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再生した網膜色素上皮細胞の反応態度 (図 7,表 2)

一ヨーソ酸 ソーダによる影響―
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要  約

ラットにヨーソ酸ソーダ40mg/kgを 1回静注投与すると,3日 後,網膜色素上皮細胞 は著 しい壊死に陥 り,

崩壊 し,一部 Bruch膜 から脱落 した。 2週後には,basal infoldingが 消失 し,microviniが短縮 した扁平な

再生 した網膜色素上皮細胞によって Bruch膜 はおおわれていた。ヨーソ酸 ソーダを比較的多量投与すると,網

膜色素上皮は崩壊 したのち,色素上皮細胞は再生 されることがわかった。再生 した網膜色素上皮細胞の反応態

度を観察するために,こ のようなところの網膜下腔にポ リスチレン小球 を注入 し,再生 した網膜色素上皮のポ

リスチレン小球に対する貪食,増殖,化生能 を観察 した。貪食開始時間には対照と比べて遅れはなかった.増

殖,及 び線維芽細胞様細胞への化生の開始時期 も対照群 と比べて差はなかったが,増殖 と化生の程度には著 し

い低下がみられた。この様に,障害を受けた後に,再生 した網膜色素上皮細胞の機能は著明に低下 しているこ

とが分かった。 (日 眼会誌 93:466-474,1989)
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Abstract
Phagocytosis, proliferation and metaplasia to fibroblast-like cells in the regenerated retinal

pigment epithelial cell (RPE) were examined after damage caused by administration of sodium iodate.

The solution of sodium iodate (40mg/kg) was given in a single intravenous'injection in rats. Three
days after injection, RPE showed marked necrotic damage, but in 2 weeks flat regenerated RPE with
short microvilli and no basal infolding were seen on Bruch's membrane. Polystyrene particles were
then injected into the subretinal space. The rats were sacrificed 6 hours to 4 days after injection of the
particles. The regenerated RPE showed phagocytosis within 6 hours. After 48 hours, they showed

multilayer proliferation. After 4 days RPE transformed to spindle shaped fibroblastlike cells. However
proliferation and metaplasia of RPE marklly decreased. The results showed significant decrease in the
function of regenerated RPE-cells as a result of their damage. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 93: 466

-474, 1989)
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I緒  言

ヨーソ酸 ソーダに よる網膜 色素 上 皮 の 障 害 実

験 1)～14)は
古 くから多くおこなわれているが, ヨーソ酸

ソーダの影響を受けた網膜色素上皮細胞の貪食能,増
殖能など機能を調べた報告はない。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,網膜色

素上皮の反応能力は異なる可能性がある15)16)と
考えら

れる。網膜色素上皮細胞を障害した状態での疾患の発

生経過が ヨーソ酸 ソーダを用いて検討され17)18),網
膜

色素上皮細胞の貪食,増殖,化生能に影響があるので

はないかと考えられている。我々は前報では色素上皮

を軽度に障害するためにラットにヨーソ酸 ソーダを少

量投与 し,その24時間後に網膜下腔にポ リスチレン小

球を注入 して,網膜色素上皮の貪食,増殖,化生能を

観察した。その結果,軽度障害の早期においては,貪
食開始の遅延,増殖,化生能の低下がみられることが

わかった 19)。 今回は網膜色素上皮が高度に障害 された

後に,再生 した網膜色素上皮細胞の貪食,増殖,化生

能について,比較的多量のヨーソ酸 ソーダを投与 し検

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

3%ヨ ーソ酸 ソーダ液を用いて, コーソ酸 ソーダ40

mg/kgを 尾静脈より1回静注した .

3)ヨ ーソ酸 ソーダ投与後の網膜色素上皮の変化の

観察

上記量のコーソ酸 ソーダ投与直後から 2週間まで経

時的に眼球摘出し,網膜色素上皮の形態学的変化を後

述の方法で光顕,及び電顕にて観察した。それぞれの

観察には, 3匹以上用いた。

4)ポ リスチ レン小球の網膜下腔注入

ヨーソ酸 ソーダ投与 2週後のラットの網膜下腔にポ

リスチレン小球を注入し,網膜色素上皮の反応態度を

観察した。小球注入はすべて午前中に行なった。小球

は既報にて貪食 され易かった負荷電小球を用い20)21),

浮遊液0.05ml(109個 /ml)を既報に記した方法 19)～ 23)で

網膜下腔に注入 した.注入後に眼底検査を行い,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
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た。小球注入後 6時間から4日 まで網膜下腔の状態の

観察を行なった。

対照 として, コーソ酸 ソーダを投与せず,同様処置

を行なったものも同期間観察 し,対照群 とした。それ

ぞれの観察には 3匹以上用いた.

