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血管内皮細胞増殖因子トランスジェニックマウスの網膜下新生血管に

対する網膜色素上皮細胞の作用

伊田 宜史，戸部 隆雄，宇山 昌延

関西医科大学眼科学教室

要 約

目 的：網膜の視細胞層で血管内皮細胞増殖因子

(vascular endothelial growth factor，VEGF)を過剰

発現するVEGFトランスジェニックマウスを用いて，

網膜下腔に発達する網膜新生血管の発展，成熟に対する

網膜色素上皮細胞(RPE)の関与を明らかにする．

方 法：新生血管が発生する生後 日の上記実験マ

ウスにヨウ素酸ソーダ mg/kgを腹腔内投与して

RPEを障害した．生後 日に蛍光眼底造影を行って，

網膜下新生血管を検査した．また，網膜下新生血管の発

達状態を形態学的に検索し，ヨウ素酸ソーダ投与群と非

投与の対照群を比較した．

結 果：両群とも網膜下新生血管が発生し，蛍光眼底

造影を行うと蛍光漏出をみたが，発生と漏出はヨウ素酸

ソーダ投与群の方が少なかった．組織学的には，ヨウ素

酸ソーダ投与群では RPEによる囲い込みが不完全で，

血管内皮細胞の胞体は厚く窓構造の発育は不良であり，

未熟であった．

結 論：RPEを障害すると網膜下新生血管の発達は

少なく，未熟な状態に留まった．RPEは本動物におけ

る網膜下新生血管の血管内皮細胞成熟と窓構造形成に促

進的に働いている可能性がある．(日眼会誌 ： ― ，

)

キーワード：VEGFトランスジェニックマウス，網膜

下新生血管，網膜色素上皮細胞，血管内皮

細胞の成熟，血管内皮細胞の窓形成
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Abstract

：To demonstrate the role of the retinal
 

pigment epithelial cells(RPE)in subretinal neovas-

cularization during maturation and fenestration of
 

endothelial cells in vascular endothelial growth
 

factor(VEGF)transgenic mice.

：VEGF transgenic mice were given an
 

intraperitoneal injection of mg/kg of sodium
 

iodate(treated)or physiological saline(controls)on
 

postnatal day . Fluorescein angiography(FAG)

was carried out and the mice were sacrificed on
 

postnatal day . The eyes were removed and pro-

cessed for light and electron microscopy.

：FAG showed leakage from neovascular-

ization in both groups, but there were fewer leak-

ages in the treated group than in the control group.

Electron microscopy showed subretinal neovascular-

ization in both groups,but there were fewer fenes-

trations and less maturity of endothelial cells in the
 

new vessels of mice in the treated group. In the
 

treated mice,damaged RPE cells did not completely
 

enclose new vessels and the endothelial cells were
 

immature.

：It is suggested that RPE cells pro-

mote endothelial cell maturation and formation of
 

fenestrations in VEGF-induced subretinal neovas-

cularization.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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緒 言

