
906

要

眼内血管新生の機序を明らかにする目的で,低酸素刺

激で誘導 される代表的なサイ トカイ ンvascular en‐

dothelial growth factor(VEGF)と interleukin‐ 8(IL‐

8)が眼内でどのように発現し,眼内血管新生にどのよう

に関与 しているかについて検討 した。眼内血管の消長 を

直接演 じているのは血管内皮細胞であるが,そ れを制御

しているのは周囲の環境である。すなわち,血管周皮細

胞,網膜グリア細胞,神経節細胞,毛様体上皮細胞などが

低酸素状態をいち早 く認識 して,VEGFや IL‐8な どの

サイ トカインを発現 し,そ れがパラクライン的に血管内

皮細胞に働いて内皮細胞の増殖を促す。その場合,VEGF
messenger ribonuculeic acid(mRNA)の発現には車医写
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約

因子 activator protein‐ 1(AP‐ 1)の活性化が関係し,IL‐

8 mRNAの発現には転写因子 nuclear factor kappa B

(NF‐ χB)の 活性化が関係する。しか し,VEGFや IL‐ 8

の発現は眼内血管新生機序の一面を示 したに過ぎない。

今後血管新生の機構がさらに解明され,臨床的に眼内血

管新生の抑制または治療が可能になることを期待する。

(日 眼会誌 101:906-926,1997)

キーワー ド:血管新生,Vascular endothelial growth
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Abstract
To investigate the mechanism of intraocular conditions. Prior to proliferation of vascular en-

neovascularization, we studied how vascular endothe- dothelial cells resulting in neovascularization, the
lial growth factor (VEGF) and interleukin-8 (IL-8) retinal tissues such as pericytes, retinal glial cells,

are expressed in the ocular tissues under hypoxic ganglion cells, and ciliary epithelium react directly
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to hypoxia expressing VEGF and/or IL-8 and stimu-
late endothelial cell proliferation in a paracrine
manner. We demonstrated that transcription factor
activator protein-1 (AP-1) is activated for expres-
sion of VEGF messenger ribonuculeic acid (mRNA)
and in a similar way nuclear factor kappa R (NF-
zB) is activated for expression of IL-S mRNA.
However, hypoxia-induced expression of VEGF and/
or IL-S is only one aspect of the complicated proces-

ses in intraocular neovascularization. We hope that
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further detailed analysis of the mechanism will
make it possible to inhibit and treat clinically
intraocular neovascularization in the near future.
(J Jpn Ophthalmol Soc 101 : 906-926, 1997)

Key words: Neovascularization, Vascular endothe-
Iial growth factor (VEGF), Interleu-
kin-8 (IL-8), Activator protein-1 (AP-
1), Nuclear factor kappa B (NF-zB)

I緒  言

眼球の組織構築で最も重要な特徴は組織の透明性であ

り,そ の透明性を損なう代表的な病変が血管新生である.

視覚器としての眼球内に血管新生が生じた場合,そ れに

よる視機能障害の重篤さと治療の困難さについては周知

のことである。

眼球は光受容組織である網膜の機能が最も能率良く発

揮できるように構築されている。網膜,毛様体上皮,虹彩

上皮および水晶体の基本構造は,い ずれも2層 の上皮性

細胞が互いに細胞の先端部を向かい合わせた状態で並ん

でいる。その外側が上皮細胞の基底板で境された結合組

織である1)(図
1)。 角膜の表面は上皮細胞で覆われてい

るが,そ の基底板から深層の角膜実質,内皮細胞,前房,虹

彩実質まではいずれも結合組織である。結合組織である

眼房(前房 と後房)や硝子体に血管が存在せず,透明に維

持されていることが眼球構築のきわだった特徴のひとつ

である。眼球は胎生期では水晶体の周囲に水晶体血管膜

が存在 し,硝子体内に硝子体血管が存在するが(図 2),胎

生期の終期近 くになると,光の通路になる眼房および硝

子体から血管が退縮消失する。このように,正常状態では

眼内組織の血管の消長を制御し,透明性を維持する重要

な機構,つ まり眼内に血管新生を抑制する因子が働いて

いる。

ところが,眼 内に病変が起これば,再び眼内に血管が新

生されやすい。眼内血管新生は,糖尿病網膜症,網膜中心

静脈閉塞症,未熟児網膜症,あ るいは内頸動脈狭窄による

眼虚血症候群などのように,眼組織の虚血または低酸素

によって誘導されることが多い。原因の如何にかかわら

ず,眼内に血管新生が起 こった場合には,新生血管は網膜

内や虹彩実質内にとどまらず,網膜内から網膜面へ,さ ら

に硝子体内へ,同様に虹彩実質内から虹彩面上へ,さ らに

前房内へと伸展する。これは前房や硝子体がかつて胎生

期に血管が存在した結合組織であることに基因してい
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図 1 眼球の基本構造 .

眼球 は,発生学的に,細胞の先端を向かい合わせた 2層 の上皮性の神経外胚葉に由来する細胞から成 る網膜

と,そ の延長である毛様体上皮細胞層,虹彩上皮細胞層を主体にした構造を持つ.そ の周囲はすべて結合組織

である。角膜は表層外胚葉由来の上皮細胞で覆われ,そ れより深層はすべて結合組織である。このように,硝子

体 も前房 も上皮細胞の基底部で取 り囲まれた結合組織である.表層外胚葉由来の 2層の上皮細胞か ら成 る水

晶体 は眼球の大きな結合組織の中に陥入 したものである。しかも,眼球は角膜実質,前房,硝子体 という結合組

織 に血管が存在せずに透明に維持されているというきわめて特異な構造である。
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る。

血管新生は血管内皮細胞の増殖によるものであるの

で,直接に眼内血管の消長を演じているのは血管内皮細

胞に他ならない。しかし血管内皮細胞の動きを左右 して

いるのは,生理学的にも病理学的にも,血管内皮細胞を取

り囲む周囲の環境である。周囲の細胞が血管内皮細胞の

増殖またはその抑制に関する情報を発信して,血管新生

を制御 している。それ故に,血管の周皮細胞 も含めて,血

管内皮細胞を取 り巻 く周囲の眼組織構成要素が血管内皮

細胞にどのように働いているかを明らかにすることは眼

内血管新生の機序を知る上で極めて大切である。

眼内血管新生は組織の低酸素が引き金にな り,そ れに

よって誘導される代表的なサイ トカインvascular en―

dothelial gro、 vth factor/vascular perrneability factor

(VEGF/VPF)(以 下,VEGFと 略 記)や interleukin‐

8(IL‐8)の発現がその主因の一つになっている。網膜血管

内皮細胞 もVEGFを 産生し,オ ー トクライン的に血管内

皮細胞を刺激するが2),そ れだけでなく,同時に周皮細胞

や網膜グリア細胞からのサイ トカインがパラクライン的

に働いて血管内皮細胞の増殖を制御する。どちらかとい

えば,血管内皮細胞を取 り巻 く周囲の細胞からのパラク

ライン的な働きの方がより重要である。

そこで本論文では,眼内組織の低酸素刺激によって眼

内組織構成細胞にVEGFや IL‐8が どのように発現 し,

それらが血管内皮細胞の増殖,す なわち血管新生にどの

日眼会誌 101巻 12号

図2 2か月胎児眼球断面の光学顕微鏡写真 .

