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高血圧自然発症ラットにおける網膜細動脈口径不同の徴細構造

―ゼラチン加 フルオレスセイン静注・固定網膜伸展標本による観察一(図 14)

三上  規 (弘前大学医学部眼科学教室)

Ultrastructural Study on iRetinal Arteriolar Caliber lrregularity

in Spontaneously Hypertensive Rat(SHR)

Tadashi Mikami
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要  約

前報において,我々はゼラチン加フルオレスセイン静注・固定網膜伸展標本観察法について報告 した (日 眼

会誌91:353-359,1987)。 今回は,こ の方法の利点を生かし,従来指摘されていた高血圧自然発症ラットにお

ける2種類の網膜細動脈口径不同に関 して検索を行った.即 ち,そ の一つは,高血圧症発症時から見 られる孤

立性の部分的な狭細であ り,も う一つは,重症高血圧症を示す高血圧自然発症ラットに認められる視神経乳頭

付近の動脈瘤様の膨大部である。本法による正確な病変部位同定のもとに行った病理組織学的検索では,こ の

両者の違いは明らかであり,前者では狭細部に中膜筋細胞の部分的壊死が認められ,一方,後者では膨大部の

中枢より膨大部全域にかけて顕著な中膜壊死が認められた。よって,前者は従来指摘 されていた機能的狭細 と

器質的狭細 との移行期を示す所見と考えられ,後者は高血圧症末期における重篤な器質的病変であると推測 さ

れた。 (日 眼 92:1712-1721,1988)

キーワー ドi高血圧自然発症 ラット (SHR),網 膜細動脈,口径不同,病理組織,ゼラチン加フルオレスセイ

ン静注・固定網膜伸展標本 (IVGFP)

Abstract

Caliber irregularity of various types and degrees has been described as a characteristic ophthal-
moscopic finding in SHR. In this report, ultrastructural changes in the arteriolar wall with caliber
irregularity in SHR were studied using an intravenously-injected gelatin fluorescein preparation
(MFP) technique which is useful for estimation of the degree and location of caliber change.
Animals used were 21 stroke resistant SHR rats (SHRSR) aged of 10 to 15 months and 28 stroke prone
SHR (SHRSP) aged 6 to 9 months. All rats were examined under ether inhalation anesthesia. Systolic
blood pressure, measured by the tail cufr method, was 183.9-r5.7mmHg and 231.8+5.4mmHg in SHRSR
and SHRSP, respectively. Diffuse narrowing of the retinal arteriole was observed in all rats and
ampullar dilatation of the arteriole was found near the optic disc in three eyes of two SHRSP rats on
ophthalmoscopy carried out prior to microscopic examinations after enucleation. Fluorescence
microscopy of IVGFP revealed focal narrowing of retinal arteriole in SHRSR, though the change was
hardly conflrmed by ophthalmoscopic obseryation because of cataract. Ampullar dilatation of retinal
arterioles were estimated in SHRSP. On light and electron microscopy of the same materials two
types of caliber irregularity were observed. In SHRSR with focal narrowing, intracellular necrosis
was found in the smooth muscle cells at the narrowed portion and vacuolar degeneration was observed
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in endothelial cells of the arteriolar wall peripheral to the focal narrowing, while deposition of
lipofuscin in the smooth muscle layer was the only finding in the wall of the arteriole central to the
focally narrowed portion. In SHRSP with ampullar dilatation of the retinal arteriole, smooth muscle
cell necrosis and thickened media were found at the narrowed portion of the arteriole central to the
ampullar dilatation. Marked necrosis of smooth muscle cell and disappearance of the inner elastic
lamina were found at the ampullar portion, and slight thickening of the media and slight necrosis of
smooth muscle cell were found at the narrowed portion of the arteriole peripheral to the ampullar
portion.The vascular changes in SHRSR were considered likely to be the changes in an intermediate
phase between functional and organic narrowing in hypertension and those in SHRSP were likely to
be a lesion similar to aneurysms found in human retina with sustained severe hypertension. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 92 : 1712-1721, 1988)

Key words: Spontaneously hypertensive rat (SHR), Retinal arteriole, Caliber irregularity,
Intravenously injected gelatin fluorescein preparation (IYGFP), Histopathology

