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要

我々は,長波長を除いたキセノン光を有色家兎眼に照

射し,網膜色素上皮を初発部とする網膜光傷害の実験モ

デルを作成した。このモデルを用いて,フ リーラジカル

の消去物質であるα‐トコフェロールを光照射前に有色

家兎に投与し,光傷害の発生に及ぼす影響を臨床的なら

びに組織学的に検討した.螢光眼底造影で,光照射 12時

間後にα‐トコフェロール非投与群には乳頭下方に境界

鮮明な強い過螢光が見られたが,投与群では小範囲の軽

い過螢光を見るのみであった。組織学的には,非投与群
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約

では 12時間後には網膜色素上皮はほぼ壊死に陥ってい

た。しかし,投与群では 12時間後の網膜色素上皮の傷害

は軽度であった。α‐トコフェロールは,光照射前に投与

することによって,網膜色素上皮に発生する光傷害に対

して強い保護効果があることが示された。 (日 眼会誌

98:948-954, 1994)

キーワード:網膜光傷害,光毒性,α‐トコフェロール,

フリーラジカル,網膜色素上皮
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Abstract
We have reported previously that xenon light the RPE became necrotic 12 hours after the Iight

exposure without long waves primarily damages the exposure in the untreated group. In the treated

retinal pigment epithelium (RPE) of pigmented group, only slight damage appeared in the RPE 12

rabbits. Alpha-tocopherol, which is a free radical hours after the light exposure. The light-induced

scavenger, was administered systemically to pig- retinal damage, particularly in the RPE, was

mented rabbits before light exposure in order to remarkably redueed by administration of alpha-

evaluate the protectiye effect against retinal light tocopherol before the light exposure. (J Jpn Oph'

damage. [n fluoresceine angiography, at 12 hours thalmol Soc 98:948-954, 1994)

after the light exposure, diffuse and marked

hyperfluorescence was seen in the lower portion of Key words: Retinal photic injury, Retinal
the retina adjacent to the optic disc in the untreated phototoxicity, Free radical, Alpha-
group, and slight hyperfluorescence in a small area tocopherol, Retinal pigment epithe-

was seen in the treated group. Histopathologically, lium

I緒  言

網膜に対する光毒性にはすでに詳細な報告があり,特

に傷害の発生とその修復の経時的変化についての実験報

告がみられる
1)～ 3)。 網膜に対する光照射は,温熱作用と光

化学作用を生じる。照射光の波長や照射条件によって傷

害の初発部位は異なるが,視細胞外節1)や網膜色素上

皮2)3)が傷害される。著者らは本研究の前報
4)に おいて,有

色家兎網膜に長波長を除いて,温熱作用を少なくしたキ

セノン光を照射したところ,網膜色素上皮がまず傷害さ
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れ,次いで,視細胞外節が傷害されることを報告した。
近年,細胞傷害の発生機序にフリーラジカルの関与が示
され,短波長光照射による視細胞外節の傷害5)～ 10)や網膜
の過酸化脂質の増加n)～ 13)は フリーラジカル産生にる光

化学作用が関係していることがわかつてきた。それに対

し,フ リーラジカルの消去物質であるアスコルビン

酸6)14),ジメチルチオウレア7)8),α _ト コフェロ_ル 9)11),

スーパーオキサイドディスムターゼ11)13)な どを投与し,

これらの物質の網膜光傷害に対する保護効果が報告さ

れ,光照射による視細胞外節の傷害はフリーラジカルに
よる光化学作用が原因であることが確認された。

我々は,キセノン光照射による網膜傷害モデルの早期
の傷害部位である網膜色素上皮において,その傷害の発
生に対するフリーラジカルの関与を明らかにするため,

α̂ト コフェロールを光照射前に投与したところ,網膜,
特に網膜色素上皮に対する光毒性を軽減する効果を認め

たので報告する。     ぜ :