胎生期には,前房には前部水晶体血管膜が,ま た硝子体内には後部水晶体血管膜および硝子体血管が存在し,

前房や硝子体という結合組織に血管が存在している.こ れらの結合組織内の血管が出生近くになると消退す

る。その場合に,血管の存在を抑制する何らかの情報が発信されていることが推測される.ま た種々の疾患で,

眼内血管新生を生じる場合には,血管は硝子体内あるいは虹彩表面に進展しやすいこともこの図は示唆して

いる。ヘマトキシリン・エオジン染色,× 100

ように関与しているかについて記す。

まず,「眼内血管新生研究の概要」について下記の事項

を記す。

1.眼内血管の発生 と血管新生制御因子

2.網膜の低酸素刺激による眼内血管新生

3.血管新生制御因子

4.新生血管の形成過程

次に,「低酸素刺激 によって生 じる眼内血管新生 と

VEGFま たは IL-8の関与」に関する我々の研究 として,

下記の事項について記す。

1.網膜血管発生 と網膜組織構成細胞におけるVEGF
発現との関係

2.成人網膜の組織構築と血管構築の関係

3。 前眼部虚血による前眼部血管新生とVEGFの発現

4.低酸素刺激状態での周皮細胞におけるVEGFの発

現

5。 低酸素刺激状態での網膜 グ リア細胞 にお ける

VEGFの発現

6.低酸素刺激状態の綱膜グリア細胞における転写因

子 activator protein‐ 1(AP‐ 1)の 活性化を介するVEGF
messenger ribonuculeic acid(mRNA)の 発現

7.低酸素刺激状態の網膜グリア細胞における転写因

子 nuclear factor― kappa B(NF― χB)の活性化を介する

IL-8 mRNAの 発現

8.増殖糖尿病網膜症患者の硝子体液中のIL-8の濃度

」轟.4
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II 眼内血管新生研究の概要

1.眼内血管の発生と血管新生制御因子

網膜組織内に血管新生を制御する因子が存在すること

を最初に予測 したのは Michaelson3)で ある。Michaelson

は墨汁注入法でヒト胎児の網膜血管の発生を検討 し,下

記の点を明らかにした。胎生期に硝子体動脈から伸びる

芽が乳頭近 くの神経線維層に現れ,こ れに管腔ができて

網膜動脈となり,網膜動脈が分枝 して細動脈ができる。同

じような発芽が網膜中心静脈から起 こり,毛細血管がで

きる。つまり網膜血管は,動脈およびその分枝の細動脈か

ら成る動脈系と,静脈およびその分枝の毛細血管か ら成

る静脈系の 2つ の系統から成っている。動脈 と静脈は網

膜の周辺部へと伸び,胎生 8か月で鋸状縁に達 して網膜

血管網が完成する。次に,毛細血管は神経線維層から網膜

深層に広がる。この場合も毛細血管は静脈から生じ,細動

脈は動脈から生 じる。網膜深層では,内顆粒層の外側まで

毛細血管が到達 し,そ れより視細胞側には進入しない。静

脈から毛細血管が分枝する場合,静脈が動脈の近 くにあ

るときには,毛細血管は動脈の反対側へ伸びる。静脈が動

脈 と交叉する場合には,動脈を十分に越えた所で,静脈か

ら毛細血管が生 じる。動脈の周囲には約 120 μm幅の無

血管域 capinary― free zoneが できる。これらの事実 は,

動脈には毛細血管の発育を抑制する働きがあるためで,

網膜内には新生血管形成を刺激する物質,す なわち血管

新生制御因子が存在することを示唆する。しかも血管新

生を制御する物質は血管内にあるのではなく,網膜内に

存在する。網膜内の環境によって血管の発生が制御され,

動脈周囲の無血管域,鋸状縁の無血管域,中心富の無血管

域,網膜外層の無血管域ができる。

要するに,網膜 には血管新生を制御する因子が存在す

ること,網膜の血管構築は網膜の組織代謝と関係するこ

と,胎生期における血管の発育過程は糖尿病網膜症や網

膜静脈閉塞症などの各種病態の血管新生機序の解明に役

立つ ものであることを明記 した Michaeisonの この論

文は現在からちょうど半世紀も前に発表された。これは

眼内血管新生の機序解明への端緒 となった素晴らしい業

績であり,特筆に値する。

2.網膜の低酸素刺激による眼内血管新生

眼疾患における眼内血管新生の機序についての研究

は,未熟児網膜症の発症機序に関する実験的な研究が最

初である.網膜血管がまだ十分に発育 していない仔猫に

高濃度の酸素を与えると,網膜血管が収縮または閉塞す

る。次いで,網膜血管の閉塞部またはその付近から硝子体

内に新生血管が生 じる。Ashtonら 4)～ 7)は この実験から網

膜が低酸素状態になると何らかの血管新生因子が出現す

ることを推定 した。Wise8)は 未知の血管新生因子を fac‐

tor xと 名付けた。虹彩ルベオーシスや網膜前新生血管

を伴った網膜中心静脈閉塞症では,網膜毛細血管が広範
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囲にわたって閉塞 し,低酸素または虚血が起 こっている

ことが後に螢光眼底検査で明らかにされ,Ashton4)の 予

測が実証された。さらにまた虹彩ルベオーシスでも,網膜

の虚血部位から血管新生を刺激する物質が出て,虹彩や

隅角に血管新生が生じることが示唆された。

3.血管新生制御因子

血管新生の機序と抑制に関する研究は腫瘍学の立場か

らも積極的に進められた。その理由は腫瘍が増大する場

合に血管新生を伴 うからである.血管新生を抑制するこ

とによって腫瘍の進行を防止できないかと考えられた。

腫瘍をはじめ,糖尿病網膜症など血管新生によって病変

が憎悪する疾患を血管新生病 (angiogenic diseases)と も

呼ぶ9)10).角膜は透明組織で,し かもその新生血管を臨床

的に観察し,評価することが容易であるので,血管新生の

研究の場 としてしばしば用いられる。AusprunkH)は 家兎

の角膜に腫瘍を移植 して,角膜輪部から角膜内への血管

新生を調べた。腫瘍を移植すると角膜輪部の血管内皮細

胞に3H_thymidineの 取 り込みがみられること,内 皮細

胞から発芽が起こり,内 皮細胞の移動が起 こることを観

察 した。Federman12)は 正常家兎の網膜,脈絡膜,虹彩を

反対眼の角膜実質に移植 したところ,角膜輪部結膜血管

が角膜内に進入して移植片の血管 と癒合した。このこと

から,虚血網膜だけでなく正常眼組織にも血管新生因子

が存在することが明らかになった。Folkman13)は 腫瘍抽

出液を加えて毛細血管内皮細胞を培養し,内 皮細胞の毛

細血管様構造の管形成(tube formation)を 観察 した。

1990年代に入り,眼内血管新生に関係する細胞成長因子

(ま た はサ イ トカ イ ン)と して,insulinlike growth

factor‐ I(IGF‐ I),basic fibroblast growth factor

(bFGF),transfornling growth factor― β(TGF―β),

VEGF,IL‐ 8な どが同定された。

VEGFは下垂体の濾胞細胞から分泌され,血管内皮細

胞 と親和性のある新しい heparin―binding growth fac‐

tors(HBGFs)の ひとつとして発見された14)。 この物質は

血管内皮細胞を増殖 させるが,他のサイ トカインと異

なって,水晶体上皮細胞,角膜内皮細胞,角膜実質細胞,線

維芽細胞などに対 しては増殖作用がない。Leungりはこ

れをvascular endothelial growth factorと 名付けた。

VEGFは 血 小 板 由 来 成 長 因 子 群 platelet― derived

growth factor(PDGF)familyの ひとつである16)。 VEGF
の受容体が グπ sグ″ hybridization17)や 放射性同位元素を

用いた研究18)で血管内皮細胞にあることが明らかにされ

た。VEGFは 虚血によって誘導される血管新生に関係

し19),低酸素状態が VEGF mRNAの発現を高めること

もわかってきた20)。 上記の研究とは全 く別に,Senger21)は

腫瘍細胞が血管透過性を高めて腹水の貯留を促進する物

質 vascular permeability factor(VPF)を 分泌すること

を報告した。Keck22)は VPFが血管透過性を克進させる

だけではなく,PDGFに類似 した血管内皮細胞増殖因子

眼内血管新生・猪俣
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であることを報告 した。さらに,VEGFの complemen―

tary deoxyribonuculeic acid(cDNA)の 塩基配列15)と

VPFの cDNAの塩基配列22)が
同じものであることがわ

かり,こ の物質は,現在では一括して vascular endoth―

elial growth Factor/vascular pernleability factorと 呼

ばれている。VEGF/VPF(略 してVEGF)は 網膜動脈の

平滑筋細胞,毛細血管内皮細胞,毛細血管周皮細胞,網膜

グリア細胞に発現する。

血管新生を促進するVEGFな どの血管新生促進因子

は正常眼球にも存在するが,正常状態で眼内に血管新生

が起こらないのは血管新生抑制因子が存在するためであ

る。生理的に,網膜色素上皮細胞23)や
硝子体内

24)に 血管新

生を抑制する物質が存在 し,し かも血管新生抑制因子が

血管新生促進因子よりも優位の状態にある。さらに網膜

毛細血管では,周 皮細胞が内皮細胞 と接触を保つことに

よって活性化された TGF―βが作用して,内皮細胞の増

殖を抑制 している25)。 ところが,サル網膜血管を光凝固で

閉塞させて実験的網膜静脈閉塞症を起こさせて網膜を虚

血状態にすると26)27),網膜内にVEGFが増加 し,眼 内血

管新生が起こる28)。 また,増殖糖尿病網膜症や網膜中心静

脈閉塞症で眼内血管新生が活発な場合では,網膜内にお

けるVEGFの産生が克進する29)。 実験的にはサルの硝子

体内に VEGFを注入することによって糖尿病網膜症や

その他の血管新生を伴う増殖性網膜症と類似の病変も作

ることもできる30)。

一方,IL-8は 単球,マ クロファージ,血管内皮細胞 に

よって産生され,血管内皮細胞に対して走化活性を持ち

血管新生を促す。IL-8は 1987年 にヒト末槍血の単球を

リポ多糖で刺激した培養上清から,好中球に対 して走化

活性を有するポリペプチ ドが精製され31),そ の cDNAが
クローニングされた32).IL-8に よって実験的に角膜に血

管新生を起こすことも証明された33)34)。 さらに,IL‐ 8が多

くの増殖糖尿病網膜症患者や増殖性硝子体網膜症患者の

硝子体液に認められ,IL-8は 増殖糖尿病網膜症や増殖性

硝子体網膜症の病因に関係 していることも示された35).

