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要

眼内血管病変の中で,最も患者数が多く,ま た失明率が

高いのが糖尿病網膜症 (以下,網膜症)である。治療法とし

て現在までに網膜光凝固術,硝子体手術などが確立され,

治療成績が年々向上しているが,未だ全体的な失明率の

低下には至っていない。さらなる病態の解明と,よ り有効

な治療法の確立が今や社会的課題となっている。

我々はまず,細胞生物学的立場からその病態解明を

行った.網膜症の本態は持続する高血糖に起因する血管

原性病変である。その病態形成には,高血糖に伴う代謝異

常を基盤にして血管内皮増殖因子(vascular endotheHal

growth factor,VEGF)を はじめとしたサイ トカインの

関与が明らかにされつつあるが,詳細は不明な点が多い。

そこで,VEGFと 網膜症の基本病態となる網膜血管の透
過性克進,網膜血管の内腔閉塞および血管新生との関わ

りに着目し,れ υわο,れ υ力rο の系を用いてその病態形

成メカニズムについて詳細に検討した。

網膜症における網膜血管の透過性克進の病理組織学的

所見として,内皮細胞間を介する経路 (綱胞間輸送 inter―

約

cenular or paracenular transport)と ,細胞質の小胞や

力ベオラ,さ らには窓構造を介する経路 (細胞内輸送 in―

tracenular or transcenular transport)の 2つ がみられ

た。VEGFを硝子体内注入すると,こ の 2つ の経路が克
進した。本来,VEGFは低酸素によって発現が充進する
ことで知られるが,ヒ ト網膜症眼においては明らかな血

管閉塞もなく,透過性が克進する以前から既に網膜血管

周囲で VEGFの発現が完進していた。その発現誘導因子
として,高血糖によってもたらされる後期グリケーショ

ン終末産物 (advanced glycation end products,AGEs)

が関与していた。

網膜血管の内腔閉塞の病理組織学的所見はフィブリ

ン,血小板,自血球などから成る血栓形成で,後期にはグ

リア細胞やマクロファージも関与していた。VEGFは 自
らの発現を誘導する血栓形成による組織虚血をも惹起

し,そ のメカニズムとして,外因系凝固の initiatorと し

て機能する組織因子の発現促進が一因であった。加えて,

AGEsも 組織因子の発現克進,および抗血小板凝集作用
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を有するプロスタサイクリンの産生促進因子 (prostacy‐

clin― stimulating factor,PSF)の発現を阻害することに

よって血栓形成に関わっていた。これらの組織因子と

VEGFの発現は互いにフィー ドバ ックを掛け合 うこと
によって,さ らに循環障害を助長する。

網膜症の血管新生は,網膜血管内皮細胞の遊走,増殖 ,

管腔形成という一連のステップにより起こる。網膜血管

周皮細胞は新生血管の成熟に関与 し,内皮細胞に随伴す

るように遊走,増殖 していた.VEGFの硝子体内単独投
与は網膜血管新生を起こした。また,VEGFの細胞増殖
シグナル を司 る受容体 は kinase insert domain― con―

taining receptor/fetal liver kinase-1(KDR/Flk-1,

KDR)で ,そ の遺伝子発現には転写因子 Splが関与 し,
KDRの発現は塩基性線維芽綱胞増殖因子 (basic fibro‐
blast growth factor,bFGF)や AGEsに よつて促進 さ
れた。糖尿病網膜において KDRの 発現は単純網膜症の
段階でも既に克進していたので,網膜症は発症早期から

増殖性変化への準備状態にあるといえる。

以上のように,VEGFと その受容体システムが網膜症
の病態形成に,そ の初期の段階から幅広く関与している.

これらの病態解明に基づき,治療への応用についても

検討を加えた。VEGFと その受容体システムを阻害する
ことによつて網膜症の治療への道が拓けると考える.そ

こで,VEGFと その受容体システムの阻害により,新生
血管の発生を阻止する2つの方法について検討した。①

血糖降下薬でインスリン抵抗性改善作用をもつトログリ

タゾンが,VEGFに よつて惹起される内皮綱胞のシグナ
ル伝達の誘導を,Ca‐の流入や mitogen― activated pro‐

tein(MAP)キナーゼの活性化を阻害することによって,

内皮細胞の増殖,遊走,管腔形成および高圧酸素負荷網膜

症における血管新生を有意に抑制した。これらのことか
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ら,ト ログリタゾンが単なる血糖コントロール効果以上

に網膜症の発症 。進展を抑制し得る可能性がある。②

VEGF受容体 KDRの発現には転写因子 Sp lが重要な
ので,Sp l認 識配列の合成オリゴヌクレオチ ドSplデ
コイを内皮細胞に導入することによつて,KDRの発現
を抑制し,VEGFと その受容体システムをより有効的に

阻害できる可能性がある。

既に発生してしまった新生血管を退縮させる方法につ

いても検討した.新生血管の退縮過程の病理組織学的検

討から,VEGFと その受容体システムを阻害するととも
に,新たな血管調節因子であるangiopoietin-2(Ang-2)

を過剰発現させれば,新生血管の早期退縮誘導も可能で

ある。そこで,遺伝子治療的手法を用いて,新生血管の退

縮誘導をするために目的遺伝子を過剰発現させる方法を

検討した。まず,網膜症の治療に現在広く行われている網

膜光凝固術の凝固斑に限局性に遺伝子を導入する方法を

確立した。また,硝子体手術後に硝子体内に遺伝子を注入

し,主にミュラー細胞に高い効率で目的遺伝子の導入が

可能であった。すなわち,現在広く行われている治療法と

併用して,Ang-2の 遺伝子導入を行うことによって,新

生血管を早期に退縮させる可能性がある。

本研究では細胞生物学的立場から網膜症の病態を解明

し,明 らかになったメカニズムに基づき,新たな治療法の

可能性を示した。(日 眼会誌 103:923-947,1999)

キーワード:血管細胞生物学,循環障害,糖尿病網膜症 ,

代謝異常,サ イ トカイン,血管内皮増殖因

子,血管透過性克進,血管閉塞,血管新生,後

期グリケーション終末産物,組織因子,ト ロ

グリタゾン,Angiopoietin,遺伝子治療
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Abstract

Diabetic retinopathy(1)R)still remains the leading     sion of cytokines including vascular endothelial

cause Of blindness in the lⅣ Orking pOpulatiOn of Ja_     gro、 7th factor(VEGF).In this study, 1″ e perforim.ed

pan and western world, though therapies such as     precise tests of the correlation bet、 veen intraocular

retillal phOtOcOagulatiOn and vitrectonly can be re‐      VEGF｀ and the three fundamental changes in the dia‐

nlarkably effective ,vhen adlninistered at an appro―      betic retina lnentioned above.

priate stage in the disease process. Consequently,       Ultrastructural study of the hunlan retina re‐

there is a need for further illvestigation of the     vealed that t、 vo nlajor pathways are responsible for

pathogenesis of l)Rt to develop better therapy.I)R is     hyperperineability of diabetic retinal vessels,1.e.,in‐

characterized by gradually progressive alterations     tercellular or paracellular transport(opening of the

in the retinal inicrovasculature,leading to three fun‐      tight junCtiOnS)and intraCellular Or tranSCellular

dalnental lnorbidities:①  vascular hyperpernteabil‐      transport(caveolae, intracytoplasmic vesicles, and

ity,② vascular OcclusiOn,and ① neOvascularizatiOn.     fenestration)。  _All these path■ vays 、vere illduced by

Recent studies have revealed that hyperglycenlia    intravitreal injection of VEGFo The lnajor trigger of

causes several inetabolic disOrders which cause I)R     V:EGI｀  overexpression is tissue ischelnia caused by

directly or indirectly through the abnornlal expres‐      vascular occlusiono IIo、 vever, the retinas froIIl the
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veloplnent of ne、 v therapy for I)Ro WVe have devel―

oped t、 vo novel methods to prevent retinal neovascu‐

larization by inhibiting VEG:F and its receptor sys―

temo ① An insulin sensitizing agent(troglitazone)in‐

hibited proliferation, Inigration, and t]じ  υじ′ro tube

formation by RIEC as well as oxygen― induced retinal

neovascularization in a inouse inodelo Thus,glyceinic

control by troglitazone could reduce the incidence of

neovascularization in diabetic eyes.(2)Transfection

of Sp l decoy into R〕 E)()could illhibit the expression

of KDR,which nlight lead to the suppression of VEGF

and its receptor system in eyes iwith l〕)R.

In addition to inhibiting the incidence of retinal

neovascularization,■ve are also developing a method

to pronlote early regression of newly fornled ves‐

sels. It has been hypothesized that the vasculature

destabilized by angiopoietin-2(Ang=2), a recently

identified vasomodulating factor,regresses if there

is not simultaneous angogenic stimulus by VEGF。
′
I｀o induce Ang-2 expression in the retina,■ re have

developed two targeted gene transfer methods:①

retrovirus inediated gene transfer to photocoagllla‐

tiOn sites,and(2)adenOvirus lnediated gene transfer

to 14● ller cells after vitrectonly. A conlbination of

Ang-2 gene transfer and inhibition of VEGF and its

receptor systenl by the inethods mentioned above,

together with photocoagulation or vitrectomy,could

promote early regression of retillal neovasculariza‐

tion。

In this study, 、ve investigated the cellular biologi‐

cal lnechanisllls of l)R.′ rhen based on our ne、 v find‐

ings,、 ve proposed new therapy methods for I)R.

(J Jpn 10phthalnlol Soc 103:923-947,1999)

Key wortls : Yascular cell biology, Circulatory dis-

turbance, Diabetic retinopathy, Meta-

bolic disorder, Cytokine, Vascular en-

dothelial growth factor, Vascular hype-

rpermeability, Vascular occlusion, Neo-

vascularization, Advanced glycation end

products, Tissue factor, Troglitazone,
Angiopoietin, Gene therapy

eyes with background DR revealed increased expres-

sion of VEGF without apparent incidence of vascu-

lar occlusion. \Ye have identified accumulation of ad-

vanced glycation end products (AGEs) in these reti-
nas, and found that AGEs are a major stimulus for
VEGF overexpression in background DR.

