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要

有色ラットの眼底後極部に半導体 レーザーで強度の光

凝固を行い,78%の高率に脈絡膜新生血管を発生 し得

た。光凝固後,ラ ッ ト眼では網膜色素上皮の増殖が旺盛

で,網膜下に新生血管が光凝固後 3日 の早期に発生 した。

新生血管からの螢光漏出は少なく,漿液性網膜剥離はほ

とんどみられなかった。今後,実験的脈絡膜新生血管の
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約

発生モデルとして,本法は有用である。(日 眼会誌 98
837-845, 1994)
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Abstract
We successfully produced, highly (78%) reprodu- space. This procedure may be useful as an experi-

cible experimental choroidal neovascularization mental model for ChNV. (J Jpn Ophthalmol Soc 98:
(ChNV) in the subretinal space of pigmented rats 837-845, 1994)

with intense diode laser photocoagulation. ChNV in
the pigmented rat was characterized by rapid deve- Key words : Choroidal neovascularization, Retina,
lopment of neovascular membrane and proliferation Retinal pigment epithelium, Laser
of retinal pigment epithelium in the subretinal photocoagulation, Animal model

I緒  言

近年,老人性円板状黄斑変性が急増 し,そ の原因とな

る脈絡膜新生血管 (choroidal neovascularization)の 発

生や治療について,実験的,臨床的研究が進められてい

る1)。

我々は,Ryan2)の 方法を一部修正し,サル眼にレーザー

光凝固を行って,実験的脈絡膜新生血管を発生させ,そ
の進展 と退縮を形態学的に観察してきた3)～ 6)。 また,実験

的脈絡膜新生血管に対 して,レ ーザー光凝固治療を行い,

その奏功機序を明らかにしてきた7)8)。

サル眼は人眼に類似 している利点があるが,一方,入
手は困難であり,動物保護の上からも多数例を扱うこと

が難 しい。さらに,処置後,新生血管発生の時期が長 く,

新生血管発生率が約 50%と 低い欠点があった3)。 このよ

うな観点から,小動物に実験的脈絡膜新生血管の発生が

可能なら有用であり,今 までにもラットを用いた報告が

ある9)1° )。

今回,筆者らはサル,ヒ トと同様に網膜血管の発達し

た有色ラットに,半導体レーザー光凝固を行って高率に,

再現性のある脈絡膜新生血管を発生させ,その発生過程

を詳細に検討し得たので報告する。

II実 験 方 法

実験動物 として,体重 200～ 300gの 雄の有色ラット

(Brown―Norway系 )18匹 34眼 を使用した.塩酸ケタミ

ン (ケ タラール⑪)筋注とペントバルビタールナ トリウム

(ネ ンブタール⑪)の腹腔内注射による全身麻酔下に,眼
底後極部に半導体レーザー光凝固を行った。

光凝固は,ミ ドリンP①の点眼による散瞳の後,ニ デッ

ク社製半導体 レーザー光凝固装置 DC-3000(波 長 805

nm)を使用した。凝固条件は,照射野 100 μm,出力 100

mW,凝固時間 0.1秒 とし,組織観察用カバーグラスをコ

ンタクトレンズとして用いて,細隙灯顕微鏡で眼底を観
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図 1 光凝固直後の眼底写真 .

凝固が成功すると,網膜深層に気泡を生 じ,数秒後に

網膜浮腫,混濁が拡大 した。少量の網膜下出血もみら

れる。

察 し,眼底後極部へ散在性に8～10個の光凝固を行っ

た。

光凝固は,サル眼の場合
3)と

同様に,Bruch(ブ ルッフ)

