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軽度に障害された網膜色素上皮細胞の反応態度 (図 7,表 1)

一ヨーソ酸 ソーダによる影響―

(関西医科大学眼科学教室)

要  約

ヨーソ酸ソーダを投与すると,網膜色素上皮細胞が選択的に障害 されることがわかっている。そこで,網膜

色素上皮の機能障害をみるため, ラットにヨーソ酸 ソーダを比較的小量 (10mg/kg)を静注にて投与 して網膜

色素上皮細胞 を軽度に障害 した。その24時 間後に網膜下腔ヘポ リスチレン小球を注入 し,網膜色素上皮細胞の

ポリスチレン小球に対する反応態度 (貪食,増殖,化生)を観察 した。ヨーソ酸ソーダによって障害された網

膜色素上皮の貪食は遅れ,さ らに増殖,化生の反応が低下 していた。少量のヨーソ酸 ソーダ投与によって軽度
に障害をうけた網膜色素上皮の貪食関始が遅れること,増殖が少なくなることがわかった。 (日 眼会誌 93:
439-448, 1989)
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Abstract
We examined the cellular responses of the retinal pigment epithelium (RPE) damaged try sodium

iodate. RPE were damaged by intravenous administration of sodium iodate, 10mg per kg body weight,
in rats. This dose of the agent damaged RPE weakly. Twenty four hours after the administration of
sodium iodate, polystyrene particles were injected into the subretinal space transsclerally. Rats were
sacrified at 6 hours to 4 days after injection of particles. Twenty four hours after injection of sodium
iodate, RPE were weakly damaged. The cell organelles were swollen and ruptured, but cell structures
were not destroyed. Then particles were injected into the subretinal space, RPE did not phagocytize
the particles until 24 hours after the injection of particles. After 48 hours, RPE showed proliferation.
After 4 days, RPE fommed thick multilayers in the subretinal space and transformed to spindle
shapes, and RPE metaplasied to fibroblast-like cells. However proliferation of RPE was not marked.
RPE cells weakly damaged by sodium iodate showed delay in phagocytosis of the particles and
decrease in proliferation and metaplasia to fibroblast-like cells. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93 :439

-448, 1989)
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I緒  言

前報1)-4)で,ポ リスチレン小球をラットの網膜下腔

に注入し,注入後,網膜色素上皮細胞の反応状態を観

察すると,正常な網膜色素上皮は注入後 6時間で,小

球の貪食を始めた1)2).網膜下腔に小球が多 く,既存の

一層の網膜色素上皮ですべての小球を貪食 しきれない

と色素上皮は48時間後に有糸分裂を始めて増殖し, さ

らに遊走して小球を貪食した1)3).網膜色素上皮細胞は

4日 後から紡錘形になり,細胞周囲に膠原線維を生成

して線維芽細胞様に化生することを報告した1)4).

In vivoに於けるこの様な網膜色素上皮の反応は増

殖性硝子体網膜症や,脈絡膜新生血管など多 くの疾患 ,

病的状態に関連 していると考えられ5)6),色 素上皮の機

能 と,病態 との関連がいろいろな面から検索されてい

る7)8)。 また,種々の薬物を投与した際の網膜色素上皮

の障害 に よる網膜疾患 の発症 実験 が行 わ れ て お

り。)～ n), ことにヨーソ酸 ソーダによる色素上皮の障害

実験
9)～ 22)は 今まで多くおこなわれ,形態学的9)～ 14),電

気生理学的15)16), また blood retinal barrierの 面から

報告 17)-22)さ れている。しかし,コ ーソ酸 ソーダの影響

を受けた網膜色素上皮の機能障害の詳細は不明であ

る。網膜色素上皮細胞が健常な場合 と障害を受けてい

る場合とでは,網膜疾患における色素上皮の果たす役

割が異なる可能性があると考えられるので,網膜色素

上皮細胞を選択的に障害するとされているヨーソ酸

ソーダをあらかじめ投与して網膜色素上皮に影響を与

えた際,網膜色素上皮細胞の機能 として貪食,増殖 ,

化生能がどうなるかを検討した。

II 方  法

1)実験動物

実験動物 として,体重約300gの Wistar系 の 自色

ラットを用いた。 ラットは通常の人工試料で飼育 し,

水分は十分に与え,光照射は昼夜12時間ずつ とした .

