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実験的網膜血管閉塞症における血栓形成の初期変化について

松本 光生
弘前大学医学部眼科学教室

要  約

家兎17 匹を用い, 経外膜的にトロンビンを投与し実験的網膜血管閉塞症における血栓形成の初期変化を病

理組織学的に検討した.トロンビン投与3 時間後における所見の主体はトロンビン滴下部付近の細動脈と後毛

細血管であり, 細動脈に数か所局所的な管腔狭細部を認め, その部に一致して脱顆粒や偽足形成を伴う血小板

の凝集を高頻度に認めた. 後毛細血管においては電顕的に管腔内および血管内皮細胞下に単球を認め, それに

隣接する部位に内皮の明らかな欠損を認めた.その内皮欠損部と遊走単球間には多量のフィブリンが認められ

た. 一方,6 時間後においては所見の主体は細静脈における内皮下血栓形成であったが, その近位に内皮欠損

を認めなかった.以上より本実験系ではトロンビン滴下部付近の動脈血流低下が先行し毛細血管にうっ血が波

及した結果として内皮細胞障害が生じ, これが細静脈における血栓傾向をさらに助長している可能性が推測さ

れた.( 日眼会誌 96 : 1132-1141, 1992)
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Abstract

The purpose of this study was to morphologically investigate the thrombogenic process in the

early stage of retinal venous obstruction development. Venous obstruction was induced by trans-

adventitial instⅢation of thrombin (5 units)  given to the rabbit retinal vessels via a sclerovitreous

route.  The changes were studied by ophthalmoscopy, fluorescence microscopy combined with an

intravenously injected gelatin fluorescein preparation technique as well as light and electron micro ・

scopy. No ophthalmoscopic change was seen within l hr after thrombin inst Ⅲation.  Three hour after

thrombin inst Ⅲation,  focal narrowing of retinal arterioles was found with intraluminal platelet

aggregation and rouleaux formation of erythrocytes. 0n electron microscopy, a large number of

monocytes was observed in the lumina and subendothelial space of a pericytic venule having a partial

endothelial defect as well as monocyte adhesion to its luminal surface. At more than 6 hrs, subendothe ・

lial thrombi were observed in the venules without any endothelial lesion while no change was observed

in the arterioles, capillaries and pericytic venules. These findings suggested the possibility of participa-

tion of the arteriolar lesion in the occurrence of retinal venous obstruction and the role of endothelial

lesions caused by blood stasis in subendothelial thrombogenesis. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 : 1132
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I 緒  言

網膜静脈閉塞症は, 眼底出血をきたす代表疾患の一

つで網膜血管閉塞症の大部分を占めている八 閉塞後

の網膜の病理組織学的変化を人眼で経時的 に検討する

のは困難なため, 多 くの研究者が実験動物に静脈閉塞

を作成し, そ の変化について検討を行っている1)̃5).し

かし, そ れらのほとんどはいずれも熱凝固, 光凝固,

或は結紮などの物理的機転により管腔を閉塞せしめた

もので, 生 体の血栓性閉塞とは明らかに異なった病態

を示すものと考えられる. 近年, 報告されている螢光

化学血栓による閉塞症モデル4)で さえレーザーや螢光

物質など生理的には生体内に存在しないものを血栓形

成の手段としていること, レ ーザーそのものの血管へ

の影響との区別が困難なこと, さらに臨床的に知られ

ている血液凝固系の異常に関する検討がなされていな

いなど,い くつかの解決すべき課題がのこされている.

一方, 桜庭ら6)7)は, 血管周囲の結合織中に存在するト

ロンボプラスチンが外因性凝固機転に関与しているこ

とから血管外の因子によっても血管内に血栓形成をも

たらす可能性のあることに注目し, 家 兎の網膜血管に

経外膜的にトロンビンを投与してヒト網膜静脈閉塞症

類似の眼底出血を伴 う血栓作成が可能なことを報告し

た. しかしながらこの報告には, 網膜血管血栓形成初

期の変化としてのトロンビン滴下6 時 間以前の所見の

検討がなされておらず, 静 脈内皮下血栓形成機転に関

する問題など, なおいくつかの課題が残されている.

