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要 約

目 的：増殖糖尿病網膜症(PDR)におけるケモカイ

ンの関与を検討する．

対象と方法：対象は 眼(PDR群 眼，非 PDR群

眼)．手術で採取した硝子体を液状と細胞成分に分離

した．液状成分は vascular endothelial growth factor
(VEGF)および，interleukin-(IL-)，monocyte che-

motactic protein-(MCP-)，regulated upon activa-

tion, normal T cell expressed and secreted(RAN-

TES)の濃度を enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA法)または，chemi-luminescence enzyme im-

munoassay(CLEIA法)で測定した．細胞成分はVE-

GFを検討した．

結 果：硝子体液中のVEGF，IL-，MCP- はPDR
群で有意に高値であったが，RANTESは差がなかっ

た．PDR群において IL- とMCP- に有意な相関があ

った．PDRの硝子体内にVE-GF陽性細胞がみられ，多

核白血球と単核球であった．

結 論：PDRでは，ケモカインにより硝子体内に遊

走された多核白血球や単核球に発現されるVEGFを介

した血管新生作用が関与している可能性がある．(日眼会

誌 ： ― ， )
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Abstract

：To investigate the role of chemokines
 

in the pathogenesis of proliferative diabetic reti-

nopathy(PDR).
：In total, eyes of

patients undergoing vitrectomy were divided into
 

two groups；PDR and non-PDR. The PDR group
 

was comprised of eyes,and the non-PDR group of

eyes.Vitreous specimens obtained at vitrectomy
 

were centrifuged and separated into supernatants
 

and cellular components.Concentrations of vascular
 

endothelial growth factor(VEGF), interleukin-
(IL-), monocyte chemotactic protein-(MCP-),

and regulated upon activation, normal T cell ex-

pressed and secreted(RANTES) in the superna-

tants were determined by enzyme-linked immuno-

sorbent assay(ELISA)or chemiluminescence enzyme
 

immunoassay(CLEIA). Expression of VEGF in the
 

cellular components was determined by immunohis-

tochemistry.
：Vitreous levels of VEGF(p＜ ), IL-

(p＜ )and MCP-(p＜ )in the PDR group
 

were significantly higher than in the non-PDR
 

group.However,there was no significant difference

 

in RANTES between the two groups. There was a
 

significant correlation(p＜ , r＝ )between
 

vitreous IL- and MCP- levels in the PDR group.

After immunohistochemical staining with anti-

VEGF monoclonal antibody, VEGF positivity was
 

localized in polymorphonuclear leukocytes and
 

monocytes of the cellular components of PDR vitre-

ous specimens.
：These results indicate that chemo-

kines are possibly involved in the recruitment of
 

neutrophils and monocytes into the vitreous and
 

that they play a role in the intraocular neovascular-

ization characteristic of PDR.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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緒 言