2)薬物投与方法

ヨーソ酸ソーダ10mg/kg(3%ヨ ーソ酸ソーダ)を

尾静脈より1回静注した。

3)網膜下腔注入方法

小球注入は,ヨ ーソ酸 ソーダ静注24時間後におこ

なった。また実験条件を同一にするために小球注入は

すべて午前中に行なった。網膜色素上皮細胞に貪食さ

れ易い負荷電小球浮遊液0.05ml(109個/ml)を 既報1)に

記した方法で網膜下腔に注入した.注入後に眼底検査
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を行って,注入部から後極部にかけて胞状網膜剥離が

形成されたのを確認し,注入液が正 しく網膜下腔に注

入されたものを実験に用いた。ただし,小球注入は片

眼のみとし,小球を注入しなかった残るもう1眼 は
,

ヨーソ酸 ソーダの網膜色素上皮に対する影響を観察 し

た.

4)試料作成方法

静注24時間後,小球注入後 6時間,24時間,48時間 ,

4日 に限球摘出を行い,直 ちに2.5%グ ルタールアルデ

ヒド(0.lM燐酸緩衝液)にて, 3～ 24時間固定後,角

膜,虹彩,水晶体を除去し,実体顕微鏡下に網膜剥離

の範囲,ポ リスチレン小球の分布状態,刺入部位,出

血の有無,程度を観察し,刺入による障害が少なく,

小球の分布状態が一定でよく注入されている部位を切

り出した.細切 した切片は 1%四酸化ォスミウムにて

後固定後,漸増アルコール系列にて脱水,プ ロペレン

オキサイ ドに置換後,エ ポン包埋 し,光顕,電顕用観

察に供 した。なお,小球を注入 しなかった眼球も同様

の操作にて光顕,電顕用試料を作成した。透過型電顕

による観察には,酢酸 ウラニルと硝酸鉛による染色を

行い日立 HU‐12,H・ 500型電子顕徴鏡にて観察した .

5)貪食,増殖,化生の観察

既報
1)3)4)の 正常網膜色素上皮細胞の場合に比 して,

各反応の開始時間とその程度を観察した.増殖,化生

反応の程度の検討は,非投与対照群, ヨーソ酸 ソーダ

10mg/kg投 与障害群について,それぞれポリスチレン

小球注入 4日 後の光顕標本 (× 1,000油浸下)で行なっ

た。それぞれ 3個体 5眼の標本からそれぞれ 2切片 ,

合計10切 片を作成し, 1切片から無作為に5カ 所選ん

だ.すなわち,合計50カ 所で,網膜下腔に増殖して線

維芽細胞様に重層した網膜色素上皮細胞層の厚さを光

顕1000倍油浸下に測定し,統計処理した。

III 結  果

ヨーソ酸 ソーダ静注24時間後には,視細胞外節は光

顕,電顕にても一部崩壊脱落の所見が認められた (図

la,b)。 網膜色素上皮は,光顕で胞体内に空胞形成を

みたが,崩壊脱落したところはなく(図 la),電 顕でみ

ると,色素上皮の細胞間隙の開大,basal infoldingの

膨化がみ られた (図 lb)が , ヨーソ酸 ソーダによる網

膜色素上皮層の障害は比較的軽度であった。

この様な状態の網膜下腔に小球注入をおこなった と

ころ, コーソ酸 ソーダを投与 しなかった場合には,前

報1)2)で 報告 したように小球注入 6時間後にはすでに
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図1 ヨーソ酸ソーダ (lomg/kg)1回 静注による網膜色素上皮の障害
a.静注24時間後の光顕所見(× 1,000油 浸).網膜色素上皮の空胞形成を認めたが,色
素上皮の崩壊脱落はなかった。視細胞外節にも一部崩壊脱落所見を認めた.b.静注24