そ こで著者は, こ の経外膜的トロンビン投与による

静脈血栓症の病態をさらに明らかにする目的で, よ り

早期における病態を病理組織学的に検索を行ったので

ここに報告する.

II 実 験 材 料 お よ び 方 法

本実験には予め眼底検査に, 異常所見のないことを

確認した月齢5 か月前後, 体 重約3kg の 白色家兎17

匹を用いた. 実験 の手技は, 桜庭6)の報 告に準じた. 即

ち家兎の瞳孔は予め ミドリソP ⑥で散瞳 させ, 体重1

kg あ た り25 mg の ベ ンドバ ルビ タールナト リウ ム

(ネソブタール⑧) を耳介静脈内注入により麻酔したの

ち, Goldmann 型 眼底観察用コンタクトレンズを角膜

上に装着し, 手術用顕微鏡下に眼底を観察しながら,

毛 様体扁平部より27G 針を 硝子体腔内に剌入し,直 視

下に後述のトロンビン溶液0.01 ml (5 単 位) を網膜血

管に滴下した. 対 照には別の家兎3 匹 を 用い, 生 食

0.01 ml のみを滴下した. また, 滴 下トロンビンの範囲

を同定する目的で, こ れとは別の2 匹 にトリパソ青加

トロンビン0.01 ml ( ト ロンビン5 単 位含有) を滴下

し, 実体顕微鏡下にその到達範囲を検討した. トロン

ビン溶液は, 凍結乾燥トロンビン5,000 単位( 持田製

薬) を, 生理食塩水( 以下生食) 10 ml </こ溶解したもの

を用いた. ト リパソ青加トロンビンは, ト リパソ青(和

光純薬工業)0.5g を10 ml の生食に溶解し, こ れに上

述のトロンビン凍結乾燥剤5,000 単位を溶解したもの

を使用した.

眼底観察は22 匹 についてそれぞれ直後,1 時 間後,

3 時間 後,6 時間 後,12 時 間後, お よび24 時 間 後に

行った. ま た,1 時間 後,3 時間 後,6 時 間後に, 組

織学的検討を 目的として上述のベンドバルビタールナ

ト リウム静脈麻酔下に眼球を摘出し, ゼ ラチン加フル

オレスセイソ静注固定伸展標本法8)により, 螢 光顕微

鏡( オ リンパスGH  2-RFK) で観 察した. その後2%

グル タールアルデヒドに浸漬固定後, 網膜細切後2%

四 酸化 オスミウムにと固定, さ らにエポキシ樹脂に包

埋した. 包埋した試料の一部は準超薄切片とし光学顕

微鏡( オリンパスPM-10  ADS) で, 他の一部は超薄切

片とし透過型電子顕微鏡( 日本電子JEM-100 CX) で

観 察した.

Ill 結  果

1. 検 眼鏡及び実体顕微鏡所見

対照群では,3 時間,6 時間後のいずれにおいても

異常所見を認めなかった(図1  a, b). ト ロンビン滴下

例では,1 時間後の検眼鏡および実体顕微鏡検査で異

常を認めず( 図lc),  3 時 間後に, 細静脈の拡張を認

めたが出血は認めなかった( 図Id). し かし,6 時 間

後では, 細 静脈の軽度の拡張および細動静脈に部分的

な血柱の途絶や, ごく少数の斑状出血を認め( 図2  a),

12 時 間後までは, 細 静脈の明らかな拡張, 血柱の途絶,
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図1  a 対照例: 生食0.01ml 滴下3 時間後で特に変

化を認めない. 実体顕微鏡写真.×10(家兎No.  18)

図1b 対照例: 生食・0.01 ml 滴下6 時間後において

も特に変化を認めない. 実体顕微鏡写真.×10(家兎

No.  19)

図1c 卜p ソビソ滴下1 時間後: 特に変化を認めな

い. 実体顕微鏡写真.×10( 家兎No.  1)

図Id 卜p ソビソ滴下3 時間後: 細静脈の拡張が認

められる. 実体顕微鏡写真.×10( 家兎N0.2)

斑状出血を認めた(図2  b). さらに24 時間後では, 出

血の数, 範囲が増大し, 斑状および火焔状を呈してい

た( 図2  c).

