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要

網膜光傷害の発生にはフリーラジカルが関与すると考

えられている.光照射を行った網膜におけるフリーラジ

カルの発生状態を組織化学的に証明するために組織片に

ニ トロブルーテ トラゾリウム (NBT)染色を行って検討

した.さ らに,フ リーラジカルの消去物質である α‐トコ

フェロールの保護効果を検討 した。家兎網膜にキセノン

光を 60分間照射 した。照射直後に眼球を摘出 し,0.1
mM NBT溶液に 37°Cで 60分間反応させ,網膜の切片を

光学顕微鏡で観察 した。光照射眼では非照射の対照眼に

比べ網膜内層が強 く染色された。光照射前からα̈ トコ
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約

フェロールを投与した眼では網膜内層の染色はごく軽度

であった。光照射によって網膜内層にフリーラジカルが

多 く発生 し,α ‐トコフェロールの投与でフリーラジカル

の発生は抑制されることが示された.(日 眼会誌 99:
161-165, 1995)
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Abstract

Free radicals are thought to be one of the causes

of retinal light damage. Experiments were perfor-
med to identify the production of free radicals in
light exposed retinas of rabbits using nitro blue
tetrazolium (NBT) staining. In addition, a free
radical scayenger, a-tocopherol, was administered
systemically before light exposure to evaluate the
protective effect against the retinal light damage.
Pigmented rabbits were exposed to xenon light
without long waves for 60 minutes. The eyes were
enucleated immediately after light exposure, and

incubated in the equilibrated media at 37'C with 0.1

mM NBT solution for 60 minutes. After incubation,
the eyes were embedded in paraffin, sectioned, and
mounted without further staining. The same proce-

dure was done to the tocopherol treated retinas. In
the light exposed eyes, the NBT staining was mar-
kedly observed at the inner retina, and the staining
was more remarkable than that of the non-exposed

eyes. The tocopherol treated eyes showed weaker
NBT staining in the inner retina than the non-
treated eyes. The results suggest that free radicals
are increased in the inner retina by light exposure

and a-tocopherol suppresses production of free
radicals. (J Jpn Ophthalmol Soc 99 : 161-165, 1995)
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I緒  言

光照射による網膜の傷害は,視細胞外節や網膜色素上

皮に発生する1)～ 7)。 網膜光傷害は主に光照射による化学

作用が原因であり,ラ ジカル反応により視細胞外節や網

膜色素上皮細胞の膜における過酸化脂質の形成が成因と

されている。視細胞外節から網膜色素上皮の網膜外層は

光を吸収する物質が豊富に存在し,豊富な脈絡膜循環に

より高い組織酸素分圧に曝されて活性酸素が産生されや

すく,ま た,外節にはラジカル連鎖反応を起 こす不飽和

脂肪酸が多い,な どの理由で視細胞外節から網膜色素上

皮が光傷害の主病巣になるとされている8)。 ラジカル反

応を抑制するため,フ リーラジカルの消去物質であるア

スコルビン酸9)10),ジ メチルチオウレア11)12),α _ト コフェ

ロール13)14)な どの投与によって,光照射による組織傷害

が抑制されたと報告されている9)～ 14)。 これらの実験は,光

照射による組織傷害によってフリーラジカルが発生する

ことを証明している。我々も有色家兎網膜に光を照射し,

網膜色素上皮を初発 とする網膜光傷害モデルを作成 し

た7)。 さらに,ラ ジカル反応を抑制するα‐トコフェロール

をあらかじめ投与すると,光による網膜の組織傷害が軽

減されることを証明した14)。 この光傷害モデルでは,網膜

内層には組織変化はみられなかった。

ニ トロブルーテトラゾリウム (NBT)は分子量 817.6

の黄色の可溶性の粉末で,還元されるとformazanと 呼

ばれる青色の不溶性複合物 となり,青色の微細な沈着物

として観察される15)。 過去にはKuwabaraら 16)17),cogan

ら18)19)が
網膜の脱水素酵素の局在を調べるために用いた

り,自血球の貪食胞の酵素活性の評価20)に 用いられた。最

近では,NBTは スーパーオキサイドアニオンと反応し

て formazanに 変わると考えられて,培養神経細胞21)22)

や培養網膜色素上皮23)で のスーパーオキサイ ドの産生と

スーパーオキサイドディスムターゼ (SOD)の 効果,脳

組織でのフリーラジカルの産生24)25),電気泳動を用いて

の各眼球組織でのSOD活性の評価
26)27),有

機溶媒中の

スーパーオキサイドアニオンの定量28)な ど,フ リーラジ

カルの産生や SODの効果の評価に用いられている。

我々は,組織傷害の起 こっていない網膜内層でのフ

リーラジカルの発生状況を証明するために,NBTを用

いて網膜内層を染色し,無処置例,光照射例,α―トコフェ

ロール投与例を検討したので報告する。

II実 験 方 法

1。 実 験 動 物

体重 2～4 kgの有色家兎を用いた。全 く無処置の対照

群,光照射を行い,α‐トコフェロールを投与していない

群,あ らかじめ光照射前に α―トコフェロールを投与して

おいて光照射を行った群の 3群について,そ れぞれ 3匹

6眼用いた。
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2.α‐トコフェロール投与

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② 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。α‐トコフェ

