性が

認められた.ま た血栓表面にはなお新鮮な吸着したば

か りの血小板が見られ,そ の周囲には偽足突起を有す

る血小板も認められた。一方血栓基底側には完全に放

出反応を終えた脱顆粒状態の血小板が見られた。なお

図7 照射1時間後の網膜細動脈.完全閉塞を起こした網膜細動脈を示す。血栓の 3

要素であるフィブリン (F),血小板 (Pt),変性赤血球 (DR)の 3者が明瞭に確認

できる.
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図8 照射 1時間後の網膜細動脈.内皮障害が著しい部分.(※ )は細胞残査を示して

おり,(→)に は基底側の細胞膜だけが残っている。その他の部位では内皮細胞が完

全に欠損している。

図9 照射後 1日 目の網膜細静脈.やや照射回数の多かった例で,管腔内はいまだほ

とんど血栓で閉塞されており,血管周囲には明らかな空胞変性が認められる (a).

また脈絡膜血管内にも血栓の存在を認める (b).
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図10 照射後 1日 目の網膜細動脈.内皮細胞の変性がさらに進んでいるにもかかわら
ず,すでに血栓は認められず,正常な形態を示す赤血球 (R)が認められる.し か
しながら血管周囲組織には浮腫を思わせる巨大空胞 (V)が多数認められる。また

(※ )で示した円形構造物は内皮細胞が膨化 したものと考えられる。

図11 照射後 1日 目の網膜色素上皮細胞.検眼鏡的には図 2-bの如 く一見照射前の状
態を呈するが,光顕に示 した部位の網膜色素上皮層で,空胞変性 (V)が認められ
baSal inf01ding(BI)は ほとんど消失している。

13- (677)
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網膜色素上皮層では,空胞変性が著明であり,網膜色

素上皮細胞の basal infoldingは ほとんど消失してい

た (図 11).

4)照射後 2日 目の網膜細動脈

日眼会誌 91巻  7号

この時期の網膜血管は,図 2-bの 如 く検眼鏡的には

一見照射前の状態を示 し,すでに血栓は認められない

ものの,光顕ではいまだに血管周囲に空胞変性が認め

られた(図 12).電顕では 1日 目のもの とほとんど変 り

図12 照射後 2日 目の網膜細動脈.検眼鏡的には図 2-bの如く一見照射前の状態を示

すが,光顕ではいまだ血管周囲に空胞変性が認められる。

図13 照射後 4日 目の網膜細静脈.血管壁は表面がけばだち,非薄化した内皮細胞で

被われ,その中に小空胞も認められるが,管腔内には明らかな血栓は認められない。

.■~
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図14 昭射後 4日 目の網膜細静脈.内皮の修復はほぼ完了しているにもかかわらず,

管腔内にときおリフィブリンの沈着 (F)が認められる。

図15 照射後 4日 目の網膜細静脈.典型的な内皮細胞を示しており,内皮細胞の数装
もしくは微絨毛と考えられる微小突起が,特に細胞周辺部に多数認められる.そ の

内皮細胞の細胞質内に第 8因 子と相関が示唆 されているWeibel‐ Palade小 体
(WP)が高頻度に認められる。なお血管周囲グリアにはミトコンドリア (M)に空
胞変性を認める.

