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実験的網膜下新生血管に対する色素レーザーによる光凝固治療
1.光凝固による治癒過程の組織学的検索

高橋 寛 板 垣 隆,山岸 和矢,大熊  紘,西村 哲哉,宇山 昌延

関西医科大学眼科学教室

要  約

サル眼に作成 した実験的網膜下新生血管に対 して光凝固治療 を行い,治癒過程 における組織反応 を観察 し

た。実験にはカニクイザル 3頭 4眼 を使用 し,ク リプ トンレーザーによる強度光凝固とオルニチンの硝子体内

注入によって作成 した長期間持続する実験的網膜下新生血管に対 して,色素 レーザー590nmに よる光凝固治

療 を行い,臨床的に治癒 した病巣について,凝固後24時間, 2週 , 3カ 月に眼底写真,蛍光眼底造影,光顕 ,

電顕による観察を行った。光凝固後24時間には,網膜下腔の新生血管は凝固閉塞 され,血管内皮細胞は壊死に

陥っていた。 2週後には網膜下腔の新生血管は消失 し,色素上皮細胞の旺盛な増殖がみられた。 3カ 月後,病
巣は無構造な疲痕組織 となっており,そ の上 を増殖 した網膜色素上皮が覆っていた。また凝固の強かった凝固

斑では疲痕形成にグリア細胞が関与 していた.網膜下新生血管の光凝固による治癒過程には,凝固時の新生血

管の完全な閉塞が必要であり,そ の後の疲痕組織の形成には網膜色素上皮細胞,グ リア細胞が関与することが

示された。 (日 眼会誌 94:799-809,1990)

キーワー ド:網膜下新生血管, レーザー光凝固,新生血管黄斑症,色素レーザー,網膜色素上皮細胞
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1. Histopathological Findings of Healing Process
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Abstract
To clarify the healing process of subretinal neovascularization (SRN) histopathologically follow-

ing laser photocoagulation treatment, we performed laser photocoagulation for experimental SRNs
produced in rhesus monkey eyes. To produce long-lasting SRNs, 0.5M l-ornithine hydrochloride
solution was injected intravitreously 2 weeks after photocoagulation. These SRNs were treated a
590nm dye laser, and examined clinically and histopathologically at 24 hours, 2 weeks, 3 months.
Histopathologically, new vessels in the subretinal space were coagulated intensely and disappeared
during the course of healed lesion. In these lesions, the retinal pigment epithelial cells proliferated in
the subretinal space after the disappearance of the SRNs and covered the scar tissue. [n strongly
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coagulated lesions, glial cells were related to the formation of scar tissue. These results showed that

closure of new yessels was necessary for the healing of SRNs by photocoagulation, and proliferation

of the retinal pigment epithelial cells and glial cells occurred during their healing process (Acta Soc

Ophthalmol Jpn 94: 799-809, 1990)

Key words: Subretinal neovascularization, Laser photocoagulation, Neovascular maculopathy, Dye

laser, Retinal pigment ePithelium

I緒  言

網膜下新生血管は,老人性円板状黄斑変性症など新

生血管黄斑症の原因であ り,そ の治療 として,レ ーザー

光凝固が行われる。光凝固治療の原理は, レーザーに

よる網膜下新生血管の凝固閉塞であるが,光凝固後の

治癒過程を人眼で病理組織学的に調べた報告はきわめ

て少ない。

我々は,強度光凝固と徴量のオルニチンの硝子体内

注入により,サル眼に長期にわた り持続する実験的網

膜下新生血管の作成に成功している1)2)。 この方法を用

いて作成した網膜下新生血管に対 して色素 レーザーに

よる光凝固治療を行い,治癒過程における組織反応を

組織学的に観察 し,本報では光凝固後臨床的に治癒 し

た病巣について報告 し,臨床的に治癒 しなかった病巣

についての検索結果は続報に述べる。

II 方  法

図 1 光凝固治療前の眼底写真.ク リプトンレーザー光凝固 8週後,中心宮上方と下

方,黄斑部の上方の3カ 所に網膜下新生血管が発生し,漿液性網膜剥離と網膜深層

に灰白色の病巣がみられた。

図2 光凝固治療前の蛍光眼底造影写真。新生血管は 3カ 所に発生した(病巣 1, 2,

3)。 中心宮上方の新生血管 (病巣 2)は特に大きく発育し,下方の新生血管 (病巣

3)と 中心宮直下で融合していた。中心嵩には光凝固治療を行わなかった(A:造影

中期,B:造影後期).

