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エタノールの視覚毒性に関する実験的研究

―ラットアルコール視神経症の生理組織学的研究一(図 6)
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要  約
1%エ タノールをラットに飲水させ,視覚誘発脳波(VEP),ERGに よる病態生理学的観察,な らびに視神
経,網膜の病理組織学的観察を行い,エ タノールを含有 しない水を飲ませたコントロール群 と比較 した.フ ラッ

シュ刺激によるVEPでは,Nl頂点潜時が飲水後 2週間目で最短になり,4週 目では一度飲水前のレベルに復
帰 し1 8週間目で有意に潜時が延長 した。 しかしPl頂点潜時に経時的変化の有意差は認めず, さらにフラッ
シュ刺激によるERGに も経時的変化を認めなかった。病理組織学的観察では,光顕切片において,コ ントロー
ル群を含んだ全ての飲水群の網膜に変化は認めず,エ タノール飲水群では視神経に2週間,お よび 4週間飲水

群に一部軸索の腫大を認めたものの著明な変化ではなかった。しかし8週間エタノール飲水群の視神経には中

隔組織の拡大,軸索の不均―性を認め,電顕的観察では,軸索の配列の不整,かつ消失を認め,コ ントロール
群に比 して大径視神経線維の減少を認め,小径視神経線維で占められ,髄鞘構築の粗造も認めた。本実験はエ

タノール単独投与によるラット視神経症の動物モデルの作成に成功 したものであると考えられた.(日 眼

92 i l154-1160,1988)
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Abstract
Effects of oral administration of l/o ethanol were studied in rats by visual evoked potential (VEP)

and electroretinogram (ERG) in response to flash stimuli. The retina and optic nerve were histopath-
ologically examined. The Nr (first negative wave) latency of VEP shortened at the second week after
the start of ethanol, and it flnally normalized at the 4th week. A significant prologation of N1 latency
was found at the 8th week. However P, (flrst positiye wave) latency of VEP remained normal. The
latency time and a-wave, tr-wave, as well as oscillatory potentials in ERG were within normal limits.

Histopathological changes in the optic nerve flbers were obvious at the 8th week. They were
enlargement of septal tissue (gliosis), non-homogenous dislocation of the medullated nerve fibers with
large diameter. Obvious ethanol optic neuropathy was produced in rats after the 8th week of
administration of ethanol (68.3glkg in total). (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92: 1154-1160, 1988)
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I緒  言
エタノールによる視神経障害の可能性はアルコール

弱視,ま たはタバコ・アルコール弱視1)-3)と して臨床的

に知られ,そ の成因として栄養障害,代謝物による障

害, またエタノールによる直接毒性4)な どが推定され

ている。 しかし,今 日に至るもエタノール単独投与に
よる視神経症の実験的動物モデルの基礎的研究はほと

んど行われていない.

そこで我1表 はラットにエタノールを長期にわたって

飲水させ,エ タノールの視覚毒性について電気生理学

的,お よび病理組織学的に研究を行ない,今回ラット

にアルコール視神経症と考えられる所見を作ることに

成功したのでここに報告する.

II 実験方法

1.使用動物および視覚誘発脳波 (Flash VEP)記 録

用電極埋め込み法

飲水開始時点で,生後約10週齢 (220～ 250g)の 雄ウ

イスター系ラット (各群 5匹 ,総数25匹 )を用いた。
これらの動物は室温23± 3℃ ,湿度55± 10%お よび明暗

周期12時間 (点灯時間 7:00～ 19:00,照度400～ 500

Lux)に維持された空調動物室内で金属性ケージに個

別に収容し,飼料に固形型普通食(CE‐ 2,日 本クレア)

を使用し自由に摂食させ,特に栄養学的に過不足な状

態にならないよう配慮し飼育した.Flash VEP記 録用

脳波電極埋め込みは Sato et alPの方法に従って施行

した (図 1)。 つまリケタラール麻酔下(筋注で100mg/

接地電極

不関電極

関電極

図 l Flash VEP記 録用脳波電極を示した埋め込み
図 (Sato et alP):関 電極は bregmaよ り7mm後方
で midlineの4mm右側,不関電極は bregmaよ り1
mm前 方で midhneの lmm右側,そ して接地電極
は b“gmaよ り5mm前 方 で midline上 に設 置 し
′こ.
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kg体重)においてラットの頭頂部皮膚切開後, ドリル

