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要 旨

網 膜 血 管 の 観察法としては トリプシン消化法により単離した血管の光学顕微鏡観察と,血管

鋳型 標 本 の走査電子顕微鏡 (SEM)観察が一般的である.しかし前者の方法では分解能に限界

があること,後者の方法では血管壁の直接観察ができないことや固定標本を利用できないこと

などの問題が残されている.そこで,本研究では,トリプシン消化法とSEM観察を組み合わせ

ることで,網膜血管の微細構造を立体的に解析できる手法を開発した.材料にヒト,ブタおよび

ラットの眼球固定標本を用いた.トリプシン消化については,とくにホルマリン固定標本にお

いて,安定した網膜血管の単離が可能であった.この標本をSEM で観察すると,網膜血管の三

次元立体構築を鋳型標本と同様に観察することができた,またステレオ画像を得ることで,よ

り立体的な構造解析が可能になった.高倍率の観察では,表面は基底膜様の構造に覆われてお

り,平滑筋細胞や周皮細胞の立体構造を直接観察することができなかったが,従来の光学顕微

鏡観察と併用することで,多様な情報を得ることが可能となった.この トリプシン消化/SEW

法は,鋳型標本の作製が不可能なホルマリン固定を施 した病理標本や,鋳型注入ができない眼

球の網膜血管網の立体構造解析に広く利用できることから,糖尿病網膜症の血管痛をはじめと

した多様な血管病態の解析に役立つことが期待される.
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緒 言

網膜 血管n構造解析は,網膜血流 の 自動調節な

どの生理機能の解明に加えて,糖尿 病網膜症や未

熟児網膜症などの網膜血管性病変の病態解析に非

常 に重要である.そのため,これまでに数多くの

方法で網膜血管の構造解析が行われてきた.

このうち光学顕微鏡による網膜血管の観察法と

しては,Kuwabaraら (l輔o)が報告した 卜T)ブ

シン消化法が広 く用いられている1).この方法は

トリプシンにより血管以外の網膜組織を消化 して

網膜血管のみを単離する方法で,全戟 (whole-

mount)標本としてヘマ トキシリンーエオジン染

負 (H-E染色)や Periodicacid-Schiff染色

(PAS染色)などで染色することができることか

ら,これまでにヒトと様々な動物極の網膜血管観

察に利用 され多くの知見が得 られている 1)-10)

しかし,光学顕微鏡の分解能に制限 される点で,

この方法による組織構造解析だけでは限界が多か

った.また,最近では蛍光標識 トマ トレクチンの

血管内注入による共焦慮 レ-ザ-顕微鏡による3

次元網膜血管観察も行われてきている 11).この

方法は血管内皮細胞表面の糖衣に トマ トレクチン

が結合することを利用しており,共焦点レーザー

顕微鏡による網膜血管網の3次構造解析が可能で

あるが,電子顕微鏡レベルの分解能を望めない点

や,蛍光観察であるため標識物質を血管内に授与

する必要がある点,さらに深さ方向に制限がある

点なども問題である.

一方,走査電子顕微鏡 (SEW)は,細胞 ･組織

の 3次元微細構造解析にきわめて有用な装置であ

ることから,網膜血管の解析にも期待がもたれる.

実際に Murakamiら (1971)による血管鋳型/

sEM法 12)を声削 ､て,これまでに種々の動物の網

膜血管の 3次元構造解析が行われてきた 13ト 18)

しかし,血管鋳型/SEM 法は事前に血管内 へ 樹 脂

の注入を行 う必要があり,樽に網膜血管網への樹

脂の十分な注入には技術的な熟練が必要であるこ

ど,ヒ トに対 しての応用には倫理的な開音がある

こと,さらに,組織をアルカリによって腐食 させ,

樹脂を観察することから,血管内皮細胞や周皮細

胞などの血管壁細胞 の観察ができないという欠点

があった.