15- (679)
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ない所見を呈していた。

5)照射後 4日 目の網膜細静脈

光顕では,照射血管の管腔面にけばだった様な不規

則な突起を認めるものの,血栓は認められず,高倍に

て観察すると,管腔は全て非薄化した内皮細胞で完全

に被われていた(図 13)。 電顕所見においても,内皮の

欠損部は全 く認められず,血管周囲の浮腫も著しく軽

度であった。しかしながら一部の血管には図14の如く

管腔内にときお リフィプ リンの deposuonを 認める

ものもあった.一方,光顕でけばだった様に見えた内

皮には図15に示した如 く雛装 (folding)も しくは微絨

毛 (microvilli)と 考えられる微小突起が多数認められ,

これは特に細胞周辺部に高頻度であった。またその細

胞質には第 8因子 との相関が示唆されている Weibel‐

Palade小体が数多 く認められた。なお血管周囲の異常

としては,血管周囲グ リアにおける細胞内浮腫が主体

であった。

6)照射後 7日 目の網膜細静脈

内皮細胞は完全に修復されているが,管腔側の一部

には変性脱落を思わせる内皮細胞がまれに見 られた。

また血管周囲には部分的に著 しい腫大を示す神経線

日眼会誌 91巻  7号

維,膨化した ミトコンドリア,及び食細胞様の空胞が

認められた (図 16).

IV考  按

緒言にも述べた如 く,網膜血管閉塞実験に関するこ

れまでの方法は,いずれも血管の外側からの刺激によ

り血管を閉塞させるものであり,図 2-dの 光凝固法の

場合のように血管のみならず周囲の組織にもかなりの

障害を及ぼす結果 となっており,極言すれば,血管を

焼 きつぶした状態であるといえよう。 この様な疾患モ

デルは生体内すなわち臨床的にたびたび遭遇する網膜

血管閉塞症とはかな り異なった病態であることは言 う

までもない.今回の実験は,その問題点を克服するた

めに佐藤等の報告 した方法0～8),す なわち血管内に蛍

光物質を投与するとともに任意の微小血管に励起光線

を照射することにより血栓を作成する方法を応用した

ものである。本法はその機序の解明がまだ十分になさ

れていない一方,事実としてまず内皮障害が起き,次
いで血栓が成長するという過程が明示 されており,生

体における血栓症に近い疾患モデルであることが既に

証明されている。我々の成績においても, この事実は

図16 照射後 7日 目の網膜細静脈.内皮細胞は完全に修復されているが管腔内には変

性した内皮細胞 (DE)が なお遺残している。この血管周囲には著しい腫大を示す神

経線維 (NF),膨化した ミトコンドリア (M),および食細胞様の空胞 (V)が認め

られ,管腔には血小板 (Pt)は認めるものの血栓は存在しない。

(図 5を除き,Barは lμmを表わす).
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あたっては, この事実に留意 して光凝固を行なわなけ

ればならないものと考えられる。

一般に静脈閉塞症では血管閉塞後しばらくして出血

を伴 うことが多いが,今回の実験では眼底に検眼鏡的

な出血を生 じたものは 1例 もなかった。結果の項で述

べたように,今回の実験では検眼鏡的には 2～ 4日 後

に血柱は照射前の状態に戻 り, また組織学的にも 4日

目とかな り早期にほぼ修復機転が完成 しているとい

う,旺盛な局所線溶能,及び修復能にもその一因が求

められよう。即ち,従来より人眼における網膜血管閉

塞症の発症因子 として糖尿病や動脈硬化症などが考え

られていることからも,凝固能の充進,全身的な血管

異常を基礎 とせずに無理に作 られた局所血栓は,人眼

の血栓症モデルとはなり得ない可能性が考えられる。

この点の解明には,今後高血圧動物や糖尿病動物を用

いた実験が是非 とも必要であろ う.

