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要  約
眼内血管新生の病態を,ヒ トおよび実験動物眼,培養網膜血管内皮細胞により病理組織学的に検討 した。新

生血管は,そ れが派生するもとの血管と形態を異にし,こ れが臨床的にみられる検査所見や二次的病変の原因

となる。ヒト硝子体新生血管ではtight junctionの 欠如,内皮細胞の窓形成,内皮細胞内のアクチン様細線維

などの所見が,新生血管の透過性が高いことの組織学的裏付けとなる.動物実験では,塩基性線維芽細胞成長

因子を用いて硝子体や角膜に新生血管を作 り,新生血管が発生 し,消退するときの周囲環境の変化を組織化学

的手法を用いて観察した。新生血管が侵入 していくときには,周囲組織に対する大きな侵襲があり,と くに組

織の境界 を越えて血管が新生する背景には,ラ イソゾーム酵素による組織融解が関与するものと推測された。

血管が新生する背景には,血管新生因子の存在とともに,血管新生を抑制する因子の不活化や,血管が新生す

るための組織境界の破壊などの基本的条件が必要であると推測された.血管が新生するときには,フ ィプロネ

クチンが内皮細胞の増殖や遊走,組織付着に大きく貢献し,基底膜が内皮細胞の成熟にともなって形成され,

完成 した血管の内皮細胞には血液凝固第 VIII因 子が検出された.逆に新生 した血管が消退するときにはフィ
プロネクチンの活性は速やかに消失した。その消褪過程では,内皮細胞がまず消失 し,血液凝固第 VIII因子は

血管壁に虫喰い状に検出されるようになった。基底膜に関連するラミニンやⅣ型コラーゲンは内皮細胞が消失

した後にも残存していた.(日 眼会誌 94:1103-1121,1990)
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Pathophysio I o gy of Intraocul ar N e ov as cllar ization

Sadao Hori
D@artment of O|hthalmology, Diabetes Center, Tokyo Women's Medical College

Abstract
The pathology of intraocular neovasculariztion was studied in human and animal eyes by means

of electron microscopy and histochemistry, and also by tissue culture of bovine retinal small vessels.

The newly formed vessels in the vitreous obtained at the time of vitrectomy from the eyes with
proliferative diabetic retinopathy and retinal vein occlusion lacked tight junction and formed fenes-

tration in the endothelial cells.
When lpg of the basic fibroblast growth factor (b-FGF) enveloped in ethylene vinyl acetate

copolymer was implanted into the vitreous of monkey eyes, new vessels were formed in the iris in all
eyes and in the vitreous in 12 eyes out of 14 experimental eyes. The origins of new vessels were the iris
vessels in the iris, and both stromal vessels of the ciliary body and retinal vessels in the vitreous, These

vessels showed fenestration in the endothelial cells. The activity of the lysosomal enzyme detected by

acid phosphatase increased in the epithelial layer of the ciliary body. The new vessels in the vitreous

of rabbits were seen in 9 out of 10 eyes when b-FGF was implanted in the vitrous with an intravitreal
injection of amino adipic acid solution (1mg in 0.2m1 of physical saline), although none of the 8 eyes

formed new vessels when sodium iodate was injected intravenously after implantation of b-FGF with
aminoadipic acid. Corneal neovascularization was formed by implantation of 250ng of b-FGF into the
corneal micropockets of the guinea pigs, and regressed after the b-FGF was removed. The endothelial

budding and protrusion were frequently seen during the course of neovascularization. Immunohisto-

chemical detections showed positive stainings for fibronectin in most front-end lesions, for laminine

and type 4 collagen associated with the endothelial cells, and for factor VIII only on the endothelial

cells which formed the vascular lumen. The acid phosphatase activity was detected on the leucocytes

infiltrating in the corneal stroma. In the course of regression of corneal neovascularization, initial
pathological change was thrombus formation followed by disappearance of endothelial cells, although

the basement membrane of the endothelial cells remained. Fibronectin reduced its activity in the early
stage of regression, laminine and type 4 collagen remained even after the vascular lumen had subsided,

and factor YIII was stained in a geographically irregular manner. Migrating activity of the cultured-

bovine retinal small vessels was accelerated by fibronectin and fetal bovine serum. (Acta Soc Ophthal-

mol Jpn 94 : 1103-1121, 1990)

I緒  言

眼組織における血管新生は,局所のみでなく全身の

生理学的異常の一端 としても現われ,角膜,虹彩,毛

様体,硝子体,網膜など眼のほぼどの部位にも形成さ

れる.それらの新生血管は,おそらく眼内に生じた生

理学的異常を是正するためのなんらかの目的を有する

ものであろうが,ほ とんどの場合新生血管の形成に

よって続発する合併症により,重大な視機能障害をも

たらす。それ故,眼科領域の新生血管に関連する種々

の疾患においては,その発生をいかに予防し, また生

じてしまった新生血管をいかに消退させるかが大きな

課題となる
1)～ 3)。

近年の基礎的な研究によりその病態, ことに新生血

管の病理形態学や血管が新生するときに関与する囚子

(血管新生因子)が判明しつつある
4)5).血管の内皮細胞

成長因子の一つである塩基性線維芽細胞成長因子

(basic ibrOblast grO、ァth factOr i b‐ FGF)は , 人眼′こ

おける血管新生に大きく関与する可能性があることが

示唆されている6)。 また,抽出,精製された b・FGFは

Key words: Neovascularization, Histopathology, Histochemistry, Cultured retinal endothelial cells,

Basic fibroblast growth factor



再現性のある新生血管を角膜に作ることができ,血管
新生を抑制する薬剤の定性ないしは定量をするための

実験系として実用化されている7).眼内血管新生で最

も注目される硝子体内新生血管は,網膜血管から派生

するがこの発生基盤には網膜組織での虚血が関与する

ことが示唆され,近年の研究では虚血状態になった網

膜組織が壊死傾向に陥り,その壊死に陥った網膜組織
から様々な成長因子や抑制因子が放出され,その影響

下に最終的に硝子体内に新生血管が発生するという考

えが受け入れられつつあり,新生血管発生の本態の解
明に近づきつつある感が抱かれる2)4)5)。 しかし,新生血

管の発生 。進展において, どの様な細胞や周囲環境の

変化があるのか,消退してゆく過程でどの様な変化が

起こるのかは未だ不明のところが多い。本研究では,

血管新生の病態を血管自体だけでなく,その周囲環境
の変化もを含めて検討した。

II 材料と方法

1.ヒ ト硝子体新生血管の形態

人眼における眼内新生血管の代表 として,硝子体新
生血管の形態を観察した.硝子体手術時に採取した,
増殖糖尿病網膜症および網膜静脈血栓症における新生

血管を含む増殖膜を観察した.

