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実験的硝子体内血管新生モデル

須藤 史子,北野  滋彦,堀  貞夫

東京女子医科大学糖尿病センター眼科

要  約

有色家兎を用いて,硝子体内血管新生の実験モデルの作製を試みた。前処置 として,滅菌空気 0.3 mlを硝子

体に注入 して後部硝子体剥離を作製 した。 1週間後,塩基性線維芽細胞成長因子 (basic abroblast growth

factor,b‐ FGF)を徐放剤である ethylene vinyl acetate cOp01ymer(EVA)に 包んでペ レット状にしたも

のを,経強膜的に硝子体下腔に挿入 した.同時に,M皿ler細胞に選択的毒性 をもつ DL‐α‐ア ミノアジピン酸

(AA)2mgを ,硝子体へ注入 した。 2週間後には,検眼鏡的に,強膜穿孔創から硝子体内に挿入 した b‐ FGF
ペ レットを包み込むように形成 された線維性増殖膜内に新生血管を認め,螢光眼底造影では早期からペ レット

の周囲に螢光色素の漏出をみた。病理組織学的には,電顕的観察において,新生血管の内皮細胞 に fenestra‐

tionを みとめた。この方法は簡便であり,か つ再現性が高 く,実験的硝子体内血管新生モデル として有用であ

る。 (日 眼会誌 96:959-966,1992)
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Abstract
The author developed a consistent model of intravitreal neovascularization in the eyes of pigment-

ed rabbits by incomplete posterior vitreous detachment after air injection followed by implantation of
basic flbroblast growth factor (b-FGF; 250 ng or I pg) in the vitreous and simultaneous intravitreal
injection of DL-a-aminoadipic acid in physical saline solution (1 ms/kg). Newly formed vessels were
observed in the proliferative fibrous membrane that surrounded the b-FGF pellet. In fluorescein
angiography, we observed fluorescein leakage from the newly formed vessels. Histologically, the
newly formed vessels showed fenestration of endothelial cells. This method provides an easy and
consistent model to study neovascularization. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96:959-966, 1992)

Key words : Intravitreal neovascularization, Basic fibroblast growth factor,
Posterior vitreous detachment, DL-a-aminoadipic acid

I緒  言

糖尿病網膜症をはじめとする網膜硝子体疾患におし

て,新生血管の発生は,新生血管および新生血管から

続発する合併症によって視機能障害をもたらし,最終

的には失明に至る重篤な状態である。 したがって血管
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新生の発生機序に基づいて,新生血管の発生を阻止す

ることは,視力予後を向上させる上で重要な課題であ

る。

血管新生の発生機序は,血管内皮細胞基底膜の離断 ,

血管内皮細胞の遊走増殖及 び成熟化の各過程 があ

り1)2),各
過程にそれぞれ促進因子 と抑制因子が存在す

ることが明らかになってきている3)。 また,血管新生の

基礎研究は,塩基性線維芽細胞成長因子 (basic ibro‐

blast grOwth factor,b‐ FGF)4)～ 7)を はじめとする血管

新生因子が同定,精製されたことから大きく進展 した.

b‐ FGFは ,血管内皮細胞の遊走,増殖,管腔形成のい

ずれの段階も促進する強力な血管新生因子である。

一方,発生する血管新生の抑制を検討する上で,実

験的に硝子体内血管新生の動物モデルを作製する必要

が あ る.様々な方法 で の作 製 が試 み られ て い る

が8)-14),容 易に再現性の良い硝子体内新生血管を作製

する方法は現在のところ確立 されていない.今回我々

は,網膜・硝子体血管新生に関与する因子を個別に検

討し,有色家兎に,b‐ FGFを網膜前に挿入して,実験

的硝子体内新生血管を容易に作製する方法を検討 し

た.

