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要

虚血への低温による防御効果を網膜外層において組織

学的に検索した。実験動物には白色家兎 16匹 16眼を 4

眼ずつ4群に分けて実験をした。内訳は,虚血単独群 ,
虚血中 29°Cに冷却した群,虚血中 32° Cに冷却した群,お

よび対照群である。比較検討はモルフォメトリーで行っ

た。虚血単独群では,網膜全層が障害されていたが,特
に視細胞と色素上皮細胞の障害が強かった。また,冷却
した群では,網膜の形態は比較的よく保たれていた。特
に,29° Cに冷却した群では,外顆粒層の核数および視細
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約

胞層と色素上皮層の厚さは正常群と有意差はなかった。

一方,32° Cに冷却した群では,視細胞層と色素上皮層の

厚さはよく保たれていたが,外顆粒層の核数は正常群に

比べ有意に減少していた (p<0.001)。 これらの事実か

ら,局所低温が虚血による網膜外層の障害を防御し得る
こと,ま た,その十分条件は 29° C以下であると結論され

た。 (日 眼会誌 9911005-1011,1995)
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網膜外層の虚血への局所低温による防御効果
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Fundus Hypothermia at 29"C Prevents Ischemic Injury of the Outer Retina
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Abstract
We evaluated quantitatively the protective effect thickness of the photoreceptor layer (PRL) and the

of local fundus hypothermia under pressure-induced RPE, and the average count of nuclei in the outer
ischemia using morphometric analysis. Retinocho- nuclear layer (ONL). In the retina with hypother-
roidal ischemia was produced in albino rabbit eyes by mia at 32'C, there was also no significant difference
increasing the intraocular pressure for 60 minutes. from the controls in the thickness of the PRL and
During the ischemic procedure, a copper plate was the RPE. Otherwise, the count of nuclei in the ONL
inserted behind the eyeball. The retinal temperature decreased significantly when compared to that of
in the posterior pole was thus reduced to 29"C by controls (p<0.001). These findings indicate that
placing solid carbon dioxide, and to 32"C by placing even mild hypothermia at 29C preserves the outer
an ice cube at the anterior end of the plate. His- retina from ischemic damage and that the protec-
topathological changes in the group with ischemia tive effect of hypothermia at 32'C is insufficient. (J
alone were obvious in visual cells and retinal pig- Jpn Ophthalmol Soc 99 : 1005-1011, 1995)

ment epithelial cells (RPE), but the retina treated
with additional hypothermia was well preserved. In Key words: lschemia, Hypothermia, Retina,
the retina with hypothermia at 29'C, there was no Albino rabbit
significant difrerence from the controls in the mean

I緒  言

網膜の虚血は,さ まざまな網膜血管病において病態を

形成する主軸となる1)。 虚血による網膜の障害機序を解

明
2)し ,障害を回避することは眼科臨床上重要である。こ

れに関し,既にいくつかの方法について研究がなされて
おり3)～7),そ の一つに低温による防御効果があげられ

る7)。 網膜と同じ神経組織である脳は,34°Cに局所の温度
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を下げるだけで虚血による障害を回避できるとされ
8),

既に臨床応用されている。一方,網膜はグルコースや酸

素を豊富に含む硝子体に隣接 している
9)な ど,脳 とは異

なった環境にあるため,単純にこれらの結果を網膜に適

応することはできない。また,網膜に関して局所低温に
よる防御効果の定量的検索については我々の知る限りな

されていない。

我々は,既に網膜を眼球外側から任意の局所を冷却す

る実験モデルを作製し,網膜光障害を 30° C程度の低温で

減弱できることを報告
1° した。今回はこの方法を応用し,

虚血に対しどの程度の低温でどのような防御効果がある

かを,網膜外層についてモルフォメトリーの手法を用い

て定量的に検索したので以下に報告する。

II実 験 方 法

実験動物 として体重 2.5～3.5 kgの 成熟白色家兎 16

匹 16眼を,4眼ずつ 4群に分け実験をした。網脈絡膜を

虚血にするため,人工眼内灌流液 (オペガードMA①,千
寿)に つないだ 27G針を家兎 12眼の前房内に挿入し,

眼圧を130 mmHg以上にコントロールした。前房から

の房水の漏れがないよう,27G針の刺入部をシアノアク

リレート系接着剤 (ア ロンアルファ①)で固定し,60分間

網脈絡膜の虚血を持続させた。 この時,検眼鏡で血流の
停止を確認した。また,虚血操作中に網膜局所の温度を

下げるため,既報10)に準じ,上記 12眼のうち 4眼に対し

以下の操作を行った。眼球下方の結膜を切開し,幅 5mm
の銅板を眼球後方に挿入した。 この時,組織標本を細切
するときの参考にするため,挿入した銅板で眼底を圧迫

し,その位置を確認した。この鋼板の他端を 8× 6cmの

プレート状にし,その全面に固体二酸化炭素 (ド ライア
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イス⑪)を のせ,虚血操作を開始すると同時に 4眼の眼底

