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前眼部虚血後に発生する実験的角膜

新生血管の形態学的研究 (図 11)

暮奨 握慰 二泉 警書
・ 西川 睦彦

(関西医科大学眼科学教室)

要  約
家兎眼の左右両側の長後毛様動脈を遮断して前眼部虚血を作成 した。その後,角膜新生血管が臨床的に確認
される処置 3日 目までの角膜及び強角膜輪部を形態学的に観察し,強角膜の変化と新生血管の発生及び進展過
程について検討 した。処置後12時間で強角膜輪部への多核白血球の浸潤が高度となり,輪部近隣の角膜実質細
胞は線維芽細胞様に肥大し,細胞内小器官やライソゾーム様顆粒を多数認めた。血管内皮細胞にbuddingが発
生 し,血管腔外へ伸び出す部位にはよく多核白血球を認め,新生された血管内皮細胞は強膜膠原線維の間を縫
う様に角膜実質に向って増殖伸展 し,角 膜実質の層葉構造の間に割って入 り込む様に角膜中央に向って伸展 し
た。新生血管伸展の場の角膜実質細胞は線維芽細胞様を呈 し,そ こへ多核白血球の浸潤,付着を認めた。以上
より,角膜に新生血管が侵入する時には,活動性の充進 した多核白血球が重要な役割を演 じていると考えた。
(日眼会誌 93i315-321,1989)
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Morphological Study of Experimental corneal Neovascularization
After Anterior Uveal Ischemia

Atsushi Yamane, Takao Tokura, Mutsuhiko Nishikawa,
Shigeo Ito and Hirohiko Miki
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we morphologically investigated *n", urll]tl?"r'"u"r"*rr"ry cells infiltrate the corneoscleral
limbus by light and electron microscopy and what manner of keratocytes and vascular endothelial
cells appear at the corneal limbus, when the corneal edema was aggravated severely and clinical
corneal new vessels were found initially, i.e. until three days after anterior segmental ischemia in
rabbit eyes. The majority of infiltrating inflammatory cells were polymorphonuclear leukocytes and
the others were lymphocytes and histiocytes etc. Peripheral keratocytes around limbal vessels were
stimulated and transformed to fibroblastic cells as a result of anterior segment ischemia. proliferating
endothelial cells of comparatively minor limbal vessels invaded between corneal lamellar layers toward
the corneal center. Polymorphonuclear leukocytes were often found near activated keratocytes
proliferating vascular endothelial cells, hear and there. Consequently, it is considered that the
stimulated polymorphonuclear leukocytes play an important role when corneal neovascularization
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I緒  言

白色家兎眼の左右両側の長後毛様動脈を遮断し虹彩

毛様体への血流を途絶して,前部ぶどう膜を虚血状態

にすると,処置翌日より角膜浮腫が発生しそれは次第

に増強して, 3日 日頃には臨床的に全周性の角膜新生

血管の発生を認めた.こ れらの発生及び進展には処置

後房水中に高濃度に増加した内因性プロスタグラン

ディン (PG)が関与している事を既に報告した
1)～ 3).