4。 新生血管の形成過程

血管新生は次の 4つの過程を経て形成 される86)。 すな

わち,基底膜の崩壊,内皮細胞の遊走,内皮細胞の増殖,血

管腔および血管網形成である。内皮細胞の形態変化と基

底膜の形態変化が血管新生の初期変化である。内皮細胞

の肥厚部位から細胞突起が現れて発芽 し,基底膜が断裂

する。これはサイトカインが基底膜の主要構成要素であ

るIV型 およびV型 コラーゲンを破壊するためである。

サイトカインによって内皮細胞がプロテアーゼを産生し

て基底膜を消化し37),血
管内皮細胞が基底膜を破って,周

囲の組織への進入に必要な蛋白消化を促す。基底膜 と周

囲の組織が破壊されると,そ れに引き続いて内皮細胞が

血管壁から遊走する。細胞成長因子が毛細血管内皮細胞

を静止状態の丸い形から活動性の紡錘形に変形させ,細
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胞の遊走を促す。血管新生に際して,新生血管の先端から

少し離れた後方にある新生血管の根元で,内 皮細胞の分

裂増殖像がみられる11)。

細胞増殖は血管の基底膜が蛋自

分解作用を受け,そ れによって内皮細胞が血管外に移動

して細胞間結合が緩慢になったときに起こる。内腔形成

は個々の内皮細胞内における自己融解による空胞形成が

最初である13)38)。 これらの空胞が融合して血管腔 として

連続する。また発芽した血管内皮細胞は,は じめは内腔を

持たない紐状の細胞集塊を形成するが,細胞集塊の細胞

間隙が開 くことによって内腔が形成される39)。 できて間

もない新生血管は内皮細胞相互間の接着構造が脆弱で,

血管内の血液成分が血管外へ漏出しやすい。増殖糖尿病

網膜症などでは硝子体出血が起こりやすい所以である。

周皮細胞は内皮細胞の増殖を抑制 して血管新生の広が

りを制限するのに役立っている。周皮細胞は多量のフィ

プロネクチンやプロテオグリカンを産生する。これらの

基質が内皮細胞の運動を制限し,内皮細胞の癒着を促進

して,内皮細胞の血管形成を調整する。また,脳や網膜の

毛細血管形成には血管周囲のグリア細胞,特 にアス トロ

サイトの働 きが重要である40).

III 低酸素刺激によって生じる眼内血管

新生 とVEGFま たはIL-8の 関与

1.眼内血管の発生とVEGFの発現

血管新 生 (neovascularizationま たは angiogenesis)

には,広義 と狭義の 2通 りがある。広義の血管新生は血管

発生(vasculogenesis)と 狭義の血管新生 (angiogenesis)

を含む。血管発生は血管内皮細胞の前駆細胞である血管

芽細胞 (angioblasts)の分化によって全 く新 しく血管が

できるもので,胎生期の血管の初期発生がこれに相当す

る41)。 これに対して,狭義の血管新生は既存の血管から内

皮細胞の発芽によって血管が形成されるもので,胎生期

の既存の血管からの血管新生や腫瘍内の血管新生および

糖尿病網膜症などに際して出現する病的眼内新生血管が

これに相当する.一般に,特にことわらずに血管新生とい

う言葉を用いた場合には,狭義の血管新生を意味する。

胎生期から新生児にかけての網膜血管の発育には,血

管 発 生 (vasculogenesis)と 狭 義 の 血 管 新 生 (an‐

giogenesis)の 両者が関係する12).網膜血管発生では,ま

ず網膜内層に問葉系細胞由来の紡錘形前駆細胞 (spindle

precursor cens)が出現し,そ れが毛細血管様の網目を形

成し,そ の網目から太い血管と毛細血管が分化する。これ

らの新しい血管は視神経乳頭から出現して網膜周辺部ヘ

と広がる。その他に,既存の血管から毛細血管の太さのも

のが発芽 して新たな血管が形成される過程 もある43)。
網

膜の血管発生に際して,Michaelson3)が その存在を予測

した血管新生を制御する因子のひとつにVEGFがある。

そこで,我々はラット新生仔 ラット網膜の血管発生 と

VEGF発 現 との関係を免疫組織化学的に検討 した44)。
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ラット網膜では,出生後に血管が発育するするので,網膜

血管発生の研究に都合が良い。

なお,本論文に記載した我々の研究では,動物実験は九

州大学医学部実験動物取扱規定を遵守して行ったもので

あり,人体材料を用いた研究は患者および家族に説明し,

同意を得て行ったものである。

出生直後の Wistar―King Aラ ットの生後 3,7,14,30

日目に眼球を摘出し,4%パ ラフォルムアルデヒドで固

定して,組織学的に検討した。全身麻酔下にラットの左心

室に墨汁を注入した後に,屠殺して眼球を摘出した。血管

発生の免疫組織化学的研究には,von Winebrand因子に

対する抗体 を用し avidin‐ biotin complex method45)で

検索して,内皮細胞の指標 とした。VEGF蛋 白の免疫組

織化学的検索には,ヒ トVEGFに 対する家兎抗 VEGF
IgGを 用いた。ル s′″ hybridizationに は,ヒ ト悪性グリ

オーマ cell line mRNAか ら得たヒトVEGF165 CDNA
probeを 用いた。グリア細胞の同定には glial fibrinary

acidic.protein(GFAP)を ,網膜血管内皮細胞の同定には

von Willebrand因子を用いた。

成獣ラット網膜血管は,主 として神経節細胞層に分布

する内層血管網と内顆粒層外側に分布する外層血管網の

2層 から成っている。生後 3日 日では,内 層血管網が後極

部網膜にすでに形成されているが,ま だ周辺部網膜まで
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は達していなかった。生後 7日 目になると,網膜血管は内

層血管網 も外層血管網 も周辺部網膜 まで到達 していた。

生後 14日 目では,内層血管網はほぼ完成 し,外層血管網

では血管の数が まだ増加 しつつあった。生後 30日 日で

は,内層血管網 も外層血管網 もいずれ もほぼ完成されて

いた (図 3)。 生後 3日 目では,VEGF蛋 自は神経節細胞

層 と内顆粒層の ミュラー細胞 に発現 していた。VEGF
mRNAは 神経節細胞 に極 めて強 く発現 していた。生後

7日 日では,VEGF蛋 白は網膜内層の血管芽細胞,神経

節細胞層および内顆粒層の ミュラー細胞 に発現 してい

た。VEGF mRNAは 神経節細胞 とミュラー細胞 に強 く

発現 していた (図 4)。 生後 14日 目では,VEGF蛋自の発

現は減少 し,神経節細胞層および内顆粒層の ミュラー細

胞 にみ られた。VEGF mRNAの 発現 は,神 経節細胞 と

ミュラー細胞にみられたが発現は減少 していた。生後 30

日目では,VEGF蛋自の発現は極 めて弱 く,わ ずかに内

境界膜下の血管周囲にみ られた。VEGF mRNAの 発現

も著しく減少 して,神経節細胞 とミュラー細胞 にかすか

に発現 していた。このように,VEGF蛋 白および VEGF
mRNAの 発現は,血管の発生が活発 になる少 し前 に著

明にな り,血管がほぼ完成する生後 14日 および生後 30

日では著 しく低下する(図 5)。 網膜血管の発生 とVEGF
蛋 白お よび VEGF mRNAの 発 現 が 密接 に関係 し,
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図 3 ラッ ト出生後の日数 と網膜の平均血管数の関係 .

ラットの網膜血管 は内層血管網 と外層血管網から成 る。後極の内層血管網に比較 して,周辺の血管網あるいは

外層の血管網はやや遅れて血管が発育する。しかし内層および外層 とも,生後約 14日 で網膜の血管はほぼ完

成する。

(Courtesy ofヽ 4urata T,Nakaga・wa K,Khalil A,Ishibashi T,InOnlata H,Sueishi:K: The telmporal and

Spatial vascular endothelial gro、vth factor expression in the retinal vasculogenesis of rat neonates.I´ ab

lnvest 74:68-77, 1996)
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図 4 生後 7日 ロラッ ト網膜の VEGF mRNAの ごれ sJι

“
hybri伍zationの光学顕微鏡写真 .

Vascular endOthelial growth factor(VEGF)messenger ribonuculeic acid(mRNA)は 神経節細胞および内

顆粒層の ミュラー細胞に強 く発現している。×130
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図 5 ラッ ト出生後の日数 と網膜におけるVEGF蛋自の発現頻度 との関係.