II実 験 方 法

1.実 験 動 物

体重 2.0～4.O kgの有色家兎を,α‐トコフェロール非

投与群は 5匹 10眼,投与群は 5匹 10眼用いた。α‐トコ

フェロール投与群は光照射前 2日 , 1日および光照射前

4時間の計 3、回,30 mg/kgを 下腿に筋肉内注射した。

両群とも光照射 15分前からミドリンP③を頻回点眼

して十分散瞳し,さ らに,同液 0.l mlを 結膜下注射した。

照射中の麻酔は塩酸ケタミン (ケタラール③)40～ 60 mg/

kgを筋肉内注射したのち,ペ ントバルビタールナトリウ

ム (ネ ンブタール③)を 20 mg/kg耳静脈に投与し,その

後一定の麻酔状態が得られるように適宜追加した。

α‐トコフェロールは油性液状で,同液 2 ml中に酢酸
トコフェロール (ユベラ①)を 100 mg含 んでいる。酢酸

トコフェロールは体内吸収後 α‐トコフェロールとなる。

同液はエーザイ株式会社から提供を受けた。

2.光 照 射

眼前 30 cmの距離からキセノン光 (ニ デック XC-550

300W)を 1時間照射した。照射強度は0.89W/cm2で 行
い,照射光が集光しないように家兎角膜に後極部用コン

タクトレンズを装着した。光による熱作用の影響を少な

くするために,眼前 5cmに熱吸収フィルター (ホ ヤ HA―
30)を置き,800 nm以上の長波長を吸収した。フィルター

設置後の角膜面上での照射強度は0.3W/cm2で ぁった。
その詳細は第 1報4)で述べたとおりである。照射は前報

では2時間行ったが,今回は 1時間と短縮した。
3.眼底検査と螢光眼底造影

眼底検査と螢光眼底造影を照射直後,3時間後,12時
間後に行った。

4.組織学的観察

光照射 3時間後 (各 4眼),12時間後 (各 6眼 )に眼球
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摘出のうえ,摘出眼球は半切後 4%グルタールアルデヒ
ド燐酸緩衝液で 12時間前固定した後,螢光眼底写真と比

較しながら傷害部位を切り出し,1%オ スミウム燐酸緩
衝液で 90分後固定,エタノール系列で脱水,エポキシ樹

脂 (エポン812)で包埋した。光学顕微鏡 (光顕)的には

トルイジンブルーで染色し観察した。電子顕微鏡 (電顕)

的には超薄切片を作成し,酢酸ウラニールとクエン酸鉛
の二重染色後観察した。

III 結  果

1.臨 床 所 見

照射直後には検眼鏡的にも螢光眼底造影でも異常を見

なかった。光照射 3時間後,α―トコフェロール非投与群

では,検眼鏡的には光照射を受けた乳頭下方の深層網膜
に小範囲の自色の浮腫がごく軽度に見られ,螢光眼底造
影では造影早期から乳頭下方に非常に淡い,境界不鮮明
な過螢光が見られた(図 1)。 α‐トコフェロール投与群に

は,こ のような変化は見られなかった (図 2)。

光照射 12時間後,α‐トコフェロール非投与群には検

眼鏡的には,網膜の自濁部位は拡大し,螢光眼底造影で
は自濁部位に一致して境界の鮮明な強い過螢光が見られ

た (図 3)。 このような変化は 6眼中 5眼に見られた。α‐

トコフェロール投与群には,検眼鏡的にはほとんど変化
は見られなかった。螢光眼底造影では 6眼中 1眼に比較

的強い過螢光が見られたが, 5眼では小範囲に軽い過螢

光を見たのみであった (図 4)。

2.病理組織学的所見
1)照射 3時間後

光照射部位に発生した螢光造影で過螢光を示した病巣

中央の網膜脈絡膜を組織学的に検討した。照射 3時間後

に,光顕で見るとα―トコフェロール非投与群,投与群と

もに網膜色素上皮,視細胞外節,内節,外顆粒層に異常

図 1 光照射 3時間後α‐トコフェロール非投与群の
螢光眼底造影.

