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実験的オルニチン網膜症

第 1報 :注入早期の変化

竹内 正光,板垣  隆,高橋 寛二,宇山 昌延

関西医科大学眼科学教室

要  約

微量のオルチニンをサル眼の硝子体内に注入 し,実験的に網膜変性症 を作成することが出来た。本報では注

入直後から7日 までの早期の変化を報告 した。オルニチン注入後,臨床的には注入後 3日 より網膜色素上皮の

障害がみられ,7日 には,赤道部全周にわたり境界鮮明な色素上皮の変性がみられた。黄斑部網膜には,臨床

的には異常をみなかった。

組織学的には,注入後24時間から赤道部の網膜色素上皮は強い変性 を生 じ,7日 に細胞は融解壊死になり,

崩壊 した。網膜色素上皮にみられた注入早期の変化は,2次ライソゾームの増加,basal inf01dingの消失,滑

面小胞体の崩壊,微絨毛の短縮, ミトコンドリアの膨化などであった.こ れらの変化は赤道部では強 く,黄斑

部では軽度であった。視細胞外節,内節を含め,神経網膜には異常をみなかった。注入 したオルチニン液 と同

浸透圧の高張3.5%食塩水 を同量硝子体内注入すると,微絨毛 とミトコンドリアに変化がみられたが,オルニチ

ンでみたような高度の変化はみられなかった。このような網膜色素上皮細胞の強い障害はオルニチンに特異的

な変化 と考えられ,微量のオルニチンは赤道部 を中心に網膜色素上皮を選択的に障害することが示 された。こ

の方法は網膜色素上皮の選択的な障害実験になりうる。 (日 眼会誌 94:1012-1023,1990)
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Abstract

Retinal damage 1 to 7 days after intravitreal injection of l-ornithine hydrochloride solution into

monkey eyes was investigated. Clinically the retinal pigment epithelium (RPE) showed edema, and

hyperfluorescence on fluoroangiograms, predominantly in the equatorial region at 3 to 7 days. No

retinal changes were seen at the posterior pole. Histopathologically, RPE in the equatorial region

showed severe damage 24 hours after injection, becoming liquefactively necrotic and degenerated at

3 to 7 days. Earty changes in RPE consisted of an increase in the number of secondary lysozomes,

disappearance of basal infolding, destruction of most of the smooth endoplasmic reticulum, shortening

of mierovilli, and marked swelling of mitochondria. These RPE changes were seen slightly in the

posterior pole. There were slight changes in the inner retina including photoreceptors. In eyes
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injected intravitreally by hi-osmosis of 3.5%o NaCl solution, with equivalent osmolarity to ornithine
solution, mild changes of microvilli and mitochondria were seen, but not necrotic changes. Our
experiment showed that intravitreal injection of a small amount of l-ornithine hydrochloride induced
severe RPE damage. Selective toxicity of ornithine to BPE appeared mainly in the equatorial region.
(Acta Soc Ophthalmol Jpn 94: 1012-1028, 1990)

Key words: L-ornithine hydrochloride, Retinal pigment epithelium (RPE), Retinal degeneration,
RPE degenaration, Intravitreal injection

I緒  言

網膜変性症の多 くはその原因が不明であ り,疾患に

よって発病の原発病巣は,視細胞か,網膜色素上皮か
,

脈絡膜毛細血管か明確でないことがある。例えば,脳
回転状脈絡網膜萎縮症 (Gyrate atrOphy Of the chOr‐

Oid and retina)及 び Chroideremia(全 脈絡膜萎縮症)

