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Fluorescein isothiocyanate標 識血ノ」ヽ板ヤこよる

網膜血管内皮障害の観察 (図 5)

白木 邦彦 。森脇 光康 。三木 徳彦 (大阪市立大学医学部眼科学教室)

要  約
白色ラットにおいて Fluorescein isOthiOcyanateを 用いて標識した血小板 (以下 FITC標識血小板)に よる
網膜血管内皮障害部位検出の可能性について,網膜伸展標本を用いて蛍光顕微鏡下に検討 した。光凝固により

凝固閉塞した網膜主幹血管を血管障害モデルとし,標識血小板の集積の有無を凍結切片標本をも伴せて観察 し

た.さ らにダイ・レーザーの黄色 (577nm)お よび赤橙色 (600nm)光 を用いて,ヘモグロビンによる吸収率
の差によって生 じる血管直接光凝固効果の差が標識血小板の集積の差として生 じるかどうか検討 した。凝固閉

塞に至らしめた血管では標識血小板の集積が伸展標本・凍結切片標本ともにみられた。 またダイ黄色光レー
ザーでの光凝固部位では標識血小板の集積が見られたが,赤橙色光では集積が見られず,凝固効果の差が標識
血小板の集積の差として認められ,本方法の有用性が確認 された.(日 眼会誌 93:339-345,1989)

キーワード:Fluorescein isothiOcyanate,血 小板,網膜血管内皮障害,ダ イ・ レーザー光凝固,網膜伸展標
本
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Abstract
Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labbelled platelets were prepared in Sprague Dawley rats, and

brought back into the rat through their femoral veins. Their ability to detect the photocoagulation-
induced damage in the occluded retinal vessels was examined by epifluorescence microscopy in whole
mount retinal specimens and cryostat specimens. The photocoagulation efrects on the major retinal
vessels by yellow dye (577nm) and orange red (600nm) laser, with parameters of 100p, 0.05sec, 70mW
and 3 exposures were compared. The occluded vessels showed extensive accumulation of labelled
platelets in the specimens. The portions photocoagulated by the yellow laser also showed accumula-
tion, but not those by the orange red laser. This difrerence was considered to be due to the difference
of hemoglobin absorption at each wavelength. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93 :339-345, 1989)
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I緒  言

網膜血管網を広範囲にわたって検索する場合,in

vivoで の蛍光眼底造影検査,in vitroで の HRPl)注 入

網膜伸展標本,ト リプシン消化網膜血管伸展標本
2),樹

脂注入血管鋳型標本
3)な どがあげられる。今回広範囲

にわたって検索できる網膜伸展標本を用 い,か つ

Fluorescein isothiocyanate(以 下 FITC)によって標

識した血小板 (以下標識血小板)を作成し,血管内皮
の障害部位に標識血小板が付着することを応用して,

網膜血管内皮障害検出の可能性について検討した。実

験方法としては, ラット網膜血管を光凝固し凝固閉塞

部位に標識血小板の集積を確認した後,本法の応用例

としてダイ・ レーザーの黄色光 (577nm)と 赤橙色光

(600nm)と による網膜血管直接光凝固の際に,両者の

凝固効果の差として標識血小板集積の差が現れ うるか

検討した .

II 実験方法

1)Fluorescein isothiocyanate(以下 FITC)に よっ

て標識 した血小板の作成方法

2匹の Sprague Dawley rat(自色ラット,雄,約体

重300g)を ketamine hydrochloHde(20mg/体 重 kg)

および pentObarbital Na(20mg/体 重 kg)にて腹腔内

麻酔し,1匹のラットから13か ら15mlを ,ま た他方の
ラットから5mlを大腿動脈より採血した。採取 した血

液には容積率10%分の3.1%sodium citrateを 混入し

た。血小板への FITC標識に際しては Klaverkampら

の方法4)に概ねしたがい,FITC 4mg(Sigma社 )を
RCD溶液 (Ringer液 i3.1%sodium citrate:5%glu‐

cose液 =7:2:1)100mlに 溶解しpH 7.2に 調整
し,FITC染色溶液として使用した。採取血液を200g
にて20℃ 10分 間遠沈 して platelet rich plasmaを 作