I緒  言

実験動物における網膜の血管構築並びに循環動態の

研究は,通常の方法による眼底検査,螢光眼底撮影に

よる生体観察を含め,血管内色素注入法1)～3),樹 指注入

による鋳型標本4)5)や トリプシン消化標本
6)-8)な ど種々

の方法を用いて行われている.特に高血圧による網膜

血管障害 については,高血圧 自然発症 ラット (以下

SHRと 略す)を用いて多 くの詳 しい研究がなされてい

る°)～ 19)。 しかし, これまでは,同一部位の眼底,螢光

眼底の臨床所見と病理組織学的所見とを精密に対比す

ることが困難であった14)15)。 また色素注入法,樹指注入

による鋳型標本法や トリプシン消化標本法などでは,

一旦標本を作成 してしまうと他の病理組織学的検索が

不可能になってしまう欠点がある。そこで今回著者は
,

先に著者 らが考案した実体顕微鏡 レベルで血管構築や

血管機能異常の詳細な観察を行い得, さらに同一部位

を精密に同定 しつつ準超薄切片および超薄切片による

微細構造の観察も可能なゼラチン加フルオレスセイン

静注 。固定網膜伸展標本 (以下 IVGFPと 略す)観察

法20)を 用い, 日径不同を示す SHRの網膜細動脈を観

察し興味ある結果を得たので報告する.

II 実験材料および方法

1)実験材料

本実験 には 2群の雄性 SHRを用いた。即ち,月 齢

10～ 15(11.9± 1.6)力 月の脳卒中抵抗性高血圧自然発

症 ラット (以 下 SHRSRと 略す)21匹 と月齢 6～ 9

(7.4± 1.3)力 月の脳卒中易発症性高血圧自然発症 ラッ

ト (以下 SHRSPと 略す)28匹 を用いた。この各群に

おける収縮期血圧は,それぞれ176～ 194(183.9± 5.7)

mmHg, 221～ 239(231.8± 5.4)mmHgで あった。収

縮期圧は,実験前 1週間以内に tail cur methodに よ

り夏目製作所製ラット血圧計 (KN‐ 210)を 用い測定し

た。

2)実験方法

これ らのラットの瞳孔を予め0.5%ト ロピカ ミドと

0.5%塩酸フェニレフリンの混合溶液で散瞳させ,ユ ー

テル麻酔下で検眼鏡を用いて眼底を観察 し, びまん性

狭細または口径不同の有無を検討した.そ して口径不

同のあるラットについて前報
20)に

準 じて IVGFPを 作

製 した (図 1)。 観察には,BV(blue violet)落 射型

螢光顕微鏡 (オ リンパス BH2‐ RFK:励起 フィルター

410nm,吸収フィルター530nm)を用いた.なお,写真

撮影には全自動顕微鏡写真撮影装置 (オ リンパス PM‐

10ADS)を用い,フ ィルムは Fuli‐ ASA400を 使用した。

次いで, この様にして観察記録を終了した組織片を試

料ホルダーより取出り出し, 2%グ ルタールアルデヒ

ドで再固定後, 2%オ ス ミウム酸で固定 しアルコール

系列にて脱水し,プ ロピレンオキサイ ドに浸漬 し,エ
ポキシ樹脂に包埋 し,切片を作製した。準超薄切片は

トルイジンブルー染色を施 し螢光顕微鏡写真の計測値

をもとにして精密な部位同定をしつつ光学顕微鏡 (オ

リンパス AHBS‐514)に よる観察を行い,超薄切片は

ウランおよび鉛で電子染色 し透過型電子顕微鏡 (日 立

12‐ AS, 日本電子 JEM■ 00CX)を用いて観察 した (図

2).

III 結  果

SHRSRにおいては全例に,びまん性の網膜細動脈
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エーテル麻砕

↓

ゼラチン加フルオレスセイン液 約 5m1/kg静注

10%ゼ ラチン水溶液 8容,10%フ ルオレスセイン

ナトリウム水溶液 2容の混合液

↓

眼球摘出

↓

2%グルタールアルデヒド固定(3分 )

↓

眼球半切

↓

2%グルタールアルデヒド回定(1時間)

↓

強膜,脈絡膜除去

↓

試料ホルダーに仲展

↓

落射型蛍光顕徴鏡観察
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図3 月齢15カ 月の SHRSRの IVGFP像である。矢

印Bに孤立性の細動脈狭細が認められ,そのわずか

末槍の矢印 Cに びまん性の拡張が認められる。

Bar:100μ in

図4 図3の動脈の光学顕微鏡像である。図3矢印A
の部位が図 4A,図 3矢印Bの部位が図4B,図 3矢

印Cの部位が図 4Cである.Bar i 10μ m

)