前部ぶどう膜虚血後に房水中の PGが高濃度になる 3

日までに虚血又は炎症の刺激によって角膜輪部及び角

膜実質で産生された少量の chemical mediatOrS(PG

も含む)により既に病理組織学的には初期の血管新生

が起っているものと考えられる。そこで今回は PGが

最も高濃度となる処置 3日 目までの間に角膜輪部及び

角膜実質内ではどの様な組織学的な変化又は反応が起

こり,角膜新生血管がどの様に発展していったのかを

形態学的に観察し,新生血管発生に対する細胞性因子

の関与とその環境要因について若干の知見を得たので

報告する。

II 材料 と方法

実験動物には成熟白色家兎 (体重1.2～ 1.8kg)9羽

11眼を用いた。各家兎の耳静脈にペントバルビタール

(ネ ンブタールの lmlを注入し全身麻酔を施した後,

左眼の球結膜を輪部に沿って切開し,内直筋,外直筋

を付着部のところで切断し,その直下の長後毛様動脈

を強膜貫入部から前方3mmにわたり教室の三木が開

発したマイクロウエ
~プ凝固器を用いて凝固閉塞し,

更にその中央部を切断した。直筋と結膜の縫合は特に

行なわず,抗生剤で洗浄し手術を終えた.そ して,処

置直後, 4時間,12時間,24時間,48時間,72時間後

にペントバルビタールで全身麻酔を施した後,眼球摘

出し,2倍希釈のKarnovsky液 に浸漬固定した。そし

て,輪部より約4mm離れた強膜を1/3周切開して同固

定液を注射器で眼球内にも注入した。約 1時間後に強

膜切開部に沿って眼球を半割して水晶体を摘出し,角

膜輪部と虹彩毛様体を含めて角膜を切除し4℃ の低温

で12時間前固定した.そ の後,ユ タノール系列で脱水,

1%Osmium液 で 1時間後固定した。その後,エポン

樹脂に包埋しミクロトームで超薄切片を作成し,一部

を トルイジンブルー染色液で染色して光顕で観察し,

酢酸ウラニール・ クエン酸鉛の二重染色の後,透過型

電顕で観察した。

III 結  果

1。 経時的な強角膜輪部と角膜の変化

処置直後の角膜は透明であった。角膜輪部には手術

の影響と思われる充血を認めた。光顕では手術部位に

近い強角膜輪部に手術侵襲の影響と思われる形質細胞

図 la 左右両側の長後毛様動脈を遮断 (前眼部虚血作
成)直後の手術部位近辺の強角膜輪部の光顕 (× 250

倍):多数の形質細胞の輪部への浸潤をみる。

図 lb 前眼部虚血直後の非手術部位の強角膜輪部の

光顕 (× 250倍 ):少数のリンパ球, 自血球の浸潤を

認める。
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の反応性の増加をみた (図 la)。 しかし,手術部位から
離れた輪部では,少数の形質細胞, リンパ球,白血球
を認めた (図 lb).

4時間目は臨床的に角膜は透明であった。光顕で観
察すると角膜内皮細胞の連続性は保たれていて,実質
の層葉構造の乱れもなく,輪部の炎症細胞浸潤も軽度
で処置直後とほとんど変化を認めなかった。

12時間目の光顕では,角膜内皮細胞の胞体に大きな
空胞形成を認めた(図 2).輪部血管に近い上皮側の角
膜実質細胞が反応性に肥大し,一部の実質細胞の胞体
内には多数のライソゾーム顆粒を認めた(図 3a).紡錘

形を呈した角膜実質細胞は角膜中央に向って連なる様

に並び,その周囲には多核自血球を主体 とした炎症細
胞の浸潤をみた。輸部血管の血管壁は蛇行して不整と

なり,一部で連続性が失われ,そ こから血管内皮細胞
が角膜中央に向って増殖し始めていた (図 3b)。

24時間後に臨床的に角膜浮腫の発生をみた。光顕で

は浮腫により開大した強角膜輪部の膠原線維層への炎

症性細胞浸潤が高度となった.電顕では,強角膜実質
に幼若な血管内皮細胞から成る血管腔の形成がみら

れ,炎症細胞浸潤の主体は多核白血球であった(図 4).

48時間後は,電顕では角膜実質細胞の胞体は肥大し
て細胞内小器官が発達し, これらの周囲には多核自血

球が多数浸潤し,その一部が実質細胞に付着していた
(図 5).

72時間後には角膜は浮腫が増強して自色混濁し,全
周性に角膜内に侵入した新生血管が肉眼的にも明瞭と

なった (図 6)。 光顕では,強角膜輪部に新生された毛
細血管は層状に増殖して実質深部にまでみられたが,

角膜実質内への炎症細胞浸潤は少し軽減 した.角膜内

図2 前眼部虚血後12時間の光顕 (× 400倍 ):角膜内
皮の胞体内に大きな空胞形成を認めたが,一層の膜
構造は維持されていた.
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図3a 前眼部虚血後12時間の角膜の光顕 (× 1,500
倍):刺激を受けた角膜実質細胞は胞体が肥大し,一
部の細胞の胞体内に多数のラインゾーム顆粒と思わ
れる大きな顆粒を認めた。

図3b 前眼部虚血後12時間の強角膜輪部の光顕 (×
200倍 ):紡錘形を呈した角膜実質細胞の周囲には炎
症細胞が浸潤し,輪部血管の血管壁は蛇行して不整
となり,一部で連続性が失われそこから血管内皮細
胞が増殖し始めていた。

皮細胞は強く障害され,細胞の崩壊脱落によって内皮
の連続性が失われ,前房中へ単球様の細胞が出現して
いた。電顕では角膜内皮細胞はミトコンドリアの変性
が著しく多数のライソゾームが腫大していた。障害の