増殖糖尿病網膜症(proliferative diabetic retinopa-

thy, PDR)は，新生血管と結合組織とから成る増殖組織

の形成を特徴とする網膜症である．血管新生は，生理的

血管新生と病的血管新生とに分類されるが ，糖尿病網

膜症は病的血管新生を生じる代表的眼科疾患とされ ，

血管新生の進行はPDRの病態や重症度に深く関与して

いる ．病的血管新生の進行は，血管内皮増殖因子(vas-

cular endothelial growth factor,VEGF)や線維芽細胞

増殖因子(fibroblast growth factor, FGF)などに代表

される促進因子と腫瘍増殖因子(transforming growth
 

factor-β, TGF-β)などに代表される抑制因子とのバラ

ンスにより変化するとされている ．したがって，硝子

体腔は解剖学的に閉鎖腔であるために，硝子体内におけ

る促進因子と抑制因子との関係は，PDRの病態に深く

関与すると考えられる．

近年，炎症反応は血管新生を増悪させるとされ ，炎

症細胞を含む白血球や起炎物質が促進因子として注目さ

れている．また，増殖硝子体網膜症およびPDRではリ

ンパ球またはマクロファージの網脈絡膜組織または硝子

体内への浸潤が増殖組織の形成に関与することが指摘さ

れている ．しかし，PDRにおいて白血球遊走活性を

有するケモカインの硝子体内での存在およびその意義に

ついての検討は少ない．今回，PDR症例において，硝

子体内VEGFおよびケモカインとPDRの病態との関

連について検討を行った．

対 象 と 方 法

1．対 象

対象は，2003年6月から2004年3月までに，日本大

学医学部附属板橋病院眼科で硝子体手術を施行し，イン

フォームド・コンセントが得られた38例41眼である．

これらをPDRを有するPDR群と，糖尿病網膜症以外

の眼底疾患を有する非PDR群との2群に分類した．内

眼手術の既往がある症例は除外した．PDR群は両眼例

を含む27例30眼で，そのうち，手術時に硝子体出血が

あったもの(硝子体出血群)は15眼，硝子体出血がな

かったもの(非硝子体出血群)は15眼であった．PDR群

における重症度の程度を，増殖膜の形成の程度により，

増殖なし，増殖あり，増殖膜に伴う牽引性網膜剥離の3

群に分類した．増殖なしは7眼，増殖ありは15眼，牽

引性網膜剥離は8眼であった．また，非PDR群は11

例11眼で，特発性黄斑円孔8例8眼，特発性黄斑上膜

3例3眼である．両群における手術時年齢，PDR群に

おける推定罹病期間，手術時ヘモグロビンA (HbA )の

詳細を表1に示した．

2．硝子体の採取

硝子体手術に際して，眼内潅流を行う前に液―空気置

換を行いながら硝子体カッターで硝子体液を吸引・切除

して採取した．硝子体液は速やかに遠心分離(400g，10

分)して，液状成分と細胞成分とに分離した．液状成分

は測定まで－80℃で冷凍保存した．細胞成分はエッペン

ドルフチューブ(エッペンドルフ社)に入れ，2.5％乾燥

ヒトフィブリノゲン(ウェルファイド社)液を200μl加

えた後に，トロンビン局所溶液(三共)150μlを添加し，

5分間静置しフィブリンクロットを作製した．作製した

フィブリンクロットは，Tissue-Tek (サクラファイン

テック社)を用いてドライアイスイソペンタン中で急速

凍結包埋し，－80℃で冷凍保存した．

3．硝子体中VEGFおよびケモカイン測定

硝子体の液状成分は，測定時に解凍してVEGFおよ

び interleukin-8(IL-8)，monocyte chemotactic protein-

1(MCP-1)，regulated upon activation,normal T cell
 

expressed and secreted(RANTES)の濃度測定を行っ

た．VEGFの濃度測定は，Human VEGF ELISA Kit

(ENDOGEN，米国，測定範囲8pg/ml～2,000pg/ml)，

MCP-1は，Human MCP-1ELISA Kit(ENDOGEN，

米国，測定範囲10pg/ml～2,000pg/ml)，RANTES

は，Human RANTES ELISA Kit(ENDOGEN，米国，

測定範囲2pg/ml～2,000pg/ml)を用いた enzyme-

linked immunosorbent assay(ELISA法)で測定した．

IL-8は，イムライズ法(ヤトロン・DPC，東京，測定範

囲 5pg/ml～7,500pg/ml)を 用いた chemi-lumines-

cence enzyme immunoassay(CLEIA法)で測定した．

測定結果の検討は，Mann-WhitneyのU検定，Kruskal-

Wallis検定を用いて統計学的解析を行い，相関関係は

Spearmanの順位相関から求めた．危険率5％未満を

有意差ありとした．

4．免疫組織化学的検討

PDR群において，遠心分離後の硝子体細胞成分を用

いて，免疫組織化学による検討を行った．細胞成分を

フィブリンクロットとして凍結包埋したブロックを用い

て，クライオスタット(HM 505E，ミクローム社)によ

り約7μmの凍結切片を作製した．免疫組織化学による

染色は，抗VEGFマウスモノクローナル抗体(Neo-

表 1 患者背景

PDR群 非PDR群

症例数 27 11

眼数 30 11

性差(男性/女性) 15/12 4/7

手術時年齢(平均値±SD)(歳) 58.2±8.5 66.5±3.4

推定罹病期間(平均値±SD)(年) 8.0±7.5

手術時HbA (平均値±SD)(％) 8.0±2.2

：推定罹病期間は2症例において不明であり，平均値から

除外した．

PDR：proliferative diabetic retinopathy, SD：standard
 

deviation,Hb：hemoglobin
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Markers，米国)を一次抗体に使用して，APAAPキッ