Retinal vascular occlusion was caused by throm-
bus formation primarily in the capillary vessels.

Thrombi mainly consisted of fibrin, platelets, and

leucocytes in the early stage of their formation, and
glial cells and macrophages were also involved in
the later stage. The blood coagulation process plays

an important role in fibrin formation in thrombi.
The expression of tissue factor (TF), an initiator of
extrinsic blood coagulation, was upregulated by

VEGF in retinal vascular endothelial cells (REC). In
addition, AGEs were also thrombogenic through the

induction of TF expression and suppression of the

expression of prostacyclin stimulating factor(PSF),
which stimulate prostacyclin synthesis in vascular
endothelial cells. These findings suggest that AGEs,

VEGF, and TF could interact in a vicious circle be-

cause AGEs and VEGF could induce retinal vascular
occlusion which results in further increase in YEGF
expression.

Intravitreal injection of YEGF could induce retinal
neovascularization. VEGF stimulates vascular endo-

thelial cell proliferation by binding to a specific re-

ceptor named kinase insert domain - containing re-

ceptor/fetal liver kinase (KDR/Flk-1, KDR). AGEs

and basic fibroblast growth factor (bfGF) induced

expression of KDR in REC, and a transcription fac-

tor Sp I was involved in this process. Since the ex-

pression of KDR as well as YEGF was already
upregulated in the retinas with background DR,
YEGF appeared to start to induce the proliferative
changes long before the actual onset of proliferative
DR. These findings indicated that VEGF and its re-

ceptor system plays a pivotal role all through the

di.sease process of DR.

We considered that amelioration of the activated
VEGF and its receptor system could lead to the de-

I緒  言

眼内循環は臓器微小循環の一つである.微小循環とは

小さな血管という意味ではあるが,実際には全血管床面

積の90%を 占める広大な機能単位である.各臓器は細動

脈から毛細血管を経て細静脈に至る微小循環の整然とし

た機能単位により,その代謝機能の恒常性が維持されて

いる.これらすべての血管の内腔を覆っているのが血管

内皮細胞である。従来,内皮細胞は血管の内腔を被覆し,

血液成分と生体組織を隔絶する物理的なバリアーを形成

することが主な働きと考えられていたが,最近では多彩

な機能を持った細胞群であることが判明してきた。内皮

細胞を中心とした血管壁細胞を扱う研究は血管生物学

(vascular bi01ogy)あ るいは血管細胞生物学 (vascular



表 1 網膜循環障害を来す主な疾患

粧星適Ш基症_
網膜動脈閉塞症

網 lll典静脈閉塞症

網膜細動脈痛

米熱児網膜症

イールス病

cell biology)と して,一つの研究領域を形成 しつつあ

る1).

眼内循環は網脈絡膜循環とほぼ同義語で使われ,そ の

障害が種々の眼内血管病変を惹き起こす。眼内循環障害

の中でも臨床的に重要な位置を占めるのが網膜循環障害

である。網膜循環障害を来す主な疾患を表 1に挙げてい

るが,こ の中で最も患者数が多く,ま た失明率が高い疾患

が糖尿病網膜症 (以下,網膜症)である.網膜症においては

表 1に 示す疾患が呈する多彩な病変がみられる。我々は

現在の社会的課題であり,さ らなる病態の解明と,よ り有

効な治療法の開発が望まれる網膜症に的を絞って,今回

の研究を行った。

糖尿病患者総数は,1998年 に発表された厚生省糖尿病

実態調査では 690万人と推定され,2010年 には 1,000～

1,400万 人に達すると予想されている。その合1,F症 であ

る網膜症の有病者も増加 し,200～300万 人と推定され

る。網膜症の治療法として,光凝固療法および硝子体手術

が確立されてはいるが,未だに網膜症が中途失明原因の

上位を占め,年間 3,000～ 4,000人の患者が新たに失明に

陥っている。

網膜症の本態は,糖尿病による高血糖状態が網膜血管 ,

特に毛細血管およびそれを取 り巻く網膜組織に機能的・

器質的変化をもたらした結果生じる血管原性病変であ

る。網膜症は多彩な眼底所見を呈するが,病変の主座は毛

細血管の血管壁細胞,すなわち内皮細胞と周皮細胞であ

る。血管細胞生物学的立場からみると,その病態は網膜血

管の透過性克進,網膜血管の内腔閉塞,血管新生の 3つ に

分けることができる。

糖尿病のコントロール状態と合1)F症の進展についての

prospectiveな 研究成績は,慢性的な高血糖自体が網膜症

の発症,進展に関与していることを証明した
2)3)。
高血糖

の持続によりもたらされる代謝異常はきわめて多様であ

り,蛋自の非酵素的糖化による後期グリケーション終末

産物(advanced glycation end products,AGEs)の 形成 ,

ジアシルグリセロール(diacyljycer01,DAG)一 プロテイ

ンキナーゼ C(protein kinase C,PKC)経 路の活性化,ポ

リオール代謝経路の活性充進,酸化ストレス,脂質代謝異

常,細胞内レドックス状態の変化,ア ラキドン酸カスケー

ドの活性化などがある(図 1)●。これらの代謝異常は互い

にネットワークを形成し,血管壁細胞に対して,直接,あ
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く高血糖>

サイトカイン発現尤進

_匡コ_

糖尿病網膜症

図 1 糖尿病による代謝異常と網膜症 .
糖尿病による高血糖状態では過剰のグルコースが細胞内

に流入し,ポ リオール代謝経路が活性化される。この経路

で産生されるフルク トースは蛋自の糖化,すなわち後期

グリケーション終末産物 (AGEs)の産生を促進 し,そ の

過程で副産物として活性酸素が産生される。また,ポ リ

オール代謝経路の活性化によるNADH/NAD十 比の上昇
はαοれουοジアシルグリセロール(DAG)合成,プ ロテイ
ンキナーゼ C(PKC)の 活性化を促進する。これらの代謝

異常は直接あるいは血管内皮増殖因子 (VEGF)を はじめ

としたサイトカインの産生を介して網膜症の病態形成に

関与する.

表 2 網膜症の臨床像と基本病態

臨床病川l 基本病態 限底所見

||`純 lil管透過性売進

網膜浮腫

硬性白斑

網膜出血

軟性自斑

網膜内細小血管異常

新生血管

増殖組織

硝子体出血

網膜剥離

増ガ1前 血管閉塞

増殖 血管新生

るいは種々のサイトカインの発現を介して作用し,網膜

症の病変を形成する.

サイトカインとは,極微量で細胞表面の特異的レセプ

ターを介して生理活性を示す蛋自因子の総称で,細胞増

殖因子もこれに含まれる。現在,網膜症の発症,進展に最

も関与しているサイトカインは血管内皮増殖因子 (vas―

cular endothehal growth factor,VEGF)であると考えら

れている。VEGFは多機能サイトカインで,血管透過性
因子 (vascular permeability factor,VPF)と も呼ばれ,血

管新生を促進するばかりでなく血管透過性も充進させ

る。また分泌型蛋自で,虚血で発現が促進されることなど

により,網膜症との密接な関連が指摘されている
5)」 0).

そこで,本論文では血管細胞生物学的見地から網膜症

の病態とVEGFと の関わりについて記し,さ らに網膜症

に対する新しい治療法の可能性について記す。なお,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

血管透過性克 血筆 |″1宋 血管新生

,     1
ポリオール代謝先進‖PKC活性化 A(3Es 膨と,じ ス |ヽ レス

↓
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図2 ヒト網膜症眼における血管透過性の電子顕微鏡写真.
A:網膜血管内皮細胞間の細胞間接合部が離解してい
る(矢印).ま た,内皮細胞の細胞質には力ベオラが多数

みられる (矢 じり)(32,600倍 )。

B:内 皮細胞の細胞質には窓構造がみられ,隔膜を持
つもの (長い矢印)と持たないもの (短い矢印)がある.

また,カベオラも存在する(矢 じり)(19,700倍 ).

で基底膜側の細胞膜に融合することによって細胞を横断

する物質輸送 eranscytosis)を 行うと考えられている・ ).

今回観察されたヒト網膜症眼でのカベオラの増加は,細

胞内輸送が血管内皮細胞で盛んに行われていることを示

すものであり,透過性尤進の一因となり得る。また,窓構

造には隔膜がみられるものと,み られないものがあった

(図 2B)。 一般に窓構造を持つ毛細血管は脈絡膜毛細血管

のように隔膜を有するが,腎糸球体の有窓毛細血管は隔

膜を持たなぃ
22).隔
膜の有無により透過性に差があり,隔

膜を持たない有窓毛細血管の方が物質を通しやすぃ
23).

今回のヒト網膜症眼の検討で,網膜毛細血管の内皮細胞

に隔膜を持たない窓構造がみられたことは,その部では

著しい透過性充進を生じているものと推測された.

また,剖検時に摘出した網膜症眼(1眼 )の アセ トン固

定凍結切片を作製して,免疫組織学的に光学顕微鏡を用

いて観察した.血漿蛋自の一つであるアルブミンに対す

る抗体 (Dako社 ,デ ンマーク)を用いて免疫染色を行う

と,陽性反応が網膜血管壁および血管周囲にみられ,実際

に血管透過性が充進していることが証明された(図 3).

さらに,血管透過性克進の結果生じる硬性自斑にはフィ

い,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。

II 網膜症の臨床像と基本病態

網膜症の眼底所見は多彩で,毛細血管瘤,網膜浮腫,網

膜および硝子体出血,硬性および軟性白斑,網膜内細小血

管異常,新生血管,増殖組織,網膜剥離などが出現し,病期

の進行とともに,単純,増殖前,増殖網膜症に分けられる。

それぞれの病期の基本病態は,単純網膜症では網膜血管

の透過性克進,増殖前網膜症では網膜血管の内腔閉塞,増

殖網膜症では血管新生である(表 2).