2.動物実験での血管新生

1)サル眼 :ア カグザル 4頭 (3～ 5kg)お よびニホン

デル 5頭 (6～ 12kg)を ケタラール麻酔 し,vitreous

cutterに より硝子体切除術を行った。硝子体切除後 ,

ethylene vinyl acetate cop。 lylner8)(E・VA)|こ pellet

状に包んだlμ gの b‐FGF(R&D,USA)を 硝子体内
に移植し, 4～ 8週後に眼球を摘出した。硝子体手術

のみを行ったもの,お よび b‐ FGFを 含まない EVAの
みを硝子体内に移植したものを対照とした .

2)ウ サギ眼 :0.2mlの 滅菌空気を硝子体に注入し,

1～ 2週後に後部硝子体剥離が形成 された時点で ,

EVAに包んだlμgの b‐FGFを 後部硝子体下腔に移
植した。移植と同時に Muller細胞に対する毒性を持

つア ミノアジピン酸9)10)lmgを 0.2mlの 生理食塩水に

溶解して硝子体中に注入した。さらに一部の家兎眼に

は,網膜色素上皮細胞に毒性を有するヨウ素酸ナ トリ
ウムH)3mg/kgを も同時に耳静脈より注入した。b‐

FGFを含まないEVAを移植し,他は同様に処置した
ものを対照とした。

3)モ ルモット眼 :ネ ンブタール麻酔下にてモル

モット(Hartley:500-700g)の 角膜に22G注射針を
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用いて半層切開を加えmicropocketを 作成し,EVA
に包んだ250ngの b― FGFをその中に移植した。一部の

眼球においては,b‐ FGF移植後 4～ 7日 で角膜に新生
血管が形成されているのを確認 したのちに,移植した

b‐ FGFを摘除し,形成された新生血管の消長を観察し
た。移植後 2～ 14日 の b―FGFが入っている眼球,お よ
び b‐FGF摘除後 2～ 7日 の眼球を摘出した。b‐FGF
を含まない EVAを移植したもの, および半層切開を
加えただけのものを対照とした。

以上の材料を下記の各目的に応 じて,0.lM燐酸緩
衝液加 4%パ ラホルムアルデヒド,お よび0.lM燐酸
緩衝液加または0.2Mカ コジル酸緩衝液加2.5%グ ル

タールアルデヒドで固定した。一部は組織化学のため

に凍結切片を作成した.通常のパラフィン切片の他に,

凍結切片においてナフトール AS― BIを基質にしパ ラ

ロザニリンで発色させた,酸性フォスファターゼ法に
よるライソゾーム酵素の検出を行って光学顕微鏡で観

察した.

20μ のパラフィン切片または凍結切片にて,免疫組
織化学的に血液凝固第V皿因子(faCtOF VIII), ラミニン

(laminine),IV型 コラーゲン (type-4 conagen)お よ

びフィブロネクチンはbrOnectin)の 検出を行った。各

抗原に対する 1次抗体はDAKO社 から購入した。 2
次抗体以下の反応は,DAKO社 の Universal kit Oを
用い peroxidase‐antiperoxidase(PAP)法 により行

い,光学顕微鏡下にて観察した .
電子顕微鏡用にエポキシ樹脂に包埋した標本は,lμ

の厚切り切片に トルイジン青染色を施し光学顕微鏡で

観察した,超薄切片は通常のウラン・鉛染色とともに,

β―グリセロ燐酸を基質にした酸性 フォスファターゼ

反応を行って電子顕徴鏡下に観察した .

3。 網膜血管の組織培養

Buzneyの 方法12)に従い, ウシ網膜組織からコラグ

ナーゼ(Sigma)処理により網膜細小血管細胞を分離し

て採取し,ゼ ラチン処理したプラスチック培養皿にて

37℃ ,5%C02下 で培養 した。培養液は Eagle培 地
(Dulbecco改 変)に ,15%ウ シ胎児血清と内皮細胞増
殖因子300μ g(Sigma)を 加えて用いた.培養開始後 2

週で,ほぼ均一に培養細胞が増殖 したところで トリプ
シン処理をして培養細胞を浮遊 させ,Hank's bal‐

anced buffer s。 lution(ca2+,Mg2■ free:HBBs)で

洗い5× 105個 の培養細胞浮遊液を作った。Chemotaxis

Chamber(Neuroprobe)を 用いて,小室の上部には細

胞浮遊液を,小室の下部には ウシ胎児血清 (fetal

平成 2年 12月 10日 眼内血管新生の病態 。堀
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図 1 ヒト硝子体新生血管の電子顕微鏡像.A:内 皮細胞の空胞形成 (V)と基底膜の
層状肥厚 (B)を見,内皮細胞間は occludens型 の接合 (矢印)を示す。×11,500,

B:adherens型 の内皮間細胞接合.細胞間に間隙を認める (矢 印).P:壁細胞
×31,700,C:内 皮細胞の窓形成.血管腔 (V)側の細胞膜と基底膜 (B)側 の細胞
膜が融合し一枚の細胞膜となっている(矢印).P:壁細胞×32,500,D:内 皮細胞の
アクチン様細線維.内腔 (L)に面する内皮細胞 (E)の細胞質内に,細線維の集合
を認める (矢印).× 9,100,E:白 線化血管.空胞変性を示す細胞 (矢印)が輪状に

配列し,あたかももとの血管腔を囲むように見える.基底膜様物質 (B)が層状に肥
厚している。×2,700,F:内 腔が閉塞した小血管.内腔は中間径線維を有する細胞の

突起 (P)により閉塞されている。×9,400.