ト(ダコ・サイトメーション社)を用いたalkaline phos-

phatase-antialkaline phosphatase(APAAP)法で染色

した．核染色にはヘマトキシリンを用いて染色し，光学

顕微鏡(BH-2，オリンパス社)で観察した．対照は，一

次抗体の代わりに0.05mol/lトリス塩酸緩衝液(pH＝

7.6)を用いて染色したものを陰性対照とした．

結 果

1．硝子体液中のVEGF，ケモカイン濃度

採取検体量には限りがあり，すべての項目を測定でき

なかった症例がある．また，各測定項目には測定下限値

未満の症例が含まれていたが，測定下限値未満の症例は

統計学的検討から除外した．測定下限値未満の症例眼

数，下限値以上の症例眼数と平均値を表2に示す．硝子

体液中のVEGFは，PDR群で1131.2±2094.9(平均値

±標準偏差)pg/ml，非PDR群で15.7±0.0pg/mlであ

り，PDR群は非PDR群に比較して有意に高値を示し

た(p＜0.05)(図1)．硝子体液中の IL-8は，PDR群で

159.4±174.2pg/ml，非 PDR群で 7.7±2.1pg/mlで

あり，PDR群は非PDR群と比較して有意に高値を示

した(p＜0.0001)(図2)．硝子体液中のMCP-1は，PDR

群で 6425.0±3559.5pg/ml，非 PDR群 で 3394.2±

2042.2pg/mlであり，PDR群は非PDR群と比較して

有意に高値を示した(p＜0.05)(図3)．PDR群における

硝子体液中の IL-8とMCP-1の測定値の間には，有意

な相関関係があった(Spearman順位相関，p＜0.0001，

r＝0.84)(図4)．硝子体液中のRANTESは，PDR群

で40.3±44.5pg/ml，非 PDR群で 14.7±12.4pg/ml

で両群間に有意差はなかった(p＝0.062)(図5)．PDR

群において，硝子体出血の有無により硝子体出血群と非

硝子体出血群に分け，硝子体液中のVEGFおよびケモ

カイン濃度を比較したが，硝子体液中のVEGF，IL-8，

MCP-1，RANTESともに，両群間に有意差はなかっ

た(表3)．また，PDR群において，増殖膜形成の程度

により硝子体液中のVEGFおよびケモカイン濃度を比

表 2 VEGF，ケモカインの測定眼数

PDR群 非PDR群

対象眼数
測定下限値

未満
測定下限値以上 対象眼数

測定下限値
未満

測定下限値以上

眼数 眼数 平均値±SD 眼数 眼数 平均値±SD
 

VEGF(pg/ml) 27例30眼 0例0眼 27例30眼 1131.2±2094.9 11例11眼 9例9眼 2例2眼 15.7±0.0

IL-8(pg/ml) 27例30眼 0例0眼 27例30眼 159.4±174.2 11例11眼 3例3眼 8例8眼 7.7±2.1

MCP-1(pg/ml) 27例27眼 0例0眼 27例27眼 6425.0±3559.5 9例9眼 0例0眼 9例9眼 3394.2±2042.2

RANTES(pg/ml) 27例30眼 8例9眼 19例21眼 40.3±44.5 11例11眼 5例5眼 6例6眼 14.7±12.4

VEGF：vascular endothelial growth factor,IL-8：interleukin-8,MCP-1：monocyte chemotactic protein-1,RANTES：regulat-

ed upon activation,normal T cell expressed and secreted

図 1 硝子体液中の vascular endothelial growth fac-

tor(VEGF)濃度．

増殖糖尿病網膜症(PDR)群1131.2±2094.9(平均値±

標準偏差)pg/ml，非PDR群15.7±0.0pg/mlであり

PDR群で有意に高値である． ：p＜0.05, Mann-

WhitneyのU検定

図 2 硝子体液中の interleukin-(IL-)濃度．

PDR群159.4±174.2pg/ml，非 PDR群 7.7±2.1pg/

mlでありPDR群で有意に高値である． ：p＜0.0001,

Mann-WhitneyのU検定
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較した．増殖膜による牽引性網膜剥離を生じた症例で，