II 実験方法

実験動物には体重 2.5 kgか ら3.O kgま での有色家

兎 22匹 44眼 を用いた.ペ レットは,250 ngと lμgの

b―FGF(R&D社 )を ,徐放剤である ethylene vinyl

acetate cOp01ymer(EVA)で 包んで作製 した (以下

250 ng b‐ FGF, lμ gb‐ FGFと 略).DL‐α‐ア ミノアジ

ピン酸 (aminoadipic acid以 下 AAと 略)15)16)(sigma

社)は ,生理食塩水に溶解 させた後,水酸化ナ トリウ

ムで pH 7.2に 調整し,投与量を l mg/kgと した。有

色家兎をベントバルビタールナ トリウム (ネ ンブター

ルの 麻酔 (20 mg/kg)し , さらに塩酸オキシブプロ

カイン(ベ ノキシール③)に て点眼麻酔した。散瞳には ミ

ドリンP①の点眼を行い,0.02%希釈のグルコン酸クロ

表 1 各実験群

実験群  血管新生因子 硝子体注入

生理食塩水

AA
生理食塩水

AA
生理食塩水

AA

日眼会誌 96巻  8号

ルヘキシジン液 (ヒ ビテン③・グルコネー ト液)にて洗

眼消毒したのち,表 1に示す実験群にわけて実験した。

前処置 として,全群に,後部硝子体剥離の作製を目

的に,12時の毛様体扁平部に 27G針を用いて硝子体

中に滅菌空気 0.3 mlを注入した。気体の性質上,上方

に後部硝子体剥離ができやすいため, 1週間後に,検

眼鏡的に確認したのち,12時の角膜輪部から約 10 mm

後方の強膜を 18G針にて穿孔 したが,そのとき大量の

硝子体下液が流出し,不完全ながらも後部硝子体祭」離

が出来ていることが確認された。穿孔部より,摂子を

用いて表 1に示 した各ペレットを挿入した。また,毛

様体扁平部から26G針を用いて生理食塩水 0.2 mlを

注入することにより,ペ レットを後部硝子体 と網膜の

間に挟まれるように固定した.AA投与群は,ペ レット

挿入後注入する生理食塩水 0.2 mlに代わって,同量の

AAを硝子体注入した。

予備実験 として,lμ gb‐ FGFの徐放性を確認するた

めに長期観察したところ,血管新生発生例の経過は,

lμ gb― FGF固定後 10日 から 2週後に新生血管が出現

し, 4週以降に退縮傾向を示 した。したがって,各群

は 2週間眼底検査を行い,必要に応 じて螢光眼底検査

を施行した。また各群の動物は観察終了時に屠殺 し,

眼球を摘出した。摘出眼球は毛様体部を角膜輪部に平

行に切開を加え試料を細切 した。網膜前増殖組織を

2.5%グ ルタールアルデ ヒド及び 1%四酸化オス ミウ

ムで型の通 り固定後,ユ タノール系列にて脱水,エ ポ

キシ樹脂にて包埋 した。厚切 り切片は トルイジンブ

ルー染色によるものを光学顕微鏡下にて観察 した。超

薄切片は,酢酸ウラニール, クエン酸鉛の二重染色を

表 2 各実験群における網膜剥離,増殖膜および新

生血管の観察結果

実験群  網膜剥離  線維性増殖膜  新生血管(発生率)

Ｉ

Ｈ

Ⅲ

Ⅳ

Ｖ

Ⅵ

0/4眼

0/4

0/9

1/9

0/8

4/10

眼巾

酔

蜘

”

申

0/4眼 ( 0%)
0/4( 0%)
0/9( 0%)
3/9(33.3%)
1/8(12.5%)

9/10(90.0%)

Ｉ

Ｈ

Ⅲ

Ⅳ

Ｖ

Ⅵ

EVAの `み

EVAの み

EVA+b‐ FGF 250 ng

EVA+b‐ FGF 250 ng

EVA+b‐ FGF lμ g

EVA+b‐ FGF lμg

表 3 ア ミノアジピン酸 (AA)注 入群 と非注入群

の比較

実 験 群 AA 新生血管   (発生率)

Ｖ

Ⅵ

Ⅲ

Ⅳ

AA(一 )

