
平成 2年 1月 10日 25

外側血液網膜関門障害の陰性荷電状態の検索

―第 1報  ヨウ素酸ナ トリウムによる早期障害一

岸本 伸子,大熊  紘,山岸 和 矢,宇山 昌延

関西医科大学眼科学教室

要  約

ヨウ素酸ナ トリウム (Na103)は網膜色素上皮細胞を障害するが,そ の際の早期変化を明かにするため,網
膜色素上皮細胞,Bruch膜 ,脈絡膜毛細血管の陰性荷電の変化を陽イオン剤 polyethyleneinine(PEI)を 用

いて検索 した。有色家兎眼に3%Na103 10μ lを硝子体内注入 し,30分 , 1時間後 に0.5%PEIを 耳静脈 より静

注 した。対照として無処置および生食水10μ lを硝子体内注入 した。対照では脈絡膜毛細血管内皮細胞の表層お

よび基底膜,Bruch膜 の内外膠原線維層の膠原線維,網膜色素上皮細胞膜表層及び基底膜にPEI粒子の付着を

認めた,Na103注 入眼では PEI付着は網膜色素上皮細胞膜,基底膜で減少 していた。一般に細胞の表層および

基底膜は陰性に荷電 して電気的関門を形成するので,荷電状態の検索には陽イオン剤 を用いる。Na103注入眼

では網膜色素上皮の細胞膜および基底膜に付着するPEI粒子が注入30分後から減少 し,陽 イオン剤 を用いて,

網膜色素上皮の障害を早期から検出できた。 (日 眼会誌 94:25-32,1990)
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Early Effects of Sodium Iodate Shown by Detection of the
Destruction of Anionic Sites in Outer Blood-retinal Barrier
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Abstract
In order to demonstrate the early efrect of sodium iodate (NaIO,) on retinal pigment epithelium

(RPE), Bruch's membrane and choriocapillaries, we examined the alteration of their anionic sites
using a cationic probe, polyethyleneimine (PEI). We injected 10pl of 3% NaIOa solution into the
vitreous of pigmented rabbits and after thirty minutes or one hour, administered 0.5%PEl
intravenously. In the eyes injected with intravitreously saline solution or without injection, PEI-
positive particles (diameter 15-20nm) were Iocated in a row on both sides of the basement membrane
of the RPE and choriocapillaries and periodically at the collagen fiber of inner and outer collagenous
zone of Bruch's membrane. However no particle was observed on the cell membrane of the basal
infolding of the RPE. Thirty minutes after injection of NaIOs, PEI particle positive sites were reduced
at the basement membrane of the RPE. One hour after injection they redused in number but remained
at the trasement membrane of choriocapillaris and collagens in Bruch's membrane. We showed the
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early efrect of NaIOs to the RPE by examining the alterations of the anionic sites. (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 94: 25-32, 1990)

Key words: Outer blood-retinal barrier, Anionic sites, Retinal pigment epithelial destruction,
Sodium iodate, Cationic probe
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表 1 実験の眼数

硝子体内
注入薬剤 (10 μl)