VEGF蛋 自の発現頻度は,神経節細胞層,内顆粒層,後極,周辺のいずれにおいて も,血管の発生が未完成な時

期に強 く発現する。血管がほぼ完成する 14日 以降になると,VEGF蛋 自の発現 はむしろ減弱または消失す

る.つ ま り,VEGF蛋 自の発現 は血管の発生 に先行する。圏 :50%以上陽性,囲 :20～50%,圏 :20%以下 ,

□ :な し
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VEGFの発現の消長が血管新生 に先行してみ られるの

が特徴である。

網膜組織の低酸素状態が VEGFの発現を克進 させ,網

膜血管発生を誘導する46)。

網膜の発生が進むにつれて,感

覚網膜の細胞層が厚 くなり,そ の結果,組織が比較的低酸

素の状態になるとVEGF蛋 白およびVEGF mRNAが
発現し,それに引き続いて血管が発生する。網膜血管の発

生に際して,組織の低酸素をいち早 く感知するのは,低酸

素に極めて敏感な神経節細胞,網膜内層のアス トロサイ

ト,お よび内顆粒層のミュラー細胞で,こ れらの細胞が

VEGFを発現する47)。 実験的未熟児網膜症の研究 による

と,発育中の組織では,低酸素状態になると神経要素より

も血管周囲グリア組織を構成しているアストロサイ トが

先に変性 して,血 液一網膜関門が破綻する とい う48)。

VEGFと VPFは 同じものであるので,血液一網膜関門

の破綻,す なわち網膜血管の透過性克進は同時に VEGF
の発現を意味する。我々の研究では,胎仔あるいは出生直

後の網膜血管の発達は組織の酸素要求 (低酸素状態)に

よって誘導され,血管が成熟 して低酸素状態が解消され

ると血管発生が停止することを示したものである。この

ように,組織の酸素需要が網膜血管網の構築を制御 して

いる49)。

2.成人網膜の組織構築と血管構築の関係

成人網膜では血管がどのような分布をしているかを組

織学的に検討 した.眼富内悪性腫瘍などのために摘出さ

れた眼球をグルタールアルデヒドで固定し,エ ポンに包

埋 して,半超薄切片を作製 して,ア ズールII染色 を行っ

た。標本は網膜面に対して垂直および水平切片 を作製し

て,光学顕微鏡で観察した。

網膜血管の主幹部は神経節細胞層にある。網膜中心動

脈,綱膜細動脈,網膜中心静脈,網膜細静脈の大中血管は

いずれも網膜神経節細胞層に位置する。感覚網膜が最も

厚い部位では,毛細血管は,乳頭周囲放射状毛細血管網

(radial peripapinary capillary,RPC),表 層毛細血管網,

中層毛細血管網,深層毛細血管網の 4層に分布 している。

この 4層の毛細血管網のうち,主幹 となるのは表層毛細

血管網で,大 中血管と同様に神経節細胞層に位置する5。 )

(図 6)。 RPCは 網膜神経線維層のほぼ中央 に存在する

(図 7)。 神経線維層が厚い場合 には 2～ 3層 の RPCが

存在する51).中
層毛細血管網は内顆粒層の表層側 に,深層

毛細血管網は内顆粒層の外層側に位置している。中心富

の中央,す なわち中心小富では,内顆粒層から内側網膜を

欠いているので網膜血管は存在 しない。中心富の斜台

(clvus)の 部分では,中心小富の辺縁に最初の内顆粒層

細胞がみられ,辺縁から0.12 mmの位置で神経節細胞

がみられる。辺縁から約 0.2mmの 位置で最初の毛細血

管がみられる52)。

以上のように,網膜毛細血管の分布と網膜神経要素の

構築とは密接な関係にあり,し かも毛細血管は神経要素
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の酸素需要に対 して必要最小限に分布している。つまり,

血管は組織内の光の通過を阻害する構造であるので,神

経要素を栄養する網膜血管は必要最小限の分布にとどめ

られている。このことはきわめて合目的的であるが,そ の

結果,網膜はごく軽度の循環障害が生 じても容易に低酸

素 または虚血に陥るという弱点をもっていることにな

る。

3。 前眼部虚血による前眼部血管新生とVEGFの発現

糖尿病網膜症や網膜中心静脈閉塞症などのように,網

膜が虚血または低酸素状態に陥ると虹彩ルベオーシスを

生 じ,血管新生緑内障を合併する。血管新生緑内障の発症

と進 展 にもVEGFが 関係す る28)53)54)。 低酸素状 態 と

VEGFの 発現には密接な関係があ り55)56),前 眼部の血管

新生 には虚血網膜 か ら放出 され るVEGFが関係 す

る28)57)。 しかし,前眼部だけの虚血で血管新生が起 こるか

否かについてはまだ明らかにされていない.そ こで,自色

家兎の長後毛様動脈 を焼灼して前眼部だけの虚血を作

り,血管新生が起 こり得るか否かを検討した58)。
家兎の前

眼部脈絡膜は血液供給を短後毛様動脈 と長後毛様動脈の

枝から受け,網膜 は網膜動脈 と毛様網膜動脈から受けて

いる59).長後毛様動脈の血流を遮断しても網膜や脈絡膜

には虚血を生じないので,家兎眼球では長後毛様動脈を

閉塞させることによって前眼部のみの虚血を実験的につ

くることができる。

家兎の長後毛様動脈を焼灼して閉塞させると,3日 目

には角膜に浮腫が起 こり,結膜が充血した。7日 目には角

膜 に血管新生が観察された。眼球 を摘出し,4%パ ラホ

ルムアルデヒドで固定し,パ ラフィンに包埋して,病理組

織学的に検討した。焼灼の翌日から角膜血管新生が生じ,

虹彩は萎縮または壊死に陥った。虹彩の表面には線維性

膜が形成され,虹彩 と水晶体との癒着が生じていた。しか

し,網膜や脈絡膜には血管形成,組織の萎縮や壊死はみら

れなかった。この実験では後眼部の虚血は起 こらなくて

も前眼部のみの虚血で前眼部に血管新生が起こり得るこ

とを示した。次に,植物レクチンgriffonia simplicifolia

(GS‐ 1)で免疫染色を行って60),虹
彩表面および隅角に生

じる増殖組織が新生血管を伴っていることを確認 した。

さ ら |こ ,avidin― biotin colnplex lnethod45"で 抗 ヒ ト

VEGF抗体を使用 した免疫組織化学染色を行い,VEGF
蛋自の発現を調べた。長後毛様動脈焼灼の翌日には,抗 ヒ

トVEGF抗体に陽性に染色されるVEGF蛋 自が毛様突

起に近い部位の虹彩上皮細胞および虹彩血管の内皮細胞

に観察された。同じ眼球の後眼部では,網膜にも脈絡膜に

もVEGF蛋 白は染色されなかった。次に,効 s′′%hybrid―

izationで VEGF mRNAの発現を調べた。対照眼では,

前眼部にはVEGF mRNAの 発現はみられなかったが,

網膜 の神経節細胞 および内顆粒 層の細胞 にVEGF
mRNAが弱 く発現 した.長後毛様動脈を焼灼 した実験

眼では,焼灼翌日の家兎眼球の毛様体上皮細胞にVEGF

眼内血管新生・猪俣
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mRNAが非常に強く発現 していた(図 8)。 しかし,焼灼

4日 目の前眼部にはVEGF mRNAの 発現 はみられな

かった。術翌 日の家兎でも,ま た焼灼 4日 後の家兎でも,

網膜の神経節細胞および 内顆粒層の細胞 にVEGF
mRNAが弱 く発現していた。本実験は前眼部の VEGF
蛋白は網膜から前眼部に移動 したものではな く,毛様体

日眼会誌 101巻  12号

図 6 ヒト網膜神経節細胞層の水平断切片の光学顕微鏡写真。

神経節細胞は低酸素あるいは虚血の影響を受けやすい細胞であるので,網膜毛細血管の主幹は神経節細胞層

にあ り,表層毛細血管網が分布する。アズール II染色,× 400

(Courtesy Of lwasaki lM,Inomata H: Relation between superficial capillaries and foveal structures in

the human retina.Invest Ophthalmol Vis Sci 271 1698-1705,1986)

図 7 ヒト網膜神経線維層の水平断切片の光学顕微鏡写真 .

網膜神経線維層には乳頭周囲放射状毛細血管網 (RPC)が 分布する。しかも,血管は神経線維束のほぼ中央に

配置されている。このように,網膜毛細血管は網膜の組織構築に対 して必要最小限の分布になっている。これ

は網膜の透明性維持 という観点からきわめて合目的的ではあるが,反面少 しの循環障害でも容易に低酸素 ま

たは虚血に陥りやすい弱点にもなっている。アズール II染色,× 640

上皮細胞で合成されたものであることを示 している。長

後毛様動脈から血液供給を受けている毛様体上皮細胞が

前眼部の虚血を認識 してVEGF mRNAが 発現したも

のである。しかもVEGF mRNAの発現はVEGF蛋自の

発現よりも数日間早い。この間隔は,網膜光凝固後の網膜

下血管新生におけるVEGF mRNAの発現 とVEGF蛋

・趣

^ 
ヽ

|'. i ."`
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図 8 家 兎長 後毛 様 動脈焼灼 後 4日 目毛様 体 の

VEGF mRNAの J“ s′ ι
“

hybridizationの光学顕

微鏡写真 .

毛様体上皮細胞 に VEGF nlRNAが発現 している.

前眼部の虚血だけで前眼部の血管新生が生 じるが ,

この血 管新生 には毛様体上 皮細 胞 に発現 す る

VEGF mRNAが関係する。×300

自の発現の間隔 とほぼ一致する61).