強い内皮細胞の上を覆う様に周辺部の内皮細胞が増殖
し重畳化していたが,それらの内皮細胞も障害され ,
更にその上に線維芽細胞や炎症細胞が重畳化していた

(図 7).
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図 4 前眼部虚血後24時間の輪部の電顕 (バ ーは1

μm):強角膜輪部には幼若な血管内皮細胞から成

る血管腔の形成と多核自血球,組織球の浸潤をみた。

Po:多核白血球,H:組織球,Er:赤血球,Ed i血
管内皮細胞

図5 前眼部虚血後48時間の角膜輪部の電顕 (バ ーは
lμm):線維芽細胞様を呈した角膜実質細胞の胞体
は細胞内小器官が発達し,一部にライソゾーム様顆

粒を多数認めた.そ ういった実質細胞の周囲には多

核白血球が浸潤し,実質細胞に付着しているものも

認めた.Po:多核白血球,K;角膜実質細胞

日眼会誌 93巻  3号

図6 前眼部虚血後72時間の前眼部写真 :浮腫混濁し
た角膜内に全周性に新生血管の増殖侵入を認めた.

矢印 :角膜新生血管

図 7 前眼部虚血後72時間の角膜内皮の電顕 (バ ーは
lμ m)i障害を受けた角膜内皮細胞の上へ周辺部か

ら内皮が重畳する様に増殖していたが,それらの細

胞も障害され,更にその上に線維芽細胞や炎症細胞

が重畳していた。END:角 膜内皮細胞,FIB:線維
芽細胞,P;多核白血球

2.血管新生

血管新生の盛んな処置48時間から72時間後の強角膜

輪部では,血管内皮細胞の基底部に buddingが みら

れ,それが発達した細胞内小器官の豊富な胞体の一部

が血管内皮細胞の基底膜の連続性の途切れた所から,

管腔外へ舌状に伸び出していた(図 8).血管内皮細胞

が管腔外へと伸び出している部位では,そ の近隣の管

腔外にはしばしば多核白血球を認めた(図 9)。 そして,

血管は強膜の膠原線維層の間を縫 う様に増殖 して行

き,その先端部ではいくつもの内皮細胞に分裂して大

きく広がり(図 10),増殖した血管内皮細胞は角膜実質
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図9 前眼部虚血後24時間の強角膜輪部血管の電顕
(バ ーはlμ m):血管内皮細胞が基底膜外に伸び出
して行く部位にはしばしばその近隣に多核白血球を
認めた.E:血管内皮細胞,P;多核白血球,*:血
管腔

に入ると角膜実質の層葉構造に沿って管腔が細長く伸

び角膜層葉間を割って入る様に侵入していった。新生

血管の先端に近い部分で管腔を形成しているものも胞

体が大きく細胞内小器官が豊富で比較的未熟な血管内

皮細胞であった (図 11)。

IV考  按

前眼部虚血後の角膜新生血管の発生についての詳細

な形態学的報告はない。今回の実験結果から,前眼部
虚血後の血管新生について,強角膜輪部及び角膜実質
への炎症細胞浸潤,角膜実質細胞の反応性の線維芽細
胞様変化,角膜内皮細胞障害と血管内皮細胞の増殖の
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図10 前眼部虚血後48時間の角膜実質の光顕 (× 400
倍):強角膜実質内に侵入した新生血管腔は強膜実
質の膠原線維層の間を縫うように増殖していった。
下図は上図の右端の血管内皮が分裂増殖している部
の拡大図 (倍率は同上)

図11 前眼部虚血後72時間の角膜実質内の新生血管の
電顕 (バ ーはlμ m):角膜新生血管の先端部に近い
部分の血管内皮細胞は胞体が大きく細胞内小器官に

富んでおり比較的未熟な像を呈していた。

4点を考察した。

先ず,角膜への炎症細胞の浸潤であるが,最初に手
術侵襲に反応したのは輪部に正常状態でも少数存在し

ている形質細胞であった。 しかし,非手術部位に浸潤
してきたのは リンパ球と白血球であった。その後,引
き続いて多核白血球の強い浸潤 と組織球の出現をみ

た。これら,一連の反応は炎症の時にみられる非特異
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図 8 前眼部虚血後12時間の強角膜輪部血管の電顕
(バ ーはlμ m)i血 管内皮細胞 の基底部 には bud´
dingが みられ,基底膜の途切れた部位から細胞内小
器官の発達 した胞体が舌状に伸び出していた.E:
血管内皮細胞, *;血管腔
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的な細胞の浸潤様式とよく一致する。