III 網膜症の病態

1.網膜血管の透過性克進

正常網膜血管の内皮細胞間には連続性の密着結合

(tight iunction,TJ),男U tt zonula occludens(ZO)が 存在

する。TJは数種類の蛋白によって構成され,膜貫通型蛋

自であるOccludin,TJ膜 裏打ち蛋自であるZO-1な どが

一つの複合体を成している・ )12)。 また,網膜血管内皮細胞

の細胞質には小胞 (vesicle)や カベオラ(caveolae)が少な

く,窓構造能 nestration)も みられず,いわゆる無窓型毛

細血管を示す。そのため血管外への物質の透過が厳しく

制限され,血液網膜関門 (blood― retinal barrier,BRB)を

形成する
13)1■。

糖尿病はBRBの破綻を来す代表的な疾患の一つであ
る。検眼鏡的に網膜症がみられない糖尿病患者に蛍光眼

底造影を行うと,網膜血管から蛍光色素の漏出が高頻度

に起こる
15)。

また,フ ルオロフォトメトリーを使った検討

でも,糖尿病患者では網膜症のない時期であっても健常

人に比べて硝子体中の蛍光色素の濃度が高ぃ
]6)17)。 した

がって,検眼鏡的な網膜症の出現以前に,網膜血管の透過

性充進が既に起こっている。以前,我々は摘出ヒト眼球お

よび実験的糖尿病ラットを用いて病理組織学的に網膜血

管の透過性尤進について検討した
18)19)。
その結果,網膜血

管ではTJの離解や小胞の増加により透過性が充進し,

免疫組織化学的には血漿蛋自であるアルブミンやフイブ

リノーダン(フ ィブリン)の血管外漏出がみられた。

1)ヒ ト網膜症眼における血管透過性尤進の病理

我々は過去に,ヒ ト網膜症眼における網膜血管の透過

性機序について病理組織学的に検討し,毛細血管および

細静脈内皮細胞の細胞間 TJの離解,細胞質小胞の増加 ,

窓構造の形成を報告
20)した。今回,さ らに症例を追加して

病理組織学的に検討した。材料としては,眼宙内悪性腫瘍

や血管新生緑内障などにより摘出した網膜症を有するヒ

ト眼球(4限 )を用いた。摘出眼球はグルタールアルデヒ

ドで固定し,エポンに包埋して超薄切片を作製し,電子顕

微鏡で観察した。前回の所見に加えて,内皮細胞の細胞質

にカベオラの増加もみられた (図 2A,B).カ ベオラは血

管内腔側の細胞膜から出芽して細胞内小胞となり,次い
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図 3 ヒト網膜症眼におけるアルブミンの免疫組織化学
光学顕微鏡写真 .

陽性反応が網膜血管壁および血管周囲にみられる(360

倍).

ブリノーゲン(フ ィブリン)が含まれていた
24)。

以上から,網膜血管における透過性尤進の病理組織学

的所見として,内皮細胞間を介する経路 (細胞間輸送 in―

tercelular or paracellular transport)と ,細胞質の小胞や

カベオラ,さ らには窓構造を介する経路 (細胞内輸送 in―

tracellular Or transcenular transport)の 2つが考えられ

た。この透過性克進の結果,血漿成分が網膜に貯留 し,網

膜浮腫や硬性白斑を生じる.

2)VEGFと 血管透過性充進 (硝子体内注入)
VEGFは VPFと も呼ばれるように,血管透過性尤進

作用を有し,ヒ スタミンの約 5万倍の強い透過性充進作

用を持っ
5).糖
尿病ラット網膜では血管透過性充進を示

すアルブミンの血管外漏出がみられるともに,VEGF蛋

自の発現が著明に充進している
25).透
過性充進を示す血

管はVEGF陽性の血管に多くみられ,罹病期間とともに

数が増加する。また,VEGFmRNAの 発現は血管周囲の
グリア細胞,神経節細胞などにみられる

26)。 したがって,

VEGFが糖尿病眼の網膜血管透過性尤進に関与してい

図 4 VEGF硝子体内注入による血管透過性克進 .
A:サ ル限におけるフィブリノーゲンの免疫組織化学光
学顕微鏡写真.サ ルの硝子体にVEGF 2μ g/100 μlを 3

日おきに4回投与した。外網状層に陽性反応がみられる

(540倍 ).

B,C:HOrseradish peroxidase(HRP)を 静注したラット

眼の電子顕微鏡写真.ラ ットの硝子体にVEGF 500 ng/

10 μlを隔日,2回投与した後,HRPを静注し,ベ ンチジン

反応を行った。

B:HRPの反応物が密着結合 (TJ)を越えて(矢印),内腔
(L)か ら基底膜 (B)に透過している(28,300倍 ).

C:反応物が内皮細胞の小胞や,内腔 (L)側および基底膜
(B)側 のカベオラに多数みられる(28,900倍 ).

D:サル眼の電子顕微鏡写真.サルの硝子体にVEGF 20
μノ100 μlを 3日 おきに4回投与した。内皮細胞に窓形成
がみられる (矢印)(15,300倍 ).

4 僕
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図 6 網膜症のないヒト糖尿病眼における AGEsと
VEGFの免疫組織化学光学顕微鏡写真 .
A:網膜血管壁に AGEs(ピ ラリン)の沈着がみられる
(180倍 ).

B:網膜血管壁細胞にVEGFの発現がみられる(220
倍).

(1眼 )で は抗フイブリノーゲン抗体 (Dako社 ,デ ンマー

ク)で免疫染色を行い,さ らにラットの眼球摘出時(3眼 )

にはトレーサーの horseradish perOxidase(HRP)type II

(Sigma社 ,米国)を体重 100g当たり10 mg静注し,ベ ン

チジン反応を行い,電子顕微鏡で観察した.ラ ット眼 (14

眼)お よびサル眼(4眼 )は通常の電子顕微鏡による観察

のため,眼球摘出後グルタールアルデヒドで固定し,エポ

ンに包埋して超薄切片を作製した.ラ ット眼およびサル

眼ともVEGF投与で網膜血管の透過性尤進を生じ,臨床
的には網膜浮腫や網膜出血がみられた。また,SLOで は

蛍光色素の網膜血管外への漏出が局所的にみられた。病

理組織学的にはフィブリノーゲンの血管外漏出(図 4

A),TJの 離開 (図 4B),小胞やカベオラの増加 (図 4C),

窓構造の出現 (図 4D)な どヒト網膜症眼と類似した所見

が得られた。この結果はVEGFが網膜症の初期病変の形
成,すなわち網膜血管の透過性克進の病態形成に関与し

ていることを示す。また,我々はれ υ″Ю の系を用いて,

透過性尤進のメカニズムについて検討を加えた。コンフ

ルエントになったウシ網膜血管内皮細胞をVEGF]“ (20

図 5培 養 ウシ網膜血管 内皮綱胞 にお けるzonula
ocdudens‐ 1(ZO-1)の免疫組織化学光学顕微鏡写真.
A i VEGFに よる刺激前では,ZO-1は内皮細胞間に均
一に染色される(430倍 ).

B:VEGF刺激を行うと,ZO-1の内皮細胞間での染色
が減少する(430倍 ).

ることが推定される。

VEGFに よる血管透過性尤進の機序として,TJ構成蛋
自である occludinの発現低下

27),vesiculovacu。
lar organ_

eles(VVOs)の形成28),カ ベオラの増加"),窓構造の形

成∞,31)な どが報告されているが,網膜血管に関してはま

だ不明な点が多い。

今回,我 々はヒトVEGF165(PeprOteC社 ,米国)を ラッ

ト眼(20眼 )お よびサル眼 (5眼)の片眼の硝子体に投与

し,網膜血管に与える影響を臨床的および病理組織学的

に検討した。ラットでは125～ 500 ng/10 ulを 隔日,2～ 7

回,サルでは2～ 20 ug/100 ulを 3日 おきに4回投与し,

眼球を摘出した。網膜血管の透過性を検討するために,

ラットに2%フ ルオレセインナ トリウム(フ ルオレサイ
トC)0.25 mlを 静注し,走査型レーザー検眼鏡 (scanning

laser ophthalmoscope,SLO)で 観察した(20眼 ).サ ル眼
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ng/ml)で刺激し,網膜血管内皮細胞の TJに 与える影響

を免疫細胞学的に検討した。数種類の TJ構成蛋白から

ZO-1に着目し,抗 ZO-1抗体 (Zymed社 ,カ ナダ)を用い

て間接蛍光抗体法で細胞における局在を調べた。ZO-1

の局在は,未刺激状態では血管内皮細胞間の境界に一致

して均一にみられたが,VEGF刺 激 60分後には細胞間

の染色性は低下 した (図 5A,B).VEGFに よるZO-1蛋

自の局在変化は網膜血管内皮細胞間の TJの機能変化 ,

つまリバリアー機能の破綻を意味する。

3)ヒ ト単純網膜症眼および網膜症のないヒト糖尿病

眼での AGEs沈着とVEGF発現
VEGFの遺伝子発現には虚血あるいは低酸素が重要

な働きをしているが,臨床的には明らかな網膜血管の内

腔閉塞が生じる前からVEGFの発現と透過性の充進は

起こっている。したがって,こ の時期には高血糖に伴う

PKCの活性化,ポ リオール代謝経路の活性克進,酸化ス

トレスなど種々の代謝異常が VEGF遺伝子発現充進の

要因になっていると考えられる
32)ヽ■ 前述したように,

これらの代謝異常は互いにネットワークを形成すること

によって増強し合い,網膜症の血管障害に広く関与して

いる。

我々は代謝異常の中でも,蛋自の非酵素的糖化に注目

して検討した.糖尿病では高血糖の持続に伴い,多 くの生

体蛋白が非酵素的糖化反応 (グリケーション)を受ける。

血管壁細胞である内皮細胞や周皮細胞の細胞内および膜

蛋自,基底膜などの細胞外マ トリックス蛋白であるコ

ラーゲンなども例外ではない.こ の反応はメイラード反

応 とも呼ばれ,前期反応と後期反応とに分けられる.

AGEsと は糖の還元末端と蛋自のアミノ基とが非酵素的

に反応し,前期反応に続く後期反応で形成される不可逆

性の糖化蛋自である
35,-3■.AGEsは褐色化,蛍光性,分子

架橋形成を特徴とし,AGE構造としてカルボキシメチル

リジン(carbOxymethyllysine,CML),ピ ラリン,ベ ント

シジン,ク ロスリンなどが同定されている。また,AGEs

形成の中間産物である 3-デオキシグルコソンやメチル

グリオキサールなども糖尿病合併症の成因に関与してい

る可能性がある.

