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網膜芽細胞腫の 眼球保存療法の研究
-

メ ル フ ァ ラ ン の 眼内許容投与量の 決定｢

金沢大学医学部医学科眼科学講座 (主任 : 河崎
一

夫教授)

上 田 浦 之

網膜芽細胞腫 の 眼球保存療法の ひと つ と して 考案さ れ た 眼球温熱化学療法 の 安全性 に関す る基礎的研究 と して , メ ル

フ ァ ラ ン (I J ･P h e n yl al an i n e m u s t ar d , I ; P A M ) の 網膜 にお よ ぼす影響を網膜電図 ( el e c t r o r e ti n o g r a m , E R G) お よ び 組織学的

所見 によ っ て 検討 した . 摘 出眼杯E R G で は2 個 の 浸潰液容器間 に固定 され た摘出眼杯 (網膜 ,
脈絡膜 お よ び 強膜か ら成る) か

ら の 波形を記録 した . 対照浸漬液港流中で の 波形と し M 添加浸漬液瀧流中で の 波形を比較 した . ウサ ギの 摘出眼杯 E R G に

お い て L , P A M l O FL g / m l 添加 およ び40 p g / m l 添加 で は ,
a 波

,
b 波 お よ び律動様小波 の 振幅お よ び 頂点潜時 に は 有意な変

化 はみ られ な か っ た . I ] P A M 5 0 FL g / m l 添加 で は ,
a 波お よ び律動様小波の 振幅は有意 に変化 し な か っ た が ､

b 波振幅 は有意

に低下 した . b 波振 幅の 変化 は村照浸憤液 の再港流中に回復 し可逆的であ っ た . a 波 , b 披 お よ び律動様 ′ト彼の 頂点潜時 は有意

に は変化 しなか っ た .
ヒ トの 摘 出眼杯 E R G に お い て しP A M l O F L g / m l 添加お よ び40 F Lg / m l 添加 で は, a 波 ,

b 扱お よ び律

動様小波 の 振幅お よ び頂点潜時に は有意な変化 は み られ なか っ た . ウ サギ 硝子体内注入で は しPA M を注 入 した 片眼を被験眼,

他眼を対照眼 と して E R G を左右眼で比較 した . しP A M l O FL g 硝子体内在人 で は a 波 ,
b 波

,
C 波お よ び律動様小波の 振幅お よ

び頂点潜時 に は有意な変化 はみ られ ず, 光学顕微鏡 お よ び電子顕微鏡でも網膜組織像 に異常 は み ら れ な か っ た .
し M 2 0

〃 g 硝子体内注入 で は a 波 , b 波 お よ び律動様小波 の 振幅 は注入後1 日目以降に減弱 し4 週日 に は有意 に減弱 し
た

■
a 波

,
b 波 お

よ び律動様小波 の頂点潜時 に は 明 らか な変化 は み ら れ なか っ た . c 波振幅 は注入後1 週日 に 減弱 した が , そ の 後 回復傾向を

示 した . 光 学顕微鏡 で は 視細胞 の 大小不同性 ,
配列 の 不整 が認 め ら れ

,
電子顕微鏡 で は視細胞外節 に変性物質 が み られ た .

l r P A M 9 0 FL g 硝 子体内注入 で は注 入後3 日目 に は E R G 各波 の 振幅 は著 しく減弱また は 消失 し, 注 入後4 週 に は c 彼 の
一

部 を除

い て E R G は消失 した . 光学顕微鏡お よ び電子顕微鏡所見 で網膜組織 は著 しく破壊 され て い た . 電気生理 学的お よび 組織学的

所見を指標 にす ると, 眼球温熱化学療法 で 使用され て い る選択的眼動脈注入法 に よ る しP A M 注 入量 (10 m g/ m
2

( 体表面積))

お よ び硝子体内注入法 によ る し M 注 入量 (4
､

8 〃g) は い ずれ も網膜 に不可逆的な障害を与えな い と 推論 され る .

E e y w o r d s m elp h al a n , r etin ob la s t o m a , C h e m o th e rm 0 th e r ap y ele ct r o r e tin o g r a m , t O Xi cit y

網膜芽細胞腫 は主 と して 乳幼児の 網膜か ら発生 す る 眼内悪性

腫瘍であり
,
我国で は眼内原発性悪性腫瘍 の 中で最も多く, ま

た 小児悪性新生物 の な か で も発 生頻度 の 高 い 疾患 である . そ の

発生頻度 は約16 ,0 0 0 ､ 2 0
,
0 0 0 人の 出生 に つ き1 人 の 割合

1)

で あ

り, 年間出生 児総数 より推計する と ,
最近で は我国で毎年お よ

そ80 人 の 発生 が ある と 推定 さ れ る
2)

. 本腫瘍 は悪性腫瘍 であ る

の で
, 放置すれ ば極 め て例外的に自然治癒する場合を除き, 患

者 は数年以内 に転移 の た め 死亡する . 転移の 経路 と し て は , 血

流 の 豊富な ぶ どう膜 に浸潤 して 血 行性 に全身 に広 が る 場合 と ,

視神経 に浸潤 して こ れ を包むくも膜下腔を通 じて 脳 や脊髄 に播

種する場合 があり
,
さ ら には 強膜の 導出血管を介 し て服簡 に穿

孔する場合があ る .

本膳瘍 に は 片眠性 と両眼性があり, その 頻度 は片限性 が全体

の 60 % 以上と多い
1)

. 本症 が発見 さ れ る 時期は片眠性 と両眼性

の 場合 と で は 異なり , 片眼性で は生後 6 ケ月 か ら2 歳頃 が多い

の に対 して , 両眼性で は 生後4 ケ 月 か ら6 ケ 月 頃が多い
3)
.

網膜芽細胞腫 の 治療 の 原則 は
,
片眠性 と両眼性 とで は異なる .

すな わち片眼性 の 症例で は眼球摘出術を施行 し, 両眼性 の 症例

で は進行 し た側 の 眼球 を摘出 して軽症な眼 に対 し て保存療法 を

施行す る. しか し早期 に発見 さ れ保存療法で治癒 させ る こ とが

で きる と予想さ れ る場合 に は , 片眼性症例でもま た両眼惟症例

でも保存療法を施行す る こ と が ある . 近年 の 保存療法 の 進歩に

伴 い , そ の 適応範囲は次第 に ひ ろが り つ つ あ る
4 い 7
)

保存療法 の 進歩の ほ か に, 超 音波, Ⅹ線 C T , M R I に よ る画

像診断の 発展 ･ 普及 によ る診断精度 の 向上
削■ ㌧ 1(- )

,
さ ら には 乳幼

児眼疾息に対す る両親 ･ 家族 の 関心 の 向上 に よ る 早期受診
11'
な

ど に よ っ て 網膜芽細胞腫 の 治癒成績 は飛躍的 に向上 し て い る .

網膜芽細胞腰全国登録 (19 7 5
～

1 9 8 2 年)
1)

に よ れ ば , 本症患者

(1 ,1 4 7 例) の 累積生存率 は片眼性症例 で5 年後 93 .3 %
,
1 0 年後

92 .3 %
,
両眼性症例で 5 年後 92 .2 % , 1 0 年後 86 .7 % で ある .

網膜芽細胞腫の保存療法 と して は , 放射線療法 , 光凝 固療法,

光線力学的療法
,
冷凍療軌 化学療法な どが あ る. 本腫瘍の 放

平成 9 年 6 月 1 7 日受付, 平成 9 年 7 月 29 日受理

A b b r e vi ati o n s : E R G , el e ct r o r eti n o g r a m ; L F u ,
l o m e fl 0 Ⅹ a Ci n h y d r o ch l o rid e; L ; P A M , L p h e n y l al a n i n e m u st ar d;

5 - F U , 5 血 o r o u r a cil



メ ル フ ァ ラ ン の 網膜 に お よ ぼす影響

射線に対す る強 い 感受性の 報告
12) 以来, 放射線療法は現在最も

多用さ れ か つ 強力な治療法である . しか し放 射線療法単独 で は

62 % の 治癒率 で あり
13)

,
1 0 乳頭径 以 上 の 大き な腫瘍ある い は硝

子体播種を合併 した 症例の 治療 は困難 である
14)

. また大 量照射

例で は 網膜症, 白内障な どの 晩期合併症, 眼瞼
･ 眼裔の 発育障

害な どの 後遺症の 問題がある . 光凝固療法お よび 光線力学的療

法は小 さ な腫瘍 に対 して 周囲の 正常網膜を温存 して 膿瘍を選択

的に破壊 できる利点を有する が , そ の 単独使用で は4 乳頭径以

上 の 腫瘍 の 治療 は困難であ る
t5 い 17 )

. 冷凍療法 は腫壕 が鋸状縁

付近 に存在す る症例あ る い は硝子体そ の 他 の 中間透光体 の 混濁

があ っ て 光凝固が 困難な症例 に施行 され る . しか し4 ､ 5 乳頭

径を こ え る 腫瘍 を冷凍療法単独 で治癒 させ る こ と は 困難であ

り
,
さ ら に不完全凝固の 場合に は腫瘍 は脆弱化 した脈絡膜 や強

膜を浸潤 して 限裔に穿孔 しや すく な る の で注意を要する
】81

. 化

学療法は単独 で は保存療法 と して 用い ら れ ず, 放射線療法 , 光

凝固療法 ,
光線力学的療法, 冷凍療法 に対す る補助療法と して ,

治療効果を相乗的に高め た り, 進行例 の 転移予防 目的で使用さ

れ る こ と が ある . しか し化学療法 には 血 ′ト板減少, 脱毛な どの

副作用が発生 する こ と が 問題 とな る.

そ こ で , 網膜芽細胞艦 に対する こ れ ら の 保存療法の 限界を克

服する目的で金子 ら
1 鋸
は 眼球温熱化学療法 を考案 した .

こ の 方

法は ア ル キ ル 化剤系抗腫瘍剤 の ひ と つ で ある メ ル フ ァ ラ ン (し

ph e n yl al a ni n e m u st ar d , L P A M ) ( 図1) を眼動脈 に選択的に注

入するか ま た は硝子体内 に注入 して か ら, 眼球加温装置
2(')
で眼

球を加温す る療法 であ る . しP A M は
,
ア ル キ ル 化剤の うち ナ

イ トロ ジ ュ ン マ ス タ
ー

ド型 に属 し, 腫瘍細胞内の 求核 セ ン タ
ー

と 反応 して ア ル キ ル 化 を起 こ し核酸合成を阻害する こ と に より

腫瘍細胞増殖阻止をもた らすと い わ れ
2 =

, 本邦 で は 臨床的に は

多発性骨髄腫 の 治療 に使用さ れ て い る . ま た諸外国で は多発性

骨髄腫の 治療の ほ か に卵巣癌 ,
悪性黒色腫, 悪性リ ン パ 腫, 悪

性肉腫な どに 対する化学療法剤と して , 他 の 抗腫瘍剤や イ ン タ

ー

フ ェ ロ ン な どと と もに投与 され て い る
22 巨 26 -

金子 ら
-9) 2 7 )

は しP A M を併 用す る眼球温熱化学療法を実際 に

網膜芽細胞腫 の 症例 に施行 し た .
こ の 治 療法 に お い て は ,

し

P A M に よ る腫 瘍細胞以外 のiE 常 眼組織 (特 に網膜) の 障害の

有無が問題 と な る . 本 研究 に お い て は , こ の 点を鑑み しP A M

を併用 した眼球温熱化学療法 の 安全性 に関する基礎的研究と し

て
, しP A M の 網 膜 に お よ ぼ す 影 響 を 網 膜 電 図

( el e c tr o r eti n o g r a m , E R G ) お よ び 組織学的所見 に よ っ て検討

した .

