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外側血液網膜関門障害の陰性荷電状態の検索
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硝子体内気体注入による障害

伸子,大熊  紘,宇山 昌延
関西医科大学医学部眼科学教室

要  約
S■fur hexanuoride(SF6)の 硝子体内注入による脈絡膜網膜間の電気的関門の障害を陽イオン剤を用いて

電顕的に観察 した。有色家兎硝子体内に100%SF6 0・ 5mlま たは空気0.5mlを 注入した。陰性荷電部位検索法と

しては, 2, 4, 7,14日 後に陽イオン剤 polyethyleneimine(PEI)生食水溶解液を頸動脈より投与し,続

いて灌流固定を行った後,眼球摘出し,試料を作成 した。対照では PEI粒子が網膜色素上皮細胞基底膜,Bruch

膜の内,外膠原線維,脈絡膜毛細血管基底膜に豊富に付着し,陰性荷電による電気的関門を示 した.SF6注入

7日 まで上記の部位への PEI粒子の付着は減少したが,14日 に対照と同程度まで回復し,空気注入眼では7日

で回復した。注入 した SF6は 7日 で,空気は3日 で検眼鏡的に吸収されたが,硝子体内に気体が滞留した期間

中は電気的関門機能は低下してお り,気体が吸収されると回復し,可逆性の変化であることが示 された。(日 眼

会誌 94:654-662,1990)
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Abstract

The present work was undertaken to evaluate the efrect of sulfur hexafluoride (SFu) injected

intravitreously in rabbit eyes. The alterations of the outer blood retinal barrier that was composed of
anionic sites, using a cationic probe, polyethy leneimine (PEI). We injected 0.5m1 of 100% SF6 or 0.5m1

of air into the vitreous cavity of rabbit eyes, and the 0.5% PEl-saline solution was given intravenously

ai2,4,7, or 14 days after the injection. Control eyes demonstrated nunerous PEl-positive sites at the

basement membrane of the RPE, collagen fiber of Bruch's membrane, and basement membrane of
choriocapillaries. Until seven days after SFu injection, PEl-positive sites decreased, but had increased

at 14 days to control levels, while in air-injected eyes, they had recovered at seven days. SFu in the

vitreogs was absorbed in seven days and air in three days. While gas was present in the vitreous, the

charge barrier of the outer retina and choroid decreased, but when the gas was absorbed, the charge

barrier recovered, The result showed that the decrease of charge barrier was a reYersible change.

(Acta Soc Ophthalmol Jpn 94 : 654-662, 1990)
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I緒  言
Sulfur hexanuoride(SF6)は 網膜景」離手術のガスタ

ンポナーデ法や硝子体手術後の置換気体として用いら

れているが,近年,硝子体手術の普及,そ してガスタ
ンポナーデ法の有効性の確立に伴って,広 く用いられ
るようになった。SF6の組織毒性については角膜1),水

晶体2),網膜 3)4)及 び血液網膜関門5)6)に対する影響が報

告されている。陰性荷電による外側血液網膜関門は既

報7)8)で述べた如く,ヨ ウ素酸ナトリウムによる網膜色

素上皮障害7)や光凝固8)な ど様々な病態により変化す

るが,本実験では硝子体内に SF6を注入した際の陰性
荷電による外側血液網膜関門の障害を,陽イオン剤を
用いて電顕的に観察した。

II 実験方法

1.実験動物

体重1.2～ 1.5kgの 自色家兎10羽 20眼を用いた。家兎
は通常の固形試料で飼育し,光照射は昼夜12時間ずつ
とした。

2.硝子体内気体注入法
10眼には100%SF6 0・ 5ml, 7眼 には空気0.5mlを 26

1/2G針を用いて,角膜輪部の約lmm後方から硝子体
中央へ注入した.3眼は無処置で対照とした .
3.眼圧測定法

眼圧測定は SF6注入眼で 3眼,空気注入眼で 3眼で
行った.Alcon ApplanatiOn PneumOtOnOgraphを 用
いて,気体注入後, 5分 ,30分, 1時, 6時,24時 に
測定した。

4.陰性荷電部位検索方法
家兎眼硝子体内に気体注入後, 2日 , 4日 , 7日 ,

14日 に眼球を摘出した。即ち両側の頸動脈にそれぞれ

カテーテ ル を留置 して,0.5%polyethyleneimine

(PEI,分子量50,000～ 60,000,SIGMA Chem.Comp)