それに角膜実質細胞が関与すると少し特殊性を帯び

る。西田が報告している (第92回 日眼総会)様に角膜

実質細胞は互いに gap junCtiOnで連結していて網目

構造となっていて,角膜に何等かの障害がもたらされ

ると,あ る一定の範囲の細胞が同時に反応できる。そ

こへ浸潤して付着した多核白血球は角膜実質細胞に何

等かの炎症刺激の化学的情報を伝達しているものと思

われる.又,刺激を受けた角膜実質細胞の反応には 2

つの様式が考えられる。1つは Fibroblast様 に変化し

て実質細胞周囲の cOnagenの 産生と溶解を行なう場

合,も う1つは Macrophage様 に変化して異物や変性

細胞の処理を行なう場合で,いずれの場合でもライソ

ゾーム顆粒の発達や色々な酵素の産生放出が関与して

いるものと思われる。血管内皮細胞の増殖部位周囲の

角膜実質細胞は胞体が肥大して線維芽細胞様に変化し

ており,それから離れた部位の胞体の扁平な細長い実

質細胞とは明らかに異なり,刺激された角膜実質細胞

は周囲の膠原線維に作用して炎症細胞や血管内皮細胞

が遊走し易い環境を作っているのかも知れない。

角膜内皮細胞の障害が形態学的に確認されたのは処

置12時間後からであるが,その後急速に細胞障害が進

行して,72時間後には障害された角膜内皮細胞の上に

更に角膜内皮細胞が重畳しその上に更に線維芽細胞や

炎症細胞が重畳していた。又,角膜中央では内皮細胞

の崩壊脱落の為にデスメ膜が直接前房に接している部

位も出現した。この角膜内皮細胞の障害と前回報告し

た1)角 膜浮腫の増悪化 と房水中の PGEと PGF2α の

濃度の上昇とがそれぞれ相関して動いており,房水中

の高濃度の PGが角膜内皮細胞障害の促進因子として

関与していた事を示唆している。又,虚血性に障害を

受けた虹彩毛様体組織からは PG以外に早坂らが報告

した4)5)種 々のライソゾーム酵素も多量に房水中に放

出されていると考えられ, これらも角膜内皮細胞を障

害している可能性がある.更にバ リヤー機能を失った

角膜内皮を通って房水と一緒にそ ういった chemiCal

mediatorが角膜実質内にも多量に流入し,既に反応性

に刺激を受けていた角膜実質細胞や炎症細胞を更に刺

激する事となったのかも知れない。

血管新生を起こす重要な細胞性因子には,諸家によ

り,又その使用した動物種や実験方法の違いによって

さまざまな報告がある。最も多いのは多核白血球が幼

若化した血管内皮細胞を誘導しているとの報告で,

Klintworth6)7),Fromer8)¬
0),Burgerら 11)12),他 に
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Bernlan13), srinivasan14)15), Issekutz16)17),

schantzlin18),sh。 lleyOな どの報告がある.活動性の

マクロフア~ジ が血管内皮細胞の幼若化と関係してい

る と報告 して い る もの に P01Verni20),Hunt20,

Kaminski22)が ある。又,刺激を受けた リンパ球に血管

新生作用があるとしたものに Epstain23),Lutty24)が ぁ

る。その他に角膜新生血管の発生に関与している細胞

性因子 として Yamagami25)が 角 膜 実質細胞 を ,

Burgern)が 血管周細胞を,Eliason26)が 角膜上皮を候

補として報告している。又,EHason26)は角膜新生血管

の発生には炎症細胞の浸潤は必要条件ではないとも報

告している。

今回の我々の実験結果からは,角膜輪部及び実質内

に浸潤した活動性の高い多核白血球がしばしば幼若な

血管内皮細胞 と同時に観察された。又,刺激を受けて

線維芽細胞様に肥大した角膜実質細胞の間にも多数み

られ,一部は実質細胞に付着しており,角膜実質内に

血管内皮細胞が増殖侵入してくる時に多核自血球は何

等かの重要な役割を演じているものと考えた.

稿を終えるにあたり,宇山昌延教授の御指導,御校閲に深

く感謝致します.

本論文は著者が第92回 日眼総会で報告した。
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