
Auklandら2）はイヌに水素ガスを吸入させ，腎皮質，心
筋，骨格筋の血流量を測定し，直接測定した静脈血灌流
量との比がほぼ1で，両者がほぼ等しいと報告した．そ
れ以来水素クリアランス法はイヌ5 ～ 7），家兎3, 4, 8 ～ 11），サ
ル4, 9, 12 ～ 14），ネコ15, 16）などの動物実験において多く用い
られ，脳6），胃7），毛様体8, 13），視神経乳頭10, 11, 14），脈絡
膜4, 5, 8, 9, 16），網膜8, 12, 15, 16）などでも報告されるようになっ
た．
　現在まで水素クリアランス法の信頼性については，
Auklandら2） の報告の他に， 直接測定したvenous out 
flowから換算した脳血流量と水素クリアランス法での測
定値に高い相関があった6）との報告もある．眼科領域に
おける再現性については，サル毛様体血流量測定におい
て変異係数が7.8 13），サル網膜血流量測定において変動係
数が7.9％であり12），白色家兎視神経乳頭組織血流量測
定における変動係数4.5％10）と比較的高い再現性である
ことが報告されている．また，Satoら8）は白色家兎に対
するb 遮断薬点眼下での毛様体，脈絡膜，網膜血流量を
水素クリアランス法で測定し，再現性の指標であるk 係
数（Intraclass Correlation Coefficient，以下ICC）17, 18）を

緒　　言

　臨床医学が進歩・発展した現在においても，眼微小循
環の解明には実験モデルによる検討が重要である．人眼
で測定可能な循環測定法は臨床上非常に重要であるが，
血流量を絶対値として捕らえることは不可能で比較的大
きな循環動態の解析に留まり，再現性が低いなどの問題
点1）もあり，動物モデルでの検討による成果が非常に重
要である．なかでも，水素クリアランス法は局所の血流
量を測定する方法の1つである．水素ガスは体内におい
て不活で拡散性が高く，吸入により血液に溶解し組織に
供給されると低濃度で飽和する．その後，水素ガスの供
給を断つと組織中に蓄積された水素ガスが血流によって
放出される．その際に減少する組織水素濃度の経時的変
化から組織血流量を求めることができる2 ～ 4）．1964年に
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要　旨　
目的　水素クリアランス法による眼内組織の血流量の再現性を評価する．
方法　家兎を用いて毛様体，脈絡膜，網膜の血流量を水素クリアランス法により3回繰り返し測定し，再現性

の指標であるk 係数 （Intraclass Correlation Coefficient） を求めた．
結果　毛様体の血流量は1回目167.8±70.0 ml/min/100 g，2回目170.5±69.6，3回目171.8±70.2であり，そ

のk の平均が0.874であった．脈絡膜の血流量は1回目212.2±78.8，2回目213.7±79.5，3回目216.4±80.5であ
り，k の平均が0.888であった．網膜の血流量は1回目165.6±70.1，2回目165.3±68.9.，3回目165.5±68.4であ
り，k の平均が0.988であった．
結論　家兎眼の眼内組織の血流量測定において水素クリアランス法は再現性に優れた方法であることが確認

された．
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直筋に制御糸を通し，眼球を下転させ， 結膜を輪部切開
した．10時あるいは2時方向の毛様体扁平部上に固定用
プラグを設置し，視神経乳頭から約2乳頭径離れた網膜
血管を避けた部位で網膜に接するように27G針状関電極
を留置した後，網膜血流量を測定した（n＝144）．
　血流量測定装置には， 水素クリアランス組織血流計

（UHメーター UPS-400，データユニットDDU-101，ユ
ニークメデイカル）を用いた．各組織の血流量は卓上型
自動平衡記録計（U-228，日本電子科学）で記録した（図
1）．水素ガスを経鼻的に0.5 l/min，約30秒間吸入させ，
水素クリアランスカーブが頂点に達した時点で各組織の
血流量測定を開始した．各組織ごとに，10分間隔で3回
繰り返し血流量を測定した．
 　再現性の検討は，血流量測定について1回目と2回目，
1回目と3回目，2回目と3回目の再現性の指標であるk
係数（ICC）を求め，さらにその平均を求めた．k 係数は
繰り返しのない二元分散分析法を基礎として, 次式で計
算した8, 17, 18）． 
k＝�（Vs-Ve）/（Vs＋Ve＋2 Vm）  