局所を冷却した.ま た, ドライアイス①の代 りに氷を用

い,同様な方法で上記 12眼のうち 4眼を虚血操作中冷却

した (図 1)。

これら 16眼の他に,自色家兎 10眼 を用いて血流が停

止している眼底の温度が,こ れら 2つ の冷却操作でどの

程度下がるかを検討 した。熱電対温度計 (サーミスター

温度計 MGA IH‐ 219 N ①,東芝)を毛様体扁平部から挿

入し,冷却部位の網膜の温度を測定した.こ の時,眼圧
が下がらないよう,温度計はシアノアクリレー ト系接着

剤で強膜に固定した。

60分間の虚血および冷却操作の終了から2時間後,こ

れらの操作をした 12眼を摘出し,組織標本を作製した。
この間,検眼鏡で眼底を観察し,血流が十分に回復して
いることを確認 した.対照として正常眼 4眼 も併せて摘

出した .

摘出した眼球 を細切し,視神経乳頭から2～3 mnl離

れた眼底後極部 を Trumpの 固定液で前固定 した後 ,

1%オ スミウム酸燐酸緩衝液で本固定をした。エタノー
ル系列で脱水後,ア ラルダイト・エポンに包埋した。2μ m
の連続切片を作製し, トルイジンブルーで染色した。そ

の中から各標本ごとに 5切片を無作為に抽出し,光学顕

微鏡 (VannOx AH‐ 2①,オ リンパス)で,モ ルフォメト

リーの手法を用いて視細胞の核数および網膜外層の浮腫

の程度を計測,解析した。具体的には,各切片ごとに幅
100 μlll内の外顆粒層の核の数および 100 μm間隔で 5
か所の視細胞層 と色素上皮層の合計の厚さを計測 した

(図 2)。 統計学的な解析には student t‐ testを 用いた。

なお,すべての家兎はヘルシンキ宣言に基づいて取 り

扱い,塩酸ケタミン (ケ タラール 50①)と キシラジン塩

t:=4 74 7.nk

ll

h=t-2

25mm

図 1 虚血の作成方法および冷却方法 .
前房内にカニューラを挿入し,眼圧を 130 mmHg以上にすることで網脈絡膜の虚血を作成した。また,眼底
局所の冷却方法は,下方の結膜を切開後,幅 5mmの銅板を眼球後方に挿入し,そ の他端をドライアイス⑥お
よび氷で冷却した.

5mm
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酸塩 (セ ラクタール①)7:1混 合液の筋注による全身
麻酔下で実験した。また,全実験経過中,室温は約 25°C
に設定した。

III実 験 結 果

虚血・冷却操作を行った群での網膜の温度は, ドライ

アイス①で冷却した場合,約 29° Cに (以下,29° C冷却虚血

群),氷で冷却した群では約 32° Cに低下した (以下,32°C
冷却虚血群,図 3).

組織学的な変化は,虚血操作のみを行った群 (以下,虚

血単独群)ではほぼ網膜全層に観察された。特に,内・

外顆粒層の核濃縮と核数の減少がみられ,視細胞層には

内・外節の破砕,配列の乱れ,空隙形成などが観察され

た。また,色素上皮細胞では浮腫性変化がみられた。 こ
れに対し,脈絡膜では毛細血管 。大血管ともに開存して
いた (図 4)。 モルフォメトリーの結果では,視細胞層と

色素上皮層の合計の厚さは 48.6± 5.4μ m(平均値土標

準偏差)で,幅 100 μmの内外顆粒層の核数は 58.9± 8.5
であった。

32°C冷却虚血群では,網膜内層に軽度の浮腫性変化が
みられ,また,内顆粒層では核濃縮が散在性にみられた。

外顆粒層では濃縮した核がわずかに散見され,視細胞層
では配列は保たれているものの,外節の間隙に濃染性を

示す残査様物質が多数分布していた。脈絡膜では,虚血

単独群 と同様に,毛細血管・大血管ともに変化はなかっ

た (図 5)。 モルフォメ トリーでは,視細胞層と色素上皮

層の厚さは 34.6± 1.7μmで,外顆粒層の核数は89.4±
11.0であった。

29°C冷却虚血群でも,網膜内層の変化は 32° C冷却虚血

群とほぼ同様であった。外顆粒層では軽度の浮腫性の変

化が観察されるものの,核の濃染化はみられなかった。
脈絡膜には変化はなく (図 6),モ ルフォメトリーでは視

細胞層と色素上皮層の厚さは34.9± 2.6μ mで,外顆粒

1()07
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図3 冷却・虚血操作中の網膜の温度.
ドライアイスで冷却した群では約 29° Cに ,氷で冷却し