加齢黄斑変性は近年著しく増加し，高齢者の中途失明

の原因として重要な疾患になってきた．本疾患では，脈

絡膜新生血管が網膜下に発生，進展している．動物を用

いて実験的に脈絡膜新生血管を作製すると，その発生，

進展，退縮には網膜色素上皮細胞(retinal pigment epi-

thelium，RPE)が大きい役割を演じていることがわか

ってきた ．RPEが細胞増殖因子を産生し，発病初期

には新生血管に促進的に働いて脈絡膜新生血管を進展

し，また，その因子はRPEの増殖を促進し，発病末期

にはRPEが脈絡膜新生血管を取り囲んで自然退縮する

ことが示され ，その因子として線維芽細胞増殖因子

(fibroblast growth factor，FGF)や血管内皮細胞増殖

因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)が病

巣部に証明されている ．

しかしこれらの実験では，新生血管は網膜をレーザー

光凝固して作られるので，同時にRPEを損傷し，その

創傷修復過程と脈絡膜新生血管，RPEの相互関係が複

雑に現れる欠点があった．

Okamotoら はロドプシンのプロモーターを用いて，

VEGF遺伝子を導入したトランスジェニックマウスを

作製した．このマウスでは，生後間もなく視細胞でVE-

GFのmRNA発現が強まるに伴い，VEGF蛋白が過剰

に発現し，その結果，網膜外網状層の網膜血管から発生

した新生血管が網膜下腔に向かって進展して，脈絡膜新

生血管類似の網膜下新生血管網を形成することを示し

た．この実験モデルは，網膜内に持続的にVEGFが発

現し，そのVEGFの作用で網膜新生血管が自然発生す

ることがわかった．この実験的新生血管は，RPEに外

から傷害を加えないで発生するので，病変が単純であ

る．

さらに，Tobeら はVEGFが視細胞層で発現を増

強するのに併せて，生後10日に発生した網膜血管由来

の網膜下新生血管が，網膜下腔でRPEの増殖を伴いな

がら進展し，生後31日で新生血管の血管内皮細胞は，

窓構造をもって成熟した形態となることを示し，その過

程を電子顕微鏡で詳細に観察して，血管内皮細胞成熟の

過程でRPEが大きい役割を果たしていることを推定し

た．

著者らは前報 で，生後10日の正常C57BL/6マウ

ス腹腔内へ50mg/kgのヨウ素酸ソーダ(sodium iodate，

SI)を投与すると，SIにより眼底全面にわたってRPE

が障害され，一部のRPEは壊死に陥って崩壊消失した．

その後，RPEは再生して増殖し，修復したが，RPEの

損傷の著しかった部位では，RPEは消失したままで修

復せず，欠損部になり，その部では脈絡膜毛細血管板の

管腔は閉塞していた．かつ，この予備実験で修復可能な

軽度のRPEの損傷を与えるSIの投与量を知ることが

できたので，今回，VEGFトランスジェニックマウス

に自然発生した新生血管に対して，その投与法，投与回

数，投与量に基づいてSIを投与し，RPEを障害して，

新生血管発育過程へのRPEの関与について検討した．

実 験 方 法

実験動物として，Johns Hopkins大学Wilmer眼研

究所Peter A.Campochiaro教授から供与されたVEGF

トランスジェニックマウスV-6系統(C57BL/6種，生

後10日，体重5.5～6.5g)を用いた ．このトランス

ジェニックマウスを生後10日にエーテルと塩酸ケタミ

ン(ケタラール )50mg/kgで十分に全身麻酔した後，1

群には，生理食塩水に溶解した0.1％ SI溶液を，体重

当たり50mg/kgの量を腹腔内に1回投与した(以下，

SI投与群)．他群には，それと等量の生理食塩水のみを

投与した(対照群)．各群10匹ずつ用いた．

網膜下新生血管の発生とSIによるRPE障害の状態

を観察するために，両群を生後31日にミドリンP で

散瞳し，全身麻酔下に生理食塩水で10倍に希釈した

1％フルオレセインナトリウム(フルオレサイト )0.2

mlを腹腔内投与し，眼底全域の蛍光眼底造影写真を撮

影した．

眼底全域における網膜下新生血管からの蛍光漏出点を

数え，両群の各々10眼について，1眼当たりの全網膜蛍

光漏出数の平均値を算出した．蛍光眼底造影後，全身麻

酔下で眼球摘出した後，前眼部を切り離して後極部の眼

杯を作製した．

視神経を含んで矢状断で二分割し，4％グルタールア

ルデヒド・リン酸緩衝液(pH7.4)で前固定した．さら

に，1％四酸化オスミウム・リン酸緩衝液(pH7.4)で後

固定の後，型の如くエタノール系列で脱水してエポキシ

樹脂に包埋した．1μmの厚さで連続切片を作製し，ト

ルイジン青染色を行って光学顕微鏡(光顕)で網膜下新生

血管とRPEの組織所見を観察した．

次に，網膜下腔の新生血管を中心として超薄切片をミ

クロトームで作製し，酢酸ウラニウム・クエン酸鉛によ

る二重染色を行って，透過電子顕微鏡(電顕，日立H-

7000型)で網膜下新生血管の血管内皮細胞とRPEを観

察した．電顕は倍率を3,500倍に固定して，写真撮影は

各切片で観察できた網膜下新生血管のすべてに対して行

い，血管内皮細胞にみられた窓構造の数を数えた．

両群の各々10眼について，各眼の一切片内にみられ

た網膜下新生血管の血管腔の合計，血管内皮細胞にある

窓構造の数の合計から，1個の網膜下新生血管腔当たり

の平均有窓構造数を算出し，血管成熟度とした．

両群の蛍光漏出数と血管成熟度について，Mann-

WhitneyのU検定を用いて統計学的解析を行った．
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結 果