B
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図4 虹彩新生血管の電子顕微鏡像.虹彩の前房(AC)
側に形成され,内皮細胞 (E)の細胞質が薄いところ

がめだつ(太い矢印).× 2,500,挿 図 :矢印の部の拡

大図で窓 (細い矢印)が見られる.× 10,800.

boVine serum i Sigma), フィブロ不クチン (pOrCine

nbronectin i Bloprocessing),血 小板 由来成長因子

(porcine platelet derived grO、vth factOr:B10prOces_

sing),プ ロスタグランジン(PGD2,E2,F2:Advance
Magnetics)をいれて38℃ , 5%C02下 で 9時間浸漬
し,各薬剤の培養細胞の遊走能に対する影響について
検討した。Chemotaxis Chamberは, 1枚 に48個の

Boyden chamber型 の小室を有する市販の生物分析装

置で,上部と下部を境する隔壁(porous polycarbonate

membrane:Nucleopore)に は直径8μ の小孔が多数

あいていて,その小孔を通して細胞が上部から下部に

遊走する
13).遊
走した細胞は隔壁の下面に付着するの

で,光学顕微鏡で400倍 に拡大し,1視野あた りの細胞
数を計測した.1つの小室につき10視野計測し,合計
細胞数を求めた。

III 結  果

1. ヒト硝子体新生血管の形態

糖尿病網膜症や網膜静脈血栓症における硝子体の新

生血管の形態は基本的には差がなく,内皮細胞と壁細

胞から構成され,内皮細胞には空砲が形成されたり,
基底膜が層状に肥厚することが多い。時に occludens

型の内皮細胞間接合がみられたが (図 lA),多 くの場
合内皮細胞間は adherens型の接合を示し(図 lB),明

らかに細胞間が離解することもあった。内皮細胞には

窓 (fenestration)を見ることもあった (図 lC).ま た,

内皮細胞の内腔に面する細胞質に actin様の細線維を

認めることがあった (図 lD).

一方,陳旧化した増殖膜にはしばしば白線化血管を
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図 7 毛様体偏平部の電子顕微鏡像.Bruch膜 の弾性
板 (E)が断裂した部位の付近の毛様体上皮層内に新

生血管 (B)を認める。上皮細胞 (Ep)の極性は乱
れ,空胞形成を認める.× 1,600,挿図 :上皮層内に
みられた新生血管の内皮細胞には窓 (矢印)が見ら
れる。×11,300.

認めるが, このような血管を観察すると,血管内腔は

ないが内皮細胞や壁細胞に類似した細胞が,空胞変性
を示しながら, もと管腔があったと思われる部位を囲

むように輪状に配列し,さ らにこれらを取 り囲んで基

底膜様物質が層状に観察された(図 lE)。 また,と きに

は小血管の内腔が,中間径線維を含む細胞突起により

閉塞される像も見られた (図 lF).

2.動物実験での新生血管

1)サル眼において,硝子体手術操作と b‐ FGF移植
を行ってから 1週後には虹彩と前部硝子体に新生血管

の形成を認めた (図 2).

A)虹彩新生血管 :本来の虹彩血管は,内皮細胞,壁
細胞,基底膜で構成され,内皮細胞間にはgap junction

様構造を認めた。基底膜は数層に肥厚していた。虹彩

の新生血管は実験眼14眼の全例に認められ,虹彩実質
にある本来の虹彩血管から派生し,大小の管腔を形成
していた(図 3).本来の虹彩血管にはみられなかった

窓がしばしば見られ,ま た新生血管の周囲には 1層 の

基底膜を認めたが,本来ある虹彩血管のような層状に

肥厚した基底膜はほとんどなかった (図 4).

B)硝子体新生血管 :前部硝子体の新生血管は,実
験眼14眼中12眼にみられ,自色の線維性結合織をとも
なって認められた。b‐FGFを含まない EVAのみのも
のと,硝子体切除を行っただけのものには検出されな
かった。ほとんどの場合は広範な網膜剥離をともない,

増殖組織を形成 した12眼のうち広範な剥離を示 さな

平成 2年 12月 10日 眼内血管新生の病態・堀
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かったものは 1眼だけであった(図 5).新生血管は大

小の管腔を形成し,線維性結合織の中に認められた.

新生血管の発生する根源を観察すると,強膜切開創の

疲痕組織が硝子体に向かって侵入し, この疲痕組織に

ともなわれて毛様体実質の血管が硝子体中に侵入する

ようにみられたが,強膜切開創から離れた部位にも毛

様体実質の血管が硝子体に侵入する像が捉えられた。

連続切片で観察すると,毛様体実質側にある血管と毛
様体上皮層または硝子体内にある血管が連絡している

ことが確認された(図 6A,B).こ れらの部位を電子顕

微鏡で観察するとBruch膜 の断裂を認め,断裂部に近

い毛様体扁平部の上皮層内に,毛様体実質血管と同様

日眼会誌 94巻 12号
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図8 毛様体扁平部色素上皮層の酸性フォスファターゼ反応の電子顕微鏡像.A:正
常対照眼では,色素上皮細胞の最表層にわずかに反応物質の沈着を認める (矢印).
×3,800,B:実験眼で血管侵入のほとんどない部位にも,正常と比べて明らかに強
い反応物質を認める (矢印)。 ×1,900.

■
■
■
一

図10 硝子体新生血管の電子顕微鏡像.A:内 皮細胞 (E)を 1層の中膜細胞 (M)が
囲み, さらにその外側を外膜の線維芽細胞 (F)が囲む動脈様の血管.× 2,200,B:

薄い内皮細胞 (太い矢印)で囲まれた静脈様の血管 (V).× 2,200,挿図 三太い矢印
の部の拡大図で内皮細胞に窓 (細い矢印)を認める。×10,800.

な窓を形成する内皮細胞に囲まれた血管腔が観察され

(図 7),そ の付近の硝子体内には多数の血管腔が見ら

れた。 このような血管が侵入する毛様体扁平部の上皮
細胞には空胞形成や浮腫傾向がみられ,そ の極性が乱

れていた。このような部位を含めて,毛様体扁平部の

色素上皮層に正常と比べて明らかに克進した酸性フォ

スファターゼ反応陽性の沈着物が検出された (図 8A,

B)。

また,網膜と硝子体増殖組織の接点で見ると,明か

な網膜内血管が増殖組織内の血管とつながっている像

が連続切片で観察された (図 9A,B).

硝子体内の血管は,内皮細胞と平滑筋様細胞で構成
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平成 2年 12月 10日

される動脈様のもの(図 10A),管腔は大きいが内皮細
胞の外側は断続的な壁細胞が囲む静脈様のもの (図 10

B),および毛細血管様の小管腔を形成するものがあっ

た.こ のうち静脈様のものと毛細血管様のものには,

内皮細胞に窓がしばしば認められた (図 10B,挿図)。
これらの新生血管は,実験期間を通じ形態学的に大き
な変化はなく,実験期間が長 くなると血管の密度また
は数が減少し,線維性結合織の占める割合が増加する
傾向にあった .