我々は抗 CML抗体を用いて,免疫組織化学的にヒト

網膜症眼での局在について検討したヽ CMLは 増殖網膜

症眼ばかりでなく単純網膜症眼の網膜,特に血管壁およ

び血管周囲のグリア細胞に沈着がみられた。そ して,

CMLの 沈着 とVEGFの発現には相関がみられ,VEGF
発現にAGEsの 関与が推定された。また,抗 ピラリンモ

ノクローナル抗体および抗 VEGFポ リクローナル抗体

(santa cruz Biotechnology社 ,米国)を用いて,剖検時に

摘出した網膜症のないヒト糖尿病眼(2眼)を 検討する

と,網膜血管壁にピラリンの沈着および血管壁細胞に

VEGFの発現がみられた(図 6A,B)。 培養ウシ網膜血管

内皮細胞を用いてιれυιι
“
で検討すると,AGEsが網膜
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糖尿病

;
AGEs沈着 (網膜症発症前 )

↓
VEGF発現克進

↓
網膜血管透過性尤進 (網膜症 )

図 7 AGEsの網膜症への関わり.
A:培養ウシ網膜血管内皮細胞において,AGE化 ウシ血
清アルブミン(AGE― BSA)は VEGFの 産生を充進させ

る。rVEGF:リ コンビナントヒトVEGF
B:AGEsは網膜症の発症前より血管壁に沈着 し,直接
あるいはVEGFの作用を介して早期病変形成の段階か
ら網膜症に関与する。

血管内皮細胞のVEGF産生促進の一因になっているこ

とが確認された(図 7A)。 また,AGEsを 硝子体に注入す

ると,グ リア細胞をはじめとした網膜細胞に VEGFの発

現充進を来すことも報告
39)さ れている。以上から,糖尿病

網膜では網膜症の発症前からAGEsを 介した VEGFの

発現克進がみられ,網膜血管の透過性充進に関与すると

考えられる(図 7B)。 また,AGEsが直接血管透過性を充

進させるという報告
40)-42)も ある。

細胞外で形成された AGEsは内皮細胞や周皮細胞が

発現する受容体と結合することによって,種々の細胞反

応を惹起する。これまでに分子クローニングされている

AGE受 容体 として,receptorお r AGE(RAGE),macro―
phage scavenger receptor type― A(MSR― A),galectin-3

などがある
43)～ 45)。
今回,RAGEに 対する抗血清を用いて,

剖検で得られた網膜症眼(1眼)の網膜を免疫組織化学的

に検討すると,確かに網膜血管壁細胞に発現しているこ

とが確認された.

一方,細胞内で形成されるAGEsは RAGEな どの受容

体を介さずに直接,その細胞機能に影響を与える.さ ら

に,細胞内外での AGEs産生過程や AGEsの受容体への

結合後に活性酸素が産生される。活性酸素は細胞内でセ

カンドメッセンジャーとして機能し,転写因子 AP-1や

NF― KBな どを活性化 し,種々の細胞接着因子や VEGF
をはじめとしたサイトカインの発現を誘導することに

よって,さ らなる病態形成に関与する
39山～48).

|
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表 3 血管内皮細胞と血栓
血管内皮細胞は,凝固,線溶,血小板機能に関わる種々の因子を産生し,そのバランスで
血栓形成が制御されている。

抗血栓性因子 向血栓性因子
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凝固系

線溶系

血小板系

ヘパラン硫酸プロテオグリカン

組織因子経路インヒビター(TFPI)

トロンボモジュリン(TM)

組織プラスミノーゲンアクチベーター

(t‐PA)

プロスタサイクリン(PG12)

一酸化窒素 (NO)

組織因子(TF)

プラスミノーゲンアクチベーター

インヒビターー1(PAI-1)

フォンウィルブラント因子 (vWF)

血小板活性化因子(PAF)

4)網膜血管の透過性克進が網膜症の病態に与える影

響

ヒト糖尿病眼に生じる網膜血管の病理組織学的所見の

中で,基底膜の肥厚や周皮細胞の変性が初期変化 として

知られているが,透過性充進はこれらの変化が生 じる以

前に出現する
18)。 したがって,基底膜の肥厚や周皮細胞の

変性は,主 に透過性充進の結果生じた二次的な病変と考

えられる。いったん,AGEsや VEGFに よって内皮細胞
の透過性が克進すると,基底膜にはアルブミンやフイブ

リノーゲンなどの血漿蛋白が蓄積し,肥厚の一因となる.

加えて,こ れまで直接血液成分に触れることがなかった

基底膜成分である IV型 コラーゲンやラミニンなども直

接高血糖に曝されることによって AGE化 される。AGE
化された基底膜成分は代謝回転が遅くなり,基底膜肥厚

が助長される。また,AGEsは周皮細胞の増殖に抑制的に

作用し,さ らに急性毒性を示すことから,周皮細胞変性の

一因と考えられている
49)。

網膜血管の透過性克進によって生じた網膜の浮腫液や

硬性白斑にはフィブリノーゲンをはじめとした血漿蛋白

が含まれる。フィブリノーゲンあるいはフィブリンは血

管新生に促進的に働 く
50)51)。
また,硬性自斑 には VEGF

の発現がみられ
52),硬
性白斑の存在自体がさらなる透過

性充進や血管新生にも関与していることが推定される.

以上のように,AGEsや VEGFな どによって生じた網

膜血管の透過性充進は,さ らなるAGEsの 産生充進や

VEGFの発現を促進し,網膜症の悪化を招く。
2.網膜血管の内腔閉塞

一般的に血管の閉塞には血栓形成が重要な役割を果た

す.血管内皮細胞は抗血栓作用と向血栓作用の相反する

機能を有し,抗血栓作用には抗凝固作用,線溶系促進作

用,抗血小板作用がある(表 3)53)54)。

凝固系はその開始機序の違いにより外因系凝固と内因

系凝固の 2つ に分けられる。これらの凝固反応において

は,複数の凝固因子によるカスケード反応を経て最終的

にはフィブリンが形成される。外因系凝固の引き金とな

るのは内皮細胞が産生する組織因子 (tissue factor,TF)

である.その一方で内皮細胞は抗凝固作用を持つ組織因

子経路インヒビター (tissue factor pathway inhibitor,

TFPI),ト ロンボモジェリン(thrOmbOmOduhn,TM),ヘ

パラン硫酸プロテオグリカンなども産生する.

線溶系とは血栓の主成分であるフイブリンを分解する

系で,内皮細胞から線溶促進作用を持つ組織プラスミノ

ゲンアクチベーター (tissue plasminogen activator,t―

PA)と 抗線溶作用を持つプラスミノゲンアクチベーター

インヒビターー1(plasminOgen activatOr inhibitOr-1,PAI

-1)が分泌され,両者のバランスにより線溶動態が決定さ

れる.

血小板は活性化されると,凝集と呼ばれる過程を経て

血栓を形成する.内皮細胞からは血小板活性化作用を有

するフォンウイルブラント因子 (von Wilebrand Fac―

tor,vWF)や 血小板活性化因子 (platelet― activatingね c―

tor,PAF)が産生され,ま た一方で,血小板凝集を抑制す

るプロスタサイクリン(prOstacyclin,PGL)や 一酸化窒素

(nitric o対de,NO)も 産生される。

生理的には抗血栓作用が優勢で血液の流動性を保ち,

円滑な循環に働いているが,糖尿病では種々の凝固因子

の活性化
55)～ 57),線
溶活性の低下調

5p)あ るいは血小板凝集

能の充進
∞)61)がみられ,血栓が形成されやすくなる.網模

血管の閉塞は臨床的に蛍光眼底造影上,蛍光色素の充盈

欠損域としてみられる.ま ず,毛細血管領域の小範囲の欠

損域が生じ,その後,閉塞が細静脈や細動脈にも及び,不

可逆性の血管閉塞によって遂には広範囲の充盈欠損域が

形成される。しかし,可逆性を有する段階では閉塞部の再

疎通像もみられる
62)。

実験的糖尿病ラットの網膜血管では,内腔閉塞の早期

の病理組織学的所見として,フ イブリン,血小板を主体と

した微小血栓が形成される
63)。 また,活性化された自血球

による閉塞も報告
64)65)さ れている。

1)ヒ ト網膜症眼における血管閉塞の病理

ヒト網膜症眼における網膜血管閉塞の病理組織像とし

て,血管壁細胞が消失し,基底膜のみが残存し,内腔はグ

リア細胞の細胞質により占められている所見が 30年以

上前に電子顕微鏡を用いて報告されているが,こ れらの

所見は血管閉塞の終末像である
06)67).最 近,血管閉塞に自



図 8 ヒト網膜症眼における血管閉塞の電子顕微鏡写真 .
A:網膜血管の内腔は血栓により閉塞している (2,900
倍).

B:血管壁細胞は消失し,内腔にはマクロファージが
みられる(7,300倍 ).

血球の重要性が指摘されているが,光学顕微鏡による観

察であり,電子顕微鏡による詳細な観察はなされていな

ぃ68)。

今回,III。 1。 1)の項で使用したヒト眼球を用いて,網膜

血管の内腔の状態を電子顕微鏡で観察した。多くの網膜

血管の内腔は開存していたが,細静脈や毛細血管の一部

に血栓形成がみられた.血栓はフィブリン,血小板,自血

球,赤血球,細胞残澄物などから形成されていた (図 8

A)。 また,血管壁細胞は消失して基底膜のみが残 り,内腔

はグリア細胞の細胞質やマクロフアージ,あ るいは無定

型物質で占められている閉塞像もみられた(図 8B)。 した

がって,血管閉塞の早期像は網膜血管における血栓形成

であり,後期の閉塞にはグリア細胞だけではなく,マ クロ

ファージの関与もあり得る。

2)VEGFに よる血管閉塞 (硝子体内注入)
Tolentinoら ")は VEGFを サルの硝子体に注入する
と,蛍光眼底造影で充盈欠損域が出現することを報告し

たが,その病理組織学的所見は明らかにしていない。我々

は IⅡ.1.2)の項で用いた VEGF硝子体注入ラット眼お
よびサル眼における網膜血管の閉塞の機序を検討 した。

ラット網膜では血管閉塞の一つの指標である軟性自斑が

日眼会誌 103巻  12号

みられ (図 9A),蛍光眼底造影では無灌流領域の形成が

みられた。電子顕微鏡による観察では,ラ ット眼およびサ

ル眼の網膜血管の内腔に血栓がみられ,血栓はフィブリ

ン,血小板,自血球などから形成されていた (図 9B).