材料お よ び方法

Ⅰ . 摘 出眼杯 E R G に よ る検討

;:二;:…二;:;〉Nく} ⊂H 2 - ⊂H - ⊂0 0 H
I

N H 2

Fi g . 1 . C h e m i c al st ru C t u r e Of しp h e n yl al a n i n e m u st a r d ( L -

P A M ) . しP A M i s an al k yl ati n g ag e n t o f th e nitr o g e n m u st a rd

ty p e u s e d f o r th e t r e at m e n t o f s e v e r al m ali g n a n t di s o r d e r s ,

i n cl u di n g m ul ti pl e m y el o m a , m ali g n an t m el an O m a an d o v a ri a n

C a r c l n O m a .

4 29

1 . 材料

ウサ ギ 用固形飼料 R M -3 (船橋 農場, 千 葉) にて 予 じめ 1 週

間以上飼育 した体重2 ～ 3k g の 白色 ウサ ギ2 匹3 眼お よび 有色ウ

サ ギ3 匹5 眼なら び に上 顎洞痛の 眼商内浸潤 に より摘出の や む

なき に い た っ た3 症例 ( 70 歳
,
6 3 歳

,
5 4 歳) 3 眼を用い た .

こ

れ ら の 3 限で は 病理組織学的 に膿瘍細胞の 眼球内浸潤 は検出さ

れなか っ た . ウサ ギで は眼底検査 で異常 は検出されなか っ た .

2 . 眼杯作製方法

実験 に先立ち ウサ ギ に 24 時 間以 上 の 暗順応を施 した 後 に暗

赤色光下 に て以 下 の 手順 に従 っ て日長杯 を作製 した . 塩酸 ケ タ ミ

ン ( ケ タ ラ
ー ル ⑧

,
三 共, 東京) 2 5 m g / k g の 筋 肉内注射1 回 に

よ っ て麻 酔 し, 0 .4 % 塩酸 オキ シブ プ ロ カイ ン ( ベ ノ キ シ
ー ル ⑧

,

参天 製薬, 大 阪) に よ る 点眼麻酔お よび 0 .5 % 塩酸 リ ドカ イ ン

( キ シ ロ カ イ ン
⑧
,
藤沢 製薬

,
大阪) に よ る 球後麻酔後 に球結

膜全周を角膜輪郭に沿 っ て切開 し
,
つ い で外 眼筋 を切 断 し, 球

後約1 m m の 部位で 視神経を切断して可及的速や か に眼球を摘

申した . 摘 出 した日艮杯 を100 % 酸 素ガ ス 1 ･0 1 / 分 の 割合で 通気

した対照浸横波4 1 中 (組成 は後記) に入 れ 眼球赤道部 で切半

し
, 眼球後部か ら硝子体 を除去 して網膜, 脈絡膜お よ び 強膜 よ

り成 る眼杯 を作製 し た.
ヒ ト限の 場合 に は手術室 にて 眼球摘出

後 に直ち に生理的食塩水 に浸 しなが ら 速や か に実験室 に搬送

し
,
摘出 し た眼球を100 % 酸素 ガス 1 .0 1 / 分の 割合で 通気 し た

対照浸演液4 1 中に 入 れ眼球赤道部で切半し, ウサ ギ服と 同様

に網膜
,
脈絡膜お よ び強膜より成 る眼杯を作成 した.

3 . 浸債液用容器お よ び 湛流装置

浸清聴容器 は2 個 の 相対す るプ ラ ス チ ッ ク 製容器 ( 容 量各

100 m l) か ら 成る ( 図2) . 各容器 の 相対す る面 に は中央 に円孔

( 直径7 m m ) を有す る 半球状 の カ ッ プが 取り付けら れ て お り,

こ の 円孔 を塞ぐよう に両春着削こよ っ て眼杯 をは さ ん だ . 容器 の

相 対す る面 の 間隙か ら の 浸債液の 漏洩を防ぐ目的で , こ の 間隙

に シ リ コ ン ラ バ
ー の 薄板 (厚 さ1 .3 m m ) を は さみ こ ん だ. 湛流

I r ri
g
a d o n

s ol ntio m

Fi g . 2 ･ R e c o r d i n g c o n fi g u r a ti o n f o r th e i n
-

V i t r o

el e c t r o r e ti n o g r a m ( E R G ) i n th e e x ci s e d e y e
-

C u P ･ T h e

p o s t e ri o r p o r ti o n o f th e h e m i s e c t e d e y e b all w a s m o u n t e d

b e t w e e n t w o c h a m b e r s . P e r fu si n g s ol u ti o n s ( N a g a y a m a
'

s

c o n t r o I s ol u ti o n o r a しP A M
叶

C O n t ai n i n g s ol u ti o n ) w e r e

c o n ti n u o u sl y o x y g e n at e d wi th l O O % 0 2 , an d m ai n tai n
e d at p H

8 .0
～ 8 .2 . T h e E R G s w e r e l e d o ff th r o u gh a p ai r of A g A g Cl

n o n -p Ol ar i z ab l e el e c tr o d e s i n e a c h c h a m b e r
･ T h e E R G s w e r e

r e c o r d e d b ef o r e a n d 1 5 m i n afte r th e p e r h s a t e w a s ch a n g e d

f r o m th e c o n t r oI s ol u ti o n t o a I ; P A M -

C O n t ai ni n g s ol uti o n ,

F i n all y th e E R G s w e r e r e c o rd e d 1 5 m i n a ft e r a L
- P A M -

c o n t ai ni n g s ol u ti o n w a s w a s h e d o u t b y th e c o nt r o I s ol u ti o n ･
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液は 眼杯 の 位置か ら約50 c m の 落差 をも っ て 塩化 ビ ニ
ー ル 製 の

チ ュ
ー

ブ ( 内径3 m m ) を通 り , ウ オ
ー

マ コ イ ル ( 八 光 商事,

東京) を経由す る こ と に よ っ て31 ± 1 ℃ に加温 され た後 に , 浸

横波容器 の 底部 より流 入 した . 港流 液は各容器内 に100 m l 以 上

満 ち た と き自動的 に吸引排除 さ れ た . 浸 漬液 を各容器内 に

25 m l/ 分 の 流速 で 港流 しなが ら各容器内の 浸潰液 に10 0 % 酸 素

ガ ス を1 .
0 1 / 分の 割合 で通気 して 浸横液 の p H を8 .0

～ 8 .2 に 維

持 し た
鮒

. 浸濱液の p H 測定に は p H メ
ー

タ
ー

′

Ⅳp e F
-7 ( 堀場製

作所 , 京都) を使周 した .

4 . E R G 用刺激装置 お よ び記録方法

刺激周光源と して 直流安定化電源Ⅹe n o n A r c 4 5 ( ゼ ペ ッ ク ス ,

東 京) にて
`
点灯 し た キ セ ノ ン

･

ア
ー

ク灯を光源 とす る E R G 用

光刺激装置 ( 三双 製作所, 東京) を用い た . 光路 に は 中性 フ ィ

ル タ
ー

,
中性 ウ ェ ッ ジ ( オ ブチ カ ル ウ ェ ッ ジ) お よび 集光 レ ン

ズが 組み 込まれ , 刺 激光強度が調節 さ れ た . 直径 6 m m の 硝子

繊維束を介 し刺激光 を眼杯網膜側 に照射 し た. 電磁 シ ャ ッ タ
ー

を硝子繊維束 の 入光端 に設置して, 白 色矩形波刺激光を得 た .

本装 置 で 得 ら れ る 矩形波刺激光 の 上 昇時間 ( シ ャ ッ タ
ー

が

90 % 開くまで に 要す る時間) お よ び 下 降時間 ( シ ャ ッ タ
ー

が

90 % 閉 じ る まで に 要す る時間) は , 寒空光電管5 65 3 ( R C A ,

ハ リ ソ ン
, 米 国) に よ る測定で い ず れ も1 .8 ミ リ 秒 で あ っ た .

白色刺激光 (網 膜面照度 3 .3 × 10
2 ル ク ス

, 持続時間200 ミリ 秒

の 矩形波光) に よ ㌢) 惹起 さ れ た a 披 , b 波 お よ び 律動梯小波

( o s cill at o r y p o te n ti al s) を記録 し た . 眼杯をは さ む 2 個の 浸

液用容器内 に固定 さ れ た
一 対の 銀 ･ 塩 化銀電極 ( 臨床心電図用

円盤状電極 N S -ty P e , 日 本光電, 東京) にて E R G を導 出 し, 直

流増幅器 R M - 5 ( 日 本光電) で 増幅 し
,
F M デ ー タ レ コ ー ダ

ー

N F R -3 5 1 5 ( ソ ニ ー

,
東京) に記録 した 後, 応答 加算平均装置

A T A C -3 5 0 ( 日本 光電) 上 で 写真撮影す る と と も に ペ ン レ コ
ー

ダ ー W X 44 0 1 ( グ ラ フ ィ ッ ク , 東京) で 描出 した . 律動様小波

の 観察 に は E R G 電位を時定数3 ミ 1) 秒の 交流増幅器 A B - 6 2 2 M

= ｣ 本光電) を用い て 増幅 し記録 し た .

ま ず対照浸漬液の 港流中 に白色刺激光に よ る E R G を記録 し,

a 波 ,
b 波 お よ び 律動樺小波 の 振幅お よ び頂点潜暗 が定常状態

にある こ とを確認 し た . 次い で 対照浸漕液 に しP A M 原末 ( シ

グ マ
,
セ ン ト ル イ ス

,
米 国) を涼加 した 液 ( u 視 M 添加浸潰液)

の 湛流を 開始 し, そ の 15 分後 に再 び E R G を記録 した . I ; P A M

涜加浸演液 の 港流開始15
､

1 8 分後 に E R G を記録 した 理由ほ ,

E R G 波形 の 定常化 に要す る時間な ら び に港流中 のI J P A M 添加

浸漬液に よ っ て 浸潰液容器内の 対照役演液が置換 さ れ る の に要

する時間を考慮 した こ と にある . 再度対照浸憤液の 藤流を開始

し, その 15 分後 に E R G を記録 した .

E R G 波形に お い て 上向きの 振 れ は 強膜側 に対す る硝子体側 の

陽性 を意味す る . a 披振幅 と して 基線 か ら a 彼の 底ま で の 垂 直

距離を測り, b 波振 幅 と し て b 彼 の 頂点 か ら a 波の 底 まで の 垂

直距離を測 っ た . 刺 激光の 開始時点 か ら a 波お よ びb 波 の 頂 点

に到 る まで の 時 間をそ れ ぞ れ a 波お よ びb 波 の 頂点潜時 と して

計測 し た. 律動様小波振幅の 計測は判寸ら
29)
の 計測法 に 準 じ た .

す な わち律動様小波 の 上 向きお よ び 下向きの 振 れを頂点常時の

短 い州別こそれ ぞれ 0 .
,
0 2

,
0 3 お よ び 0 .t , N l , N 2 , N 3 お よ び N 4

と呼 称す る と , 0 1 振幅 は a 波底 か ら 0 1 に 至る E R G 波形 と 基線

と の 交点 と N l を結 ぷ 直線まで 0 1 の 頂点 より垂直 にお ろ した線

分の 長さ で 示 され , 0 2 振幅 は N l と N 2 を結ぶ直線ま で 0 2 の 頂点

よ り垂直 に お ろ した線分 の 長さで示 さ れ た . 同様 に 0 3振 幅 は

N 2 と N こ} を結ぶ 直線まで 0 ニi の 頂点 より垂直 にお ろ した 線分の 長

さ で 示さ れ ,
0 ｡モ振幅 は N =- と N 4 を結 ぶ 直線まで 0 ｡ の 頂点 より垂

直 にお ろ した 線分 の 長 さ で 示さ れ た . 律動様ノJ ､ 彼 の 振幅 と し て

0 ､ , 0 2 , 0 =‡ , 0 ｡ の 振 幅の 総和 を計測 し た . だ だ し 0 ｡ が 不明 の

場合 に は 律動様小波 の 振幅 と して 0 1 , 0 2 , 0 :うの 振 幅の 総和を

用 い た . 律動様小波 の 頂点潜時と し て 0 , , 0 2 , 0 3 , 0 4 の 頂点

潜時 の 総和 を計測 し た . た だ し 0 ｡ が 不明 の 場 合 に は 律動様小

波の 頂点潜時と し て O l
,
0 2

,
0 3 の 頂点潜時の 総和を用い た .

