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蛍光色素注入血管レーザー照射による

実験的脈絡膜血管閉塞モデルの組織学的研究 (図 13)
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要  約

蛍光色素の血管内注入下 にアルゴンレーザーの微弱照射を行い,自色ラット脈絡膜血管に血栓による血管閉

塞を作成 し,そ の病態を組織学的に検討 した。本法では脈絡膜毛細血管の内皮を障害 し,血栓性閉塞 を確実に

惹起せ しめることができた。この血栓の発生機序は,蛍光色素の存在下で通常の レーザー単独照射 より強い熱

が血管内に発生 したもの と推測 された。その後 2週間の経時的検索で,閉塞部に向って周囲の血管から増殖 し

たと思われる微小血管により血行が再疎通 していく過程が観察 された。再生過程の初期においてこの血管は,

著 しく狭小な管腔,内皮細胞内小器官の増加,非薄かつ不連続 な基底板など,新生血管としての形態学的特徴

を有 していた。一方,網膜色素上皮にも変性像が観察されたが,脈絡膜血管の障害に比 して軽度であり,照射

2週後 にはほぼ正常に復 して tヽ た。(日 眼 92i433-443,1988)

キーワー ド:脈絡膜血管閉塞,蛍光色素,ア ルゴンレーザー,血管再生

Abstract

Occlusion of the choroidal capillaries was experimentally induced by low intensity argon laser

irradiation (200p,005Sec,0.05W) combined with intravascular administration of fluorescein sodium

(100mg/ml/kg) using Wistar-Kyoto rats, and the process of repair was histologically investigated.

One hour after irradiation the endothelial cells of the laser-irradiated choroidal capillaries were

necrotic or disrupted. and the lumen was occluded with platelets, fibrin and, occasionally, with
erythrocytes. The outer segments of the photoreceptors were destroyed and the pigment epithelial

cells were also degenerated. At more than two days, vascular sprouts probaly deriving from survived

vessels were frequently observed. These microvessels were surrounded by duplicated basal laminae and

had narrow lumens containing sero-protein like materials. The endothelial cells lacked fenestration.

At the leading edge of the vascular sprouts, the basal lamina was discontinuous or absent and the

endothelial cells contained polyribosomes and rough endoplasmic reticulum which suggested a high

intracellular activity. Two weeks after irradiation, no abnormality was seen in the retina. The

affected choriocapillaries, however, had extremely narrow lumen and the extravascular connective

tissue was edematous. The vascular endothelial cells no longer showed any finding of high intracellular

activity. In conclusion, argon laser-provoked vascular damage was more easily recognized by
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intraluminal fluorescein sodium which probably acted as an energ'y absorbent. Choroidal capillaries
were constantly occluded by our method with minimal destruction of the retina in albino rats. At the
ends of the damaged choriocapillaries, a process of revascularization was observed. In the early stage,
histological features of the process were resembled those of neovascularization. (Acta Soc Ophthalmol
Jpn 92 :433-443, 1988)

Key words: Choroidal vascular occlusion, Fluorescein sodium, Argon laser, Revascularization