時間後の電顕所見.細胞間隙の開大,basal infoldingの 膨化がみられた.
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442 日眼会誌 93巻  4号

図2 ヨーソ酸ソーダ静注24時間後,網膜下腔にポリスチレン小球を注入

a.ポ リスチレン小球注入 6時間後の光顕所見(× 1,000油浸).網膜色素上皮はポリス

チレン小球を全く貪食していない。b.ポ リスチレン小球注入6時間後の電顕所見,網

膜色素上皮細胞の microvilliに よるポリスチレン小球の取 り込みがみられなかった。
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図3 ヨーソ酸ソーダ静注24時間後にポリスチレン小球を注入。ポリスチレン小球注

入24時間後の光顕所見 (× 1,000油 浸).網膜色素上皮はポリスチレン小球をよく貪

食していた。

図4 ヨーソ酸 ソーダ静注24時間後にポ リスチレン小球を注入.ポ リスチレン小球注

入48時間後の光顕所見 (× 1,000油 浸).網膜色素上皮は小球を貪食し, さらに増殖

していた.
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444 日眼会誌 93巻  4号

図5 ヨーソ酸ソーダ静注24時間後にポリスチレン小球を注入。ポリスチレン小球注

入4日 後の光顕所見 (× 1,000油 浸).網膜色素上皮は増殖して重層し,細長くなっ

て線維芽細胞様に化生していた。矢印間の距離を測定した.

図6 非投与の色素上皮にポリスチレン小球を注入。ポリスチレン小球注入 4日後の

光顕所見 (× 1,000油浸).矢印間の距離を測定した。図 5よ り重層した増殖組織の

厚さが厚い。
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μ m

20

軽度障害群    対照群

図7 増殖,化生能の比較,明かにヨーソ酸ソーダ投

与軽度障害群と,対照群では差が認められた。

貪食が始まっていたが, ヨーソ酸 ソーダ投与で軽度に

障害をうけた網膜色素上皮は小球を全 く貪食していな

かった(図 2a)。 電顕で観察すると網膜色素上皮の ミト

コンドリアの膨化,細胞間隙の開大,核の染色性の変

化がみられ,microviniに よる小球の取 り囲みがほ と

んどみられなかった(図 2b)。 しかし,24時間後には網

膜色素上皮は小球をよく貪食していた (図 3).

48時間後になると網膜色素上皮の増殖がみられ (図

4),増殖の開始時間は非投与対照群と差はなかった。

小球注入 4日 後になると網膜色素上皮は増殖 して重

層し,細長 くな り線維芽細胞様に化生してお り(図 5),

化生の時期 も対照群 と比し時間的遅延はなかったが
,

対照群 4日 後の所見 (図 6)と 比較すると増殖,化生

した網膜色素上皮層の厚さに差が認められた。

そこで,網膜色素上皮の増殖,化生反応を比較する

ため,対照群,ヨ ーソ酸 ソーダ10mg/kg投 与軽度障害

群についてそれぞれポ リスチレン小球注入 4日 後の網

膜色素上皮の反応を検討した。それぞれの標本から無

作為に合計50カ 所選び,網膜下腔に増殖して線維芽細

胞様に重層 した網膜色素上皮層の厚さを測定した (図

5,図 6矢印間の厚 さ).そ の結果 (表 1,図 7),重

層した層の厚 さに明らかに差が認められた。対照群の

重層 した層の厚 さは平均20.55μ m,軽度障害群では

445

14.00μ m,標準偏差 (SD)はそれぞれ9.57μm,5.50

μm,標準誤差 (SE)は それぞれ1.35μ m,0.78μ mで
あった。分散分析にても危険率0.01以下で有意に,軽

度障害群の厚さが薄 く,網膜色素上皮の増殖,化生能

が低下していることが分かった。

IV 考  按

古 くから,種々の薬物投与により,実験的に網膜色

素上皮細胞の障害実験が行われ,sodium iodate9)～
13),

sodium acetate9)10)23)-25)な どが用いられ,ま た,オ ル

ニチン26)に よる網膜色素上皮細胞の変性実験 も報告 さ

れている.なかでもヨーソ酸 ソーダは,Noel19)10)ら に

よって形態的,電気生理学的に網膜色素上皮に対する

その影響 と障害程度が検討 されてお り,選択的に網膜

色素上皮細胞に障害を与えることが報告されている.