膜の断裂を目的に,焦点を網膜深層に合わせて行った。

凝固が成功すると,網膜深層に気泡を生じ,凝固数秒後

に網膜浮腫,混濁が広が り,少量の網膜出血もみられた

(図 1).凝固が不成功な場合には,通常の光凝固と同じ

く,小さい白色の凝固斑を生し,拡大傾向はなかった。

光凝固直後から, 3日 ,5日 ,1週,2週に眼底検査 ,

および 10%フ ルオンセインナトリウム (フ ルオンサイ

ト①)0.l mlを 尾静脈から注入し螢光眼底造影を行い,眼

球摘出を行った。

眼球摘出後,4%グルタールアルデヒド固定後(0.lM

リン酸緩衝液)で 24時間固定した。0.lMリ ン酸緩衝液

(pH 7.4)で 24時間洗浄後,毛様体部に角膜輪部と平行

に切開を加えて前眼部を除去し,網膜を細切した。この

切片を 1%四酸化オスミウム (0.lMリ ン酸緩衝液)で ,

後固定を 1時間行い,型の如くエタノール系列で脱水 し

た後,エポン812に包埋した。

試料は,LKB ultramicrotome Vで lμ mの切片を作

成し,ト ルイジンブルー染色後,光学顕微鏡で観察した。

また,超薄切片を作成 し,酢酸ウランおよびクエン酸鉛

の二重染色後,日 立 500型透過型電子顕微鏡で観察した。

また,光凝固後 2週に,上行大動脈から大日本インキ

社製メルコックス樹脂を注入し,従来の教室の方法
5)に

より脈絡膜の血管鋳型標本を作成し,走査型電子顕微鏡

で観察した。

III 結  果

1.光凝固成功率および新生血管発生率

光凝固を行った時に網膜深層に気泡を生 じ,凝固数秒後
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図 2 光凝固後 2週の螢光眼底造影写真 .

脈絡膜新生血管は網目状の過螢光を示し,軽度の滲む

ような螢光漏出がみられる.

に網膜混濁が広がり,光凝固が成功したのは,全凝固数

291発中 144発 (49%)で あった。

光凝固後 2週での脈絡膜新生血管の発生率を,螢光眼

底造影で臨床的に判定し,光凝固が成功した 144病巣中

113個 (78%)で網目状の螢光漏出がみられ,新生血管の

発生を確認した。

2.臨 床 経 過

光凝固直後に生じた凝固部の網膜浮腫,混濁は光凝固

3日 頃から日とともに次第に軽減し,光凝固後 7日 には

網膜深層に灰白色の滲出物を残した。全経過を通じて明

らかな漿液性網膜剥離をみなかった。

螢光眼底造影では,凝固部は光凝固直後には強い螢光

漏出を示 したが,光凝固後 3日 には淡い過螢光 となり,

光凝固 1週以降になると網目状の過螢光を示した。全経

過を通 じて,凝固部には新生血管によると思われる螢光

漏出を軽度にみるのみであった (図 2)。

3.組 織 所 見

1)光凝固直後

光学顕微鏡 (光顕)的に,光凝固部では網膜色素上皮,

ブルッフ膜は断裂し,網膜外顆粒層,内顆粒層の核は凝

固壊死に陥って,核の消失,濃縮をみ,凝固部の脈絡膜

毛細血管板は閉塞していた。網膜内層に出血がみられ,

凝固効果は内顆粒層までみられた (図 3)。

2)光凝固後 3日

光顕的には,ブルッフ膜の断裂部を通って,円形や紡

錘型の細胞が脈絡膜から網膜下へ向かって遊走 し,網膜

下腔には多種の細胞がみられた。しかし,明 らかに管腔

の形成された新生血管はまだ網膜下腔にはみられなかっ

た。色素を持ったマクロファージが網膜下に多数みられ

た。凝固斑周辺部には扁平な網膜色素上皮が旺盛に増殖

し,重層 していた。凝固斑の周辺部では,脈絡膜毛細血
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管の閉塞をみた (図 4)。

電子顕微鏡 (電顕)的には,光顕でみられた脈絡膜か

らブルッフ膜を通って網膜下に向かう紡錘型の細胞は,

細胞質内に粗面小胞体が層板状に発達 したミトコンドリ
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アがみられ,線維芽細胞 と思われた。網膜下腔には,す
でに細胞内小器官に富む内皮細胞が非常に狭い管腔を形

成していた (図 5).

3)光凝固後 5日

ラットの実験的脈絡膜新生血管・戸部他

図 3 光凝固直後の光学顕微鏡 (光顕)写真 (ト ルイジンブルー染色 )。

網膜色素上皮,Bruch(ブル ッフ)膜 は断裂 し (矢印),凝固部の脈絡膜毛細血管板は消失し,脈絡膜大血管

の破綻がみられる。網膜外層は凝固壊死に陥っており,網膜内顆粒層に至る網膜内層に出血がみられる.

図4 光凝固後3日 の光顕写真 (ト ルイジンブルー染色)。

ブルッフ膜の断裂部 (矢印)を通って,脈絡膜から細胞成分に富んだ細胞が網膜下に侵入している。色素を

持ったマクロファージ (矢 じり)が網膜下に多数みられ,凝固巣周辺部には扁平な網膜色素上皮が重層して

増殖している.凝固斑の周辺では脈絡膜毛細血管の閉塞がみられる。
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図 5 光凝固後 3日 の電子顕微鏡 (電顕)写真
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図6 光凝固後 5日 の光顕写真 (ト ルイジンブルー染色).

網膜下腔には少数の新生血管がみられ,線維芽細胞 と思われる紡錘型細胞や増殖した網膜色素上皮が多数み

られる。凝固部周辺から増殖した網膜色素上皮が新生血管網全体を覆うように一層になって増殖しているが

(矢 じり),囲 い込みは不十分である。

日眼会誌 98巻  9号
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た (図 9).