2. ゼラチン加フルオレスセイン静注固定伸展標本

法所見

トロンビン滴下1 時間後の所見では, 静脈にわずか

なフルオレスセイソの不均等部分を認めた( 図3  a).

3 時間後の所見では, トロンビン滴下部の付近と思わ

れる部位の主幹緇動脈に数か所の局所的な管腔狭緇を

認めた. しかし, 静脈系には類似の所見を認めず, ま

たフルオレスセイソの漏出の所見も認めなかった( 図

3 b). 6 時間後の所見では,緇静脈にフルオレスセイソ

の流入障害が認められた( 図4).

剛限会誌 96 巻 9 号

図2a トロンビン滴下6 時間後: 細静脈の軽度拡張

および細動静脈共に部分的な.血柱の途絶や, ごく少

数の斑状出血が認められる. 実体顕微鏡写真.

×15( 家兎No.  6)

図2b ト ロンビン滴下12 時間後: 細 静脈の明らか

な拡張, 血柱の途絶, 斑状出血を認める. 実体顕微

鏡写真.×15( 家兎No.  8)

図2c 卜p ソビソ滴下24 時間後: 出血がいっそう著

明になり, 斑状から火焔状出血となっている. 実体

顕微鏡写真.×15( 家兎No.  11)

3. 光学顕微鏡および電子顕微鏡所見

トロンビン滴下1 時間後の所見では血管に異常所見

を認めなかった.

3 時間後の所見では, 緇動脈の狭細部に一致して高

頻度に血小板の凝集塊が認められた( 図5  a). 一方,

非狭細部では,血小板乱 その凝集塊も認められなかっ

た( 図5  b). 長軸連続切片での観察では, 静脈管腔内

に, 軽度の赤血球の連銭形成と好中球を主体とする白

血球が赤血球と同程度の頻度に程加し( 図6  a), 細動

脈管腔内には明らかな赤血球の連銭形成が認められた

(図6  b).電子顕微鏡的に,前述の主幹細動脈壁狭細部

分の管腔内に, 球状化と偽足形成を示し, 一部に脱顆

粒を認める血牛板の凝集塊が確認された.
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ンか匚ハレ ポレ スゼ イン静 注 固定 川 屐1票本. 蛍 光顕 微鏡 写 真. ×70.C 。家 兎No 、16)

図3b ト ロ ンビ ン滴¦ 倡 時 間 餃l ト ロン ビ ン滴 卜'部の 什 近 と思 わ れ る 部位 の 才幹 細 動 脈QA リ・に 数
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鏡 町 臼. ×200. イ收栄No.y
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図4

す.
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トロンビン滴下6 時間後l 細静脈(V) におけるゼラチン加フルオレスセインの流入障害を示

ゼラづーン加フルオレスセイン静注固定仲展標木. 螢 光顕微鏡写真.×200. C 家 兎N0.6)
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図5a トロンビン滴下3 時間後: 細動脈狭細部(A) に一 致して血小板の凝集塊を認

める. トルイジン青染色. 光学顕微鏡写真.×1,000. ( 家兎N0.2)

図5b 図5a と同切片. 細動脈(A) の管腔の狭細を認めない部分では, 個々の血小

板も見られず, 凝集塊も認めなかった. トルイジン青染色.V: 細静脈. 光学顕微鏡

写真.×1.000. ( 家兎N0.2)

図6a 卜9 ソピソ滴下3 時間後: 静脈管腔内(V) に

は赤血球の軽度連銭形成と好中球を主体とする白血

球を赤血球と同数程度に多数認める. トルイジン青

染色. 光学顕微鏡写真.×730.( 家兎No.  17)