以上からVEGFの硝子体注入を行うと,網膜症に類似
した網膜血管の内腔閉塞が出現し,その病理組織像は血

栓の形成であった。

3)VEGFお よびAGEsに よる血栓形成の機序
VEGFは組織因子の発現を誘導したり,vWFの 分泌
を促進することから血栓形成に関与していると考えられ

ている10,71)。 また,AGEsは血栓形成を抑えるトロンボモ

ジュリンやプロスタサイクリンの産生を抑制し
う°)'21,抗

線溶作用を持つ PAI-1の産生を促進する73)。 しかし,網

膜症の網膜局所における血栓形成の機序は不明である。

そこで,我々は血液凝固の観点から組織因子を,血小板機

能の観点から最近分離,精製された prostacyclin‐ stimu―

lating factor(PSF)に 注目して検討した。

a)組織因子

組織因子は血液凝固第 III因子で,外因系凝固の initia―

torと して機能する。正常では主に血管壁の外層に存在

して,血管壁が破綻した際の上血に重要な役割を演じて

いるが,病的状態では血管内皮細胞表面にも発現して凝

固充進の原因となる。血管内皮細胞の組織因子は,さ らに

AGEsによって発現が誘導される生 しかし,こ れまで網
膜症への関与については明らかにされていない。そこで,

我々は手術時に得られた前房水中の組織因子濃度と網膜

症の重症度の関係を調べた.対象は糖尿病患者 44例 と,

年齢,性別を合わせたコントロール群 35例で,26例が単

純網膜症,9例が活動性のない増殖網膜症,9例が活動性

増殖網膜症であった。自内障手術時に前房水約 100 μlを

採取し,one― step sandwitch enzyme― linked immunosor―

bent assay(ELISA)法 を用いて組織因子濃度を測定し

た。得られた組織因子濃度と網膜症の重症度,性別,年齢 ,

糖尿病罹病期間(10年以上,10年未満),腎機能,血糖コン

トロール(HbAlc),前 房水中蛋白濃度,血清中組織因子

iサ艶度について相関関係を調べた。その結果,前房水の組織

因子濃度と網膜症の重症度,前房水中蛋白濃度は有意に

相関していた。つまり,活動性網膜症患者の前房水中組織

因子濃度[245(SD l12.4)pノ mL]は 単純網膜症患者

[132.4(SD 50.1)pg/mL,p<0.05]お よびコントロール

群[114.9(SD 95.1)pg/mL,P<0.01]に 比べ有意に上昇

していた。また,長期に糖尿病に罹患している患者群

[249.5(SD 105.6)pg/ml]の 方が,短 期間の罹患者群

[129。 3(SD 95.3)pg/mL]よ り前房水中組織因子濃度は

高か った(p<0.05)(Kruskal― Wallis analysis)。 しか し,

前房水中組織因子濃度と血清中組織因子濃度の間に有意

な相関はみられず,糖尿病状態では眼局所において組織

因子の産生が九進していることが推定された .

そこで,剖検で得 られた摘出眼球 (網膜症眼 2眼 ,非糖

932



「
成 11年 12月 10日

＋
　

　

　

一
●

盲 携
・
"ヽ
ヽ_Ⅲ

．
』

Ｉ

Ｌ
警鶴

嘔
■

2a争
・
t_ ｀■ハ́ ●Lar:L

％

Ю

く

２‐

100

図 9 VEGF硝子体注入による血管閉塞 .
A:ラ ツト眼の眼底写真.ラ ットの硝子体に VECF 500
ng/1o μlを隔日,3回投与した。数個の軟性白斑がみられ

る。

B:ラ ッ ト眼の電子顕微鏡写真.ラ ツ トの硝子体 に

VEGF 500 nノ 10 μlを隔日,4回投与した.網膜血管の内

腔に血栓がみられる(3,000倍 ).

尿病眼 2眼)について,網膜における組織因子の発現と局

在を免疫組織学的に検討した。網膜のアセ トン固定凍結

切片を作製 し,抗組織因子モノクローナル抗体を用いて

免疫染色を行うと,確かにヒト網膜症眼の網膜血管壁に

は非糖尿病眼に比べて強い組織因子の発現がみられた

(図 10A).よ って,組織因子は糖尿病網膜局所において

発現が充進しており,特に血管内皮細胞に強く局在して

いたことから,前房水中の組織因子濃度の起源の一つと

しては網膜血管内皮細胞が考えられた。さらに,網膜症に

おいて血管内皮細胞の組織因子発現を充進させている因

子について培養網膜血管内皮細胞を用いて検討すると,

VEGFお よび AGEsが血管内皮細胞の組織因子産生を

充進させることが確認された (図 10B).

b)PrOstacyclin― stimulating factor(PSF)

PSFは ヒト線維芽細胞培養上清から分離精製された

分子量 31 kDaの 分泌型蛋自で,大動脈血管内皮細胞に

作用してプロスタサイクリンの産生を促進することから

cOnt   10  50 100   VEGF
AG「ISA(μE扇5 (10nノ 耐 )

図 10 組織因子の眼組織における発現.
A:ヒ ト網膜症眼における組織因子の免疫組織化学光学
顕微鏡写真.網膜血管壁細胞に防性所見がみられる(120倍).

B:AGE― BSAお よび VEGFに よって培養ウシ網膜血管
内皮細胞の組織因子活性は促進される。

″

。   ど
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図 1l Prostacylin‐ stimulating factor(PSF)の眼組織

における発現 .

A:正常ラット網膜におけるPSFの免疫組織化学光学
顕微鏡写真.網膜血管壁細胞に防L所見がみられる(180倍 ).
B:培養ウシ網膜血管内皮細胞の PSF蛋 自の発現 は
AGE― BSAに よって抑制される。
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PSFと 呼ばれる75)。 PSFは プロスタサイクリンの作用を
介して抗血小板凝集能や血管拡張作用によって血管の恒

常性維持に重要な役割を演じていると考えられている。

また,糖尿病患者におけるPSFの発現低下が動脈硬化な
どの大血管障害に関与 していることが推定されてい

る“
)。 しかし,こ れまで網膜におけるPSFの 発現,局在,

病態との関わりについては全く不明であり,今回我々は

これらについて検討を行った.

抗 PSF抗体を用いて免疫組織化学的に検討すると,正
常ラット網膜において,PSFは血管壁細胞で強く発現し

ていることが明らかになった (図 1lA).網膜症との関わ

りについて培養ウシ網膜血管内皮細胞および周皮細胞を

用いて検討すると,AGEsが血管内皮細胞におけるPSF

発現を阻害することがわかった(図 1lB)。 一方,周皮細胞

に対してはれ υ″Ю の系では阻害作用は軽度しかみられ

なかった。しかし,糖尿病網膜において周皮細胞が変性・

脱落するような部位では局所的に著明なPSFの低下が

推測され,プ ロスタサイクリンの産生低下による易血栓

性が惹起され,血管閉塞に関与していると考えられた。

4)網膜血管の内腔閉塞が網膜症の病態に与える影響
網膜血管の内腔閉塞は周囲網膜に虚血あるいは低酸素

状態をもたらす。網膜虚血はVEGFの遺伝子発現に重要
な働きをしている.その機序として,転写因子 (hypoxia―

inducibleね ctor‐ 1,HIF-1)を 主要な因子とした転写レベ

ルの充進
η)お ),さ らに低酸素状態で蓄積するアデノシン

を介するmRNAの安定性克進が報告されている7".

今回の検討ではヒト網膜血管の閉塞に血栓形成が関与

していたが,血栓には活性化された血小板が含まれてい

た。血栓中の活性化血小板もVEGFの重要な供給源であ
ることが腫瘍血管新生の場において示されている80)～ 82)。

また,血栓中の自血球も種々のサイトカインや接着因子

を放出することによって,さ らなる循環障害および進展

病変形成に関与していると考えられる
。)∞ )。 加えて,組織

因子の発現とVEGFの発現は互いにフィードバックを
掛け合うことによって悪循環を繰 り返す

8)～ヽ 血管閉塞

の後期に内腔にみられるグリア細胞やマクロファージも

VEGFな どのサイトカインを産生する87)～∞)。 したがっ
て,網膜血管閉塞による周囲網膜の虚血や血栓形成など

による血管閉塞自体が VEGFの産生を充進させ,さ らな
る網膜血管の透過性克進や内腔閉塞,血管新生を来し,網

膜症の悪化につながる。

3.血 管 新 生

血管新生 (angiOgenesis)と は,既存の血管から内皮細

胞が遊走,増殖し,新 しい血管網を形成する現象である.

一般的に血管新生は 5つのステップ,すなわち

(1)内皮細胞の活性化 ,

(2)基底膜やその周囲の細胞外マ トリックスの融解 ,

(3)内皮細胞の出芽と遊走 ,

(4)内皮細胞の増殖 ,

図12 ヒト網膜症眼における血管新生の電子顕微鏡写真.
A:未熟な新生血管は活動性の高い内皮細胞のみから
成 り,内腔は狭い。内皮細胞には細胞突起がみられる

(矢印)(6,200倍 ).

B:未熟な新生血管の内皮細胞周囲に周皮細胞 (P)が
遊走してくる(2.200倍 ).

C:内皮細胞と周皮細胞の細胞膜に interdigitationが
みられる(9,200倍 ).

(5)内皮細胞の分化による管腔形成 ,

により行われ,すべてのステップに VEGFを 中心とした
サイトカインが関与する

。1).

増殖網膜症では血管新生,すなわち新生血管の発生が

基本病態である。新生血管は臨床的に網膜血管,主に細静

脈から発生する.網膜症における血管新生も一般的な血

管新生と同じ機序で起こると考えられるが,詳細は不明

である。

1)ヒ ト網膜症眼における血管新生の病理

日限会誌 103巻  12号
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B

図 13 ヒト網膜症眼における周皮綱胞の動態 .
A:ヒ ト増殖網膜症眼の網膜血管の電子顕微鏡写真.周
皮細胞 (P)に は変性所見はみられない (4,800倍 ).