では病理組織学的に網膜色素上皮の萎縮消失,及び脈

絡膜毛細血管板の萎縮消失が知 られて0～ 4), この 2疾

患は脈絡膜毛細血管板の萎縮が原発病巣ではないかと

考えられていた。また網膜色素変性症の進行例では視

細胞 とともに網膜色素上皮の萎縮消失をみる。

脳回転状脈絡網膜萎縮症は特異な眼底所見を示す遺

伝性疾患で,オルニチン・ アミノ基転移酵素の欠損あ

るいは活性低下が原因で,高オルニチン血症を伴 うこ

とがわかっている5)～ 8).本 症は,網膜色素上皮に原発性

の障害があるとされてお り。),ま た治療により高オル

ニチン血症が改善すると,視機能の改善が得 られたと

する報告9)10)も あ り,オルニチンと網膜変性 (網膜色素

上皮変性)の 間には密接な関係があると考えられる。

Kuwabaran)ら は,オ ルニチンを硝子体内に注入す

ると網膜色素上皮が選択的に障害されることを示 し

た。我々は,Kuwabaraら が用いた量よりも微量のオ

ルニチンを硝子体内に注入することにより,網膜色素

上皮の選択的な障害を主体 とする網膜変性症を作成す

ることができた 12)。
本報では投与直後から 7日 までの

早期の網膜色素上皮の変化を示すとともに,高張食塩

溶解液を注入する対照実験を行なったので,併せてそ

の臨床経過 と組織学的所見を報告する。

II 実験方法及び材料

実験動物 として,1.5～ 2.Okgの カニクイサルの 7頭

14眼 を使用 した。塩酸ケタ ミン (ケ タラール①)50mg/
kgの筋注により全身麻酔下にて,散瞳して検眼鏡で眼

底に異常がないことを確認 した.1‐ ornithine hydrOch_

lorideの 0.5M溶液 (lM‐ NaOHを用いて pH 7.2に調

整,浸透圧1,025mOsm)(以 下オルニチンと略す)を
0.03ml,毛様体扁平部 より,ハ ミル トン●マイクロシ

リンジと27G注射針を用いて硝子体内中央部に注人 し

た (10眼 ).

対照 としてオルニチンと同浸透圧 (1,025mOsm)に

調整 した3.5%食塩水0.03mlを 硝子体内に注入 した

(4眼 ).

注入直後より7日 まで眼底検査,蛍光眼底造影を行

なって眼底所見の経過を観察 した。オルニチン又は食

塩水注入後 1,3,7日 に眼球を摘出し,直 ちに4%グ
ルタールアルデヒ麟 酸緩衝液にて約10分間固定後 ,

同液中で眼球を角膜輪部にて前後に 2分 し,後方の眼

杯のみを更に同液にて12時間固定 した.その後,実体

顕微鏡下で蛍光写真 と眼底を対比しながら,網膜の病

巣部を細切した。その後,0.lM燐酸緩衝液 (pH 7.4)

にて24時間洗浄 した。後固定は 1%四酸化オス ミウム

燐酸緩衝液にて 1時間行い,エ タノール系列で脱水し,

プロピレンオキサイ ドをへて,エ ポキシ樹脂に包埋 し

た。包埋材料から,LKB ultrOtOme Vに てlμmの切

片を作成し, トルイジンブルー染色にて光学顕微鏡で

観察 した。また,超薄切片作成後酢酸 ウラニールとク

エン酸鉛の 2重染色にて,日 立 HU‐ 12型電子顕微鏡で

観察 した .

III 結  果

1.臨床経過

オルニチン注入後,24時間までは検眼鏡的に異常を

みなかった。蛍光眼底造影により,耳側赤道部から周

辺部にかけて軽度の顆粒状の過蛍光をみた (図 1).3
日後 より検眼鏡的には,耳側赤道部から周辺部にかけ

て境界明瞭な灰白色の浮腫をみた。蛍光眼底造影では

この部に一致して顆粒状からびまん性の過蛍光がみら

れた。耳側赤道部は,顆粒状の過蛍光を示 し,過蛍光

は周辺部にいくに従って増強した(図 2).注入後 5日
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後には赤道部ほぼ全周に境界明瞭な灰白色浮腫がみら

