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レーザー汎網膜光凝固に関する研究

第 4報 照射条件 と硝子体網膜境界面の変化について

凍結割断による走査電顕的検討 (図 11)
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要  約

汎網膜光凝固が硝子体網膜境界面に影響 を与えるか否かについて走査電顕で検討 した。正常サルの 8眼 を4

群 に分 け強度の異なる照射条件で汎網膜光凝固を施行 し,3カ月後の硝子体網膜境界組織の 3次元構造 を凍結

割断法 により観察 した.検眼鏡的に辛うじて凝固斑の認められる弱凝固および白色の凝固斑 を生 じる中等凝固

では,硝子体線維や内境界膜などの 3次元構造に変化はみられなかった。凝固斑の周囲に輪状の浮腫を伴 う強

凝固では内境界膜に変化はみられなかったが,硝子体線維の集束と内境界膜に連絡する硝子体線維が欠落 し後

部硝子体の分離が生 じた。爆発を伴 う過強凝固では網膜の断裂部から厚い線維膜が硝子体中に形成 された。今

回の実験結果から中等凝固までの条件では硝子体網膜境界面に変化は認められないが,強凝固以上の条件では

硝子体 に種々の影響 を与えることが明 らかになった。 (日 眼 92:1213-1220,1988)
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Abstract

The purpose of this study is to clarify the efrects of panretinal photocoagulation (PRP) at

different laser powers to the vitreoretinal border tissues. Normal monkey eyes were divided into 4

groups and received PRP (0.1sec, 500pm, ?0Ospots) with the following settings of argon laser power:

mild PRP (75mW), moderate PRP (175mW), intensive PRP (250mW) and severe PRP, with explosion

at 400mW. The eyes were enucleated 3 months after and the equatorial retina was studied with

scanning electron microscopy using the freeze-cracking method. With mild and moderate PRP, no

noticeable changes were seen in the inner limiting membrane (ILM) within a thickness of 40nm and

the vitreous flbers within a diameter of 20nm. With intensive PRP, ILM remained normal but the

vitreous fibers separated from the lamina flbroreticularis of ILM and cleavage occurred in the cortical

vitreous body. With severe PRP, vitreous fibers accumulated and adhered to the retinal surface.

Fibroblasts and retinal pigment epithelial cells migrated from explosive lesions and formed fibrous

membranes in the vitreous cavity. The PRP at intensive settings or higher caused various degrees of
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damage to the vitreoretinal juncture and promoted a harmful vitreoretinal traction. (Acta Soc
Ophthalmol Jpn 92: 1213-1220, 1988)

Key words : Freeze-cracking method, Inner limiting membrane, Panretinal photocoagulation, Scan-
ning electron microscopy, vitreous

I緒  言

汎網膜光凝固は糖尿病性網膜症の有効な治療法であ

るが,すでに硝子体牽引を合併した増殖型網膜症は光

凝固によって増悪することが臨床的に知 られている。

このため汎網膜光凝固が後部硝子体の分離や硝子体牽

引の発生進行に関与するか否かは重大な問題であり,

基礎的検討が必要である。光凝固による網膜 自体の形

態学的変化については多 くの研究がなされている:)2)

が,光凝固の硝子体網膜境界面への影響についての研

究はきわめて少ない3)～5).さ らに,こ れについて割断法

を用いて 3次元的に検討 した研究はこれまでになされ

ていないようである。

私達は汎網膜光凝固に関する一連の基礎的研究6)～ 3)