た群では約 32°Cに低下した。

白丸 :氷で冷却した群 (n=5),黒丸 :ド ライアイスで

冷却した群 (n=5)

網膜の虚血と眼底の温度・森他

図 2 モルフォメ トリーによる解析法.
各標本ごとに 5切片を無作為に抽出し,各切片ごとに幅 100 μm内の外顆粒層の核の数 (自枠内),お よび 100
μm間隔で 5か所の視細胞層と色素上皮層の合計の厚さ (白バー)を計測した。
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層の核数は 116.0± 9.9で あった。一方,正常対照群で

は,視細胞層と色素上皮層の厚さは 36.9± 2.6μ mで ,外
顆粒層の核数は 105.3± 8.7であった (図 7)。

これら3群 と正常対照群との間で,視細胞層・色素上

皮層の厚さと外顆粒層の核数に有意差があるか,student

t‐testを用いて比較検討した。視細胞層と色素上皮層の

合計の厚さは,虚血単独群では有意に増加していたが,
29°C冷却虚血群および 32°C冷却虚血群では正常群 と有

意差はなかった (図 8)。 一方,外顆粒層の核数は,29° C

冷却虚血群では正常群と差はなかったが,虚血単独群お

よび 32°C冷却虚血群では有意に減少していた (図 9)。

IV 考  按

今回の結果から,局所低温で虚血による網膜障害を防

御し得ること,そ して,モルフォメトリーを用いた定量

的な検索から,60分間の虚血の条件では 29° Cと いう具
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図4 虚血単独群の組織所見。
網膜全層に壊死性および浮腫性変化が観察された。脈絡膜では毛細血管。大血管ともに開存していた。

フォメトリーの結果では,視細胞層と色素上皮層の合計の厚さは 48.6± 5.4μ m(平均値士標準偏差)で
100 μm内の外顆粒層の核数は 58.9± 8.5であった.バーは 50 μm
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モ ル

幅

図 5 32° C冷却虚血群の組織所見.

網膜内層に軽度の浮腫性変化がみられ,内顆粒層では核濃縮が散在性に観察された。外顆粒層では濃縮した

核はわずかに散見され,視細胞層では外節の間隙に細胞の破砕物が多数分布していた。脈絡膜では虚血単独
群と同様に,毛細血管 。大血管 ともに変化はなかった.モルフォメトリーでは,視細胞層と色素上皮層の厚
さは34.6± 1.7μmで,外顆粒層の核数は89.4± 11.0であった.バーは 50 μm
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図 6 29°C冷却虚血群の組織所見.

網膜内層の変化は 32°C冷却虚血群とほぼ同様に軽度の浮腫性変化がみられたが,内顆粒層にわずかな核濃縮
がみられるのみであった。外顆粒層では核の濃染化はなかった.脈絡膜にも変化はなく,モルフォメトリー
では,視細胞と色素上皮層の厚さは34.9± 2.6μ mで,外顆粒層の核数は 116.0± 9.9で あった。バーは 50 μm

図 7 正常対照群の組織所見.
モルフォメトリーでは,視細胞層と色素上皮層の厚さは 36.9± 2.6μ mで,外顆粒層の核数は 105.3± 8.7で
あった。バーは 50 μl■1

体的な閾値が設定できることが明らかとなった。

局所低温の防御効果について,網膜と同じ神経組織で

ある脳において検討されているが,わずかの温度差でも

防御効果が鋭敏に変わるとされ
8),臨
床応用する場合に

は慎重な温度管理が必要であると考えられている.網膜
に関しては,Faberowskiら 7)に よリアイスパックを用い

髯

・ ´`いず| チ■́_導 ‐l
・ : ・麟‐‐‐‐篠 |■・螢|‐|| .|■‐`.‐

‐
||| .|||

|||‐ ― |||

|■
‐
 |■■

|| |■ |

|||  .11  _=_.  =
‐・
‐‐ . ‐   ‐‐..‐‐■■■|

|  |||

燿 ・鸞
|■・
・・ ‐||■ |.‐

・ :

・オ ‐■: ・

.●■ ‐

Ｌ
一
―

鮨儡|:扮i



1()1()

て眼球を前方から冷却すると,虚血による障害を防御で

きることが報告されている。 このアイスパックを用いた
方法の欠点は,眼底の温度を正確に測定することは困難
である L,一定の冷却効果を得られないH)こ とである.そ