造影早期から乳頭下方に淡い,境界不鮮明な過螢光
が見られる.
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図 2 光照射 3時間後 α‐トコフェロール投与群の螢
光眼底造影.

乳頭下方に過螢光は見られない。

図 3 光照射 12時間後 α‐トコフェロール非投与群の
螢光眼底造影 .

光照射部位に一致して境界の明瞭な強い過螢光が見

られる。

図4 光照射 12時間後 α‐トコフェロール投与群の螢
光眼底造影.

乳頭下方に小範囲の軽い過螢光が見られる。

日眼会誌 98巻  10号

は見なかった。

電顕で見ると,α‐トコフェロール非投与群では網膜色

素上皮内は胞体の電子密度が高く,多 くのミトコンドリ

アは著しく空胞化し,メ ラエン顆粒は胞体内に落み込み,

滑面小胞体や粗面小胞体の構造は不明瞭になり,基底陥

入は開大していた。微絨毛の形態は保たれ,細胞間結合

装置,Bruch(ブルッフ)膜,脈絡膜毛細血管の内皮細胞

には異常を見なかった。視細胞外節にも異常を見なかっ

た (図 5)。 α―トコフェロール投与群では過螢光部位が見

られないため,光が照射された乳頭下方を幅広く切り出

し検討した。網膜色素上皮はミトコンドリアの形態は比

較的よく保たれていて,基底陥入の開大を見なかった。

胞体内の粗面小胞体,滑面小胞体は形態をよく保ち,微

絨毛,視細胞外節,ブルッフ膜,脈絡膜毛細血管の内皮

細胞に異常を見なかった (図 6)。

2)照射 12時間後

光顕で見ると,α―トコフェロール非投与群では網膜色

素上皮の胞体は著しく扁平化し,胞体内に色素顆粒を多

数貪食したマクロファージ様の細胞が散在していた。外

顆粒層には軽微な核の濃縮が見られたが,内層の網膜に

は異常を見なかった (図 7)。 α‐トコフェロール投与群で

は網膜色素上皮の頂部側の色素顆粒が小型化している他

には異常を見なかった。視細胞や外顆粒層にも異常を見

なかった(図 8)。 電顕でみると,α―トコフェロール非投

与群の網膜色素上皮ではメラニン顆粒は胞体内に落ち込

み,微絨毛,基底陥入は消失し,細胞内小器官は崩壊し

て,細胞はほぼ壊死に陥っていた。視細胞外節に著変を

見なかった(図 9)。 α―トコフェロール投与群の網膜色素

上皮ではメラニン顆粒は小型となり,胞体内に軽度に落
ち込み,胞体内に少数の電子密度の高い,層状の構造物

が見られたが,他には異常を見なかった。 ミトコンドリ
アはやや変形していたが,形態はほぼ保たれていた (図

7～ 10).