を行ってきたが,今回は汎網膜光凝固後の硝子体網膜

境界面の変化を凍結割断法を用いて走査電顕で観察

し,照射条件の強度による硝子体網膜境界面への影響

について検討した。 この結果,照射条件の増強に伴い

硝子体網膜境界面に硝子体分離や線維膜形成などの変

化が発生することが判明したので報告する。

II 実験方法

実験動物 として正常の成熟 日本ザル 5匹 10眼 を用

い, アルゴンレーザー光凝固装置はCoherent Radia‐

tion社製 SYSTEM-900を 使用した。2眼を対照とし,

8眼を 2眼ずつ 4群に分けレーザー汎網膜光凝固を人

眼のそれと類似するように次の条件で行 った。すなわ

ち,弱凝固(75mW,0.lsec,500μ m),中等凝固(175

mW,0.lsec,500μ m),強凝固(250mW,0.lsec,500

μm)および過強凝固 (400mW,0.lsec,500μ m)で
各眼約700 spOtsを 2回 に分けて施行した。光凝固後 3

カ月で眼球を摘出し,タ ンニン酸添加2.5%グ ルタール

アルデヒド・ 2%パ ラホルムアルデヒド液による前固

定および 1%オス ミウム酸液による後固定を行った。

実体顕微鏡下に鼻側赤道部の網膜を硝子体が付着した

まま切 り出し,50%ジ メチルスルホキシ ド液で置換後,

液体窒素による凍結割断法を行った。なお,一部の標

本は凍結割断後,さ らに0.1%オ スミウム酸液に20°Cで

3日 間浸漬 し表面を侵食 させた9).害
1断 標本はアル

コールによる脱水,臨界点乾燥および Pt‐ Pd蒸着のの

ち走査型電顕 (H-800)で観察 した。

III 結  果

1.正 常対照 :割 断標本によると硝子体皮質の硝子

体線維は径20～ 100nmで ,網 目状に配列 し網膜内境界

膜に連絡していた (図 1).硝子体線維 と内境界膜との

連絡様式は直接ではなく,内境界膜網状層に存在する

径10nmの細線維を介して接続 していた (図 2)。 内境

界膜は走査電顕によると厚さ40nmの フェル ト状の膜

として観察され, ミュラー細胞に強 く接着し,機械的

に剥離される以外はオスミウム酸処理や割断でも景」離

されなかった (図 3).

2.弱凝固および中等凝固 :凝固直後の眼底所見で

弱凝固は網膜深層に境界不明の淡い自色斑として認め

図 1 正常対照 :径 20～ 100nmの硝子体線維 (VF)が
硝子体皮質中に網目状に配列している.ILM:内 境
界膜,Miミ ュラー細胞 (bar=lμ m)

,VF
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図2 正常対照 :オ スミウム酸の長時間処理により硝

子体線維は容易に網膜から分離する。硝子体線維と

連絡する径10nmの 細線維 (矢印)が内境界膜網状層

に存在し,内境界膜はフェル ト状を呈する。

られ,中等凝固は境界明瞭な白色斑 として認められた

(図 4A,4B)。 凝固後 3カ 月のこれらの割断標本では硝

子体線維は径20～ 30nmで規則的に配列 し,それより

分岐した径10nmの細線維よりなる内境界膜網状層 と

連絡していた。内境界膜は平坦で厚 さ40nmで, ミュ

ラー細胞の足突起により支持されていた。弱凝固およ

び中等凝固では光凝固による影響は全 く認められず ,

硝子体網膜境界面は正常であった (図 5, 6).

3.強凝固 :凝固直後の眼底所見では,凝固斑は灰白

色を呈し周囲に輪状の浮腫を伴っていた(図 4C)。 凝固

後 3カ 月の割断標本では硝子体線維が集束し,径200

nmの大い硝子体線維が認められた。また内境界膜は

凹凸不平で,内境界膜網状層に連絡する硝子体線維の

配列は不均一 とな り,ま た硝子体線維が欠落し硝子体

皮質の裂隙形成を示唆する所見が認められた。網膜で

は神経要素が消失 し, ミュラー細胞によると思われる

gliosisが存在 した (図 7, 8).

4.過強凝固 :凝固直後の眼底所見では爆発により

網膜が断裂し気泡や硝子体出血がみ られた (図 4D).

凝固後 3カ 月の割断標本では網膜の断裂部から硝子体

中に厚い線維膜が形成されていた(図 9)。 この線維膜
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図3 正常対照 :硝子体線維はオスミウム酸処理によ

り内境界膜から分離している.内境界膜は厚さ40nm

の薄い膜として網膜に強く接着しており,かろうじ

て機械的に剥離されうる。象」離した内境界膜(矢印)

の下にミュラー細胞の基底部が露出している.

は増殖した網膜色素上皮細胞および線維芽細胞 と思わ

れる細胞 と大小不同の線維成分からなっていた。 とく

に,凝固部の周囲には径200～ 300nmの 太い硝子体線

維が多数みられた (図 10,11).