1．フルオレセイン蛍光眼底造影所見

生後31日には，対照群では網膜血管が蛍光色素によ

り視神経乳頭を中心として放射状に造影されると，網膜

下にある多数の新生血管から直ちに蛍光漏出が始まり，

漏出は時間経過とともに拡大した．SI投与群では網膜

下新生血管からの蛍光漏出が少なく，蛍光漏出が全くみ

られない領域があった．造影早期の異常脈絡膜蛍光や造

影後期の顆粒状の過蛍光はみなかった(図1A，B)．眼

底全体にみられた蛍光漏出部の数は，1眼当たり，対照

群では平均51±1.7(平均値±標準偏差)か所に対して，

SI投与群では平均31±3.6か所であり，対照群に比較

して漏出部が少なかった(p＝0.015)．

2．病理組織学的所見

１)対照群

光顕的には，生後31日には眼底全域に網膜血管から

進展した新生血管が網膜下腔にみられた(図2A)．拡大

して観察すると，これらの新生血管の中には，胞体が厚

く未熟な血管内皮細胞と，胞体が薄く広い管腔を持つ血

管内皮細胞がみられた．このような新生血管の周囲には

RPEが増殖し，部分的には新生血管の囲い込みがみら

れた(図2B)．電顕でみると，網膜下腔の新生血管先端

部領域には，幼若な内皮細胞が多数みられたが，RPE

に周囲を囲い込まれたものは胞体が薄くなり，かつ窓構

造を伴っていた．RPEによる囲い込みがまだ不十分な

部位では，内皮細胞の胞体が厚く未熟で，新生血管自体

も未熟であった(図3A)．

２)SI投与群

SI投与群では，局所的に障害が強く生じた部位と障

害が比較的軽度な部位が混在していた．しかし，投与後

21日(生後31日)には，障害が強い部位でもRPEは再

生，修復されていた．生後31日の障害網膜を光顕でみ

ると，形態学的に障害が強い部位ではRPEは重層化

し，視細胞は配列が乱れ，一部を残して萎縮消失してい

た．網膜下腔には，マクロファージ様に増殖した色素顆

粒を含んだRPEが多数遊走していた(図2C)．また，

組織障害が軽い部位では，RPE，視細胞の形態は保持

されていた．このように障害が軽度で，視細胞の存在し

ている部位では，新生血管が網膜下腔に進展していた．

新生血管周囲には，対照群とほぼ同様にRPEの増殖が

みられた(図2D)．

電顕的には，RPEの障害が強い部位では，Bruch膜

上には再生した扁平なRPEが広がり，Bruch膜を覆っ

ていた．扁平なRPEが重層化している部位もあった．

また，丈の短い視細胞外節が一部再生されていた(図3

B)．新生血管が網膜下腔に進展した部位をみると，

RPEは対照群と同様，新生血管周囲に増殖していたが，

一部のRPEの胞体内には空胞変性がみられた．新生血

管は幼若であり，内皮細胞に窓構造はほとんどみられな

かった(図3C)．網膜下腔には，管腔の比較的小さい網

膜下新生血管がみられ，増殖したRPEが新生血管周囲

を囲い込んでいた．この網膜下新生血管の血管内皮細胞

の胞体は厚く，窓構造はほとんどみられず，管腔が狭

かった(図3D)．

網膜下新生血管に対する網膜色素上皮細胞の作用・伊田他

図 1 血管内皮細胞増殖因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)トランスジェニックマウスの

生後 日の蛍光眼底造影．

A：対照群 B：ヨウ素酸ソーダ投与群

対照群では，網膜全体に蛍光漏出を伴う多数の網膜下新生血管がみられる．ヨウ素酸ソーダ投与群では，

その数は少なく，網膜下新生血管が全くみられない領域(＊)があった．
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3．網膜下新生血管の血管内皮細胞における窓構造の