を用いて頭蓋骨を穿孔し,硬膜表面上に接する様に埋

め込んだ。部位は関電極を bregmaよ り7mm後方 ,

midlineの4mm右側,不関電極を bregmaよ りlmm
前方,midlineの lmm右側,そ して接地電極を bregma

より5mm前方,midline上 に設定した。この埋め込み
はケタラール麻酔の中枢への影響,ま た術後組織の炎

症を除去する目的で 1%エ タノール飲水開始 2週間前
に行った。

2.エ タノール投与方法,投与期間,お よびグループ

分類

日本薬局方試験特級エタノール (吉田製薬)を水道

水に溶解し,1%エ タノールにし,こ れを200ml用給水
ビンに入れラットに飲水させた。 1%エタノールは設
定期間中制限なく自由に飲水させ, 2週間飲水させた

群を 1群 (5匹), 2週間飲水後水道水単独にし 6週間

観察した群を 2群 (5匹 ), 4週間 1%エ タノールを飲

水させた群を 3群 (5匹 ), 8週間 1%エ タノールを飲

水させた群を 4群(5匹 ),そ して水道水のみを飲水さ

せた各群の時期に相当するコントロール群を 5群 (5

匹)と した。

3.Flash VEP,Flash ERGの 記録方法,条件,お
よび時期

Flash VEP測定は Sato et al.5)の方法に準じ,内側

を光沢白色塗料で塗装したチャンバー内にラットを入

れ,頭部電極をスリップリングに接続した。このスリッ

プリングは360°回転するためラットは自由に行動可能

であり,ま た上部 (ラ ットの頭部より25cm直上)の キ

セノンライト(I三栄測器 Photo Stimulator3G21‐ P)|ま

チャンバー内が自色になっている為,チ ャンバー内を

均一に照射することが可能になっている。これにより

ラットの Flash VEPは無麻酔,無拘束下の条件で測定

された。暗順応30分間,刺激強度は1.OJと し, 3秒間

隔で32回 の光刺激に対する反応を増幅には日本光電の

Dual‐ Beam Memoryoscilloscope VC-10,加 算には日

本光電の Averager DAT■ 100,記録には Yokokawa

Electric Worksの X‐ Y Recorder Type 3077を 用い,

High cut 100Hz,Low cut O.08Hzに て Pl,お よび

Nlの頂点潜時について測定した (図 2).

Flash ERGの 測定は難波6)の方法に従い測定した。

Eiraku Electric Coの ER-502を 用い,ラ ットはベノキ

シール点眼にて角膜表面麻酔後,無麻酔にて拘束し,

内面を光沢白色塗料で塗装した暗箱に入れた。関電極

は, 白金線の特製コンタクトレンズを作製し,角膜頂
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図 2 無麻酔 。無拘束下によるnash VEP測 定方法
(Sato et alP):ス リップリングは360°回転可能,ま
たチャンバー内は白色になっており均一に照射する

ことが可能,こ れによりVEPは無麻酔,無拘束下で
測定される。

点に置いた.不関電極 として針電極を頭皮下に置き,
接地電極は両耳介に置いた。30分暗順応後,刺激は20

Jキセノンランプに,自 色フィルターを dFuserと し

て使用し,30cmの距離より刺激を行い,内面白色の暗

箱と共に Ganzた ldの刺激を狙った。a波および B波

の時定数0.3秒で,律動様小波を時定数0.003秒 で記録
した.記録時期は Flash VEP,ERGと も,各群飲水開

始直前,および 1群では 1%エ タノール飲水開始後 2

週間目, 2群では 1%エ タノール飲水開始後 2週間目
と,水道水単独にした後 2週 と6週間目,3群では 1%
エタノール飲水開始後 2週 と4週間日, 4群では 1%
エタノール飲水開始後 2週 , 4週 と8週間目,お よび

5群では水道水飲水開始後 2週, 4週 と8週間目に記

録した。なおラットの日内変動の影響を除 く目的で,

各測定の時間は定時間帯 (19:00～ 21:00)に行った。
4.病理組織学的検査

1群, 3群, 4群 ,お よび 5群 (コ ントロール群)
において網膜,お よび視神経を病理組織学的に観察し

た。各群とも 1%エ タノール飲水終了直後, また 5群
では水道水飲水開始後 2週,4週 と8週間目に行った.

