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外側血液網膜関門障害の陰性荷電状態の検索

第 4報 鉄による障害

岸本 伸子,大熊  紘,宇山 昌延

関西医科大学眼科学教室

要  約

家兎眼に鉄粉 を注入 して実験的眼球鉄症を作成 し,脈絡膜網膜間の陰性荷電関門の変化 を陽イオン剤を用い

て電顕的に観察 した。鉄粉注入 4日 では網膜の構造 は正常で,対照と同様 に網膜色素上皮細胞の基底膜,Bruch

膜の内外膠原線維層,脈絡膜毛細血管の基底膜に陽イオン剤が豊富に付着 し,陰性荷電関門は保たれていた.

7日 には組織学的に変化なかったが,網膜色素上皮細胞の基底膜の陰性荷電は減少した。14日 には網膜外層は

変性消失 して色素を含むマクロファージとミュラー細胞が充填 し,マ クロファージと網膜色素上皮細胞の一部

は鉄反応陽性 となり,陰性荷電は更に脈絡膜毛細血管の基底膜でも低下 した。28日 には網膜 は非薄化し,網膜

色素上皮細胞は重層 した部と変性 した部が混在 して陰性荷電は全部位で僅かとなった。鉄反応陰性の鉄粉注入

7日 に,組織的に変化ないが,脈絡膜網膜間の陰性荷電は減少 し,眼球鉄症早期に組織学的変化に先行 して脈

絡膜網膜間の陰性荷電関門の低下が示された。 (日 眼会誌 95:130-139,1991)

キーワー ド :眼球鉄症,外側血液網膜関門,陰性荷電,陽イオン剤,網膜色素上皮細胞
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Abstract
We studied the alteration of the anionic charge in the outer blood-retinal barrier in ocular

siderosis by electron microscopy using the cationic probe, polyethyleneimine (PEI). The eyes of four
days after injection of iron powder and control rabbit eyes demonstrated numerous PEI-positive sites

at the basement membrane of the retinal pigment epithelium, collagen fiber of Bruch's membrane, and

the basement membrane of the choriocapillaris. Seven days after injection of iron powder, no change

was obsered in the retina by light microscopy, but PEI positive sites at the basement membrane of the
retinal pigment epithelium were decreased. At 14 days, it was seen that the outer layer of the retina
disappeared and was replaced by pigment containing macrophages and Miiller cells. Berlin blue

reaction became positive in some of those macrophages and retinal pigment epithelia. PEI positive

sites decreased. At 28 days, the retina was completely disorganized, and became thin, while the retinal
pigment epithelium proliferated and became double layered. Berlin blue reacion was strongly positive

in pigment-laden macrophages and retinal pigment epithelium. PEI-positive sites became scarece. As
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a result of these methods, anionic sites decreased, despite negative iron reaction of ?days after
injection of iron powder. It was shown that in ocular siderosis at an early stage, the barrier function
of anionic sites between choroid and retina decreased before histological change. (Acta Soc Ophthal-
mol Jpn 95 : 130-139, 1991 )

Key words: Ocular siderosis, Outer blood-retinal barrier, Anionic sites, Cationic probe, Retinal
pigment epithelium