4.低酸素刺激状態での周皮細胞における VEGFの発

現

血管新生の機序は,生体内ではいろいろな因子が関係

していて,き わめて複雑である。できる限 り単純化 して解

析するには 物 υグ′知 の実験が必要である62)。
糖尿病網膜

症では,血管周皮細胞が選択的に失われることから,網膜

血管内皮細胞 と周皮細胞 との関係が注 目された63)～ 66).Iη

υ′′
"の研究で,周皮細胞の培養上清が内皮細胞の増殖 を

活発にするという報告
67)が

ある.し かし逆に,内皮細胞 と

周皮細胞の共培養では,周皮細胞は内皮細胞の増殖や遊

走を阻止するとの報告
68)69)も

あ り,血管内皮細胞 と周皮

細胞の関係はまだ明確でない。

そこで,我々は低酸素刺激によって周皮細胞が血管内

皮細胞の増殖 にどのように影響するかについて検討 し

た70)。

ウシ網膜から血管内皮細胞 と周皮細胞 を 10%の ウシ

胎仔血清を加えた DulbeccO's mOdified Eagle's medium

(DMEM)で それぞれ分離培養 した。培養細胞の同定 に

は,内 皮細胞 は VOn Willebrand因 子 を,周 皮細胞 は α

―Srn00th muscle actinを 用 い た。Fluorescein isoth‐

iocyanate(FITC)で 標 識 した抗家兎 IgG抗体 また は

FITCで標識 した抗マウス IgG抗体 と一緒に細胞 を培

養し,螢光顕微鏡で観察 した.I型 コラーゲンゲル上 に血

管内皮細胞 を散布 し,内皮細胞による毛細血管様管形成

を位相差顕微鏡で観察 した。この方法 は,Folkmann9)13)

によって開発 され,メη υ′ノタη血管新生の定量的測定法 と

して確立 されているものである。我々はこの方法を用 い

て,100 μm以上 に伸びた管構造 について単位面積当た

915

りの長さを計測した。さらに,コ ラーゲンゲル内の毛細血

管様管構造の組織切片を作製し,光学顕微鏡と電子顕微

鏡で観察 した。

培養ウシ網膜血管内皮細胞はvon Winebrand因 子に

陽性に染色され,細胞内に多数の顆粒状螢光点がみられ

た。一方,培養ウシ網膜の周皮細胞はα―smooth muscle

actinに 陽性に染まり,細胞内に細線維状の螢光がみら

れた。コラーゲングル内の毛細血管様管構造の組織標本

では内皮細胞が互いに接着 し,そ の間に毛細血管様の管

腔が形成されていた。それを電子顕微鏡で観察すると,細

胞塊の周囲には基底板様の構造が形成され,細胞間には

密着結合が形成されていた38)。

網膜血管内皮細胞 と周皮細胞を共培養 して,そ の培養

上清をコラーゲングル内の血管内皮細胞の培養液に添加

した場合,毛細血管様管形成の長さは酸素分圧が 20%で
は共培養の培養上清を加えない対照の際の長さに比較 し

て有意 に抑制 され た (p<0.01)。 しか し,前 もって抗

TGF‐β抗体を添加した場合には血管内皮細胞 と周皮細

胞の共培養の培養上清を加えた時の管形成抑制効果は有

意に減少 した。酸素分圧が 1%ま たは5%の低酸素状態

では,い ずれも20%酸素の状態あるいは新鮮培養の時に

比較 して管形成は促進 された(p<0.01)(図 9)。 周皮細

胞だけの培養上清を添加 した場合には,酸素分圧が 20%
では培養上清を添加 しない対り1資 と比較 して有意の差はな

かった。酸素分圧が 5%と 酸素分圧が 1%の低酸素状態

では,酸素分圧が 20%の新鮮培養に比較 して有意に管形

成が促進 された(p<0.01)(図 9).こ れに対 して内皮細

胞だけの培養上清を添加 した場合には,酸素分圧が 20%
と低酸素分圧とでは,内皮細胞による管形成に有意の差

はなかった.こ のように,ウ シ網膜血管内皮細胞によるコ

ラーゲンゲル内の毛細血管様管形成は,周皮細胞 と内皮

細胞の共培養の培養上清を添加した場合,正常酸素状態

では内皮細胞の増殖を抑制するように働 き,低酸素状態

では逆に内皮細胞の増殖を促進するように働いている。

上記の結果は,正常酸素状態では周皮細胞や平滑筋細

胞が TGF_β を産生して血管内皮細胞の増殖や遊走を抑

制するという報告25)68)69)71)と _致するものである。我々

の研究は周皮細胞が正常酸素状態では,血管内皮細胞の

増殖を抑制 しているが,低酸素状態では周皮細胞が内皮

細胞の増殖を促進 していることを示した。血管平滑筋細

胞と血管内皮細胞を用いた実験でも同様の関係であった

と報告72)さ れている。上記は Z・ηυ″つ の実験結果である

が,′η υわθでは血管内皮細胞によるVEGFや TGF―β

だけでなく,グ リア細胞などの血管内皮細胞を取 り巻 く

周囲の環境の状態によって種々の影響が考えられるの

で,ノηυ″/θ とは様子がかなり異なる可能性がある。

5。 低酸素刺激状態でのグリア細胞におけるVEGFの
発現

血管内皮細胞とグリア細胞の相関が血管内皮細胞の分
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(μm/mr)

内皮細胞 と周皮細胞の共培養上清添加

LI眼 会誌 101巻  12号

ウシ網膜グリア細胞 を 2%の 低酸素分圧で培養 した

培養上清 を添加 す る と,培 養血管 内皮細胞 に よる3H_

thymidineの取 り込みは対照 とした新鮮培養の時 の約

2.2倍 に増加 した (p<0.01)。 これ に対 して,グ リア細胞

を正常酸素分圧で培養 した培養上清 を加えた場合 には,

血管内皮細胞による3H_thymidineの取 り込みは新鮮培

養の時 とほとんど変化がなかった。前 もって培養上清 を

抗 bFGF抗体で処理 した培養上清 を加えた場合には,低

酸素分圧による培養上清を加 えた場合の3H_thymidine

の取 り込みが抗 bFGF抗体で処理 しない場合 に比較 し

て低下 した(p<0.02)。 しかしそれで も,内皮細胞 による

3H_thymidineの取 り込みは,新鮮培養の場合や正常酸素

分圧の培養上清を添加 した場合 に比較 して,ま だ 1.5倍

高かった (p<0.01)。 前 もって培養上清 を抗 VEGF抗体

で処理 した培養上清 を加えた場合 には,低酸素分圧 によ

る培養上清を添加 した場合の3H_thymidineの取 り込み

の増 加 が ほ とん どみ られ な くなって しまった (p<

0.01)。 さらに,前 もって培養上清 を抗 bFGF抗体 と抗

VEGF抗 体の両方で同時に処理 した培養上清を加 えた

場合には,3H_thylnidineの 取 り込みは新鮮培養の時の取

り込みよりもむしろ低下 してしまった(p<0.02).

次に,血管内皮細胞 によるコラーゲングル内の毛細血

管様管形成について検討 した.グ リア細胞を 2%の 低酸

素分圧で培養 した培養上清を添加すると,網膜血管内皮

細胞による管形成は新鮮培養および正常酸素分圧の培養

上清添加の場合 と比較 して有意に克進 した。つまり,低酸

素分圧の培養上清添加では正常酸素分圧の培養上清添加

に比較 して 2.4倍 (p<0.01),新 鮮培養 に比較 して 6.2

倍の克進であった (p<0.01)(図 10)。 前 もって培養上清

を抗 bFGF抗体で処理 したものを加 えた場合には,管形

成の克進は正常酸素分圧の培養上清添加ではほとんどみ

られな くなり,低酸素分圧で培養 した培養上清添加では

bFGFを加えない場合よりも低下 した (p<0.01)。 前 もっ

て培養上清を抗 VEGF抗体で処理 したものを加 えた場

合には,管形成の克進はほとんどみ られなくなった (p<

0.01).前 もって培養上清を抗 bFGF抗体 と抗 VEGF抗

体の両方で同時に処理 した培養上清を加えた場合 には,

管形成は低下 し,特 に低酸素分圧で培養した培養上清を

添加 した場合には新鮮培養の時の管形成よりもむしろ低

下 してしまった (p<0.01).

次に,northern b10t法 によつて検討すると,培養 ウシ

網膜 グリア細胞は VEGF mRNAと bFGF mRNAを発

現 していた.網膜グリア細胞を正常酸素分圧 と2%の 低

酸素分圧で培養 した時の VEGF mRNAの 発現 を比較

すると,低酸素分圧で培養した場合 には正常酸素分圧で

培養した場合より著明に克進 した。これに対 して,bFGF

mRNAの 発現は低酸素分圧で培養 した場合 と正常酸素

分圧で培養 した場合 とで著 しい違いはなかった。上記の

結果は,血管内皮細胞の増殖促進 には培養網膜 グ リア細

*

管

の
長

さ

1,4(X｀

1,200

1.000

800

600

400

200

0

「

~マ~~¬

「

~T~¬
*

「

~~石~~¬

「

T¬

1%  5%  20% 20% 20%  酸素濃度

図 9 培養ウシ網膜血管内皮細胞による毛細血管様管

形成.