方法は,50mg/mlネ ンブタール溶液にて麻酔 (腹腔内
に0.lm1/100g体重)し ,左心室より1%パ ラホルムア
ルデヒドと1.25%グ ルタールアルデヒドを含む液で還

流固定後,視交叉前部より眼球までを一塊として取り

出し細切し,さ らに0.lMカ コジレイト緩衝液で洗浄,
1%四酸化オスミウムにて後固定した。アルコール脱
水,エ ポン樹脂包埋後, トルイジンブルー染色にて網

膜,および視神経を光顕にて観察した。視神経は球後
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より2.5mm付近を観察し,特に 4群(1%エ タノール

飲水 8週間群)と 5群 (コ ントロール群)においては,
クエン酸鉛二重染色を行い電顕にて観察した.

III 結  果
1.平均 1%エタノール飲水総量
1群 (2週間飲水群)では437± 17.9ml, 3群 (4週

間飲水群)では1032± 125.6ml, 4群 (8週間飲水群)
では1604± 263.2mlで あった。この飲水量を体重lkg

当たりの平均エタノール量として換算すると1群では

18.6g/kg, 3え群:‐で`セま43.9g/kg, 4君羊
‐で`ヤま68.3g/kg‐ で`

1群

2群

3群

4群

5群

1群

2群

3群

4群

5群

weeks

図3 Flash VEP‐ Pl頂点潜時の経時的所見 :各群と
も1%ユタノール飲水前と飲水後の頂点潜時の間に
有意差は認めない。

weeks

図 4 Flash VEP‐ Nl頂 点潜時の経時的所見 :5群
(コ ントロール群)は終始安定した値を示した。しか

し1～ 4群ともエタノール飲水開始 2週間目で短縮
を示し, 2群では水道に戻した後最終的に,飲水前
のレベルに復帰している。 4群では一度3週間目で
飲水前レベルに復帰した後, さらに潜時が延長して
いる傾向がある。
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あった。

2.Flash VEPお よび ERGの結果
1)Flash VEP

今回の実験では Sato et al.5)の 方法に準じて Pl,Nl

を設定し判定に使用した。図 3に Pl頂点潜時の経時的

変化を示す。各群とも飲水前の頂点潜時と飲水終了後

の潜時を比較しても明らかな有意差を認めなかった.

なお各群間の比較はラットの個体差があるため今回行

わず,群内の経時的変化のみに注目した。図 3と 同様
の方法で Nl頂点潜時をプロットしたものを図 4に示

す.5群 (コ ントロール群)は全期間とも安定してい
るのに対し,1～ 4群では 2週間目で頂点潜時の短縮,

その後潜時の延長を認めた。なお Nlの 頂点潜時にお

いても Plと 同様各群間の比較は行わなかった。ここで

Nl頂点潜時に関し,各群 とも飲水前の Nl頂点潜時を

100%と し,各測定時期で,どの程度増減したかを比較

(Nl頂点潜時比 :図 5)してみると, 1群 (2週間飲水

群)で は飲水前より2週間目で明らかに短縮 し (p<

0.01), 2群 (2週間飲水後, 6週間観察群)では 2週

間目で短縮し (p<0.01),水 道水単独にしてから2週

間目に潜時が 1%エ タノール飲水前の値付近に復帰す

る傾向を示し,その後潜時が安定した (p<0.05)。 3

群 (4週間飲水群)では 2週間目で短縮した潜時が 4

週間 目に飲水前の潜時に復帰する傾向を示した。 4群

%

ニタノールの視覚毒性に関する実験的研究 。種田他 77- (1157)

(8週間飲水群)では, 2週間目に短縮した潜時が 4週

間目に飲水前の値を超え, 8週間目にはさらに延長し

た (p<0.01)。 これに対し5群 (コ ントロール群)で は

潜時の経時的変化の比に有意差は認められなかった。

2)Flash ERG

l群から4群 まで 5群 (コ ントロール群)と 比較し

a波,b波,お よび律動様小波とも頂点潜時,振幅に経

時的変化を認めず, また各群とも飲水前の値と比べて

も明らかな有意差を認めなかった.つ まリエタノール

は網膜にはERG的 に異常を見つけることは出来な
かっテこ.

3.病理組織学的観察結果

以上の結果からERG的には網膜に異常はなく,
VEPの Nl頂点潜時に異常を認められたので, この病

変部位を検索するために病理組織学的検索を行った。

1)網膜

1群, 3群,お よび 4群 とも5群 (コ ントロール群)

と比べ網膜の神経線維層,神経細胞層,内網状層,内

顆粒層,外網状層,外顆粒層,視細胞層,色素上皮等
の各層において明らかな変性は認められなかった.