B:ヒ ト網膜症眼における増殖細胞核抗原(PCNA)の 免
疫組織化学光学顕微鏡写真.網膜血管の周皮細胞に陽性

像がみられる(220倍 ).

VEGFを 硝子体に投与すると,家兎眼では網膜血管か
ら新生血管を発生させることができるが,サル眼では新

生血管の報告
98)は
なされていない。今回,ラ ット眼および

サル眼において VEGFが実際に新生血管を起こし得る
かについて,IⅡ.1.2)の 項で用いた VEGF硝 子体注入
ラット眼およびサル眼を用いて病理組織学的に検討 し

た.Fluorescein isOthiocyanate(FITC)-labeledア フレフ
゛
ミ

ン(Sigma社 ,米国)3mノmlを静注したラット網膜の伸

展標本では新生血管の発生がみられた (図 14A).ラ ット

眼およびサル眼の網膜浅層の網膜血管内皮細胞は活動性

が高くなり,増殖の指標である核分裂像も確認された (図

14B)。 また,既存の網膜血管の内皮細胞は多数の細胞突

起を出し,遊走像もみられた(図 14C)。 未熟な新生血管は

ヒト網膜症眼で示したように,内皮細胞のみから構成さ

れ,狭い内腔が形成されていた(図 14D)。 以上の結果か

ら,VEGFの 硝子体内単独注入により,ラ ット眼および

サル眼において網膜血管から新生血管が生じ得ることが

確認された。

3)VEGFと その受容体システム
VEGFの シグナル伝達は内皮細胞が発現する受容体

硝子体内増殖組織に含まれる新生血管の微細構造につ

いては今までにもいくつかの報告
92)～ 94)が
あるが,成熟過

程を詳細に検討した報告はない。最近のれ υ力Ю および

れ υわοの実験モデルを用いた検討では,新生血管の成熟

に周皮細胞の役割が重要視されている95)96)。

そこで今回,血管新生緑内障のため摘出したヒト網膜

症眼 (2眼)の硝子体内増殖組織および硝子体手術の際に

採取した活動性の高い硝子体内増殖組織 (8症例)を病理

組織学的に検討した.増殖組織はグルタールアルデヒド

で固定し,エポンに包埋して超薄切片を作製し,電子顕微

鏡で観察した。増殖組織には多数の新生血管が含まれ,新

生血管には種々の成熟過程を示す像がみられた。活動性

の高い未熟な新生血管は内皮細胞のみから成り,狭い内

腔を有 していた (図 12A).内 皮細胞の細胞質は厚く,リ

ボゾームや粗面小胞体などの細胞内小器官が豊富で,細

胞突起 もみられた。新生血管の内皮細胞間にはTJはみ

られず,しばしば未熟な細胞間接合部がみられた。また,

基底膜は薄く部分的に存在した。やがて,周皮細胞が内皮

細胞の周 りに遊走してくる(図 12B)。 周皮細胞は内皮細

胞を取 り囲むような形態をとり,内皮細胞の細胞突起を

覆うような像もみられた。また,内皮細胞と周皮細胞の細

胞膜の接触や interdigitationも みられた (図 12C).成 熟

した新生血管は内皮細胞と周皮細胞から成 り,お互いは

基底膜を有し,内皮細胞の細胞質の非薄化および窓形成

もみられた。このように,網膜症の新生血管の成熟過程に

は周皮細胞が重要な役割を果たしている。

過去の報告では,網膜症眼の網膜血管において周皮細

胞が特異的に変性,消失するといわれている
0097).新 生血

管を構成する周皮細胞の起源として,網膜血管の周皮細

胞の遊走,増殖が考えられるが,も し,すべての網膜血管

の周皮細胞が変性するのであれば,その可能性は低い。そ

こで,新生血管の観察に用いた網膜症眼(2眼 )の網膜を

電子顕微鏡的に検討した.増殖網膜症を呈する網膜血管

の周皮細胞には今までの報告のように変性したものが多

数みられたが,中 には変性像がみられないものも存在し

た(図 13A)。 次に剖検で得られた網膜症眼(1眼 )のホル

マリン固定パラフィン包埋切片を抗増殖細胞核抗原

(proliferating cell nuclear antigen,PCNA)モ ノクロー

ナル抗体 (Dako社 ,デ ンマーク)を 用いて免疫染色を

行った。網膜毛細血管および細静脈壁の外層の細胞核に

陽性所見がみられ,活動性の高い周皮細胞の存在が確認

された (図 13B).

以上から,血管新生初期の未熟な新生血管は内皮細胞

のみから構成されているが,次第に周皮細胞が遊走し,新

生血管は成熟する.ま た,網膜ではすべての周皮細胞が変

性するわけではなく,活動性の高い周皮細胞も存在する。

おそらく,こ れら活動性の高い周皮細胞が新生血管の内

皮細胞周囲に増殖,遊走してくるものと推測する。

2)VEGFと 血管新生 (硝子体内注入)
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図 15 ヒト網膜症眼におけるVEGF受容体 kinase in‐
sert dOmah‐cOntaining receptor(KDR)の 免疫組織

化学光学顕微鏡写真 .

単純網膜症の時期であるにも関わらず,KDRの 発現充

進が網膜血管内皮細胞においてみられる(120倍 ).

日眼会誌 103巻  12号

ラツトの硝子

網膜表層の血

内皮細胞には

未熟な新生血

を介して行われるが,高親和性 VEGF受容体 (VEGF re―
ceptor,VEGFR)と し

‐
では,frns― like tyrosine kinase-1

(Flt‐ 1)と kinase insert domain― containing receptor/fe―

tal liver kinase-1(KDR/Flk‐ 1,KDR)が知られてお

り
99)m),Flt-1を VEGFR-1,KDRを VEGFR-2と も1乎

ぶ。いずれも典型的なチロシンキナーゼ型受容体であり

構造的に類似しているが,VEGFに よる内皮細胞の増殖

シグナルを誘導するのは KDRである !01)102).

これまで,VEGFの 発現制御については詳細に検討さ

れている一方で,受容体に関してはまだ不明の点が多い。

VEGFに よるシグナルが受容体を介するものである以

上,受容体の発現量あるいはその発現を制御している因

子を明確にすることは治療への応用を考えるうえでも重

要である。そこで,我々は増殖シグナルを司るKDRの発

現制御機構に重点を置き検討を行った。

まず,剖検で得られた摘出眼球 (網膜症眼 2眼 ,非糖尿

病眼 2眼)を用いて,ヒ ト網膜における KDRの発現につ

いて特異抗体 (santa cruz BiOtechnology社 ,米国)を 用

■
■
目
■
■

図 14 VEGF硝子体注入による血管新生。
A:FluOrescein isOthiOcyanate(FITC)-labeledア ルブミンを静注 したラツト網膜の伸展標本

体にVEGF 500 ng/10 μlを隔日,7回投与した。新生血管がみられる(矢印).

B:ラ ツト眼の電子顕微鏡写真.ラ ツトの硝子体にVEGF 500 ng/10 μlを隔日,7回投与した.

管内皮細胞に核分裂像がみられる(矢印)(800倍 ).

C:サル眼の電子顕微鏡写真.サルの硝子体にVEGF 20 μg/100 μlを 3日 おきに4回投与した

長い細胞突起がみられる(矢印)(9,300倍 ).

D:サル眼の電子顕微鏡写真.サルの硝子体にVEGF 20 μg/100 μlを 3日 おきに4回投与した

管で内皮細胞のみから成り,狭い内腔を形成する(9,700倍 ).
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図 16 KDRプロモーター活性を制御する転写因子。
A:ゲルシフトアッセイによるKDRプロモーター解析 .

培養ウシ網膜血管内皮細胞から核蛋白を抽出し,KDRプ
ロモーター活性部位 (-101～ -56)を プローブとしてゲ
ルシフ トアッセイ及びスーパーシフトアッセイを行う

と,その部位には転写因子 Spl,Sp3が 結合することがわ

かる.

B:Sp1/Sp3転 写因子の発現ベクター導入によるKDR
プロモーター活性.培養ウシ網膜血管内皮細胞にSp1/

Sp3転写因子の発現ベクターを導入すると,KDRプ ロ
モーター活性はSplに よって促進され,Sp3が拮抗的阻
■■乍用を有していることがわかる(文献 104か ら引用).

暉%i COntr01 vectOr

隆S:Spl pCMV4
圏国 :Sp3 pCヽ 4V4
:Spl―十Sp3

+
KI)R― prornoter― |― Luciferase construct

いて免疫染色で検討した.その結果,糖尿病のない網膜で

は KDRの 発現が非常に弱いのに対し,糖尿病網膜では
単純網膜症の時期であるにも関わらずKDRの発現が充
進していることが明らかになった(図 15).

Stimulant:
ざ

KDR>
<28S

<18S

36B4>

図 17 AGEに よるKDR遺伝子発現促進。
L υι′Ю で作成 した AGE― BSAに よって培養ウシ網膜
血管内皮細胞を刺激すると,反応期間の長い AGE―BSA
によって KDR遺伝子の発現が促進される。M:mOnth,
刺激時間はすべて 24時間.

次に,培養ウシ網膜血管内皮細胞を用いて,種々の培養

条件におけるKDRの 発現量と,それぞれの条件におけ
るVEGFの内皮細胞増殖促進作用の相関をみてみると,
VEGFに よる増殖促進作用は,内皮細胞におけるKDR
の発現量に依存することが確認された

103).こ のことは,

KDRの発現を人為的に制御することができさえすれば,
たとえVEGFが多量に存在したとしても,その作用を阻
害し得ることを意味する。

そこで,将来的にKDR遺伝子の発現を制御し得るも
のか,その発現制御に関わる転写因子について検討した。

培養網膜血管内皮細胞を用いて,ゲルシフトアッセイに

よるKDRプ ロモーター解析を行うとともに,転写因子
の発現ベクター導入によりKDRプロモーター活性に与
える影響を検討 した。その結果,転写因子 Sp lが KDR
プロモーター活性促進因子として機能してお り,同 じ

ファミリーであるSp 3が拮抗的阻害作用を有している

ことが明らかになった
101)(図
16).こ れら転写因子の発現

あるいは作用を阻害することも治療応用への糸日の一つ

になり得る.