I緒  言

眼科臨床における脈絡膜循環障害の重要性は,tri・

angular wndrome,高 血圧性網脈絡膜症および老人性

黄斑変性症等の発症に関連して広 く認識 されている。

その実験的研究モデル として,後毛様動脈系の切断実

験 1)2)お よび小粒子の注入による血管閉塞実験
3)が古 く

から行われてきたが, これらは物理的作用による管腔

の閉塞であるとい う点で,生体における血栓性閉塞と

は病態が異なると考 えられる。また光凝固により脈絡

膜毛細血管に閉塞が生 じることは既 に知 られている

が,そ の病態を詳細に検討した報告は少な く4)～7),し か

も周囲組織の著しい破壊が避けられなかった。一方,

近年報告された強度の光凝固による網膜下新生血管の

作成実験8)～ 10)で は,閉塞血管近位に見 られる血管の新

生 と退縮の過程において,網膜色素上皮の状態が大き

く関与することが示 されているが,色素上皮が温存さ

れた場合の開塞血管の病態は未だ明らかではない。そ

こで著者は,網膜色素上皮の破壊を可及的に避けつつ
,

脈絡膜毛細血管の任意の場所に血栓性閉塞を作成し
,

これを組織学的に検討するという目的で以下の実験を

行 った。

II 実験方法

月齢 6～ 10カ 月の Wistar‐ Kyoto系 ラット9匹 を用

いた。エ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lm1/kgを 注入後,ア ルゴン

レーザー (波長488nmお よび514nm)を凝固治療量よ

り微弱な照射条件 (照射野直径200μ m,照射時間0.05

秒, 出力0.05W)に て網膜細動脈と細静脈を避けて数

力所の照射を行った。 また対照として蛍色素を注入せ

ずに同様のレーザー照射を行った。なお,組織学的検

索は眼底検査を行いつつ照射直後(約 1時間後),1日 ,

2日 , 3日 , 5日 , 7日 ,お よび14日 後 とした。エー

テル麻酔下に上行大動脈 より2%グルタールアルデヒ

ドを灌流 した後,眼球摘出しそれを直ちに半切してさ

らに2%グルタールアルデヒドにて浸漬固定,細切し

て照射部の切片を 1%オスミウム酸で後固定し,ユ タ

ノール系列で脱水,エ ポンに包埋 した。次いでまず光

顕用に切片を作成,ト ルイジンブルーで染色し観察後 ,

超薄切片を作成 し,酢酸ウラン, クエン酸鉛の二重染

色を行い,透過型電子顕微鏡で観察 した。

III 結  果

1.検眼鏡的所見

蛍光色素を静注後にレーザー照射を行 うと,直後に

照射部位に一致 して眼底に淡い白濁が現われ, この凝

固斑は照射 5日 目以降は判別不可能であった。一方 ,

蛍光色素を注入せずにレーザー照射を行った群では
,

照射直後もそれ以降も自濁は認め られなかった。

2.組織学的所見

A.蛍光色素非注入群

図 1-Aの 光顕および図 2の 電顕所見 (光凝固 1日

後)の如 く, フルオレスセインナ トリウムを静注しな

かった群では,照射部中央に一致 して網膜色素上皮の

細胞質に空胞および色素脱失が見 られたが,脈絡膜毛

細血管板には閉塞はなく,その内皮細胞にも何ら異常

は認められなかった .

B.蛍光色素注入群

1)照射直後

図 1-Bの光顕所見では,照射部位に一致して網膜色

素上皮層の空胞変性,視細胞外節の乱れと核濃縮が認

められたが,網膜内層に変化はなかった。一方,脈絡

膜毛細血管板では非照射部の管腔が灌流固定により血

漿成分が洗い流 され良く保たれていたのに対し,照射

部の毛細血管はそのほとんどが閉塞 していた。

この照射部を電顕により観察す ると,脈絡膜の閉塞

毛細血管の管腔はフィブリンと脱顆粒状態の血小板を

主体とした自色血栓で満たされ(図 3),時に赤血球を

含む混合血栓 も認められた。血栓部における毛細血管

内皮細胞は崩壊消失 し基底板も連続性を失い,ま た一

部に残存する内皮細胞も膨化変性 していた。同様の内
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図 1(A)蛍光色素非注入群 (レ ーザー照射 1日 後)の光顕所見 (ト ルイジンブルー単

染色150倍 ),網膜色素上皮に小さな多数の空胞が認められる。図 1(B)蛍光色素注

入群 (レ ーザー照射直後)の光顕所見 (ト ルイジンブルー単染色150倍 )。 照射部に

一致して脈絡膜毛細血管の閉塞が認められる。網膜色素上皮は変性しており, また

視細胞の核濃縮と外節の乱れが認められる.