図6b 細動脈管腔内(A) に赤血球の著明な連銭形成

が認められる. トルイジン青染色. 光学顕微鏡写

真.×730. ( 家兎No.  17)

しかしながら, 同部位での血管内皮の欠損や細胞間

接合部の解離などの所見は全く認められなかった( 図

7). また, 同切片の滴下部下流にあたる後毛細血管細

静脈(postcapillary venule)の観察では, 血管内皮細

胞内に空胞様の間隙形成が認められ, その中に脱出中

の単球と思われる単核細胞を認めた. その内皮細胞の

密着帯には単核細胞か侵入し, 細胞間接合部の一部は

破壊され,また一部に明らかな内皮欠損が認められた.

しかし, この内皮欠損が接合部の解離であるか否かの

確認は出来なかった. なおその内皮欠損部と遊走白血

球の胞体との間に多量のフィブリンが認められた( 図

8, 9).  6 時間後の所見としては, 斑状出血の認めら

れた例では, 管腔外に白血球が散在しており, 主幹細

静脈では血管内皮に白血球が粘着集合し, 赤血球が管

腔を充満しているのが認められた(図10  a). このよう

な細静脈の所見に対して, 細動脈管腔には異常所見が

なく単に赤血球が散在しているのみであった( 図10

b). さらに電子顕微鏡顕所見としては, 細静脈血管腔

内に点状を呈するフィブリン, 好中球, 単球が内皮近
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図フ ト ロンビン滴下3 時間後: 主幹細動脈壁収縮部分の切片で管腔に球状化と偽足

形成し一部脱顆粒を認める血小板の凝集塊が確認できる. し かし, 同部位での血管

内皮の欠損や細胞間接合部の解離などの所見は全く認められない.P: 血4 板ヽ.

E に血管内皮細胞.L: 管腔. 電子顕微鏡写真.×13,000. ( 家兎N0.2)

図8 トロンビン滴下3 時間後: 後毛細血管細静脈における管腔血管内皮細胞下に脱

出中の所見を思わせる単核細胞の遊走があり,その付近の細胞間接合部に近接して,

明らかな内皮欠損が認められる. 内皮欠損部近傍の管腔や遊走白血球との間には

フィブリンの析出を多量に認める.M: 単核細胞.F: フィブリン.L: 管腔. 電子

顕微鏡写真.×8,400. ( 家兎No.  2)
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図9 図8 と同切片の拡大.

内皮欠損部がはっきりと同定できる.M: 単核細胞.F: フィブリン.電 子顕微鏡写真.

×20.700. ( 家 兎No.  2)

j
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図10a ト ロンビン滴下6 時間後: 管腔外に白血球

が遊走散在しており, 主幹細静脈血管腔内(V) では

内皮細胞に白血球が粘着集合し, 赤血球が管腔を充

満している.

トルイジン青染色. 光学顕微鏡写真.×670.( 家兎

No.  6)

図10b( 図10a と同切片) 管腔外に白血球の遊走散

在を認めるのみで細動脈管腔(A) では特別な所見が

無く単に赤血球が散在しているのみである. ド レイ

ジソ青染色. 光学顕微鏡写真.×730. (家兎N0.6)

くに多数存在していた. また, 好中球, 単球の内皮層

への侵入も認められたが, 内皮表面には明らかな欠損

部は確認できなかった(図11). また, 動脈においては

血管内皮に異常を認めなかったが, 管腔内に少量の

フ4 プリンを認めた( 図12).

4.5% トリパソ青トロンビン0.01m 】滴下例におい

ては滴下3 時間後,6 時間後共に, 動静脈血管全体に

分布して血管が選択的に染色されており, 特に滴下部

分の染色が著明であった( 図13 a, b).