平均数

網膜下新生血管の血管内皮細胞における有窓構造数の

平均は，対照群では1血管腔当たり2.0±0.3(平均値±

標準偏差)個，SI投与群では1血管腔当たり0.6±0.2

個であった．p＝0.0139で有意差があった．

考 按

脈絡膜新生血管の発生，進展，退縮に対してRPEが

関与していることが示されている．特に網膜に光凝固を

行って実験的に発生させた脈絡膜新生血管では，発生早

期にはRPEが新生血管の進展に促進的に働き，退縮期

には新生血管を囲い込んで抑制，退縮させることが示さ

れている ．一方，ヨウ素酸ソーダ やオルニ

チン を投与してRPEを障害すると，脈絡膜毛細血

管の内皮細胞の窓構造が消失し，さらに，内皮細胞が変

性して管腔が閉塞することが明らかになっている．この

ように，RPEの障害が脈絡膜毛細血管内皮細胞に変性

をもたらすことが明らかになった．さらに，網膜光障害

モデルやウレタン網膜症モデル，Royal College of Sur-

geons(RCS)ラットや高血圧ラットの長期経過におい

て，網膜下腔に網膜血管が進展し，増殖したRPEの近

傍で，網膜血管の血管内皮細胞に元来存在しない窓構造

が発現することが報告 され，既存の網膜血管にお

ける窓構造の発現はRPEの作用によると考えられてい

る．このようにRPEが脈絡膜新生血管，網膜下新生血

管の発達，退縮に深く関与していることは明らかであ

る．

脈絡膜および網膜新生血管の発生過程において，様々

な細胞増殖因子が関与していることが示されているが，

その中でVEGFが最も注目されている．VEGFは血管

内皮細胞に特異的に作用し，脈管形成，血管新生の両方

図 2 VEGFトランスジェニックマウスの生後 日の網膜光学顕微鏡写真，トルイジン青染色．

A，B：対照群 C，D：ヨウ素酸ソーダ投与群

Ａ：生後31日には，網膜血管から進展した新生血管が網膜下腔にみられる(矢じり)．

Ｂ：新生血管の先端部には，胞体が薄く広い管腔を持つ内皮細胞(矢じり)がみられ，周囲には網膜色素上

皮(RPE)が増殖し，部分的に新生血管を囲い込んでいる．

Ｃ：障害が強い部位では，RPEは重層化し，視細胞は配列が乱れ，一部を残して萎縮消失している．網

膜下腔には，マクロファージ に増殖した色素顆粒を含んだRPEが遊走している(矢じり)．脈絡膜

では，毛細血管が閉塞した領域もみられる(＊)．この部位に接して左方には，網膜外網状層から発

生，進展した網膜下新生血管がみられる．

Ｄ：障害が軽度で，視細胞の存在している部位では，RPE，視細胞の形態は保持され，新生血管が網膜

下腔に進展した．新生血管周囲には，RPEが増殖し，色素顆粒を含んだRPEもみられる(矢印)．新

生血管先端部には，比較的小さな管腔を持つ内皮細胞(矢じり)が確認できる．
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に関与して，そのいずれの過程においても血管内皮細胞