皮消失を伴 う変性は毛細血管板をこえて深部の細動脈

に及んでおり,部分的に平滑筋層にも変性が認められ

た(図 4)。 また近接する網膜色素上皮にも変性が及ん

でいたが,Bruch膜 の欠損は認められなかった。

2)照射 1,2,3日 後

照射直後にみられた血栓は24時間後の試料ですでに

減少傾向が認められ,更にそのほとんどが内皮細胞の

突起 に覆われれて管腔 に露出していることはなかっ

た。 このような血栓および細胞崩壊産物の周囲には顆

粒球,単球およびマクロフアージの遊走がしばしば認

められた(図 5A,B)。 2日 後以降の試料では,照射部

内の組織変性の最も顕著な部位に新生血管の先端と思

われる特徴を有する微小血管が頻回に観察 された。す

なわち著 しく管腔が狭小なこれらの血管は,内皮細胞

質内に細胞活性の充進 を示す多数のポ リゾームを含

み,外周の基底板は非薄かつ不連続であった,なお図

6A,Bに は,互いに隣接する内皮細胞がその間隙を増

し,やがて管腔を形成する像を連続切片で示 した.さ

らにその近傍にはある程度の管腔を形成 した血管が認

められたが(図 7), これらは周囲結合織中に存在する

数層の基底板様構造の内側に存在 していた。その管腔

は非照射部の空虚なそれと異なり,潅流固定標本にも

かかわらず血漿蛋白類似の電子密度を持つ物質を含ん

でお り,内皮細胞には通常見 られるはずの たnestra‐

tionが ごく僅かしか観察されなかった。一方,照射部

の脈絡膜深層には,管腔に前述の蛋白成分をもつ収縮

した細動脈がしばしば観察され, これらの内皮細胞に

は脈絡膜毛細血管 と同様に細胞内小器官の増加が認め

られた (図 8).

3)照射 5,7日 後

図 9の様に照射 5日 以後には血栓は消退していた.

照射部の脈絡膜毛細血管の多 くは,前述の多層の基底

板様構造を有し,狭小な管腔に血球,血漿成分を残し

ていた。その内皮細胞は たnestrationの 数をやや増

し,非照射部のより深部の血管内皮と連続 している像

が確認された。一方この時期にも組織変性の強い部位

には,基底板を殆 ど欠き,細胞内小器官に富み,かつ

管腔を成していない。新生血管の先端 と思われる内皮
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図 2 蛍光色素非注入群 (レ ーザー照射 1日 後),網膜

色素上皮に空胞 (*)お よび色素脱失が認められる。

脈絡膜毛細血管には異常は認められない.bar:5μ m

細胞が観察された(図 10)。 この時期,視細胞外節は崩

壊消失 していたが,網膜色素上皮には顕著な変性所見

はなく,小空胞が認められるのみであった。また両者

の間には,腎形の核を有し,細胞質内に貧食した高電

子密度の小塊は見 られるがメラノゾームが認められな

いことから単球由来 とみなされるマクロファージが出

現 していた(図 11)。 一部の試料では閉塞部において分

裂像を呈する細胞が観察された(図 12)。 その外周には

基底板様構造が認め られたが, この細胞が内皮細胞で

あると確実に同定す ることはできなかった。

4)光凝固14日 後

照射後 2週間たつ と網膜外層には殆 ど異常が認めら

れなかったが,照射部の脈絡膜毛細血管は極めて管腔

に乏 しく,血管外結合織は細胞間の間隙が開大し浮腫

状であった。その脈絡膜毛細血管の内皮細胞は細胞質

突起を長 く伸ばしfenestrationを有するが 5, 7日 目

の所見と大差なく,相変わらず血奨成分を有するその

管腔はむしろ狭小 となっており,内皮細胞の細胞質に

は, ポ リゾームも発達良好な粗面小胞体も観察されな

かった (図 13)。

I.