AA(十 )

1/17眼

12/19

(5.9%)
(63.2%)

AA:DL_α _ア ミノアジピン酸
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生は確認されなかった.AAを 硝子体注入したIV群で

は, 9眼中全例に同様の線維性増殖膜がみられ,その

うち 3眼 (33.3%)に新生血管の発生を確認 した。

V群 とVI群は,lμ gb‐FGFを血管新生因子 として用

いたものであ り,生理食塩水を硝子体注入したV群で

は,同様の線維性増殖膜が全例にみられ, 8眼中 1眼

(12.5%)に 新生血管の発生を認めた。AAを硝子体注

入したⅥ群では,全例に強膜穿孔創からペレットを包

み込 む様 に線維性増殖 膜 が み られ,10眼 中 9眼

(90.0%)と 高率に新生血管を確認した。新生血管の発

生をみなかった 1眼 は,髄翼血管の拡張や網膜の自濁

など,検眼鏡的にAAの変化がみられないものであっ

た.

AA注入について比較 してみると,AAを 硝子体注

入しなかったIII群・ V群は 17眼中 1眼 (5.9%)に し

か新生血管を確認できなかったのに対し,注入 したⅣ

群・VI群では,19眼中 12眼 (63.2%)と AAの注入に

より新生血管の発生率を高めることが出来た。

経過観察中,限局性の網膜剥離を 44眼中 5眼 にみた

が,網膜剥離の有無は血管新生の程度に相違を見るこ

とはなかった。また検眼鏡的に上記した以外に,前房

や硝子体に炎症細胞の浮遊などの炎症所見は観察 され

なかった。

施して透過型電子顕微鏡 (Hitachi H-7000)に て観察

した。

III 結  果

各群の観察結果を表 2・ 表 3に示 した。挿入 した

b‐ FGFの ペレットは,髄翼上にのるかあるいはかな り

髄翼に近い位置におさまり,観察期間中を通 じて挿入

時と同様の位置に確認された。硝子体内新生血管は,

眼底検査において,網膜前の線維性増殖膜に血管を明

らかに認めるものとしたが,線維性増殖膜のみと思わ

れたものは,螢光眼底検査を施行し,増殖膜からの
,

静注早期での螢光色素のびまん性漏出の有無を検討 し

た。さらに病理組織学的に観察し最終結果を判定した。

I群 とII群は血管新生因子を含まない対照群であ

り,眼底・ 螢光眼底検査において,全例 とも線維性増

殖膜および新生血管の発生をみなかった.AAを 硝子

体注入した II群 は,AAの影響で翌 日から2週間後 ま

で,髄翼内の血管の拡張および蛇行がみられ,網膜の

色調がやや自濁 していた。

HI群 とIV群 は,250 ng b― FGFを血管新生因子 として

用いたものであ り,生理食塩水を硝子体注入したHI群

では, 9眼中全例に強膜穿孔創からペレットの根元ま

での軽度の線維性増殖膜がみられたが,新生血管の発

図 lA 家兎の眼底写真 .

アミノアジピン酸注入後の反応である髄翼内血管の拡張・蛇行および強膜穿孔創 (p)

と髄翼上のペレット (b‐FGF lμ g)(矢印)お よび髄翼部にかけて線維性の増殖膜の

形成を認める.
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図lB 螢光眼底検査早期 (静注 97秒後)像 .