実験には体重1.5～ 2.5kgの 成熟 カニクイザル 3頭

4眼を用いた。網膜下新生血管を発生させ,そ れを長

期持続させるのには,既報の方法 1)2)に よった。すなわ

ち,眼底後極部に,格子状にク リプ トンレーザーによ

る強度凝固を乳頭 より鼻側 に 8～ 11カ 所,耳側に 8

～13カ 所に行 い,そ の 2週後 に,0.5M l‐ ornithine

hydrochloride溶 解液0.03mlを硝子体内に注入した。

その後眼底検査 と蛍光眼底造影によって光凝固後 8週

以上にわたって活動性の衰えない網膜下新生血管を確

認した(図 1, 2).ク リプ トンレーザーによる光凝固

病巣79カ 所の うち14カ 所にこのような新生血管がみら

れ,そ の うちの11病巣を光凝固治療の対象とした。光

凝固治療 は,Coherent Radiation社 製 Argon/Dye

laser System 920の 590nm(橙色波長)を使用し,網

膜下新生血管の閉塞を目的 とする中等度凝固による治

療を行った。すなわち,ス ポットサイズ200μm,凝固
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図 3 網膜下新生血管の凝固方法 :色素 レーザー590

nm橙色波長で,凝固斑の辺縁が互いに重なるよう

に,新生血管網全体をおおって凝固した。凝固部中

央の凝固斑は灰白色を示し,凝固部辺縁の凝固斑は

自色調が強かった (図 1, 2と は別の症例).

時間0.2秒,出 力150mWを 標準 として,網膜深層に明

瞭な灰白色の凝固斑ができる程度の強さで,蛍光造影

で認められた新生血管網全体を凝固斑の辺縁同志が重

なるように均一に凝固した(図 3)。 ただし,新生血管

網が中心富の直下におよんでいる 3病巣は,中心嵩そ

のものの凝固は避け,凝固をやや弱 くした。

光凝固治療後,眼底検査,蛍光眼底造影により臨床

経過を観察 し,光凝固後24時間, 2週 , 3カ 月に眼球

摘出を行った。摘出眼球は 4%グ ルタールアルデヒド

燐酸緩衝液で前固定の後,病巣部の トリミングを行い
,

1%四酸化オス ミウムにて後固定,型のごとくエタ

ノール系列にて脱水し,エポキシ樹脂に包埋 した。 ミ

クロトームにてlμm連続切片を作成し,ト ルイジンブ

ルー染色にて光学顕微鏡で観察 した。必要により超薄

切片を作成し,酢酸ウラン及びクエン酸鉛で 2重染色

を施した上,日 立 HU‐12型 ,H‐300型 ,H-500型透過型

電子顕微鏡にて観察した。

III 結  果

1.臨床経過

光凝固治療後,治癒した病巣が 6カ 所,治癒 しない

で新生血管が残存 した病巣が 5カ 所みられた。治癒 し

た病巣は,病巣が中心寓から遠 く,十分に光凝固が行

われた病巣であ り,凝固後 1週で病巣の漿液性網膜剥

離はほぼ消失 し,凝固後 2週には病巣は乾いて網膜深

層の軽い褐色の色素沈着を示す疲痕 となった (図 4)。

このような病巣では蛍光造影でも新生血管が完全に閉

塞していることが確認され,術後 2週で蛍光漏出は全

く見られなくな り(図 5),その閉塞効果は術後 3カ 月

まで持続した。

治癒 しなかった病巣は,病巣が中心寓に近いため凝

固が弱かった り,中心高を避けて凝固した為,不十分

な光凝固治療が行われた病巣であった。 このような病

巣では,凝固斑の一部は疲痕化 したが,凝固後 も病巣

図4 光凝固治療後 2週の眼底写真(図 1, 2と 同じ症例).黄斑部上方の凝固部は癒

痕化し,奨液性網膜剥離は消失した。中心富下方の病巣は一部疲痕化したが,上方
の病巣は殿痕化せず,黄斑部に漿液性網膜崇」離が存続した。

図5 治療2週後の蛍光造影写真(図 1, 2と 同じ症例).病巣 1は完全に閉塞し,脈
絡膜血管の閉塞を示す低蛍光を示した。病巣2で は新生血管は閉塞せず,凝固前よ

