
平成16年4月10日 193

別冊請求先：160-8582 東京都新宿区信濃町35 慶應義塾大学医学部眼科学教室 石田 晋

(平成15年7月7日受付，平成15年10月8日改訂受理)

Reprint requests to： Susumu Ishida, M.D., Ph.D. Department of Ophthalmology, Keio University School of
 

Medicine.35Shinanomachi,Shinjuku-ku,Tokyo 160-8582,Japan

(Received July7,2003and accepted in revised form October8,2003)

網膜浮腫・虚血・血管新生を制御する白血球の重要性について

石田 晋 ，山城 健児 ，臼井 智彦 ，天野 史郎

小椋祐一郎 ，樋田 哲夫 ，小口 芳久

慶應義塾大学医学部眼科学教室， 京都大学大学院医学研究科視覚病態学， 東京大学大学院医学系研究科眼科

名古屋市立大学医学部眼科学教室， 杏林大学医学部眼科学教室

要 約

背 景：網膜疾患の基本的な 病態，浮腫・虚血・血
管新生に対する白血球の関与について最近，飛躍的に研
究が進んでいる．これに伴い，新たな薬物療法の臨床応
用を視野に入れながら，白血球と網膜病態の関係を体系
的に理解する必要がある．
方 法：過去の関連文献の知見を統合しながら，白血

球の網膜血管病態における役割について考察した．
結 果：Vascular endothelial growth factor(VE-

GF)によって誘導される白血球の網膜血管内皮細胞への
接着は網膜血管の透過性を亢進することがわかり，この
白血球を介する病態は糖尿病網膜症モデルでもみられ
た．網膜血管新生が虚血網膜を代償せず硝子体増殖を来

すのは，硝子体に浸潤した単球・マクロファージがVE-
GFを分泌しながら網膜血管内皮細胞を硝子体へ遊走さ
せるためと考えられた．反対に，細胞傷害性 Tリンパ
球は血管内皮細胞にアポトーシスを誘導し，このメカニ
ズムによって，病理的血管新生が抑制されたり，網膜血
管の退縮から無血管野が形成されると考えられた．
結 論：網膜浮腫・虚血・血管新生は白血球による制

御を受けていると考えられる．(日眼会誌 ： ―
， )

キーワード：網膜浮腫，網膜虚血，網膜血管新生，炎
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Abstract

：Involvement of leukocytes in three
 

major pathologic conditions in the retina, i.e.,
edema, ischemia, and angiogenesis, has recently

 
been thoroughly investigated.The accumulated evi-
dence will lead to an integrated understanding of

 
the relationship between leukocytes and retinal

 
disorders,which is required for clinical applications

 
of new medical treatment.

：Leukocyte roles in the retinal vascular
 

pathology were assessed by reviewing the related
 

literature.
：Vascular endothelial growth factor(V-

EGF)-induced leukocyte adhesion to the retinal
 

vessels was shown to result in blood-retinal barrier
 

breakdown,and the leukocyte-mediated pathogene-
sis was also seen in a model of diabetic retinopathy.
A possible mechanism by which retinal angiogenesis

 

develops intravitreal  proliferation instead of
 

compensating the avascular retina is that VEGF-
producing monocytes/macrophages infiltrate the

 
vitreous with subsequent migration of retinal vascu-
lar endothelial cells.On the other hand,cytotoxic T

 
lymphocyte-mediated apoptosis of endothelial cells

 
appears to cause the suppression of pathological

 
retinal angiogenesis and the formation of ischemic

 
retina secondary to vascular regression.

：Leukocytes are considered to regu-
late retinal edema, ischemia,and angiogenesis.
Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol

 
Soc ： ― , )
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は じ め に

網膜における浮腫・虚血・血管新生という3つの代表

的な病態は，臨床の現場においてしばしば内科的治療で

コントロールできず，現在それぞれ外科的治療の対象と

なっている．糖尿病網膜症の増悪・進行に伴い出現する

これらの病態は，患者の視力予後を大きく左右するた

め，各病期での適切な対処が要求される．近年の網膜硝

子体外科手技の飛躍的な進歩は，視力予後の改善に多大

な貢献をもたらしてきた．しかし，これらの病態のメカ

ニズムには未だ不明な点が多く，ゆえに外科的治療のみ

では，これらの病態を制御するには限界があることも確

かである．

一方，外科手技の進歩に時をほぼ同じくして，網膜研

究の分野では疾患・病態に対する分子・細胞レベルの解

析が着実に進められ，膨大なデータが蓄積されてきた．

中でも血管内皮増殖因子(vascular endothelial growth
 

factor VEGF)は，糖尿病網膜症の単純期から増殖期

まで病態に関与していることが明らかにされ，最も注目

を集めている分子である．現在，これらの研究データの

臨床応用に向けて，新たな内科的治療が診療に導入され

る準備段階にあるといえる ．

このような流れの中で，我々は網膜血管障害における

白血球の関与に焦点を当て研究を展開してきた．本稿で

は，網膜浮腫・虚血・血管新生それぞれの病態において，

血管内皮細胞に対する白血球接着が重要な役割を担って

いることを，既報の知見も交えて概説する．

網膜浮腫と白血球

網膜浮腫は，血液網膜関門(blood-retinal barrier,BRB)