ロールは光照射前 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。

3.光 照 射

光照射は,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

筋肉内注射した後,ペントバルビタールナトリウム (ネ

ンブタール9 20 mg/kgを 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。

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,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。

4.組織学的観察

光照射直後に眼球摘出のうえ,摘出眼球は半切後,

NBTO.lmMを含む眼灌流液 (BSSプラス③希釈液)に

37°Cで 60分間浸漬した。その後,6%ホ ルマリン溶液で

12時間固定した後,後極部を切 り出し,メ タノール系列

で脱水,パ ラフィンで包埋し,6μmの光学顕微鏡用切片

を作った。切片は追加染色を行わないで,光学顕微鏡で

観察した。

III 結  果

1。 臨 床 所 見

照射直後,検眼鏡的に眼底には異常をみなかった。

2.組織学的所見

無処置の対照群では,神経線維層,神経節細胞層,内

網状層,内顆粒層,外網状層,外顆粒層,視細胞内節に

微細な顆粒状の沈着物 (formaZan)が みられた。視細胞

外節には沈着物はみられなかった。網膜のほぼ全層に微

細な沈着物がみられたが,網膜の外層ほど沈着物は多 く

みられた (図 1)。

光照射を行った α―トコフェロール非投与群では,神経

線維層,神経節細胞層,内網状層,内顆粒層,外網状層,

外顆粒層,視細胞内節に微細な顆粒状,針状の沈着物が

みられた(図 2).対照群 と比較して,外顆粒層や視細胞

内節での沈着物の量には変化はなかったが,神経節細胞

層と内網状層に沈着物が著明に増加していた。

α―トコフェロールを投与 した後に光照射 を行った群

では神経節細胞層と視細胞内節に僅かにNBTの沈着物

がみられたが,外顆粒層や視細胞外節には沈着物はみら
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図 1 対照群の光学顕微鏡像 .

神経線維層,神経節細胞層,内網状層,内顆粒層,外
網粒層,外顆粒層,視細胞内節に微細な顆粒状の沈着

物がみられる。視細胞内節,外顆粒層に沈着物が多い。

NBT染色,バーは 20 μm

れなかった (図 3)。 対照群や α―トコフェロール非投与群

と比べて,網膜全層で沈着物が明らかに減少していた。

IV考  按

Kuwabaraら 16)17),coganら 18)19)は
網膜の乳酸脱水素

酵素や補酵素の局在を NBT染色を用いて観察 した。ま

た,Nathanら 20)は
慢性肉芽腫症における白血球の貪食

胞の酵素活性の低下を NBT染色を用いて検討 した。 こ

れらの研究から,NBT染 色を酵素の還元反応の指標 と

して用いた。

NBTは スーパーォキサイ ドアニォンの存在で還元さ

れ,formazanと なることがわか り,最近ではフリーラジ

カル発生の指標 として用いられている21)-27)。 saezら 21),

Chanら 22)は
培養神経細胞でのフ リーラジカル発生 を

NBT染 色 を用いて観察 し,Doreyら 23)は
培養網膜色素

上皮でフリーラジカルの発生 とSOD活性 を NBT染 色

を用いて観察 した。 これ らの研究では培養細胞にフリー

ラジカルが発生する刺激を与え,NBT染 色を行い,for―

mazanの発生を証明 している。また,Kontosら 24),Arm―

steadら 25)は
脳組織にアラキ ドン酸や虚血 などフリーラ

ジカルの発生する刺激を与え,脳表面を NBTで 染色 し,
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図 2 光照射群 .

神経線維層,神経節細胞層,内網状層,内顆粒層,外
網状層,外顆粒層,視細胞内節に微細な顆粒状,針状

の沈着物がみられる。対照群 と比べ神経節細胞層,内
網状層に沈着物が著明に増加 している。NBT染色 ,

バーは 20 μm

脳表面の formazanを観察した。これらの刺激で,NBT
の染色は増加 し,SODやインドメタシンの投与で染色は

減少したと報告している。西田ら28)は ジメチルスルホキ

シド溶液中のスーパーオキサイドアニオンをNBTで染

色し,その吸光度とスーパーオキサイドアニオンの濃度

は直線関係を示すことを明らかにした。

Zhangら 29)は ラット網膜 に 24ル ックスの光 を 12時

間照射し,NBT染色を用いて観察した。光照射した網膜

の視細胞層や外顆粒層,外網状層,内顆粒層,内網状層,

神経節細胞層,ミ ューラー細胞が染色され,SODの前処

置で網膜内層の染色は減少し,シアン化カリウムなどフ

リーラジカル消去物質の阻害剤の投与で染色は増加 した

と報告し,フ リーラジカルによる網膜光傷害の評価に

NBTが有用であると報告した。さらに,染色はNBT浸
漬の時間と濃度に比例するとし,lmM,60分の浸漬が最

も良いとした。

我々は,有色家兎網膜に長波長を吸収したキセノン光

を1時間照射 し,網膜色素上皮を初発とした網膜光傷害

を作成した 14)。 光照射後 3時間から網膜色素上皮のミト

コンドリアは著しく空胞化し,メ ラニン顆粒は胞体内に

網膜光傷害 。湖崎他
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図 3 光照射前に α‐トコフェロールを投与 した群 .