りむしろ増大した。病巣 3の下方2/3の 新生血管は閉塞したが,上方1/3の新生血管
は閉塞せず,病巣 2の新生血管と連なっていた。残存した新生血管は旺盛な蛍光漏
出を示した (A:造影早期,B:造影後期).
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図6 光凝固治療後24時間後の光顕像

Al凝固部中央,弱拡大 :網膜下の新生血管を含む病

巣は凝固されて トルイジンブルーの染色性が低下 し

た.神経網膜は網膜下液の貯留により扁平に剥離して

おり,視細胞外節は消失していたが,それより内層で

は光凝固の効果が及ばず,層構造 (*)は完全に保た

れていた (ト ルイジンブルー染色,× 150)。 B:Aの強

拡大 :網膜下腔の新生血管は血栓で閉塞し(矢印),新

生血管周囲の色素上皮細胞 (RPE)も ,強い凝固壊死

に陥っていた。脈絡膜毛細血管,深層の中血管の閉塞

がみられた (ト ルイジンブルー染色,× 300).C:凝固

部辺縁 :網膜下液の少ない病巣辺縁部では神経網膜外

層 (*)が凝固されていた (ト ルイジンブルー染色,×

150).
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周囲に漿液性網膜剥離が続 き,網膜下に灰白色の滲出

性病巣がみ られた(図 4)。 蛍光造影を行 うと,凝固部

の辺縁あるいは中心富に新生血管が残 り,後期には旺

盛な蛍光漏出がみられた (図 5).

2.病理組織学的所見

(1)光凝固後24時間の所見

光顕的には,網膜下腔の新生血管は,周 囲の増殖 し

た網膜色素上皮細胞とともに凝固されて, トルイジン

ブルーによる染色性が低下 し,血管内腔は血栓で開塞

していた(図 6A,B).病 巣中央部では,神経網膜 と新

生血管 との間に貯留した網膜下液のため,神経網膜は

凝固されておらず,剥離 した神経網膜の層構造は保た

れていた (図 6A).但 し,網膜下液の少ない病巣周辺

部では,外顆粒層までの網膜外層が凝固されていた (図

6C).凝固領域全体にわたって,脈絡膜毛細血管,さ ら

にその深層の脈絡膜中血管の血栓による閉塞がみ ら

れ,間質の脈絡膜メラノサイ トも強 く凝固されていた。

電顕でみると,新生血管の内皮細胞の胞体は顆粒状

となって凝固壊死に陥 り,内腔は赤血球,血小板,フ ィ

ブリンなどで閉塞していた(図 7A,B).網 膜下腔に増

殖した網膜色素上皮細胞や脈絡膜血管の内皮細胞も,

電顕的には細胞質が均一な顆粒状を示 し凝固壊死の像

を示 していた。

(2)光凝固後 2週の所見

光凝固により新生血管が治癒 し,疲痕化した病巣で

は,凝固後 2週には,網膜下腔には新生血管はみられ

なくな り,病巣部の漿液性網膜剥離も消失していた。

網膜下腔には,多型性の明るい核を持つ細胞が密にみ

られ,Bruch膜の断裂部を通 って脈絡膜内層にまで侵

入していた.神経網膜は外網状層までが消失していた

が,内顆粒層より内層の層構造は保たれていた (図 8

A, B).

