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目 的 :加齢黄斑変性による脈絡膜新生血管膜のイン

ドシアニングリーン蛍光眼底造影(IA)所 見 と血管内皮

増殖因子 (VEGF)の発現との相関の有無を検討 した。

対象と方法 :新生血管膜摘出術の適応となった加齢黄

斑変性による脈絡膜新生血管膜 15例を対象とした。lA

の 4型分類 (I型 は造影早期,後 期にも過蛍光 を示す。II

型は造影早期にのみ過蛍光を示す,III型 は造影後期にの

み過蛍光を示す,IV型は造影早期,後期ともに過蛍光を

示さない)に基づいて術前の IAを分類し,摘出組織の病

理組織学的所見と免疫染色によるVEGFの 発現を比較

検討した.
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結 果 :VEGFの 発現は I,II,III型 で強 く,血管内皮

細胞,間質の線維芽綱胞様の細胞にあった.一 方,IV型 に

おける発現は弱かつた。

結 論 :IA所見 と VEGFの 発現には相関があり,IV

型の活動性 は他 の型 と比べ低い と考 えた。(日 眼会誌

104:390-395,2000)

キーワード:加齢黄斑変性,脈絡膜新生血管膜,イ ンドシ

アニングリーン蛍光眼底造影,血 管内皮増

殖因子,免疫組織化学

加齢黄斑変性のインドシアニングリーン蛍光眼底造影所見と

摘出脈絡膜新生血管膜における血管内皮増殖因子の発現

浅山 展也,島田 宏之,湯沢美都子

|]本大学医学部附属駿河台病院眼科

Correlation of Indocyanine Green Angiography F'indings and Expression

of Vascular Endothelial Growth Factor in Surgically Excised

Age-related Macular Degeneration - related

Choroidal Neovascular Membranes

Nobuya Asayama, Hiroyuki Shimada and Mitsuko Yuzawa

Department of Ophthalmology, Surugadai Hospital of Nihon Uniuersity

Abstract
Purpose: We investigated the relationship be- by hematoxylin-eosin and azan. They were also ex-

tween clinical cla.ssification by indocyanine green an- amined by immunohistochemical staining for YEGF.

giography (IA) and pathologic findings including the Results: YEGF was expressed markedly in vascu-

expression of vaseular endothelial growth factor lar endothelial cells and fibroblast-like cells of in-

(YEGF) in age-related macular degeneration-related terstitial tissue of Types I, II and III. Its expression

choroidal neovascular membranes. was weak in Type IY.
Subject and. Methods : The subjects were 15 pa- Conclusion : Clinical cla.ssification by IA for age -

tients with age - related macular degeneration who related macular degeneration is consistent with the path-

underwent surgical excision for choroidal neovascu- ologic findings including the expression of VEGF.

lar membrane. The patients were classified into 4 (J Jpn Ophthalmol Soc 104:390-395, 2000)

types: Type I, hyperfluorescence in both early and

late pha.ses (n=7) ; Type II, hyperfluorescence in the Key wortls: Age-related macular degeneration, Cho-

early phase only (n=2); Type III, hyperfluorescence roidal neovascular membrane, Indocy-

in the late phase only (n=3); and Type IV, no hyper- anine green angiography, Yascular en-

fluorescence in any phase (n=3). The excised choroi- dothelial growth factor, Immunohisto-

dal neovascular membranes were fixed and stained chemistry
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I緒  言