ペレットと線維性増殖膜に螢光剤の漏出を認める

これら硝子体内新生血管が明らかになった検査所見

を示す.眼底検査では,強膜穿孔創からペレットを包

み込むように薄い線維性増殖膜が形成されていた (図

lA).増殖膜に隠れて新生血管は確認できないが,螢

光眼底検査において,ペ レットの回 りの増殖膜に一致

して,静注早期からびまん性の螢光色素の漏出がみ ら

れた (図 lB).ペ レットを挿入した際に作製 した強膜

穿孔創から硝子体中に立ち上がる増殖組織を光学顕微

鏡で観察したところ,穿孔部付近の創傷治癒に伴 う上

強膜血管の侵入および脈絡膜血管の拡張があり,い く

つかの小血管が硝子体中の増殖組織に入 り込んでいた

(図 2A)。 この増殖組織は線維芽細胞 と膠原線維から

なり,そ の中に小血管が散在 していた。また,網膜色

素上皮細胞によると思われるメラニン色素顆粒がみ ら

れた (図 2B).電子顕微鏡での観察では,新生血管は

内皮細胞 と不連続にこれを取 り囲む壁細胞および基底

膜で構成されていた (図 3A)。 また,内皮細胞には窓

(fmestration)が みられ,脈絡膜血管と類似した形態

を示していた (図 3B)。

IV 考  按

1.実験モデル

眼内血管新生の研究を行 うのに,網膜硝子体内血管

新生の動物実験モデルは非常に重要かつ必要であるた

め,古 くから化学刺激8),外 傷9),網膜血管の閉塞 1° ),

大量の酸素投与11),硝 子体内腫瘍細胞片移植12),硝子体

内培養線維芽細胞注入13)14)に よる実験モデルが報告 さ

れている.と ころが,組織への侵襲が大きく,血管新

生抑制効果の検討にまで応用できるほどの再現性の高

い,手技の容易なモデルはまだ報告されていない.そ
こで我々は,再現性の高い血管新生因子,理想的な血

管新生因子の固定法,そ して血管新生を促進する条件

を揃えることにより,効率よく網膜硝子体内血管新生

がおこり,実験モデルが作製で きると考えた。これら

三つの因子 として,b‐FGFの挿入,後部硝子体剥離の

利用,AAの硝子体注入を選び,実験モデルの作製につ

いて検討 した。

2.血管新生因子

血管新生因子 として用いた b‐ FGF4)～7)は
,既に,角膜

において,250 ng b‐FGFペ レットを半層切開を加えた

角膜に挿入することにより,再現性のある新生血管を

作製することができるため,血管新生を抑制する薬剤

の定性や定量に応用されている5)。 また,糖尿病網膜症

をはじめ とす る硝子体内新生血管を来す疾患におい

て,b‐ FGFは網膜血管の基底膜に存在することが免疫

組織化学的に確認されてお り°),実験的に網膜血管の

蝙
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図2A 強膜穿孔部の光顕像.

穿孔部の脈絡膜血管が拡張し硝子体内増殖組織中に入り込んでいる.ト ルイジンブルー染色 (× 130)

図 2B 硝子体内増殖組織の光顕像.

図2Aの枠内の強拡大,線維芽細胞と膠原組織から成る増殖組織内に血管腔 (*)が認められる

組織内にはメラニン色素顆粒がみられる。(矢印).ト ルイジンブルー染色 (× 840).
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図3A 硝子体内増殖組織の電顕像.

薄い内皮細胞と壁細胞から構成された小血管が認められる (× 2,700)

96巻  8号

. 0.5 μm

=1‐
'・・ ■

図3B 図3Aの枠内の強拡大.

新生血管の内皮細胞には,窓 (たne■ration)(矢 印)を認める (× 47,400).
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毒性を持つ AAを選び,AA2mgを ペレット挿入後の