2)空気注入により形成された後部硝子体剥離を示

すウサギ眼において,網膜と後部硝子体膜の間にある

後部硝子体下腔に b・FGFを移植すると,1～ 2週後に
は, アミノアジピン酸処置をした10眼のうち 9眼に網

1109

膜前に線維性増殖組織が形成され増殖組織の表面に血

管の侵入を認めた(図 1lA)。 これに螢光眼底撮影を行

うと,びまん性に螢光剤の漏出が認められた(図 1lB).

アミノアジピン酸に加えてヨウ素酸ナ トリウムをも静

注した 8眼には,線維性増殖組織はあるものの,螢光
剤の漏出を示す新生血管は認められなかった。

螢光剤の漏出を示す増殖組織には,小管腔を示す血

管組織が含まれており,その周囲には線維芽細胞やと
きには網膜色素上皮細胞が見られた(図 12A)。 小血管

は内皮細胞と壁細胞から構成され,内皮細胞には窓が

観察された(図 12B).こ れらの血管を含む増殖組織の

由来を観察すると,b‐ FGFを硝子体に移植した時に形
成された強膜切開創から線維性組織が硝子体中に侵入

眼内血管新生の病態・堀

図16 b‐ FGFを移植した角膜の電子顕微鏡像.A:新生血管は内皮細胞 (E),壁細胞
(P)お よび基底膜 (矢印)で構成され,疎面小胞体やリボゾームが増加した内皮細
胞を見ることがある。×5,900,B:内皮細胞 (E)の発芽の部分では基底膜が断裂し
ている (矢印).× 8,800,C:内 皮細胞 (E)の細胞質の突出する部位 (P).× 2,200,

挿図 :突出した細胞質にはアクチン様の細線維(A)を認め,部分的に基底膜様構造
(矢印)が形成されている。×11,000,D:酸 性フォスファターゼ反応を行うと,浸潤
した白血球 (W)は陽性であるが,線維芽細胞 (F)を含む他の細胞は陰性である.
×4,800.

1“



1110

し,脈絡膜血管から由来する血管が硝子体中に派生す

る像が捉えられた (図 13)。

3)モ ルモットの角膜に作った micropocketに b‐

FGFを 移植すると, 2日 目には網膜が浮腫傾向を示

し, 3～ 4日 目には角膜輪部から角膜中央に向かって

細い血管が直線的に侵入し,全体像 として花輪のよう

な外観を呈した。 7～ 10日 目には血管の侵入はその極

に達し (図 14A),角膜中央の b‐FGFの penetの 部分

にまで達した。14日 目には浮腫はむしろ軽減し,細 い

径の血管は少なくなり太い径の血管が目立つように

なった(図 14B).2～ 3カ 月後の長期後にも新生血管

は残っていたが,径が細く長いもののみが疎に観察さ

れ,角膜の浮腫は軽微となっていた。b―FGFを含まな

い EVAの penetのみを移植した場合には,血管新生

はみられなかった (図 14C)。

b‐FGFを移植 して 4～ 7日 後に角膜に新生血管が

形成されたのを確認し,b‐FGFを除去すると,浮腫の

消退とともに新生血管は徐々に消失していった。初期

日眼会誌 94巻  12号

図18 -度移植した b‐FGFを 4日 目に除去した後の
角膜の電子顕微鏡像.A:除 去後 3日 日では血管内
に血小板 (P)が集積し,線維素が析出している (矢
印).× 3,100,B:除 去後 3日 目の血管で,内皮細胞

(E)の一部は残されているが大部分の内皮細胞が消

失し, もとの管腔に残された赤血球 (R)を囲んで直

接接する基底膜(矢印)が観察される。×10,700,C:

除去後 7日 目の角膜には,基底膜を持つ壁細胞と思
われる細胞 (P)が見られ,それに連続してあたかも
管腔を囲むように基底膜様物質 (矢印)が観察され
る.× 5,100.

の段階で除去すると,角膜の半層切開創の部分に疲痕

が残るのみでほぼ透明となったが, 7日 で除去したも

のでは角膜 micropccketに よる疲痕の混濁とともに

わずかに血管の残存を認めた (図 14D)。

これらの血管の形成過程を観察すると,新生血管は

複雑な走行と分枝を示しながら角膜輪部から角膜中央

に向かって樹枝状に伸びていった(図 15).血管は内皮

細胞と壁細胞で構成され,基底膜をともなっていた。

内皮細胞はしばしば細胞質内の粗面小胞体や リボゾー

ムが増加し,細胞活性が高いことを窺わせた (図 16

A).基底膜は内皮細胞の細胞質が発芽 (budding)を

形成するところでは断裂し(図 16B),ま た細胞質が突

出して(protrusion)侵 入するところでは部分的に形成

されているのみであった(図 16C).こ の protrusionを

示す内皮細胞には,細胞質の中に部分的にアクチン様

の細線維を認めた (図 16C,挿図).こ れらの budding

や protrusionを示す部位以外の新生血管は,形態学的

にほぼ正常の血管構造を示しており,窓はほとんど認
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平成 2年 12月 10日 眼内血管新生の病態 。堀

図2 b‐FGFを移植して 1週後のサル眼,前部硝子体
に自色の線維増生をともなった新生血管(細い矢印)
があり,虹彩面上には虹彩新生血管からの出血 (太
い矢印)を認める.

100●

図3 虹彩新生血管の光学顕徴鏡像.虹彩 (I)の 表面
から水晶体前嚢 (C)の表面に薄い線維性の膜を形成
し,その中に血管腔(矢印)が見られる。HE染色,

×140.

図 5 サル眼の前部硝子体増殖組織。白色の線維性増
殖組織 (P)がおもに前部硝子体に形成され,後極側
には剥離していない網膜 (R)がみられる.増殖組織
を形成した12眼のうち,広範な網膜剥離を起こさな
かったのはこの 1眼のみである.

