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蛍光造影による網膜色素上皮細胞の観察

飯田 知弘,米谷  新,余 楊桂,沼賀 哲郎,林  直樹,阿部 友厚,高橋 直人

群馬大学医学部眼科学教室

要  約

蛍光眼底造影法を用いて,有色家兎眼の網膜色素上皮細胞を生体で観察 した。有色家兎31羽 62眼 に蛍光造影
を行い,そ のネガフィルムをプリン トおよび光学顕微鏡で拡大観察 し,そ の観察結果を,走査型電子顕微鏡お
よび蛍光組織標本による網膜色素上皮細胞の所見 と比較,検討 した。58眼の蛍光写真で,中 央に低蛍光をもつ

,

ほぼ六角形の蛍光像が観察できた.こ れは髄翼より3乳頭径以上離れた部位で明瞭で,眼底周辺部では後極部
に比 し大型であった.ま た,こ の蛍光像は蛍光色素静注後,脈絡膜相から見られたが,静注後 5～ 15分 の造影
後期で観察がいっそう容易であった。以上の所見は,走査電顕および蛍光組織標本で観察 した網膜色素上皮細
胞の形態 と配列に一致 していた.し かし,白色家兎 2羽 4眼の蛍光造影では有色家兎で見 られたような六角形
の蛍光像は観察できず, これは網膜色素上皮細胞内の色素の差異によるものと考えられた。 (日 眼会誌 95:
421-427,1991)
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Abstract
We attempted to observe, by means of fluorescein angiography, the retinal pigment epithelial cells

in pigmented rabbits. Fluorescein angiography was performed in 31 pigmented rabbits, after intra-
venous injection of l4ms/kg fluorescein sodium. The angiograms were evaluated as prints and as
negative film under a light microscope. Animals were sacrificed and submitted to studies by scanning
electron microscopy and fluorescein light microscopy. On fluorescein angiograms, we observed mosaic
pattern which consisted of numerous polygonal spots overlying choroidal vasculature. Each polygonal
spot showed central hlpofluorescent area surrounded by hyperfluorescent rim. They were seen in all
the eyes except 4 lightly pigmented eyes. They seemd to correspond, in size, to each retinal pigment
epithelial cell. This pattern appeared from the early choroidal phase on, to become more distinct E to
15 minutes after dye injection. A hexagonal pattern was regularly seen away from the medullary rays
by 3 or more disc diameters. The pattern became larger in the periphery than in the posterior pole.
These angiographic findings closely matched those of retinal pigment epithelial cells as seen by
scanning electron microscopy and fluorescein light microscopy in sizes and shapes. The findings
indicate that it is possible to identify retinal pigment epithelial cells in pigmented rabbits by conven-
tional fluorescein angiography. (Acta Soc Ophthalmol Jpn gb :421-427, Lggl)
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I緒  言

蛍光眼底造影法は眼科臨床において安全かつ有用な

検査法であ り,主に網膜および脈絡膜疾患の検索に用

いられている。蛍光眼底造影上,網膜色素上皮は重要

な役割を果たしてお り,その色素の多寡は背景蛍光像

に影響を与えている一方,脈絡毛細管板 より漏出した

蛍光色素 は網膜 色素上皮 の柵機能 (outer blood‐

retinal barrier)に より遮断される。この破綻は種々の

疾患で蛍光漏出として捕らえることができ, さらに硝

子体蛍光測定法により定量的に検索することが可能で

ある。

一方,網膜色素上皮では生理的な加齢変化 として細

胞の多形性 pleomorphisml)-3)が あり,こ れは老人性黄

斑変性症な どと関係す る所見 として注 目されてい

る4)。 この様な subclnicalな レベルでの網膜色素上皮

細胞の形態学的変化を,臨床的に検索する手段は現在

のところ皆無 といってよく,こ れを可能にすることは
,

眼科臨床上,多大な有用性があると考えられる.