IV考  按

硝子体は99%の 水分とわずか 1%の有形成分からな

るという特殊性のために,そ の微細構造を 3次元的に

観察することは極めて難しい。従来の走査電顕による

研究の殆どは網膜の内表面の観察であり,硝子体 と網

膜の立体的関係を観察するには重積 した硝子体のため

不可能であった4)10).こ のために標本作成に種々の工

夫が試みられてきた11)～13)が,今回私たちは凍結割断面

を走査電顕で観察 し,光凝固後の硝子体と網膜との関

係を走査電顕で検討した。

まず,正常眼について述べると,硝子体網膜境界面

は内境界膜 とい うミュラー細胞の基底膜を境にして硝

子体と網膜 とい う全 く異なる 2つの組織間の関門や構

造維持の働きをしている。その主な構成要素は硝子体

線維,内境界膜および ミュラー細胞である。硝子体線
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維は硝子体基底部から視神経乳頭に向かう方向性を有

しており,家兎の硝子体線維の径については,無固定。

凍結乾燥法による原らn)や成田ら12)の
走査電顕所見に

よればそれぞれ200～ 900nmお よび25～ 1,500nm(最

小25nm)で,片山")に よるディープエッチング法では

14～ 16nmであると報告されている.ま たサルの硝子

体線維 の径 は片 山“
)の ディープエッチ ング法 で は

18～ 20nmで あ り,私たちの結果でも20nmと はぼ等 し

い数値であった.硝子体線維は径 12～ 13nmの II型 コ

ラーゲンがグ リコサ ミノグリカンなどと結合した状態

で存在してお り12),同 じ動物種においても報告者によ

り硝子体線維径が若干異なる。 これは無固定かあるい

はアルデヒドによる固定, さらに臨界点乾燥法あるい

日眼会誌 92巻  7号

は凍結乾燥法などの標本作成過程の相違により硝子体

中のグ リコサ ミノグリカンなどの保存に差異が生 じる

ためと考えられる。サルの硝子体線維径が私たちと片

山では観察法の相違にもかかわらず,等 しい数値を示

したのは固定法がほぼ同一であるためと考えられる。

硝子体線維 と内境界膜の連絡様式については,すでに

Hoganりが両者の連絡は直接でな く介在線維の存在

することを人眼の透過電顕所見ですでに指摘 してい

る.今回のサル眼の結果でも硝子体線維は内境界膜網

状層に存在する10nmの 細線維を介して級密層に連絡

することが確認された.

内境界膜は ミュラー細胞の基底膜であり,透過電顕

によると他の細胞の基底膜 と同様の構造からなってい

図4 A,弱凝固の眼底所見 :凝固部は境界不明の淡い自色斑として網膜深層に認め

られる.B,中等凝固の眼底所見 :凝固部は境界明瞭な白色斑として認められる.C,

強凝固の眼底所見 :凝固斑は灰白色を呈し,周 囲にhaloを 伴っている.D,過強凝
固の眼底所見 :強裂な凝固により爆発や硝子体出血を生じている。
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図5 弱凝固後の所見 !硝子体線維の形状に異常は認

められない。内境界膜(厚 さ40nm)は 平坦でミュラー

細胞により支持されている。

図6 中等凝固後の所見 :径 20～ 30nmの硝子体線維

は内境界膜網状層の径10ninの 細線維 (矢印)と 連絡

している。硝子体網膜境界面に光凝固による変化は

みられない。
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図7 強凝固後の所見 :硝子体線維は集東し径200nm
の太い線維を形成し,硝子体皮質に裂隙 (矢印)が
形成されている.内境界膜は著しく凹凸し,網膜(R)

ヤこヤまgliosisが みられる.

図8 強凝固後の所見 :内境界膜に連絡する硝子体線

維の配列は不均一となり,硝子体線維の欠落した部

分もみられる。網膜内に網膜色素上皮細胞 (PE)が

存在する。
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図9 過強凝固後の所見 :硝子体に線維膜(P)が形成

され,網膜と強固に癒着している(矢 印).網膜は非

薄化して神経要素は殆ど消失している。

図10 過強凝固後の所見 :線維膜は大小不同の硝子体

線維と線維芽細胞ようの細胞 (F)か らなっている。

日眼会誌 92巻  7号

図11 過強凝固後の所見 :径20nmの 硝子体線維のほ

かに I型 コラーゲンと思われる径200～ 300nmの 大
い線維 (矢 印)が多数みられる.

る16).す なわち,網膜側よリミュラー細胞に接する電子

密度の低い透明層,電子密度の高い等質性物質とIV型

コラーグンからなる狭義の基底膜 もしくは基底板 17)と

呼ばれる緻密層および硝子体線維に連絡する細線維の

網状層の 3層から構成されている。内境界膜の厚 さは

家兎や小児では薄 く均一で部位による差はみられない

が,成熟 したサルや成人では部位による差がみられ ,

周辺部では薄 く後極部では厚 くな り中心高で再び薄 く

なる18)19).サ ルの級密層の厚さは後極部で60～ 300nm,

周辺部で40nmで あるとされてお り,私たちの割断標

本でも赤道部の内境界膜緻密層の厚 さは正常対照眼が

40nmで,強凝固以下の条件ではその前後でも厚 さに

変化はなかった.