生食水溶解液3mlを左右のカテーテルより1.5mlず つ

注入して約10分間灌流した後,2%グ ルタールアルデヒ

ド・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 灌流固定し,15分後眼球摘出した。
更に同固定液で浸潰固定を追加し,有髄部を除く眼球
後極部の組織片を作成し,エ タノール系列で脱水,エ

ポキシ樹脂包埋を行った。なお,網膜の慨日性 リズム
を考慮して,眼球摘出はすべて午前 9時に行った。1

μm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ール,ク エン酸鉛にて 2重染色
を行い, 日立 HU‐ 12型透過電子顕微鏡で観察した。

III 結  果
1.臨床所見

硝子体内に注入された SF6は 7日 で,空気は 3日 で
完全に吸収された。気体注入後の眼圧 (図 1, 2)は
SF6,空気共,注入直後には40～ 64mmHgと 上昇した
が,5分 間で急速 に低下 し, 1時 間後 には 7～ 35
mmHg, 6時間後には 9～ 16mmHgと 正常範囲内に
回復した。

2.病理組織学的所見

網膜はすべて有髄部を除 く後極部の網膜を観察 し

た。

1)光学顕微鏡所見

無処置の対照 (図 3A)では,灌流固定による脈絡膜
毛細血管の拡大を認めた他は感覚網膜には異常をみな

かった。SF6注入 2日 (図 3B)には外網状層に空胞形
成がみられ,視細胞外節の配列は乱れ,網膜色素上皮
の胞体に小空胞が多数みられた。SF6注入 4日 (図 3C)

になると内境界膜下の神経節細胞層に空胞が出現 し

た。外網状層における空胞は 2日 と同程度であったが,

網膜色素上皮においては著明に増加していた。SF6注

入 7日 (図 3D)に は神経節細胞層と外網状層の空胞は

消失した。視細胞外節の配列は正常になり,網膜色素
上皮細胞の空胞も減少した。SF6注入14日 (図 3E)に
は網膜色素上皮に小空胞を僅かに残すのみで,対照と
ほぼ同じ所見となった。

空気注入 2日 (図 4A)では SF6と 同様に外網状層の
空胞形成,網膜色素上皮胞体内の小空胞がみられたが
SF6に較べてその程度は軽度で,視細胞外節も正常に
配列していた。空気注入 4日 (図 4B)で外網状層の空
胞が消失,空気注入 7日 (図 4C)には網膜色素上皮に
わずかの小空胞が残存するのみで,対照と同様の所見
を示した.

2)電子顕微鏡的所見

陽イオン剤 PEI粒子の付着による陰性荷電部位を
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図 l SF6 0・ 5ml注入後の眼圧経過

図3 SF6注入眼の光顕所見.A:無注入の対照 (ト ルイジンブルー染色,× 600).灌
流固定による脈絡膜毛細血管の拡大がみられた.B:SF6注入 2日 (ト ルイジンブ

ルー染色,× 600).外網状層に空胞形成がみられ,視細胞外節の配列は乱れた.網膜

色素上皮細胞胞体内には小空胞が散在した,C:SF6注入 4日 (ト ルイジンブルー染

色,× 600)神経節細胞層に空胞がみられ,網膜色素上皮細胞胞体内の小空胞は増加

した.D:SF6注 入7日 (ト ルイジンブルー染色,× 600).神経節細胞層および外網状

層の空胞は消失したが,網膜色素上皮細胞胞体内の小空胞は残存した.E:SF6注 入

14日 (ト ルイジンブルー染色×600).対照と同様の所見を示す。
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20μ A B C

図4 空気注入眼の光顕所見.A:空気注入 2日 (ト ルイジンブルー染色,× 600).外
網状層の空胞形成,網膜色素上皮細胞胞体内の小空胞がみられたが,SF6注入眼に較
べると軽度であった。B:空気注入4日 (ト ルイジンブルー染色,× 600).外網状層
の空胞は消失したが,網膜色素上皮細胞胞体内の小空胞は残存した,Ci空気注入 7
日 (ト ルイジンブルー染色,× 600).対照と同様の所見を示す.