図6 毛様体扁平部からの新生血管の光学顕微鏡像.A:色 素上皮 (P)をはさんで毛
様体実質の血管 (Bl)と 毛様体上皮内にある血管 (B2)が見られる.硝子体内 (V)
には炎症細胞をともなった増殖組織を認める.HE染色,× 270,B:連 続切片でみる
と図 Aの血管 Blと B2は ,連続した血管(B)で あることが判る。PAS染色,× 270。
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日眼会誌 94巻 12号1112

図9 網膜からの新生血管の光学顕微鏡像.A:象」離した網膜 (R)内 の血管 (Bl)と
硝子体内増殖組織 (P)の 中にある血管 (B2)が見られる。HE染色,× 270,B:連

続切片で観察するとBlと B2は連続していることが判る(矢印).HE染色,× 270.

図11 ウサギ硝子体内新生血管.A:硝子体内に移植した b‐ FGF palletの 表面に,線

維の増殖をともなった新生血管を認める(矢印).Bi螢光眼底撮影を行うと,penet

に一致して螢光の漏出を認める (矢印).Pは強膜穿孔部.

憑

□

圏磯轟麟鰯

ヽ
ヽ

●ヽ

A |

|

‐
■

.`

■
・線

麟

一
　

ヽ
　

　

，
，
一
　

―

W
じ

´ "″
5011

釉L■

図12 ウサギ硝子体内増殖組織像.A:光学顕微鏡像.新生血管の血管腔(B)を認め,
周囲は線維芽細胞様細胞の他にメラニン色素を持つ細胞も見られる(矢印).ト

ルイ

ジンブルー染色,× 340,B:電子顕微鏡像。新生血管の内皮細胞には窓を認める(矢

印).× 11,300.
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平成 2年 12月 10日 眼内血管新生の病態 。堀 1113

図13 ウサギ強膜穿孔部の光学顕微鏡像.穿孔部付近
の脈絡膜血管が拡張し,硝子体増殖組織 (P)内 に入
り込んでいる(矢印).ト ルイジンブルー染色,× 34.

図14 b‐FGF移植によるモルモット角膜の新生血管.A:移 植 7日 目の輪部付近では
新生血管が花冠様に見られ,浮腫となった角膜中央にも細い血管が侵入している(矢

印).B:移植14日 目には浮腫は軽減し,太い血管が角膜中央の pelletに まで達して

その周りには出血がみられる。Cib‐ FGFを含まない EVA pellet(細 い矢印)のみ

を移植して 7日 目の角膜には, もともとある輪部血管 (太い矢印)を認めるのみで

新生血管の形成はない.Di移植して 7日 目に b´FGFを 除去し,7日 後の角膜には
micropocketの 軽度の疲痕と,わずかな新生血管の残存 (矢印)を認める。
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図15 b―FGF移植 7日 目の角膜.角膜の表層から4/5

にいたる実質は浮腫に陥り,大小の血管腔と細胞浸

潤を認める。HE染色,× 140.

図17 移植して7日 目に b・FGFを除去し7日 目の角
膜.新生血管は殆ど消失し,b‐ FGFを挿入した部位
に,角膜上皮の乱れと細胞の集合がみられる(矢印).

HE染色,× 140.

100“
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図19 モルモット角膜の酸性フォスフアターゼ反応の光学顕微鏡像.A:b・ FGF移植
7日 日では角膜表層から中層の広い範囲で赤 く染まる反応物質の沈着を認める.

×170,B:移植して 3日 目に b‐FGFを除去し4日 目の角膜では,反応物質は角膜輪

部付近の新生血管が未だ残存する部位にのみ見られる。×170.
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図20 角膜新生血管のラミニン染色,A:b―FGF移植 7日 日では新生した血管の管腔

を囲むように,ま たそれに連続して紐状に染色される。×340,B:移植して3日 後に

b‐FGFを除去し4日 目では,残 っている血管腔を囲むように染色されるのが観察さ

れるとともに,紐状の染色像がめだつ (矢印).× 170.
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平成 2年 12月 10日

められなかった。新生血管の周囲は浮腫が強 く,角膜

実質の膠原線維束の乱れと白血球の浸潤を認めた.浸
潤した自血球には酸性フォスフアターゼ反応陽性の沈

着物が観察されたが(図 16D),他 の血管や角膜実質を

構成する細胞には反応産物はほとんど検出されなかっ

た。b‐FGF移植後 2週になると浮腫や自血球の浸潤は

少なくなり,血管は大きな管腔を示すものが目立ち,
内皮細胞と壁細胞で構成される血管は,壁が厚いもの
が多 くみられた。

b‐FGFを除去した後の角膜の新生血管は,角膜中央
から輪部に向かって徐々に消退したが,b‐FGFの入っ
ていた付近は最後まで小血管が残存 し,細胞増生が

残った(図 17)。 その初期には血液が鬱滞し,血管内で

1115

血小板が凝集したり線維素が析出して生じる血奨血栓

がしばしば観察された(図 18A).b‐FGFを 除去して時
間が経過すると内皮細胞が消失する傾向を示し,そ の

際内皮細胞の基底膜は取り残され,赤血球がもとの管
腔に留まった り(図 18B),残 った内皮細胞と思われる

細胞の周囲にもとの管腔を囲む形で基底膜様物質が取

り残されている像が観察された (図 18C).

酸性フオスフアターゼ反応を行 うと,b‐ FGFを移植
して 7日 目の血管新生が盛んな時期には,角膜表層か

ら中層の広い範囲に反応陽性物質の沈着を認めたが

(図 19A),b‐ FGFを除去した角膜では,角膜輪部付近
の新生血管が未だ残存する部位にわずかに反応物質を

認めるのみであった (図 19B).

眼内血管新生の病態・堀

図21 角膜新生血管のフィブロネクチン染色.A:b‐ FGF移植 7日 目の角膜では,既
に形成された血管腔を囲むように染色されるとともに, さらに角膜中央の未だ血管

腔がない部位にも紐状に検出される(矢印).× 170,B:移 植して 3日 目に b‐FGFを
除去し4日 目では染色性は減少し,ほぼ管腔を形成する血管のみに検出される。
×170.

図22 角膜新生血管の血液凝固第ⅥIl因子染色.Aib‐ FGF 7日 目の角膜では,管腔を
形成する血管の内皮細胞に限局して染色される.× 340,B:移植して 3日 目に b―
FGFを除去し4日 目では,血管内皮細胞に限局して染色されるが染色性は低下し,
虫喰状に部分的に染色される血管が目立つ (矢印).× 340.
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0

フィブロネクチン(m9″ )

図23 培養ウシ網膜血管の BOyden Chamberに よる

遊走能検定.A:ウ シ胎児血清(n=5).BIフ イブ
ロネクチン (n=5).