網膜毛細血管周皮細胞培養上清を添加 した場合,正

常酸素分圧では管形成は対照に比較して有意に低下

し,周皮細胞は抑制効果をもつ。周皮細胞の作用を抑

制 す る意味 で抗 transforming grOWth faCtOr― β

(TGF―β)抗体を加えると,周皮細胞の抑制効果は減

弱する。ところが,低酸素状態では内皮細胞による管

形成は周皮細胞培養上清を添加することによつて有

意に上昇する。周皮細胞は正常酸素分圧では内皮細

胞の増殖を抑制し,低酸素状態では逆に克進させる

こ とを示す.囲 :抗 TGF―β抗体 添加 □ :対 照

*:p<0.01

(cOurtesy Of Miurata T,Ishibashi T,Inolmata H,

Sueishi Iく :  A/1edia conditioned by coculture of

pericytes and endothelial cells under a hypoxic

state stilnulateグπ υグ′%O angiOgenesis.(])phthalrniC

Res 26:23-31, 1994)

化に重要である40,73)。 すでに記 したごとく,組織の虚血 も

しくは低酸素が血管新生 と密接な関係 にあ り,血管内皮

細胞の増殖を促す物質であるVEGFの 発現は低酸素で

誘導 される。糖尿病網膜症では,網膜の血管新生に網膜グ

リア細胞が関係 している74).ス トレプ トゾ トシン糖尿病

ラッ トでは,飼育 6か月か ら血管透過性克進がみられる

が,こ の時期には網膜 内における VEGFの 発現が増加

し,網膜血管壁にVEGFが検出される75)76)。 このように,

血管透過性充進 と内皮細胞の増殖が網膜血管新生の重要

な過程である。そこで,我々は低酸素刺激によつて網膜グ

リア細胞が VEGFの発現にどのように関係 しているか

について検討した77)。

まず,ウ シ網膜か ら血管内皮細胞 とグリア細胞 を分離

培養 した。von Winebrand因 子陽性で多角形 もしくは紡

錘形の細胞を血管内皮細胞 と同定 し,GFAP陽性で星状

構造 をもった細胞をグ リア細胞 と同定 した。あ υグ′旬 に

お け る血 管 内皮 細 胞 の増 殖 能 は 内 皮 細 胞 の3H_

thymidineの 取 り込み を測定することによって判定 し

た。また,内皮細胞を I型 コラーゲンゲル内で培養 して,

単位面積当たりの毛細血管様管形成の長さを測ることに

よって内皮細胞の増殖状態を定量的に測定 した。
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図 10 培養ウシ網膜血管内皮細胞による毛細血管様

管形成。

網膜グリア細胞培養上清を添加 した場合,正常酸素

分圧では,血管内皮細胞による管形成は促進され,し

かもそれは抗 VEGF抗体 または抗 VEGF抗体 と抗
bFGF抗体 を共に添加 した場合 に有意に抑制 され

る。低酸素状態では内皮細胞の管形成の克進状態 も

著 しくな り,ま た抗 VEGF抗 体 または抗 VEGF抗
体 と抗 bFGF抗体 を共に添加 した場合の抑制効果

も顕著である。つまり,網膜グ リア細胞は血管内皮細

胞の管形成 を低酸素状態で著 しく克進されるが,そ

れにはbasic fibrOblast grOwth factOr(bFGF)よ り

もVEGFの発現がより深 く関係 していることを示

す.*:p<0.05**:p<0.01□ :対 照 囲 :抗

bFGF抗 体添加 圏 :抗 VEGF抗体添加 囲 :抗

bFGF抗体 と抗 VEGF抗体添加

(Courtesy of Hata Y,Nakagawa K,Ishibashi T,

In011lata H, Ueno H, Sueishi K: HypOxia―

induced expressioll of vascular endothelial

gro、7th factOr by retinal glial cells prornOtes グη

υ′′/θ angiOgeneSiS.Virchows」へrch 426:479-486,

1995)

胞によるVEGFの合成が主として関与してすることを

示したものである。このように,綱膜グリア細胞が特に低

酸素刺激によって血管内皮細胞の増殖を促進させる。

6。 低酸素刺激の網膜グ リア細胞における転写因子

AP‐ 1活性化を介するVEGF mRNAの発現

低酸素刺激によってサイ トカインの遺伝子発現が充進

する78)79)。 これは低酸素刺激で phosphpHpase C(PLC),

さらにprotein kinase C(PKC)を 介する細胞内シグナル

伝達が促進されて転写因子の活性化が起こることによ

る。

VEGF遺伝子の転写開始上流のプロモーター領域に

は 4か 所 の,転 写 因子 AP-1の 認 識配列(5'TGACT_
CA 3")が存在することが知 られている。転写因子の結合

部位 として,Sp-1,AP‐ 1,AP‐2があるが80),低
酸素刺激に

よるVEGF mRNAの発現は AP-1の活性化を介 して

起 こる81)。
転写因子 AP‐ 1は JUN蛋 自とFOS蛋 自のヘ

テロダイマーあるいはホモダイマーから成る転写活性化

917

因子である。ノ物 はトリ肉腫ウイルスがもつがん遺伝子

として発見されたもので,そ の産物であるJUN蛋 白は

もう一つのがん遺伝子力sの産物 FOS蛋 白とヘテログ

イマーを作る.FOS・ JUN蛋白複合体はDNA結合蛋自

で,腫瘍プロモーターによって転写促進結合因子 として

精製されてた AP-1と 同一のものである。AP-1は ,細胞

内シグナル伝達システムの PLCお よびPKCを介する

遺伝子の転写活性化に関するシグナルの核内の受け取 り

手である82)83)。 FOS・ JUN蛋 白はロイシンジッパー構造

を介してヘテロダイマーを形成 し,転写因子 AP-1と し

て機能して遺伝子の AP‐ 1認識配列に結合する。JUN蛋
白はホモダイマーとして転写促進活性をもつが,JUN・
FOS蛋自のヘテロダイマーに比較すると,DNA結合の

親和性も転写促進活性も著しく弱い。FOS蛋 白は単独ま

たはホモダイマーとしてDNAに結合できない84)。

低酸素刺激によって AP_1蛋自の核への集積がみられ

ることが知られている.し かし,AP-1蛋自と低酸素刺激

によるVEGF mRNA発現との関連性はまだ明 らかに

されていない。我々は,AP‐ 1の活性阻害作用を有するこ

とが知 られている合成糖質 コルチコイ ドである dex‐

alnethasone(DEX)が ,グ リア細 1包 に お け るVEGF
mRNA発現にどのように関係 しているかについて検討

した。ウシ網膜から分離したグリア細胞を正常酸素分圧

および 1%の低酸素分圧で 24時間培養 した。低酸素刺

激 3時間前にDEXを 10-6～10-8nMの濃度で添加 して

お くと,いずれの濃度でも低酸素によるVEGF mRNA
発現克進が抑制された.抑制作用は 100 nMの濃度 まで

ぼぼ濃度依存性に抑制し,そ れ以上の濃度では抑制作用

はやや低下した。次に,DEX非添加群 と添加群で 1,3,
6,12,24時間後にnorthern b10t法で VEGF mRNAの
発現を検討した.非添加群では時間依存性に発現の克進

を認めたが,DEX添加群ではぼぼ対照のレベルのままで

あった。

そこで我々は,ウ シ網膜培養グリア細胞における AP‐

1蛋白が低酸素刺激によって核への集積がみられるか否

かを免疫組織化学的に検討した。同条件でJUN蛋 自と

FOS蛋自の発現および局在を免疫螢光抗体法で検出し,

螢光顕微鏡で観察した。いずれの蛋白も,正常酸素分圧で

は細胞の胞体に螢光色素の発色が集積 し,2%の低酸素

分圧では低酸刺激後に核への螢光色素の集積が認められ

た (図 11)。 すなわち,網膜グリア細胞においても低酸素

刺激によって転写因子 AP‐ 1の活性化が起こっているこ

とを示した(図 12).

次に,低酸素刺激におけるVEGF mRNAの安定性に

ついて検討した。低酸素環境で 12時間刺激後に転写阻害

剤であるActinomycin D(ACT D)を添加 した群 と,正

常酸素状態にACT Dを 添加 した群の間で,ACT D添
加後の VEGF mRNAの安定性をnorthern blot法 で検

討 した。その結果,正常酸素分圧ではACT Dを 添加 し
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図 11 培養ウシ網膜グリア細胞における低酸素刺激による転写因子 AP‐ 1活性化を示す螢光抗体光学顕微

鏡写真.

正常酸素状態では,JUN蛋白は胞体に染まり(左上),低酸素状態では核により顕著に染まるようになる(左

下)。 同様にFOS蛋白も,正常酸素状態では胞体に染まり(右上),低酸素状態では核により顕著に染まるよ

うになる(右下)。 これはVEGF mRNAの発現に必要な転写因子 AP‐ 1が活性化していることを示す.転写

因子 AP-1は 主としてJUN蛋白および FOS蛋 自のヘテロダイマーからなり,AP-1がグリア細胞の胞体

内から核内に移動し,核内のAP-1結合部位と結合していることを意味する。×850

細胞膜

VEGF

核膜

AP-1結合部位

図 12 低酸素刺激による転写因子 AP‐ 1活性化の制

御機構模式図.