I緒  言

眼球鉄症は眼内に停留する鉄成分により,角膜変性,

自内障,網膜変性,網膜剥離,緑内障などを発症する

疾患である.実験的眼球鉄症の研究には多 くの報告が

あ り,組 織学的 1)～6),生 化学的1)2)7)-9),電 気 生理学

的1)3)6)8)10)に ,鉄による網膜変性の発生機序や組織学的

変化が示されている。

我々は陰性荷電による外側血液網膜関門を様 々の状

態における変化について観察 した11)～ 13).本 実験では有

色家兎眼に鉄粉を注入 して眼球鉄症を作成 し,鉄成分

による網膜の外側血液網膜関門機能を検索するため,

陽イオン剤を トレーサーとして陰性荷電状態の変化を

検索 したので報告する。

II 実験方法

1.実験動物

体重1.2～ 1.5kgの 有色家兎 7匹 14眼 を使用 した。

2.実験的眼球鉄症作成法

鉄粉 (Iron powder,純度99.99%,径 150μ m,Aldrich

Chem.Comp.)一蒸留水懸濁海 Omg/0.lmlを 26ゲー

ジ針を用いて,角膜輪部のlmm後方から硝子体中央ヘ

0.lml注 入 した。鉄粉懸濁液は pH7.0,浸 透圧 は1

mOsmで あった。 1匹 2眼は無処置で対照 とした。

3.陰性荷電部位検索方法

硝子体内へ鉄粉注入, 4日 , 7日 ,14日 ,28日 に前

眼部および眼底検査,蛍光眼底造影の後,既報の如

くH)～ 13),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)一 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。更に浸

漬固定を 8時間追加した後,眼球を半割 し,半分をパ

ラフィン包埋 して光顕材料に,残る半分はエタノール

系列で脱水の上,エ ポキシ樹脂包埋 し,電顕材料とし

た .

パラフィン切片は鉄染色 (ベ ル リン青法)を行った。

電顕材料は一部 トルイジンブルー染色を して光顕用

に, また超薄切片を作成 し,酢酸ウラニール, クエン

酸鉛にて二重染色を行い,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

眼球内に注入した鉄粉懸濁液は注入部位から硝子体

中央に拡散した。注入 4日 には硝子体中央から注入部

に向い半透明の灰自色の硝子体索が形成 され,鉄粉が

これに含まれ, 7日 には鉄粉を含むこの索状物は更に

濃厚 となった。前眼部及び眼底には変化なく,蛍光眼

底造影では異常はみられなかった(図 lB,C).14日 に

は前眼部,中間透光体には変化なかったが,網膜に淡

白色及び茶色を呈する色素むらが眼底周辺部に出現

し,蛍光眼底造影では変性部は淡い顆粒状の過蛍光を

示 した (図 lD).28日 には濃厚な硝子体混濁は硝子体

腔中央から刺入部へ広が り,色素むらを示 していた眼

底周辺部の網膜変性部は黒褐色の色素沈着を伴 う萎縮

巣 となり,蛍光眼底造影では背景蛍光に顆粒状の過蛍

光部 と色素沈着による低蛍光部が混在 していた (図 1

E).

2.組織病理学的所見

網膜はすべて有髄神経線維部を除いた後極部のもっ

とも変性の強い部位を観察 した.

1)光学顕微鏡的所見

無処置の対照 (図 2A)では灌流固定による脈絡膜毛

細血管腔の拡大を認めた他は異常をみなかった。鉄粉

注入 4日 及び 7日 には光顕的には変化をみなかった

(図 2B,C).ベ ル リン青による鉄反応は網膜各層で陰

性であった (図 3A).14日 には内網状層に空胞が形成

され,外顆粒層は変性 して完全に消失 し,色素を貪食

したマクロファージや ミュラー細胞の増殖がその部を
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充填 して網膜色素上皮細胞に接していた。内顆粒層は

比較的よく保たれていた。網膜各層に色素を含んだマ

クロファージが散在 していた。網膜色素上皮細胞は増

殖 して,重層がみられた部位 と,変性消失 した部位 と

が混在 していた (図 2D)。 ベル リン青による鉄染色で

は,網膜色素上皮細胞層から神経節細胞層の全層にわ

たってみられた色素を含んだマクロファージ及び網膜

色素上皮細胞の胞体が青色に淡 く染色され,鉄成分の

存在を示 した (図 3B).

28日 になると網膜は全体に薄 くなり,網膜全層の構

日眼会誌 95巻  2号

造が失われた。内顆粒層の核は小数残っていた。色素

を含んだマクロフアージは網膜全層にみられた。網膜

色素上皮細胞は増殖 して,重層した部位 と,変性消失

した部位が混在していた(図 2E).鉄染色によって,変

性網膜内のマクロファージと網膜色素上皮細胞の一部

が強染された (図 3C).