（Vs：個体間分散，Ve：誤差分散，Vm：測定間分散）
　眼内血流量は灌流圧（平均動脈圧－眼圧），血管抵抗，
PaO2，PaCO2，pH等により影響される可能性があるた
め5, 14），血圧，脈拍数，PaO2，PaCO2，pH，眼圧の各パ
ラメーターについて無作為に選択した白色家兎20羽で
その変化を調べた．血流量測定と同時 に，大腿動脈に
24Gエラスター針を留置し，血流量測定前と3回の繰り
返し血流量測定後， 圧力トランスデューサー（MPU-
0.5A，日本光電）とひずみ圧力アンプ（AP-620 g型，日
本光電）を用いて血圧，脈拍数を測定した（n＝20）．血
圧, 脈拍数測定時に動脈血を採取し，ABL300（Radiome-

用いて検討している．薬剤を点眼しないで，水素クリア
ランス法で毛様体，脈絡膜，網膜血流量のk 係数からそ
の再現性を検討した報告は筆者らの知る限り存在しな
い．
　また眼内血流量は灌流圧（平均動脈圧－眼圧），血管抵
抗，PaO2，PaCO2，pH等により影響される可能性が指
摘されているため5, 14）， 同時に血圧， 脈拍数，PaO2，
PaCO2，pH，眼圧の各パラメーターについても調べる必
要がある．
　今回我々は，白色家兎に対して水素クリアランス法を
用いて，毛様体，脈絡膜，網膜血流量を繰り返し測定し
た．さらにk 係数を算出し，その再現性を検討したので
報告する． 

方　　法

　実験動物には，重さ2.5〜3.5 ㎏の成熟白色家兎を雌雄
の別なく使用した．押田式ウサギ固定器（KN-317，夏目
製作所）に白色家兎を固定後，耳静脈に24Gエラスター
針を挿入し，ウレタン（1.5 g/㎏）を静注した．塩酸オ
キシブプロカインで点眼麻酔も行った．
　各組織の血流量測定には， 頭部皮下に皿状不関電極

（UHE-001，ユニークメディカル）を埋没固定し，片眼
のみを用いた． 角膜輪部から2 mmに5-0糸を通糸し，
27G針で穿通後，房水がもれないよう素早く27G針状関
電極（ユニークメディカル）を毛様体にむけて刺入した．
予め通糸してあった5-0糸で関電極を固定した後，毛様
体血流量を測定した（n＝135）．上下眼瞼に牽引糸をか
け，上直筋に制御糸を通し，眼球を下転させ,結膜を輪部
切開した．角膜輪部から5 mmの部位に剃刀を用い強膜
に切開を加え，眼球の接線方向に関電極（UHE100，ユ
ニークメディカル）を脈絡膜中に留置した後，脈絡膜血
流量を測定した（n＝147）．上下眼瞼に牽引糸をかけ，上
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図 2　毛様体血流量測定血流量
測定回数により有意な変化はなかった．n＝135． バー
は標準偏差を示す． 

図 1　水素クリアランス法による眼組織血流量測定の模式図
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 2．再現性についての検討
　毛様体血流量測定について1回目と2回目のk 係数は
0.877，1 回目と3回目のk 係数は0.790，2回目と3回目
間のk 係数は0.955であり，各々の平均を求めると0.874
で良好な値であった． 脈絡膜血流量測定について，同様
に1回目と2回目のk 係数は0.956，1回目と3回目のk 係
数は0.803， 2回目と3回目間のk 係数は0.904であり
各々の平均を求めると0.888で良好な値であった．
　網膜血流量測定について，同様に1回目と2回目のk 係
数は0.988，1回目と3回目のk 係数は0.989，2回目と3回
目間のk 係数は0.988であり各々の平均を求めると0.988
で良好な値であった（表1）． 

