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要

目 的 :中心富の感覚網膜下に発育した加齢黄斑変性
の脈絡膜新生血管膜 (CNM)48眼 をイン ドシアニング
リーン螢光眼底造影所見により4型に分類 した後,手術
により摘出して免疫組織化学的に検討した.

方 ,去 :CNMは ghal fibrillary acidic prOtein(GF‐
AP),von Winebrand factor,Ki-67抗 原 ,actin,endo‐
thelial growth factor(VEGF),basic ibroblast
growth factor(b― FGF),transforming growth factor

(TGF― βl)に対する免疫染色を施行した。

結 果 :いずれの型のCNMも感覚網膜側にGFAP
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螢光造影と免疫組織化学的所見の比較

中島 正巳 1),島田 宏之 2),佐藤  節 2),湯沢美都子 2)
1)日
本大学医学部付属稲取病院眼科,2)[1本 大学医学部付属駿河台病院眼科

約

が染色された。Ki-67抗原は I型 (早期 。後期ともに過螢

光を示す)で強い染色性がみられた.

結 論 :CNMは 網膜色素上皮および感覚網膜 との癒
着があり,摘出時にはこれらもともに摘出される可能性

が高いこと,I型では特に増殖能が高いことがわかった。

(日 眼会誌1103:252-258,1999)
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Abstract
Purpose : We classified choroidal neovascular herence of neurosensory retina to the CNM. Type I

membranes (CNMs) (48 eyes) in age - related macular membranes which showed hyperfluorescence in the
degeneration (AMD) into four types using indocy- early and late phase of ICG angiography were sig-

anine green angiography. nificantly stained with Ki-67 antigen.
Methods: Surgically extracted CNMs were exam- Conclution: These results indicate that CNMs in

ined immunohistochemically. Specimens were stained AMD are extracted with neurosensory retina and
with glial fibrillary acidic protein ( GFAP ), von RPE cells during surgery. Type I membranes have a

Willebrand factor, Ki-67 antigen, actin, vascular en- high capability for proliferation. (J Jpn Ophthalmol
dothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast Soc 103 2252-258,1999)
growth factor (b-FGF), and transforming growth
factor (TGF-P ). Key words : Age - related macular degeneration,

Results : Lll types of CNM were positively Choroidal neovascular membrane, In-

stained with GFAP on the side opposite the retinal docyanine green angiography, Immu-
pigment epithelial (RPE) cells. Thi.s suggests the ad- nohistochemical study, Ki-67 antigen

I緒  言

加齢黄斑変性の脈絡膜新生血管膜は,イ ンドシアニン

グリーン螢光眼底造影(IA)に おいて様々な所見を呈す

る.こ れらの IA所見と病態との関連については十分な

検討がなされていない。我々は症例により差異がある IA
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表 1 免疫組織染色に用いた一次抗体
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図 3 1型の脈絡膜新生血管膜 .
膜全体に血管腔がみられる(矢印).下方が脈絡膜面.免疫

染色 (抗 von Wilebrand factor抗体 )。 バーは 100 μm

図 4 1V型の脈絡膜新生血管膜 .
血管腔への染色が僅かにみられる (矢印).下方が脈絡膜

面.免疫染色 (抗von Wmebrand factor抗 体).バ ーは100

μrn

図 5 1型の脈絡膜新生血管膜 .
膜全体に著しい染色がみられる(矢印).下方が脈絡膜面

免疫染色 (抗 Ki-67抗体).バーは 100 μm

source working dilution

GFAP
vヽV factor

Ki‐67

Actin

VEGF
b―FGF
TGF‐ βl

Dako

Dako

Dako

Dako

PeprO′rech

IIJpstate Blotechnology

BectOn Dickinson

pre diluted
×200

×50

×50

×100

×100

×100

GFAP : elial fibrillary acidic protein, vW factor: von Wille-

brand factor, VEGF: vascular endothelial growth factor, b-

FGF : basic fibroblast growth factor. TGF- 6, : transforming
growth factor- p r

図 l I型の脈絡膜新生血管膜 .
膜の下面に網膜色素上皮細胞の付着がみられる (矢印).