加齢黄斑変性の病態には不明な点が多いいが ,イ ンド

シアニ ングリー ン蛍光眼底造影 (indocyanine green an―

giography:以 下,IA)と ,フ ルオ レセイン蛍光眼底造影

(■uorescein angiography:以 下,FA)は 加齢黄斑変性の

臨床的病態の検討に有用
2)な

検査である.近年,脈絡サ1莫新

生血管膜摘出術により得られた組織の病理所見 と術前の

IA所見 を比較検討 した報告
3)ヽ 5)か

ら,IAに よる臨床的

病態と病理学的検索結果との相関が明らかになってきて

おり,IAで低蛍光を示す新生血管の活動性は比較的低い

と考えられている。しかし,血管新生は本症の中心的病態

に大きな役割 を果たしているが,強力な血管新生作用を

有する血管 内皮増殖因子 (vascular endothelial growth

factor i以 下,VEGF)の発現 とIA所見との関連 につい

ては 卜分に検討 されていない。

VEGFは 1983年に強い血管透過性充進作用 をもつ血

管透過性 因子 (vascular permeability factor:以 F,VP―

F)と して発見され
6),血

管新生のすべての過程 に関与す

ることか ら,血管新生促進因子 として最も重要な因子で

あると考えられている。

今回,我 々は新生血管膜の活動性 を示す指標 として

VEGFの発現に注目し,IA所 見との関連について病理組
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織学的所見との比較検討を行った。

II方  法

加齢黄斑変性で脈絡膜新生血管膜が中心宙「
に発育

し,脈絡 |1莫新生血管膜摘出術の対象 となった 15例 15眼

の摘出組織を対象 とした。術前 に FAと IAを 行い造影

所見を記録 した。いずれの症例 も FAでは造影 早期に新

生血管網が存在すると考えられる過蛍光,造影後期には

旺盛な色素の漏出のある典型的な造影所見を示 した。IA

はインドシアニ ングリーン(ジ アグノグリー ン1,第一製

薬)を 蛍光色素 として,25 mgを 注射用蒸留水 l mlに 溶

解 し,静 注後 ,赤 外蛍光 ビデ オ眼底造影装置 (TRC-501

A,ト プコン)ま たは,走査 レーザー検眼鏡 (ロ ーデ ンス

トック)を 用いて撮影 した.造影写真を鮮明にするために

IMAGEnet'(ト プコン)を 用いて画像処理を行った.得

られた IA所見 を当教室で用 いている 4型 3)に
分類 し

た。その内訳 は,I型 (造 影早期,後 期にも過蛍光 を示す )

が 7限 ,II型 (造影早期にのみ過蛍光 を示す)が 2眼 ,III

型 (造影後期にのみ過蛍光を示す)が 3眼,IV型 (造影早

期,後期ともに過蛍光を示さない)が 3眼である。

脈絡膜新生血 管膜摘出術 の術 式 は¬pars planaに 3

portを 作製 し,後極部の硝子体 を切除するとともに,後

部硝子体剥離の生 じていない症例ではグリザー ド針で人

・驀彎寧 BA

翻

図 1 ヘマ トキシリン・エオジン染色光学顕微鏡写真 .

A:I型 ,B:II型 ,C:ⅡI型 ,D:IV型 の脈絡膜新生血管膜.細胞成分の乏しい組織が II型 とIV型 の新生血管膜

周囲にみられる(矢 じり).バーは 300 μm
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工的に後部硝子体剥離を作製 した。次いで,サ ブレチナル

スパーテルを用いて網膜を小切開し,サ ブレチナル鉗子

で新生血管膜 を把持 し,摘 出 した。摘出組織 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

お りにエタノール系列で脱水 し,パ ラフィン包埋 した。包

埋 した組織 を 4μmに 薄切 し,ヘ マ トキシリン・エオジ

ン染色,ア ザ ン染色,VEGFお よび glial fibrillaly acidic

protein(以下,GFAP)に対する免疫組織染色を行った。

VEGFに対す る免疫組織 染色 ではポ リクロー ナル

VEGF抗 体 (Santa Cruz Blotechnology,米 国)を リ ン酸

緩衝液 (0.01M,pH 7.2)で 50倍希釈 し,一次抗体に用い

た。反応時間は 37℃ で 60分 間 とした。あらか じめ,組織

切片に対 してクエ ン酸緩衝液 (0.01M,pH 6.0)中 で mi―

crowave照射 (500W,5分 問,3回 )に より抗原性 の賦活

を行った。酵素抗体法は labelled streptavidin biotin(LS―

AB)法 (Histofine・ ,ニ チ レイ)を 用いた。GFAPに対する

免疫染色は間接法で行い,GFAP抗 体 (DAKO)を リン酸

緩衝液 (0.01M,pH 7.2)で 50倍希釈 し,一次抗体 として

4℃ で一晩反応 させた。両者 とも 3,3'― ジア ミノベ ンチ

ン,4塩酸塩 (和 光純薬)で 発色 した。発色操作 は,VEGF
では 3分,GFAPでは 7分 とした。また,Mayerの ヘマ ト

キシリン液で核染色を行った。免疫染色の陰性対照 とし
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て は ^次抗体反応 を削除 し,以 ドは既述の手順に従った