より高値の傾向にあったが，増殖なし，増殖あり，牽引

性網膜剥離の各群間に有意差はなかった(表4)．

2．免疫組織学的検討

抗VEGF抗体によるAPAAP法での染色では，VE-

GF陽性細胞がみられた．陽性細胞は，核の形態から，

多核白血球および単核球であった(図6，7)．

考 按

1994年に，Adamisら がPDRの硝子体液でのVE-

GFの上昇，またAielloら がPDRや網膜静脈閉塞症

での硝子体液，前房水でのVEGFの上昇を報告して以

来，増殖因子であるVEGFと糖尿病網膜症との関連が

注目されている．また，糖尿病網膜症は病的血管新生を

生じる代表的な眼科疾患であるが，その病態には白血球

の関与が指摘されている．糖尿病網膜症の病態に，白血

球の関与を示唆する報告として，臨床例ではPDRから

摘出した線維血管膜にマクロファージの浸潤がみられ

る などの報告や，実験的にはMCP-1やmacrophage
 

inflammatory protein-1α(MIP-1α)により誘導される

マクロファージが，酸素誘発虚血網膜症マウスモデルに

おける血管新生に重要である との報告などがあり，糖

尿病網膜症の病態に炎症細胞を含んだ白血球の関与が重

図 3 硝子体液中のmonocyte chemotactic protein-

(MCP-)濃度．

PDR群6425.0±3559.5pg/ml，非 PDR群 3394.2±

2042.2pg/mlであり，PDR群で有意に高値である．

：p＜0.05,Mann-WhitneyのU検定

図 4 PDR群における硝子体液中の IL- とMCP-

との関係．

両者の間に，有意な相関関係がある(Spearmanの順

位相関，p＜0.0001，r＝0.84)．

図 5 硝子体液中の regulated upon activation, nor-

mal T cell expressed and secreted(RANTES)濃度．

PDR群40.3±44.5pg/ml，非PDR群で14.7±12.4

pg/mlであり両群に有意差はない(p＝0.062, Mann-

WhitneyのU検定)．

表 3 PDR群における硝子体出血の有無によるVEGF，ケモカイン濃度

硝子体出血群 非硝子体出血群 p値

VEGF(平均値±SD)(pg/ml) 1290.8±2817.2
(n＝15)

931.7±1019.1
(n＝15)

NS
 

IL-8(平均値±SD)(pg/ml) 143.2±151.8
(n＝15)

175.6±198.2
(n＝15)

NS
 

MCP-1(平均値±SD)(pg/ml) 5975.3±2984.0
(n＝14)

6909.3±4161.2
(n＝13)

NS
 

RANTES(平均値±SD)(pg/ml) 35.9±59.9
(n＝15)

18.7±19.7
(n＝15)

NS

 

NS：not significant
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要であると考えられる．そこで，今回我々は硝子体中の

白血球遊走活性を有するケモカインと，PDRの病態と

の関連につき検討を行った．

今回検討に用いた硝子体液のVEGF濃度は，非PDR

群と比較して，PDR群で有意に高値を示した．硝子体

中VEGFの測定値については，Adamisら は免疫蛍光

法を用いPDR症例8例で平均2,910pg/ml，血管新生

疾患のない非PDR症例12例で810pg/mlと報告し，

Aielloら は放射免疫法と放射受容体法を用い活動性の

あるPDR症例46例で2.6±5.7(平均値±標準偏差)ng

/ml，活動性のないPDR症例29例で0.3±0.7ng/ml，

血管新生のない非PDR症例12例では0.05±0.00ng/

mlと報告している．また，Burgosら はELISA法を

用いPDR症例20例で平均1.75ng/ml，非PDR症例

表 4 PDR群における増殖膜形成の程度とVEGF，ケモカイン濃度

増殖なし 増殖あり 牽引性網膜剥離 p値

VEGF(平均値±SD)
(pg/ml)

351.6±183.3
(n＝7)

949.7±977.6
(n＝15)

2153.8±3790.5
(n＝8)

NS

 

IL-8(平均値±SD)
(pg/ml)

119.1±125.3
(n＝7)

113.9±107.6
(n＝15)

280.0±257.8
(n＝8)

NS

 

MCP-1(平均値±SD)
(pg/ml)

5912.9±2912.4
(n＝6)

6272.0±2560.8
(n＝13)

7282.6±5320.7
(n＝8)

NS

図 6 抗血管内皮増殖因子(VEGF)抗体による免疫組織化学(弱拡大)．

A：VEGF陽性細胞がみられる．B：陰性対照(alkaline phosphatase-antialkaline phosphatase

(APAAP)法，バー100μm)．

図 7 抗VEGF抗体による免疫組織化学(強拡大)．

A：多核白血球(矢印)が陽性．B：単核球(矢じり)が陽性(APAAP法，バー50μm)．
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13例で平均0.009ng/mlと報告しており，今回の我々