2)視神経

光顕切片において, 1群 (2週間飲水群)は 5群 (コ

ントロール群)と 比較して著変を認めず (図 6-1),ま

た 3群 (4週間飲水群)は腫脹した有髄線維が目立つ

が,そ の変性および脱落は明らかでなかった(図 6-2)。

しかし4群 (8週間飲水群)では, 5群 (コ ントロー

ル群)と 比べ特に軟膜直下周辺部の有髄神経の脱落が

明かとなり,正常の隔壁構造が失われていた (図 6-3).

さらにこれを電顕的に観察すると有髄神経はコン ト

ロールに比じグリア突起によりしばしば置換され,髄

図 6-1 2群 (2週間飲水群)視神経の光顕写真.特
に著変は認めず。 トルイジン青染色.× 150

,群

p.。

weeks

図 5 Flash VEP‐ Nl頂点潜時比の経時的所見 :各群

とも飲水前の潜時を100%と し,各時期での増減を%
で示した表.5群 (コ ントロール群)が殆ど変化が
ないのに比べ, 1～ 4群では2週間目で短縮し, 2

群は水道水に戻した後, 6週間目にエタノール飲水

前レベルに復帰していることが分かる。また4群で

はエタノール飲水により潜時が延長し続けているこ

とが分かる。
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図 6-2・ 3群 (4週間飲水群)視神経の光顕写真.腫
脹した有髄線維が目立つものの,変性および脱落は
明らかでない。 トルイジン青染色.× 150

図 6-3 4群 (8週間飲水群)視神経の光顕写真。有
髄神経の脱落が明らかになり,正常の隔壁構造が失
われいる.ト ルイジン青染色.× 150

翰は非薄化し,一部に萎縮した軸索を認めた(図 6-4).

しかし脱髄あるいは再生線維は明らかでなかった。 4

群では軸索の配列の不整,消失を認め, コントロール

群 (図 6-5)に比べ太い視神経線維が少なくなり,細

日眼会誌 92巻  7号

図 6-4 4群 (8週間飲水群)視神経の電顕写真.髄
鞘の配列不整,脱落,グ リア組織の増加が認められ
る。×2000

い線維が大部分を占めていた。また,髄輪も不均一の
構造となり,構築の粗造を呈していた。一部には有髄
神経線維の髄翰が崩壊し,間質の結合織と置換されて
いた .

IV 考  察
エタノールによる視神経障害は古 くか ら報告 さ

れ1),臨床的にはよく知られている疾患で,その成因に

関してはビタミンの欠乏がその主たる原因7)であると

考えられてきた。 しかし今日では以上の原因以外にア
ルコール過剰摂取に基づく拒食による栄養障害, ビタ

ミン欠乏またはビタミン代謝障害, さらにエタノール

自体による直接障害が原因4)であると推定されてい

る.タ バコ・アルコール弱視のヒトにおいて乳頭黄斑

線維の変性を認め,視神経障害を来す としている報
告2)ゃ ,VEPの 潜時の延長が認められたとする報告8)

と,認められなかったとする報告9)があり,現在におい

ても十分な解明はなされておらず,ま た過去のアル
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図 6-5 5群 (コ ントロール群)視神経の電顕写真 .
図6-4と 同時期のコントロールである.× 2000

コール弱視による視神経症はほとんど臨床報告であ

り,実験的証明はされていない.

本実験はエタノール濃度を 1%の低濃度にし, これ

を自由飲水させ, さらに飼料も栄養学的に過不足ない

よう配慮した上で自由摂食で実験を行った.したがっ

てエタノール摂取によって食欲に何らかの変化が乱れ

おこってくる欠乏性視神経障害が生ずる可能性はない

と考えられる.そ の結果として,Flash VEPの Nl頂

点潜時において, 2週間飲水群では飲水前より2週間

目で明らかな短縮 (p<0.01)を 示し, 2週間 1%エ タ

ノール飲水後,水道水単独にし6週間観察した 2群で

は, 2週間目で一度短縮し (p<0.01),水 道水単独に

した後, 2週間目に潜時が 1%エ タノール飲水前の値

付近に復帰する傾向を示し,その後潜時が安定 した

(p<0.05).4週 間飲水群では 2週間 目で短縮した潜

時が 4週間目に飲水前の潜時に復帰する傾向を示し,

さらに 8週間飲水群では, 2週間目に短縮した潜時が

4週間目に飲水前の値を超え, 8週間目にさらに延長

した (p<0.01).こ れに対しコントロール群では潜時
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の経時的変化の有意差は認められなかった。また,病