これらの血管形成過程 と消退過程における免疫組織

化学を行 うと, ラミニンとIV型 コラーダンは新生した

血管にともなって管状に, またはそれに連続する新生

血管の最先端で紐状となって検出され(図 20A),消退

する過程では血管腔としての構造が完全に消失してし

まった部分にも紐状に検出された (図 20B).

フェプロネクチンは新生血管の血管腔に沿って検出

されたが,血管が新生される過程で血管腔がまだ形成

されていない,も っと角膜中央に近いところにも紐状

に認められた (図 21A).血 管新生が完成する b―FGF

移植後 2週では,ほぼ血管周囲のみに限って検出され

た.b―FGFを除去した後の消退過程では,明 かな血管

腔を形成して残っている血管のみに陽性で,それ以外

の部位には検出されなかった (図 21B).

血液凝固第V‖因子は,血管新生過程にある角膜では

新生血管腔を取 り囲んで均一に検出され,管腔を形成

する部位以外には陰性であった(図 22A)。 一方,消退
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過程にある角膜では,やはり管腔を取 り囲むように検

出されたが均一ではなく,染色性が低かったり,管腔

を取 り囲む細胞の一部のみが虫喰い状に染色された

(図 22B).

3.網膜血管の組織培養

ウシ網膜より採取した血管片は,培養 4週 目には敷

石状に細胞が配列するようになったが, さらに培養を

続けると重層化を示す線維芽細胞様の細胞が出現し始

めた.そ のため,今回の実験には培養 2週 目の時点で

遊走能の検定を行ったが,それでも実験系の培養細胞

には,内皮細胞とともに一部線維芽細胞様細胞が含ま

れていた。

培養内皮細胞の遊走を促進したものはウシ胎児血清

とフィブロネクチンだけで,血小板由来成長因子, ブ

ロスタグランジンには遊走能の促進はみ られなかっ

た。濃度依存性については, ウシ胎児血清50%にて対

照の約 3倍 (図 23A),フ ィプロネクチン200mg/′ にて

対照の約 4倍の遊走が認められた (図 23B).

IV 考  按

1. ヒト硝子体新生血管の形態

人眼における新生血管のうち,今回取 り上げた増殖

糖尿病網膜症や網膜静脈血栓症の硝子体新生血管の中

で,増殖糖尿病網膜症では摘出眼球や硝子体手術時に

採取 した硝子体増殖組織において形態学的に検討され

ている14)～ 17).硝子体新生血管は網膜血管から派生する

が,元来の網膜血管とは異なり網膜血管における血液

網膜棚の組織学的基盤になる血管内皮細胞の tight

iunctiOn(zOnula Occludens)が 欠如し, しかも脈絡膜

血管にみられる窓 (fenestration)が検出されることが

報告されている。これらの形態学的特徴は,新生血管

は網膜血管と違って血液網膜棚を欠き,血液中の比較

的大きい蛋白粒子をも血管外に漏出させることを意味

し,螢光眼底撮影を行った際に造影剤が血管外に漏出

し,新生血管の周囲に綿花様の螢光が検出される組織

学的な裏付けとなる
18,.

新生血管の内皮細細胞にアクチン様の細線維が認め

られたが, これは新生血管の内皮細胞が収縮する可能

性を示唆する.高血圧などの病的状況下では,内皮細

胞に平滑筋にみられるのと同様な筋原線維が集積し,

この線維の収縮により内皮細胞が収縮して隣合う内皮

細胞間の接合が離解し, このために血管内腔の血漿成

分が血管外に漏出すると考えられている
19)。 今回検出

されたアクチン様線維も,内皮細胞の収縮を促しさら
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に内皮細胞間を離解させて,新生血管が内腔の血液成
分を血管外に漏出するという特徴を助長させている可

能性がある。

自然経過の中で,あ るいは光凝固などの治療を加え
た後で,新生血管がその勢いを減じて白線化し,消退す

るのがしばしば見られる。新生血管の自線化は,本来の

血管内腔に赤血球がなくなり,他の細胞や線維を主体
とした結合織で置き替わったために観察される現象と

考えられる。血管内腔の閉塞は,硝子体新生血管で見
る限り,血小板を主体とした血栓の形成によるのみで
なく,中間経線維を細胞質に持つグリア細胞の細胞突
起によるものもあることが観察された14).グ リア細胞

がどこから血管壁を破壊して血管腔に入 り込み, なぜ

血管を閉塞するような動態を取るのかは不明である。

閉塞した血管は,最終的にはわずかな線維性結合織を
残して消失するものと思われるが,消退する経過の中
で血管内腔がなくなった後にも基底膜様物質や空胞変

性を示す壁細胞様の細胞が観察され,血管壁を構成す
る成分はある程度の期間残されることがわかった .

2.眼内血管新生の実験モデル

サル, ウサギ,イ ヌ等の動物を用いた眼内新生血管
モデルの試みは多数行われており,臨床でみる人眼の

新生血管の原因や病態の解明と治療方法の開発に大き

く貢献している2)18)20)～ 25)。 ことに硝子体の新生血管に
おいては糖尿病状態,網膜血管の閉塞,酸素濃度の調
節,外傷,眼圧,硝子体内細胞移植など様々な方法に
より新生血管を作成する試みがされている。虹彩新生

血管はサル眼において比較的普遍的に作ることが出来

ることが知られており,内皮細胞の分裂能を含めた生
物学的解析も行われている26).ま た,網膜下新生血管は

網脈絡膜境界を破壊するような組織破壊を加えた後に

発生することが確かめられており, この新生血管の病

態はかなり深 く追及されている27)28).