電顕的にも網膜下腔に新生血管は見られず,網膜下

腔および,脈絡膜内にみられた明るい細胞は,微絨毛

と細胞間結合装置,基底膜様構造物を持っていた。こ

のことは, この細胞が凝固斑の辺縁部から連続性に増

殖 した網膜色素上皮細胞であることを示している (図

9A,B).こ れらの細胞の間質には,少量の微細な膠原

線維がみ られたが,その他の大部分は電子密度の低い

無定形の物質で満たされていた。

(3)光凝固後 3カ 月の所見

凝固後 3カ 月には,治癒病巣には無構造な線維性疲

痕組織がみられ,そ の中には新生血管は全 くみられず ,

周囲には漿液性網膜剥離も存在 しなかった.こ の疲痕
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図7 光凝固治療後24時間の網膜下新生血管の電顕像
A:網膜下腔の新生血管は,基底膜 (BL)は保たれていたが,内皮細胞 (EN)は顆粒
状となり,壊死に陥っていた。内腔には変性した赤血球(RBC)が みられた.B:新生
血管の内腔には顆粒状の細胞残査がみられ,閉塞していた。血管内皮細胞の同定は困
難であった (BL:基底膜,L:血管内腔).
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図8 光凝固治療後 2週の光顕像

A:弱拡大 ;網膜下腔には新生血管は見られず,明 る

い核を持つ細胞が,網膜下腔からBruch膜 の断裂部を

通って,脈絡膜内層まで多数みられた。神経網膜は内

顆粒層より内層の層構造は保たれていた (ト ルイジン

ブルー染色,× 225).B:強 拡大 :網膜下腔から脈絡膜

内層に多数みられた細胞 (*)は,明 るい核と少数の

メラニン顆粒を持っていた(ト ルイジンブルー染色,×

450).

組織の網膜側を,凝固斑の辺縁部から増殖 した網膜色

素上皮細胞が覆っていた。網膜は外網状層までが消失

し,内顆粒層より内層の層構造は保たれていた (図 10

A,B)。 凝固斑の辺縁部では,脈絡膜毛細血管の再形

成がみ られたが,再形成 された血管が Bruch膜を超え

て網膜下腔にまで侵入することはなかった (図 10B).

電顕的にも,増殖した網膜色素上皮細胞下の搬痕組織

中に新生血管はみられず,少量の膠原線維 と基底膜様

構造物がみられた (図 1lA,B).

また,凝固が強かったため網膜内層まで障害 されて

いた凝固斑では,網膜下腔に増殖した色素上皮細胞の

間や疲痕組織内に,Muner細胞の突起が侵入した所見

が観察 された。さらに, より強い凝固が行なわれた病

巣では,Muner細胞が Bruch膜 の断裂部を通 って脈

絡膜内にまで陥入してお り,脈絡膜毛細血管板は完全
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に消失 して Muller細胞の胞体 と置換 されていた (図

12A,B).