III 結  果

1.ヘマトキシリン・エオジン染色およびアザン染色

病理組織学的にはIA分類の違いにより特徴的な所見

が得 られた.ヘマ トキシリン・エオジン染色光学顕微鏡

写真を図 1に ,ア ザン染色光学顕微鏡写真を図 2に示す。

I型 での病理組織像は血管腔が多 く,問 質に線維芽細

胞様の細胞が多 くみ られ,膠 原線維は疎で網 目状に広

がっていた.

Ⅱ型の病理組織像はほぼI型 と同様の所見を示 した。

ただし,I型 に比べて線維成分は少し密になり,血管膜の

周囲にはアザン染色で青染しない,細胞成分の乏 しい組

織があった。

III型 での病理組織像はI型や II型 と比較 して血管腔

が少なく,膠原線維が豊富であった。

IV型 での病理組織像は III型 と比較して血管腔が少な

く,そ の周囲は密な膠原線維で構成されていた.II型 と同

様に血管膜の周囲にはアザン染色で青染しない,細胞成

分の乏しい組織があった。この組織はIV型 において特

に豊富であった.

色素上皮細胞による血管,ま たは,血管膜の囲い込みと
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図 2 アザン染色光学顕微鏡写真.

A:I型 ,B:Π 型,C:IⅡ 型,D:IV型 の脈絡膜新生血管膜.細胞成分の乏しい組織が Ⅱ型とIV型の新生血管膜

周囲にみられる。アザ ン染色で青染していない (矢 じり).バーは 300 μm



考えられる所見については I型 ではほとんどなかった。

一方,他の型では血管周囲に色素をもった細胞があった。

特に,IV型 では色素を有する細胞が新生血管膜を取 り囲

むようにみられる例があった。しか し,実際にそれらが色

素上皮細胞であるか否か,ま た,どの程度囲い込みを完成

しているのかについては,今回の結果からは明らかにで

きなかった。

2.免疫組織染色

VEGFに対する免疫組織染色の結果に I,II,III型 で

は同程度の免疫染色性があった。VEGFは 血管内皮細

胞,間 質の線維芽細胞様の細胞に発現 していた。IV型 で

は VEGFの発現があったが,他 の型 に比べ染色性が弱

かった。特に,血管内皮細胞における VEGFの 発現がほ

とんどない部分があった (図 3,4).

GFAPに対する免疫組織染色では,15例 のうち III型

の新生血管膜 1例のみで GFAP陽性であ り,GFAPは 感

覚網膜側と考えられる組織辺縁の 一部にあった (図 5).

免疫染色の陰性対照においては,いずれも特異的陽性

染色はなかった。

IV考  按

VEGFは非常に強力な血管透過性克進作用をもっ6).
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また,血 管新生のすべての過程において促進的に働 き,