5)試料作成方法

ヨーソ酸 ソーダ静注直後から2週間まで経時的に,

また小球注入実験では, コーソ酸 ソーダ静注 2週後に

ポ リスチレン小球を網膜下腔に注入し,そ の後 6時間,

24時間,48時間, 4日 に眼球摘出した。それぞれの眼

球は直ちに2.5%グ ルタールアルデヒド(0.lM燐 酸緩

衝液)にて,24時間固定後,角膜,虹彩,水晶体を除

去 し,網膜を切 り出した。また,ポ リスチレン小球を

注入したものは前固定後,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%四酸化オス ミウムにて

後固定後,漸増アルコール系列にて脱水, プロピレン

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。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

電子顕微鏡にて観察 した。

6)増殖・化生反応の程度の比較

対照群とヨーソ酸 ソーダ投与後再生色素上皮群にお

いてそれぞれポ リスチレン小球注入 4日 後の色素上皮

の反応を比較した。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箇所選び合計50カ 所,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光顕1000

倍油浸下に測定し統計処理 した。

III 結  果

1.ヨ ーソ酸 ソーダ投与 による網膜色素上皮の変

化 :ヨ ーソ酸 ソーダ40mg/kgの 投与量は前報 19)の 4

倍量に当った。静注後 3日 ,光顕でみると視細胞外節 ,

網膜色素上皮細胞に強い変性がみられた(図 la).電顕

でみると網膜色素上皮の細胞内小器官は不明瞭 とな

り,一部の色素上皮細胞は変性が強 く崩壊 し,Bruch
膜より脱落していた(図 lb).5日 よりmacrophageに

よる網膜下腔の清掃 と残存 した網膜色素上皮の増殖に

よる修復がみられ, 2週後には再生した網膜色素上皮

によって Bruch膜はおおわれた (図 2a)。 再生した網

膜色素上皮は,細胞が著 しく扁平で,basal infolding
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図 la ヨーソ酸ソーダ(40mg/kg)1回 静注後 3日 の光顕所見 (× 1000油浸):網膜色

素上皮と視細胞外節の障害が著明であった。(oS i外節)

図 lb 静注 3日 後の電顕所見 :網膜色素上皮は強い壊死に陥り崩壊し,Bruch膜 より

脱落した。
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図2a ヨーソ酸ソーダ静注後 2週 の光顕所見 :扁平な再生した網膜色素上皮細胞が

Bruch膜 をおおっていた。

図2b 静注後 2週 の電顕所見 :再生した網膜色素上皮細胞は,microvilllが短縮しだ
basal infoldingを認めなかった.
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図3 ヨーソ酸ソーダ (40mg/kg)1回静注 2週後にポリスチレン小球を注入.小球

注入 6時間後の光顕所見(× 1000油 浸):ポ リスチレン小球は再生した網膜色素上皮

に貪食されていた。

図4 小球注入48時間後の光顕所見(× 1000油 浸):再生した色素上皮細胞は小球貪食

と共に増殖していた。
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図5 小球注入4日後の光顕所見(× 1000油浸):色素上皮は増殖して重層し,一部は

細長くなり線維芽細胞様に化生していた。(矢印間の距離を測定した)
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図6 無処置群にポリスチレン小球を注入.小球注入 4日 後の光顕所見(× 1000油 浸)

図 5よ り細長く縦走した層の厚さがあつい。(矢印間の距離を測定した)
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表 1 増殖,化生能の比較