上方は感覚網膜側.ヘマ トキシリン・エオジン染色.バー

は 200 μrrl
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図 2 1型の脈絡膜新生血管膜 .
a:膜の上面すなわち感覚網膜側に glial fibrillary acidic

prOteinの 染色がみられる(矢印).網膜色素上皮側 (矢 じ

り).バーは 250 μm.b:高倍で膜の上面に glial lbrilary
acidic proteinの 染色がみられ (矢印),下面に網膜色素上

皮細胞の付着がみられる (矢 じり).免疫染色 (抗 glial

fibrilary acidic protein抗 体 )。 バーは 100 μm
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図 6 11型の脈絡膜新生血管膜 .

膜全体に染色はみられるが (矢印),網膜色素 |=皮細胞の

囲い込みもみられる.網膜面に平行に薄切した断面.免疫

染色 (抗 Ki-67抗 体).バーは 100 μm

図 7 1V型の脈絡膜新生血管膜 .
染色が僅かにみられる (矢印).下方が脈絡膜面.免疫染色

(抗 Ki-67抗体 )。 バーは 200 μm

図 8 1V型の脈絡膜新生血管膜 .
比較的管腔の広い血管に染色がみられる(矢印).免疫染

色 (抗 actin抗体).バーは 100 μm

図 9 1型の脈絡膜新生血管膜 .
血管腔近くに染色がみられる(矢印).免疫染色 (抗 vas―

cular endothelial growth iactor i鬼 体 )。 バーは 100 μm
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図 10 111型の脈絡膜新生血管膜 .

間質に染色が僅かにみられる(矢印).下方が脈絡膜面.免

疫染色 (抗 basic fibroblast growthね ctor抗 体).バ ーは

100 μm

図 1l II型の脈絡膜新生血管膜.

間質に染色がみられる(矢印).網膜色素上皮細胞の膜内
への遊走がみられる.下方が脈絡膜面.免疫染色(抗

transお rming growth factor抗 体).バーは 100 μm
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照射 (750W,5分 間,3回 )を 行った。LSAB法 には ダコ

LSABキ ット(DAKO社 )を用い,ペ ルオキシダーゼの発

色には 3,3,― ジアミノベンチジン四塩酸塩 (和光純薬工

業)を用いた.ま た,Mayerのヘマ トキシリン液で核染色

を行った。免疫染色の対照として,一次抗体の代わりに燐

酸緩衝液を使用した.

III 結  果

1.眼底所見,螢光眼底造影所見

摘出 1週間前の細隙灯による眼底検査で,脈絡膜新生

血管膜は黄斑部の網膜下灰白色病巣としてみられ,周囲

に網膜下出血を伴っていた。また,出血性あるいは漿液性

色素上皮剥離,色素上皮下の隆起病巣はみられなかった。

フルオレセイン螢光眼底造影では,48眼の脈絡膜新生

血管膜はいずれも早期に新生血管網を示唆する過螢光が

観察され,後期に旺盛な色素漏出がみられる,いわゆる典

型的な造影所見を示した.

以上の術前検査所見から,摘出した脈絡膜新生血管膜

はいずれも感覚網膜下に発育したものと判定した。

IA所見分類に従って分類 した結果では,I型 :35眼 ,

II型 :4眼 ,IⅡ 型 :6眼,IV型 :3眼に分類できた.

2.病 理 組 織

新生血管膜の下面 (網膜色素上皮細胞層側)に網膜色素

上皮細胞の付着がみられたものは48眼中 33眼 (69%)で

あった(図 1)。 各型では,I型 :35眼 中23眼 (68%),II型 :