低酸素刺激によって細胞内のphposphoHpase C

(PLC)お よびprotein kinase C(PKC)を介する細胞

内シグナル伝達機構を経て,転写因子 AP‐ 1は核内

の AP-1結合部位に結合してVEGF mRNAの発現

が克進する.AP_1は JUN蛋 白とFOS蛋 自のヘテ

ロダイマーから成る。

R:receptor

て転写を阻害 した場合には,VEGF mRNAは ほぼ 3時

間で発現がみられなくなった。これに対 し,1%の低酸

素状態では転写を阻害するとVEGF mRNAの 発現は

徐々に低下するが,約 9時 間 まで発現が持続 した (図

13).こ のことから,低酸素刺激後ではVEGF mRNAの

安定性が充進することがわかつた。このように,網膜グリ

ア細胞において,低酸素刺激時の VEGF mRNA発現克

進には転写活性化の克進と,同時にVEGF mRNAの安

定性が関係 していた85)。 その経路には転写因子 AP-1の

活性化が関係する。

眼組織における VEGFの発現が血管新生に重要な働

きをなしているので,近年 VEGFの抗体を用いた治療が

試みられている86)。 また,低酸素刺激によって網膜血管内

皮細胞にVEGFの受容体のmRNAが発現する87)。 そこ

で,VEGF受容体のキメラ(chimera)を 用いて血管新生

を抑制する治療の実験的研究が行われている88)。 その臨

床応用がやがて可能になることを期待したい。

フ.低酸素刺激の網膜グリア細胞における転写因子

NF‐ χBの活性化を介する IL‐ 8の発現

未熟児網膜症は網膜血管の発育が未熟な段階で高酸素

状態にさらされると,網膜血管が極度に収縮または閉塞

して起こる血管新生性の疾患である。血管が閉塞すると,

網膜は低酸素または虚血に陥り,反応性に網膜血管新生

を生じ,硝子体内増殖性変化を伴って牽引性網膜剥離が

起こる。未熟児網膜症の実験モデルとして,出生直後の動

リガン ド VEGF

ヽ
／PKC

VEGF ll、 RNA

鍼
「電
噸

,ル i

||.  ,・
=■

.

●  .=||

懸_  1

L』

ぷ

¬
]

一素

一

一酸

一

一氏

一

巨

「
∃

一Ｃ

一
匝

司
が

璃
．．「．「
、翻

Ｐｒ
卜」
』

「

¬
駐.メ

ｒ
，・ヽ
蝙

囲



物に 80%酸素を 2週間負荷 した後,大気中に戻して飼育

する方法が確立されている3)～ 6)。 これを酸素負荷網膜症

(OXygen‐ induCed retinopathy)と も日乎秘ヾ。このような低

酸 素 刺 激 に よって発 現 す るサ イ トカ イ ン として,

VEGF89)の 他に IL‐8がある。IL‐8は血管内皮細胞の走化

性を克進 させて血管新生 を促進する33)34)。

IL‐8 mRNAの 発 現 に は転 写 因 子 nuclear factor

kappa B(NF‐ χB)の 活性化 をイ半う90).ウ イルス,サ イ ト

カイン,ス トンスな どが :NF‐χBを誘導 し91),NF―χBが
その発現制御に関係する遺伝子群 として,TNF‐α,IL‐ 8,

IL‐ l β
92),IFN‐

β,VCAM-1お よび ICAM-193)な どが知 ら

れている。通常,NFッ Bは inhibitOr kappa B(レ B)と 呼

ばれる因子が結合 し,NF―χBの核移行 シグナルを覆い

隠す ことにより,NF― χBは細胞質に拘束 されている。細

胞が低酸素などの刺激 を受 けるとIχ Bが分解 され,NF―

κBは速やかに核へ移行 し,標的遺伝子 に対 して転写活

性化因子 として働 く。すなわち,NF‐ χBの活性化はレ B
の分解で もたらされる。さまざまな刺激が NF‐κBの 活

性化を誘導するが,それに伴い IχBの リン酸化が克進す

ることが知 られている94)95).IL-8 mRNAの
転写開始上

流のプロモーター領域 には転写因子 NF‐χBが結合する

χB様部位が存在する。χB様部位には,NF‐χBと 呼ばれ

るp50と p65のヘテロダイマーが結合する。

ヒ ト血 管 内皮 細 胞 を低 酸 素 で培 養 す る と,IL‐8

mRNAが 発現する。IL‐8 mRNAの 発現 は低酸素培養

血管内皮細胞の核抽出液で NF‐χB様部位 に対する結合

活性が充進することによる79)。 過酸化水素 は,2つの転写

因子 AP‐ 1や NF―χBの活性化を高め,VEGF mRNAや
IL‐8 mRNAの 産生 を克進 させて,血管新 生 を促進 す

る96).ま た,NF‐ χBのアンチセンス。オ リゴヌクレオチ ド

は過酸化水素による IL‐8の発現を完全に抑制する96).

そこで,我々はラットの酸素負荷網膜症 を作製し,転写

919

o 1 3 5 7 s (E+r6)

因子 NF―κBの活性化を介 してIL-8の 発現 と網膜血管

新生が関係 しているか否かを検討した97)。 なお,ラ ットで

はヒトの IL-8に 相当するものは cytokine‐ induced ne岐 ro‐

phil chenloattractant(CINC)と 呼ば
｀
れる。CINCの塩基

酉己列はヒトIL‐ 8の 1塩基:酉己夕」と47%の本目同
′
陛があること

が知られ98),小
腸では虚血および再灌流後には血清中の

IL‐8(CINC)が 上昇する99)。

出生直後の brown Norwayラ ットを2週間 80%酸素

で飼育した後,大気中に戻 して飼育すると,2週間後には

網膜血管新生が起こり,硝子体内に血管増殖組織が形成

される。大気中に戻した直後には網膜血管新生はみられ

ないが,戻 して2日 目から網膜から血管が出現し,こ れが

内境界膜を穿破して,硝子体中に進展した。網膜血管の形

成は大気中に戻して 2週間目が最高で,そ れから徐々に

減衰し,6か月後にはみられなくなった.網膜および硝子

体内血管新生が最も顕著な時期,す なわち大気中に戻 し

て 2週間目に眼球を摘出して組織学的に調べると,硝子

体内に管腔を形成した血管網がみられた (図 14)。 免疫組

織化学的にVEGF蛋 自の局在を調べると,感覚網膜の広

い範囲にわたってVEGFが検出された。特にミュラー細

胞の胞体および網膜面に垂直方向に広がる細胞突起に強

い反応がみられた。

大気中に戻 して 2週間目には,NF―χBは視神経およ

び視神経乳頭,さ らに網膜内境界膜下の細胞,神経線維

層,表層血管網の周囲に検出された。同様に CINC(IL-8)

も視神経および視神経乳頭,さ らに網膜内境界膜下の細

胞に検出された (図 15)。 次に,NF‐ χBお よびCINC(IL‐

8)の 陽性細胞 を同定 す るた め に,GFAP,vOn Wille―

brand因子,お よびα―smooth muscle actinで 免疫染色

を行った。その結果,NF― κBお よびCINC(ILヽ8)陽性細

胞はGFAPに陽性であった.ま た,内境界膜に垂直方向

に並ぶ細胞 にも陽性であった。以上の結果から,NF‐ χB

平成 9年 12月 10日 眼内血管新生・猪俣

低酸素十 ACT D       正常酸素+ACT D

013579

VEGF

GAPDH

図 13 転写阻害薬 Actinomycin D(ACT D)を 添加 した場合の低酸素刺激培養ウシ網膜グリア細胞における
VEGF mRNAの発現持続時間 .

低酸素状態では,VEGF mRNAは 時間経過によって徐々に減弱するが,約 9時間 まで発現がみられる.一

方,正常酸素状態ではVEGF mRNAの発現は約 1時間でみられなくなる.つ まり,低酸素状態では正常酸

素状態に比較 して VEGF mRNAの発現持続時間が長 く,血管内皮細胞に対するパラクライン的作用の持

続が長いことを示す。

GAPE)II:glyceraldehyde phosphate dehydrogellase
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およびCINC(IL‐8)陽性細胞はアス トロサイ トお よび

ミューラー細胞であると同定した。硝子体内に進展 した

血管膜はvon Winebrand因 子に陽性で,血管内皮細胞

を含んでいた。この実験では,血管新生は大気中に戻 して

14日 目に最大 に達 したが,NF‐ κBお よびCINC(IL‐ 8)

の発現は大気中に戻 して 2日 目が最大で,し か も NF‐

日眼会誌 101巻  12号

図 14 ラッ ト酸素負荷網膜症の光学顕微鏡写真.

網膜血管から新生血管が生 じ,硝子体内に伸展 している。新生仔ラット80%酸素で 2週間飼育 し,そ の後大気

中に戻 して 2週間を経過 した もの.ア ズール II染色,× 700

図 15 ラッ ト酸素負荷網膜症における cytokine‐ induced neutrophil ChemOattraCtant(CINC)の 発現を示

す免疫組織化学光学顕微鏡写真 .

内境界膜付近に濃 く染 まっているのが CINCが発現した細胞で,網膜のアス トロサイ トとミュラー細胞の

分布 とほぼ一致する。ラットで CINCと 呼 ばれ るサイ トカインは,ヒ トの interleukin-8(IL‐ 8)に 相 当す

る。×1,800

χBの発現が CINC(IL‐ 8)の それよりわずかに先行して

いた。これは,CINC(IL‐ 8)の 発現は NF―χBの活性化 を

介して起こるための時間差である。

ウシ網膜グリア細胞を低酸素状態において 0,1,3,

6時間後に細胞を回収 し,細胞膜および核膜を順次破壊

することによって細胞質 と核質の分画に分離した。各分
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0 3    (口寺間) リガン ド IL-8

図 16 低酸素刺激によるウシ網膜グ リア細胞内の

NF‐χB蛋自の局在を示す western blot法 .

低酸素 1時間までは NF‐χBは細胞質に主に発現 し

ているが,低酸素 3時間では細胞質よりも核質に強

く発現 している。

低酸素 0 3 3★      (日 寺間)

NF― KB―●

図 17 低酸素刺激によるウシ網膜グ リア細胞核蛋白

のゲルシフ ト.