はみられず,microVmiは 短縮 していた (図 2b)。

2.ポ リスチ レン小球注入実験 :ヨ ーソ酸 ソーダ投

与 2週後の網膜下腔にポリスチレン小球を注入した。

注入 6時間後,再生した扁平な網膜色素上皮は小球を

既に貪食し(図 3),網膜色素上皮の貪食能は対照群 と

同様に保たれていて,貪食開始時間の遅延はなかった。

小球注入48時間後,色素上皮は小球をより多 く貪食

し,増殖が始まって一部は重層 していた(図 4)。 対照

群 と比べて増殖の程度は少なかったが,増殖の開始時

期の遅れはなかった。

小球注入 4日 後,色素上皮は多数の小球を胞体内に

貪食 して重層 し,一部は線維芽細胞様に化生していた

(図 5)が,対照群 (図 6)と 比べて,増殖 と化生の程

度は少なかった。

3.増殖,化生反応の程度の比較 :色素上皮の増殖 ,

化生反応の程度は方法に述べたように,網膜下腔に増

殖し,線維芽細胞様に重層した層の厚さ,すなわち図

5,図 6の矢印間の厚さを測定 した。その結果は表 1,

図 7に示すように,明 らかに重層 した層の厚さに差が

認められた。対照群の重層 した層の厚 さは平均20.55

μmであったが,再生色素上皮群では5.35μm,SDは
それぞれ9.57μ m,7.37μm,SEはそれぞれ1.35μ m,

1.04μmであった。多重比較 (表 2)にても再生色素上

皮群は危険率0.01以下で有意に,色素上皮の増殖,化

生能が低下 していることが分かった。前報
19)の ヨーソ

酸 ソーダ10mg/kg投 与軽度障害色素上皮群 と併せて

比較 し,分散分析を行なうと表 1に示すようにそれぞ

れの増殖,化生の程度に明かな差があった。

IV考  按

ヨーソ酸 ソーダは,Noellら
1)2)に よって形態的,電気

生理学的に網膜色素上皮に対する影響 と障害程度が観

察されてお り,選択的に網膜色素上皮細胞に障害を与

えることが知 られ,網膜色素変性症の実験モデルとさ

れている。 ヨーソ酸 ソーダを用いた網膜色素上皮の障

図 7 再生色素上皮群,軽度障害群19),対 照群

フに  2

多  重  比  較 F値 Pイ直

再生色素上皮群………対照群

再生色素上皮群………軽度障害色素上皮群19)

軽度障害色素上皮群…対照群 19)

49.15

16.29

8.85

く
　
く
　
＜

害実験 D～ 14)は
多く行なわれ,投与後の網膜色素上皮細

胞の障害について,形態的にも観察されているが,そ

の時の網膜色素上皮の貪食,増殖,化生機能を検討し

た報告は未だない。

前報19)で は,網膜色素上皮に軽度の障害を起 こすた

めに,比較的小量のヨーソ酸 ソーダを投与したのち,

網膜下腔にポ リスチレン小球を注入し,軽度に障害 さ

れた網膜色素上皮細胞の貪食能,増殖能,化生能の状

態を報告 した。今回,比較的多量のヨーソ酸 ソーダを

投与して網膜色素上皮細胞を高度に障害すると,色素

上皮細胞が一旦崩壊した後, 2週後には再生すること

がわかったので, このような再生した網膜色素上皮細

胞にポ リスチレン小球を与え,再生色素上皮細胞の機

能状態を観察 した。

2()

1()

亜

厚

　

さ

亜

(E■ SE)

例数
平均
(μm)

SD
μm)(

SE
μm)(

分散分析

rィ直 1)値

再生色素上皮群

対照群

50

5{〕

5 35

20 55

7.37

9.57

1.04

0.78
49 52 p<0.01

軽度障害色素上皮群

(前報19)よ り引用)
5() 14.00 5.50 1 35
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素上皮 と同じであるが24)25),玉 井 ら26)は in vivoの 交換