理組織学的観察では網膜には異常を認めなかったもの

の,視神経の病理組織学的観察において, 2週間飲水

群, 4週間飲水群において一部軸索の腫大を認めるの

みで明瞭な変化が認めなかったが, 8週間飲水群にお

いて明らかな視神経の組織学的変化を認めた。これら

の変化は投与群全例に認められた。以上からVEPに

おける Nl頂点潜時の障害は,視神経の異常から発生

したものと考えられた。

エタノール飲水群における 2週間目の Flash VEP

における Nl頂点潜時は,飲水前の値に比べすべて短

縮していた。しかし, この時期に相当する 1群 (2週

間飲水群)における網膜,お よび視神経の病理組織学

的検索結果では, コントロール群と比較しても,明 ら

かな組織学的変化を認めなかった。一方,エ タノール

8週間飲水群においては,最終的に Flash VEPの Nl

頂点潜時が延長し,網膜の組織学的変化はないものの,

光顕,電顕での病理組織学的検索で明瞭なる視神経の

組織学的変化を呈していた。このことは,初期におけ

るエタノールの視覚毒性は,視神経レベルでの機能的

な障害であり,形態学的な障害までに至らなかった為

と考えられる。この変化は 2群の飲水群において,一

度短縮した潜時が水道水単独にした後,エ タノール飲

水前の値付近に復帰した後,その後潜時が安定したこ

とより明らかであると思われる.つ まり少量で短期間

のエタノール投与は,視覚情報の伝達に促進的に働 く

ことが明らかとなった.

Frisen10)は タバコ・アルコール弱視の初期に網膜の

小血管に怒張,蛇行が認められたことより網膜の循環

障害発生を報告しているが,今回我々の実験ではエタ

ノール飲水群全てにおいて,電気生理学的検索および

病理組織学的検索によっても網膜になんら組織障害を

認められなかったことより,エ タノールによる初期の

視覚機能への障害は網膜を除く視神経および,おそら

く視神経を含む中枢視覚系の障害が示唆される結果と

なった ,

一方,ユ タノールによる視覚毒性の長期における障

害は,視神経の組織障害が生じて Flatt VEPの Nl頂

点潜時の延長をきたしてくるものと考えられる。この

ことはエタノール 8週間飲水群より明らかとなった。

この視神経の組織障害の発生はエタノールによって

生じたものと考えられるが,視神経障害の発生には三

通 りの型が考えられる。一つは網膜側から発生した障

害が視神経に達する順行性障害,二つ目は視神経単独
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に発生する直接障害,最後が視神経より上位中枢側に

発生した障害が視神経に達する逆行性障害である。 こ
の三通 りの中で,網膜の病理組織学検索,ま た Flash

ERGの結果 より本報の視神経障害は順行性変化では

ないことだけは推論できるが,今回の実験では視交叉
より上位中枢の病理学的検索を行っていない為,直接

障害,お よび逆行性障害の区別は不明であった。
8週間飲水群の視神経障害は,電顕観察結果におい

て,軸索の配列の不整,消失, また髄鞘も構造の不均
一,構築の粗造を呈し,一部には有髄神経線維の髄鞘
が崩壊し,間質の結合織と置換されていることより,
ユタノールによる視神経の障害は軸索の変性が最初に

始まり,ついで髄輪に変化をおよぼし間質の結合織に

置換されるものであると思われる.さ らに興味あるこ

とは, 8週間飲水群の電顕写真の視神経が全体的に細

い線維で占められていることである。宇賀らH)12)は大

の慢性有機燐中毒の実験において,有機燐による視神
経線維の変化が,小径線維よりも大径線維の退行消失
を伴うことを報告しているが,今回我々の実験におい
ても,エタノール飲水による視神経線維への変性が大
径線維を中心に発症していることより, 1%エ タノー
ル 8週間飲水群の視神経組織障害は,急性変化よりも,

慢性変化に近いものと考えられる。

本実験において, ラットの 1%エ タノール自.由飲水
および飼料の自由摂食による視神経障害では, 2週間
ないし3週間が可逆,不可逆の分岐点と思われた。そ
してラットにおいて視神経障害が発生するエタノール

量は 8週間の期間に68.3g/kgが投与されると発症す

ることがわかった.
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