本編 にお い て ほ
,
対 照浸演液と し て長l_

Ll
30

､

l

第ⅠⅠ液 ( 濃度単位

m M : N a C1 1 1 9 .5 0 , K C 1 3 .6 0
,
C a C 12 1 .1 5 , M gS O 4 1 .0 6

,
ブ ド

ウ糖 26 .0 0 , N a H C O :一 2 5 .1 0 お よ び N a H 2P O ., 3 .0 0 ) を用 い た .

5 . 統計学的検討

諸計測項目 に つ い て , 対照浸漬液瀧流中で の 値を10 0 % と し

て しP A M 添加浸演液激流中 で の 値を百分率 で表 し, そ の 平均

値を検討 し た . 対 照浸漬液港流中と しP A M 添 加浸横液潅流中

の 波形間の 平均値 の 有意差検定 に は 対応の あ る t 検 定を用い

た . 危 険率5 % 以 下 を有意と した .

Ⅰ . 硝子体内注入に よ る 横討

1 . 実験動物 お よ び 注入薬剤濃度

ウサ ギ用固形飼料 R M -3 (船 橋農場) に て予 じめ 1 週間以 上

飼育 し た体重 2 ～ 3 k g の 白色ウ サ ギ 10 匹を使用 した . 本実験

で は硝子体内注入前 の 眼底検査 にて 網膜 に異常 が認め ら れ た ウ

サ ギお よ び 硝子体内注 入前 の E R G 検査 に て 左右差 が明 ら か な

ウサ ギ (b 波板帽 に て20 % を超える 差) を用い な か っ た .

硝子 体内注 入 に際 し, しP A M 原 末を眼内港流液 ( オ ペ ガ
ー

ド
⑧
M A

, 千寿製薬, 大阪) で 溶解 して そ れ ぞれ 0 .1 m l あ たり10 ,

2 0 お よ び 9 0 /∠g の L P M を含む 硝子体内注人用薬剤を作成し

た . ちなみ に し m M の 水 に対す る溶解度 は 2
,
4 1 0 /J g / m l で あ

る . しP A M が 約1 .7 m l の ウ サ ギ の 硝子体内に均等 に拡散する と

仮定 し た 場 合
,
硝 子体内濃度 は そ れ ぞ れ 5 .9 , 1 2 お よ び 53

〃g/ m l と な る ･

2 . 硝子体 内注 入法

0 .4 % オ キ シブ プロ カイ ン ( ベ ノ キ シ
ー

ル
⑧
, 参 天 製薬) の 点

眼麻酔 を施 した 後 に, し 別 の 硝∃
'
･

体 内注 入 に よ る 眼圧 ヒ杵を

避ける目的で , まず球結膜 上 より_
ヒ直筋付着部を錦イ

･

で 固定 し,

角膜輪部より1 m l 用注射器 に接続 した27 ゲ
ー

ジ針 をそ の 切 りl｣

を角膜側 に向けて約4 m m 前 房内に 刺人 し, 0 .1 m l の 前 房水を吸

引排除 した . 次 に 上 直筋付着部を固定銀子 に て 固定 した まま の

状態で , 1 m 川] 注射器 に接続 し た27 ゲ
ー

ジ針 の 切 りr一
ほ 水晶体

側 に向け角膜輪部か ら 後方約2 m m で硝 了
･体腔 中央部にまで刺

人 し
, 頻剤 を緩徐 に注入 し た

=‖

＼ 被検眼 の 硝一戸体｢如 こは L P A M

を 溶解 した 注入 用薬剤 0 .1 m l を , 他眼 (対照眼) に は オ ペ ガ
ー

ド
⑧
M A ( 千寿製薬) 0 . 1 m l の み を注 人 し た . な お 薬 剤の 硝子

体内注 入後3 時間の･E R G 記録 の 終■r 時 に眼底検査を行 い , 眼底

に 出血ある い は 網膜剥離な ど薬剤注人 によ る 偶発症が 生 じて い

な い こ と を確認 した .

と こ ろ で
, 薬物を

一

眼 の 硝子体1軸二注入 し た後 に眼内か ら排

出さ れ た 薬物が 血 液 を 介 して 他眼 へ 移行す る可能性 が考え られ

る . 鳥崎 ら
32)

に よ る と塩酸 ロ メ フ ロ キ サ シ ン (l o m e n o x a ci n

h y d r o c hl o ri d e , L F I X ) を オ ペ ガ
ー

ド
⑧
M A ( 千寿製薬) に溶

解 し, そ の 0 .2 m l (2 0 0 〃 g) を 白色ウ サ ギ の
一

眼の 硝子体内に

投与 し, 投 与後 の LFI戊 投与眼 お よ び非投与眼 ( 他眼) に お け

る各眼組織内お よ び血清中L F u 〔漉度を測定 した と こ ろ ,
一 眼

の 硝子体内 に投与 さ れ た 薬物が他眼 の 網脈絡膜 に移行する割合



メ ル フ ァ ラ ン の 網膜 に お よ ぼ す影響

は, 投 与眼網脈絡膜薬物濃度の 高々 3/ 1 ,0 0 0 程度 で あ っ た と い

う. した が っ て薬 剤の 違 い は ある が , 本研究 にお け る硝子体内

注入 量で は 対照眼 の E R G に 与え る影響 は例えあ っ た と して も

極め て 少な い もの と推定さ れ る . ゆ え に本研究で は 同一-
一

個体の

･
一

眼に薬物を繕人 して 被検眼と し, そ の 溶媒の み を注 入 し た他

限を対照眼 と して薬物 の 網膜 にお よぼ す影響 を検討 し た.

3 . 電気 生理学的検討

0 . 5 % ト ロ ピ カ ミ ドと 0 .5 % 塩 酸 フ ユ ニ レ フ リ ン ( ミ ド リ

ン
@
p
, 参天 製薬) の 点眼 に よ り十分 な散瞳 を得 た後 に , 3 0 分

間の 暗川鋸邑を行 っ た . 2 5 m g/ k g の 塩 酸 ケ タ ミ ン ( ケ タ ラ
ー

ル
⑧
,
三 共) と 1 .7 m g / k g の キ シ ラ ジ ン 塩 酸塩 ( セ ラ ク タ

ー

ル
⑧
,
バ イ エ ル ,

レ バ ー ク ー ゼ ン
,
ドイ ツ) 混合液 の 筋肉内注

射に て白色 ウサ ギ を麻酔 し た . 銀 ■ 塩 化銀電極 N T -6 1 4 U ( lノヨ本

光電) を 生理 食塩水を満 た した1 0 m l 注 射筒の 中 に 置き, 注射

筒先端 か ら 生 理食塩水を満 た し た シ リ コ ン チ ュ
ー ブ ( 内 径

3 .5 m m ) を接続 した . さ ら に ウサ ギ用 に作製 した 開瞼器に こ の

シリ コ ン チ ュ
ー

ブを接続 し
,
チ ュ ー ブ の 先端 に自綿 を充填 し角

膜輪部上 に置 い た . 不 関電極と して 同様の 電極を便月ヨし, 剃毛

した頭頂部皮膚1E 中線 上 に置い た ( 図3) . こ れ らの 準備 は8 ル

クス の 暗赤色光 Ⅰ､ で 行 っ た .

E R G 用刺激装置は前項 ト 4 に同様で あ っ た . 刺激 光は レ ン ズ

T e s t C o nt r oJ

Fi g . 3 . R e c o r di n g c o n fi g u r a ti o n f o r th e i n
-

Vi v o E R G o f th e

r a b b its . I J P A M di s s oI v e d i n a O .1 m l - V e h i cl e w a s i nj e c t e d i n t o

u n il at e r al e y e s , T h e 鎚1l o w e y e s r e c ei v e d th e s a m e q
u a n tity of

th e v e h i cl e
,
S e rv i n g a s a c o n tr ol . T h e E R G s w e r e l e d o ff

th r o u gh A g -A g C l el e c tr o d e s i n th e c yli n d e r w ith sili c o n e

t u b e
,
fill e d a p h y si o l o gi c al s alt s o l u ti o n . T h e c o tt o n ti p s ,

i n s e r te d i n to th e sili c o n e t u b e , W e r e pl a c e d o n th e c o r n e al

li m b u s a n d th e h e a d . T h e E R G s w e r e r e c o r d e d 3 h r , 3 , 7 , 14

a n d 2 8 d a y s af te r a si n gl e
-

S h ot i n t r a vitr e al i nj e cti o n of L r P A M ･

4 3 1

にて 集光 さ れ た後 に, Y 字型硝子繊維束 を介 して 両眼に送 られ

た . 硝子繊維束 の 照射端 ( 直径4 m m ) は 両眼 の 角膜前方1 c m

に置か れ た . 角膜面照度 5 ル ク ス , 持続時間 5 秒の 単発矩形波

光 に よ り惹起 さ れ たE R G の b 披お よ び c 波
,
な らび に角膜面照

度5 × 10
ニー
ル ク ス , 持 続時間 500 ミリ 秒, 刺激頻度1/3 R z

:} :- -

の 矩

形波光に よ り惹起 さ れ た a 波 , b 波 お よ び律動棟小波を記録 し

た . a 波 , b 波お よ び c 波の 観察 に は ,
E R G 電位を直流増幅器

R M - 5 ( 日本 光電) に て 増幅 し , F M デ
ー

タ レ コ
ー

ダ
ー

N F R -

3 5 1 5 ( ソ ニ
ー

, 東 京) に 記録 し, 応答加算平均装置A m C -3 5 0

( 日 本 光電) と で 写 真撮 影す る と と も に ペ ン レ コ
ー ダ ー

W X 4 4 0 1 ( グ ラ フ ィ ッ ク , 東京) で摘 出 した . 律動梯小波の 観

察 に は
,
E R G 電位を時定数3 ミリ 秒の 交流増幅器A B -62 2 M ( 日

本光電) で 増幅した後 に応答加算平均装置A m C -3 5 0 ( 日 本 光

電) で10 回加算平均 した .

E R G 記録は 薬剤の 硝子体内注 入前, 注入 後3 時間, 3 日 = , 1

週目, 2 週目 お よ び4 週日に実施 さ れ た .

E R G 波形 に お い て 上 向きの 振れ は 閉篭極側 の 陽性を意味す

る . a 波 , b 波お よ び律動様小波で は振幅な ら び に頂点 捌寺を,

c 波で は振幅 を各測定時点ご と に計測 し た . E R G 各波の 計測リコ
ー

法は 前項Ⅰ に 同じで ある .

玩 一正 " E R G 波形 は刺激お よ び 記録条件を
一

定 に 保 っ て も記

録時毎の 電極の 位置
,
電極と 生体間の 電気抵抗 , 動物 の 全身状

態 な ど の 差 異に よ っ て 影響を受け得 る
:伸 :榔

. 長期 的に E R G を

記録す る際 には , E R G 波形に変化をもた ら しう る諸因子の 影響

を完全 に排除する こ と は不可能であり, E R G 記録の 慢性実験 に

お い て は E R G の 変化 に 関する有意性 の 判定が問題 と な る . そ

こ で ウ サ ギ E R G の a 波お よ びb 波板帽 にお い て 同
一

眼 の 口差変

動が左右眼 の 間 で の 相違よりも大き い と の 報告
:i5 一

に 鑑み , 片眼

を 被験眼, 他 眼を 対照眼と し て E R G を 左右眼 で比較 した . す

な わち各測定時 に記録 され た 対照脹の a 披 ,
b 披 , C 渡お よ び律

動様小波 の 振幅 を1 00 % と して ,
しP A M 注 入眼 の 上記諸波 の 振

幅 を百分率 で 表示 した .