図3 蛍光色素注入群 (照射直後)の 電顕所見.脈絡膜毛細血管はフィブリン(F)お
よび脱顆粒状態の血小板 (P)に より閉塞しており,内皮細胞は変性崩壊している。
周囲の結合織および網膜色素上皮 (PE)に も変性像が認められる.bar:5μm
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図4 同じく照射直後,深層の脈絡膜細動脈,管腔内に血栓は見られないが,全周に

内皮細胞の変性が認められ,内皮の欠損部に血小板 (P)が付着している.平滑筋層

にも広範に空胞変性が認められる.bar:10μ m

図 5(A)照射 1日 後,内皮細胞を通過し,血栓 (T)に向かって顆粒球 (G)の遊走

が見られる。bar:lμ m.図 5(B)照射2日 後,血栓もしくは内皮細胞残澄に覆いか

ぶさるようなマクロフア~ジ (M)が観察される.bar:lμm

・
P
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図6(A,B)照 射 2日 後,組織残査の中に認められた

微小血管.内皮細胞には多数のポリゾームが認めら
れ,基底板は非薄かつ不連続である.内皮細胞の間
隙が開いて狭小な管腔 (矢頭)を形成する様子を連
続切片で示す。bar:lμ m

IV考  按

1。 本実験における血管閉塞発現の機序について

生体により近い微小循環閉塞の実験モデル として

は,血管周囲組織の障害がより少ないことが望ましい

と思われる。Kovacsら n)は血管内にエバンスブルー

を注入 し He‐Neレ ーザーを照射すると色素が光エネ

ルギーを吸収 して熱が発生 し内皮が損傷され,血管内

腔に選択的な血栓形成が起きると報告した。その後 ,

Rosenblumら 12)お よび佐藤 ら13)は血管内にフルオレ

スセインナ トリウムを投与 し,微弱な励起光を照射す

ることにより血栓を作成した.そ の血栓形成機序につ

いては十分な説明がなされていないが,佐藤 らは血小

板凝集能の可逆性の充進が起 きることを指摘 した.一
戸ら“

)は
,こ れらの報告にもとづき,ア ルゴンレーザー

の照射単独では作成困難な網膜血管の血栓性閉塞が
,

フルオレスセインナ トリウムの血管内注入を併用する

ことにより容易に作成できることを示した。
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今回著者は一戸 らの方法に準じた照射条件で脈絡膜