そこで,今回われわれは,光学顕微鏡観察に用

いられてきた トリプシン消化法をSEM 観察に応

用 し,網膜血管網の 3次元構築を観察する方法を

検討 したので報告する,この方法は平山がヒ トの

糖尿病網膜症の研究で試みたという報告 19)以外

に詳 しい研究がなされていない,そこで,本研究

では種々の眼球に応用 し,適切な標本作製法 と

SEM観察法を確立 した.さらに,一部の標本に ト

マ トレクチンを注入し網膜血管の蛍光顕微鏡観察

を行い,その同--一一標本に トリプシン消化法を施す

ことで,二つの方法による同一部位の観察を可能

にした.これにより両者の方法を比較 し,本法の

特徴と有刺 空を検討 した

材料と方法

ヒ ト,ブタ,ラットの眼球を用いた.ヒ ト眼球

は 10%ホルマ リンとソjLFミ､ソタスrEミで固定 され

た肉眼解剖実習体 (献体)から採取 し,ブタ眼球

は新潟食肉処理センタ-より,新鮮摘出眼球を購

入 した.ラッ ト を威獣 W豆star系 雄)は日本エ

スエルシ-から購入した.それぞれ,眼球摘出後,

角膜,虹彩,水晶体を取 り除いた後,0.1M リン酸

緩衝 10%ホルマリンにて 1日以上浸漬固定 した.

1 . トリプシン消化法 ll

前 眼部を切除 した眼球を浸漬固定 した複,流水

で一晩洗浄 し,37℃に加温 した30/oトリプシン溶

演 (0.1M トリス塩酸緩衝,pH7.8)中で定温放置

(1-5時間) した橡,蒸留水中で硝子体および内

境界膜を剥離 し,静かに振漫 させながら血管以外

の網膜組織を分離させ,網膜血管を単離 した,

2.光学顕微鏡観察

トリプシン消化法により単離 した網膜血管網を

スライ ドグラスにマウン トLH-E染色 した後に,

緩衝液またはマリノ- ルを用いてカバ-グラスで

封入し,光学顕微鏡で観察 した.
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3.走査電子顕微鏡 (SEW)挽察

トリプンン消化故によりli哨Eした網月袋血lT･網を

シャーレに浮かべ,2%ブルタ-ルアルデヒド浴

液 (01M リン酸綬'軌 pH74)に液を交換した按

に 40℃で 1u浸i貞同定をおこなった その後,

OIM リン酸根衝液に紅き換えて数回洗押し,0.5%

タンニン椴 (oIM リン酸接楓 pH74,20-60分)

と0.1%rTq酸化オスミウム溶液 (20-60分)で禅

確染色 (Murakami,1973の変法)を11'･い20),さ

らにエタノール上昇系列 (70%,80%.如%.95%,

100%3回,各20分)で脱水をÎ7った その後,

臨非応紀燥法.またはトブタノール逆棟による凍

結乾嘩法を行い.標本を乾燥 し.両面導rh'テープ

を貼った試料fTにT牢に戯台した.これをFl金-

パラジウムでコーティングした後に建玉''ti-f耕徴

栄 (54300SE/N.ljせハイテクノロジーズ)で観

照した また.一部の標本については.摘発Ltlの リ

アルタイム3D-SEM (S-3700N,日立ハイテク

ノロジーズをペースにしたもの,21)22)を川いて

F比差のある2枚の酬 象をI'IJl噂船影し,コンピュー

タによりアナダリフ ステレオ画燦を作刺した

4. トマ トレクチン蛍光標識法とトリプシン処

理/SEll法の比較観察

エーテルllt酔下にラ ソト曜静脈 よりOl/一g/

Olm)の FTTCトマ トレクチン (VeclorLabOra【0-

nes,lnc.Burlingame.CAU.SA)を注入 した後,

5分rETl放挺し.その後すばやくLI%パラホルムア

ルデヒド (OIM リン酸横取 pH74)で5分rLU補

流GEEJjiJした 11)その後1.ポ上riく眼球を胤1JIL前Il尺

部を切除 した後,網膜摘川を'日日,網膜色素 卜皮

fLglを Fに硝子体fullを 卜にした状態でスライ ドグラ

スにマウントし,対人剤にて封入し蛍光郎微段で

放察 した 観紫終了後.この樵本を 10%ホルムア

ルデヒド (OIM TJン轍拐取 pH7.4)でさらに浸

泊同定した縁に.前述のとおり,トリプシン消化

池を施才:JL,SEM悦繁C.Y本とした.