4眼 中 3眼 (75%),IⅡ 型 :6眼 中5眼 (83%),IV型 :3眼

中 2眼 (67%)で ,IA所見の型による差はなかった。いず

れの型にも新生血管膜の上面 (感覚網膜側)ま で網膜色素

上皮細胞の遊走がみられたものはなかったが,II,IⅡ ,IV

型では新生血管膜内に網膜色素上皮細胞が遊走し,血管

腔を取り囲む所見があった。

GFAPは網膜グリア細胞を染色する一次抗体である
が,すべての型の摘出脈絡膜新生血管膜の感覚網膜側に

染色がみられ,その対側に網膜色素上皮細胞がみられた

(図 2a,b)。 GFAPの染色がみられたものは,I型 :35眼

中 14眼 (40%),II型 :4眼 中 2眼 (50%),III型 :6眼 中 2

眼(33%),IV型 :3眼 中 3眼 (100%)で あった。血管内皮

細胞の同定に用いられる von Willebrand factor,す なわ

ち第VIII因 子関連抗原は 48眼すべての新生血管膜に染

色がみられた。特に血管腔の多いI,II型では膜全体に強

い染色がみられた(図 3)。 IΠ ,IV型 にも染色はみられた

ものの,線維化の進んだ部では染色が弱かった(図 4)。

Kl-67抗原はヒトの増殖細胞の核に存在し,細胞の増

殖の指標とされている。今回新生血管膜の増殖能を検討

した結果,全例に染色がみられた。特にI型では新生血管

膜全体に強い染色がみられた (図 5)。 II型 もKi-67の染

色は強くみられるものの,I型 と異なり網膜色素上皮細

胞による血管腔の取 り囲みが進んでいた (図 6)。 IⅡ,IV

型は I,II型に比べ染色が弱かった(図 7).

所見の成因を解明するため,本症の IA所見を4型 に分

類し,手術的に摘出した脈絡膜新生血管膜の IA所見と

病理組織学的所見を比較検討し,IA所見は新生血管の量

と成熟度,血管周囲の網膜色素上皮細胞の囲い込み,線維

成分の量によって異なることを報告
1'した。

今回は手術的に摘出した脈絡膜新生血管膜を免疫組織

化学的手法を用い,glial ibrillary acidic protein(GFAP),

von Willebrand f21ctor,actin,さ らに増殖マーカーである

Ki-67抗原に対する染色を行い,新生血管膜の増殖能に

ついて検討した。また,本症の血管新生の過程で重要な役

割を果たしているサイ トカインである vascular endO―

thelial growth factor(VEGF),basic fibroblast growth

factor(b― FGF),transお rming growth factor‐ β(TGF‐β)

に注目し,膜内での局在について検討した。そして,こ れ

らの結果とIA所見を型別に比較検討し,病理組織学的

見地から脈絡膜新生血管膜摘出術の適応を考按した.

II対 象 と方 法

加齢黄斑変性で中心富の感覚網膜下に発育した脈絡膜

新生血管膜を有する 48眼に対し,手術 1週 間前に,細隙

灯顕微鏡による眼底検査,カ ラー眼底撮影,フ ルオレセイ

ン螢光限底造影および IAを 施行した。IAは インドシア
ニングリーン25 mgを螢光色素として用い,ローデンス

トック社製走査レーザー検眼鏡および トプコン社製

TRC-501Aで 撮影し,イ メージネットで画像処理を行っ

た。その IA所見を当教室で用いている方法で分類した.

すなわち,I型は造影早期・後期ともに過螢光を示すも

の,II型は造影早期にのみ過螢光を示すもの,III型 は造

影後期にのみ過螢光を示すもの,IV型はいずれの時期に

も過螢光を示さないものである。

脈絡膜新生血管膜摘出術は局所麻酔下で,pars plana

に 3 portを 作製し,後極部の有形硝子体切除を行い,後

部硝子体制離のない症例に対してはグリザード針で人工

的に後部硝子体剥離を作製した.そ して,36Gサ ブレチ

ナルスパーテルを用いて網膜に小切開創を作製し,32G
カニユーラで balanced salt solution(BSSC)を 注入し,新

生血管膜と網膜色素上皮および感覚網膜との分離を行っ

た後,サブレチナル録子で膜を把持し切開創から摘出し

た。摘出した膜は直ちに 10%ホ ルマリン・リン酸緩衝液

(pH 7.4)で固定し,型 どうりにエタノール系列で脱水 ,

パラフィン包埋し4μmの連続切片を作製した。その後 ,
ヘマ トキシリン・エオジン(以下,HE)染色と免疫組織染

色を行い,光学顕微鏡で観察した.

免疫組織染色 に使用 した一次抗体 は GFAP,von

Willebrand factor,Kl-67,actin,VEGF,b― FGF,TGF― βl,

の 7種類である(表 1).免疫組織染色はこれらの抗体を

用い,切 片をlabelled streptavidin biOtin(LSAB)法 で染

色を施した。Ki-67染色には前処理として切片をクエン

酸緩衝液 (0.01 mo′ /1,pH 6.0)に 浸し,マ イクロウェーブ
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Actinは 周細胞,筋線維芽細胞などに存在する細線維

であり,いずれの型の新生血管膜内にもみられた。特に比

較的管腔の大きい血管周囲,お よび膜内の線維成分の多

い部にみられた(図 8).