れ,蛍光造影では,検眼鏡所見に一致して赤道部全周

にわた りびまん性の過蛍光をみた(図 3)。 7日 後には

赤道部の灰白色浮腫は更に明瞭 となった.蛍光造影で

は,赤道部から周辺網膜は著 しいびまん性の過蛍光を

示 し,その程度は更に増強 した(図 4)。 これらの期間

黄斑部には殆ど異常がみ られなかった。

3.5%食塩水の注入眼では,検眼鏡的及び蛍光眼底造

影でもなんら異常所見をみなかった。

2.組織所見

1)オルニチン注入眼

1.24時間後

最 も変化の強かったのは赤道部で,光顕では網膜色

素上皮の胞体がやや均質無構造な所見を示 したが,感

覚網膜や脈絡膜には異常をみなかった。

電顕でみると,赤道部の網膜色素上皮は,細胞が扁

平にな り形が不規則で,微繊毛は短縮 し,basal infold‐

ingは著 しく不明瞭 とな り,大 きな様々な電子密度を

有す るかな り大型の二次 ライソゾームが多数あらわ

れ, メラニン顆粒は胞体内に落込み,滑面小胞体は崩

壊 し,胞体内は微細顆粒状にみえた。 しかし, ミトコ

ン ドリアには殆ど変化はみられず,tight iunctionに も

異常をみなかった。視細胞内節外節,脈絡膜毛細血管

日眼会誌 94巻 11号

の内皮細胞には異常をみなかった。また感覚網膜にも

異常をみなかった (図 5)。

黄斑部においては,光顕では異常をみなかったが,

電顕で観察すると,網膜色素上皮は,細胞は扁平となっ

て高さがやや不規則になった。胞体内には様々な電子

密度を有する二次ライソゾームが多数にあらわれ,微

絨毛はやや短縮 し, ミトコンドリアの膨化をみた。し

かし,滑面小胞体や粗面小胞体はよく保たれ,メ ラニ

ン顆粒の落込みもなく,basal infolding,tight iunCtiOn

には異常をみなかった。視細胞内節外節,脈絡膜毛細

血管内皮細胞には異常をみなかった (図 6).

2.注入後 3日

3日 後には,網膜色素上皮細胞の変性は極めて強 く

な り,赤道部では色素上皮細胞は融解壊死の所見を示

して崩壊 し始めた。すなわち微繊毛は短縮 し,basal

infoldingは 消失 し,胞体内には多数の二次ライソゾー

ムがみられ, ミトコンドリアは膨化 し,胞体は崩壊 し

かけていた。 しかし,視細胞内節外節,脈絡膜毛細血

管内皮細胞には異常をみなかった (図 7).

黄斑部ではこれらの変化は軽 く網膜色素上皮はやや

扁平になり,胞体内に二次ライソゾームがみられたが,

注入後24時間より少なくなっていた.basal infolding

はかなり扁平にな り,殆ど消失 している部位がみられ

図 1 オルニチン注入後24時間,蛍光眼底撮影.耳上側赤道部にごく軽度の過蛍光を

みるが,その他の部位には異常所見をみない。

.|

1
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図2 オルチエン注入後 3日 ,蛍光眼底撮影.耳上側赤道部には斑状ないしびまん性
の過蛍光がみられ,赤道部全周に顆粒状の過蛍光がみられる.

図3 オルチエン注入後 5日 ,蛍光眼底撮影.びまん性の強い過蛍光領域は耳側赤道

部を越えて後極側へも拡がり,赤道部全周の過蛍光も増強し,斑状の過蛍光を示し

た.
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た。微絨毛は軽度に短縮していた。黄斑部の視細胞内

節外節,脈絡膜毛細血管内皮細胞には異常をみなかっ

た (図 8)。

3.注入後 7日

7日 後には,赤道部で網膜色素上皮細胞の変性は一

層進行し,赤道部の色素上皮細胞は完全に壊死に陥っ

て崩壊して脱落し,広 い範囲で BruCh膜 が露出する所

がみられた.し かし視細胞内節の変化は軽度で,外顆

粒層及びそれより内層の神経網膜には殆ど変化をみな

かった (図 9).

電顕でみると,網膜色素上皮細胞の胞体は完全に壊

死に陥り,細胞膜が壊れて,胞体は崩壊していた。壊

死の強い所では Bruch膜が露出し,細胞残査やマクロ

ファージがみられた (図 10)。

黄斑部では,色素上皮細胞の変化は赤道部よりきわ

めて軽度で,胞体内に二次ライソゾームがみられ,微

繊毛の短縮, ミトコンドリアの膨化がみられたが軽度

であり,basal infoldingも よく保たれ, 3日 の所見よ

り障害の程度はむしろ軽くなっていた。赤道部のよう

に壊死,崩壊した細胞はみられなかった (図 11).

2)3.5%NaCl注 入眼

3.5%食塩水注入眼では,注入後24時間,3日 ,7日

日眼会誌 94巻 11号

のどの時期に於いても,光顕では,網膜,脈絡膜に異

常をみなかった。電顕でみると,ネ申経網膜になんら異

常をみなかったが,網膜色素上皮には微絨毛の軽度の

短縮とミトコン ドリアの膨化をみた。 しかし,二次 ラ

イソゾームは少数みられたので,滑面小胞体や粗面小

胞体などの細胞内小器官には異常な く,basal infold‐

ingはやや扁平化になっていたが,壊死・崩壊した細胞

は全 くみられなかった。これらの変化は,黄斑部,赤

道部,周辺部で同じであった。網膜の部位による違い

はみられなかった (図 12,13,14,15)。 また,注入後

1日 と 3日 の所見は同じであった。 7日後にはこれ ら

の変化はやや軽 くなっていた。

IV考  按

脳回転状網脈絡膜萎縮症では, オルニチン・アミノ

基転移酵素の欠損あるいは低下がみられ,高 オルニチ

ン血症を伴 うことが報告されている5)～ 8)。 またこの疾

患では,蛍光眼底造影や電気生理学的検査によって,

網膜色素上色の障害が原発であるとする報告6)が ぁ

る。さらにこの疾患の患者にビタミンB6大量投与や低

アルギニン食を行なうことにより,高 オルニチン血症

が改善す ると,視機能の改善がみ られたとする報

図4 オルニチン注入後 7日 ,蛍光眼底撮影.赤道部全周にびまん性の強い過蛍光が

みられる。黄斑部ではこれらは軽度であり,周辺部にも異常をみない。
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5