結 果

トリプシンiFi化法はきわめて安定 したJJ'法で,

Tl'iにブタやラソトの眼球をホルマリンで固定 した

憤本では,網脱IAL術以外の組織が トリプシン処PJ!

で解け1こり.lnL竹･榊の全滅標本を劾窄よく作炎す

ることができた この全載陣本にヘ マ トキシリ

ン ･エオジン (HE)染色を施 して光学誹微税で

図 1 トリプシン消化を施した7'タ網J授血ni守令叔摂tA

本の光学抑微j劉梁(H-E淡色) トリプシン

処用により矧l分組織が消化され血管のみがi暮L

離されf.:状!LBで捌繁 がL･(能である

(Ll)低倍I駄 血符のふさや空の状態から動廉 (A)
と滞廉 (Ij)がLai311される 劫脈から紳助梶が

分枝し.さらにE(同の枝分かれをし 毛細IAL管

となる様子も叩1眠り二組繋される

(b)動脈の(.-,Ti倍授 紡錘状の桜の稚列から,血管平

fn筋が軌脈噂を瑞状に取り巻く様子が観照さ

れる

(e)毛細IRl管の拡人傑 血管内攻&Lllrdの核は毛州血
管の内腔にltト)た怖円形でヘマトキシリンに

やや.'4く独まっている (矢ErJ) 一方,血管咽

岐細胞の接は血管の外壁鰍 二'突川し.ヘマトキ

シリンに淡くn't･まってみえる (失l)I)
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図2 ブタ網膜 トリプシン消化標本のステレオ像

トリプシン消化により単離された網膜血管網の

全体像が,血管鋳型標本と同程度に観察することが

できる,またステレオ観察により,網膜血管網の層

構造をきわめて明瞭に観察することが可能である.

(a)低倍像 動脈が数回の枝分かれをした後

に,毛細血管へ移行し,その後,静脈系へ

と続く様子が鮮明に観察される.

(b)高倍像 細動脈から毛細血管へと分岐し,

3層の毛細血管網を構築している様子を三

次元的に観察出来る. (A動脈,C毛細血

管,Ⅴ静脈)

観察すると,血管の太 さや配列,連続性から,動

脈,毛細血管,静脈を比較的容易に区別すること

ができた く図1).また,ヘマ トキシリンで染め出

された核の配列様式などか ら,血管の内皮細胞,

周皮細胞,平滑筋細胞の存在を知ることが可能で

あった (図 Ia,b).樽に,毛細血管の内皮細胞の

核は,ヘマ トキシリンに薄 く決まり,毛細血管に

沿って楕円形であるのに対 して,周皮細胞の核は

図3 ヒト網膜 トリプシン消化標本のステレオ

SEM像

血管鋳型標本の作製が困難なヒト網膜に対し

ても,網膜血管の3次元観察が観察可能である.

動脈周辺に毛細血管の存在しない領域 (capillaiγ
&eezone)が存在していることにも注意.(A 動

派,V静脈,C毛細血管,★;capillaryかeezone)

濃 く染まり,毛細血管の外壁に突出しているため,

両者を区別することができた (図Ic).

次に,トリプシン消化法で単離 した網膜血管網

をSEM で観察する方法を検討 した.単離 した血

管標本は非常に脆弱であり,乾燥までの処理につ

いては細心の注意が必要であった.また,乾燥に

臨界点乾燥法とt-ブタノ-ル凍結乾燥法を用い

て比較 したが,後者の乾燥法のほうが繊細な血管

網の形状の維持に効果的であった.これにより,

ラット,ブタ,ヒ トのいずれでも トリプシン消化

後に網膜血管網の 3次元 SEM観察が可能になっ

た (図 2,図3,図4).