のため,温度と虚血に対する防御効果の定量的な解析は

不可能であった.我々は,眼球後方から網膜局所を冷却
する方法を新たに開発し,既 に報告

10)し た.こ の方法の利

点は,下方の結膜を切開し,プ レートを挿入するだけな
ので,経強膜的に毛様体扁平部から温度計を挿入の上,

検眼鏡で観察しながら眼底の任意の部位の温度を測定で

きることである。これにより,今回の温度と組織変化の

定量的な検索が可能となった。

眼球と眼鴛の位置関係から,我々の冷却法を応用する

には家兎が最もiF笥 していたが,家兎眼には事実上網膜血

管の役割が少なく,網膜内層への栄養はヒト眼などとは

異なっている。 したがって,虚血に対する家兎の網膜内
層の反応も,血管を有する網膜 とは異なるものと推測さ

日眼会誌 99巻  9号

0001

正常対照群  虚血単独群 32℃冷却虚血群 29℃

図 8 各群での視細胞層と色素細胞層の合計の厚さ.
視細胞層と色素細胞層の合計の厚さは,虚血単独群では有意に増加していたが,29° C冷却虚血群および 32°C
冷却虚 lil群では正常群 と有意差はなかった.

pく 0.001

0
正常対照群  虚血単独群 32℃ 冷却虚血群 29℃冷却虚血群

図 9 各群での外顆粒層の核数 .
幅 100 μmあ たりの外顆粒層の核数は,29°C冷却虚血群では正常群と差はなかったが,虚血単独群および
32°C冷却虚血群では有意に減少していた。
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れる。今回の虚血単独群での組織変化は網膜外層で強

かったが,一方,網膜血管のある眼では,網膜内層の障
害がより強いとされている12)こ とからもこの事実が理解

できる。この理由として,家兎眼では網膜血管が乏しい

ためか,網膜内層にグリコーゲンが多量に含まれてい

る13)。 そのため,虚血になると嫌気性の解糖がより多く

働き,内層の障害は軽微で済んだものと推察される。
この事実から,今回のモルフォメトリーによる検索は,

網膜外層,特に外顆粒層,視細胞層,色素上皮層を対象
とした。その結果,29°Cに冷却すると網膜外層は障害か

らほぼ防御されたが,32° Cでの防御効果は不十分と判断

された。一方,ア レチネズミの海馬では,32°Cで 5分間
の虚血による障害から完全に回避できるとしている

14)。

この虚血時間と冷却温度の組織障害に対する関係を考察

する上で,ま ず,網膜と脳との虚血に対する時間的闘値
の相違を考え合わせなければならない。Hayrehら 15)は

網膜の虚血への時間的な障害閾値を臨床と基礎の両面か

pく
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ら解析 し,脳の障害時間より数倍長いとした。その理由
として,彼 らは網膜 と脳 とではニューロンのタイプが違
うことや,硝子体からの酸素の供給があることをあげて
いる。また,これ以外の重要な因子として,眼組織と脳
組織のグルコースやグリコーゲンの含有量の違いが考え

られる。脳細胞内にはほとんどグルコースは含まれてお

らず,需要のほぼすべてを血液からの供給 に頼っている。

一方,Weiss9)に よれば,正常家兎網膜には 0.05 mgの グ
ルコースと0.35 mgの グリコーゲンが含 まれており,硝
子体には 1.l mgの グルコースが含まれているとされて

いる。 また,彼は本実験 と同様な高眼圧による網膜虚血
の実験 も併せて行い,グルコースとグリコーゲンの量を
経時的に測定している。その結果, 1時間の虚血で網膜
のグ リコーゲンは 0.15 mgに ,硝子体のグルコースは
0.6 mgに減少していることから,こ れらのグルコースや

グリコーゲンは嫌気性に解糖され,adenosine tFiphOS―

phate(ATP)の産生に役立っているとした9)。 ATPは ,

細胞の形態やホメオスタシスを保つのに重要な役割を果

たしているが,虚血状態では需要と供給のバランスから
どんどん減少していく。組織を低温にすることで,こ の

ATPの消費を抑制できるが,32°Cではこの ATPの消費
を停止させることはできない14)と されている。このため,

網膜は 32℃の低温下でも,時間が長 くなれば ATPの不
足が蓄積され,網膜の形態を保つことができなくなった
と解釈される.一方,網膜の温度が 30°C程度までは,網
膜電位図は比較的よく保たれているが,25～ 27℃以下に
なると平坦化するとされており16)17),29° Cでは網膜の

ATPの需要はかなり少なくなっていることが予想され
る。これらの事実から,我々の設定した 1時間の虚血に
対する 29°Cと いう温度は,網膜の生理的機能をある程度

保持しながら,網膜の形態を維持する境界に近い温度で

あることが推定された。

欄筆にあたり,本研究の全過程にわたる御指導,お よび御校
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