IV 考  按

Noellら H)は ラットに青色光を照射し,視細胞外節や

網膜色素上の傷害を発生させ,その経時的変化を報告し

た。Tsoら 2)3)は サルに倒像鏡の光を照射し,網膜色素上

皮の傷害を報告し,視細胞外節と網膜色素上皮が光傷害
の発生部位であることを明らかにした。さらに,柴外線
などの短波長光が視細胞外節の膜脂質を傷害し

5),光照

射によって網膜の過酸化脂質が増加することが示され

た11)12)。 近年,フ リーラジカルの研究が進み,こ れら視細

胞外節の膜脂質の傷害は光照射により活性酸素の発生が

原因であるといわれている
5)10)-12).活性酸素を消去する

物質であるアスコルビン酸
6),ジ メチルチオウンア7)8),α _

トコフェロール9),スパーオキサイドディスムターゼ
13)を

光照射前にラットやマウスに投与し,青色光や緑色光な

どの短波長光を照射し,光傷害の発生が比較検討された。
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図 5 光照射 3時間後 α‐トコフェロール非投与群の電子顕微鏡 (電顕)像 .
網膜色素上皮内の多くのミトコンドリアは著しく膨化,空胞化し,メ ラニン顆粒は胞体内に落み込み,滑面
小胞体や粗面小胞体の構造はやや不鮮明となる。胞体の電子密度は高くなり,基底陥入は開大している.細
胞間結合装置は保たれている。Bruch(ブ ルッフ)膜,脈絡膜毛細血管の内皮細胞に異常は見られない。視細
胞外節にも異常を見ない。バーは lμm

図6 光照射 3時間後αⅢトコフェロール投与群の電顕像.
網膜色素上皮内のミトコンドリアの形態は比較的保たれており,基底陥入の開大は見られない.粗面小胞体,
滑面小胞体も形態的によく保たれ,胞体の電子密度も高くはない。ブルッフ膜,脈絡膜毛細血管の内皮細胞
に異常は見られない。バーは lμm
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図 7 光照射 12時間後 α‐トコフェ回―ル非投与群の光学顕微鏡 (光顕)像 .
網膜色素上皮細胞の胞体は著しく扁平化し,胞体内に色素顆粒を多数貪食したマクロファージ様の細胞が散

在していた。内層の網膜に異常は見ない. トルイジンブルー染色,バーは 3μ m

=  . ‐ ■
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図 8 光照射 12時間後α‐トコフェロール投与群の光顕像。
網膜色素上皮の頂部側の色素顆粒が小型化している他に異常を見ない。バーは3μm

短波長光を照射することにより網膜の視細胞外節や外顆

粒層が傷害されたが,これら活性酸素の消去物質を投与

すると,いずれも視細胞外節の傷害や外顆粒層の核の減

少が軽減したと報告されている
0)-9)13)。 これらの実験で,

短波長光による網膜視細胞外節や外顆粒層の傷害はフ

リーラジカルが関与していることが示された。

我々は,前報において長波長を除き,熱作用を少なく

した可視光を主としたキセノン光を有色害兎に照射した

ところ,光照射直後から網膜色素上皮に電顕的に傷害が
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見られ,照射 12時間後には網膜色素上皮は強く傷害し,

細胞内小器官はほぼ消失しており,細胞はほぼ壊死の状

態であった。しかし,視細胞外節は正常であった。照射
24時間後においては,網膜色素上皮は完全に融解壊死に

陥っていた.視細胞外節の配列は乱れ短縮していた。照

射 6日後には病巣周辺から,未熟な網膜色素上皮細胞が

再生してきた。すなわち,光照射によりまず網膜色素上

皮が傷害され,次いで,視細胞外節が傷害されることを

幸反告した
4)。



図 9 光照射 12時間後 α‐トコフェロール非投与群の
電顕像 .

メラニン顆粒は胞体内に落ち込み,微絨毛,基底陥
入は消失,細胞内小器官は崩壊しほぼ壊死に陥って
いる。視細胞外節に著変を見ない。バーは lμm

この実験モデルにおける光傷害の発生にフリーラジカ

ルが関与していることを検討するため,活性酸素の消去
物質であるα―トコフェロールを光照射前に投与し,非投

与群と比較検討した。今回の実験では傷害の程度を軽度

にするため,光照射を 1時間とした.
細胞膜の主成分である不飽和脂肪酸は,活性酸素の影
響を受けて脂質ラジカル,ペルオキシラジカルとなる。
ペルオキシラジカルは不飽和脂肪酸を過酸化脂質に変

え,細胞膜は障害される。 このとき,さ らに脂質ラジカ
ルが産生され,ペルオキシラジカルとなり,不飽和脂肪
酸を過酸化脂質に変え,細胞膜はさらに障害される18).α _

トコフェロールは脂溶性物質で細胞膜内に存在し,不飽
和脂肪酸を保護するかたちで存在する。α―トコフェロー

ルはスーパーオキシドやハイドロキシラジカルとも反応

するが,ペルオキシラジカルと強く反応し,細胞膜内で
の脂質過酸化の連鎖反応を停止させる16).