さらに,ステレオSEM観察法を用いることで,

網膜毛細血管の層構造をより立体的に解析するこ

とが可能となった.その結果,ブタの網膜で毛細

血管網が 3層構造をなし,互いに移行する様子

(図 2b)や,ヒトの網膜の動脈周囲に毛細血管の

欠いた領域があること (図 3)などが,3次元的

に明瞭に観察することができた.また本法ではし

ば しば血管内皮細胞や平滑筋細胞,周皮細胞の桟

がふくらみとして,または陰影として認められた書

その結果,動脈の表面には血管平滑筋細胞が動脈
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図4 ラット網膜 トリプシン消化標本のSEM像

網膜の血管が,視神経乳頭部より末梢側に向か

い放射状に伸びている様子が明瞭に観察できる.

また,この写寮では核が黒い陰影として観察され

るため,その配列により動脈と静脈の区別も可能

である.すなわち,動脈は平滑筋細胞の楕円状の

桟が動脈を輪状に取り囲んでいるのに対して,節

脈は丸い核が血管外壁に散在している.(A 動脈,

C毛細血管,Ⅴ静脈)

を輪状に取 り巻く様子が観察され 静脈では血管

平滑筋細胞の細胞体と思われる円形の突出を血管

外表面に認めた (図 4)∴一方高倍像では,ヒト,

ブタ,ラットのいずれの標本においても血管表面

を基底膜成分と思われる膜様の組織が被ってお

り,血管平滑筋細胞や周皮細胞の形状を直接観察

するこが困難であった (図5a,b).

次に,トマ トレクチン蛍光標識法とトリプシン

消化/SEM観察法を比較するために,最初に トマ

トレクチンを血管内に授与し蛍光観察した後に ト

リプシン処理を施 し,同一部位を観察比較 した.

これにより,両者の画像で同一血管を同定するこ

とが可能なことから,トリプシン消化/sEM法で

は血管の配列がよく保たれていることが示 され

た.さらに トリプシン消化/SEM法では立体的に

血管網の配列を詳しく解析できることを示すこと

から,血管構築の詳細な解析に本法が有用である

ことが示された (図6乱,b).
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図5 ラット網膜 トリプシン消化標本の動脈,毛細

血管,静脈の高倍像

(a)動脈では輪走する血管平滑筋細胞の配列が認

められ 静脈では血管を取り巻く平滑筋細胞の

円形の核のふくらみが観察できる.しかし,坐

体は膜様構造で覆われており,微細構造の観察

はできない.(A 動脈,Ⅴ 静脈,矢印 動脈の血

管平滑筋細胞,矢尻 静脈の血管平滑筋細胞)

(ら)毛細血管では血管周皮細胞を思わせるふくら

みが毛細血管の外壁に観察される.しかし,動

脈,静脈と同様に膜様成分に覆われ,細胞質突

起などの微細構造は直接観察することはでき

ない.(C毛細血管,東印 血管周皮細胞)

考 察

トリプシン消化法による網膜血管全戦標本の作

製法は 1960年にmlWabaTaら1)によって考案さ

れ,光学顕微鏡観察に広く利用されてきた 1)- iO)

本研究では,この方法をSEM観察法に応用する
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図 6 mTC庁議 トマトレクナ/を血管内にHI人し