艮期的に E R G を記録 した 場合の E R G 変 化のイJ
■

意件 の 判定 の

基準 に ほ 未だ 定見が な い . D e cl e r c q らL
i7 ■

に よ れ ばL
[

_
I 色 ウサ ギ

E R G に お い て a 波 お よ びb 波の /1ミ4 ([]艮で の 振帽差 の
､

ド均偶 はノⅠミ

眼 ま た はイ川艮の 振幅他 の 1 0
(
光, 以 卜

一

で あ っ た と い う . ま た

Z a c h a Ⅳ ら
=拍

はb 波板帽 が対照眼 の 振亜押) ヤ均伯の 86
(‰以 卜を

減少と判定 した . 本研 究で の 糾皮形の 振幅変化 に関す るイJ
■

意件

0 〕判定張準と して D e cl e r c q ら
廿

お よ びZ a c h a lγ ら
二M a) 報;

l

; な ら

び に硝j
'

一休内注入 と い う 手招 の 網膜 に対す る影響 を考ば して 各

披 の ± 2 0 (‰以 内 の 鵬幅変化を有意と み な さ な か っ た . a 披 , b

波お よ び律動様小波の 頂ノ黒馴 封二 お い てもl叶様 にt
ど

】
■

分率 を求め

て検討 した .

4
. 組織学的検討

ウ サ ギ月ヨ固形飼料 R M - 3 ( 船 橋農場) に て予 じめ 1 週 間以 1二

飼育 した 体重2 ㌦ 3 k g の 白色 ウサ ギ 鋸些 を用 い た . 硝子 体内注

入後4 週 目に E R G 記録を行 っ た 後 に, ウサ ギ を5 % ベ ン ト パ ル

ビタ
ー ル ナ トリ ウム ( ネ ン ブ タ ー ル

㊥
, 大日 本製薬, 大阪) の

静脈内注射 で屠殺 し
,
直ち に 眼球 を摘 出 し た . 摘 出眼球 を

2 .5 % グル タ
ー ル ア ル デ ヒ ドー リ ン 酸横衝液 に約20 分 間浸演固定

した 後に
,
眼球赤道郎 に沿 っ て 眼球を二 分 した . 眼球後棒部側

を10 % ホ ル マ リ ン液 中に 固定 ･ 保存 し, エ タ ノ
ー ル 系列 に て

脱水.
しパ ラ フ ィ ン に色艶 した . こ れを オス ミ ウ ム 酸 で 後固定後

に エ ポ キ シ樹脂 に包捜 し1 〃 m の 厚 さ に 薄切 し, 1 % ト ル イ ジ
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ン 青で 染色 し て光学顕微鏡 にて 観察 した . さ ら に 超薄切片 を作

製 し て酢酸 ウ ラ ン ･ ク エ ン 酸鉛 にて 染色 し, 透過 型電子顕微鏡

に て観察 した .

成 績

Ⅰ . 摘出眼杯 E R G に よる検討

1 . ウサ ギ 眼 にお ける検討

図4 にI , ･P A M l O F L g / m l 添加浸墳液港流 に よ る E R G 変化 を

示す. 図4 の 最上 方 の 波形 は し M 添加前の 対照波形を示す .

二 番目の 波形 は しP A M 添加浸潰液潅涜中の 波形を示す . 三 番

目 の 波形 は しP A M を添 加 して い ない 浸潰液の 港流 に再 び戻 し

た1 5 分後 の 波形を示す . 左 方 の 波 形は 直流増幅 に て 記録 さ れ

た a 波お よ びb 波 を示す . 右方の 波 形 は時定数3 ミ リ 秒 の 交 流

増幅に て記録 され た律動様小波を示す . I J P A M l O f L g / m l 添

加 群 ( 白色 2 眼, 有 色 5 眼) で は , a 披 , b 波お よ び 律動様小

波 の 振幅お よ び 頂点潜時 に は有意な変化 は み ら れなか っ た ( 図

5) .

図6 にL , P A M 4 0 f L g / m l 添 加浸潰液港流 に よ る E R G 変化 を

示す. し M 4 0 〟 g / m l 涼加群 (白色1 眼, 有色2 眼) で は ,

a 波 , b 波お よ び 律動棟小波 の 振幅お よ び 頂点潜時 に ほ有意 な

変化は み ら れ なか っ た ( 図7) .

図8 に L P A M 5 0 FL g / m l 添 加浸潰液湛流 に よ る E R G 変化 を

示す. I J P A M 50 iL g / m l 添加群 (白色 1 眼, 有色 2 眼) で は ,

a 波お よ び律動様小波 の 振幅は有意 に変化 しな か っ たが ､ b 波

振幅 は有意 に低下 し た ( p < 0 .0 5) . b 波振幅の 変化 は村照液 の
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-
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2
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再 瀧流後 に回復 し, 変化 は 可逆的であ っ た . a 波 ,
b 波お よび

律動様小波 の 頂点潜時は有意 には 変化 しなか っ た (図9) .

2 .
ヒ ト眼に お ける 検討

国10 にI / P A M l O Fl g / m l 涼加浸潰液港流 に よ る E R G 変化を
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メ ル フ ァ ラ ン の 網膜 にお よ ぼす影響

示す. L-P A M l O FL g / m l 添加群 ( 3 眼) で は ,
a 波

,
b 波お よ

び律動様′J ､ 波 の 振幅 お よ び頂点潜時に は 有意 な変化は み られ な

か っ た (図11) .

図12 にl ] P A M 4 0 p g / m l 添加浸潰液港流 に よ る E R G 変化 を

示す.
I J P A M 4 0 FL g / m l 添加群 ( 3 眼) で は ,

a 波 , b 被お よ

び律動様小波の 振幅お よ び頂点潜時 に は有意な変化 はみ ら れな
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か っ た ( 図13) .

Ⅱ . 硝子体内注入 によ る検討

1 . しR 軋M l O /J g 硝子体内注入群

記録 した E R G の 典型例を図14 , 図15 お よ び 図16 に示 す. a

披 , b 波 , C 波 お よ
.
び律動梯小波の 振幅 ( 図17 , 1 8) お よ び a 波 ,

b 波お よ び律動様小波 の 頂点洒時 ( 図17 , 1 8) に は 注入後4 週
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目 まで ど の 時点 に お い て も対照限 と L - P A M 注 入眼 と の 間で 有

意差 は な か っ た .

光学顕微鏡お よ び電子顕微鏡 で ほ網膜組織像 に異常は み られ

な か っ た ( 図19
,
2 0) .

2 ･ L P A M 2 0 /∠ g 硝子体内注入群

一記録 し た E R G の 典型例 を図21
,
図22 お よ び 図23 に 示す . a

A L - P A M ir r lg a tio n
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頂点潜時 に は明 らか な変化 はみ られ なか っ た ( 図24 B) . c 波板
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Lat e n ⊂y O †lh e o s ⊂川al 叩 p Ot飾 血I s

- 1
一 一 一 卓 =--■~~ ← ~~ ｢一

一

･ 主
(

鼻
一

旦
賢
蔓
芯
U
】

む

d

聖
r

葛
一

里
∝

開

棉

∽

A m p 仙 d e o f th e o s く;ll at o r y p
ot e n 鳳 s A m p m u d e of l h e く- W a V e

0 3 3 1 2 4 0 3 3 1 2 4

w 0 0k s W 0 0k g

Fi g . 18 . C h a n g e s o f th e l a te n c y a n d a m plitu d e of
th e o s cill a to r y

p o t e n ti al s (朗 a n d ch a n g e s o f th e a m plitu d e of th e c
-

W a V e (B)

i n d u c e d b y a n i n tr a vit r e al i nj e c ti o n o f l O ,[} g L- P A M i n 3

r ab b its . S ti m u l u s i n t e n si ty w a s 5 × 10
=1
1 u x at th e c o r n e a i n A

a n d 5 1 u x a t th e c o r n e a i n B . T h e s a m e s y m b oI s in di c a t e th e

s am e r a b b its in th i s 負g u r e a n d Fi g .1 7 . O th e r c o n diti o n s w e r e

th e s a m e a s i n Fi g .1 7 .

Fi g . 1 9 . Li gh t m i c r o g r a p h of th e r e ti n a of a r ab bit 4 w e e k s a丑e r

a n i n tr a vi tr e al i nj e c ti o n o f l O Fl g しP A M ･ N o a b n o r m al

c h a n g e s w e r e ob s e r v e d i n t h e r eti n al s t ru
Ct u r e ■ T ol uid i n e bl u e

s tai n . M a g ni 鮎 ati o n ,
× 2 5 0 ･ O N

,
O u t e r n u Cl e ar 1 a Y e r; IS , i n n e r

s e g m e n t; O S , O u t e r S e g m e n t; P E , r et
i n al pi g m e n t e pi th eli u m ･



4 3 6 上

Fi g . 2 0 . E l e c tr o n m i c r o g r a p h o f th e r e ti n a of a r a b bit 4 w e e k s

af[e r a n i n tr a vi t r e al inj e c ti o n of l O FL g しP A M . U r a n yl a c e t a te

a n d l e a d citr at e s tai n . N o a b n o r m al ch a n g e s w e r e ob s e rv e d i n

th e r e ti n al st ru Ct u r e . M a g ni丘c a ti o n , × 6 6 0 0 . IS , i n n e r s e g m e n t;

O S
,
O u te r S e g m e n t; P E , r e ti n al pi g m e n t e pith eli u m .

L - P A M

U

O

琶
息
u

〓
む

仁
和

¢

∈
F

B 8f o r o

旧J O¢tio n

3 h r

3 d ay $

1 w e ek

2

4

〝

～
u
､ ､

へ ･
-
叫

Y
′ ノ へ

ヨ
1m V

Fi g ･ 2 1 ･ E 飴 c ts of an i n tr a vit r e al i nj e cti o n of 2 0 f L g しP A M o n

th e E R G s of a r ab b it . T h e a m plitu d e s o f th e a
-

a n d b -

W a V e S

W e r e d e c r e a s e d 3 d a y s a fte r i nj e cti o n . F o r o th e r r e c o r di n g

P a r a m et e r S S e e th e l e g e n d f o r F ig .1 4 .

u
O

琶
旦
言

論
宅
=
芦
戸

B ¢fo r e

C o n t r o ]

′
〆 叫

＼

三_三キミ二≒
J .

′ へ }
J ′
′ へ

J ′
岬

へ
＼

仙
_ J /

一 小
~ ~ 【 ~

､
､
､
､
､ ～ 小

L - P A M

ソ
′

二＼ ＼

= ｣
50 …

2 $ 8 C

呵 郎tlo n
" ■

1

3 h r

3 d ay s

I w e e k

2

4

Fi g ･ 2 2 ･ E ff e c ts of an i n t r a vitr e al i nj e c ti o n o f 2 0 FL g I / P A M o n

th e E R G s o f a r a b b it . T h e a m plit u d e of th e c
-

W a V e Sli gh tl y

di m i ni sh e d i n 7 d a y s afte r i nj e c ti o n a n d r e c o v e r e d th e r e a丑e r .

F o r o th e r r e c o rd i n g p a r a m et e r s s e e th e l e g e n d f o r Fi g .1 5 .

U
O
. 【

ち
盟
じ

こ
む

慧
む

∈
芦

琵≡品｡
一
､ ⊥ ノ

へ
へ へ / 仙

ノ
}

＼
一 1
- ヘ
ノ

3 h r _ - ′へ ノ ｣ ノ
ー

ー ノ
､ へ 一 ＼

～

3 d ay s
人 _

､ ノ
､ ′ ＼ 一 -

､
_

1 w e ｡k J ＼ -

､ - - ･
､ .
･ _ 八

へ ~
~ ~ ′

､

二≡｣ 1

Fi g ･ 23 ･ E ff e c t s of a n i n t r a vit r e al i nj e c ti o n o f 2 0 F L g I J P A M o n

th e o s cill at o r y p o t e n ti al s of a r a b b it . T h e a m plit u d e o f th e

O S Cill a to r y p o te n ti al s w a s si g ni B c a n tl y d e c r e a s e d 3 d a y s a ft e r

i nj e c ti o n . F o r o th e r r e c o rd i n g p a r a m e te r s s e e th e l e g e n d f o r

Fi g .1 6 .