試■|ホ /1タ ー

図 1 方法 1

組織を取り出しさらに網膜細切

↓

2%グ ルタールアルデヒド固定

↓

四酸化オスミウム固定

↓

アルコール系例にて脱水

↓
エポキシ樹脂(Epok 812)包埋

|

準超薄切片            超 ム|′:りJ II

↓                 ↓

トルイジンブルー染色          電 r染色

|

光学顕微鏡観察 .  I .    . _. =‐

図 2 方法 2

狭細を認めたが口径不同の明らかなものは見られず ,

一部のラットで軽度の口径不同を疑わせる所見を認め

たのみであった。そ こで SHRSRに 関しては,軽度の

口径不同が疑われるラットのうち最 も高齢のラットを

選択 しIVGFRを 作製 し以下の検討を行 った.な お,こ

のラットは,眼球摘出時既に水晶体の混濁が存在し,
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図5 図3の矢印Aの部位の電子顕徴鏡である.矢印の部位に消耗顆粒が認められる

が他に異常所見は認められない.Bar:lμ m

図6 図3の矢印Bの部位の電子顕微鏡である。矢印の部位に中膜を構成する筋細胞
に部分的な細胞壊死が認められる.Bari5μ m
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図7 図6の矢印の拡大像である.写真中央に筋細胞の部分的な細胞壊死がよリー層

明確に観察される.Bari lμ m

図8 図 3矢印Cの部位の電子顕微鏡像である.矢印の部位に内皮細胞内の空胞変性

が認められる.挿入写真は,その空胞変性の拡大像である。Bar:5μm
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眼底所見の詳細は不明であった。一方,SHRSPにおい

ては,28例中 2例 3眼に視神経乳頭上あるいは,視神

経乳頭付近の網膜細動脈に明らかな紡錘形の膨大部を

有する日径不同を認めた。しかし,その うち 2眼はこ

の膨 大部 が視 神 経 乳頭上 に存在 し,そ の部位 の

IVGFP作製は技術的に不可能なため視神経乳頭より

1乳頭径離れてこの膨大部が存在す る 1眼 に対 して

IVGFPを作製 した。

SHRSRの IVGFP観察においては,末槍の動脈に

軽度ながら明らかな口径不同が認められた(図 3)。 こ

の螢光顕微鏡写真か らの計測値をもとに図 3の矢 印

A,B,Cの部位に精密に対応する準超薄切片の光学顕

図 9 月齢 7カ 月の SHRSPの 眼底写真である。矢印
の部位に紡錘形の細動脈膨大部が認められる。
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微鏡的所見がそれぞれ図 4の A,B,Cである。また同

様にして,こ の図 3の矢印A,B,C各々の部位の超薄

切片を作製した.図 5は,図 3矢印 A即ち孤立性の部

分的狭細部 (図 3,矢 印 B)よ り約15μ m上流の電子顕

徴鏡像である。矢印の部位に消耗色素顆粒が認められ

る以外,異常所見は認められなかった。図 6は,図 3

矢印 B,即ち孤立性の部分的狭細部の電子顕微鏡像で

ある。矢印の部位に中膜を構成する筋細胞に部分的な

細胞壊死が認められた。図 7はその拡大像である。図

8は,図 3矢印 C即ち孤立性の部分的狭細部 (図 3,

矢印 B)よ り約40μm末槍の,び漫性に拡張した部位の

図10 図 9と 同一ラット同一眼の螢光眼底写真であ
る。矢印の部位にやはり紡錘形の細動脈膨大部が認
められる.
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図11 図 9,loと 同一ラットー‐眼のIVGFP像である。図 9,10で 認められた細動脈膨
大部がよリー層明確に観察される.Bar:100μ m
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電子頭微鏡像であるが,矢印の部位に内皮細胞の空胞