さらに,糖尿病網膜でKDRの発現が充進している原
因物質として,AGEsの 可能性について検討すると,
AGEsは 転写因子 Sp lを 活性化 し,KDRmRNAの 発現
尤進の一因になっていることが確認された(図 17)。 さら

に,VEGFと の相乗作用があるといわれていながら,そ
のメカニズムが十分には解明されていなかった塩基性線

維芽細胞増殖因子 (basic ibЮblast gowtllね cbr,bFGF)l∞ )

についても検討した。その結果,bFGFは血管内皮細胞に

おいてVEGFの発現促進ばかりでなく,同時に受容体で
あるKDRの発現も克進させ得ることが明らかになった。
これらの結果は,bFGFと VEGFが内皮細胞に与える相
乗作用のメカニズムを意味しているものと考える

103)。
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図 18 トログリタゾンによる VEGF依存性血管内皮細
胞の細胞周期進行の阻止 .

培養ウシ網膜血管内皮細胞 (A)を VEGF(13 nM)で 24

時間刺激すると,細胞周期の進行を示す細胞が増加す

る(B).し かし,ト ログリタゾン(10 μM)を前投与する

と,細胞の染色性が低下し細胞周期の進行は抑制され

ている(C).ト ログリタゾン単独投与でも,Aに比べて

細胞周期進行が抑制される(D)(320倍 ).

以上のことから,AGEや bFGFな どの因子が KDRの

発現を促進することによって,VEGFと その受容体シス

テムを増強することがわかる。また,増殖シグナルを司る

KDRの発現が,単純網膜症の時期でも充進していること

から,網膜症の比較的早期であっても既に増殖性変化ヘ

の準備状態は確実に進んでいる。

IV 網膜症の治療

網膜症の 3つの基本病変である網膜血管の透過性尤

進,内腔閉塞および血管新生のいずれにも,VEGFと そ

の受容体システムが深く関与 していることが明らかと

なった。したがって,網膜におけるVEGFの働きを阻害

することができれば,網膜症の発症・進展の阻止,すなわ

ち,網膜症の治療法の開発につながる可能性がある。今回

は網膜症の治療について,タ ーゲットを血管新生に絞っ

て検討した.血管新生の治療法として,大きく分けて 2つ

のアプローチがあると考えられ,一つは新生血管の発生

阻止であり,現在行われている網膜症に対する治療の多

くがこの概念に基づくものである.そ して我々の考えて

いるもう一つのアプローチは,いったん発生した新生血

管に対しては,その退縮を誘導して早期に沈静化させよ

うという方法である。

1.新生血管の発生阻止

新生血管の発生阻止の観点からVEGFと その受容体

システムを阻害する部位として考えられるのは,VEGF
の発現そのものの抑制,いったん発現されたVEGFの受

容体への結合の阻止,受容体結合後のシグナル伝達の阻

止の 3つで,いずれかを阻害することができれば有効な

図 19 VEGFによる細胞内シグナル伝達 .
VEGFはチロシンキナーゼ型受容体であるKDRに結合
後,細 胞 内へ の カル シウムの流 入,PKCや mitogen―

activated protein(MAP)キ ナーゼの活性化を誘導 して

血管内皮細胞を増殖周期へと導く.

治療法となり得る。

1)イ ンスリン抵抗性改善薬 トログリタゾンによる網

膜血管新生抑制

a)ト ログリタゾンの VEGF阻害効果
トログリタゾン(C24H27N05S,分 子量 441)は ,イ ンスリ

ン抵抗性改善作用を持つ血糖降下薬であり
Ю6),現
在アメ

リカでは約 70万人が服用している。最近,ト ログリタゾ

ンは,血糖降下作用ばかりでなく細胞増殖抑制作用を有

することなども明らかになってきており,糖尿病性血管

合併症の治療薬としても注目される
107).我 々はトログリ

タゾンが増殖網膜症の基本病態となる血管新生に対する

抑制効果が期待できるものか,れ υ力Ю,れ υ力οの系を用

いて検討した。

まず,VEGFに よる血管内皮細胞の細胞周期に与える

影響と,ト ログリタゾンによる阻害効果について,特異的

核抗原に対する蛍光標識抗体 (抗 PCNAと 抗 Kl-67)の

二重染色法
]08)に よって検討した。VEGFは培養ウシ網膜

血管内皮細胞の細胞周期を著明に進行させたが,ト ログ

リタゾンで前処理することによって VEGF依存性の細

胞周期進行は有意に抑制された(図 18)。 また,VEGFに

よって誘導された内皮細胞の遊走,増殖,れ υjιЮ 管腔構

造形成を阻害するものか検討すると,いずれもトログリ

タゾンによって濃度依存性に抑制された。これらの結果

から,ト ログリタゾンにはれυjιЮ 血管新生抑制作用が

あることが明らかになった。

さらに,新生児マウスに高濃度酸素を負荷して網膜血

管新生を誘導するモデルにおいて,ト ログリタゾンを硝

子体内投与することによって網膜血管新生を抑制できる

ことも確認された。血糖をコントロールする薬剤が同時

に血管新生抑制作用をあわせ持つことは,こ れまでの治

療法と併用することでより有効に網膜症の進行を阻止で

きる可能性を示唆する.

b)ト ログリタゾンが VEGFの作用を抑制するメカニ

ズム

これまでに,ト ログリタゾンは血管平滑筋細胞の増殖
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図 20 ヒト網膜症眼における新生血管退縮の電子顕微
鏡写真 .

A:一部の内皮細胞 (E)は細胞膜が破れ,ネ クローシス
を起こしている。また,周皮細胞 (P)と 内皮細胞間の接

触が離れている(5,200倍 ).

B:内皮細胞 (E)が ネクローシスを示す部位には血小
板血栓がみ られる。周皮細胞 (P)も ネクローシスに

陥っている(5,200倍 ).

Ci内皮細胞は消失し,基底膜のみが残存している。内
腔には赤血球がみられる(9,200倍 ).

われている 114)115).ま た,実験的角膜新生血管の退縮過程

は,内皮細胞障害後に起こる血小板の粘着および凝集,血

流のうっ滞,内皮細胞の変性などが報告
H。

'さ れている.

しかし,網膜症眼の新生血管の退縮過程についての報告

はない。

そこで今回,硝子体手術の際に採取した活動性の低い

を抑制することが報告され,そのメカニズムとして細胞

内シグナル伝達で重要な蛋白質リン酸化酵素である

PKCや mitogen― activated prOtein(MAP)キ ナーゼなど
の機能を阻害することが報告

1∞ )¬ 11)さ れている。

VEGFは 血管内皮細胞の発現する受容体であるKDR
への結合後,細胞内情報伝達を構成する重要な因子の一

つである細胞質カルシウム濃度を増加 させ,PKCや
MAPキ ナーゼなどを活性化することによって内皮細胞
の増殖を誘導する(図 19)n2)。 これらのことから,PKCや
MAPキ ナーゼなどが,前述したトログリタゾンによる
VEGF依存性シグナル阻害の標的になる可能性が推定
された。そこでまず,VEGFに よる細胞質カルシウムiり艶

度の増加に対するトログリタゾンの効果を,カ ルシウム

蛍光指示薬であるFura-2を 用いて観察した。VEGFの
投与によって培養ウシ網膜血管内皮細胞における持続性

の細胞質カルシウム濃度増加をみるのに対し,10 μMの
トログリタゾンを前投与すると,VEGF依存性の細胞質
内カルシウム濃度の上昇は著明に抑制された。PKCは細
胞内カルシウム濃度上昇に依存 して活性化されるた

め n3),ト ログリタゾンはPKC活性の阻害作用を持つ可
能性が推定された。そこで,ト ログリタゾンが PKCの下
流に位置するMAPキナーゼの活性化に与える影響を検
討すると,確 かに トログリタゾンはVEGF依存性の
MAPキナーゼ活性化も有意に抑制することが確認され
た。

以上のれ υ″rο の研究結果,ト ログリタゾンはVEGF
が KDR受容体に結合後の細胞内情報伝達を抑制するこ
とにより,VEGFの 作用を阻害することが明らかになっ
た。つまり,VEGFが多量に存在しても,その受容体結合
後の細胞内シグナル伝達を阻害するトログリタゾンに

よって,網膜症における網膜血管新生を阻止できる可能

性が推定された。さらに前述のように,VEGFは 網膜症
の発症から増殖期まですべてのステージの進行に関与し

ているという事実から,ト ログリタゾンの血糖降下作用

と併せ持つ VEGF阻害作用は,増殖期のみならず,網膜
症の発症段階からの治療効果が期待できる。

2。 新生血管の退縮誘導

網膜新生血管の発生阻止と併せて,既 に発生してし

まった新生血管を早期退縮させることができれば,網膜

症による失明を大幅に減少させることも可能である.増

殖網膜症でも末期になると新生血管が自然に退縮する

が,こ のような症例では通常,網膜の荒廃が進み,視力予

後は不良である.しかし,こ のメカニズムを解明し,網膜

の荒廃が起こる前に新生血管を退縮させることができれ

ば,良好な視力が保てる可能性がある。

1)ヒ ト網膜症眼での新生血管の退縮

胎生期にみられる瞳孔膜や硝子体動脈は生後に退縮す

る.その退縮過程では,まずマクロファージが血管内腔を

閉塞し,その後,内皮細胞が変性し,血管が退縮するとい
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硝子体内増殖組織 (5症例)を病理組織学的に検討した。

増殖組織はグルタールアルデヒドで固定し,エポンに包

埋して超薄切片を作製し,電子顕微鏡で観察した。増殖組

織には少数の新生血管が存在し,種々の退縮過程を示し

ていた。初期の退縮期血管にみられる変化として,内皮細

胞と周皮細胞間の接触が離れ,その部位の内皮細胞がネ

クローシスに陥る。内皮細胞は細胞膜が破れ,細胞内小器

官も変性していた (図 20A).内皮細胞がネクローシスに

陥った部位にはしばしば血小板やフイブリンによる血栓

の形成がみられた (図 20B).さ らに,血管壁細胞の障害が

進むと,最終的には血管壁細胞は消失し,細胞外マ トリッ

クスに置き換わり新生血管は退縮する.ま た,一部の退縮

期血管の血管壁には基底膜のみが残存し,内腔に赤血球

や細胞外マ トリックスが充満していた(図 20C)。 内皮細

胞死は主にネクローシス像であり,ア ポトーシスと思わ

れる電子顕微鏡像は僅かであった.