その作用機序 として Noellは27),組織学的,電気生理

学的研究により,視細胞の解糖作用の低下によるとし

ている。また,水野28)は
bl。。d retinal barrier中 の

monoaminoxidase及 び,硫酸抱合酵素の障害によっ

て蓄積 した catecolamineが 酸化 して adrenochrome

catecolamineと なり,網膜外層を破壊して網膜色素変

性症を生 じるというcatecolamine代 謝異常説を述べ

ているが不明な点も多い。

しかしながら, ヨーソ酸 ソーダは網膜色素上皮細胞

を選択的に障害する薬物 として多 く実験に用いられ,

コーソ酸 ソーダを投与した際の網膜の接着に及ぼす影

響
23)や

障害された網膜色素上皮細胞の blood retinal

barrierの 機能状態
17)～ 21),網

膜色素上皮細胞の網膜下

液排出機能
29)な どが報告されている.

このようにヨーソ酸 ソーダは網膜色素上皮細胞の障

害実験に多 く用いられ,検討 されているが,そのとき

の色素上皮の貪食,増殖,化生機能を検討した報告は

未だない。病的状態において網膜色素上皮細胞が疾患

の発生,進行にどの様に関わ り合 うかは,病的網膜色

素上皮がこれらの機能をどの程度保持しているかによ

ると思われる。

我々は先ず比較的少量のコーソ酸 ソーダを投与 し,

その機能を観察した。 ヨーソ酸 ソーダの投与量,ポ リ

軽度に障害された網膜色素上皮細胞の反応態度・緒方他

表 1 増殖,化生能の比較

亜

厚
・　
さ 亜

(E± SE)

例数 平均 (μ m) SD(μ m) SE(μ m)
分散分析

Fイ直 P値

軽度障害群

対照群

50

50

14.()0

2()55

5.50

9 57

0.78

1.35
8, 85 pく 0.01
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スチレン小球の注入時期を検討 した上で, ヨーソ酸