PEI
静汁 |、J間

11、 数

Na103
llll',,),

6(,,,「 1

11■ ltrtlitl:′ト 30分 後

対    照 30分後

II 実験方法

に, 2眼には 1時間後に耳静脈より注入した.5ない

し10分後頸動脈より2%グ ルタールアルデヒドー 2%
パラフォルムアルデヒド・0.lMカ コジル酸緩衝液

(pH 7.3)で灌流固定 (11～ 14m1/min)し ,15分後に

眼球摘出した。更に同固定液で浸漬固定を追加し,エ
タノール系列で脱水,エ ポキシ樹脂包埋を行った.生

食水硝子体内注入眼は30分後に PEIを 静注し同様に

灌流固定を行った.lμ mの切片は トルイジンブルーで

染色して光顕的に,超薄切片は酢酸ウラニル,ク エン

酸鉛にて 2重染色を行い,日 立 HU-12型透過電子顕微

鏡にて観察した。

ヨウ素酸ナ トリウム(Na103)は 網膜色素上皮細胞を

選択的に障害する薬剤 として形態的,電気生理学的 ,

生化学的に研究されてきた。網膜色素上皮細胞の障害

を確認する手段 としては ERGl)～4),フ ルオロフォトメ

トリ_5)6),蛍 光眼底造影5)7)3),網 膜―網膜色素上皮細胞

間 の接着 力測 定9),電 子 顕 微鏡 に よ る形 態 的 観

察2)5)8)10)～ 12)な ど様 々な方法が用いられている。今回

我々は Na103投与後早期に網膜色素上皮細胞の細胞

膜および基底膜に荷電状態の変化が生じるのではない

かと考え,網膜色素上皮細胞―Bruch膜一脈絡膜毛細

血管の陰性荷電の変化をしらべるため,陽 イオン剤を

用いて透過電顕で観察した。

1.予備実験

実験動物として有色家兎 4羽 8眼を用いた。 3羽 6

眼 に は3%Na103・ 蓄 留 水 溶解 液 10μ l(浸 透 圧248

mOsm,pH 6.18)を ハ ミル トンマイクロシリンジを用

いて,角膜輪部の約lmm後方から硝子体中央へ注入し

た。 1眼には生食水 (浸透圧249mOsm,pH 7.0)を 注

入, 1眼 は無処置で対照 とした。注入から7日 後まで

経時的に眼底検査,蛍光眼底造影を施行後,眼球摘出

し,グ ルタールアルデ ヒドおよびオス ミウム酸で固定 ,

ユタノール系列にて脱水,エ ポキシ樹脂に包埋し,通

常の光顕および電顕で観察した.

2.陰性荷電部位検索実験

1)実験動物

体重1.2kg～ 1.5kgの有色家兎 5羽 10眼を用いた。

2)Na103注入法

5眼には3%Na103・ 蒸留水溶解液 10μ l, 2眼には生

食水を予備実験 と同様に注入, 3眼 は無処置で対照と

した。

3)陰性荷電部位検索方法 (表 1)

0.5%p01yethyleneimine(PEI, 分 子 量

50,000-60,000,SIGMA Chem.Comp.)生 食水溶解

液3mlを Na103硝 子体注入眼の うち, 3眼 は30分後

III 結  果

1.予備実験

Na103注入眼は 7日 間の観察期間中蛍光眼底造影で

は変化を示さなかった(図 1).形態学的には 1日 目よ

り変化がみられた.光顕像では視細胞外節の配列が乱

れ,網膜色素上皮細胞が重積した部 と消失した部が混

在 して,胞体基底部には小空胞が見 られた (図 2A).

電顕像では視細胞外節に崩壊 と断裂がみられ,網膜色

素上皮細胞では ミトコンドリアは膨化,空胞化してお

り,光顕像での小空胞に相当した。また粗面小胞体の

開大など細胞内小器官は障害され,胞体内に小空胞が

散在していた (図 2B).

2.陰性荷電部位検索実験

1)光学顕微鏡的所見

3%Na103硝子体内注入後 1時間では灌流固定によ

る脈絡膜毛細血管の拡大をみた他には,対照と比較 し

て変化はなかった (図 3A‐D).
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図 1 蛍光眼底造影写真 (フ ルオレスセイン静注後約 1分 )A.対照.B.Na103投 与

2日

図2 予備実験,NaI03投 与 1日 後.A.視細胞外節の乱れ,網膜色素上皮細胞のメラ
ニン顆粒の乱れ,胞体基底部に小空胞がみられた。(ト ルイジンブルー染色,× 132).

B.網膜色素上皮細胞にはミトコンドリアの空胞化,小胞体の開大など細胞内小器官
が障害され,小空胞が散在した。
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2)電子顕微鏡的所見

(1)対照

電子密度の高い PEI小粒子 (15～ 20nm)が 網膜色素

上皮細胞基底膜と脈絡膜毛細血管基底膜の内側および

日眼会誌 94巻  1号

0.5μ

外側に列を作って付着しており,Bruch膜 の内膠原線

維層,外膠原線維層の膠原線維にも周期的な付着が見

られた。脈絡膜毛細血管壁の内皮細胞の細胞膜には豊

富に付着していたが,網膜色素上皮細胞の basal infol・

A B

図3 A.無投与,B.生食水投与30分後,C.Na103投 与30分後,D.Na103投与 1時

間後.灌流固定による脈絡膜毛細血管腔の拡大を認める他は対照として変化がない。

(ト ルイジンブルー染色,× 132)

図4 対照,PEI処置,網膜色素上皮細胞基底膜と脈絡膜毛細血管基底膜の内側およ

び外側にPEI粒子が列を作って付着していた。
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dingの 細胞膜への付着はほとんどみられなかった (図

4).生食水注入眼においてもPEI粒子の付着は無注

入眼と変化はなく同様に見 られた (図 5).
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(2)3%Na103硝 子体内注入後30分

網膜色素上皮細胞,Bruch膜 ,脈絡膜毛細血管の形

態は対照と変化なく,網膜色素上皮細胞の ミトコン ド

図6 Na103投与30分,PEI処 置,網膜色素上皮細胞基底膜での PEI粒子の付着は減
少していた.
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図5 生食水投与,PEI処置,対照と較べて変化がない。
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.磯

リアなどの細胞内小器官の構造は正常であったが,対

照でみられた PEI粒子の付着は減少 し,特に網膜色素

上皮基底膜の PEI粒子は著明に減少 していた (図 6).