血管新生因子である b‐ FGFは ,角膜に移植すること
により,かなり再現性のある新生血管を形成すること
が知られてお り7),鶏卵の漿尿膜29)と 同様に血管新生

の生物学的解析に応用されている。そこで今回行った

動物実験において,硝子体にも b‐FGFの移植を試み
た.硝子体に移植する b‐ FGFの量については,ウ サギ
を用いた予備実験で250ng,500ng,lμ gの それぞれを

移植して血管新生の再現性を検討した結果,lμgが最
も安定した結果が得られることが確認され (未発表成

績),硝子体移植には統一してlμgを用いた。
b―FGFを移植したサル眼には,虹彩新生血管 と硝子

lθCて′つ

舎 い ´・
Q⊃

フ ミ

↑
フィプロネクチン

Type Vコ ラーゲン

図24 血管新生過程の模式図.b‐FGFを含めた血管新
生の刺激があると, フィブロネクチンは血管新生の
現場の最先端にあって内皮細胞の増殖 と遊走を促

す。ラミニンやIV型 コラーゲンは,血管として完成
したもの,ま たは完成しつつある内皮細胞に付随し
て見られる。(Forin DM,Pratt BM,Madri JA.
Lab lnvest,55:521-530,1986.40を 改変)

体新生血管が形成された。虹彩新生血管は実験眼全て

に生じ,実験モデルとしてはかなり均一な普遍的なも
のである印象を受けた。硝子体新生血管は,膠原線維
の強い増生をともなっており,肉眼的所見からは増殖
糖尿病網膜症や網膜静脈閉塞症に見られるような,硝
子体中に樹枝状の新生血管樹 (い わゆ るvascular

frond)を 作ることはなく,臨床でしばしば見る第一次
硝子体過形成遺残 (前部型)に類似していた。前房に
面した虹彩新生血管の周囲には,本来ある虹彩血管以
外に新生血管の起源となる血管がないという位置的関

係から,虹彩新生血管の起源は虹彩血管であると推測
される。一方,硝子体新生血管の起源は,連続切片に
より光学顕微鏡的に網膜血管と毛様体扁平部に近い毛

様体実質血管の両方にあることが証明された。高度の

線維性増殖組織を伴った新生血管なので, どちらが優

位であったのか, どちらが先に現われたのかは今回の

実験では明かではないが,網膜がある後極部側では網
膜血管が,鋸状縁より前方の網膜がない部位では脈絡
膜血管が,それぞれ硝子体新生血管の起源となること
を示唆するものと思われる.虹彩新生血管と硝子体新
生血管の形態は,人眼の硝子体新生血管とほぼ同様な,

内皮細胞と壁細胞から構成され,壁が薄い血管には窓
を認める共通の所見があり,今までの報告と相違はな
ぃ25).

ウサギの硝子体にサルと同様の b‐ FGFを移植し,新
生血管の発生を観察したところ b‐ FGFに加えて M■ 1‐
ler細胞に毒性を持つアミノやアジピン酸を負荷した

場合に硝子体新生血管の発生がみられた.ウ サギはヒ

トやサルと網膜血管の分布が大いに異なり, しかも硝

子体内に侵入した血管の起源が脈絡膜血管であると想

像されるために, ヒトでみる新生血管の純粋なモデル

内皮細胞
|

マで
' 
。●

(夕θ

↑
ン
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とは言い切れないかも知れないが,硝子体に血管が侵

入する背景に,Muner細 胞自体,あ るいは Muller細

胞の基底膜である内境界膜の障害があると考えられる

ことは興味深い。さらに,網膜色素上皮細胞を障害す

るヨウ素酸ソーダを負荷すると,新生血管の発生が抑

制されることは,網膜色素上皮細胞が血管新生抑制因

子を放出するという基礎的報告や
30),糖尿病網膜症に

おいて色素上皮細胞を含めた網膜を光凝固すると増殖

網膜症への進行が抑制されるという臨床報告
31)と ぁゎ

せて考えると,そ の理由が理解しやすい。

モルモットの角膜に作成した新生血管は,本来の眼

内新生血管とは言い難いかも知れないが,血管新生の

実験モデルとして既に確立された方法で,腫瘍細胞 ,

化学物質,化学走性物質,成長因子などによって形成

される血管新生過程を細胞の伸展,周囲環境の変化 ,

血管退縮過程の病態などについて深 く研究されてい

る32)～ 39).今 回は,新生血管の形成過程 と退縮過程にあ

る環境の様態を解明するために,あ えて角膜新生血管

を用いて研究した。 もともと血管のない角膜に血管が

侵入すると,臨床的には角膜混濁を伴 うことが多く,

治療をする立場からは頭を悩ませる問題 となるが,新

生血管を研究する立場からすると肉眼的につぶさに見

える角膜は研究の格好の材料となる。腫瘍細胞を初め

として,外傷や薬物による刺激で角膜に新生血管を作

り,in vivoで の新生血管に関連する諸問題を解明した

報告は紙面に埋め尽 くせない.我々は,通常の光学顕

微鏡 と電子顕微鏡に加えて免疫組織化学の手法を用

い,血管内皮細胞 とそれに付随する細胞周囲の物質に

ついて検討を加えた。

3.血管新生とその進展

血管新生には,血管内皮細胞の増殖 と遊走が必須で

ある,そ の引金となる血管内皮細胞の基底膜の破壊が

必要であり,増殖し遊走した内皮細胞が基底膜を再生

し,新たな血管腔を形成して血管新生が完成する
40,41).

しかし,血管新生の行程は上記の言葉で現わされるほ

ど単純なものではなく,その各々の過程に様々な蛋白

を主体とした促進因子と抑制因子が絡み合っていると

いわれている05)。 内皮細胞の増殖因子がどのようなも

のであり,抑制因子とどの様に絡み合って実際に血管

が新生してくるかという生物学的な問題については,

今回の報告で取 り上げず,お もに血管が新生してくる

過程で起こる周囲の環境の変化について検討した (図

24).

新生した血管の形態は,壁が薄く内皮細胞に窓の形

ラミニン
Type Vコ ラーゲン

図25 新生血管の退縮過程の模式図.b‐FGFな どの血

管新生因子が除去されると,血管内には血栓が形成
され内皮細胞は消失する。 このとき, フィブロネク
チンは早期から活性がなくなり, ラミニンやIV型 コ

ラーゲンは内皮細胞が消失した後にも残存する.

成を認めるなど,血管の構造に関する限リヒトにおけ

る新生血管と類似していた.ただし,モ ルモットの角

膜においては,他の報告にみられるような36)窓構造は

認められなかった。血管が新生する過程で,内皮細胞

にみられる発芽 (budding)や 細胞突起 (protrusion),

細胞内小器官の発達した活性の高い内皮細胞などの形

態は,既に報告されているものと同様の内容である
05).