が破綻し網膜血管の透過性が亢進することにより惹き起

こされる病態である．VEGFはそもそも血管透過性因

子(vascular permeability factor VPF)として報告 さ

れたように，血管内皮細胞の分裂を促進する だけで

なく，血管透過性を亢進させる分子である．糖尿病患者

の眼内VEGF濃度は，増殖期 はもとより，単純期か

ら上昇しており ，糖尿病黄斑浮腫にVEGFが関与して

いることが推定された ．糖尿病ラットでは，早期から

網膜におけるVEGFの発現と血管透過性が亢進してお

り ，糖尿病によるBRBの破綻はVEGFを介するこ

とが確認された ．

一方以前から，糖尿病患者の剖検眼において，網膜血

管における接着分子(intercellular adhesion molecule-

1 ICAM-1)の発現が上昇し，網膜への白血球浸潤が増

加することが指摘されていた ．糖尿病ラットにおいて

も同様に，早期から網膜における ICAM-1上昇と白血

球接着がみられ(図1)，興味深いことに，糖尿病による

BRBの破綻は ICAM-1を介することが確認された ．

このことは，VEGFが血管内皮細胞における ICAM-1

発現を誘導すること ，そして白血球の血管内皮細胞

への接着がタイトジャンクション構成蛋白の消失など引

き続く複数の経路を介して血管透過性を亢進すること

からも妥当と考えられる．さらに，包括的かつきわ

めて重要な知見として，VEGFによるBRBの破綻は，

白血球の ICAM-1を介する網膜血管への接着に依存す

ることが明らかにされた ．このように，VEGFの網

膜に対するVPFとしての作用は，少なくとも一部は白

血球を伴う炎症性サイトカインとして機能した結果であ

るととらえることができる．

VEGFには単一の遺伝子から選択的スプライシング

により，5種類のアイソフォームができ，VEGF121，

VEGF145，VEGF165，VEGF189，VEGF206の よ

うにアミノ酸の数により呼称される．網膜で構成的に発

現する主要なアイソフォームはVEGF121とVEGF165

(齧歯類ではアミノ酸が1つ少なく，VEGF120とVEGF

164)である ．VEGF受容体としては，VEGFR-1 ，

VEGFR-2 ，neuropilin-1 が血管内皮細胞に発現す

る．血管内皮細胞分裂 ，ICAM-1の発現 ，血管透

過性 を担うシグナルはVEGFR-1ではなく，VEGFR-

2を介する．Neuropilin-1は，VEGF165の特異的受容

体であり，VEGF165のVEGFR-2を介した生物活性を

増強するとされている ．これらのことから，VEGF

の血管内皮細胞の分裂能は，VEGF165の方がVEGF

121より強力であるとされている ．では，VEGFによ

るBRB破綻に関しても，アイソフォーム間でこのよう

な差があるのだろうか？

我々はリコンビナントVEGF120とVEGF164を

ラット硝子体に注入し，その炎症惹起能を比較した．す

ると，網膜における ICAM-1上昇，血管内皮への白血

球接着，BRB破綻のどれをも，VEGF164の方がVE-

GF120より強力に誘導した ．また，糖尿病ラット網

膜で誘導されるVEGFアイソフォームは主にVEGF

164であり ，このアイソフォームは質・量ともに糖尿

病網膜の病態に強く関与していると考えられた．そこで

実際，VEGF165(164)を選択的に阻害する抗VEGF

165(164)アプタマー を糖尿病ラット硝子体に投与し，

その抗炎症効果を検討した．VEGF164を単独に阻害し

た場合，白血球接着，BRB破綻とも有意に抑制された

が ，VEGFR-1/Fcキメラ蛋白を用いて全アイソフォ

ームを阻害した場合 と比べて抑制効果に何ら遜色は

なかった．これらのことから，VEGF165アイソフォー

ムは糖尿病網膜症の単純期における炎症の惹起に中心的

な役割を担う分子であることが推定された．

網膜虚血と白血球

網膜血管が退縮する機序は，よくわかっていない．虚

血網膜症モデルでは，ラットやマウスの新生仔を高濃度

酸素に暴露させると，既存の網膜血管がひとまず退縮
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し，広大な無血管野を形成する．ここで新生仔を再び空

気下に戻すと高度な虚血誘導による血管新生が生じる

(図2)．このモデルは未熟児網膜症モデルとも呼ばれて

いるが，実際の治療で未熟児に使用するよりも過剰に高

濃度の酸素を齧歯類新生仔に投与することにより，臨床

ではみられないような広大な無血管野を短時間で簡便に

作製できる利点がある．このモデルを用いて，網膜血管

新生のメカニズムを調べた報告 は多いが，その前

駆病態である網膜虚血のメカニズムの解明にはさほどス

ポットライトが当たっていない．既報では，虚血網膜症

モデルにおける無血管野形成は，網膜血管内皮細胞のア

ポトーシスによる血管退縮であることが示されてい

る ．そして内皮細胞アポトーシスには，抗アポトーシ

ス因子 でもあるVEGFの発現が減少すること ，血

管が周皮細胞に被覆されていないこと が必要な条件と

されている．

我々は網膜虚血をもたらす血管内皮細胞アポトーシス

に白血球が関与するのではないかと考えた．まず，虚血

網膜症モデルにみられる血管退縮の過程で，経時的に

ICAM-1発現が上昇し，白血球接着が無血管野形成に先

行することを見出した (図3)．そこで白血球の役割を

調べるために，内皮細胞 ICAM-1と結合する白血球側

の接着分子CD18を中和抗体で阻害した．すると驚く

べきことに，白血球の接着とともに，無血管野の形成が

抑制されたのである ．同様に，CD18欠損マウスでは

野生型マウスと比べ，無血管野の形成は軽度であっ

た ．さらに，血管内皮細胞アポトーシスの誘導機構を

調べるために，アポトーシスのシグナルを活性化する白

血球側の因子FasLを中和抗体で阻害すると，無血管野

の形成が抑制された ．In vitroでは，無血管野形成期

にある虚血網膜症ラットから採取したTリンパ球と高

酸素刺激を与えた血管内皮細胞を混合培養すると，血管

内皮細胞にFasLを介するアポトーシスが誘導され

た ．これらのことから，細胞傷害性Tリンパ球―血
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図 1
 

Concanavalin A lectin(Con A)を用いると網膜血管系と白血球が同時に描出される．糖尿病ラット(右上，

ストレプトゾトシン誘導後3か月)では網膜血管への白血球接着(矢印)が正常ラット(左上)に比べて明らか

に亢進した．Con Aで染色される細胞(左下)はCD45陽性(右下)であり，白血球であることが確認された

(文献29より改変，引用)．



管内皮細胞間のCD18-ICAM-1を介する細胞接着と引

き続くFasL-Fasを介するアポトーシスが網膜血管を退

縮させる主要なメカニズムである可能性が示された．

糖尿病モデルでは，網膜血管に接着した白血球が

FasLを介して血管内皮細胞にアポトーシスを誘導し，

これがBRB破綻の原因の一つであると最近報告 され

た．さらに，CD18欠損マウスおよび ICAM-1欠損マ

ウスを用いて長期経過を観察した糖尿病モデルでは，糖

尿病野生型マウスと比較して網膜毛細血管の内皮細胞消

失が著明に抑制された ．これらのことから，我々が示

した白血球を介する網膜虚血のメカニズムは，糖尿病網

膜症が単純期から前増殖期へと増悪する過程においても

使用されていると考えられる．

網膜血管新生と白血球

網膜血管新生は基本的には網膜虚血により誘導され

る．すなわち，正常網膜発生における生理的血管新生

も ，虚血網膜症モデルでみられる病理的血管新生
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図 2

ラット新生仔を高濃度(80％)酸素に暴露させると，生後同じ日齢(P10)の正常ラット新生仔と比較して，広

大な無血管野が形成された〔D0(P10)〕．ここで，空気下に戻すと高度の網膜虚血によって誘導される血管

新生が開始され，無血管野は生理的血管新生により補填されるが，硝子体方向へ発芽する病理的血管新生

〔D7(P17)，矢印〕も著明に観察された(文献46より改変，引用)．Pは生後日数，Dは空気下に戻した血管

新生誘導後の日数を表す．

図 3

高酸素負荷により，ラット新生仔(P2，0h)の網膜血管は急速に退縮し(6h)，無血管野が形成される(12h)