蛍光眼底造影法では,その解像力は網膜の毛細血管

レベルでの検索が可能であるが, このようなレベルで

背景蛍光を観察することに関しては充分な注意が払わ

れていなかった。われわれは,臨床的に網膜色素上皮

を形態学的に検索することを究極の目的として,ま ず ,

網膜血管のない家兎眼を用い,詳細な蛍光眼底造影を

行った。その結果,網膜色素上皮細胞を in vivoで観察

できる可能性を示唆する所見が得 られたので報告す

る。

II 実験方法

実験動物 として正常有色家兎31羽62眼,自色家兎 2

羽 4眼を用い,蛍光眼底造影を行った。

全 例 実 験 前 に tropicamide+phenylephrine

(Mydrin P ①)で散瞳し,pentObarbital Na(Nembutal

①)25mg/kgを投与して麻酔 した。

耳静脈 よリフルオレセインナ トリウム14mg/kgを

静注し,蛍光眼底カメラ(キ ャノン CF・60Uお よび CF―

60Z)で 網膜色素上皮のレベルに焦点を合せ,静注直後

から30分まで,経時的に観察 と撮影を行った。撮影 フィ

ルムには Kodak Tri‐ Xを用い, 2倍 の増感現像をし

たネガフィル ムを光学顕微鏡 (オ リンパ スVanOX

AH‐2)を 用いて20倍 と40倍で拡大観察し,さ らにその

ネガフィルムをキャビネサイズから全紙大のプリンの

拡大して検討 した。
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組織学的検索 として走査型電子顕微鏡 と蛍光顕徴鏡

による観察を行った.走査電顕標本作成の目的で,有

色家兎 2羽 4眼 の眼球 を摘 出 した。摘 出眼球 は,

Trumpの 固 定 液 (4%formalinと 1%glutaralde‐

hydeの 混合液)にて固定後,赤道部で半割した。 さら

にlcm角 の組織片に細切 し,そ の組織片より感覚上皮

を除去して網膜色素上皮を露出した。これをエタノー

ル系列で脱水 した後,臨界点乾燥の上,白金蒸着を行

い,走査型電子顕微鏡 (日 立 S‐ 800)で網膜色素上皮を

硝子体側から観察した .

蛍光組織標本は GraysOn,Latiesら の方法5)6)に 従っ

て作成 した。 これには有色家兎 2羽 4眼を用い,眼球

摘出 5分前にフルオレセインナ トリウム14mg/kgを

耳静脈より投与した.眼球摘出後直ちに液体窒素に浸

漬したイソペンタンで固定した後,真空凍結乾燥機

(FTS ① Sysems.TIS‐ U‐DRY)で 7日 間乾燥後,真

空下でパラフィン包埋を行った。組織切片は網膜面に

対して垂直および平行に近く斜めに作成し,キ シレン

で封入し,透過型蛍光顕微鏡(オ リンパスVanox AH‐

2)で観察した5)～ 10).

III 結  果

1.蛍光眼底造影所見

有色家兎62眼中58眼で網膜色素上皮のレベルに良好

な焦点の得 られている蛍光写真を撮影することができ

た。キャビネサイズのプリン トでは,焦点の合ってい

る20%か ら70%の範囲で点状の低蛍光像がびまん性に

見られた(図 la,2a)。 この点状の低蛍光像の部位をさ

らに拡大率の大きいプリン トと光学顕微鏡により検討

すると,中央の低蛍光部は明るい蛍光でふちどりされ,

ほぼ六角形の網 目状の蛍光像 としてすきまなく配列 し

ていた (図 lb)。 また,中央に低蛍光部を持たない,同

程度の大 きさの蛍光染として観察されるものも散在 し

ていた (図 lb矢 印).以上の所見は,髄翼から3乳頭

径以上離れ,脈絡膜血管が縦に走行している部位で良

く観察でき,眼底周辺部ではことに明瞭であった。 こ

れに対 し,髄翼に近接 した顆粒状の背景蛍光を示す部

位で同様な所見が観察で きたのは62眼中 4眼 のみで

あった。また,62眼中,六角形の蛍光像が観察できな

かった 4眼は,色素の乏しい眼底であった。

この六角形の蛍光像の大 きさは均一ではなく,眼底

の部位により差があり,眼底周辺部では,髄翼に近い

眼底後極部に比べ大型の蛍光像を呈 した (図 2b,c)。

同一の眼底部位でも,蛍光像の大きさにはバラツキが
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図 lb 図 la中の□の拡大.中央に低蛍光,周囲に過蛍

光を示すほぼ六角形の網目状の蛍光像がすきまなく

配列している。また,中央に低蛍光を持たない蛍光

染も存在する (矢印).
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あ り,均一ではなかった。

また, この蛍光像は, フルオレセイン静注後初期の

脈絡膜造影相から,遅 くは30分後まで見られたが,特
に静注後 5～ 15分 の造影後期で観察が容易であった。

この蛍光像は造影時間による変化は見られず,全経過

を通 して,中央に低蛍光部を持つ六角形の蛍光像 とし

て観察された。

一方, 自色家兎を用いた蛍光眼底造影では, 4眼全

例で,有色家兎で観察されたような点状の低蛍光像は

見られず,拡大像でも六角形の蛍光像を観察,確認す

ることはできなかった (図 3).