A
L a. e n c y ｡ f . h e a- W a V e

B L at ｡ ｡ Cy ｡ f t h e b-W ｡ V e

(

夢
)

乱
帽
l

u

む
U
｣

乳

聖
葛
一

q
∝

1 之0

1 0 0

8 0

1 5 0

0

印

短髪≡≡き【璧‡≡≡
Am p】托u

d e of t h e a- W a V e

¢ 3 3 1

W 朗 b

¶ m e 8 代 e r 呵 O Cti o n

A m p lit u d e of t h e b ･ W a V e

定
三三三

0 :1 3 1 2 4

w e e k 8

T l m e 8 鵬 r i nj o G ti o n

Fi g . 2 4 . C h a n g e s of th e l a te n c y a n d am Plitu d e of th e a
N

W a V e (朗

a n d th e b - W a V e (B ) i n d u c e d b y a n i n t r a v it r e al i nj e c ti o n of 2 0

iL g I ] P A M i n 4 r ab bit s ･ D a ta fr o m e a c h r a b b it w e r e ill u str at e d

b y d iff e r e n t sy m b oI s (⑳ ,
▲
,
由
,
Ⅹ) . T h e s am e S y m b oI s i n di c a te

th e s a m e r ab b it s i n th i s 丑g u r e a n d Fi g .2 5 . O th e r c o n diti o n s

W e r e th e s a m e a s i n F i g . 1 7 .



メ ル フ ァ ラ ン の 網 膜に お よ ぼす影響

L at e n ⊂y Of t h e o s ⊂i " a
t
o r y p o
t e nIl a (S

(
【

罫
)

U
ロ

β
u

¢
U
】

¢

d

¢
>

宇

和
l

¢

∝

00

5 0

A m plit u d e of t h e D S ⊂itl at o ｢y p ot e nt i aI s

B
A m p l血 d e o f t h e ⊂- W a V e

≒ニき 二三

0 3 3 1 2 4 0 3 8 1 2 4

w 0 0 k さ W ¢O k 8

Fi g . 2 5 ･ C h a n g e s of th e l a te n c y a n d a m plitu d e
of th e o s cill at o r y

p o te n ti al s ( 刃 a n d ch a n g e s of th e am plitu d e of th e c
- W a V e (B )

i n d u c e d b y a n i n t r a v it r e al i nj e c ti o n of 2 0 FL g しP A M i n 4

r a b bit s . T h e s a m e s y m b oI s i n d i c a te th e s a m e r a b b its i n th i s

fi g u r e a n d F i g .2 4 . O th e r c o n d iti o n s w e r e th e s a m e a s i n

F i g s .1 7 a n d 1 8 .

Fi g . 2 6 . Li g h t m i c r o g r a p h of th e r e ti n a o f a r ab bit 4 w e e k s a fte r

a n i n t r a vitr e al i nje c ti o n of 2 0 FL g I J P A M ･ M ild d e g e n e r ati o n

a n d i r r e g ul a rit y w e r e o b s e rv e d i n th e o u t e r s e g m e n t s ･ O N ,

O u te r n u cl e a r l a y e r; IS , i n n e r s e g m e n t; O S , O
u t e r S e g m e n t ･

M a g ni R c a ti o n , × 20 0 . 0 th e r c o n diti o n s w e r e th e s a m e a s i n

Fig . 19 .

4 3 7

て にお い て 減弱 し, そ の 後回復傾向は なく注入後4 週目に は33

､ 5 7 % と 有意に減弱 した ( 図25 A) . 律動様小波 の 頂点潜時に

は明 らか な 変化 は み られ なか っ た (図2 5A) .

光 学顕微鐘で は 網膜内層に明 ら か な 変化 は み ら れ な か っ た

が
,
外顆粒層の 細胞数の 減少, 祝細胞内節の 大小不同性, 視珊
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胞外節 の 配列の 不整
･ 崩壊が 認 め ら れ た ( 図26) . 電子 顕微鏡

で は視細胞外節 に高電子密度の 変性物質が み ら れ ラ メ ラ 構造 は

わずか に認 め ら れ る の み で あ っ た . 網膜 色素 上皮細胞で は滑面

小胞体 な ど細胞質内小器官 の 変性 ･ 崩壊が み ら れ た ( 図27) .

3 . L P ÅM 9 0 /ノ g 硝子体内注 入群

記録 した E R G の 典型例を図28 , 図29 お よ び図30 に 示す. 注
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人後3 時 間で は E R G 各波 に は 明 ら か な 変化は み ら れ な か っ た

が , 注入 後3 日 目に は 各波 の 振幅 は著 しく減弱 ま た は消失 した .

そ の 後 も回復傾向 は な く注 入後4 週 に は c 波 の
一

部 を除 い て

E R G は消失 した ( 図31 , 3 2) .

光学顕微鏡お よ び 電子顕微鏡に お い て 網膜外層を構成す る細

胞要素の多く が消失 して お り, ミ ュ ラ
ー 細胞突起が伸展 し細胞

消失部位 を置換 し て い た .
ミ ュ ラ ー 細胞 の 細胞質は滑面小胞体

,

細線維, グリ コ
ー

ゲ ン顆 粒を有 し
,
しば し ばリ ビ ド顆粒や高電

子密度の 顆粒状物質を保有 して い た . 視細胞外節 に無数の 高電

子密度物質 を含む ミ ュ ラ
ー

細胞が み ら れ , それ らが ブ ル ッ フ 膜

を穿破 して 脈絡膜 へ 進入 して い た . ブ ル ッ フ 膜 内の そ れ らの 細

胞突起は滑面小胞体, 細線維な どの 特徴 か ら ミ ュ ラ
ー

細胞 と同

定さ れ た ( 図33 , 3 4) .

考 察

近年 の 検診制度 の 充実 お よ び医療情報提供 に よ る 早期受診,

さ ら に は 画像診断 の 精度向上
d ) l l‖

に よ る 的確 な 早期診断 に よ

り網膜芽細胞腫 に保存療法を施行する機会が増加 し て い る
5- 7 一

枚射線療法, 光凝固療法, 光線力学的療法, 冷凍療法 , 化学療

法な どの 従来の 保存療法 の 限界を克服す る目的で眼球温熱化学

療法が考案 さ れ た
1 肛■

. 網膜 芽細胞腫 に対す る眼球温熱化学療法

は臨床的 に は放射線外照射後 の 再発腫瘍 や硝子体播種 な どを適

応と して 現在実施 され て い る
27 ′:-t '

＼ しn Ⅶ丑選択的眼動脈注入 で

は バ ル
ー ン カ テ

ー

テ ル を 使 用 し て S e l d i n g e r 法 で L-

M l O m g / m
2

( 体表 面積) を選択的 に眼動脈 に注入 し そ の 直

後に眼球 を加温 して い る
=拙

. 硝子 体内注 入 で は30 G 針 を使 用 し

て経結膜的 に毛様体扁平郎か ら L - P A M を4 ､ 8 /L g 住 人 しそ の

後に眼球 を加温 して い る
:伯ノ

.

眼球 温熱化学療法 にお い て 金子 ら
Ⅰ!J‥■ 2 7 - 二i～=

が しP A M を 選ん だ

理由は, 二 重軟寒 天培地 で の 網膜芽細胞腫の コ ロ ニ イ
ー

･ ア ッ

セイ に よ る抗腫瘍剤感受性試験の 結果
抑
によ る . すな わ ちL -

P A M
,
ア ド リ ア マ イ シ ン( d o x o r u b i c i n ) , マ イ ト マ イ シ ン

C( m i t o m y c i n C ) , シ ス ー ジア ミ ン ジ ク ロ ロ プ ラ チ ナ(II) (ci s -

di a m m i n e d i c hl o r o pl a ti n u m ) , ア ク チ ノ マ イ シ ン D( a c ti n o m y ci n

D) , ニ ム ス ナ ン( ni m u s ti n e) , ペ プ ロ マ イ シ ン(p e pl o m y ci n) , ビ

ンク リ ス チ ン(vi n c ri sti n e) , ブ レ オ マ イ シ ン(bl e o m y ci n) , 5 - フ

ル オ ロ ウ ラ シ ル (5 - fl u o r o u r a cil , 5 - F U ) , メ ソ ト レ キ セ イ ト

( m e th ot r e x at e) お よ び ダ カ ル バ ジ ン(d a c a r b a zi n e) の 1 2 種 の 杭膿

瘍別の う ち しP A M が 最も強ノ｣ な コ ロ ニ イ ー 形成 阻止ノブを 呈し

たか ら で あ る■
l '̀ '

. すな わ ちL - P A M O .4 /L g/ m l で は 摘山眼 よ り

得られ た 網膜芽細胞膜細胞13 例 の う ち12 例 (92 % ) で コ ロ ニ

イ
ー 形成が 阻止 され , 4

′
∠∠ g/ 11 11 で は 仝例で 阻止 さ れ た

-1 ト

. ま た

培養系網膜芽細胞腰細胞V 79 を用い た 感受性試験 にお い て もし

M が 最も有効であ っ た■
l`-

＼ 4 2 ℃
,
1 時間の 加温を併用 した場

合には L アA M の コ ロ ニ イ ー 形成阻止ノブが さ ら に増強 した
ご7

＼

網膜芽細胞腫 に対 して 有効 な薬剤 を模索す る研究 は 以 前よ り

な され て い る . K y rit si s ら
41 )

は網膜芽細胞腫細胞Y - 7 9 を用 い た

培養実験で酪酸塩 (b u t y r at e) , レ ナ ノ
ー ル ( r eti n ol) お よ び レ

チ ノ 酸 ( l
･

e ti n oi c a cid) が 細胞増殖 を抑制す る こ と を報告 した .

とく に酪酸塩0 .5 m M と レナ ノ 酸50
′

" M の 併用 が 最も有効 であ

っ た とい う
41)

. また H a w a rd ら
42)
は網膜 芽細胞腰細胞Y -7 9 を用

い た培養実験 で酪酸塩 ナ トリ ウ ム ( s o di u m b u ty r a te ) と ヒ ドロ

コ ー

チ ゾ ン (h yd r o c o r ti s o n e) の 併用 が 有意 な細胞増殖抑制を

示したが
, 網膜 芽細胞膜 ヌ

ー

ドマ ウ ス モ デ ル に上 記2 剤 を投与

して も腫瘍増殖 は阻止 さ れ なか っ た と報告 した . さ らに
,
ビタ

ミ ン D が マ ウ ス の 皮下 に移植さ れ た網膜芽細胞腰細胞V 79 の 成

長 を抑制 し壊 死 を もた らすが , ビタ ミ ン D 自体の 毒性 が 緩和さ

れ れ ば 網膜芽細胞腫 に対す る有用な化学療法剤となる と の 報告

が あ る 仙
1̀5 )

. 同様 に ビタ ミ ン D 3 を網膜芽細胞艦 の 遺伝子組

み替え マ ウス の 腹膜内に注入 し たと こ ろ, 用量依存的に腫瘍の

成長 お よ び拡大を抑制 し た と の 報告もあ る
小机

. 以 上 の よう に

種 々 の 薬剤 の 網膜芽細川包腺 に対す る有効性 が検討 さ れ て い る

が , 著者の 知る 限り, 網膜芽細胞膿 に対する抗腫瘍剤の 感受性

試験の 報告と して はI n o m a ta ら
仰
の 報告 が唯-

･

で あ る .
こ の 報

皆
湘
に 基づ い て 臨床で 実施さ れ て い る 眼球温熱化学療法の 安全

性 に関する基礎的研究 と して , 本研究 で は まず しP A M の 網膜

にお よぼ す影響を E R G お よ び組織学的所見に よ っ て検討 した .