また,図 15で みられた Weibe卜Palade小体は細動脈

や毛細血管の内皮細胞に存在 し,その中には第 VIII因

子関連抗原であるvon Willebrand因子が貯蔵 されて

いるといわれているが口),そ の機能的な面については

いろいろと検討がなされているもののいまだ明らかな

ものとはなっておらず,今後の研究に期待するところ

である。

一方,今回は網膜血管の閉塞を目的として実験を行

なったわけであるが,脈絡膜血管にも血栓形成による

閉塞が認められ,図 11に示 した網膜色素上皮層の組織

学的変化はこの脈絡膜の血管障害に基づ くものと考え

られる。 しかもこの脈絡膜血管の閉塞は網膜血管の修

復機転がほぼ終了する時期においてもなお存在 し続け

るほど強固なものであった。一般に治療量のアルゴン

レーザー光では脈絡膜への影響は少ないとされている

が,今回みられた脈絡膜血管の閉塞はやは り網膜血管

と同様フルオレスセインとの光化学反応によりもた ら

されたものと考えられる。 しかしながら両者の閉塞の

程度の差については,血管構築上の差違や局所線溶能

および血流速度の違いなども考えられるが,詳細につ

いては今後解明すべき問題 と考えている。

以上のことより,本実験方法は血管閉塞実験の一方

法として十分利用され うるものと考えられた。また ,

単純な部分的壁在血栓のみでは一時的な血管閉塞症は

作成できるもののやがて再開通を示すことから, ラッ

トにおいては完全な血管閉塞症は他の要因,例 えば局

所線溶の異常,あるいは広範に及ぶ血管の性状変化な

どが伴わなけれは発症 しないものであろうことが推測

直後例に血栓が見 られなかったことからも明らかであ

ろ う。また,従来の実験とは異な り,血管を焼きつぶ

しての閉塞でないことは,組織学的検索結果に示 した

ように血管周囲組織への侵襲もまた軽微なものとなっ

ていることから明確である。よって,本法はこれまで

は困難とされていた血管を任意の部位で閉塞せしめる

ことが可能 とな り,今後網膜血管閉塞実験の一つ とし

て活用され うる有用な実験手技 と考えられる。

さて今回の実験において得られた血管閉塞は附図に

示 した如 く組織学的に内皮細胞の損傷による典型的な

壁在性の血栓によるものであったが,その発症機序に

関しては,前述の如 くいまだ明確な知見を得ていない。

L'Esperancel。 )は フルオレスセインに波長488nmの ア

ルゴンレーザー光線を照射すると,波長が590nmの ダ

イ 。レーザーが発生し,一部は赤血球に吸収され熱に

変化すると報告 しており,赤血球の内でもヘモグロビ

ン,オ キシヘモグロビンヘの吸収が特に高いとしてい

る.ま た佐藤等
7)は血栓形成の機序に関して蛍光物質

が光によって励起 される時にsuperoxide radicalsと

い う物質が血中の成分から放出される可能性を示唆し

てお り, これが内皮および血小板に障害を加える因子

として働 くのではないかと考えてお り,ま たその際 ,

自血球あるいは赤血球の介在が重要な要因となり得る

と報告 している。図 6, 7の レーザー照射 1時間後の

電顕所見にみられるように赤血球は泡立ち,膨化 した

所見を呈しているが, これはフルオレスセインと励起

光線による物理化学反応により生 じたダイ 。レーザー

が赤血球に取 り込 まれ,内 部からの熱エネルギーによ

り赤血球が変性 し,何等かの障害因子が放出され,そ
れが血管内皮細胞に損傷を及ぼし,そ こに血小板,フ ィ

ブリンが集合 し血栓が形成され,血管が閉塞したもの

と考えることは可能であろう.し かしながらフルオレ

スセインの濃度および励起光線の強 さと,発生する熱

エネルギーの程度 との関係等についてはいまだ不明で

あ り, また血流による冷却効果の問題 もあり,詳細に

ついては今後さらに検討を要するものと考えられる。

また本実験は臨床的にも応用できる可能性をもって

お り,事実 L'Esperance10)は糖尿病性網膜症にみられ

る視神経乳頭上 の新生血管に対 して波長570nmの ダ

イ・ レーザーを照射 し,血管を閉塞 させた例を報告 し

ている。 しかしながら逆に考えてみると,人眼におい

て蛍光眼底撮影の後直ちに網膜光凝固を行なうことに

より,正常な網膜血管に閉塞が生 じる可能性がでてく

るわけで,特に中心性網脈絡膜症の様な疾患の治療に
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された。

稿を終えるにあた り,御指導,御校閲を賜 りました弘前大

学医学部眼科学教室 。松山秀一教授に深謝いたします。

本論文の要旨は第90回 日本眼科学会総会で発表した。
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