2.組織学的所見

走査型電子顕微鏡による網膜色素上皮の硝子体側か

らの観察では,網膜色素上皮細胞は五角形から七角形

をなし,互いに接 して配列 していた (図 4a,b)。 その

細胞表面は微絨毛に覆われ,視細胞外節の残査 も見 ら

れた。個々の網膜色素上皮細胞の大きさには大小不同

があ り,そ の径の平均値は,眼底後極部で22μ m,周辺

部では27μ mであ り,全体 として,周辺部の網膜色素上

皮細胞は後極部に比べ大型であった。

網膜面に対 して垂直に切片を作成 した蛍光組織標本

蛍光造影による網膜色素上皮細胞の観察・飯田他

図 la 有色家兎蛍光造影写真.蛍光色素静注後14分 .乳頭,髄翼より下方の眼底所見.

点状の低蛍光像がびまん性に見られる。
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図 2b 図2a中 の□ bの 拡大 (髄翼に近い眼底後極

部)。 髄翼に近い眼底後極部では,小型の六角形の蛍

光像が観察される。

の蛍光顕微鏡による観察では,蛍光色素は脈絡膜には

見られるが,網膜色素上皮,感覚網膜には認められな

かった。これに対 し,網膜面に対 して平行に近 く斜め

に切片を作成した蛍光組織標本では,脈絡膜の蛍光 と

無蛍光の感覚上皮の間に,蛍光により境界される六角

日眼会誌 95巻  5号

図2c 図 2a中 の□ cの拡大 (眼底周辺部).眼底周辺

部では後極部 (図 2b)に比べ大型の蛍光像である。

形の形状が明瞭な網漠色素上皮細胞が 2～ 3列 に配列

している所見が観察された(図 5)。 この径はマイクロ

メーターによる計測でおよそ20μmであった。また,蛍

光により取囲まれた細胞の中央は色素のため暗 く,点

状の蛍光が散在 していた。

図 2a 有色家兎蛍光造影写真.蛍光色素静注後 7分.乳頭,髄翼より下方の眼底所見.

点状の低蛍光像が広範囲にある.

―

―

―

―
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IV 考  按

今回,家兎の蛍光眼底造影法により六角形の網 目状

の蛍光像を観察した。この網 目状の蛍光像はネガフィ

ルムを光学顕微鏡で拡大 し,は じめてその存在が明ら

かとな り,拡大プリン ト写真によって観察,検討され

た。 この六角形の網 目状の蛍光像は部位によりその大

きさが異なり,周辺部ではその径は大きく, また髄翼

近 くでは小さいことが特徴であった。蛍光眼底造影上 ,

フィルムひとこまの中でその中央 と周辺部では収差が

あるので, フィルム面上での径の測定は実際的ではな

い。 しかし,背景の脈絡膜血管の血管径 との比較によ

りこの六角形の蛍光像の径を推測することは可能であ

る。Princeの 家兎眼の解剖についてのモノグラフH)に

よれば脈絡膜血管の径は50～ 75μ mであ り,蛍光写真

で 1本の脈絡膜血管の中には 2～ 3個 の六角形の蛍光

像が存在 していることより,六角形の蛍光像の径はほ

ぼ20～ 30μmであると推測される。一方 Tsoら 12)の 比

較解剖による網膜色素上皮の詳細な検索によれば,家
兎の網膜色素上皮細胞の大 きさの平均は,後極部では

ぼ22μmであるとしている。我々の行った蛍光組織の
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検索でも,個 々の網膜色素上皮細胞の径はマイクロ