血管の閉塞実験を試み,結果として附図に示 した如く

内皮細胞の損傷による血栓性閉塞を得たが,そ の発症

機序についてはいまだ明確な知見は得 られていない。

しか し ROsenblum,佐 藤 らの実験に比べて極めて短時

間に閉塞が生じていること,網膜色素上皮に熱障害を

示唆する所見を認めたこと,ま た先の一戸の実験で血

栓中の赤血球が空胞化,膨化 している所見が示されて

いることなどから,Kovacsら と同様に熱障害による

血管閉塞 と考えるのが一応妥当と思われる。さらに一

戸 らが考察に加えた様に, フルオレスセインナ トリウ

ムよ り励起される波長590nmの 色素 レーザーが15)赤

血球ヘモグロビンに吸収 され熱を発生するという可能

性も考慮すべきと思われる.そ してこの熱エネルギー

が血流による冷却効果を上回り,血管内皮細胞が傷害

され血栓が形成された と推測しており,特に毛細血管

が閉塞 され易かったのは,血流が緩徐なため冷却効果

が低いことと,有窓内皮細胞自体の脆弱性によると考

えられる。また今回実験に用いた自色ラットでは,血
管外の網脈絡膜組織にメラニン等の色素が有色動物に

比べて少ないため,照射光が脈絡膜毛細血管板に直接

的に到達 したことも,容易に脈絡膜血管閉塞を作成し

得た要因の一つであろ う。

2.脈絡膜毛細血管の再生の形態について

緒言に述べた如 く,光凝固により脈絡膜毛細血管に

閉塞をきたすことはすでに広 く知 られているが小)そ

の後の回復過程について経時的に観察 した報告は少な

い。Perryら はネコ眼を用いてアルゴンレーザー光凝

固を加え一連の実験を行ぃ6)7),血
管鋳型標本にて照射

10日 後に最初に再生の兆候 として,凝固部周囲の毛細

血管および細動静脈か ら凝固部中心に向か う枝が現

れ,30日後には完成すると報告した。また超薄切片標

本の観察から脈絡膜毛細血管の再開通は線溶作用によ

る血栓の溶解と内皮細胞の活性化の結果であ り,やは

り30日 後には正常に復すると報告している。

今回著者は前項に述べた如 く,蛍光色素を血管内に

投与することにより,対照群では殆ど組織学的変化の

現れない程に微弱な照射光によって,脈絡膜毛細血管

板を中心 とした血管閉塞を作成し,経時的に観察した。

すなわち照射直後に最 も病変の強かったのは脈絡膜毛

細血管板の内腔であ り,内皮細胞の消失 した管壁には

血小板が粘着,凝集 しフィブリンを伴って完全な血栓

を形成 していた。さらにより深層の細動脈壁 も強 く障

害されており,内皮細胞が剥離して基底板が露出し,

´
　
．
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図7 照射 2日 後,図 6に示した血管の近傍に認められた微小血管.周囲結合織中の

数層の基底板様構造 (矢印)の内側に存在する.その狭小な管腔には血漿蛋白様の

物質を認める。また内皮細胞にはfenestratiOnがほとんど認められない。barilμm

図8 照射 3日 後,照射部の脈絡膜深層に認められた収縮状態の細動脈.bar:lμm

・ ヽ .:.|‐ _
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図9 照射 5日 後,照射部の毛細血管内皮細胞に,fenestratiOn(矢印)が認められる.その管腔は未だ狭小で血
球,血漿成分を残している。また多層の基底板様構造 (矢頭)が広範囲に観察される.bar:10μ m

図10 照射 5日 後,変性の強い部位 (*)に 向かって
伸びる内皮細胞(E)の先端.基底板をほとんど欠き,

細胞質は ミトコンドリア,ポ リゾーム,粗面小胞体
に富む.細胞間接合 (矢頭)は認められるが,管腔
は形成されていない。bar:lμ m

図11 網膜色素上皮 (PE)は小空胞を有し,視細胞外

節は崩壊している.両者の間にはマクロファージ

(M)が 出現している.bar:10μ m
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図12 照射 5日 後,閉塞部に認められた分裂中の細胞(*)。 その外周には基底板様構

造が認められる.bar:lμm

図13 照射14日 後,網膜色素上皮,視細胞外節には異常が認められない

は管腔に乏しく,血管外結合織は細胞成分が疎であり浮腫状である.

fene■ration(矢印)を有する。insetは強拡大.bar:10μm

脈絡膜血管

内皮細胞は
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血小板が付着している所見が認められた。ただし血栓