成,さ らに430gに て20℃ 10分間遠沈し血小板を分離

し,得 られた血小板沈澄に FITC溶液5mlを加え,37°C

にて10分間 incubateし た.その後20℃ 430gに て遠沈

し,血小板沈査にRCD溶液5mlを加えて FITC標識
血小板液とした。これらの血小板の nuoresceinの 蛍光

を確認するため,落射型蛍光顕微鏡 (01ympus model

BHS‐ RFK,光源 :100W超高圧水銀灯)にて観察し,
Fuli chrome P1600を 用いて撮影した。なお nuores‐

ceinの 蛍光観察に際し,BP490励起フィルターEY455

補助励起 フィルターOM500吸 収 フィルター (0515)

G520補助吸収フィフターを用いた。
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2)ダ イ。レーザーによる光凝固実験への応用

① ラット網膜血管を凝固閉塞した場合

1)の 5mlの血液を採取した方のラットにおいて,
platelet rich plasmaを 採取した残 りの自己血球成分

を下腿静脈よりもどし, さらに用意した5mlの FITC

標識血小板液を緩徐に静脈注射した。あらかじめ ミド

リンーPにて散瞳させておいたラット眼を直ちに,

Coherent社製920型 アルゴン/ダ イ・レーザー光凝固装

置にて577nmの 黄色光を用い,ス ポットサイズ100

μm・ 照射時間0.1秒
。強さ80mWの条件で網膜主幹動

静脈を painting techniqueに て凝固閉塞させた。光凝

固部の血管透過性克進を応用して光凝固部位を確認す

るため,光凝固後 Rhodamine isothiocyanate dextran

70s(Sigma社 )0.07gを 0.lM燐酸緩衝液0.4ml(pH

7.4)に 溶解して静注した後眼球を摘出した。網膜の伸

展標本を作成してグリセ リンに封入後,前述の落射型

蛍光顕微鏡にて観察 。撮影した.凝固閉塞血管の凍結

切片標本の観察に際 しては,眼摘後角膜に割を入れ

10%緩衝ホルマリン液にて 1時間固定後前眼部を除去

し,眼球を乳頭を通って 2分割した後,0.lM燐酸緩衝

液 (pH 7.4)にて洗浄,0.C.T.compound(TISSUE‐

TEK,Miles Scientinc社 )に包埋後,ク ライオスタッ

ト(Bright社製,OT/FAS型)にて10μ mの凍結切片
を作成 し,蛍光顕微鏡 にて観察 。撮影 した.な お

Rhodamineの 蛍光観察に際 しては励起 フィルター

BP545補 助励起 フィル ターEY475吸 収 フィル ター

DM500(0590)補 助吸収フィルター0530を用いた。な

お光凝固していない他眼を対照とした .

② 黄色(577nm)。 赤橙色 (600nm)の 各波長のダイ・

レーザー光凝固によるラット網膜血管障害の FITC

標識血小板による比較

同様に FITC標識血小板を投与した Sprague Daw‐

ley ratを 用意し,同 ダイ。レーザー光凝固装置を用い

スポットサイズ100μm・ 照射時間0.05秒 。強さ70mW
の条件にて,一眼を黄色 (577nm)の 波長また他眼を赤

橙色(600nm)の 波長にて,網膜主幹血管を光凝固した.

なお凝固の際焦点の誤差によるスポットサイズの変化

を平均化するため同一部位を連続して 3回照射した。

光凝固後前述の Rhodamine isothiocyanate dextran

70s溶液を静注した後眼球摘出し,前述のごとく網膜

伸展標本を作成し蛍光顕微鏡にて観察 。撮影した。
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Fig. I Fluorescein isothiocyanate (FITC)
labelled platelet. (originally, x25)
The labelled piatelets showed bright yellowish
green fluorescence.

III 結  果
1)FITC標識血小板の蛍光
FITCで標識された血小板からはnuOresceinに よ
る明るい黄緑色の蛍光が観察された (Fig.1).