以上から,ヒ ト網膜症の新生血管の退縮初期には内皮

細胞の変性,消失が関与し,内皮細胞が障害されると内腔

には血栓が起こり,さ らに血管壁細胞の消失という一連

の変化を生じ,新生血管が退縮すると考えられた.

2)ヒ ト網膜症眼での増殖組織における angiopoietin/

Tie 2シ ステム

血管退縮のメカニズムはまだ十分には明らかにされて

いない.現在,そのメカニズムに関して最も注目されてい

るのが最近新たに分子クローニングされた血管調節因子

である angiopoietinと その受容体 Tie‐ 2を介する働きで

ある。Tie-2受容体はVEGF受容体と同様に受容体型チ
ロシンキナーゼであり,その発現は血管内皮細胞に特異

的である.リ ガンドである ang10pOietinには50%の 相同

性を有する an」 OpOietin-1(Ang-1)と angiOpoietin-2

(Ang-2)が報告されている。詳細なメカニズムについて

不明な点も多いが,Ang-1は 内皮細胞の発現するTie-2

受容体を介して基底膜の形成を促進したり,内皮細胞の

周囲に周皮細胞を呼び寄せることによって血管構築を安

定化させる。一方,シ グナル伝達能を有しない Ang-2は

わ た、ヽ~｀
ヽヽ
:ヽ｀
｀ヽ、.、

「
)~ゝ

ヽ
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，
′″
ヽ ヽ

〆ノ
｀
ノ血管退縮

正常血管   血管の脆弱化

図21 血管退縮とangiopoiein/Tic-2シ ステム.

正常血管ではan」opoietin-1(Ang-1)が優位に作用しているが,虚血などによって拮抗的阻害作用を有する

an」opoietin-2(Ang-2)の発現が充進すると,周皮細胞の脱落により血管は脆弱化する。このときVEGFが十
分に存在しないか,あるいはその作用が阻害されれば,その血管は退縮する。

ヽ

|
‖

■

図 22 ヒト網膜症眼におけるAng-2の免疫組織化学光
学顕微鏡写真 .

新生血管の退縮期にある増殖組織で,新生血管および

その周囲に陽性所見をみる(180倍 ).

Ang-1の受容体への結合を拮抗的に阻害することに

よって,周皮細胞を内皮細胞から遊離させ,既存の血管構

築を脆弱化させる。いったん脆弱化 した血管に対 し,

VEGFが十分量存在し作用すれば血管新生が誘導され

るが,VEGFの 作用が不十分であればその血管は退縮す

ると考えられている(図 21)117)～
la).

我々は網膜症の硝子体手術時に得られた増殖組織 (6

症例)を用いて,Ang-2,Tie‐ 2,VEGFの発現を免疫組織

化学的に検討した。増殖組織は4%パ ラホルムアルデヒ

ドで固定後,パラフィン包埋,薄切した後,Ang-2,Tie‐ 2,

VEGFに対するポリクローナル抗体 (Santa Cruz Bio―
technology社 ,米国)を用いて免疫染色を行った.新生血

管の退縮期にある増殖組織では,Ang-2,Tie‐ 2の発現は

みられたが,VEGFの発現がほとんどみられなかった

(図 22)。 これらの結果は,網膜症眼における新生血管の

退縮過程にもVEGFと その受容体システムおよびAng/

Tie‐ 2シ ステムが関与していると考えられる。

3)遺伝子治療による新生血管の退縮誘導の可能性

新生血管を退縮させるには,VEGFと その受容体シス
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B.
遺伝子発現

Decoy:Control

36B4●

Decoy: Spl

KDRレ

36B4レ

図 24 光凝固斑への遺伝子導入.
ラット網膜において,光凝固斑に一致してβ―galaCtOSi―

daseの 発現を示す青色の発色がみられる.

A.
プロモーター活性
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図 23 Splデコイ導入による KDRプ ロモーター活性および遺伝子発現阻害 .
培養ウシ網膜血管内皮細胞に Splデ コイを導入することによって KDRプ ロモーター活性 (A)お よび遺伝子
発現 (B)は 濃度依存性に抑制される (文献 104か ら引用 ).

テムを阻害するだけでもある程度の効果が期待される。

しかし,同時に angiopOietin/Tie-2シ ステムを活性化さ

せることによって,よ り有効的に短期間で血管の退縮を

誘導できるであろう。我々はこれを遺伝子治療的手法で

行うことを検討した.

a)VEGFと その受容体システムの阻害
前述の トログリタゾンの内服もVEGFと その受容体
システムを阻害する方法の一つではある。しかし,眼局所

において VEGFと その受容体システムをコントロール
できることも必要である.

今回,遺伝子治療的手法を用いて,培養ウシ網膜血管内

皮細胞においてVEGF受容体であるKDR遺伝子の発現
阻害を試みた。我々は前述 したようにKDRプ ロモー
ター領域の解析によって,そのプロモーター活性には転

写因子 Sp lが重要であることを明らかにした.そ こで,

図25 硝子体注入による網膜組織への遺伝子導入.
硝子体手術をしない場合 (A)に比べて硝子体手術を併用することによって(B),目 的遺伝子の導入効率が格段
に向上する(文献 123から引用).
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転写因子 Sp lの 認識配列である合成オリゴヌクレオチ

ド,つまりsp lデコイを遺伝子導入することで KDR発

現の抑制が可能であるか検討した。その結果,Sp lデ コ

イの血管内皮細胞への遺伝子導入は濃度依存性にKDR
プロモーター活性およびKDR遺伝子発現を抑制するこ

とが確認された (図 23)104.KDRの 発現そのものを抑制

することができれば,必然的にVEGFは作用しにくくな

るわけであり,れ υわοでの有効性を検討中である.

b)AngiOpoietin/Tie-2シ ステムの過剰発現誘導。

VEGF抑制下で退縮をより有効的に誘導するには,さ
らにangiOpoietin-2の 過剰発現が期待される.今回はま

ず,コ ントロールベクターを用いてιれυわοで眼組織に

目的遺伝子を効率よく導入し,過剰発現させる方法を確

立した。

まず,網膜症の治療に現在広く行われている網膜光凝

固の凝固斑に限局性に遺伝子を導入する方法について検

討した
122)。

光凝固斑では細胞の増生が起こることに着目

し,増殖細胞にのみ選択性をもって導入可能なレトロウ

イルスベクターの導入を試みた.その結果,レ トロウイル

スベクターを網膜下に注入後に光凝固を行うことで,凝

固斑に一致して限局性に目的遺伝子の発現が可能である

ことが確認された (図 24).目 的部位に選択的に導入可能

であることが利点であり,神経網膜への遺伝子導入がな

されないため副作用の発現が低 く,光凝固の抗血管新生

効果を高めることが可能である。

次に,硝子体側から遺伝子導入する方法についても検

討した。この方法には増殖停止中の細胞にも導入可能な

アデノウイルスベクターを用いた.その結果,高い効率で

はなかったが,単に硝子体腔に注入するだけでも主に網

膜ミュラー細胞に遺伝子が導入された.さ らに,増殖網膜

症に対して行われている硝子体手術を行ったうえで遺伝

子導入を試みると,著明に高い効率で目的遺伝子の導入

が可能であることが明らかになった(図 25)四 .ミ ュラー

細胞は網膜に豊富に存在するため,こ の細胞に遺伝子導

入することで眼内環境を大きく変化させることも可能で

あると考えられる。

今回はコントロール遺伝子を用いた結果を報告した

が,現在,Ang-2の 遺伝子導入と早期新生血管退縮誘導

の有効性を検討中である。今回の遺伝子導入法の確立は,

目的に応じて導入遺伝子を変えることで,その適応が大

きく広がる可能性を秘めている点でも意義深いものと考

えられる。遺伝子導入による治療への応用は,眼科領域で

も机上の空論ではなく,確実に現実的なものとなってき

ており,今後の発展性が期待される.

Vお わ り に

網膜症を主題にして,ま ず,ヒ ト網膜症眼の病理学を基

礎に,細胞および分子生物学的手法を用いて病態の解明

を行った。また治療法の開発では,病態に基づき,一つは
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現在既に臨床で使われているインスリン抵抗性改善薬に

よる網膜血管新生抑制の可能性について記 し,さ らに今

後の発展性が期待される治療法として,遺伝子治療の可

能性について記した。

これから21世紀に向けて,我々に課せられているテー

マは,さ らにhigh qualityな 治療の追究である。分子生物

学的手法を用いた病態の解明と最先端の治療技術との連

携が今こそ求められている.病態の解明により,治療応用

への的が絞られ,実際に臨床応用への現実性 も高まりつ

つある.現在行われている治療法をさらに発展させ,よ り

副作用が少なく,かつ有効な治療法の開発を目指 して失

明防止に寄与することが著者らの職務であり,さ らに研

究を続けていきたい。

稿を終えるに当たり,宿題報告の機会を与えて下さいまし

た日本眼科学会評議員各位,日 本眼科学会会員,第 103回 日本

眼科学会総会長の安達恵美子教授ならびに座長の労をお取り

頂いた宇山昌延教授に心より感謝申し上げます。本研究にご

協力頂きました玉井 信教授 (東北大学),田野保雄教授 (大阪
大学)に厚く御礼申し上げます。ご指導を頂きました猪俣 孟

教授をはじめ共同研究者の教室員,多大な協力を頂きました

研究協力者の諸先生方,実験を手伝って頂いた原たつえ,今村

万里,久力由美,高原三千代の各氏に深謝いたします。

本研究は,文部省科学研究費補助金 (基 盤研究A2#

09307040,基 盤研究 B2#09470382),厚生省特定疾患調査研

究費補助金,厚生省科学研究費補助金の研究助成を受けたこ

とを付記して謝意を表します。
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