2)電子顕徴鏡的所見

陽イオン剤 PEI粒 子の付着による陰性荷電部位を

観察 した。対照 (図 4A)で は電子密度の高い PEI粒子

(15～ 20nm)が 網膜色素上皮細胞の基底膜と脈絡膜毛

図 1 鉄粉懸濁液硝子体内注入後の蛍光眼底造影.

A:注入前.B:注入後4日 .変化をみない。C:注入後 7日 .変化をみない。D:注
入後14日 .網膜に斑状に色素むらが出現し,淡い顆粒状の過蛍光を示した (大矢印)。

硝子体中に浮遊する鉄粉が黒い斑点状にみられる (小矢印).E:注入14日 .網膜変性

部は黒褐色の色素沈着 (小矢印)を伴う萎縮巣となった,変性巣の中央には顆粒状の

過蛍光部と色素沈着による低蛍光部が混在した.萎縮巣の周辺はびまん性に過蛍光を

示した。大矢印は硝子体混濁.

「

饉
饉鱚
躙

‐
 _‐■.``|

:苺桑1

・・1遷 .‐

||ヽ 、■

腱

田



平成 3年 2月 10日  外側血液網膜関門障害の陰性荷電状態の検索 第 4報 鉄による障害・岸本他 133

図 2 光学顕微鏡所見 (ト ルイジンブルー染色,× 600).

A:無処置の対照.灌流固定により,脈絡膜毛細血管腔の拡大をみる.B:注 入後 4日 .

変化をみない。Ci注入後 7日 .変化をみない.D:注入後14日 .外顆粒層及び視細

胞層は完全に消失し,代わって色素を含んだマクロファージとミュラー細胞で置き

かわっていた。網膜色素上皮細胞は増殖して,重層がみられた部位 と,変性脱落し

た部位がみられた。E:注入後28日 .網膜の全層の構造は失われて薄 くなり,内顆粒

層の核の一部のみが残った。変性 した網膜内には黒褐色の色素を含んだマクロ

フアージが全層にわたってみられた。
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図3 光学顕微鏡所見。(ベ ルリン青染色,× 1000).

A:注入 7日 .網膜各層には染色はなく鉄反応は陰性であった。B:注入14日 .マ クロ

ファージ及び網膜色素上皮細胞の胞体は青色に染色され,鉄成分の存在を示した。C:

注入28日 .変性した網膜内のマクロフアージと網膜色素上皮細胞は強染された。
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0.5μ

図4 電子顕微鏡所見.網膜色素上皮細胞基底膜,Bruch膜膠原線維,脈絡膜毛細血管基底膜によ
る陰性荷電部位.(ク エン酸鉛, ウラニル酢酸染色,× 30,000)
A:無注入の対照.網膜色素上皮細胞基底膜,Bruch膜 膠原線維,脈絡膜毛細血管基底膜のそれぞ
れに電子密度の高いPEI粒子(15～ 20nm)が 豊富に付着 していた。B:注入 4日 .PEI粒 子の付着
状態に変化はなかった。Ci注入 7日 .網膜色素上皮細胞基底膜でPEI粒子の付着はやや減少して
いた.D:注入14日 .PEI粒 子の付着は網膜色素上皮細胞基底膜のみならず,脈絡膜毛細血管基底
膜,Bruch膜 膠原線維においても減少していた.E:注入28日 .PEI粒子の付着はわずかとなった。
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細血管の基底膜の内側および外側に列をなして付着し