5)光凝固後 2週

光顕的には,網膜下腔には管腔の発達 した新生血管が

重層した扁平な網膜色素上皮の間に多数みられた。感覚

網膜の下を一層の網膜色素上皮が完全に覆っていた。こ

の時期になると,網膜下腔で増殖した網膜色素上皮の数

は減少傾向にあった (図 10)。

電顕的に,網膜下腔には有窓構造を持つ血管内皮細胞

によって形成された大きな管腔を持つ新生血管が多数み

られた。網膜色素上皮細胞は,基底膜 と微絨毛により極

性が明らかになりつつあり,新生血管は,常に増殖して

重層化 した網膜色素上皮の基底側に存在 していた。新生

血管の周囲には,膠原線維がさらに増えていた (図 11).

この時期に血管鋳型標本を作成すると,脈絡膜の比較

的深層の太い血管から生じた,ヒ トデ状に網膜下に伸び

る新生血管が明瞭にみられた (図 12)。

なお,螢光眼底造影で新生血管が発生したと判断した

光凝固部には,病理組織学的に,ま たは血管鋳型標本に

よって,37部位中 32部位 (86%)の一致率で新生血管の

光顕的には,網膜下腔に管腔の形成された新生血管が

少数みられ,線維芽細胞と思われる紡錘型の細胞や細長

くなった網膜色素上皮細胞が多数みられた。凝固部周辺

から増殖した網膜色素上皮細胞が一層になって,病巣部

を全体として覆うように増殖していたが,囲い込みはま

だ不十分であった (図 6)。

電顕的には,網膜下腔に狭い管腔を持つ新生血管が多

数みられたが,その基底膜は未発達で,細胞間結合装置

も未熟であった。その周囲には紡錘型の網膜色素上皮細

胞が多数みられたが,細胞間結合装置は未発達で,細胞

極性は明らかではなかった。膠原線維が新生血管の周囲

に多数みられた (図 7).

4)光凝固後 1週

光顕的には,網膜下腔に管腔の大きい新生血管が多数

確認できた。 この時期になると,増殖した扁平な網膜色

素上皮が新生血管の上を囲い込む傾向を示した (図 8)。

電顕では,網膜下腔にさらに管腔の発達した新生血管

がみられ,周囲には常に綱膜色素上皮細胞を伴っていた。

また,新生血管の周囲には,膠原線維が次第に増えてい

図7 光凝固後5日 の電顕写真。

網膜下腔に狭い管腔 (矢印)を持つ新生血管がみられ,その周囲には紡錘型の網膜色素上皮細胞 (RPF)が
多数みられるが,細胞極性はまだ明らかでない.新生血管周囲には膠原線維 (矢 じり)が多数みられる.ONL:
外顆粒層,En:血管内皮細胞
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842 日眼会誌 98巻  9号

図8 光凝固後 1週の光顕写真 (ト ルイジンブルー染色).

管腔の発達した新生血管 (*)が網膜下にみられる.増殖した扁平な網膜色素上皮が新生血管網全体をほぼ

囲い込んでいる。

図9 光凝固後 1週の電顕写真.

さらに広い管腔 (L)を持つ新生血管が網膜色素上皮細胞 (RPE)を 伴って網膜下腔にみられる。新生血管の

周囲には膠原線維がみられる.Br:ブルッフ膜,En:血管内皮細胞,P:周皮細胞
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図 10 光凝固後 2週の光顕写真 (ト ルイジンブルー染色 ).

管腔の発達 した新生血管 (*)が重層した扁平な網膜色素上皮の間に多数みられる.そ の上を一層の扁平な

網膜色素上皮が完全に覆っている (矢 じり)。

図 11 光凝固後 2週の電顕写真 .

基底膜 と微絨毛 (Mv)を持 った網膜色素上皮細胞 (RPE)の 極性が明らかになりつつある.新生血管 (NV)

は,常に増殖して重層した網膜色素上皮の基底側に存在する。新生血管の周囲には多量の膠原線維がみられ

る。Br:ブルッフ膜,Ch:脈絡膜,P:周皮細胞

一
・
´
●

●

一―́

ド

爾圏園

__― ‐■
=■ |



844

存在が確認された。

IV 考  按

我々は,サル眼に実験的脈絡膜新生血管を発生させ,

実験研究を行ってきたが,サルは高価で多数が使えない

ことや,取 り扱いが煩雑であるなどの欠点がある。それ

に比べて,ラ ットは人眼と同じく網膜血管を持つととも

に取 り扱いが容易で,安価であるなどの利点が多く,薬

物スクリーニングや免疫組織化学の標本など個体数が必

要な実験に適している。

最近,欧米でもクリプ トンレーザーを用いて,有色ラッ

トに実験的脈絡膜新生血管を発生させたモデルが作成さ

れている.Frankら 9)は
,ラ ット眼にクリプ トンレーザー

の弱度から中等度凝固を行い,13眼中 6眼 (46%)に 脈

絡膜新生血管が生じたと報告している。また,Dobiら 1° )