培養で RCSラ ットの外節は正常色素上皮に貪食 され

たが,正常 ラットの外節は RCSの色素上皮に貪食 さ

れなかったことから網膜色素上皮の微絨毛の貪食にお

ける認識 と取 り込みの うち,外節を貪食対象 として認

識する機構に欠陥があるのではないかと考えている。

我々が検討 した再生色素上皮細胞は対照群 と比較

し,ポ リスチレン小球の貪食開始時間には差はみられ

なかった.Microviniが著 しく短い変性 した色素上皮

細胞であったにも関わらず,ポ リスチレン小球に対す

る認識 も取 り込みも障害 されず貪食は行なっていた。

貪食開始時間を貪食能の 1つの指標 として検討 したと

ころ,前報 19)の
軽度障害時には貪食開始時間は遅延 し

ていたが,再生した色素上皮細胞では正常に行なわれ

ていた。

次に増殖 と線維芽細胞様細胞への化生能の障害程度

を検討比較 した。増殖の開始時間,化生の開始時間は

正常のものと同様であったが,増殖,化生した細胞の

層の厚さは対照群 と比較して明かに減少 してお り,前

報19)と 比較 しても有意に低下 していた。10mg/kg投 与

した軽度障害群の結果 と併せて,分散分析,多重比較

を行なった ところ,色素上皮の障害の程度に応 じて増

殖,化生の機能が著しく低下 していることが示 された.

網膜色素上皮の障害をヨーソ酸 ソーダ投与によって

起こし,その in vivoに おける機能的障害を異物に対

する貪食,増殖,化生能を指標 として検討 した。 ヨー

ソ酸 ソーダにより高度に障害を受けたのち再生 した網

膜色素上皮細胞において,貪食能は
`′

まぼ回復 し, さら

に増殖,化生の開始時間も対照群 と差はなかったが
,

その程度は著明に低下していた。すなわち,障害され

た網膜色素上皮細胞はその障害程度によって機能も低

下していることが示された .

本報の要旨の一部は第92回 日本眼科学会総会 (S.63.3.

19.京都)において緒方が口演した。
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ヨーソ酸 ソーダを用いた網膜色素上皮の障害実験で

は,Anstadtら 1。 )は ラットにヨーソ酸 ソーダ20mg/kg,

60mg/kgを 投与 し,60mg/kg投与 した場合24時間後 ,

網膜色素上皮細胞に高度な障害がみられ,壊死反応を

示し,ま た, 3～ 4日 後には大 きい intercenular gap,

多数の macrophageが 見られ,色素上皮の崩壊がみら

れたとしている。Nilssonら 8)は 羊にヨーソ酸ソーダ30

mg/kgを静注 し3日 後の反応を観察 しているが,網膜

色素上皮細胞の核膜 も崩壊し,細胞内小器官は膨化 し

て不明瞭にな り,細胞内には空胞ができたと述べてい

る。Ringvold9)ら も家兎にヨーソ酸 ソーダ静注投与 し,

静注 3日 には網膜色素上皮細胞は大 きな intercenular

gapが見られ,網膜下腔には多数の macrophageが 現

れたと報告 している。我々の観察でも40mg/kg静 注 3

日後に網膜色素上皮細胞は強い壊死に陥 り崩壊 した。

また,Ringvoldら 9)は
静注 8日 に,網膜色素上皮の

再生がみられ,tight iunctionが 形成され,機能的に

barrierが 回復 し,螢光の漏出がな くなることを観察 し

ている。Korteら 13)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 cho‐

riocapinarisの 萎縮を観察し,静注後 1週 には螢光の

漏出が認められなくなり,網膜色素上皮細胞の特徴で

あるbasal infoldingや ,micrOviniの 消失した扁平な

細胞,色素の少ない色素上皮や,瘤状の色素上皮をみ

ている。これ らの細胞は崩壊後,再生した網膜色素上

皮細胞であると考えられた。

我々の実験 においても2週後には著 しく扁平で
,

microviniは短縮 し,basal infoldingが消失した再生

した網膜色素上皮細胞がみられた。なお,白 色ラット

のため細胞内の色素顆粒の状態は不明であった。

さらに,羽生田14)は
家兎にヨーソ酸 ソーダ30mg/kg

を投与し,投与 1日 後に色素上皮細胞は壊死に陥るが
,

1週後,既に色素上皮の再生が始まっており,螢光眼

底造影では背景螢光は著しく減弱 し,硝子体螢光測定

で漏出の減少がみ られ,一度破壊 された網膜色素上皮

は 1週前後で臨床的にも組織学的にも,血液網膜棚の

修復が始まり, また 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。我々は

40mg/kgの 1回投与で十分に網膜色素上皮を障害 し,

網膜色素上皮の再生がみられた。

網膜色素変性症の類似モデル として RCSラ ットに

ついての報告
24)～ 26)の なかで,網膜色素上皮の貪食能を

検討した ものでは,RCSラ ットの色素上皮は炭素粒

や,ラ テックス粒子等の異物に対する貪食能は正常色
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