(3)3%Na103硝 子体内注入後 1時間

網膜色素上皮細胞は basal infoldingの 配列が乱れ ,

細胞質内に小空胞が散在 しており,Na103障 害の初期

像 と考えられた。PEI粒子の網膜色素上皮細胞膜への

付着はわずかとなっていたが,16К 絡膜毛細血管基底膜

と膠原線維では残存 していた (図 7).

IV 考  按

Simmel,Sheere(1926)は消毒薬 Preglヨ ード液に

よる網膜障害を報告し,Vito(1935)が Pregl液 中の

Na103が 網膜障害 の原因である と発表 して以来

Na103は 網膜色素上皮細胞を障害する薬剤として研究

されてきた。

Na103に よる網膜色素上皮細胞障害の検索方法は
,

ERG,フ ルオロフォトメトリー,蛍光眼底造影,形態

的観察,網膜―網膜色素上皮間の接着力測定等様々な

報告がある。 ERG Iこ よっては Vヽelinderl)力 N`a103静

注後 5分,吉田2)が6.5分 ,Naopが20分,Nilsson4)が

2時間と比較的早期に変化がみられたと報告してい

日眼会誌 94巻  1号

Q5μ

図 7 NaI03投与 1時間後,PEI処置,網膜色素上皮細胞はbasal infoldingの 配列が

乱れ,胞体内に小空胞が散在した.網膜色素上皮細胞の基底膜の粒子の付着は更に

減少していた。

る。フルオロフォトメ トリーによっては羽生田5)の 15

分後,Anstadt6)の 6～ 7時間後に変化をみたとの報告

がある。蛍光眼底造影での変化は霜島
7)2時間後,羽生

田5)2時間,Ringvold3)は 24時間でみ られたと述べてい

る。また Ashbum9)は 網膜と網膜色素上皮細胞間の牽

引力を測定し, 1時間後には両者間の接着力の低下を

認めている。形態的に変化が現れるのは比較的遅 く,

透過電顕的観察で は吉岡2)13分,羽 生 田5)1時 間,

Nilson10)2.5時 間,須山n)24時 間,Korte12)1週 間と報

告 されている.

今回の実験では3%Na103を 硝子体内注入後 1時間

で細胞の構造に変化を認めたが,通常の電顕では変化

のみられなかった30分後に,PEI法によっては網膜色

素上皮基底膜に付着するPEI粒子は減少していた.ま

た脈絡膜毛細血管の期底膜,細胞膜の PEI粒子の変化

は少なく,脈絡膜毛細血管の障害は軽度であると思わ

れた .

生理的条件下では一般に細胞の表面は複合糖質を含

むため陰性に荷電 している。また上皮細胞,内皮細胞

の基底膜はグルコサ ミノグリカン (ム コ多糖)を含む

プロテオグ リカンで構成されるために陰性荷電をも

ち,陰性荷電の物質に対する電気的な通過バ リアー機

覇

録

lμ
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の網膜 色素上 皮 の障害 を確 認 す る こ とが可 能 で あ っ

た。

本論文の要 旨は第54回 日本中部眼科学会 (昭和63年 12月

3日 )において岸本が報告 した。
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表 2 陰性荷電検索に用いられるイオン剤

アルシ7ン ブルー

カチオン化 フェリチン

クプロニ ックフ|ル ー

コロイ ド鉄

硝酸 ランタン

ホ リエチ レンイ ミン

ルフ~ニ ウムレッド

能を持つ.ま た膠原線維は トロポコラーグンの acid

endogroupが 陰性荷電を作ると言われている (図 8).

陽イオン剤でバリアー機能をみる方法は腎糸球体でよ

く行われており,陽 イオン剤も各種用いられている(表

2)が,今回は静注可能で電顕観察のできるポ リエチ

レンイ ミンを使用した。陽イオンを使って網膜色素上

皮細胞―Bruch膜―脈絡膜毛細血管の陰性荷電部位

の検索 の報告は数例あ り,Pin。 13)(1982)は ラット

Bruch膜 の基底膜を酵素消化により検索 し,Essner“ )

(1982)は兎 Bruch膜 の陰性荷電部位を検索 している。

Caldwel10(1986)は ス トレプ トゾ トシン (Strept_

ozotocin)を 投与して作 った DMラ ットでは網膜色素

上皮,脈絡膜毛細血管の基底膜の陰性荷電部位は減少

した と述べている.

以上,今回の実験から陽イオン剤を用いることによ

り,NaI03の 硝子体内注入後30分 ですでに網膜色素上

皮の基底膜に陰性荷電の変化がみられ, これは網膜色

素上皮細胞・Bruch膜・脈絡膜毛細血管間の電気的バ

リアーが変調を来たしていることを示 してお り,早期
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