IV.考   按

臨床的に,老人性円板状黄斑変性症の網膜下新生血

管に対 して光凝固治療が広 く行なわれているが,光凝

固治療を行った後の人眼の病理組織学的検索例は報告

が少なく, どのような組織反応を経て治癒するかは明

らかにされていない。即ち,現在のところ全 く臨床的

経験によって光凝固治療が行われているにすぎない。

光凝固により発生させた実験的網膜下新生血管の自

然経過を臨床的に観察すると3)-5),従来の光凝固のみ

による実験的網膜下新生血管は,発生して一定時期 (お

およそ 6週)を経ると臨床的に自然退縮する4)5)た め,

光凝固の治療実験には不適であった。 しかし,微量の

オルニチンの硝子体内注入を併用することにより,長

期間活動性を持続し,大 きく発育する網膜下新生血管

が得 られた1)2)の で,本実験ではこれを光凝固治療に用

いた。

レーザー光凝固治療の方法は,臨床的に最も広 く用

いられている方法6),すなわち,新生血管網全体をお

おって,中等度以上の凝固強度でその周囲の健常部 (約

100～ 200μm)ま で凝固する方法を用いた。凝固装置

は,最近普及しつつある色素 レーザーの590nm橙 色波

長を用いた。この波長は,ヘモグロビンに対して高い

吸収を持ち, しかも長波長であるため,網膜,脈絡膜

の深部に到達 しやす く,血管の直接凝固効果を持つと

い う波長特性がある7)8).我 々は,正常サル眼を用いた

基礎実験からも,590nmの 橙色波長は脈絡膜血管の凝

固効果が強 く,脈絡膜血管の閉塞効果が最も長期に持

続す るとの結果を得てお り8),臨床的にもその効果が

確認 されている9)の で,本実験でもこの波長を用いた。

この波長で光凝固を行った凝固後24時間の組織所見

では,病巣中央部の網膜下液の多い部位においては
,

神経網膜に障害を与えないで網膜下の新生血管および

脈絡膜の深部までが凝固されていた.こ れは,590nm

橙色波長が剥離 した神経網膜に障害を与えることなく

よく透過 し,かつ網膜色素上皮からの輻射エネルギー

が神経網膜にまで到達しなかったためと考えられた。

Katohら 10)は,色素レーザーの595nm橙 色波長が,剥

離した網膜に凝固効果を及ぼさないことを証明してい

るが,本実験の結果から,590nmで も中等度の凝固条

件では扁平に剥離 した網膜には影響を及ぼさないの

で,網膜下新生血管の治療上有利であることが証明さ
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図9 光凝固治療後2週 ,網膜下腔,脈絡膜内層にみられた細胞の電顕像
A:細胞周囲に基底膜 (矢尻)を持ち,細胞間には結合装置 (矢印)がみられた。細胞
質内にはミトコンドリアが豊富にみられ,網膜色素上皮細胞と思われた。B:同様の細
胞には,さ らに徴絨毛 (Mv)と 細胞間結合装置 (矢 印)が確認され,網膜色素上皮細
胞であることが示された。
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図10 光凝固治療後 3カ 月の光顕像

A:弱拡大 :網膜下腔の病巣は無構造な療痕組織 (*)

となり,新生血管はみられなかった.神経網膜は,内

顆粒層より内層は保たれていた。脈絡膜は線維化,疲
痕化が著しく,毛細血管,深層の中血管は閉塞消失し

ていた (ト ルイジンブルー染色,× 150).B:強拡大 :

無構造な疲痕組織 (*)の 上を扁平な色素上皮細胞が

覆っていた.Bruch膜の断裂部直下には脈絡膜毛細血

管の再形成 (矢印)がみられたが,網膜下腔には侵入

していなかった (ト ルイジンブルー染色,× 300).

れた.た だし,病巣の周辺や周囲の健常部では,網膜

下液が少ないため,網膜外層が凝固されていたので ,

臨床上,漿液性網膜剥離の少ない病巣周辺部,お よび

その周囲の健常部を凝固する際には,過剰凝固による

網膜内層への障害を少なくするために,出力を調整す

る必要があると考えられた。

網膜下新生血管に対して光凝固治療を行った後の組

織学的検索は,人眼では Meyer口 ),Wanow12),Guyer

ら“
)の報告があ り,実験的には山岸14),沖坂“

)がサル眼

に作成した実験的網膜下新生血管の光凝固治療後の組

織学的検索を行っている。しかし, これらは光凝固後

長期間経過 した療痕病巣についての報告が主で,凝固

後から治癒過程を経時的にみた報告ではない。本実験

では,光凝固後24時間, 2週 , 3カ 月の凝固組織を観
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察した結果,光凝固治療後に新生血管が治癒するには ,

まず光凝固によって新生血管の内腔が赤血球,血小板 ,

フィブリンなどで完全に閉塞す るとともに,血管内皮

細胞が凝固壊死に陥って,血管が完全に破壊されるこ

とが重要であると考えられた。我 々がこの方法で作成

した実験的網膜下新生血管が自然退縮する際には,臨

床的には退縮 し治癒したようにみえても病理組織学的

には網膜下腔に新生血管が残 っていて,そ の上を網膜

色素上皮細胞 が囲い込んでい ることを既に示 した4)

が,本実験では光凝固後 2週 , 3カ 月の組織では病巣

は完全に疲痕組織によって占め られており,網膜下新

生血管は完全に消失していた。 これらのことから,光

凝固による網膜下新生血管の治療には血管閉塞が完全

に行われることが必要なことが示 された。

Meyer(1984)ら H)は ,ア ルゴンレーザーによって光

凝固治療を行 った特発性黄斑部網膜下新生血管の症例

の治療後42カ 月の治癒組織を検索 し,網膜全層が疲痕

となり,疲痕組織には線維細胞 と網膜色素上皮細胞の

増殖がみられた と報告した。また,ヽrallow(1985)ら 12)