血管の新生に際して,基底膜を破壊するための蛋白

融解酸素であるコラグナーゼやプラスミノーゲンアク

チベーターが,内皮細胞から分泌されることが知られ

ている42)43)。 これらの酵素の基底膜を融解する機構に

ついては,抑制因子をも含めてかなり詳細にわたり検

討されている。今回の動物実験で, ライソゾーム酵素

の分布について検索したところ,サル眼では組織間の

境界である Bruch膜や内境界膜などのさらに大きな

単位 としての周囲組織が破壊される際に,ま たモル

モット角膜においても実質の膠原線維層に大きな障害

が加えられる際に,酵素活性が充進していることが明

かとなった。眼内のライソゾーム活性についてのいく

つかの研究があるが,多 くは病的侵襲を加えた際に活

性が上昇する事が判っており
44)～ 46),少 なくともこの実

験系に関する限 り,血管新生の過程においては周囲組

織に対する侵襲が伴われているものと解釈される。

増殖した内皮細胞が遊走し,遊走 した先で周囲にあ

る結合織と親和することを促す物質として, フイブロ

ネクチンが注目されている
47)。 この物質は,血管内皮細

胞の DNA合成を刺激し,内皮細胞の増殖や接着を促
進することが知 られており,眼科臨床においては角膜

上皮障害をもたらす種々の疾患に対して実際に応用さ

れている48)。 今回,角膜での検索では,フ ィブロネクチ

ンは明らかに管腔を形成する新生血管の周囲に検出さ

れたが, さらに角膜中央のまだ血管腔が形成されてい
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ない部位にも活性がみられた.こ のことは, フィブロ

ネクチンは遊走した内皮細胞,つまりまだ血管として
の形態を作らず,機能を発揮するにいたらない段階の

細胞を組織間に引き留めておくという作用があり,血

管新生の最前線で大きな役割を演 じていることを示唆

する。このような血管内皮細胞に対するフィブロネク

チンの遊走能に関する検討は,お もに大動脈内皮細胞
を使った実験で行われており,網膜血管に対して同様
な作用があるか否かは不明であった.今回のウシ培養

網膜血管内皮細胞による遊走能の検討により, フィブ

ロ不クチンは他の薬剤にみられない促進効果を有する

ことが証明され,眼内血管新生, ことに網膜から派生

する硝子体新生血管の発生に, フィブロネクチンが関

与する可能性が強 く示唆された。

遊走した内皮細胞が,血管壁を構成する成分として

形態または機能の上で分化しているか否かを間接的に

検討する手段 として,基底膜に関連する蛋白成分であ
るラミニンとIV型 コラーゲンとの関連性を調べた.両

者とも血管腔を形成する新生血管に沿って,ま たはそ

れから枝別れして検出された.完全に血管腔を形成す
るものには基底膜が全周を囲むのに対し,遊走しつつ

ある内皮細胞では部分的に基底膜が形成されていた ,

電子顕微鏡の所見に見合うものである.こ れらの基底

膜に関連する蛋白を,in vitroの 実験系で内皮細胞の

遊走に着目して観察すると, ラミニンが最も内皮細胞

と密接な関連にある蛋白であるという報告が
49), また

逆にIV型 コラーダンが遊走や成長に最も関連するとい

う報告があるが
50),今回の in vivoの観察においては

ラミニンとIV型 コラーグンとの間に明確な差は見られ

なかった。

血液第VIII因子は,分化した血管内皮細胞の表面に標

識される蛋白で,明 らかに血管腔を形成する細胞のみ

に検出され, まだ血管腔を形成しない遊走しつつある

細胞には, この蛋白はないものと解釈された。

4.新生血管の退縮

一度形成された血管が褪縮する過程で起こる一連の

形態学的変化として,内皮細胞障害,血小板凝集,血
流の鬱滞,単球の血管周囲集合,血管壁細胞の変性 ,
大食細胞による血管残校の除去,が起こることが報告
されている36).今 回の角膜における新生血管の消退過

程も,電子顕微鏡での所見はこれと一致している。ラ

イソゾーム酵素は,b‐ FGF除去後は活性が低下してい
たが,血管がまだ残っている部位には検出され,大食
細胞の機能である変性・壊死に陥った組織を清掃する
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ことは, このライソゾーム内の酵素に依存するものと

想像される。

新生血管が消失する過程で見られた周囲環境,お よ

び細胞特性の変化は以下のごとくであった (図 25).

内皮細胞の分裂と遊走に関連するフィブロネクチン

は,b―FGFを除去して血管が退縮をはじめると,明か
な血管腔を形成するもののみに検出され,他の部位に
は見られなかった。これは,血管が新生する時期の所

見とは大いに異なり,血管が新生する時期には高い活

性を持つフィブロネクチンが,血管新生の原因が除去
され退縮しはじめると,速やかにその活性を失ってい

くものと考えられた。

ラミニンとIV型 コラーゲンは管腔を形成する細胞の

周囲には明らかに検出されたが,それ以外にも管腔に

連続して紐状に認められた。これは,電子顕微鏡で血

管としての構造はほとんど消失しているにもかかわら

ず,血管壁を構成していたと思われる細胞が残存し,
その周囲に基底膜様の物質が残っていた所見と一致す

る。つまり,血管の消失過程では細胞成分, ことに内

皮細胞は早い時期から消失し,線維性結合織の部類に

はいる基底膜は比較的長 く残存するものと考えられ

る。

血液凝固第VⅢ因子は,b―FGFを 除去すると,も ちろ
ん血管腔を形成する細胞のみに検出されるが,血管が

新生される時期のものとの違いは,染色が虫喰い状 ,
つまり同じ血管でも染色される部位と染色されない部

位とがあることであった.電子顕微鏡でみると,明 ら
かに赤血球を含む管腔はあるものの,内皮細胞は部分

的にしか認められず,内皮細胞が脱落した所見があり,

これが虫喰い状に見える血液第V‖l因子の異常染色様態

の裏付けになるものと思われる。

稿を終えるにあたり,今研究にご協力とご助言をいただ

いた先生方に深く感謝致します。また,研究を進めるにあた

り,終始あたたかいご支援をいただいた東京大学眼科教授

増田寛次郎先生,東京女子医科大学糖尿病センター所長平

田幸正先生,東京女子医科大学眼科教授 (病院長)内 田幸男

先生に深謝致します.さ らに,研究に多大なご援助を下さい

ました京都府立医科大学教授糸井素一先生, オリンピアク

リニック井上洋一先生に感謝の意を表します .
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