3．血圧 ,脈拍数測定
　血流量測定前と3回の繰り返し血流量測定後で血圧，
脈拍数は減少傾向にあったが，有意差はなかった（対応
のあるt-test，表2）． 

4．動脈血分析
　血流量測定前と3回の繰り返し血流量測定後でPaO2，

ter社）を用いてPaO2，PaCO2，pHを測定した（n＝20）．
血流量測定時 にpneumatonometer （Model 30 Classic，
Mentor） を用いて血流量測定前と3回の繰り返し血流量
測定後，眼圧を測定した．眼圧測定時に関電極の固定に
影響を与えないよう細心の注意を払った（n＝20）．
　なお動物愛護の立場から適切な実験計画を立て，全実
験期間を通じて飼養および保管に配慮した． 

結　　果

 1．各組織の血流量測定
　毛様体血流量は測定1回目167.8±70.0（平均値±標準
偏差）ml/min/100 g， 測定2回目170.5±69.6 ml/min/ 
100 g，測定3回目171.8±70.2 ml/min/100 gであり，測
定回数による有意な変化はなかった （Scheffe， 図2）． 脈
絡膜血流量は測定1回目212.2±78.8（平均値±標準偏
差）ml/min/100 g， 測定2回目213.7±79.5 ml/min/ 
100 g，測定3回目216.4±80.5 ml/min/100 gであり，測
定回数による有意な変化はなかった（Scheffe，図3）．
　網膜血流量は測定1回目165.6±70.1（平均値±標準偏
差） ml/min/100 g，測定2回目165.3±68.9 ml/min/ 
100 g，測定3回目165.5±68.4 ml/min/100 gであり，測
定回数による有意な変化はなかった（Scheffe，図4）．
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図 4　網膜血流量測定
血流量測定回数により有意な変化はなかった．n＝144．
バーは標準偏差を示す．

図 3　脈絡膜血流量測定
血流量測定回数により有意な変化はなかった．n＝147．
バーは標準偏差を示す．

表 1　各組織のk 係数（Intraclass Correlation Coefficient）

毛様体 脈絡膜 網膜

1回目と2回目 0.877 0.956 0.988
1回目と3回目 0.790 0.803 0.989
2回目と3回目 0.955 0.904 0.988

平均 0.874 0.888 0.988

表 2　各パラメーターの変化

血流量測定前 血流量測定後

血圧（mmHg） 100.4±15.8 98.8±15.1
脈拍数（/mm） 273.5±65.4 272.2±68.3

PaO2（mmHg） 99.2±31.6 97.5±29.5
PaCO2（mmHg） 31.1±9.2 29.9±8.1
pH 7.33±0.17 7.31±0.18