薬 剤の E R G にお よ ぼ す影響 を実験的 に検討する際の 薬剤投

与法 は, 摘出眼杯を浸す浸潰液に被験薬剤を与え る方法 (摘出

眼杯港流法) お よ び生体眼の 硝子体内に被験薬剤 を注入す る方

法 (硝子体内注入法) に大別さ れ る . 摘 出眼杯檻流法 の 利点 は

摘出網膜標本 に薬剤 を含有す る浸潰液を直接作用 させ うる の

で
, 薬剤濃度 を随意 に しか も精密 に規志する こ と が可 能 であ る

こ と
, 可 逆的な変化を観察 しうる こ と な ど であ る. しか し 反面,

摘 出眼杯激流法 で は 浸潰波は電解質組成, 温度, pI l な ど の 点

で生 理 的環境 と は い い 粗く, 加えて 眼圧 や 血 流が 存在 しな い 点

で も非生 理 的で あり
,
薬剤の 作用が 生体内 にお ける場合と異な

る こ と が あり え よう . さ ら に摘出眼杯潅流法で は薬剤の 網膜に

対する急性毒性 を検討 しう るが
,
長期 にわ たる 影響の 検討は不

可能である . 1･-- 一 方
,
硝子体内注入法で は薬剤の 服内濃度の 変化,

網 膜 に お け る薬剤の 蓄積性 お よ び 血 流 の 影響 な どの 点 に お い

て
, 摘 出眼杯潅流法に比 べ より生 理 的で あり, 薬剤の 網膜に 対

する慢性的影響 を観察 しう る. ま た硝子体内注入法で は 片服の

み に 被験薬剤を注人 して他眼 を対照 に用い る こ と が で きる . し

か しそ の 欠点 と して は, 実際 に網膜 に接す る英剤濃度は住人 の

速度や方向お よ び 硝子体の 多寡 な ど によ り一
一

定 しな い こ と で あ

る . 以
_
とよ り 本研究で は摘出眼杯湛流法と硝--｣

二体内法人 法の 両

方の 結果を勘案し て しP A M の 眼内許容濃度を決定 し た.

また 英別の 網膜毒性を調 べ た 報知 二お い て ,
E R G 所見と 網膜

の 電イ･顕微鏡所兄と の 間の 対応閲イ系が指摘 され て お り , 電ナ顕

徴税所見 にて 呉常 を
■

土ゝ す る 桐脹 の 状態 で は E R G 呉常も検吊 さ

れ
,
E R G 検査 は哉イー踊微損検査と同程度あ る い はそ れ 以 仁に 鋭

敏で あ ると 考えられて い る･
i 卜 17

■

摘 I
[

11 限杯 激流はで は L P A M lO /L g/ m l お よ び40 /1 g / r nl は ウ

サ ギ お よ び と 卜摘‖川艮杯E R G U〕 a 波 , b 被お よ び律動様小波の

振幅お よ び頂点潜‖寺に影響 を及 ぼ さ な か っ たが ( 図4 , 5 , 6 , 7 ,

1 0
,
1 1

,
1 2

,
1 3)

,
5 0 /L g/ m l ほ ウサ ギ 摘出 眼杯E R G に お い てb

波振幅を有意に低下 させ た ( 図8 , 9) .

硝･[
･

体内注入 法で はI J P A M 90
,

l L g 注 入 で E R G が 消失 しか つ

網膜組織が著 しく破壊さ れ て い た ( 図31
,
3 2

,
3 3 , 3 4 ) . 硝 子

体内に注人 され た しアA M が約1 .7 m l の ウ サ ギ の 硝子体内に均等

に拡散 され る な ら ば ( 以~~ H 司様) , 9 0
.
" g 硝 子体内注 人で はL -

P A M の 硝子体内偵度は ほ ぼ 53
′
′∠ g/ m l に相当する の で , 上記の

所 見 は摘出眼杯 E R G の 結果 ( 図8 , 9) に よ く 対応す る . L 一

別 2 0 /∠g 硝子体内注入 で は a 披 , b 波 ,
C 波の

一

部お よ び 律

動様′ト波が 減弱 し, 網膜組織 の
一

部 に変性像が み られ た ( 囲24 ,

2 5
,
2 6

,
2 7) . L ゼÅM 2 0 /∠ g 硝子体内注入量で は 硝子体内濃度

は ほ ぼ 12 FL g / m l に 相 当す る が , 摘 出眼杯 E R G は L - P A M l O



4 40 上

〃g / m l 磋流 で は変化 しなか っ た ( 図4 , 5 , 1 0 , 1 1) ･ した が っ

てI ; P A M 2 0 FL g 硝子 体内注入 の 結果 は摘出眼杯 E R G の 1 0

〃 g/ m l 潅流 の 結果 と
一 見符合 しない よ う に み える ･ しか し摘

出限杯 E R G で は L - P A M を 添加 し た 浸潰液を15 分 間港流 して

E R G を記録 して い る の で , 網膜 に対す るL rP A M の 急性 毒性を

検討 して い る が 慢性毒性を検討 して い ない , L P M 2 0 /∠g 硝子

体内注入 で E R G の 振 幅減弱が み ら れ た の は硝子体内注入後3 日

日以 降で あり (図21 , 2 2 , 2 3 , 2 4 , 2 5) , こ の 変化 は しP ÅM の

網膜 に対す る慢性 の 影響 を反映 して い る と 考えら れ る . しアA M

2 0 /∠ g 硝子体内注 入 で は c 波板 幅 に 回復傾向が み られ た ( 図

25 B) . c 波の 主 な発生母体 は網膜色素上皮細胞 にあり, 網膜 色

素上皮細胞 の 組織学的変化が細胞内小器官の 変性 に と ど ま っ た

( 図27) た め振 幅が 回復した と考え ら れ る . L R 如M l O 〃 g 硝子

体内注入 で は E R G , 光学顕微鏡所見 お よ び 電子顕微鏡所見で

は網膜 に対す る影響 は み ら れ なか っ た ( 図17 , 1 8 , 1 9 , 2 0) .

こ の 注 入量 で は 硝子体内膿度 は ほ ぼ 5 .9 〃 g/ m l と推 定 さ れ ,

10 F L g/ m l I . r P A M で は E R G が 変化 し ない と い う摘出眼杯 にお け

る成績 ( 図4 , 5 , 1 0 , 1 1) と 矛 盾せ ず, この 程魔 の 注入 量で は

慢性実験 に お い て も網膜毒性は少な い と 考えら れ る .

I / P A M の 網膜 に お よ ぼす組織学的影響 に関し て ,
I / P A M 2 0

/ 噌 硝子体内注入 で の 電子顕微鏡所見 ( 図27) に み ら れ る よう

に
,
網膜色素上皮細胞 が障害 され る と視細胞外節 は網膜色素

上皮細胞に よ っ て摂取 さ れ ず高電子密度の 変性物質と し て網膜

下 に蓄積 さ れ る . さ ら に しP A M 9 0 /` g 硝 子体内注入で の 光学

顕微鏡 お よ び 電子顕微鏡所見 (図33 , 3 4) にみ ら れ る よう に ,

高電子密度 の 変性物質は崩壊 し た視細胞内節と とも に ミ ュ ラ
ー

細胞突起で置換 さ れ , 不可逆的な著 しい 変化が 生 じて い た .

しP A M の 網膜毒性 に関 して は こ れ まで に他 の 報告 はない . そ

こ で本研究 の 成績 と他 の 抗腫瘍剤 に関す る報告 と を比較 して み

る . 抗鹿瘍剤 の 眼球 へ の 投与 に つ い て は, 悪性腫瘍 に対す る治

療 より は む し ろ増殖性硝子体網膜症 に対す る薬物療法の ひ と っ

と して の 硝 子体内投与 が検討され て お り, その 基礎的研究 と し

て 抗腫瘍剤の 網膜毒性 に関 して 以下 の よう に い く つ か の 報告が

あ る. P ey m a n ら
48)
は 白色 ウ サ ギ を使用 して 抗腫瘍剤を硝子体

内 に注 入 し, 網 膜 の 光学顕微鏡所見お よ び E R G 所見 を 指標 と

し て網膜 に影響をお よぼ さ ない 硝子体内投与量を報告し た . す

な わち ビ ン ク リ ス チ ン 0 .0 4 / ∠g , ア ドリ ア
マ イ シ ン 5 〃g ,

シス

プ ラ チ ン ( ci spl ati n ) 0 .1 /j g , ダク チ ノ マ イ シ ン (d a c ti n o m y ci n)

0 .0 5 FL g , 硫酸 ブ レ オ マ イ シ ン 15 /1 g , エ トポ シ ト ( e t o p o sid e)

7 5 FL g ,
マ イ ト マ イ シ ン 2 p g お よ び シ タ ラ ビ ン ( c yt a r a b i n e )

3 0 〃 g の 硝子 体内注 入 は網膜 に影響を お よ ぼ さ なか っ た と い

う
4 B)

. ま た ダ ウ ノ ル ビ シ ン ( d a u n o r u b i c i n ) に 関 し て は ,

S a n t a n a ら
4 9)

に よ る と有色 ウ サ ギ 硝子体内 に ダウ ノ ル ビ シ ン 1

～ 8 5 n m ol を注入 し
,
検眼鏡所見

,
E R G 所 見

,
光 学顕微鏡所見

お よ び電子顕微鏡所見に て 網膜毒性を検討 した と こ ろ, 増殖性

硝子体網膜症防止 に有効 な濃度 ( 9 n m ol) で は 検眼鏡所見 ,

E R G (b 披) 所見お よ び光学顕微鏡所見で は異常を認めな か っ

た が
,
電子顕微鏡所見で は視細胞外節 にわずかな異常をきた し

た と い う.
Ⅲ1 a W ly ら

50)

に よ ると 硝子体内に線維芽細胞を注入

して作成 した増殖性硝子体網膜症の ウサ ギ眼 にお い て , ダ ウノ

ル ビシ ン 15 n m ol を線維芽細胞 と同時に注 入する か ,
また は 線

維芽細胞性入3 日 日 に ダ ウ ノ ル ビ シ ン 10 n m ol をまず注 入 しそ

の 4 時間後に さ ら に5 n m ol 注入 した場合 に は増殖性硝子体網膜

症に お ける網膜剥離 の 予防に有用で あっ た とい う . た だ し線維

芽細胞注 入3 日 日 に1 5 n m ol を注 入 した 場合 に は 無効で あ っ た

と い う
50 一

. さ ら に W i e d e m a n n ら
51一

に よ る と ヒ ト眼で 外傷後 の

重篤な増殖性硝子体網膜症 の 治療 に お い て ダ ウ ノ ル ビ シ ン

7 .5 /ノ g/ 皿1 を硝子体切除術後1 0 分間湛流 し た と こ ろ , 1 5 症例す

べ て に お い て視力 は改善 し検眼鏡所見 お よ び 蛍光眼底所見に お

い て網膜毒性 は認 め ら れ なか っ た と い う . 5 - F U を用 い て増殖

性硝子体網膜症 を抑制 し よう と する試 み は 早く より な され て き

た . S t e r n ら
52)
に よ る と 水晶体切除術お よ び 硝子体切除術 を受

けた ウサ ギ 硝子体腔 へ の 5 - F U O .5 m g の 2 4 時間毎7 日 間注入で

は
, 検 眼鏡所見, E R G 所見, 光学顕微鏡所見 お よ び電子顕微鏡

所見に て網膜毒性 は認 め られ なか っ た . しか し5 - F U l .2 5 m g の

1 2 時間毎4 日間お よ び24 時間毎3 日間注 入 で は E R G の b 淡 は消

失 し 回復せ ず
,
視細 胞外節 と リ ボ ソ ー ム は 消 失 した

52}

. また

5 - F U l .2 5 m g の 2 4 時 間毎7 日 間注入 で は E R G の b 波 は 減弱 した

もの の 回復傾向を示 し, 視 細胞外節 と リ ボ ソ
ー

ム は一
一

時消失し

た が 5 週後 に は ほ ぼ正 常 に 回復 した
52)

. N a o -i ら
53)
は 白色 ウサ ギ

摘出限杯 に お い て E R G を指 標 と し て5 - F U の 網膜毒性を検討し

た . す なわ ち 5 - F U 海流 液内濃度 が 10｢.
7

g / m l , 1 0J
l i

g / m l ,

1 0~ 5 g/ 皿1 で は E R G の b 波板 帽 に は 有意 な変化 は み ら れ なか っ

た が
,
1 0~ 4 g/ m l で は60 分 後 にb 波振幅 は対照の 約60 % に減弱

し
,
1 0■

3

g/ m l で は 約40 % に減弱 した
5:"

. 5 - F U 港流 液内濃度が

5 ×10】
3

g/ m l で はb 披 は港流後3 分以内 に消失 した が ,
5 - F U を

添 加 して い ない 港流液 に戻 し た と ころ ほ ぼ1 時間で b 波振幅は

5 - F U 添加前 の 振幅の 約90 % に 回復 し た
53 }

. 以上 の よ う に抗腫

瘍剤の 網膜 に対す る安全濃度は各薬剤 にお い て か なり相違する

こ と が わか る .
L P M に 関す る 本報 の 成績 は硫酸ブ レオ マ イ シ

ン
48)
と ほ ぼ 近似 し て おり ,

ま たI J P A M は少 な く と も5 - F U
5:l)

よ

りも網膜に村す る毒性 は強 い と考えら れ る .