●`●ヽ

図 5 無注入の対照の電顕所見.PEI粒子 (15～ 20nm)
の豊富な付着が網膜色素上皮細胞の基底膜,Bruch
膜の内膠原線維層および外膠原線維層の膠原線維,

脈絡膜毛細血管内皮細胞の基底膜にみられた。 (×
40,000)

観察すると,対照 (図 5)では電子密度の高い PEI粒
子 (15～ 20nm)が網膜色素上皮基底膜と脈絡膜毛細血
管基底膜の内側並びに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,に も周
期的な付着がみられた。脈絡膜毛細血管の内皮細胞の

図6 SF6注入 2日 の電顕像.PEI粒子の付着は網膜
色素上皮細胞の基底膜および脈絡膜毛細血管内皮細
胞の基底膜にわずかにみられた。(× 40,000)

細胞膜には豊富に付着 していたが,網膜色素上皮の
baSal infoldingの 細胞膜への付着はほとんどみられ

なかった.

SF6注入 2日 (図 6)には網膜色素上皮細胞は胞体内
に多くの小空胞がみられ,basal inf01dingは 狭細して
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図7 SF6注 入4日 の電顕像.PEI粒子は網膜色素上

皮細胞の基底膜と脈絡膜毛細血管内皮細胞の基底膜

に小数付着した。(× 40,000)

図8 SF6注入 7日 の電顕像 (強拡).PEI粒子の付着

は4日 の所見と変化ない.(× 40,000)

いた。PEI粒子付着は網膜色素上皮細胞の基底膜及び

脈絡膜毛細血管基底膜にわずかみられるのみであっ

た。SF6注入 4日 (図 7)に は網膜色素上皮胞体内に

lamenar inclusion bodyが 対照よりも多くみられ ,

PEI粒子は網膜色素上皮基底膜と脈絡膜毛細血管基底

膜に小数付着するようになった。SF6注入 7日 (図 8)

では網膜色素上皮の lamenar inCluSiOn bOdyが 更に

増加した (図 9)以外 4日 の所見に比べて大きな変化

はなく,PEI付着も4日 と同程度であった。SF6注入14

日 (図 10)に なると網膜色素上皮胞体内の小空胞は残

存したが,PEI付着が豊富にみられるようになった。

空気注入 2日 (図 11)では網膜色素上皮胞体内の小

空胞,basal infOldingの 狭細など,SF6注入 2日 と同

様の所見を示したが,SF6に比べて軽度であった。PEI

付着は網膜色素上皮基底膜,脈絡膜毛細血管基底膜に

小数みられ,やはりSF6に比べると減少は軽度であっ

日眼会誌 94巻  7号

図 9 SF6注 入 7日 の電顕像 (弱拡)。 網膜色素上皮細

胞胞体内にlamellar inCluSiOn bOdyが 増加した。

(× 10,000)

図10 SF6注入14日 の電顕像.PEI粒子は網膜色素上

皮細胞の基底膜および脈絡膜毛細血管皮細胞の基底

膜に豊富に付着するようになった (× 40,000)

た.空気注入 4日 (図 12)で は網膜色素上皮胞体内の

小空胞は 2日 と変化なく,PEI粒子の付着も同程度で

あった.空気注入 7日 (図13)は網膜色素上皮胞体内

の小空胞は残存したが,PEI粒子は豊富に付着するよ

うになり,そ の付着は SF6注入14日 の所見と同程度で

あった。また空気注入では網膜色素上皮胞体内に

lamellar inclusiOn bodyの 著明な増加はみられなかっ

た (図 14)。

3)上方網膜と下方網膜の組織像の比較

家兎は腹臥位で生活するため,硝子体注入した気泡

は眼球上半球に貯留する。従って上半球網膜は気泡の

振動,接触,圧迫による機械的刺激を直接受けやすい
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図11 空気注入 2日 の電顕像。PEI粒子の付着は網膜
色素上皮細胞の基底膜,脈絡膜毛細血管内皮細胞の
基底膜に僅かにみられた。(× 40,000)

図12 空気注入 4日 の電顕像.PEI粒子の付着の状態
は 2日 の所見と変化ない。(× 40,000)

図13 空気注入 7日 の電顕像.網膜色素上皮細胞の基
底膜,脈 絡膜毛細血管内皮細胞の基底膜および
Bruch膜 の膠原線維に PEI粒子は豊富に付着 した。
(× 40,000)
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図14 空気注入 4日 の電顕像(弱拡).網膜色素上皮細
胞胞体内にlamellar inclusiOn bOdyの 増加をみな
い。(× 10,000)