α‐トコフェロールは筋肉内注射後,血中濃度は約 4時

間後でピークに達し,約 24時間持続する17)。 このため,

今回の実験では光照射 2日前, 1日 前,照射 4時間前の
計 3回,α―トコフェロールを筋肉内注射した。

今回の実験では,前報と同じように螢光眼底造影では
α―トコフェロール非投与群は光照射 3時間後に光照射
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図 10 光照射 12時間後 α‐トコフェロール投与群の
電顕像 .

網膜色素上皮内のミトコンドリアはやや変形してい

るが形態は比較的保たれている。メラニン顆粒は小

型となり,軽度に胞体内に落ち込み,胞体内に少数
の層状の構造物が見られる.視細胞外節に異常を見
ない。 バーは lμm

部位に淡い過螢光が現れ,12時間後に境界の鮮明な強い

過螢光になった。α‐トコフェロール投与群では,光照射
3時間後には変化は見られなかった。12時間後に小範囲

に軽い過螢光が見られたのみであって,非投与群と比べ

てその程度は著しく軽度であった.組織学的には,α―ト
コフェロール非投与群は照射 3時間後に網膜色素上皮の

ミトコンドリアが著しく空胞化し,胞体は軽度に傷害さ
れ,基底陥入は強く開大していた。12時間後では微絨毛,

基底陥入は消失し,細胞内は崩壊し,ほぼ壊死に陥って
いた。この変化は前報

4)で
見た 12時間,24時間の変化と

同じもので,光照射 1時間によって網膜色素上皮に融解
壊死が発生した。

しかし,α―トコフェロール投与群では, 3時間後は網

膜色素上皮のミトコンドリアの形態は保たれており,基
底陥入の開大もなく,ほ とんど傷害されていなかった。
12時間後でもミトコンドリアの形態はほぼ保たれてお

り,細胞内の傷害も軽度であり,α―トコフェロール非投
与群と比べて明らかに差が見られた。

すなわち,前報でも示したごとく,前報の 2時間,今
回の 1時間の光照射によって,網膜色素上皮が強く傷害
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された。まず,網膜色素上皮内の ミトコンドリアが傷害
され,そ の後網膜色素上皮細胞は壊死に陥った。しかし,

α―トコフェロールの投与は光照射 による色素上皮の傷

害を,ご く軽度にすることが示された。
NADHな どの基質から酸素を用いてアデノシン三燐
酸が産生される反応はミトコンドリアを中心に行われ

る。この代謝過程において活性酸素が産生され,光照射
で活性酸素の産生はさらに増加する. また, ミトコンド

リアは細胞内で脂質含量の非常に多い部位で脂質過酸化

を受けやすぃ
18)。
光照射によって,主にミトコンドリア内

に発生した活性酸素により,網膜色素上皮細胞内のミト
コンドリアがまず傷害を受けた と考 えられた。α―トコ

フェロールの投与により,スーパーオキシドや特にペル

オキシラジカルなどの活性酸素が消去され, ミトコンド

リアが保護されたと考えられた。

以上の実験により,長波長を除いたキセノン光によっ

て発生する網膜色素上皮の光傷害 に対 し,α‐トコフエ

ロールの投与は強い保護効果を示すことが明らかになっ

た。

本論文の要旨は第 97回日本眼科学会 (平成 5年 6月札幌)

において湖崎が報告した。

本研究は文部省科学研究費 (奨励研究 A04771391)の 援助

を受けた。記して謝意を表します。
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