が，この現象に白血球接着(矢印)が先行することを見出した(文献40より改変，引用)．



も ，虚血網膜細胞から低酸素誘導 されるVEGF

により規定される．このように生理的・病理的網膜血管

新生は両者とも網膜虚血により開始されるにもかかわら

ず，根本的な相違点がある．前者では，新生血管は網膜

内を無血管野(正しい方向)へ秩序正しく進展する．これ

に対し，後者では，新生血管は網膜虚血を代償せずに網

膜から硝子体(誤った方向)へ侵入してしまう．虚血網膜

症モデルでは虚血網膜を代償する生理的血管新生と硝子

体へ発芽する病理的血管新生の両者が同時に観察でき

る．一体，網膜血管新生にこのような方向の差が生じる

メカニズムは何なのであろうか？

我々はまず，正常発生と虚血網膜症モデルそれぞれに

おける網膜のVEGFアイソフォーム発現パターンを比

較した．すると興味深いことに，正常発生ではVEGF

120とVEGF164はほぼ等しく発現するのに対し，虚血

網膜症モデルではVEGF164が著明に誘導されてい

た (図4)．VEGF164はVEGF120に比べて強力な炎

症性サイトカインであるため ，血管新生部位に白血

球が動員されるかを検討した．病理的血管新生では，多

くの白血球接着を伴うのに対し，生理的血管新生の先端

部位ではほとんど観察されなかった (図5)．この白血

球接着がVEGF164発現の亢進に依存するかを調べる

ために，抗VEGF165(164)アプタマーを虚血網膜症モ

デルに投与した．白血球接着が著しく抑制されるととも

に，病理的血管新生も抑制されたが，興味深いことに，

生理的血管新生は抑制されず温存された ．抗VEGF

165(164)アプタマーの投与は，網膜発生における生理的

血管新生にも影響を与えなかった ．VEGF164欠損マ

ウスでも，網膜発生における生理的血管新生は野生型マ

ウスと同等であった ．ところが，VEGFR-1/Fcキメ

ラ蛋白を用いて正常網膜発生および虚血網膜症モデルに

おけるすべてのVEGFアイソフォームを阻害すると，

生理的・病理的ともに血管新生は抑制された ．これら

の結果から，病理的血管新生とそれに付随する白血球接

着はVEGF164に依存し，生理的血管新生はVEGF

164を必要としないことが明らかとなった．

では，病理的網膜血管新生における白血球の役割は何

なのであろうか？ 増殖糖尿病網膜症患者から摘出した

図 4

病理的・生理的血管新生が進行中の虚血網膜症(右)では，生理的血管新生が進行中の正常発生(左)と比べる

と，網膜におけるVEGF164の発現が著明に亢進していた(文献46より改変，引用)．
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図 5