VEGFは血管内皮細胞に特異性が高く,血管新生のす
べての過程を促進する増殖促進因子で,網膜色素上皮細

胞,網膜グリア細胞,低酸素状態では血管内皮細胞自体か

らも産生される.今回の検討では血管内皮細胞,細胞外基

質成分にみられ,I～IV型で染色性に差はなかった (図

9)。 また,GFAP染 色陽性のグリア細胞付近に染色はみ

られず,血管腔の多い Ki-67染色陽性部位であっても必

ずしもVEGF染 色がない部があった.b― FGFは ,細胞内

あるいはヘパリンを介して基底膜に貯蔵され,組織障害

により放出される増殖促進因子である。今回の検討では

細胞外基質成分にまばらにみられ,I～IV型で染色性に

差はなかった(図 10)。 TGF―βlは網膜色素上皮細胞で産

生され,れ υじιЮ では新生血管抑制因子と考えられてい

る。今回の検討でも網膜色素上皮細胞付近にみられたが ,

I～IV型で染色性に差はなかった(図 11)。

免疫染色の対照に陽性所見は観察されなかった。

IV考  按

1991年にThomasら 2)が眼ヒストプラズマ症の脈絡膜

新生血管膜を硝子体手術で摘出し,その有効性を報告し

て以来,黄斑下に発育した脈絡膜新生血管膜の摘出と病

理組織学的検索が多数なされている
1"｀・ .我々は中心嵩

の感覚網膜下に発育した加齢黄斑変性の脈絡膜新生血管

膜の IA所見を4型 に分類した後,摘 出した膜の病理組

織と比較検討した結果,I型は血管数が多く,網膜色素上

皮細胞による新生血管膜の囲い込みがほとんどなく,線

維成分が少量であり,II型は血管数が多く,網膜色素上皮

細胞の囲い込みがみられ,III型 は血管数が少なく,網膜

色素上皮細胞の囲い込みが起こりつつあり,IV型 は血管

数が少なく,線維成分が多く,密に配列していると報告し

た。今回はさらに症例を増やし,免疫組織化学的手法を用

いて各型の病理組織を検討した。

Grossniklausら
7)は
本症の脈絡膜新生血管膜 16眼 に

免疫染色を施行し,GFAPは 38%で脈絡膜新生血管膜に
一層に染色がみられたと報告した。今回の検討ではすべ

ての型の新生血管膜にグリア細胞の存在を示す GFAP
の染色が感覚網膜側に一層みられ(44%),そ の対側に網

膜色素上皮細胞の付着がみられた (69%)。 これは摘出時

に脈絡膜新生血管膜と癒着した感覚網膜の一部がともに

摘出されたことを示唆 している.今回の検討は,I型 で

40%,IV型で 100%と かなり差がみられたが,IV型 は 3

眼と少数であるので有意差を求めなかった。IV型は前回

の組織学的検討結果から線維成分の多いことが確かめら

れており,周囲組織との癒着が強い可能性が示唆されて

いるので,症例数がふえた時点で I型 とIV型 にGFAP
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染色に差がみられるか否かを検討したいと考えている。

Grossniklausら の検討ではvon Willebrand因 子は 50%

で染色されたと報告されているが,今回の検討では全例

(100%)染 色がみられ,特 に I,Ⅱ 型で強い染色がみられ

た。von Willebrand因 子は血管内皮細胞の存在を示すこ

とから,I,II型 は血管が豊富であるという前報での結論

が再確認された。GrOssniklausら の検討では actin染色

は血管周囲にみられず,線維芽細胞にみられている。今

回,Actinは 比較的管腔の広い血管周囲に染色がみられ

た他,膜内の線維成分の多い部の線維芽細胞様細胞に染

色がみられ,線維化の進んだ IV型 に比較的強 く染色が

みられた。Actinは 多量になると脈絡膜新生血管膜の収

縮に関与すると考えられ,線維芽細胞の収縮の結果

Bruch膜 が断列し,新 たな新生血管の発育に関与する
7)