図5 オルチニン注入後24時間の電顕写真,赤道部網膜色素上皮.網膜色素上皮は扁

平になり,微繊毛は短縮し,basal infoldingは 不明瞭となった。メラニン顆粒は胞

体内に落込み,大型の二次ラインゾームが大量にあらわれ,滑面小胞体は崩壊し,

徴細顆粒状となっていた。

図6 オルニチン注入後24時間の電顕写真,黄斑部網膜色素上皮.網膜色素上皮はや

や扁平になり,胞体内には二次ライソゾームが多数あり,一部のミトコンドリアに

は膨化をみたが,他の細胞内小器官には異常なく,basal inf01dingも ほぼ正常に保
たれていた。
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図7 オルニチン注入後 3日 の電顕写真,赤道部網膜色素上皮.胞体内は粗造となり,

染色性が低下し,細胞の崩壊がはじまりつつある。basal infoldingは消失している。

図8 オルニチン注入後 3日 の電顕写真,黄斑部網膜色素上皮.細胞はやや扁平にな

り,胞体内には二次ライソゾームをみたが,24時間後よりは減少している。basal

infoldingは 消失している.
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図9 オルニチン注入後 7日 ,赤道部網膜の光顕、写真 (ト ルイジン・ブルー染色,100
倍).網膜色素上皮は完全に融解壊死に陥って,崩壊し,Bruch膜 が露出している場

所が,広範囲にみられた。網膜下腔は,多数のメラニン顆粒を含んだ大きいマクロ

ファージがみられた。

図10 オルニチン注入後 7日 の電顕写真,赤道部網膜色素上皮.網膜色素上皮細胞は

壊死に陥って崩壊消失し,多数の強く変性した細胞が残っていた。Bruch膜 は露出

し,貪食胞を多数含んだ大型のマクロファージが網膜下腔にみられた.
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告9)10)も あり,オルニチンと網膜色素上皮には密接な

関係があると思われる。

Kuwabaraら は,1.OMの オルニチン0.lmlを サル

眼の硝子体内に注入すると,網膜色素上皮が選択的に

障害 され,変性し消失することを報告 した n)。 また,

Ishikawaら は,D‐ オルニチン,L‐ オルニチン,ア ルギ

ニン,シ トル リン,ア セチルオルニチン, メチルオル

ニチン, グルタミン酸をラットの硝子体内に注入し,

D‐,L‐ オルニチンのみが網膜色素上皮に対 して,選択

的な毒性を示し,従来より内顆粒層に障害を引き起こ

す ことが言われているグルタミン酸を除 く他のアミノ

酸では,網膜毒性はみられなかったと報告 している13).

しか し中島・水野14)は ,自色家兎を用いて,1.OMの

食塩水,オ ルニチン,ア ルギニン,リ ジンなどの約2,000

mOsm/kgの高張溶液を0.2ml注 入し,いずれにおいて

も同様の強い網膜の変化がみられ, このような網膜変

性は高浸透圧によるもので, このような高濃度浸透圧

の実験では,ア ミノ酸の網膜毒性を証明することは出
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来ないとしている。さらに高オルニチン血症を認める疾