形成が認められた。挿入写真は,そ の拡大像である。

一方,図 9は SHRSPの眼底写真であるが,矢印の

部位に紡錘形の細動脈の膨大部が認められる。また ,

その螢光眼底写真では細動脈の膨大部が明瞭に認めら

れる (図 10矢印)。 さらに同部位の IVGFP観察では細

動脈の膨大部がよリー層明瞭に観察された(図 11)。 こ

の螢光顕微鏡写真の計測値をもとにして精密な部位の

同定を行い矢印 A,B,Cの部位の準超薄切片および超

薄切片を作成 し光学顕微鏡および電子顕微鏡観察を

行った。図11矢印A,即ち紡錘形の膨大部(図 11矢印,

図12 図11の動脈の光学顕微鏡像である。図11矢印A
の部位が図12A,図 11矢 印 Bの部位が図12B,図 11矢

印 Cの部位が図12Cである。

図12Aで は著しい内腔の狭細が認められる。Bar i

10μm
図12Bでは矢印間に内弾性板の消失が認められ,そ

れは管壁全周のほぼ1/4に 達している.Bar i 10μm

図12Cで は中等度の中膜壊死 と中膜肥厚を認める

が,他に目立つ異常所見は認められない.Bar:10

μm
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B)よ り120μ m上流部の準超薄切片像が図12Aで ,そ

の超薄切片像が図13で ある.図 12A,図 13と もに血管腔

の著しい狭小が認められ,超薄切片像では,図 13矢印

間に示す様な明かな筋細胞壊死を伴 う高度な中膜肥厚

が認められた。また,血管内皮細胞下に内膜細胞が認

められた (図 13,*印 ).図 9矢印 B即 ち膨大部の準超

薄切片像が図12Bで その超薄切片像が図14で ある.図

12Bの矢印間に管壁全周のほぼ1/4に わる内弾性板の

消失が認められた。超薄切片像では,高度の中膜壊死

に加えて, この内弾性板の消失がより明確に観察 され

た(図 14矢印より右側 )。 また,基底膜の重層化が認め

られた (図 14, *印 ).図 12Cは図11矢 印 C,即 ち紡錘

形膨大部 (図 11矢印,B)よ り300μ m末槍部の準超薄

切片像であるが,中等度の中膜壊死 と中膜肥厚を認め

るのみで他に特筆すべき所見は認められなかった .

IV 考按ならびに結論

今回の観察において,網膜細動脈に顕著な検眼鏡的

異常所見を有したのは,SHRSRに おいては全 く認め

られず,SHRSPにおいても視神経乳頭上あるいは,視

神経乳頭付近の細動脈 口径不同を有 したラットは28匹

中 2匹 3眼にすぎなく以前の SHRの眼底所見に関す

る報告
9)1° )と 比較 してかな り発生頻度が低い。この原

因としては,当教室において維持しているSHRの 高

血圧に対する順応性の変化など種々の原因が考えられ

る。しかし,既にSHRで も血管の拡張と血圧の下降が

確認 されている1。 )エ ーテル麻酔下で眼底観察をした こ

とも影響を及ぼしているものと推測される。しかし,

一般に推奨 されているベン トバルビツール剤腹腔内注

入による麻酔においても血圧が下降し,眼底に生理的

な高血 圧 状態 を反映 しない こともまた事実 で あ

る18,9)。 今回眼底異常所見の発生頻度低下の正確な原

因はなお不明であるが,今回の成績は当教室の SHR

において眼底異常所見が出現しにくくなっている事実

をある程度反映しているものと考えられ,ユ ーテル麻

酔のみに原因があるとは考えにくい。

一方,実験小動物において眼底,螢光眼底の臨床所

見と精密な同一部位の病理組織学的所見との対比が非

常に困難であ り, さらに色素注入法,樹脂注入による

鋳型標本法や トリプシン消化標本法などでは,一旦標

本を作製 してしまうと病理組織学的検索が不可能に

なってしまうことは前述 した如 くである。 しかし,今

回の実験においては,SHRに対 しIVGFP観察法20)を

用いることにより,そ の所見 と正確に同一部位の病理
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図13 図11矢印Aの部位の電子顕微鏡像である。矢印間に示す様に著明な筋細胞壊死

を伴 う高度な中膜肥厚が認められ,血管内皮細胞下の*の部位には厚い内膜細胞の

存在を認める。Bar:5μ m

図14 図11矢印 Bの部位の電子顕徴鏡像である。高度の中膜壊死に加えて,矢印より

右側に内弾性板の消失が明確に観察される。また, *に示す部位に基底膜の著 しい

重層化が認められる。Bar i5μ m
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組織学的所見 とを比較することが可能であった .