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。

鉄粉注入 4日 では網膜の構造は変化なく,PEI粒子

の付着は対照と変化なく (図 4B),陰性荷電の低下は

みられなかった。

7日 になると,視細胞外節及び綱膜色素上皮細胞の

構造に異常はみられなかったが,PEI粒子の付着は網

膜色素上皮細胞の基底膜においてやや減少 していた

(図 4C).脈絡膜毛細血管の基底膜とBruch膜 内外膠

原線維層への付着には変化はなかった。

14日 では視細胞の内,外節,核は完全に消失して,

その後にミュラー細胞の増殖がみられ,網膜色素上皮

細胞はそれと直接に接していた。綱膜色素上皮細胞は,

滑面小胞体, ミトコンドリア等の細胞内小器官の空胞

変性,消失がみられた。また胸体内に2次 lysosomeが

みられ, これは強拡大でみると, フェリチン粒子を含

日眼会誌 95巻  2号

む siderosomeで あった (図 5).一部では網膜色素上

皮細胞は増殖 し,変性 した網膜色素上皮細胞の上を

覆って重層していた。陰性荷電を示す PEI粒子の付着

は網膜色素上皮細胞の基底膜で更に減少し,脈絡膜毛

細血管の基底膜 と膠原線維層でもやや減少がみられた

(図 4D).

鉄粉注入28日 には網膜色素上皮細胞は増殖,重層し

て ミュラー細胞の細胞突起および胞体 と接 していた。

胞体内には豊富な ミトコン ドリア, メラニン顆粒,そ

して数個の sideroSomeも みられた。色素顆粒を含む

マクロフア~ジ は神経線維層から網膜下腔にいたる網

膜全層にみられるようになり,胞体内には sideroSOme

を含んでいた(図 6)。 陰性荷電を示す PEI粒子の付着

は網膜色素上皮細胞の基底膜と脈絡膜毛細血管の基底

膜で著明に減少し,膠原線維層にわずかな付着をみる

のみ となった (図 4E).

図5 電子顕徴鏡所見.注入14日 .重層した網膜色素上皮細胞。(ク エン酸鉛,ウ ラニ

ル酢酸染色,× 15,000)網膜色素上皮細胞の胞体は明るく,胞体内には,粗面小胞体,

ゴルジ体, ミトコンドリア, 2次 ライソゾーム等豊富な細胞な細胞内小器官がみら

れた.2次 ライソゾーム (矢印)は強拡大 (挿入図,無染色,× 75,000)でみると,

フェリチン粒子を含むsiderosomeと 考えられた.
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IV考  按

実験的眼球鉄症に関しては,組織学的変化や発生機

序について多数の報告がある。組織内の鉄成分の証明

法はベル リン青法 14)15),ゴ モリ染色変法16),プ ルシアン

青,タ ンブル青を用いる方法3)17),Perls法 1)4),そ して

電顕により組織内の siderOsOmeや フェリチン粒子を

証明する方法2)3)5)6)15)が
ある。本実験ではベル リン青染

色によるFe3+の 検 出,及び電顕的に細胞内の sider‐

osomeの 検索を行った。ベル リン青法でも電顕的にも

鉄成分を検出できたのは鉄粉注入14日 であった。これ

は鉄イオンが網膜組織内に浸透 して, ライソゾーム内

に貯留されれば電顕的にも鉄成分を含んだ 2次 ライソ

ゾーム,即ち,Siderosomeと して言忍められるようにな

り,ま た速やかにベル リン青法でも検出されるように

なったものと思われた。鉄による網膜障害の発生機序

は鉄イオンによるフリーラジカル形成 と考えられてい

る4)7)8)～ 10)18).不
飽和脂肪酸にフリーラジカルが作用す

ると,過酸化脂質が形成され,ついで生成された過酸
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化脂質からフリーラジカルが形成 され,連鎖反応が進

行していく.網膜組織内で不飽和脂肪酸の豊富な視細

胞外節や,視細胞内節及びグ リア細胞内の ミトコンド

リアの膜成分はその標的とな り,過酸化脂質が形成さ

れ,変性が生 じる.本実験においても最初にみられた

変化は網膜色素上皮の基底膜の PEI粒子着の低下で

あり,過酸化脂質形成の影響が網膜色素上皮細胞の細

胞膜および基底膜まで影響を及んでいるものと思われ

た。

鉄粉注入眼では注入後14日 で組織学的に鉄反応が陽

性となり,眼球鉄症の発症が確実 となったが,注入 7

日では光顕的には変化なく,ベル リン青による鉄染色

も陰性であった。電顕的にも通常の観察では網膜色素

上皮に形態的な変化はみられなかったが,PEIを 用い

た陽イオン剤 トレーサーの検査法によって,基底膜の

陰性荷電が既に低下していた。すなわち鉄粉注入後 7

日で外側血液網膜関門の陰性荷電が低下し始め,28日
ではわずかに残るのみであった。 これは電気的関門機

能の低下を示 し,特に28日 ではその障害は高度である
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図 6 電子顕微鏡所見.注入28日 .変性 した網膜内にみられたマクロファージ.(ク エ