IV 考  按

網膜静脈閉塞疱は, その発疱のきっかけとなるであ

ろう静脈の局所的な内皮の損傷や血流障害に加えて,

血栓を維持し成長させる何らかの病的な状況が存在し

なければ典型的な発疱には至らないことが推測されて

いる4).経外膜的にトロンビンを投与する本実験系の

意義は, この方法が血管壁に物理的な損傷を与えずに

火焔状出血を伴う網膜静脈閉塞症を作り得ることのほ

か, 新たに凝固亢進状態がその発疱と進展に大きく関

与していることを裏付けた事にある6)气 しかし本実験

系では, これまで以下の点が未解決のままであった.

すなわち臨床的9)にも実験的2)にも推測されている伴



平成4 年,9 月10 日 実験的網膜血管閉塞症の初期変化・松本
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図11 トロンビン滴下6 時間後: 細静脈血管腔において, フ4 プ リンが点状に析出

し, 好中球, 単球が内皮近位に多数存在している. また, その内皮は, 一部管壁か

ら剥離しており, 同部の内皮下層へ好中球, 単球の侵入が認められる一方, 内皮自

体には明らかな欠損部は確認できない.MI 単球.N: 好中球.F: フィブリン.

E: 血管内皮細胞.L: 管腔. 電子顕微鏡写真.×6,600. ( 家兎No.  6)

行動脈系の病変の静脈閉塞症発症への関与の問題, さ

らに桜庭6)が初めて報告した内皮下血栓の問題, およ

びより早期の病態などがそれである.

本実験の卜p ンビン滴下後3 時間における組織学的

検索では, 微小な細静脈枝, つまり後毛細血管緇静脈

の血管内皮に微小な欠損を認め, フィブリンと単核細

胞かその欠損部に付着しており, さらに一部内皮下に

は単核細胞か侵入している所見を認め, 血管内皮下の

血栓形成の機序を考えるうえで特記すべき所見と考え

られる.桜庭6)は, 完成した血栓は血管の内皮下に形成

されており,滴下後12 時間までは内皮欠損を全く認め

なかったとしている. 従って, 本実験において滴下後

3時間に内皮欠損の所見を認めたことは, この実験系

での新たな知見であり, 内皮下血栓形成において血栓

は当初より内皮下で形成されるであろうとする桜庭の

仮説を必ずしも支持し得ない結果となった. しかし,

今回みられた内皮の欠損は, あくまでも滴下部よりも

末梢の後毛細血管レベルの部位であり, 滴下部細静脈

では内皮剥離と内皮下層への白血球の侵入を認めたの

みであることから, 細静脈の内皮下血栓は毛細血管付
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近の内皮欠損部より内皮下層に侵入したフィブリン等

の血栓形成物質が内皮下層を通って細静脈まで波及し

た結果であるという推論も可能である. 従って, こ の

2 つ の部位的隔たりを考えると現時点では桜庭の推論

を否定することはできないものと思われた.

血管内皮細胞の障害なしに血小板凝集やフィブリン

の析出が認められることに関しては, すでにいくつか

の報告がなされており10)̃12),内 皮細胞障害一血小板の

粘着, 凝集という機序以外に血管内で主に凝固系カス

ケードが働いて, そ の結果として血栓がで きるという

別の機序の存在が想定されている12).し かしながら, 今

回の実験においては, 後毛細血管細静脈で血管内皮細

胞の欠損部に単核細胞か貫入し, 内皮下層に到達して

いる所見を捉えていることから, この想定においても,

内 皮籬胞の機能的な障害に加え器質的な障害が存在す

ることの可能性は否定し得ない.

実験的網膜静脈閉塞症の閉塞後の経過については,

益 山1),沖 坂 鵈Kohner ら“ ＼ Hockley ら15)の報 告が

あり, 閉塞後6 時 間以降における閉塞部末梢の変化と

して循環障害による内皮細胞の変性と局所の血栓形成
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図12 トロンビン滴下6 時間後: 細動脈においては血管内皮には異常はないものの,

管腔内にはなお少量のフ4 プ リンを認める. 矢印: フィブリン.L: 管腔. 電子顕微

鏡写真.×6,800. ( 家兎No.  6)