VEGFの発現と新生血管の活動性 とは相関するとされ

ている8)9)。 このことから,VEGFの組織における発現は

新生血管膜の組織レベルでの活動性を最もよく反映する

指標の一つと考えられる。

今回得られた結果から,I,Ⅱ,III型 は病理組織所見が異

なり,細 胞数などに差があるが,細胞それぞれでの VE―

GFの発現には明らかな差がなかったことから,新生血

管の活動性についても差はないことを示 していると考え

られた。一方,IV型 におけるVEGFの発現は他の IA病

型に比較 して低 く,新生血管の活動性 も低いと考えられ

た。これまで,加齢黄斑変性の摘出新生血管膜に対し,IA

所見とVEGFの 発現を比較検討した研究には教室の中

島ら5)に よる報告がある.こ の報告ではVEGFの発現と

IA所見との関連は明らかにされていない。しかし,今 回

の結果ではIA所見とVEGFの発現との間に関連がある

ことが示された。

また,中 島ら3)は
病理組織学的所見について,脈絡膜新

生血管膜を今回と同様に 4型 に分類 し,IA所見との関連

を検討 している.そ の結果,I型 は血管腔が多 く,線維成

分が少なく,色素上皮細胞の血管膜の囲い込みはほとん

どなく,IV型 では血管腔が少なく,線維成分が多 く,密 に

｀
r成 12年 6月 10「 | 加齢黄斑変性の lA所 見とVEGF発現・浅山他

図 3 VaSCular endOtheHal growth factor(VEGF)に 対する免疫染色光学顕微鏡写真 .

A:I型 ,B:II型 ,C:III型 ,D:IV型の脈絡膜新生血管膜.細胞成分の乏しい組織が II型 とIV型の新生血管膜
周囲にみられる (矢 じり).バ ーは 300 μm
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図 5 Glial fibrillaly acidic protein(GFAP)に文寸する

免疫染色光学顕微鏡写真 .

III型 の脈絡膜新生血管膜.組織辺縁 に GFAP陽
′
1生 .バーは 100 μm

配列していたと報告している。また,石川ら4)も
同様の検

討を行い,初期から過蛍光を示す部位では色素上皮の囲

い込みがなく,血管腔が多く,後期のみ過蛍光を示す部位

では血管腔は小型で,周 囲は線維化が進んでおり,低蛍光

部は血管成分に乏しく,線維形成が進行していたと報告

|‖眼会誌 104巻 6号

図 4 図 3の強拡大写真 .

A:I型 ,B III型 ,C:III型 ,D:IV型 の脈絡膜新生 |「I[管 膜.IV型 で は染色性 が他 の型 に比べ て弱 い。バー は

100 μln

している。これらの報告からもIAで過蛍光を示さない

新生血管膜,す なわちIV型の活動性が低いことが推察

されていたが,IV型 においてVEGFの 発現が比較的少

ないとの今回の結果は,こ の推察を裏付けるものであっ

た。

病理組織学的所見について,今回の結果は前述の報告

にほぼ一致 していた。しかし,新たな知見として,疲痕化

に近いと考えられた細胞成分の乏しい組織はアザン染色

で青染せず,膠原線維でないことが示された。この組織が

グリア細胞に由来するのかを確認するためにGFAPに

対する免疫組織染色を行ったが,染色されなかった。こう

した構造は特にII,IV型 に特徴的であり,IV型で最も多

かった。膠原線維増生による線維化以外に,今回の検討で

は同定できなかった組織による蛍光遮断もIAで過蛍光

を示さない原因の一つである可能性があり,今後の課題

としてより詳しい検討が必要と思われた。

血中でインドシアニングリーン色素の 98%は血漿蛋

白と結合しているため,血管の透過性に異常がなければ

色素漏出を起こさないと考えられるが2),IV型では VE―

GFの発現が低いことから,他 の型の組織に比較 して血

管の透過性も低く,色素漏出が少ないと考えられた。この

ことはIAで過蛍光を示さない原因の一つと考えられた.
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平成 12年 6月 10日

色素上皮細胞の囲い込みについては,電子顕微鏡 レベ

ルでの検討や,酵素抗体法による色素上皮細胞の同定を

行 う必要がある。今回の検討では色素を有する細胞の血

管周囲への侵入などの組織像か らの推測にとどまるが,I

型では組織内に有色素細胞がほとんどみられないのに対

し,他 の型ではよくみられた。今回の結果か らも,I型で

は色素上皮細胞による囲い込みが少ないと考えられた.

今回の検討では,手術適応 となった症例を対象 として

いる.そ のため,今後の課題 として,新生血管膜の IA所

見が実際にどのような臨床経過をとるのかを明らかにす

るために,手術適応 とならない症例 も含めて経過 を追っ

た検討が必要である。
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