図15 無注入の対照の光顕像.(ト ルイジンブルー染
色,× 600)A:上方網膜,B:下方網膜.網膜の組織
構造には異常をみない。

が,気泡に接することの少ない下半球網膜は影響は少
ないと考えられる。気泡の機械的刺激と網膜脈絡膜関

門の障害の関連性を調べるために,上半球網膜と下半
球網膜の組織像を比較 した。

無注入の対照では光顕所見 (図 15)で は上方網膜と

下方網膜はどちらも正常の組織構造を示し,電顕所見
(図 16)で も豊富な PEI粒子の付着が,網膜色素上皮細

胞基底膜,Bruch膜 の膠原線維及び脈絡膜毛細血管内
皮細胞基底膜にみられ,上方網膜と下方網膜で付着状
態に差はなかった。
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0.5μ

図16 無注入の対照の電顕像.A:上方網膜,Bi下方

網膜.共に豊富なPEI粒子の付着が網膜色素上皮細

胞の基底膜,Bruch膜膠原線維および脈絡膜毛細血

管内皮細胞の基底膜にみられ,付着状態に差は認め

られない。(× 40,000)

図17 SF6注 入4日 の光顕像。(ト ルイジンブルー染

色,× 600)A:上方網膜,B:下方網膜。 ともに神経
節細胞層と外網状層に空胞形成がみられ,網膜色素
上皮細胞胞体内の空胞も同程度である。

SF6注入 7日 の光顕像 (図 17)で は,上半球網膜にも

下半球網膜と同様に網膜色素上皮細胞の胞体内に空胞

がみられ,電顕像 (図 18)で もほぼ同程度の PEI粒子

の付着が網膜色素上皮細胞基底膜及び脈絡膜毛細血管

内皮細胞基底膜にみられた。

空気注入眼においても注入 4日 の光顕像 (図 19)で

は上半球網膜と下半球網膜の網膜色素上皮細胞胞体内

の空胞の程度,電顕所見 (図 20)での PEI粒子の付着

日眼会誌 94巻  7号

図18 SF6注 入 4日 の電顕像.A:上方網膜,B:下方
網膜.同程度のPEI粒子の付着が網膜色素上皮細胞

の基底膜および脈絡膜毛細血管内皮細胞の基底膜に

みられる.(× 40,000)

図19 空気注入 4日 の光顕像。(ト ルイジンブルー染
色,× 600)A:上方網膜,B:下方網膜.網膜色素上
皮細胞胞体内の空胞の程度に差を認めない。

状態に差を認めなかった.

IV考  按

SF6は 1973年 に No■on9)が網膜余」離手術に応用して

以来,注入量よりさらに膨張するという特性から網膜

に対する持続的なタンポナーデ効果を期待して,網膜

景」離手術や硝子体手術後の置換気体として頻用される

ようになった。最近では SF6よ り更に眼内滞留期間の

長 い octanuOrOCyC10butane(C4F3)5)10),
pernuOrOprOpane(C3F8)2)10)H)等 も開発され,そ の臨
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図20 空気注入 4日 の電顕像.A:上方網膜,B:下方
網膜.PEI粒子は網膜色素上皮細胞の基底膜および
脈絡膜毛細血管内皮細胞の基底膜に同程度に付着し

た。(× 40,000)

床応用も試みられている。眼内注入気体の眼内組織に

対する影響に関する報告は多く,Horn(1972)ら 1)は家

兎前房内に SF6を注入し,刺激をうけた角膜内皮細胞
は増殖,重層化して新しい一層の内皮細胞を再生する,

と述べている。Fineberg(1975)ら 3)は猿硝子体内に

SF6と airの 混合気体を注入し,ERGで は変化がな
かったが,組織学的に視細胞外節の肥厚がみられ, こ

れは気体注入時の眼圧変動によるものではないかと推

察している。また Constable(1975)ら 5)は SF6,C4F8,

空気を猿眼硝子体に注入し,硝子体の電気泳動で血漿
タンパクが硝子体内に増加し,かつ 1131で ラベルした
血漿タンパクが硝子体内に増加することから,眼血管
系の透過性克進を示 している.Lincor(1980)ら 10)は

0.2ml,0.4mlの CF4,C4F4,C3F8,C4F8,SF6,を 硝
子体注入し,組織学的に変化はなかったと報告してい
る.Killey(1980)ら 6)は家兎眼に硝子体手術を行い,

SF6で置換後の硝子体組成を測定し,血液眼関問,血液

房水関門の破綻を述べている。島田(1984,1985)ら 4)12)

は猿眼で硝子体手術を行い,30%SF6で置換した場合 ,
組織学的に可逆性の網膜色素上皮の障害を認めたと報

告している。

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,陰性荷電物質に対する電気的な通過バ リアー機能
を持っている。また膠原線維は トロポコラーダンの
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aCid endogroupが 陰性荷電を作るといわれている。陽

イオン剤 PEIは 陰性荷電部位に付着 して電気的関門

を示すが,網膜,脈絡膜毛細血管では網膜色素上皮基
底膜,脈絡膜毛細血管基底膜,Bruch膜の膠原線維が

陰性荷電を示す 11)～ 18).