選択 的 に限動脈 に注入 さ れ た L - P A M が 網膜 に 作用す る に は

血 液網膜関門を通過す る必要が ある . 網 膜芽細胞腫の 症例 にお

ける蛍光眼底検査で も認 め ら れ る よう に
54)

,
腫瘍 部分で の 蛍光

色素の 漏出は著 しく, ゆ えに血 液網膜関門は腫瘍部分 で は強く

破壊 さ れ て い て 正 常眼組織 の 状態と は 大きく異 な る こ と は容易

に推定 でき る. 5 - F U と ブ レ オ マ イ シ ン の 網 膜芽細胞腫内移行

に関す る報告
55)

に お い て は , 眼球摘出数分前 に5 - F U ま た はブ

レ オ マ イ シ ン を静脈内ま た は 患側総頚動脈内 に注射 し, 眼球摘

たl･は ほ ぼ 同時 に静脈 より採取 した 血 清 と腫瘍組織内の 抗腫瘍剤

濃度の 比が 検討 さ れ た . その 結果, 抗腫瘍剤 の 血 清内濃度に対

す る腫瘍組織内濃度 の 比 の 平均値 は5 - F U の 静脈注射で は1 .2 3 ,

恩側総頸動脈注射で は 4 .1 3
,
ブ レ オ マ イ シ ン の 静 脈注射 で は

0 .0 8
, 恩側総頸動脈注射 で は 1 .2 9 で あり

55-

,
薬剤 に よ っ て か な

り相違す る よ うで あ る. 恩側総頸動脈注射 で は 腫瘍組織内の 抗

腫瘍剤濃度 が 血 清中の 抗腫瘍剤濃度よりも高い こ とが 注目さ れ

る . そ れ は 薬剤 が動脈注射 さ れ た こ と に 加えて前述 の よう に腫

瘍部分 の 血 液網膜関門が著 しく破壊 さ れ て い た こ と に起因する

と考え ら れ る . 下肢 の 悪 性黒色腫 の 患者に対 して しP A M を局

所動脈内に注射 した と こ ろ, 腫 瘍組織 の しP A M 濃 度と 筋肉内

の しP A M 過 度 が ほ ぼ 等 しか っ た の に対 して 健常な皮膚
･ 皮下

組織の u 泊M 膿度 は前二 者に 比して有意 に低か っ た との 報告
56'

が あり
,
薬剤 の 組織 へ の 取り込み は組織 の 種類 ,

組織の 健常
･

異常 な ど に よ っ て か なり相違す る と考えら れ る . 限内 に薬剤を

到達 させ る方法 と して は 静脈注射 にく ら べ 息側総頚動脈注射で

は薬剤の 限内腫瘍 へ の 移行 は格段 に よく ,
しか も全身的副作用

も少ない と い う長所があ る . 選択 的眼動脈注入は バ ル
ー ン カ テ



メ ル フ ァ ラ ン の 網 膜に お よ ぼ す影響

ー

テ ル を用い て しP A M を眼動脈内 に注入 する方法であ るの で ,

薬剤の 眼内腫瘍 へ の 移行は 患側総頚動脈注射 より さ ら に良 い こ

とは容易 に理 解 でき る.

乳児の 体 表面積 は0 .2 ～ 0 .7 m
2
で あり

57､ノ
,
し 別 の 選択的眼動

脈注 入法で は 10 m g / m
2

( 体表面積) の 注 入 を要する
:1≦,)
の で

,

実際の u 視 M 注入 量は2
～ 7 m g と なる . 悪性黒色腫の 患者に し

P A M 31 m g (2 0 m g / m
2

( 体表 面積)) を 静脈内に注射 し た と こ

ろ5 分後の 血祭中の しP A M 濃度 は 1 .5 3 〃g / 皿1 で あり ,
3 0 分後

には0 .60 /J g/ m l で あ っ た
5 8'

.
こ れ ら の 資料 に 基づ き大胆 な試算

を行 っ て み る . 1 0 m g/ m
2

( 体表面積) の I J P A M の 静脈 内注射5

分後の 血 柴中 の しP A M 濃 度 は0 .7 7 F L g / m l と 概算 さ れ る . L -

P A M が 金子の 報告
55j
の 5 - F U と 同様 な網膜芽細胞腫内移行をす

る と仮定す ると , 血清内膿度 に対す る腫瘍組織内濃度 の 比 の 平

均値は静脈注射 で は1 .2 3 で あ っ た こ と より ,
1 0 m g/ m

2
し M 静

脈内注射5 分彼の 腫瘍内濃度 は お よ そ0 .9 5 /ノg/ m l と なる . 恩側

総頸動脈注射で は静脈注射 の お よ そ3 .3 6 倍 の 5 - F U 網膜芽細胞

艦内移行を示すの で , 1 0 m g/ m
2

し M 恩側総頚動脈注射5 分後

の 腫瘍内濃度 は お よ そ 3 . 1 9 /J g/ m l と 推 定さ れ る . 眼動脈注 入

は息側総頚動脈注射 よりも薬剤の 眼球内膿瘍 へ の 移行 が よ い と

考え られ る の で , L P M の 腫瘍内濃度はさ ら に高い と 予想さ れ

る . した が っ て
,
しP A M l O m g/ m

2
の 選択 的眼動脈注 入法

27) :柑 '

で網膜 芽細胞腰細胞を死 滅さ せ る の に 十分有効な しP A M 腫瘍

内濃度がも た ら され る と 考えら れ る .

しR 剋Ⅵ の 血 液網膜関門通過性 に つ い て の 報告 は著者ら が 知る

かぎりで は ない が , 血 液脳関門に関 し て は マ ウ ス に 10 m g/ k g

の L -P A M を静脈内注射 し た5 分後の 脳内濃度 は0 .8 7 iL g/ m l で

あり
,
血清 濃度 に対する脳内濃度 の 比 は0 .2 0 で あ っ た と い う

5t))

.

前述の L P A M の 膿瘍 内移行の 試算お よ び血 液網膜関門の 存在,

さ ら に 本報 の 成績を考慮す る と , 現 在 実施 さ れ て い る L -

P A M l O m g/ m
2

程度 の 選択的眼動脈注 入法 で は しP A M は網 膜 に

不可逆的な障害を与えない で あろ うと 推察す る.

しP A M を硝 子体内 に注 入する場合, 実際 に 網膜 に接す る し

P A M の 濃度 は 注入の 速度 や方向お よ び 硝子体 の 多寡 な ど にも

多少影響 さ れ よう . しか し本研究 の 成績 に鑑み ると , 臨床的 に

使用 され て い る 4 ～ 8 〃 g の しP A M 硝 子体 州 主人量 は , 硝子体

内に注入 さ れ た L P A M が 硝子体内 に均等 に拡散 さ れ る な ら ば

LP A M 2 .3 ～ 4 .7 /ノ g/ m l の 硝 子体内濃度をも た らす と概算 され ,

網膜毒性を来さ ない 許容限界内の 注 入量 で あ る と考えら れ る .

L m J M の 硝了一体 内注 入法 は 眼球摘出も止 むを得 な い と従 来考え

られ て い た 網膜芽細胞腫 の 硝子体播種例 にも有効であり
,
ま た

血流が 乏 しい た め か 選択的眼動脈注入 で は効果 が不†
一

分 であ っ

た鋸状緑近くの 網膜芽細胞腫 にも適応可能 である . しか し硝子

体内注入 は 腫瘍細胞の 飛散をもた らす危険惟 を有 し, 感染 や網

膜剥離な どの 合併症を惹起す る可 能性も有す る . し たが っ て硝

子体内注入を反復 して実施す る こ と は避 け る べ きで ある.

今後 は 選択的眼動脈注 入また は 硝子体内注 入後の しP A M の

限内動態の 解明が待た れ る . 硝子体内で の 放出制御 や徐放 を目

的と して
, 増殖性硝子体網膜症や サ イ トメ ガ ロ ウ イ ル ス 網膜炎

の 治療 に対 して 現在進め ら れ て い る ドラ ッ グ デ リ バ リ
ー

シ ス

テム
6 0 ト 68 )

を介 す るL - P A M の 投 与法 の 研究も網膜芽細胞腫 の

しP A M に よ る保存療法の 進展 に有用 と期待さ れ る .

結 論

網膜芽細胞腫 に対す る保存療法 と して 考案 され た 眼球温熱化
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学療法 に 用い ら れ る しP A M の 網膜毒性を来さな い 許容投与量

を決定する こ と を目的と して
,
L P M が網 膜に お よば す影響を

E R G 所見お よ び 組織学的所見 を指標と して検討 し, 下 記 の 結果

を得た .

1 ･ ウサ ギ の 摘 出脹杯 E R G にお い て L P 肌 10 /∠g / m l 添加

お よ び40 FL g / m l 添加で は ,
a 波 , b 波 お よ び律動梯小波の 振

幅お よ び頂点潜時に は有意な変化は み られ な か っ た .

2 . ウサ ギ の 摘 出眼杯E R G にお い てI J P A M 5 0 FL g / m l 漆加

で は
,
a 波お よ び律動様小波 の 振幅は有意に変化しなか っ たが ､

b 波板帽 は 有意に低｢F した . b 波板帽 の 変化は対照液 の 再藩流

中 に回復 し
,
す な わちb 波振幅 の 変化 は可逆的で あ っ た . a 披

,

b 披 お よ び律動様小波の 頂点潜時は有意 には 変化しな か っ た .

3 . ヒ トの 摘出眼杯E R G に おい てI J P A M l O p g / m l 添加

よ び40 / J g / m l 添加 で は ,
a 波 , b 波お よ び律動梯′ト彼の 凝幅

お よ び頂点潜時 には 有意な変化 はみ ら れな か っ た .

4 . しR 剋M l O /∠ g 硝子体内注入で は a 波 , b 波 , C 披 お よ び律

動様小波 の 振幅 お よ び a 波 , b 波 お よ び律動様小波の 頂点潜時

に は注 入 後4 週日まで どの 時点 にお い て も対照眼 と u 池M 注 入

眼 と の 間で有意差 は なか っ た . 光学顕微鏡お よ び 電子顕微鏡で

は網膜組織像 に異常は み ら れなか っ た .

5 . しP A M 2 0 /ノg 硝子体内注入 で は a 軋 b 披お よ び律動様

小波の 振幅 は注 入後3 日 目か ら1 週 日に は 減弱 し, そ の 後 回復

傾向を示さず , 注入 後4 週日 に は有意 に減弱 した . a 披 ,
b 波お

よ び 律動様小波 の 頂点常時に は 明ら か な 変化は み ら れ な か っ

た . c 波板幅 は 注入 後1 過日 に減弱 し た が ,
そ の 後回複傾向を

示 した . 光学顕微鏡 で は視細胞内節の 大小不同性, 視細 胞外節

の 配列の 不整 ･ 崩壊 が認め られ , 電子顕微鏡で は 視細胞外節に

高電子密度の 変性物質が み られ ラメ ラ構造は わ ずか に認 め ら れ

る の み で あ っ た .