前述 したように,IVGFP観 察においては SHRSR,

SHRSPそ れぞれ異なった 2種類の網膜細動脈 口径不

同が認め られ,そ の病理組織学的所見もまた全 く異

なっていた。 この結果からすれば,中等度の高血圧に

長期間 さらされた SHRSRと 短期間ではあ るが高度

の高血圧 にさらされた SHRSPと では全 く異 なる細

動脈病変を認めたことになる。即ち,SHRSRで の動脈

口径不同は末梢の孤立性の狭細 として観察 され,そ の

狭細部の病理組織学的所見 としては,中膜を構成する

筋細胞に部分的な細胞壊死が認められ(図 6, 7),そ
の狭細部のす ぐ上流には著 しい変化は認められず (図

5),末槍のびまん性の拡張部では内皮障害を思わせる

細胞の空胞変性を認めた (図 8,矢印).こ の事実は
,

臨床的に動脈の器質的変化が及んでない時期の高血圧

症眼底において血管反応性の降圧剤を投与によって,

一旦動脈 口径不同が消失 しても,薬剤投与中止後血圧

が再び上昇すると細動脈の拡張部,狭細部は同一部位

に出現するという臨床報告 I°)を 裏付ける結果 と言えよ

う.即 ち,今回観察された SHRSRの 口径不同は,病

理組織学的には中膜筋細胞の部分的壊死や部分的な細

胞空胞変性 という動脈の部分的な器質的変化を示 して

いるが,臨床的には,種 々の薬剤による動脈反応性は

まだ充分あ り,なお可逆的な病期としてとらえられる

であろ う。一方,SHRSPにおける動脈口径不同は,眼

底,螢光眼底所見,IVGFP観察所見の 3者 において同

様に視神経乳頭付近の紡錘形の細動脈膨大部 として観

察され,病理組織学的所見 としては,細動脈膨大部の

上流より既に顕著な筋細胞壊死を伴 う高度な中膜肥厚

が認め られ (図 12A,図13),膨大部では高度の中膜壊

死に加えて管壁全周のほぼ1/4に まで達する内弾性板

の消失が認められるものであった (図12B,図 14)。 こ

の眼底,螢光眼底所見は ヒ トにおける重症高血圧症の

細動脈硬化期 (sclerotic phase)に も見られるとされ

ている網膜細動脈瘤
21)の 眼底,螢光眼底所見 とよく似

てお リヒトの網膜細動脈瘤 と類似の病変であることが

充分推測できる。事実この SHRSPの病理組織学的所

見は,高度中膜壊死が病変の主体であり, ヒ トにおけ

る網膜細動脈瘤破裂前のそれ21)と 類似していた。以上

の如 くIVGFP観 察において認められた異なる 2種類

の口径不同は病理組織学的にも全く異なる所見を呈し

てお り, この 2種類の高血圧性変化と考えられる口径

不同は異なった機序で発生 したものと推測 される.ま

た,前者は従来指摘されていた機能的狭細 との移行期

日眼会誌、 92巻  10号

を示す所見 と考えられ,後者は,高血圧症の末期にお

ける重篤な器質的病変 とすることがで きょう。

以上 まとめると以下の如 くである.

顕微鏡 レベルでの三次元的な血管構築, さらには
,

局所の血管微細構造の観察 までが可能なゼラチン加 フ

ル オ レスセイン静注・固定網膜伸展標本法 (IVGFP

法)を用い SHR網膜細動脈における日径不同を観察

し,その病理学的検索を行い以下の結果を得た。

1)中等度高血圧が長期間持続 した SHRSR例 では

口径不同を示 した網膜細動脈狭細部に中膜筋細胞の部

分的壊死を認めた.その末槍の拡張部には,内皮細胞

の空胞変性が認め られた。 しかし,そ の狭細部の上流

の血管壁には病的変化はほとんど認め られなかった .

2)重症高血圧を示 した SHRSPで は,人 眼の網膜

細動脈瘤様の膨大部が見 られ,そ の膨大部に一致 して

内弾性板の消失を伴 った高度な中膜壊死を認めた.こ

の高度中膜壊死は,膨大部 より上流部にも認められた。

また,膨大部 より末檎には,中等度の中膜肥厚 と中膜

壊死が認められるのみであった。

以上 より,SHRSRと SHRSPに おけるこの 口径不

同は,異なった機序で発生 したもの と推測 され,前者

は従来指摘されていた機能的狭細 と器質的狭細 との移

行期 を示す所見であ り,後者は高血圧症の末期におけ

る重篤な器質的病変を示す所見であることが示唆 され

た .

稿を終えるに当た り, ご校閲を賜 りました松山秀一教授

に深謝し,直接ご指導いただいた吉本弘志講師に謝意を表

します。

なお,本論文の要旨は第92回 日本眼科学会総会にて発表

した。
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