生理的血管新生が進行する先端部には，白血球接着はみられない(P6)が，病理的血管新生では，白血球接

着が血管新生に先行し〔D2(P12)〕，その後も随伴する〔D3(P13)，D7(P17)〕ことを見出した(文献46よ

り改変，引用)．



線維血管膜にマクロファージの浸潤がみられることは以

前から指摘されていた ．虚血網膜症モデルでは，単球

の網膜血管への接着が病理的血管新生に先行し，その成

長に随伴する ．虚血網膜症モデルにおける単球・マク

ロファージの走化性因子(monocyte chemotactic pro-

tein-1 MCP-1)を阻害すると，病理的血管新生が軽度

に抑制されること が最近報告された．我々はクロドロ

ネート含有リポゾーム を虚血網膜症モデルに使用し，

単球・マクロファージ系細胞を選択的にアポトーシスに

より消去した．すると，VEGF164を阻害した結果と同

様，病理的血管新生は高度に抑制されたが，生理的血管

新生には影響しなかった ．これらの結果から，病理的

網膜血管新生は単球・マクロファージに依存しているこ

とが明らかとなり，虚血性・炎症性の両者の性質を併せ

持つ血管新生であると考えられる．

では，どのようなメカニズムで単球・マクロファージ

は病理的血管新生を促進するのだろうか？ この答えの

一つとして，病理的血管新生部位近傍の硝子体にマクロ

ファージがVEGFを産生しながら遊走していること

が示されている．我々は虚血網膜症ラットから採取した

単球を低酸素で刺激すると，VEGF120よりもVEGF

164が著明に誘導されること を示した．また，単球は

VEGFR-1を有しており，VEGFは単球の走化性因子と

しても知られる ．VEGFR-1に対する親和性は

VEGF165の方がVEGF121よりもきわめて高い こ

とから説明されるように，単球の動員を担う主要なアイ

ソフォームはVEGF165(164)である ．これらのこと

から，病理的血管新生とは，VEGF164によって動員さ

れた単球が，VEGF164を産生しながら硝子体に遊走す

ることにより，網膜血管新生の方向を網膜ではなく硝子

体へ撹乱した結果であるともいえる．このVEGF164

と単球の正のフィードバック系をどこかで断ち切ること

が，生理的血管新生を温存しながら病理的血管新生を抑

制する理想的な治療につながると考えられる．実際，

VEGFの全アイソフォームを阻害すると，生理的血管

新生まで抑制してしまい ，網膜虚血を治療できない

ことになる．また，糖尿病網膜症患者の増殖膜検体を用

いた研究から，線維血管増殖の活動性はVEGF165-VE-

GFR-2/neuropilin-1というリガンド-受容体システムに

依存することが示された ．これらのことから，VEGF

165を選択的に阻害するという治療戦略は，BRB破綻

のみならず線維血管増殖に対しても適切であると考えら

れる．

次に，我々は病理的血管新生におけるリンパ球の役割

を調べた．増殖糖尿病網膜症患者から摘出した線維血管

膜には，活性化した細胞傷害性Tリンパ球の浸潤がみ

られることは以前から指摘されていた ．虚血網膜症モ

デルの病理的新生血管への接着白血球の中にも，活性化

した細胞傷害性Tリンパ球が多くみられる ．Tリン

パ球の免疫応答を阻害するために，Tリンパ球特異的

な接着分子CD2を中和抗体で阻害した．すると驚くべ

きことに，病理的血管新生は増悪した ．同様に，

FasL欠損マウスでは野生型マウスに比べ，病理的血管

新生が高度であることが最近 報告された．これらの

ことから，病理的網膜血管新生は，単球・細胞傷害性T

リンパ球といった白血球成分により正・負の調節を受け

ており，炎症・免疫が関与する病態と考えることができ

る．

病理的網膜血管新生を推進させるVEGF産生細胞と

しては，上述した単球・マクロファージ系の白血球成分

以外にも，線維血管膜内の遊走グリア細胞 や周皮細

胞 などが指摘されている．本稿では白血球の役割に焦

点を絞っているため詳述を避けるが，どの細胞成分がど

の段階で病態へ関与するかなど総合的に理解されるに

は，今後の研究を待たねばならない．

お わ り に

網膜血管の病理に白血球がきわめて密接に関与するこ

とを，網膜の基本的な3病態を軸に概説した．VEGF

165(164)は，白血球を介して生物活性を発揮する炎症性

サイトカインとして考える必要があり，炎症と血管新生

は切っても切れない関係にある．生理的血管新生では均

衡を保っていたVEGFアイソフォームの発現バランス

がVEGF165(164)亢進へと傾いた時，網膜虚血を代償

するはずの血管新生の方向が炎症細胞により撹乱され，

硝子体増殖という病理的な特徴を帯びることになる．こ

れらの新知見は，我々の研究で用いられた抗VEGF165

アプタマー(現在Macugen として臨床試験中)が網膜

疾患に適用される生物学的根拠を与えている．また，網

膜血管に接着する白血球成分によっては，血管内皮細胞

の増殖あるいは逆にアポトーシスを促進し，正・負いず

れの制御もあることが明らかとなった．網膜虚血は，白

血球による負の制御の結果ととらえられる．これら一連

の発見は，網膜における血管細胞生物学に新たな概念を

与え，網膜血管新生の免疫療法など今後この研究分野の

さらなる展開を促すものと期待される．
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