の測定結果とほぼ一致するものであった．したがって，

今回のPDR群は，PDRにおけるケモカインの関与を

検討するうえで，PDRの条件を満たした検体であると

考えられた．硝子体内VEGF濃度への血清中VEGF

の関与の有無については，Burgosら がPDR群と非

PDR群の硝子体液，血清でのVEGF濃度，さらに，

健常人と細小血管障害を有しない糖尿病患者の血清VE-

GF濃度をELISA法により測定し，硝子体内VEGF濃

度に血清中VEGFは関与しないことを報告している．

ケモカインは内因性の白血球遊走，活性化作用をもつ

ポリペプチドの総称で，アミノ酸配列の相違により，C-

X-CケモカインとC-Cケモカインとに大別される．IL-

8は好中球に対するchemotactic activityを有するサイ

トカイン で，MCP-1は単球に対する遊走活性を持ち，

組織での単球，マクロファージの浸潤を誘導する ．

RANTESはメモリーT細胞，単球，好酸球，好塩基球

に対する遊走活性作用を有する ．今回の結果でPDR

群における，硝子体液中の IL-8とMCP-1が有意に上

昇していたことは過去の報告 と一致する．また，

Elnerら はPDRの硝子体内で IL-8とMCP-1が対照

群と比較して有意に高値であることを報告しているが，

両者に相関は認めなかったとしている．しかし，今回の

結果ではPDR群の硝子体液中の IL-8とMCP-1は有意

な正の相関を示した．細小血管内での血管内皮細胞と白

血球との接着，それに引き続く細胞接着因子の活性化

は，PDRでの毛細血管床の閉塞に重要であるとされて

いる こと，また単球の内皮細胞への接着にはMCP-1

だけでなく，IL-8にも接着作用があると報告 されて

いることなどから，IL-8およびMCP-1は硝子体内での

好中球，単球，マクロファージの遊走に相互に関与して

いることが推察された．IL-8とMCP-1は，牽引性網膜

剥離を伴った症例や，増殖の強い症例において高値の傾

向を示したが，統計学的に有意差はなかった．今後，

IL-8やMCP-1により遊走した炎症細胞と網膜症の詳細

な重症度との関係につき，検討が必要と考えられる．硝

子体内における IL-8とMCP-1の由来については，網

膜色素上皮細胞，ミュラ細胞，マクロファージ，線維芽

細胞，血管内皮細胞などの報告 があるが，本研究では

ケモカインの由来まで解明することはできておらず，こ

れらの由来については今後，他の実験系により検討を要

する．

一方RANTESは，糖尿病患者の血清中で上昇し，

糖尿病での大血管障害に影響すること や，糖尿病性腎

症における間質の線維化にMCP-1とともにに影響し，

マクロファージの遊走に関与するとの報告 があり，糖

尿病の大血管，細小血管障害に影響するケモカインであ

ると考えられている．しかし，今回PDR群と非PDR

群で硝子体液中のRANTESの濃度に有意差がなかっ

たことから，PDR群における硝子体内での存在意義は

低いと考えられた．したがって，今回我々はPDR群に

おける重要なケモカインは，IL-8とMCP-1であると考

えた．また，硝子体出血群と非硝子体出血群でVEGF，

IL-8，MCP-1，RANTESの硝子体中濃度に差がないと

いう結果からも，硝子体中のVEGF，ケモカイン濃度

は，出血に伴う血液由来の因子による影響は少なく，硝

子体内での局所産生が優位であると考えられた．VEGF

に関する免疫組織化学の結果は，PDR群における硝子

体内の多核白血球，単核球がVEGF陽性であったこと

から，硝子体内でVEGFが増加する要因の一つとし

て，多核白血球や単核球の関与が示唆された．Edelman

ら はラットで化学的焼灼による角膜内血管新生を起こ

し，炎症に関連した角膜血管新生には，白血球による

VEGF産生を要することを報告した．また，Naugら

はマウスの酸素誘発網膜症モデルでの病理的検討で，血

管新生部位近傍の硝子体中で，マクロファージがVEGF

を産生しながら遊走していることを報告している．す

なわち，硝子体内におけるVEGFが関与する血管新生

には，グリア細胞やミュラ細胞，毛細血管周皮細胞 か

ら産生されるVEGFの他にケモカインにより誘導され

た多核白血球や単核球を介した機序が存在する可能性が

考えられた．

硝子体内のケモカイン増加と血管新生との関係に関し

ては，Kochら が関節リウマチの滑液組織から得たマ

クロファージ由来の IL-8に血管新生作用があることを，

また，MCP-1に関しては，Yoshidaら がマウスの虚

血網膜からの血管新生に関与することを報告し，ケモカ

イン自身にも血管新生作用があることが指摘されてい

る．したがって，PDRの血管新生に関しては，硝子体

中VEGF濃度の上昇が重要であると考えられるが，ケ

モカイン自身による直接の血管新生作用が存在する可能

性もあり，これらのケモカインを介したPDRでの病的

血管新生の病態について検討する必要があると考えられ

た．

稿を終えるに当たり，ご校閲いただいた澤 充教授に深謝

いたします．本論文の要旨は，第108回日本眼科学会総会で

発表した．
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