患 hyperornithinemia‐ hyperammonemia‐ homoci‐

trullinuria(H‐ H‐H)症候群でも網膜変性を生じない

ことから,オルニチン注入による網膜変性は,特異的

な薬物障害よりも,む しろ非特異的な浸透圧作用によ

るのであろうと述べている“
).Marmorら 15)は ,高濃

度の薬物は,そ の種類にかかわらず,硝子体注入によ

り網膜崇」離と網膜変性を引き起こし,薬物の硝子体内

毒性は,そ の薬物の薬理作用よりむ しろ浸透圧作用に

関係しているのかも知れないと警告 している。

しかし,H‐ H‐H症候群では,オ ルニチンの ミトコン

ドリア内への転送障害が原因と推定されており16),病

態が脳回転状網脈絡膜萎縮症 とは異なるとされてい

る。一方培養網膜色素上皮を用いた実験で,オルニチ

ンは他の物質より低濃度で網膜色素上皮を障害するこ

とが証明されている17)。

我々は本実験では, オルニチンの浸透圧による影響

を少なくするために,Kuwabaraや 中島・水野らの投

図11 オルニチン注入後 7日 の電顕写真,黄斑部網膜色素上皮.網膜色素上皮にはミ

トコンドリアは膨化し,電子密度が均―になった二次ライソゾームをみたが,basal

infoldingは ほぼ正常の形態になった.
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図12A 食塩水注入後24時間の電顕写真,赤道部網膜色素上皮。網膜色素上皮には ミト

コンドリアの膨化がみられたが,二次 ライソゾームは少なく,滑面小胞体や滑面小

胞体などの細胞内小器官には異常をみなかった。basal infoldingは 扁平化 してい

る.

図12B 食塩注入後24時間の電顕写真,黄斑部網膜色素上皮.微絨毛の短縮と少数の二

次ライソゾームがみられた.

図13A 食塩水注入後 7日 の電顕写真,赤道部網膜色素上皮.網膜色素上皮にミトコン

ドリアの膨化がみられたが,二次ラインゾームは殆どみない。

図13B 食塩水注入後 7日 の電顕写真,黄斑部網膜色素上皮.ミ トコンドリアの膨化所

見をみるが,二次ライソゾームは殆どみない
.
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与量のほぼ1/6量 (濃度で1/2,注入量で1/3)の 0.5M

のオルニチン0.03ml(1,025mOsm)を 注入した。更に ,

0.5Mオルニチンの1,025mOsmと 同 じ浸透圧であ る

3.5%食塩水を同量 (0.03ml)硝子体内に注入し,高浸

透圧による網膜色素上皮ならびに網膜の障害を検討 し

た。その結果,高浸透圧液によって,網膜色素上皮に

は,注入後24時間には微絨毛の軽度の変化とミトコン

ドリアの膨化がみられたが,それ以上の強い変化はみ

られなかった。 また,注入後 7日 にも,それ以上の変

化はみられなかった.こ の程度の高浸透圧の影響は軽

いことが示 された。

オルニチン投与によって,感覚網膜には異常所見を

みなかったが,網膜色素上皮には, オルニチン注入後

24時間に,大型の 2次 ライソゾームの著 しい増加 ,

basal infoldingの 消失,細胞内小器官 (特 に滑面小胞

体)の変性がみ られ,急激な網膜色素上皮の障害が示

された。 さらに, 3日 ではこのような細胞障害は一層

進行して, 7日 には,色素上皮細胞は融解壊死 し,崩
壊・ 脱落 した。

この様な変化は高張食塩水の注入実験 と比べて明 ら

かに高度であ り, また,色素上皮にはこのように強い

障害がみられたが,視細胞,神経網膜,脈絡膜毛細血

管内皮細胞には変化はみられなかったので,オルニチ

ンは網膜色素上皮細胞の直接的障害を与えることが示

された.ま た, このような変化は赤道部を中心にみ ら

れ,黄斑部では軽度にとどまった。変性所見が赤道部

から周辺部にかけて強 くみられ,黄斑部に殆どみられ

なかったのは,興味深い所見であるが,理由は不明で

ある。

松澤ら18)19)は,網膜にはオルニチンの高親和取 り込

み機構があるとし,ま たオルニチンの代謝酵素である

オルニチン・ア ミノ基転移酵素 (OAT)は ,M■ler細

胞や網膜色素上皮細胞に局在すると報告している。す

ると,硝子体注入されたオルニチンは,特に網膜色素

上皮に選択的に大量に取 り込まれ,網膜の部位による

取 り込み量の差か,或はOATの 量の差の為に,細胞障

害を引き起 こす量のオルニチンが蓄積 した網膜色素上

皮のみが,強 く障害され,融解壊死,脱落へと至 った

とも考えられる.

本実験により,硝子体内注入された微量のオルニチ

ンは網膜色素上皮を選択的に障害 し,注入後 1週で網

膜色素上皮の変性から融解壊死に進行することが示 さ

れた。かつ この障害は高浸透圧による影響でないこと

が明らかになった。本方法は,網膜色素上皮の選択的
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障害実験 にな りうる。

本論文の要旨は第93回 日本眼科学会総会 (1989年 5月 )に

おいて,竹内が発表した.本研究は文部省科学研究費(一般

研究 B63480401,宇山昌延)の 援助を受けた。記して謝意を

表します。
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