メーターによる計測でおよそ20μmであった。また,人

眼については網膜色素上皮細胞の部位による形状の変

化 12)―

“
)は知られているが,家兎についての報告はほと

んどなく,改めて,家兎眼についても我々が走査型電

子顕微鏡を用いて検索 した.そ の結果,髄翼近 くの
,

いわゆる後極部では,網膜色素上皮細胞は 5～ 7の 多

角形であ り,そ の径の平均値は22μ mであった。また周

辺部では,網膜色素上皮細胞は後極部のそれと同様 5

～ 7の多角形であったが,その径は27μmで ,後極部の

それよりも大きいことが確認された.組織標本作成の

過程で組織収縮を生 じるため,検索結果にバラツキを

生 じるので正確な数値での比較は出来ないが,し かし,

以上の結果より,我々が蛍光眼底造影で捕 らえた六角

形の蛍光像は,網膜色素上皮そのものを観察 している

可能性が高いものと結論される。

蛍光眼底造影法が Novotnyら 15)に より眼科臨床に

導入されて以来,網膜色素上皮細胞を個々に観察した

との報告はない。 しかし,本法は網膜血管を毛細血管

の レベルで観察することが可能であ り,精度的には
,

網膜色素上皮を個々の細胞 レベルで観察することは
,

蛍光造影による網膜色素上皮細胞の観察・飯田他

図3 白色家兎蛍光造影写真.蛍光色素静注後 2分.有色家兎で観察されたような点

状の低蛍光像は見られない。
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図 4a 眼底後極部の走査電顕像.五角形から七角形の

網膜色素上皮細胞が配列している。個々の細胞の大

きさには大小不同がある(オ リジナルネガサイズ,×

300)

日眼会誌、 95巻  5号

図 4b 眼底周辺部の走査電顔像.網膜色素上皮細胞の

大きさには大小不同があるが,図 4aに比べ大型で

ある (オ リジナルネガサイズ,× 300)

図5 蛍光組織標本.網膜面に対し斜めの切片.脈絡膜の蛍光と無蛍光の感覚上皮の

間に, 2列 の網膜色素上皮細胞がある.

RPE:網膜色素上皮.C:脈絡膜.(オ リジナルネガサイズ,× 100)
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その条件が整えば十分可能な検査法であるといえる。

有色家兎眼の網膜色素上皮細胞は,人眼のそれに比べ

薄 く,ま た中央部が ドーム状に厚 く, メラニン色素が

中央に多 く配列 しているとい う特異な形状を持ち, こ

のことが本実験結果に大きく影響 していると推測 され

る。そして, メラニン色素を持たない白色家兎で蛍光

眼底造影を行った結果では,多角形の網 目状の蛍光像

は観察されておらず, さらに,有色家兎62眼中,網膜

色素上皮細胞の観察ができなかった 4眼は,すべて色

素に乏しい眼底であった。以上の事実より,脈絡膜か

らの蛍光を,網膜色素上皮細胞中の メラニン色素が

blockす る結果低蛍光 となり,ま た色素の少ない部位

では蛍光が blockさ れずに観察 されるため,六角形の

蛍光像として捕えられるものと推測される.ま た,蛍
光組織標本の検索結果では,色素上皮細胞間に蛍光色

素が入 り込んでいるという所見はなく,本観察結果へ

のメラニン色素の関与を支持するものである.一方 ,

低蛍光を持たない蛍光染 として観察 された細胞も存在

していたが, これについては, メラニン色素の合有量

が少ないか,あ るいは oll dropletを 持った網膜色素上

皮細胞の可能性を考えている。

以上のように,本実験結果は家兎の網膜色素上皮の

解剖学的な特徴に大きく関与 しているものであ り,厚
くて, メラニン色素が多く,その配列が均一な網膜色

素上皮を持つ人眼で同様の結果を得ることが難しいこ

とは,蛍光眼底造影法が導入されて以来の歴史が物

語っている。 しかし,本実験結果は,一方で,蛍光眼

底造影法の精度の高いことを改めて証明しているもの

であり,適切な方法をとれば,臨床的にも網膜色素上

皮を個々の細胞 レベルで観察出来得る事を示唆 してい

るものと考えられる。

稿を終えるにあたり,懇切なるご指導,ご校閲を賜りまし

た教室主任清水弘一教授に深謝致します。尚,本論文の要旨

は第93回 日本眼科学会総会で報告した。
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