2)ダ イ 。レーザーによる光凝固実験への応用
① ラット網膜血管を凝固閉塞した場合

対象眼 :FITC標 識血小板およびRhodamine色 素
をラットに静注し正常眼の網膜伸展標本において観察

した場合,Rhodamine色 素は網膜血管内に留 り血管外
への明らかな漏出は認められず,かつ Rhodamine色

素により網膜血管網を毛細血管 レベルまで確認できた

(Fig.2-1)。 また網膜血管網中には孤立散在性に標識

血小板と思われるnuoresceinの 黄緑色の蛍光を有し

Fig.2-1

Fig. 2-2a Fig. Z_Zb

Fig. 2 Normal retinal vascular network seen in the whore mount specimen,
Fig. 2-1 Rhodamine isothiocyanate 70s dextran clearly delineated the retinal vascular bed
up to the capillary level, and stayed in the vascluar lumen. (originally, x50)
Fig. 2-2 A yellow green particle of FlTC-labelled platelet Gig. Z-zb, arrow head) was
localized at a capillary in the Rhodamine-fluoresced specimen (Jig. z-2a, arrow head).
(originally, x 100)

FITC標識血小板による網膜血管内皮障害の観察。白木他
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Fig.3a

Fig. 3b

Fig. 3 Retinal major venule and arteriole photocoagulated heavily until their occlusion (whole mount

specimen, originallY, x100)
Fig. 3a Rhodamine fluorescence was seen outside the vascular lumen, indicating the increased

permeability produced by the photocoaguiation. (V : venule, A: arteriole)
Fig. 3b Numerous yellowish green particles of FlTC-labelled palatelets were seen in the vascular

lumen. (V : venule, A: arteriole)

Fig. 4a Fig' 4b

Fig, 4 Heavily photcoagulated retinal major vessel. (10micron thick cryostat section specimen'

originally x 100). The vessel was photocoagulated with yellow dye laser (577nm) until their occlu-

sion.

Fig. 4a Heavy Rhodamine fluorescence was seen around the vessel with some Rhodamine-

fluorescent precipitates. (Arrow heads delineate the border of the vessel.)

Fig. 4b Yellowish green particles of FlTC-labelled platelets were seen in the vascular lumen'
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た粒子が認められた (F暮 2-2)。 しかしながら主幹血

管から毛細血管のレベルに至るまで蛍光粒子の集積は

認められなかった。

光凝固眼 :ラ ット網膜主幹血管を凝固閉塞に至るま

で光凝固 した場合,そ の部位 の血管の周囲には
Rhodamineの 赤色蛍光色素の漏出がみ られ (Fi3
3a),血管内には標識血小板によると思われるЯuores‐

ceinの 黄緑色の蛍光を有す る粒子が充満 していた

(Fig.3b).凍結切片標本の観察においても光凝固血管

周囲に Rhodamineの 赤色蛍光色素の漏出がみ られ
(Fig.4a),血 管内には FITC標識血小板によると思わ
れる黄緑色の蛍光を有する粒子がみられた (Fig.4b).

なお凍結切片標本においても,光凝固されていない主
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幹血管では Rhodamineの 血管外漏出も標識血小板に
よる蛍光粒子の集積も見られなかった。

② 黄色 (577nm)。 赤橙色 (600nm)光によるダイ・
レーザー光凝固のラット網膜血管への障害 .

黄色光 (577nm)・ 赤色光 (600nm)の各波長にて網
膜主幹血管を光凝固した場合,黄色光 (577nm)で は
Rhodamine蛍 光色素の血管外漏出がみられる凝固部
位 (Fig.5a)に FITC標識血小板によると思われる黄
緑色の蛍光を有する粒子の集積がみられた (Fig.5b).