図13a ト リパン青加トロンビン滴下3 時 間後: 動

静脈血管全体に分布して血管が選択的に染色されて

おり, 特に滴下部分が濃染されている. 実体顕微鏡

写真.×10. ( 家兎N0.21)

図13b ト リパソ青加トロンビン滴下6 時 間後: 図

13a の3 時間後の所見と同様の染色性を示す. 実体

顕微鏡写真.×10.( 家兎No.  22)

および出血が認められている. 本実験においても滴下

後6 時間以後点状の出血を確認しており, 出血出現の

時期に関しては従来の報告と一致している. しかし閉

塞後1 時 間から6 時間の早期の所見については, 従 来

本実験と異なり毛細血管内皮細胞の扁平化は認めるが

欠損等の所見はなく, 閉塞後の早期の毛 細血管透過性

亢進の機序に対し, 閉 鎖堤(tight junction) の部 分的

な解離あるいは内皮細胞の飲作用(pinocytosis) 亢 進

等 の 機 能的 な 異 常 が 推 測 さ れ て い た に す ぎ な

い13)̃15).今回 の所見で3 時間 とい う早期に内皮細胞の

欠損を認めたことは上記の透過性亢進が内皮細胞の機

能的異常のほか, 器質的 な障害の結果でもあることを

示す新しい知見として重要であろ う.

一 方, 動脈系の関与については, ト リパソ青, ト ロ

ンビン混合液を滴下した実験の結果から次の如く理解

される. す なわち, 滴 下後3 時 間,6 時 間後のいずれ

も血管樹全体が選択的に染色されていて, い ずれでも

滴下細静脈が濃染されているが, 伴 行の細動脈も同時

に染色されており, こ の事がら, ト ロンビンが細動脈

壁を通過し, 既知の作用機転10)によって, 最終的に血小

板を粘着, 凝 集させ, 同時にトロンボキサンA, の 作用

をうけて, 血 小板凝集部に一致して細動脈壁に収縮を

来したものと考えられる. さ らにこの細動脈が収縮し

たり, 血 小板凝集が局所線溶の発動に拮抗しつつ血栓

に進展する過程では細動脈の血流に著しい影響が及
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び, そ の下流にあたる後毛細血管等に血栓準備状態の

うっ血(stasis)を 引 き起こした可能性が示唆されるJ7).

加 えてこのうっ血の状態は血管腔へ侵入したトロンビ

ンの局所からの流失, 稀釈を抑制し, ひいては流血に

よる抗凝固 因子の補充 を妨げ てい る事 も推測で き

る17).ま た, うっ血により白血球が血管内皮に遊走付着

し化学伝達物質を放出することが知られている16)17'こ

とから, これが血小板を凝集させ血栓形成を惹起し,

血管内皮細胞を障害し, さらに内因系および外因系の

凝固能亢進に導いたと考えられる. こ の現象は滴下後

3 時 間後の長軸切片で, 細 動脈の管腔には血流障害を

疑わせる赤血球の顕著な連銭形成が認められ, 細 静脈

管腔内には好中球を主体とする白血球が赤血球と同程

度の頻度に増加しており, うっ血により白血球が遊走

している所見からも支持されよう.

さ らに滴下後6 時 間の所見において細静脈では血栓

形成がかなり進んでいても, 細 動脈管腔の赤.¦気球は連

銭形成をせずに散在性たった所見は, 出血機転の説明

に重要であると考えられる. す なわち, こ の細動脈側

の血栓傾向は, 血流の低下を来たして伴行細静脈の血

栓形成に対して助長的に働く一方, 不全閉塞のために

やがて線溶系の作用を受けて縮小あるいは消失するも

のと考えられ, その結果血流が再び回復してすでに完

全閉塞に近い状態の静脈内圧を急激に上昇させ, 破綻

性の出血に至るものと推測される.

稿を終えるにあたり, ご校閲頂きました松山秀一・教授お

よびご指導頂きました吉本弘志助教授に深謝致します.

本論文の要旨は, 第95 回日本眼科学会総会において発表

した.
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