の遊走，増殖が促進され，血管内皮細胞を形態的に変化

させて窓構造を発現する ．VEGFトランスジェニ

ックマウスは，ロドプシンのプロモーターを用いること

により，網膜の視細胞層内でVEGFを過剰に発現し，

網膜血管から外方へ向かう新生血管を発生し，網膜下腔

に発達する．このマウスの網膜下新生血管は，網膜血管

から発生，進展するため，脈絡膜新生血管ではないが，

脈絡膜新生血管が存在するのと同じ部位，すなわち網膜

下腔に存在するため，脈絡膜新生血管の病態を研究する

ためには有用な動物モデルであり，また，レーザー光凝

固などの傷害を与えることなく，網膜下新生血管が確実

に多数発生するため，新しい網膜下新生血管モデルとし

て注目されている ．このモデルでは，網膜下新生血

管は生後10日に網膜外網状層から発生し，網膜下腔に

進展するが，その新生血管先端部にRPEの増殖がみら

れ，やがて血管内皮細胞に窓構造が発現する ．今回，

このVEGFトランスジェニックマウスの網膜下新生血

管に対するRPEの役割を検討するために，予めRPE

を障害し，RPEの機能を抑制して，網膜下新生血管の

状態を観察した．

著者らは前報 において，正常C57BL/6マウスの

生後10日に SI 50mg/kgを腹腔内投与すると，大部分

のRPEは選択的に軽度障害されて，散在性に壊死に

陥った．その後，投与後21日(生後31日)には扁平な

RPEが再生し，増殖してBruch膜上を覆い，形態学的

図 3 VEGFトランスジェニックマウスの生後 日の網膜電子顕微鏡写真．

A：対照群 B，C，D：ヨウ素酸ソーダ投与群

Ａ：新生血管の先端部において，増殖したRPEが周囲を囲い込んでいる．RPEには極性がみられ，新生

血管に対して基底側で接している．このような部位では，内皮細胞(En)の胞体は薄くなり，血管壁

には窓構造(矢じり，挿入図)がみられる．まだ囲い込みが不完全な部位では，新生血管の胞体は厚

く，未熟である．OS：視細胞外節，CC：脈絡膜毛細血管，Br：Bruch膜

Ｂ：ヨウ素酸ソーダによりRPEが強く障害された部位では，新生血管はみられず，再生した扁平なRPE

がBrを覆っている．視細胞層には，一部再生された丈の低いOSがみられるが，数と厚さは少な

い．ONL：網膜外顆粒層

Ｃ：ヨウ素酸ソーダにより障害された網膜において，障害が軽度で，OSの存在している部位には，網膜

毛細血管(RC)から新生血管が網膜下腔に進展し，RPEが増殖して周囲を囲い込んでいる．

Ｄ：新生血管先端部のEnには，まだ窓構造はみられない(矢じり，挿入図)．Brに接したRPEの細胞質

内には空胞(V)があり，側面の細胞間隙開大(★)もみられる．

平成17年1月10日 9網膜下新生血管に対する網膜色素上皮細胞の作用・伊田他



には修復されることを報告した．

今回，同じ投与量，投与方法でSIをVEGFトランス

ジェニックマウスに用いた．SIは生後10日，このマウ

スの網膜下新生血管が発生する時期に投与され，新生血

管が網膜下へ発達している間にRPE障害を生じさせ

た．生後31日には，蛍光眼底造影で，網膜のほぼ全域

で蛍光漏出はみられず，RPEの増殖，遊走により外側

網膜血液関門が機能的に回復し，組織学的にも十分な修

復治癒が起こっていた．SI投与群における網膜下新生

血管の発生に関して，生後31日に網膜下新生血管が網

膜下腔に存在した部位では，形態学的に視細胞が正常で

あった．しかし，視細胞がSIにより二次的に障害さ

れ，形態学的にも異常がみられた部位では，新生血管は

網膜下へ発達せず，網膜下新生血管の発生は全くなかっ

た．すなわち，視細胞の形態が正常であった部位では，

VEGF産生機能が温存されて網膜下新生血管が発生し，

SIによるRPE障害により二次的に視細胞が障害され，

形態に異常がみられた部位では，新生血管が発生してお

らず，VEGF産生が抑制された，と推測される．

このようにVEGFトランスジェニックマウスにおい

て，網膜下新生血管の発生する初期にSIを投与して

RPEを障害したSI投与群でも，RPEの障害が軽度な

部位では，網膜下新生血管が発生し，対照群と同様に網

膜下腔に進展していた．しかし電顕的に観察すると，対

照群と比較して血管内皮細胞の成熟度が遅れていた．す

なわち，SI投与群では，血管内皮細胞の窓構造が少な

く，血管内皮細胞の胞体が厚く，血管腔は狭小で，新生

血管は未熟な状態であった．

この網膜下新生血管の血管内皮細胞における窓構造の

発現には，増殖して囲い込むRPEによる働きと視細胞

層に発現するヒトVEGFによる作用の2つの影響が考

えられる．しかしRPE障害群でも，RPEの障害が軽

度な部位では，網膜下新生血管は対照群と同様に網膜下

腔に進展しており，網膜におけるVEGFの発現は対照

群と同様と思われ，SI投与群と対照群の網膜下新生血

管の形態学的な相違は，RPEを障害したことによる

RPEの機能低下のためと推測される．すなわち，SI投

与後21日(生後31日)において，RPEは形態的にはほ

ぼ修復され，増殖して網膜下新生血管に対する囲い込み

もみられたが，RPEの機能が完全には回復していな

かったために，網膜下新生血管は未熟に留まり，血管内

皮細胞の窓構造は少数であったと思われる．

以上，新しい網膜下新生血管発生モデルであるVEGF

トランスジェニックマウスを用いて，SIを腹腔内投与

しRPEを障害すると，網膜血管から網膜下腔に進展す

る網膜下新生血管の発生と成熟の程度が影響された．

RPEの障害が軽度で，視細胞の形態が正常に保たれて

いてもVEGFの産生が低下していないことの確証はな

いので，推測の段階ではあるが，新生血管の発展，成熟

にはRPEが促進的に働いている可能性がある．

本論文の要旨は第103回日本眼科学会総会(千葉)で発表し

た．稿を終えるに当たり，試料作成にご助言，ご指導賜りま

した関西医科大学総合研究施設電子顕微鏡室，西村 巌氏に

深謝いたします．
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