赤色光 (600nm)で は光凝固したと思われる部位に
RhOdamine蛍 光色素の漏出を認めず, また FITC血
小板によると思われる黄緑色蛍光を有する粒子もみら

れなかった。

FITC標識血小板による網膜血管内皮障害の観察・白木他

Fig.5a

Fig. Sb

Fig. 5 Retinal major vessel photocoagulated with yellow (577nm) dye laser. (photocoagula-
tion parameters:l00micron spot size,0.lsecond exposure time, 100mw,3exposures. origi-
nally, x100)
Fig. 5a Rhodamine fluorescence was seen outside the vascular lumen, indicating the in-
creased permeability by photocoagulation. (V: venule, A: arteriole)
Fig. 5b Yellowish green particles of FlTC-labelled platelets were seen in the vascular
lumen. They were seen more nurnerously in the venule than in the arteriole. (V: venule, A :

arteriole)
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IV考  按

Rhodamine色 素を生理的な状態で静注することに

より,網膜血管網への色素注入のムラや,注入時の加

圧による人工的な血管の拡張を生じることなく,HRP

注入網膜伸展標本においてみられるように網膜血管網

を毛細血管レベルまで詳細にかつ生理的な状態で観察

することができた。他方,光凝固部のように血管透過

性が充進している部位では,血管外への Rhodamine

色素の漏出として透過性克進部位が確認できた.し か

し血管の透過性九進の視標として Rhodamine色 素を

使用する場合においては,Rhodamine isothiocyanate

70sの分子量が71,200で あることおよび光顕的観察の

レベルでの判断であることを留意 しておく必要があ

る。 ラット網膜主幹血管を凝固閉塞に至るまで直接光

凝固した場合,細隙灯顕徴鏡下においても光凝固血管

内に血栓が生じて血流の途絶しているのが観察できる

が,こ のような部位に FITC標識血小板の顕著な集積

がみられ,Klaverkampら 4)が in vitr。 で指摘したご

とくin vivoに おいてもFITC標識血小板の機能は保

持されていると考えられた。また遠沈による血小板分

離操作により幾分かの血小板の活性化が指摘されてい

るが5),今回の網膜伸展標本での広範な検索では光凝

固部位以外の血管内には標識血小板の集積は全く認め

られず,FITc標 識血小板塞栓の発生は認められな

かった。

網膜血管への直接光凝固の際には, レーザー光の波

長に対するヘモグロビン吸収率が凝固効果に影響する

といわれている。)。 今回の凝固条件では,ヘ モグロビン

に吸収されやすい黄色光 (577nm)に おいて,光凝固部

位に Rhodamine色 素の血管外漏出および標識血小板

の明らかな集積が認められた。黄色光に比べてヘモグ

ロビンに吸収 され に くい赤橙色光 (600nm)で は

Rhodamine色 素の血管外漏出も標識血小板集積も全

く認められなかった.すなわち,各波長によるヘモグ

ロビン吸収曲線
6)にみられるように,両波長間でのヘ

モグロビンによる吸収の差に起因した発生熱量の差

が,網膜血管内皮への障害の差となって現れたものと

思われる.

最 後 に,細 胞 の FITCに よ る標 識 は Fluoro‐

photometryな どにおいて広く使用されている手法で

あるが,標識した細胞を再度生体に戻す in vivoで の

使用は標識 リンパ球の リンパ節における局在
7)や標識

病的血小板の血液中よりの消退程度の観察
8)な どで報
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告 されているのみである。また同様の手法 として,血

小板を放射性同位元素にてラベルして体内に戻す方法

は血小板シンチグラム
9)10)と して臨床的に血栓症の診

断に利用されている。 しかし細動静脈 レベルの微小血

管傷害部位に集積 した血小板からの微小な放射線活性

検出は困難であ り, また in vitroで の使用においても

放射性物質の使用に関わる制限や オー トラジオグラ

フィーによる局在 の同定に暴露時間を要することな

ど,臨床および実験に関わらず眼科領域において応用

するには困難が予想 される。しかし今回の実験のごと

くFITCに よる血小板標識法を用いれば,in vitroに

おいては細動静脈 レベルにある網膜血管においても障

害部位検出が比較的容易であり, さらに今後臨床検査

機器において微小な蛍光物質の検 出が可能 となれば

in vivoで の応用 も可能性があるもの と考えられる.

最後に,御指導御校閲頂きました松山道郎教授に感謝い

たします。なお本論文は,第92回 日本眼科学会総会にて発表

した。
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