は, クリプ トンレーザーによって老人性円板状黄斑変

性症の症例を治療した 5カ 月後の組織を検討し,新生

血管の原病巣は完全閉塞したが,網膜循環により養わ

れる網膜下病巣がみられた と報告 した。さらに,Guyer

(1986)13)は アルゴンレーザーとク リプ トンレーザーを

用いて,老人性円板状黄斑変性症の治療を行った 7カ

月後の眼底の組織を比較し,青緑色アルゴンレーザー

や緑色アル ゴンレーザーと比べて,ク リプ トンレー

ザーは網膜内層の障害が少ない ことを証明した。

実験的に,山岸ら(1988)14)は サル眼に作成した実験

的網膜下新生血管を部位別にアルゴンレーザーとク リ

プトンレーザーの両方で治療 し,両者ともに十分な治

療効果が得 られ,新生血管は閉塞治癒したが,網膜内

層の障害程度において組織学的な差異はみられなかっ

たと報告 した。 また沖坂 (1989)15)は YAGレ ーザーに

より作成 した実験的網膜下新生血管をクリプ トンレー

ザーで治療 し, クリプトンレーザーは網膜内層の障害

が少ないので,臨床的に有利であると報告した。 これ

らの臨床例,実験例の結果に共通なのは,凝固後の組

織に色素上皮細胞の増殖がみ られたとの記載が必ずあ

ることである。我々の実験で も,光凝固後 2週には,

Bruch膜の断裂部にあたかも栓 をするかのごとく脈

絡膜内層にまで網膜色素上皮細胞が増殖しており,通

常の光凝固 と同様,術後早期 より網膜色素上皮細胞が

増殖することが確認された。光凝固後 3カ 月には,増
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図11 光凝固治療後 3カ 月の電顕像
A:無構造な疲痕組織の上を扁平な色素上皮細胞(RPE)が覆っていた。疲痕組織内に
は基底膜様構造物 (矢尻)がみられた (IS i視 細胞内節).B:色素上皮細胞下の疲痕
組織内にみられた血管基底膜様構造物は複雑に入り組んでいたが,環状の形態(矢尻)

を取っていた.
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図12 光凝固治療後 3カ 月,強度凝固部の電顕像

A:Bruch膜 (Br)下 の脈絡毛細血管は完全に消失し,Muner細 胞と思われるグリア

細胞 (G)がみられた (RPE:網 膜色素上皮細胞,Miマ クロファージ).B:Bruch膜
(Br)の 断裂部 (矢印)を通って,脈絡膜内にM■ ler細胞 (G)が 陥入していた (M:
マクロファージ).
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殖 した網膜色素上皮細胞は減少していたが,疲痕組織

の上を色素上皮細胞が覆っており,網膜色素上皮細胞

は網膜下新生血管の光凝固による治癒過程 において

も,疲痕組織を囲い込んで新たな新生血管の進展を妨

げていることが示 された。

また,正常網膜の強度光凝固の後に,Muner細 胞が

網膜脈絡膜の疲痕組織の形成に関与 していることが石

川 ら“
)に より示されているが,本実験でも網膜内層に

まで障害が及んだ強度凝固の部位では,脈絡膜毛細血

管板が完全に消失 し,M●ner細胞が Bruch膜 の断裂

部から脈絡膜内に陥入 している所見が見 られた。すな

わち,網膜下新生血管の光凝固治療において,強度光

凝固後の治癒組織は,一部は Muner細胞が疲痕組織

の形成に関与することが示 された。

以上,本実験の結果から,光凝固による網膜下新生

血管の治癒には,ま ず新生血管の完全な凝固閉塞が重

要であることが確認された。
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12日 ,京都)において高橋が報告した。本研究は,文部省科

学研究費補助金,一般研究 B(02454412,宇 山),奨励研究

A(01771449,西 村)の補助によって行なわれた。記して謝

意を表します.
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