ン酸鉛, ウラニル酢酸染色,× 15,000)マ クロファージの胞体内には大型の sider‐

osome(矢 印)が多数みられた.挿入図 i siderosome(無染色,× 75,000)多数のフェ

リチン粒子を含んでいた.

2μ

.   ‐13・
‐
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ことが示された。鉄イオンにより変性し,基底膜の陰

性荷電が低下 した網膜色素上皮は,すべての細胞膜で

荷電が低下 していると考えられ,網膜色素上皮細胞 と

接 している ミュラー細胞との接着性が低下し,感覚網

膜 と網膜色素上皮細胞の接着力の低下があると思われ

た.臨床的に眼球鉄症末期に発生する網膜剣離はこの

様な網膜の接着性の低下も原因 していると思われる。

外側血液網膜関間には陰性荷電による電気的関門が

存在 19)～ 22)し ,既報で述べたようにn)-13)様 々の病態下

で荷電状態は変化する。網膜色素上皮変性を発生 させ

るヨウ素酸ナ トリウムを硝子体注入すると,早期から

外側血液網膜関門の陰性荷電は低下するn)。 網膜光凝

固直後は外側血液網膜関門の陰性荷電は消失するが ,

凝固巣が疲痕化するにつれ網膜色素上皮細胞の増殖 と

細胞外物質が増加し,陰性荷電は増加する12)。 また硝子

体に気体を注入すると,一時的に外側血液網膜関門の

陰性荷電は低下する").CaldWellは 病的状態での外側

血液網膜関門の陰性荷電を糖尿 ラット23)と 網膜変性

ラット24)に おいて以下のように報告 している。糖 尿

ラットでは網膜色素上皮細胞の基底膜及び脈絡膜毛細

血管の基底膜の肥厚がみられ, これに伴い陰性荷電が

低下する23)。 また網膜変性を自然発生する RCSラ ット

では網膜色素上皮細胞の増殖に伴って陰性荷電を示す

細胞外物質は産生され,陰性荷電が増加する24).以 上か

ら推察すると,網膜色素上皮細胞の増殖及び細胞外物

質の産生を伴 う病態下では増殖 した網膜色素上皮細胞

や豊富な細胞外物質が陰性に荷電 し,陰性荷電は増加

する。即ち,光凝固の搬痕巣,眼球鉄症における網膜

色素上皮細胞増殖部,及び網膜変性ラットの網膜色素

上皮細胞の増殖部では陰性荷電が増加するが, これに

対して,網膜色素上皮細胞は障害されるが,増殖を来

さない病態下,即ちヨウ素酸ナ トリウムによる障害や

糖尿病における外側血液網膜関門の陰性荷電は低下す

る。つまり,荷電状態の増加は網膜色素上皮細胞 と網

膜色素上皮細胞が産生する細胞外物質に依存すると考

えられる。CaldWellは この陰性荷電を示す細胞外物質

には血管新生因子が含まれるのではないかと推測24)し

てお り,今後臨床的に多くみられる網膜新生血管,脈

絡膜新生血管 と網膜色素上皮細胞増殖,及び細胞外物

質の関連性を追求してゆく予定である.

以上,家兎硝子体内に鉄粉懸濁液を注入して,実験

的眼球鉄症を作成し,その外側血液網膜関門における

陰性荷電の変化を検索した。組織学的に網膜内に鉄 イ

オンが証明され,眼球鉄症が確認できたのは注入14日
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であったが,外側血液網膜関間の陰性荷電は 7日 よ り

低下 し,眼球鉄症の早期障害 と考 えられた .

本論文の要旨は第94回 日本眼科学会において発表した。
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