他,臨床的には収縮による色素上皮裂孔,黄斑偏位,変視

症の増強などが出現する可能性があると考えられた。

本症の脈絡膜新生血管膜の増殖能については,増殖

マーカーである Ki-67抗原に対し免疫染色を行った.Kl―

67抗原は正常,腫瘍は間わずヒトの増殖細胞の核に存在

している。この抗体であるKi-67は 細胞周期中の増殖相

(Gl― S― G2~M)の マーカーであり,非増殖相 (GO)に は反

応しない
8).石
川ら
。)はインドシアニングリーン螢光眼底

造影で顕著な漏出がみられない部では小血管腔を形成す

る内皮細胞が Ki‐ 67染色陽性を示し,逆に初期から色素

漏出による過螢光を示し,血管が多数存在する部で Ki―

67染色陽性細胞は観察されなかったと報告した.今回の

検討では膜内の血管内皮細胞,線維芽細胞様細胞に染色

がみられた。血管腔が多い I,II型 に強い染色性がみら

れ,血管腔が少ないIII,IV型では染色性に乏しかったこ

とから,I,II型 は増殖能が強い膜であると考えた。II型に

比べ,I型 は網膜色素上皮細胞による血管腔の取 り囲み

がないため新生血管は活動性が高く,さ らに増殖してい

く可能性が高いため予後は不良であると考えた。

眼内血管新生の消長に血管新生促進因子および血管新

生抑制因子は重要な役割を果たしている
Ю)｀ 1カ。Lopez

ら的は摘出した脈絡膜新生血管膜の免疫組織学的検索を

行い,transdifferentiated retinal pigment epithelial cell

が血管周囲にみられ,こ れらが VEGF染色強陽性で血管

新生に関与していると報告 している。また,Reddyら・
)

は b― FGFが血管内皮細胞に TGF―βlが線維芽細胞,網

膜色素上皮細胞にみられ,こ れらのバランスが血管新生

に密接に関与していると報告している。Aminら 15)の検

討でも b― FGFお よび TGF‐βが糸I]膜色素上皮細胞で強

く染色されたと報告している.今回は増殖促進因子であ

る VEGF,b‐ FGFと れ υjιЮ で増殖抑制因子 とされる

TGF― βlに注目し検討を行った。VEGFお よび b― FGF染

色陽性部位は,必ずしも血管数が多くKi-67染色陽性で

増殖能が高い細胞が存在する部位とはいえなかった.逆

に線維化が進み,血管が少ない活動性の低い部位と考え
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られる部位にTGF― βlが特に強く染色されるということ

もなかった。今回の血管新生促進因子および抑制因子の

検討で,IV型 においても血管新生促進因子が産生され ,

線維化の進んだ部位でも血管腔が存在しKi-67染色陽性

部位 もあることからIV型では再燃に注意 し,不適切な

光凝固などの刺激により活動性が惹起される可能性もあ

ることを念頭におく必要があると考えた。

本症の脈絡膜新生血管膜の治療法として,レ ーザー光

凝固,薬物療法,放射線療法に加え,手術的摘出が注目さ

れている。しかし,本症の手術適応は未だ確立されていな

い。Gass l・ は本症の脈絡膜新生血管膜は網膜色素上皮細

胞の下に主に発育するため,脈絡膜新生血管膜を手術的

に摘出しても網膜色素上皮細胞がともに除去されてしま

い,術後良好な視力は得られないと考案した。欧米では本

症の脈絡膜新生血管膜摘出後の術後視力は良好でないこ

とが報告
r'18)さ れている。しかし,上羽ら

19)は
本邦におけ

る感覚網膜下に発育した脈絡膜新生血管膜の手術成績を

報告 し,半数以上で中心視野の改善がみられ,自覚的変視

症や中心暗点の改善はほとんどの症例で得られたと報告

し,適応を慎重に選択すれば視機能を改善できると述べ

ている。また,中心宙下脈絡膜新生血管膜のレーザー光凝

固は,Macular Photocoagulation Studyに よって視機能

は自然経過よりも良好であることが確かめられているも

のの,新生血管周囲の健常部にも堤防状凝固を行い,凝固

部に一致 した絶対暗点が形成される欠点がある
20,.

今回,術前の眼底検査および螢光眼底検査で網膜色素

上皮細胞より上,感覚網膜の下に発育したと判定し,摘出

した脈絡膜新生血管膜の免疫組織学的検討を行った結

果,I型の脈絡膜新生血管膜は活動性があ り,増殖能が高

いことから最も良い手術適応であると考えた。しかし,本

症の膜摘出時には網膜色素上皮細胞に加え感覚網膜も一

部ともに除去される可能性のあることが明らかになり,

これは手術療法の限界であると考えた。I型は IV型 に比

べ,感覚網膜側のグリア細胞が手術時に除去されること

が少ない可能性があり,今後対象が増えた時点で再検討

したいと考えている。

本論文の要旨は第102回 日本眼科学会総会において中島が

報告した.
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