6 . L P A M 9 0
′
" g 硝子体内接入で は注 入後3 日 目に は E R G 各

披の 振幅は著 しく減弱ま た は消失 し, その 後も回復傾向はなく

注入後4 過 に は c 波の¶､
膚

部 を除い て E R G は消失 した . 光 学顕微

鏡お よ び電子顕微鏡に お い て 網膜外層を構成す る細胞要素の 多

く が消失 し網膜粧織 は著 しく破壊 さ れ て い た .

7 . 電気生理学的お よ び組織学的所見を指標 にす ると , 眼球

温熱化学療法 で使月~ ほ れ て い る 選択的眼動脈注 人法 に よ る L 一

円Ⅷ4 注入量 (10 m g/ m
2

( 体表面積)) お よ び硝子体肉汁 人法に

よ る しP A M 注入 量 ( 4 ､

8 /L g) は い ずれ も網膜 に不吋 逆的な

障害を与えな い と推 論さ れ る .
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M il st e ad R A V
,
W ei n b e r g A . P h a r m a c o - ki n e ti c s o f m el ph al a n

f oll o w i n g o r al o r i n t r a v e n o u s a d m i n i s t r a ti o n i n p a ti e n t s w ith

m ali g n a n t d i s e a s e . E u r J C a n c e r 1 4 : 5 0 7 - 51 3 , 1 9 7 8

5 9) M e ll e t L B . P h y si c o c h e m i c al c o n si d e r a ti o n a n d

P h a r m a c o k i n e ti c b e h a vi o r i n d eliv e r y o f d r u g s t o th e c e n tr al

n e rv O u S S y S te m . C a n c e r T r e at R e p 6 1 : 5 2 7 q5 3 1 , 1 9 7 7

6 0) H e a th T D
,
L o p e z N G , L e w i s G P , S t e r n W H .

A n ti p r olif e r a ti v e a n d a n ti c o n t r a c til e e ff e c t s of li p o s o m e

e n c a p s ul at e d n u o r o o r o t a t e . I n v e st O p h th al m ol Vi s S ci 2 8 :

1 3 6与-1 3 7 2 , 1 9 8 7

6 1) J o o n d e p h B C , P e y m a n G A , K h o o b e h i B , Y u e B Y .

L i p o s o m e
-

e n C a p S u l a t e d 5
-fl u o r o u r a cil i n th e tr e a t m e n t o f

P r Olift r a ti v e vitr e o r e ti n o p a th y . O p h th al m i c S u rg 1 9 : 2 52
-2 5 6 ,

1 9 8 8

6 2) As sil K K
,
L a n e J , W ei n r eb R N . S u s t ai n e d r el e a s e o f th e

a n ti m e t a b o li t e 5 -fl u o r o u ri d i n e q 5
'
-

m O n O P h o s p h a t e b y

m u lti v e si c u l a r lip o s o m e . O ph th al mi c S u r g 1 9 : 4 0 8
-4 1 3

,
1 9 8 8

6 3) As sil K K
,
H a rtz e r M , W ei n r e b R N

,
N e h a r a y a n M , W a r d T ,

B l u m e n k r a n z M . Li p o s o m e s u p p r e s si o n o f p r o lif e r a ti v e

V itr e o r e ti n o p a th y . I n v e st O p h th al m oI V i s S ci 3 2 : 2 8 9 1
-2 8 9 7

,

1 9 9 1

6 4) G a ri a n o R F , A s sil K K , W il e y C A , M u n g u i a D , W ei n r e b R N .

F r e e m a n W R . R e ti n al t o x i ci t y o f th e a n ti m e t a b o li t e 5
-

fl u o r o u rid i n e 5
'
-

m O n O p h o s p h a t e a d m i n i s t e l
･

e d i n tr a v it r e all y

u si n g m ulti v e si c ul a r li p o s o m e . R eti n a 1 4 : 7 5
-8 0

,
19 9 4

6 5) S h akib a S
,
As sil K K

,
L i sth a u s A D

,
M u n g ui a D , A g uil a r M F ,

V u o n g C , W il e y C A , T o l m a n R L , K a rk a s J D , L y n n G B , F r e e m a n

W R . E v al u a ti o n of r e ti n al t o xi city a n d lip o s o m e e n c a p s ul ati o n of

th e a n ti - C M V d r u g 2
'
-

n O r - C y Cli c G M P . I n v e s t O p h th al m ol V i s

S ci 3 4 : 2 9 0 3 - 29 1 0
,
1 9 9 3

6 6) M o rite r a T
,
O g u r a Y , H o n d a Y , W ad a R , H y o n S H , Ik a d a Y .

M i c r o s ph e r e s of b i o d e g r a d a bl e p ol y m e r s a s a d r u g
- d e li v e r y

Sy S te m i n th e vit r e o u s . I n v e st O p h th a lm 0 1 Vi s S ci 3 2 : 1 78 5
-

1 7 9 0
,
1 9 9 1

6 7) M o rit e r a T
,
O g u r a Y , Y o s h i m l r a N , H o n d a Y , W a d a R ,

H y o n S H , Ik a d a Y .
B i o d e g r a d a bl e m i c r o s p h e r e s c o n ta i ni n g

a d ri a m y ci n i n th e tr e a t m e n t of p r olif e r ati v e vitr e o r e ti n o p a th y .

I n v e st O p h th al m ol V i s S ci 3 3 : 3 1 2 5
-3 1 3 0 , 19 9 2

6 8) Ki m u r a H , O g u r a Y , H a sh i z o e M , N is h i w aki H , H o n d a Y ,

I k a d a Y . A n e w vitr e al d ru g d eli v e r y s y st e m u si n g a n i m pl an t ab l e

b i o d e g r a d a b l e p ol y m e ri c d e vi c e . I n v e s t O p h th al m ol V i s S ci

3 5 : 2 8 1 5 -2 8 1 9
,
1 99 4
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N o n t o xi c I n t r a o c u l a r D o s e of M el p h al a n f o r C o n s e r v ati v e T r e at m e n t o f R e ti n o b l a s t o m a M i ts u y u k i U e d a ,

D e p a r t m e n t o f O p h t h al m ol o g y , S c h o o
l o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r slt y , K a n a z a w a 9 2 0

-

J ･ J u z e n M e d S o c ･

,
1 06 , 4 2 8

-

4 4 4 ( 19 9 7)

K e y w o r d s m el p h al a n , r e ti n o bl a st o m a , C h e m o th e r m oth e r a p y , el e ct r o r e ti n o g r a m , tO X i ci ty

A b s t r a ct

T h e e f ft c ts o f m el p h al a n ( L
- P A M ) o n th e el e ct r o r eti n o g r a m ( E R G) a n d o n th e r e ti n al st r u c t u r e w e r e st u d i e d t o e s tab li s h

th e n o n - tO Xi c d o s e of L - P A M f b r c h e m o th e r m o th e r a p y a g a
l n S t r e ti n o bl a s to m a ･ T h e i n

- Vi tr o E R G s w e r e l e d o ff fr o m a n e y e
-

c u p m o u n te d b e tw e e n t w o c h a m b e r s c o n tai n l n g a P e rf u si n g s o l u ti o n , a nd w e r e r e c o r d e d b e f o r e a n d 1 5 m i n af te r th e p e r fu s ate

w a s ch a n g e d fr o m a c o n t r oI s ol u ti o n t o a L
- P A M - C O n t ai n l n g S Ol u ti o n ･ F i n all y th e E R G s w e r e r e c o rd ed 1 5 m i n afte r a し P A M

-

c o n tai n l n g S Olu ti o n w a s w a sh e d o u t b y th e c o n tr oI s ol u ti o n ･ P e r fu si o n w i th l O a n d 4 0 FL g / m l しP A M c a u s e d n o s l g n ifi c a n t

c h a n g e s i n th e a
- W a V e

,
th e b - W a V e a n d th e o s cill a t o ry p o te n ti als i n th e r a b b i ts ･ P e r n l Si o n w ith 5 0 FL g/ m l L

- P A M t r a n si e n tly

d i mi n i s h e d th e b - W a V e
,
l e a v l n g

th e a - W a V e a n d th e o s cill a to ry p o te n ti al s u n c h a n g e d ･ I n th e h u m a n i n -

V it r o E R G s
,
1 0 a n d 4 0

F L g/ m l L
- P A M c a u s e d n o s lg n ifi c a nt c h a n g e s i n th e a

- W a V e
,
th e b -

W a V e a n d th e o s ci11 a t o r y p o te n ti al s ･ I n th e s t u d y o f th e

ch r o ni c e ff t c ts of し P A M o n th e r e ti n a , し P A M d i s s oI v e d i n a O .1 m l - V e h i cl e w a s l lt)
e C te d i nt o th e v i tr e o u s b o d y o f u n il a t e r al

e
y es of th e r a b bit s . T h e ftll o w e y e s , 1Ⅰ再e c t ed w i th th e s a m e q u a n tit y o f

th e v e h i cl e
,
S e r V e d a s a c o n t r ol ･ T h e E R G s w e r e

r e c o r d e d 3 h rs , 3
,
7
,
1 4 a n d 2 8 d a y s a ft e r a sl n g le

-

S h o t i n tr a v it r e al i nJ e C ti o n o f し P A M ･ T h e E R G s fr o m th e L - P A M -i ru e c te d

ey e s w e r e c o m p a r e d w ith th e c o n tr oI E R G s f r o m th e f ell o w e y e s ･ T h e a
-

W a V e
,
th e b q

w a v e
,
th e c -

W a V e a n d t h e o s cill a t o ry

p ot e n ti al s d i d n ot d e t e ri o r a te th r o u g h o ut th e f o1l o w
M u P P e ri o d u p t o 4 w e e k s a fte r a n i n t r a v i tr e al iIt) e C ti o n o f l O F L g L

- P A M ･

T h e r e ti n al st r u c t u r e r e m ai n e d u n c h a n g e d ･ A n i n t r a vit r e al i ru e cti o n o f 2 0 FL g し P A M si g n ifi c a n tl y d e c r e a s e d th e a m p li tu d e o f

th e a - W a V e
,
th e b -

W a V e an d th e o s ci11 a to ry p o t e n ti al s 3 d a y s a ft e r a n i n t r a vi tr e al i q e c ti o n , b u t c a u s e d n o c h a n g e s i n th eir

l a t e n ci e s . T h e a m p lit u d e of th e c
-

W a V e Sli g h tly a n d r e v e r si b ly di mi nis h e d 7 d a y s a f te r a n i n tr a vit r e al i nj e c ti o n of 2 0 FL g L
-

P A M . A n i nt r a v it r e al ipj e c ti o n o f 2 0 FL g し P A M c a u s e d m il d d e g e n e r a ti o n a n d i r r e g u l a ri ty i n t h e p h o
t o r e c e p to r c ell l a y e r o n

li g h t m i c r o g r a p h s a n d th e d e n se m a te ri al i n th e o u te r s e g m e n ts o n e l e ct r o n m i c r o g r ap h s ･ A ft e r a n i n t r a v i t r e a l i n J e C ti o n o f

90 FL g し P A M ,
th e a - W a V e

,
th e b - W a V e

,
th e c -

W a V e a n d th e o s cill a to ry p o te n ti
als w e r e i r r e v e r si b l y a b olis h e d 3 d ay s a ft e r

lrd e cti o n a n d th e r e ti n al st ru C tu r e S W e r e S u b st a nti ally d e s tr o y ed ･ O n th e b asis o f th e p r e s e n t r e s u lts b y el e c t r o r eti n o g r a p h i c al

a n d h i st ol o g i c al e x a m i n a ti o n s , th e d o s e o f し P A M o f l O m g/ m
2

f o r a s el e c ti v e o p h th al m i c a r te r y l 叫 e C ti o n a n d 4 t o 8 FL g f o r

a n i n t r a vi tr e al i nJ e C ti o n w o ul d b e n o n
- t O X i c t o th e r e tin a

,
a n d th u s b e r e c o m m e n d e d f o r c h e m o th e r m o th e r a p y a s a c o n s e r v a ti v e

tr e at m e n t of r e ti n o bl a s t o m a .