は,ク リプトンレーザーにより強度凝固を行い,臨床的

に86病巣中 24病巣 (28%),病理学的に 42病巣中 25病

巣 (60%)に脈絡膜新生血管の発生をみたと報告した。

しかし,脈絡膜新生血管の発生時期について,Frankら

は光凝固後 1月以降であると報告し,Dobiら は明らかに

していない。今回,筆者 らは,光凝固後,脈絡膜新生血

管発生までの過程を詳細に検討し,形態学的に明らかに

した。

日眼会誌 98巻  9号

図 12 光凝固後 2週の血管鋳型標本 .

新生血管 (NV)は ,脈絡膜の比較的深層の血管から生 じ, ヒトデ状に網膜下へ伸びている。先端部は盲端 と

なり,拡張している.CC:脈絡膜毛細血管板

筆者らは半導体レーザーを用いて,強度凝固による脈

絡膜新生血管発生実験を行い,臨床的に78%の高率に脈

絡膜新生血管の発生をみた。半導体レーザーは800～810

nmの赤外波長のため,理論的にクリプトン・レーザーよ

りも組織深達性があり1012),ブルッフ膜を効果的に断裂

できる。すなわち,臨床的に 78%と 高率に脈絡膜新生血

管を発生し得た原因の一つに,半導体レーザーの波長特

性が考えられた。

我々が,ラ ット眼で作成した実験的脈絡膜新生血管の

特徴は,① 光凝固後,その部位で網膜色素上皮,血管内

皮細胞,線維芽細胞などの反応性細胞増殖が早く,多数

であり,② さらに光凝固後 3日 の非常に早期から未熟な

脈絡膜新生血管が網膜下腔にみられ,③ 網膜色素上皮の

増殖による新生血管の囲い込みは,光凝固後 1週から始

まり,2週では完成し,④ 新生血管からの漿液性網膜剥

離がほとんどみられなかった。すなわち,新生血管の発

生およびその周囲の細胞増殖が非常に早かった。

Ishibashiら 13)は
,サル眼における実験的脈絡膜新生血

管は光凝固後 5～ 8日 に網膜下腔に進展していたと報告

しているが,ラ ットの実験的脈絡膜新生血管は光凝固後

3日 の非常に早期から網膜下腔にみられた。高橋ら14)は
,

脈絡膜に発生した新生血管が網膜下腔へ誘導されるに

は,増殖した網膜色素上皮細胞が必要であると報告して
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いるが,ラ ットで脈絡膜新生血管が早期からみられた理

由は,網膜色素上皮細胞を含む反応性細胞増殖が早いた

め,網膜下腔への誘導 も早期からみ られたものと考 えら

れる。

高橋 ら15)は,線維芽細胞様に化生 した網膜色素上皮細

胞 は膠原線維を産生 し,新生血管の周囲に形成された大

量の膠原線維は,新生血管の発育 に抑制的に働 く可能性

を示唆 している。本モデルでも,新生血管の周囲には早

期か ら,網膜色素上皮細胞が産生 した と思われる膠原線

維が多量にみられた。本モデルで漿液性網膜剥離がほと

んどみられなかった理由は,新生血管が完成し,内腔が

大 きくなり,漏出が旺盛になる光凝固後 1週には,すで

に網膜色素上皮が新生血管網全体 を覆 っていたことと,

早期から新生血管の周囲に網膜色素上皮細胞が産生 した

膠原線維が多いために漏出が起 こりに くかったと思われ

た。

最近,新生血管の発生に basic ibroblast growth fac―

tor(b‐FGF),transforming growth factor,type beta

(TGF‐β)な どの細胞増殖因子 の関与 が報告 され てい

る16)～ 18)。 これらの研究では,免疫組織学的な手法の確立

が必要で,そ の抗体濃度の決定には多数の組織標本数が

必要である。サルは入手が困難で,多 くの眼球が扱えず ,

脈絡膜新生血管の発生率 も低い。ラットのモデルは,漿

液性網膜剥離が少ない特徴はあるが,比較的多 くの眼数

を使用でき,取 り扱いも容易で,脈絡膜新生血管が非常

に早期から,確実に発生する利点があり,今後,実験的

脈絡膜新生血管のモデルとして,本法は有用である。

本論文の要旨は,第 58回日本中部眼科学会(1992年,大阪)

で戸部が報告した。

なお,本研究は平成 5年度文部省科学研究費補助金奨励研

究 (A)(課題番号 05771452)の補助を受けた。付記して感謝

の意を表します.
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