形成の主因と思われる熱エネルギーは,脈絡膜血管系

と周囲の結合織のみに留まらず,網膜色素上皮および

視細胞外節にまで及んで変性をきた しているが,そ の

程度はこれまでの強凝固条件による同種の実験に比べ

て軽度であり,本実験が脈絡膜血管閉塞実験 として位

置づけられ得ることを示 している。なお今回の実験で

は網膜細動静脈を避けてレーザー照射を行っているた

め, これらの血管に損傷は認められなかった。

その後の組織像は,崩壊 した脈絡膜毛細血管の再生

過程であるが,こ の血管には附図に示 した如 く,従来

新生血管の形態学的特徴 とされている所見 と共通の所

見が認められた。この点で本実験において見られた再

生血管 も広義の新生血管 と考えられる。ただし新生血

管を角膜や硝子体などの無血管組織に生 じた血管と狭

義に解釈するならば,本実験で見られた所見は血管の

再生 (revascularizatiOn)と 呼ぶ方が適当であろう。

従来 より血管新生の過程については,既存の血管内

皮細胞が分裂増殖 しながら発芽してい くとの報告が多

数なされている.Inomataは 16),ウ サギ角膜新生血管

の電顕的観察により,既存の血管から内皮細胞が先端

に移動 し基底膜をこえて細胞質突起を伸ばしていく像

を示 し,McCrackenは 17)同 じく角膜新生血管におい

て内皮細胞,周辺細胞の分裂像を観察 した。また最近

Ishibashiら 18)ら はレーザーによる網膜下新生血管の

作成実験で,脈絡膜血管からの内皮細胞の発芽を観察

している。今回我々の実験では,基底板の欠損および

不連続性,豊富な細胞内小器官,狭小な管腔など新生

血管の特徴を有する内皮細胞が多数確認 され, これら

の血管が深部もしくは非照射部の血管 より伸びてきて

いる所見も得られた。 また内皮細胞 と確実に同定はで

きなかったが,照射部内に基底板様構造を有 しかつ分

裂像を呈する細胞が観察 された。これ らの所見は脈絡

膜血管の再生過程も,既存の血管からの内皮細胞の増

殖により血管新生が起 きると言う前述の説に,原則的

に一致することを示す ものと考えられる。 さらに前項

で述 べた多層の基底板様構造については,すでに

Perry7),P。 1lack19)が動物実験で,そ して当教室の吉田

らが20)人眼例で報告 しているが,外側の基底板様構造

の一部が断裂変性していることより,本来の血管の走

行に沿 って再生血管が伸びてきたことを示すものと言

えよ う。

従来 より新生血管の発生を誘発する因子 として自血

球 や マ ク ロファージ の 関与が指 摘 され て お り,

日眼会誌 92巻  3号

Ishibaぬ i18),P。 1lackら 19)は
,網膜下新生血管の先進部

に多数のマクロファージの集積がみられることを報告

している。本実験でも血管の再生に先立って,凝固部

の血管内外に顆粒球ならびにマクロファージの遊走が

認められ, フィブリンや細胞残査の清掃にあたるとと

もに,血管の再生過程に何らかの誘導的役割を担って

いるとも考えられる。 このような推測は血小板に血管

内皮細胞,線維芽細胞,平滑筋細胞の増殖を促進する

因子が存在すること,単球やマクロファージも種々の

成長因子を有 し, また血管内皮細胞 自らも成長因子を

放出することを示 した諸家の報告21)か らも示唆される

ものであろう.

さらに今後の問題 としては,今回示 した再生血管網

が長期経過で どのような状態になるか とい う点であ

る。前項に述べた如 く, 2週後例でむしろ管腔が狭小

であ り,周 囲血管網 との十分な連絡が得 られていな

かったことは無視できない所であろ う。また今回の実

験では脈絡膜毛細血管に絞って検討を行ったが,断片

的ではあるが細動脈にも障害が認められており,今後

この点についても系統的な観察を行いたい.

結論としては以下の如 くである.

1)蛍光色素の血管内注入下にアルゴンレーザー光

の微弱照射を行い, ラット脈絡膜毛細血管に選択的に

強い障害を与え,血管閉塞を生じせ しめることが可能

であった。

2)照射 2日 後 より閉塞部に向かって既存の血管か

ら増殖したと思われる微小血管により血行が再開して

いく過程が観察 された。 これらの微小血管は組織学的

に新生血管としての特徴を有し,即ち著 しく狭小な管

腔,内皮の細胞内小器官の増加,非薄かつ不連続な基

底板が観察された。 しかし照射 2週間後には, これら

の血管の管腔は狭小であったが,内皮細胞には細胞内

小器官の増加は認められなかった。

3)網膜色素上皮および視細胞外節には脈絡膜毛細

血管より波及 した熱によると思われる変性像が観察さ

れたが,脈絡膜血管の障害に比して軽度でありBruch

膜の断裂は認められず,照射 2週後にはほぼ正常に復

していた.

稿を終えるに当たり御校閲を賜りました恩師松山秀一教

授並びに,御指導下さいました吉本弘志講師に衷心より感

謝いたします.

本論文の要旨は第91回 日本眼科学会総会で発表した。
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