ソーダ静注後, ポ リスチレン小球を網膜下腔に注入 し

た。

AnstadDら は ラットにヨーソ酸 ソーダ20mg/kgを

投 与 し,投 与 後 6～ 7時 間 で vitreous■uoro‐

photometryで 硝子体中への漏出が充進するが,hor‐

seradisch peroxidaseは 網膜色素上皮の細胞外へは出

ず,障害は明らかには認められなかったと述べている。

しかし,Korteら 2つ は家兎にヨーソ酸 ソーダ25mg/kg

を投与 し,網膜色素上皮を障害 したときの脈絡膜網細

血管板の萎縮を観察 しているが,その際静注24時間後

より網膜色素上皮からの蛍光の漏出を認め,Ringvold

ら17)も 家兎にコーソ酸 ソーダ静注投与 し24時 間後 よ り

網膜色素上皮細胞からの蛍光の漏出を認めている。そ

して,両者 とも 8日 以降は機能的に barrierが 回復す

ることを観察 してお り,形態学的には, ヨーソ酸 ソー

ダ投与24時間後には明らかな変化 として basal infold‐

ingの消失, ミトコン ドリアの膨化,細胞内の空胞形

成,小胞体の膨化や破壊,ま た網膜色素上皮の局所的

な破壊がみられ,蛍光の漏出がなくなる8日 目には形

態学的に網膜色素上皮の再生所見がみられると報告 し

ている。

また,投与量が多いと3～ 4日 後には大きい inter‐

cenular gap,多数の macrophageが 出現し,色素上皮

の崩壊がみられ18),さ らに,回数に関 しては羽生田22)は

30mg/kgを 投与 し,1回投与でも 3回投与でも同程度

に網膜色素上皮が破壊されたと報告 している。

また,Negiら 28)は 同じく家兎に40mg/kgの コーソ

酸 ソーダが静注 し,投与 2～ 5時間後に網膜色素上皮

からの網膜下液の吸収が増大することを見ている。 こ

れは, ヨーソ酸 ソーダが,選択的に網膜色素上皮を障

害 し網膜色素上皮の membrane barrierの性質が破壊

されることによる。 このようにヨーソ酸 ソーダによる

網膜色素上皮細胞の障害は,投与後早期より起こると

言われている。

我々は形態学的に網膜色素上皮細胞の変化を観察

し,貪食及び,貪食後の網膜色素上皮の反応を見るた

めのポ リスチレン小球注入の時期 と投与量 と投与回数

を検討し,網膜色素上皮が崩壊脱落 しない程度に障害

される投与量 として10mg/kg l回投与がよいとの成

績を得た。この程度の少量でも投与24時間には網膜色

素上皮の早期の反応 として形態学的には細胞間隙の開

大,basal infoldingの 膨化が見られた。そこで我 々は

ヨーソ酸 ソーダ投与24時間後にポ リスチレン小球注入
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処置を行い障害を受けている網膜色素上皮細胞の反応

状態を観察 した。

Rosenstock30)は in vitroの 実験で,網膜色素上皮細

胞の貪食が lodo acetateに よって も著明に阻害 され

ることを観察 しているが,我 々は,in vivoに於ける

ヨーソ酸 ソーダ10mg/kgの 比較的少量, 1回投与 に

よっても貪食開始時間が遅延 してお り貪食能は明らか

に低下していることをみた。

Noell15)16)は ョ_ソ 酸ソ_ダ投与によってERGの c

波の消失, または陰性化が見 られたことから, コーソ

酸 ソーダは網膜色素上皮細胞層を破壊し,イ オン勾配

の変化,或はイオンの拡散をおこす と考えている。つ

まり,色素上皮の基底膜側の障害がおこり,イ オン勾

配が変化し,ERGの c波が消失する。このように基底

膜側が障害 され るのが最初であるとされているが
,

我々の実験では貪食 とい うapical側 の反応も早期 に

障害されていることがわかった。

さらに,貪食は異物の認識 と取 り込みの 2つ の機序

が働いて行われる機能であるが,貪食開始は遅れたが

最終的にポ リスチレン小球が貪食 されたことから,異
物の認識はできるが,細胞の機能障害のため取 り込み

がおくれ,貪食開始時間の遅延 として現われたものと

考えられた。細胞基底膜側に発 したイオン勾配の変化

が解糖機能を低下させ,細胞内の ミトコンドリアの障

害を引き起 こしそれが貪食に働 くactinの働きを低下

させたと推察 される。

また,増殖の開始時間および化生の開始時間はヨー

ソ酸ソーダを投与しなかった対照群 と比較し,時間的

遅延はなかった。 このことは,増殖および化生を開始

させる細胞内の機能は正常に働 いていると考えられ

る。さらに,増殖 。化生能を定量的に比較するため増

殖・化生した細胞層の厚さを光顕、的に検討してみると,

コーソ酸 ソーダ投与軽度障害群では明らかに増殖 。化

生した層の厚 さが減少してお り,増殖・化生能は保っ

ているものの,その程度が対照群 と比較 し,有意に低

下していることが分かった。

以上, ヨーソ酸 ソーダにより軽度に障害をうけた網

膜色素上皮の機能を in vivoにおいて異物に対する貪

食,増殖,化生能を指標として検討 し,機能の発現時

期と機能障害の内容及びその障害程度を明らかにでき

た.

このことは網膜色素上皮の障害の程度によって網膜

色素上皮の働 きが異なり,その ときの網膜色素上皮の

持つ機能によって網膜疾患の現れ方も異なる可能性が
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あることを示唆す ると思われた。

なお,本 報 の要 旨の一部は第93回 日本眼科学会総会

(1988.3.25,京都)において緒方が口演した,
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