神経節細胞層 と視細胞内節に僅かに沈着物がみられ

る.網膜全層では沈着物が著明に減少 している。

NBT染色,バーは 20μ m

落ち込み,基底陥入は開大した。しかし,視細胞や網膜

内層には異常をみなかった。光照射 12時間後では視細胞

や網膜内層には異常をみなかったが,網膜色素上皮はほ

ぼ壊死に陥っていた。これと同じ条件で,光照射前 2日 ,

1日 および照射前 4時間の計 3回,α―トコフェロールを

投与すると,照射 3時間後では網膜色素上皮のミトコン

ドリアの形態は比較的よく保たれていた。12時間後にも

網膜色素上皮の傷害は軽度であった14)。 このように,光照

射による網膜傷害は先に網膜色素上皮に現れ,α―トコ

フェロールの投与はそれを著明に軽減することを示 し

た.

本報の実験は同様の条件で光照射を行い,前報
7)14)で は

組織学的に光傷害の発生しなかった網膜内層をNBT染
色 を用いて観察 した。α‐トコフェロールの投与量は前

報 14)と 同様に行った。NBT染色は Zhangら 29)の
報告に

従い,濃度は0.lmM,浸潤時間は 60分 とした。

無処置の対照群ではNBT染色により神経線維層,神

経節細胞層,内網状層,内顆粒層,外網状層,外顆粒層,

視細胞内節に微細な沈着物がみられた。特に,外顆粒層

と視細胞内節に多 くみられ,こ のことは,特に光照射を

行わなくても,こ れらの部位にスーパーオキサイドが産
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生されていることが示された。

光照射を行うと,神経線維層,神経節細胞層,内網状

層,内顆粒層,外網状層,外顆粒層,視細胞内節にNBT
染色で沈着物がみられた。特に,神経節細胞層と内網状

層では沈着物が著明に増加 し,ス ーパーオキサイドの量

が増加 したことが示された。

この方法では眼球を半切後,NBT溶液に浸漬するた

め,浸漬中に網膜剥離が起 こり,網膜外層での沈着物の

評価は困難であった。

従来の報告
1)～ 6)8)～ 13)や前報に示した我々の網膜光傷害

の発生実験7)14)で は網膜光傷害は網膜内層にはみられず,

視細胞や網膜色素上皮に発生した。しかし,本邦の研究

で光照射を行うことで組織傷害の発生していない網膜内

層にもスーパーオキサイ ドの増加がみられた。スーパー

オキサイ ドは寿命が非常に短 く,染色法によって組織学

的に証明するのは困難である。しかし,光照射直後の染

色で沈着物が観察されたことから,光照射の刺激でスー

パーオキサイドは増加する可能性が示された。網膜内層

にスーパーオキサイ ドが増加したのは産生 されたスー

パーオキサイドの寿命 を考えると,視細胞で発生 した

スーパーオキサイドが網膜内層へ移動したと考えるより

も,網膜内層にあるミトコンドリアで発生 したと思われ

た。短時間の照射では組織傷害は発生しないが,長期間

照射することにより組織傷害が発生して くる可能性は考

えられた。

あらかじめα‐トコフェロールを投与 しておいて,光照

射 をした群では神経節細胞層と視細胞 内節 に僅かに

NBT染色による沈着物 はみられたが,網膜全層には沈

着物は著明に減少していた。

細胞膜の主成分である不飽和脂肪酸はスーパーオキサ

イドなどの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を傷害する。α―トコフェ

ロールはペルオキシラジカルと強く反応 し,細胞膜での

脂質過酸化反応を停止させる30)。 しかし,α _ト コフェロ_

ル はスーパーオキサ イ ドに も作用す る とされてい

る30)31)。 今回の実験でも,α‐トコフェロール投与群では沈

着物が著明に減少していたことは,α―トコフェロールは

スーパーオキサイドに作用し,消去したものと考えられ

た。すなわち,α‐トコフェロールはペルオキシラジカル

とスーパーオキサイドの両方に作用し,網膜を保護する

と考えられた。

以上の研究から,① NBT染色で網膜でのフリーラジ

カルが染色され,フ リーラジカルは神経線維層,神経節

細胞層,内網状層,内顆粒層,外網状層,外顆粒層,視

細胞内節にみられた。② すなわち,光照射を行わなくて

も網膜にフリーラジカルが産生されている。③光照射に

よって,組織傷害は発生しなかったが,網膜内層.特に

神経節細胞層と内網状層にフリーラジカルが増加するこ
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とがゎかった。④ α_ト コフェロールを投与すると,光照

射 しても網膜内層のスーパーオキサイ ドは著しく軽減 し

た。すなわち,α―トコフェロールはスーパーォキサイ ド

の発生を抑制することがわかった。

本論文の要旨は第 98回 日本眼科学会総会 (平成 6年 4月 横

浜)で湖崎が報告した。
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