低酸素 3時間で NF―κBの DNA結合能が増加 して

いる。

NF‐χB i nuclear factor― kappa B

*:competitorを 加 えたレーンを不す。

画の蛋白質 を SDSポ リアクリルア ミドゲル電気泳動で

分離 し,western blot法 で NF―χBに 特異的なバ ン ドを

検出した。その結果,ウ シ網膜 グリア細胞の NF‐χBは低

酸素後 1時間までは主に胞体内に検出されるが,3～ 6

時間にな ると胞体内よ りも核内により多 く検出された

(図 16)。 さらに核蛋自のグルシフ ト法を行 うと,低酸素

によ りNF‐χBの DNA結 合能 の増加 が み られた (図

17)。 つ ま り,活性化された NF‐χBが細胞質か ら核へ移

動し,χB様部位 と結合 して IL‐8 mRNAの発現を促 し

た (図 18).

この実験モデルでは酸素負荷で血管が収縮 または閉塞

して網膜 は比較的低酸素 の状態にな り,そ れが刺激 と

なって NF_χ Bお よび CINC(IL‐ 8)が発現 したものであ

る。低酸素刺激に基づいて,網膜に血管新生 を伴った増殖

細胞膜

KB様部位

図 18 低酸素刺激による転写因子 NF‐χB活性化の

制御機構模式図.

低酸素刺激によって IχBが転写因子 NF―χBか ら

離れる.そ の結果,NF―χBは拘束が解除され,細胞

内から核内に移動して,核内のκB様部位に結合し,

IL‐8 mRNAの 発現が克進する。NF― χBは p50と

p65の ヘテロダイマーからなる。

R :receptor

組織が形成されることが証明されている26)27)。

今回の実験から低酸素刺激によって,網膜グリア細胞

にVEGFだ けでな くCINC(IL‐ 8)も 発現することがわ

かった。VEGFと CINC(IL‐ 8)は 同時に働いて,網膜血管

内皮細胞に対してパラクライン的に作用して,血管新生

を促進する。網膜構成細胞の中で,低酸素刺激によって

VEGFを 発現しやすい細胞とIL‐ 8を発現しやすい細胞

がある。ヒトglioma cell lineで は,血管内皮細胞による

毛細血管様管形成には,細胞の種類によってVEGFま た

はbFGFに よつて制御されるものや IL‐ 8に よって制御

されるものがある100).網 膜の構成細胞でもVEGFま た

はbFGFに よって制御されるものと,IL‐8に よって制御

されるものとがあるかも知れない。

8.増殖糖尿病網膜症患者の硝子体液中の IL‐ 8濃度

酸素負荷網膜症では,網膜にVEGFだ けでなくIL-8

の発現も充進するので,増殖糖尿病網膜症患者における

硝子体液中のIL-8濃 度を調べた。増殖糖尿病網膜症 35

眼,増殖性硝子体網膜症 6眼,対照例 として,黄斑円孔 7

眼,網膜前線維症 6眼の手術時に硝子体液を採取し,硝子

体液中の IL‐ 8を enzymelinked immunosorbent assay

(ELISA)法で測定した。硝子体液サンプルに抗ヒトIL-8

ポリクローナル抗体を反応させ,硝子体液中に含まれる

IL‐8と 抗 ヒトIL-8ポ リクローナル抗体を結合させた

後,こ れに酵素標識抗ヒトIL^8モ ノクローナル抗体を加

えて抗 ヒトIL-8ポ リクローナル抗体―IL‐8-酵素標識

抗ヒトIL‐ 8モ ノクローナル抗体の複合体を形成させた。

複合体中の酵素活性を測定することによって硝子体中の

IL-8の 濃度を測定した。

硝子体液中の IL‐8濃度が測定可能であった もの (3

pg/ml以 上)は ,増殖糖尿病網膜症 24眼 (69%),増 殖性

硝子体網膜症で 1眼 (17%),対照群 1眼 (8%)であった。

‐蘊 颯輻
核

核膜

IKB

IL-8 mRNA
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増殖糖尿病網膜症の症例の IL-8濃度は対照群に比較 し

て有意に高かった (p<0.01)。 また,増殖性硝子体網膜症

では対照群 との間に有意差はなかった。さらに,増殖糖尿

病網膜症のうち活動性の高い網膜症では,沈静化 した網

膜症に比較 して硝子体液中の IL‐8の濃度は高い傾向に

あった。つまり,血管新生が活発な増殖糖尿病網膜症で

は,硝子体液中の IL-8の含有量が高いことがわかった。

IV結  論

血管新生は血管内皮細胞の前駆細胞または既存の血管

内皮細胞の増殖によって起こるが,血管周皮細胞 を含め

て,血管周囲組織の細胞群が血管内皮細胞の増殖 を制御

している。血管内皮細胞からのサイ トカインがオー トク

ライン的に働いて,内 皮細胞の増殖や遊走などの血管形

成のすべての過程に関係する。同時に血管内皮細胞 を取

り巻 く周囲の組織構成細胞に発現したサイトカインがパ

ラクライン的に働 いて,血管新生 を促す(図 19)。 した

がって,眼内血管新生の機序について,眼内の血管内皮細

胞を取 り巻 く環境,す なわち眼内組織構成要素 との関係

を無視 して考えることはできない。血管新生は低酸素や

酸化など種々の刺激によって誘導される。

本論文では,糖尿病網膜症,網膜血管閉塞症,未熟児網

膜症およびその合併症である血管新生緑内障など,臨床

上きわめて重要な眼科疾患の病因に関係する低酸素刺激

と眼内血管新生の関係について記した。特に,低酸素刺激

によって誘導されるサイ トカイン,VEGFと IL‐8が眼

組織構成細胞にどのように発現し眼内血管新生に関与 し

ているかに注目し,下記の結論を得た (図 20)。

1.網膜の血管発生に先立って網膜神経節細胞や ミュ

ラー細胞,ア ス トロサイトなどにVEGF mRNAま たは

VEGF蛋白が発現 し,血管が完成するとその発現は減少

ないし消退する。

2.網膜の血管構築は,網膜の組織構成に基づ く酸素要

求に応じて形成され,血管の分布は必要最小限にとどめ

られている.こ のことは組織の透明性維持の観点か ら極

めて合目的的であるが,反面わずかな循環障害によって

も低酸素あるいは虚血に陥 りやすい危険性をもってい

る。

3.前眼部の血管新生は網膜など後眼部の虚血によっ

て起 こる。しかし,前眼部の虚血だけでも,毛様体上皮細

胞にVEGF mRNAが 発現して,前眼部の血管新生が起

こり,血管新生緑内障の原因になり得る。

4.網膜血管内皮細胞 と周皮細胞は密接な関係にある。

正常酸素状態では周皮細胞が内皮細胞の増殖を抑制 し,

低酸素状態では周皮細胞は内皮細胞の増殖を助長する。

5。 網膜のグリア細胞は低酸素刺激によってVEGFを
発現して,血管内皮細胞の増殖を促進する。低酸素刺激状

態におけるグリア細胞のVEGFの 発現の充進には,転写

因子 AP‐ 1の活性化 とVEGF mRNAの 安定化が関係

:

十

血管内皮細胞 周皮細胞 グリア細胞

神経節細胞 毛様体上皮細胞 など

血管内皮細胞

眼内血管新生

図 19 低酸素などの刺激による眼内血管新生機序 .

低酸素刺激によって血管内皮細胞およびその周囲の細

胞 にサイ トカインが発現し,血管内皮細胞ではオー ト

クライン的に,そ の他の細胞からはパ ラクライン的に

サイ トカインが血管内皮細胞に作用 して血管新生を促

す.血管内皮細胞 を取 り囲む周囲の環境からのパラク

ライン的作用の方がより重要である。

低酸素

AP-1
|

NF― KB
|

VEGF

日眼会誌 101巻 12号

低酸素 酸化

IL-8

ス トレス

↓

l

十

||

眼内血管新生

図 20 低酸素刺激 で活性化する転写因子を介 して発

現するサイ トカインによる眼内血管新生機序 .

低酸素刺激で活性化する転写因子 AP-1を 介してサ

イ トカインVEGFが発現し,同 様 に転写因子 NF‐

χBを 介してサ イ トカインIL-8が 発現する。しか

し,そ の他にも血管新生を誘導するサイ トカインは

数多 く存在することを示す。

する。

6.酸素負荷網膜症 に際して,網膜 にはVEGFだ けで

なくIL-8も 発現して硝子体内に血管新生が起こる。

7.IL-8の 発現に先行 して転写因子 NF‐χBの活性化

がみられる。

8.増殖糖尿病網膜症では硝子体液中の IL-8含有量が

対照に比較して有意 に増加する。しかも血管新生が活発

な増殖糖尿病網膜症では,硝子体中に IL-8の 含有量が非

活動性の例に比較して有意に増加する。

以上,血管新生を促す各種の細胞成長因子が眼内血管

新生にどのように関与 しているかについて記した。血管

新生の機序は単一ではなく,も っと多 くの因子が複雑に

交錯 している。本論文 に記した低酸素 によって誘導され

る眼内血管新生機序はその一面に過ぎない。今後,血管新

生の機構がさらに解明され,眼内血管新生の抑制または

治療が可能になることを期待する。
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