正常対照でみた PEI粒子付着の結果を確認した上

で,硝子体内に気体を注入すると,PEI粒子の付着は
SF6注入眼では 2日後および 4日 後にはわずかにみら

れる程度にまで減少したが,7日 には増加傾向を示し,

14日 には対照と同程度にまで回復した。空気注入眼で

は 2日 後に PEI粒子の付着はわずかであったが,4日
で増加しはじめ 7日 には対照と同程度となった。また

PEI粒子の付着の増減は組織障害の程度とほぼ一致し

ており,神経節細胞層及び外網状層の空胞形成,視細
胞外節の乱れ,網膜色素上皮胞体の小空胞等の組織障
害がみられた期間,すなわち SF6注入眼では 7日 ,空気

注入眼では 4日 の間,PEI粒子の付着も減少して電気
的関門機能も低下していた.さ らに電気的関門機能が

低下した期間は硝子体内に気体が存在した期間と関連

していた。硝子体内の SF6は 7日 で,空気は 4日 で吸収

されたが,これは減少した PEI粒子の付着が増加しは

じめた時期と一致した。すなわち硝子体内の気体が吸

収されると組織障害は修復され,電気的関門機能も回
復すると考えられた。

SF6と 比較して空気による障害は軽度であったが,

外網状層の空胞,視細胞外節の配列の乱れ,網膜色素
上皮細胞胞体内の小空胞など同じ内容の組織障害を示

した。従って本実験で示した電気的関門の障害は SF6

に特異的とは考えにくい。

硝子体内注入した気泡の振動,接触,圧迫による網
膜,脈絡膜への機械的刺激の関与を調べるため,気体
が貯留する眼球上方の網膜と気体の接することの少な

い下方網膜の組織所見を比較した.SF6注入眼におい

ても空気注入眼においても組織所見では上方網膜と下

方網膜で相違なく,PEI粒子の付着も同程度であった
ことから気泡による機械的刺激による電気的関門の障

害は考えにくい。硝子体内の気体は一旦眼内の液性成

分に溶解されて Schlemm管 から,ま たは直接眼内組

織に吸収されて眼外へ排出される。気体が吸収されて

ゆく過程で何等かの機序により組織障害を起こした可

能性が考えられる.

また SF6注入眼を電顕的に観察すると,網膜色素上
皮胞体内に lamenar inclusion bOdyが 増加していた

が,空気注入眼では少数みられたのみであった。 これ
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は SF6が視細胞外節に対して何等かの変性作用があ

り,視細胞外節が網膜色素上皮のライソゾーム酸素に

より消化されにくくなったためか,あ るいは SF6が網

膜色素上皮に対して何等かの影響を及ぼし,貪食能が

低下したものと推測された。

眼圧の上昇は SF6注入眼でも空気注入眼でも一過性

であり,注入直後の眼圧は SF6,空気注入眼とも40～ 64

mmHgと高値であったが,5分間で急速に低下し,6
時間後には正常範囲内に低下した。眼圧の上昇に関し

ては Norton(1973)7)0)が 100%SF。 2ml以内の注入量で

あれば30mmHg以 上に上昇することはないと述べて

おり,池田(1988)ら ")は網膜剥離眼に100%SF6 0・ 5ml

を注入して眼圧の経過を測定し,注入直後は51mmHg
の高眼圧を示したが,15分以内に正常値まで低下した,

と報告している。我々の実験は100%SF6を 0.5ml注入

したが,Nortonや池田らの報告と同じく短時間で正

常範囲まで低下したため高眼圧による影響は少ないと

考えられる。

以上の網膜,脈絡膜の電気的関間を陽イオン剤を用

いて検索することにより,硝子体注入した SF6及 び空

気の電気的関門に対する影響を検索した。SF6注入に

よっても,空気注入によっても電気的関門機能は低下

したが,SF6注 入眼では14日 ,空気注入眼では 7日 で回

復し,可逆性の変化であることが示された。
本論文の要旨は第55回 日本中部眼科学会及び第28回 日本

網膜祭」離学会において発表した.
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