蛍光㍍i簡捷較繋(a)した校に 同 一打水をト

リプシン消化/SEM放繁(b)したもの

矢印,*はそれぞれ同一部Il'Iを示している.rJJi満

の対応から,トリブシノ消化/SEM糾幣法の瞭林で

血管が14好に保たれており.光p㌢顕徴似以上の分解

能で敵腎L■1髄であることがわかる

ことによって.網膜血常の 3次元配列をより詳細

に槻?.iするh法を検討 した その結架.ヒトの眼

球とプクおよびラットの眼球において.いずれも

網膜血管網を単錐 LSEM放t;号をすることを可能

にした

これ まで網脳 血管 の 3次 TL榔 造 解析 には

MurakarnLらの報告 した 】2)血管鋳型法による

sEM観察が広 く/llわれてきた 13ト 18) しか しな

がら,既に述べたように.血管鋳型法では新鮮標

本にあらか じめ半包含樹脂を血管注入する必嬰が

あり,同定保存快本には適 さなかった また,鍋

Jln血JrBlの榔軌静脈と毛細血･TT網の乍体に樹脂を行

き渡らせるのにはかなりの熟練をfA-'し,ヒトに対

しては新鮮脈球を川いるJtI-.で愉PF.仙なltli】越や手指

的な制限があった 一方,今rq考案 したji法は,

桶川折みの眼球や朋友後の眼球をしようできるこ

とから,多様な動物やヒ トの眼球の病理熊本など

にも応川可能であるという大 きな利,OJ.がある さ

らに血管鈎朝折本とほぼ同等に,しかも確父に綱

脳血管網の 3次元観照が可能なぶで優れた方法と

みなすことができる さらに本研究では.この ト

リプソンfn'化/Sl三M法を用いた標本をリアルタイ

ム 3D-SEM を用いて検索 し.ステレオペア作に

よるアナダリフ糾繁の有用性を示 した 網Jl袋毛糾

血管の 3次元配列の放棄にはこのIJ1-法が極めてll

劫である

また,今回f''R発した トリプシン消化/SEM法で

は血懲喋を残 してその外表面をIl-1接触やできる瓜

が魅ノJである すなわち.これまで用いたれてき

たLlll･13･ui坐/SEM法では血屯･のlJlFl射こ馴胎を沌人

し,その肘 世を批繁 しているため.内皮紺Jl'Bの核

が血･73=内腔へ膨降 した部分が桝脂に型押 しされる

ことがあっても.血管壁そのものの構造を解析す

ることは困難であった.しかし.ト))ブシン汁川二/

SlミIVl法では血管壁の細胞はすべて宇美されるため,

血管土控を構成するl̂J皮細胞.周Ji細川'Bや血.Arでi平滑

筋糾胞の情報をL/.することも可能である しか し,

今IT71の方法 (トリプシン消化/SEM法)a)みで

は.血管の外衣両が様々な柑度の).t底暇成分 と,Edl.

われる順成分に紹われ 血冊 7iJ妓細胞やIr]L想いド滑

筋細胞の形態を菜食には嫡出することはできなか

った そのJi..で,現時,Cでは同 f51本を光'li顕徴

按とSEMで枚繁をすることで.これらの細胞の

JJl布を解析する方法が現実的である 一方で.こ

れらの細胞のLl'L接観察のためには.トリプンンiili

化後にTlrlちかの追lvl)処伴を施 し.)&底牒成分を除

去する二仁)壬が必ALである_血邪,･の平滑筋細胞や周

liと細 胞 の 3次 )-L.SEM 観 紫 に は, これ まで

KOI1-コラゲナーゼ法ないしKOH法が広 く川

いられてきたことから23ト27), トリプシン消化

法とこの KOH-コラゲナ-ゼ法の組み合わせ法
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を現在検討中であるが,これについては改めて報

告する予定である.

結 論

本研究では,光学顕微鏡観察法としてこれまで

利用されてきた トリプシン消化法による網膜血管

単離法をSEM に応用 し,網膜血管網の 3次元

SEM観察を可能にする方法を開発 した.この ト

リプシン消化/SEM 法は,従来の光学顕微鏡観察

と併用することができ,さらにSEM 鋳型標本と

同等の 3次元構造解析が可能である.また,この

標本のステレオ観察は血管網の三次元配列にきわ

めて有効である.さらにこの方法は鋳型標本の作

製が不可能なホルマ リン固定を施 した病理標本

や,鋳型注入ができない眼球の網膜血管網の立体

構造解析に広く利用できることから,糖尿病網膜

症の血管痛をはじめとした多様な血管病態の解析

に利用が期待される.
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