内境界膜 と ミュラー細胞 との接着には attachment

plaqueと 呼ばれるhemidesmosomeが 関与 している

が, この attachment plaqueも 周辺部,赤道部および

中心富にのみ存在 し,後極部にはないとされている17).

Heegaardら 20)に よると赤道部の内境界膜は標本作成

過程で ミュラー細胞から容易に分離したとのべている

が,私たちの実験結果では内境界膜 とミュラー細胞 と

の接着は強固で割断に際 しても剥離は起こさず,強 い
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リア細胞や網膜色素上皮細胞の硝子体中への増殖が誘

発 されて網膜前膜形成や硝子体牽引を惹起すると考 え

られる。

おわ りに,今回の実験結果か ら弱凝固および中等凝

固は硝子体網膜境界組織の 3次元構造に影響を与 えな

いが,強凝固以上の光凝固は硝子体牽引の発生進展 に

関与することが判明した.今後,透過型電顕に特殊染

色法を用いて, さらに検討する予定である。

おわりに,電顕的技術についてご指導賜 りました宮崎医

科大学解剖学第 2講座教授相川英三先生に深謝申し上げま

す。

本論文は第91回 日本眼科学会で発表 した。
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接着様式の存在が示唆された。

後部硝子体剥離の病態については硝子体 と内境界膜

とがどの層で景」離 もしくは分離するか完全には解明さ

れていない。家兎における観察では,硝子体皮質内で

の分離21)と 硝子体 と網膜間の分離22)の 2つ の説がある

が,F。。s23)は 人眼についての観察か ら後者の硝子体 と

網膜の分離であると主張している。 しかしながら,異
論がないわけではない10).サ ルの場合は,硝子体網膜組

織を蛋自分解酵素で処理した研究20)や今回のオスミウ

ム酸処理による研究では硝子体線維 と内境界膜の間で

分離 したが,実験群の光凝固眼の一部では皮質硝子体

内での分離がみられた.こ れらの所見はすべて後部硝

子体分離の一連の過程 と考えられ,硝子体と内境界膜

が解剖学的境界で完全に分離する場合 と,硝子体皮質

内で裂隙が発生する場合の双方が存在すると考えるの

が妥当であろう。

光凝固の凝固条件 と網膜の形態学的変化については

Tsoら 1)や Wallowら 2)に よって透過型電顕による研

究がある。これらの凝固条件を参考にして今回の割断

面の走査電顕所見をまとめると次のようになる。

弱凝固および中等凝固は病理組織所見で網膜外層に

作用して内層には殆 ど作用しないもので (Wallowの

Grade Iお よびIIに相当),今回の 3次元的検索でも硝

子体線維や内境界膜などの硝子体網膜境界面に全 く影

響を与えないことが明らかになった,強凝固は網膜全

層に病理変化がお よぶもので (Wallowの Grade III

に相当),硝子体線維の網状構造に裂隙が生じ,さ らに

進行すると内境界膜 と硝子体線維の連絡が欠落し,凝
固部に一致して後部硝子体の分離がおこった。網膜へ

の熱作用が硝子体線維にまで波及することは十分推測

されるが,今回の 3次元的観察では内境界膜級密層に

明らかな変化は認められなかった。

過強凝固では網膜の断裂部より硝子体中に線維膜が

作成 され,こ の中には既存の硝子体線維 と異なる径

200～ 300nmの太い線維がみられた。 この線維は増殖

細胞より産生された I型 コラーダンと推測され,著 し

い硝子体牽引の原因となっていた.土井 ら3)や青木5)は

家兎に強い光凝固を行った場合の疲痕期の変化を透過

電顕で検討し,内境界膜の断裂部からグリア細胞が硝

子体腔へ侵入増殖 している所見を確認 している。硝子

体網膜境界面の変化は光凝固の熱作用が網膜内層に及

ぶか否かにより著 しく異なる。すなわち,網膜内層ま

で凝固された場合は硝子体に裂隙形成や分離がお こ

り, さらに内境界膜の断裂のある場合はこの部よリグ
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