眼圧（mmHg） 13.0±3.7 12.5±3.8

平均値±標準偏差
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施行し，脈絡膜血流量は腎臓のそれとほぼ等しく，脳の
約3〜4倍, 肝臓の約2倍であったと報告している．また
白色家兎の脈絡膜血流量は197.1±49.3 ml/min/100 gで
あり9），我々の結果とほぼ等しい．岩澤ら16）は幼若ネコ
に対して電気分解による水素クリアランス法を行い，脈
絡膜血流量は網膜血流量より約30％多かったとしてい
る．今回の我々の結果においても脈絡膜血流量は毛様体
の約1.23倍，網膜の約1.23倍で，岩澤らの報告16）とほぼ
同じ傾向にあった． 
　血圧，脈拍数，PaO2，PaCO2，pH，眼圧の各パラメー
ターについて無作為に選択した白色家兎20羽では，血流
量測定前と3回の繰り返し測定後で各パラメーターに有
意な差はなかった．残りの白色家兎も同様に，これらの
パラメーターが及ぼす血流量に対する影響は少ないと考
えた．
　ICCは連続値をとる評価の信頼性の指標として用いら
れるもので，真値の分散と測定値の分散の比で定義され
る．被験者間の差による分散が方法間の差による分散よ
り大であるとき，k 係数は最大値1に近付き,再現性が高
いといえるが，誤差が大きくなるにつれて最小値0に近
い値をとる．統計学的に有意であるのは0.75を超えた場
合と考えられている17）． 我々の結果のk 係数の平均は， 
毛様体で0.874，脈絡膜で0.888，網膜で0.988であり，再
現性は極めて良好であったといえる．望ましい統計法と
は傾向や相関などのバイアスのあるものではなく，合致
性を指し示さなければならない．合致性を正しく測定す
る適切な方法とは適合性の指標であり17），ICCはふさわ
しいと考えられる．かつての統計の主流であったc 2適合
検定，積率相関係数，ユールの連関係数などよりも適切
で信頼性がある18）．
　今後，侵襲的で臨床に応用ができない水素クリアラン
ス法と非侵襲的であるカラードップラー法20），レーザー
ドップラー法18, 20, 21），レーザースペックル法10, 20），スキ
ャンニングレーザードップラーフローメトリー法20）など
との関係が追試され，近い将来，正常眼圧緑内障，糖尿
病網膜症などを主とした微小循環が関与すると考えられ
る疾患のさらなる病態解明に役立つことを期待したい．

結　　論

　薬剤を点眼しない下での毛様体，脈絡膜，網膜血流量
測定において，水素クリアランス法は再現性に優れるこ
とが確認された． 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 考　　察 

　水素クリアランス法は，動物実験では同一個体におい
て繰り返し測定が可能であり，複数の電極を使用し同時
に多数の個所の局所血流を絶対値として容易に算出でき
る6）．僅かの変化を捉えるのに都合がよく，電極周囲の
極めて狭い範囲の血流を測定できるという特色を持 
つ5）．しかしながら, 関電極の刺入や安定などが容易でな
いこと，血流測定範囲が厳密には限定できないこと12），
水素ガスを用いるため危険なこと，侵襲的で臨床応用に
は困難であること3）などの問題点も知られている．動物
実験で眼内血流を測定する方法としては，水素クリアラ
ンス法の他にradiolabelled microspheres法19）があるが，
血管内に注入するmicrosphereの数が少ないと正確性に
欠け，95％の信頼性を得るためには最低400以上のmi-
crosphereが必要であるとされる．眼科臨床においては，
非侵襲的であるカラードップラー法20），レーザードップ
ラー法18, 20, 21），レーザースペックル法10, 20），スキャンニ
ングレーザードップラーフローメトリー法20）などが行わ
れている．近年この分野の測定機器の進歩が目覚ましく，
眼微小循環の解明に多いに貢献してきたのはよく知られ
ているところである．Schmettererらはレーザードップ
ラー法18）により健常人の血流速度を測定し，短期間での
再現性をk 係数により検討している．その結果0.66-0.99
と良好な再現性であったと報告している．杉山らはレー
ザースペックル法10）により血流速度の指標と考えられて
いるNB値20）を求め，変動係数が7.5％であったと報告し
ている．しかしいずれの方法も血流量を絶対値として表
すことができない．
　高橋9）は白色家兎と日本サルに水素クリアランス法を
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武藤　哲也

We measured ciliary body, choroidal and retinal blood 
flow （CiBF,CBF,RBF） using hydrogen clearance method in 
albino rabbits in repeated measurement for three times. We 
considered k（Intraclass Correlation Coefficient）which was 
an index for reproducibility of the ocular blood flow  mea-
surement.

 CiBF was 167.8±70.0 ml/min/100 g at first , 170.5±69.6 
at second, 171.8±70.2 at third and the average of kwas 
0.874. CBF was 212.2±78.8 at first, 213.7±79.5 at second, 

216.4±80.5 at third and the average of kwas 0.888. RBF 
was 165.6±70.1 at first, 165.3±68.9 at second, 165.5±68.4 
at third and the average of kwas 0.988.

This results confirmed that the hydrogen clearance meth-
od had a high reproducibility and an excellent method.

Key Words：	hydrogen clearance method, ocular blood flow, 
reproducibility
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