生理食塩水に代えて,硝子体内注入した。AAを注入し

たIV群・Ⅵ群は 19眼中 12眼 (63.2%)と ,血管新生

因子 とAAの併用で新生血管の発生率をかな り高め

ることができた。AAの 作用については,AAを 10

mg/mlの 濃度で硝子体内へ注入すると,Muller細胞

に著明な浮腫がおこる.特に無髄神経線維部の網膜で

は,Muner細胞の核染色性の低下,ク ロマチンの凝集 ,

胞体 とその突起の腫脹がみられ,腫脹は特に神経線維

層 と神経節細胞層において顕著であ り,有髄神経線維

部の網膜では M● 1ler細 胞に加えて乏突起神経膠細胞

にも変化が及ぶことが知 られている15)。 他のア ミノ酸

と比較 しても,AAが組織学的にMuner細胞に選択的

毒性をもつことが確認されている16)。 Muner細胞は
,

感覚網膜において基底部を内境界膜にもち,その先端

部は視細胞にまで達す る網膜固有のグ リア細胞であ

る.グ リア細胞は,血管内皮細胞間の tight junction形

成に関与することから20),Muller細 胞が網膜血管内皮

細胞の血管形成に何 らかの役割を果たしていることが

示唆 される。Muller細胞の変化が可逆的か不可逆的か

は,今回の実験においては明らかなことはわからない

が,硝子体へ血管が進入するためには,Muner細 胞自

体,Muller細胞の基底膜である内境界膜や網膜血管の

基底膜への障害が必要であ り,新生血管の形成には健

常な Muner細胞を一過性にでも損傷す ることが条件

の一つ と考えられた。

5.実験モデルでの新生血管の検討

b―FGFを挿入した時に作られた強膜穿孔創から,髄

翼上のペレットにかけて線維性増殖膜がみ られ,そ の

中に新生血管の発生が認められたが, この新生血管の

起源について検討した。家兎はヒトと網膜血管の分布

が異な り,髄翼部を除いては網膜は無血管であること

から,穿孔した部位を介 して脈絡膜由来の血管が増殖

膜に伸展 した場合と,髄翼部の網膜血管が増殖膜によ

り牽引され伸展してきた場合とがある。b‐FGFを挿入

するときに作られた強膜穿孔部における創傷治癒作用

として,上強膜血管が,結合織とともに侵入した可能

性 も否定できないが,今回の病理組織学的検索では
,

連続切片での観察から,脈絡膜血管が強膜穿孔創を通

じ,周 囲の細胞線維性結合織とともに硝子体中に増殖

侵入 してきたものと考えられた.

また,網膜下新生血管の発育,発生には,局所の炎

症が直接的な引金 (促進因子)に なっているという報

告がある21)。 AAを硝子体注入すると,検眼鏡的に髄翼

増殖に b‐ FGFが関与しているという報告7)が ある。も

し,b― FGFが硝子体内新生血管における血管新生因子

の一つ として存在するのなら,b‐ FGFを 眼内に投与し

て硝子体内新生血管を作製することが可能 と考えた。

しかしながら,b― FGFペ レットの単独投与のみでは
,

硝子体内新生血管の発生はみられなかった。その一因

に,こ れ らの実験 モデルでの新生血管の発現は,b‐

FGF,腫瘍細胞片および培養線維芽細胞などの血管新

生促進因子が網膜血管に直接接触する必要があること

があげられる。この条件を満たすために,我々は次に

述べる後部硝子体剥離を利用 した。さらに,血管新生

因子の容量については,角膜モデルでの 250 ngと 4倍

量の lμgと を用い比較 してみた。III群・Ⅳ群 とV群・

VI群 を比較 して明らかのように,lμgの ペレットを用

いたV群・VI群に血管新生が起 こる確率が高かった。

従って,血管新生因子の作用には容量依存性があるこ

とが示唆された。

3.後部硝子体剥離

血管促進因子の理想的な固定法 として,我々は後部

硝子体剥離を利用 した。家兎の視神経乳頭は硝子体癒

着が強固で,気体のみではこれを景」離できないため,

Minerら 17)ゃ Thresherら 18)の
報告にあるよ うに,実

際は不完全後部硝子体剥離 となっていたが,空気注入

により人工的に後部硝子体剥離を作製 し,b‐FGFペ
レットを後部硝子体 と網膜の間に挿入し,硝子体液を

排液後に,毛様体扁平部から生理食塩水を注入して網

膜面と後部硝子体面に挟まれるように固定する方法を

試みた.血管新生因子の固定法については,網膜血管

との直接接触が必要であるために,b‐FGFペ レットを

網膜鋲や 8-0ナ イロン糸の縫着による固定法が報告

されているが"),手技が煩雑であ り,経硝子体的に固定

するため眼内炎の危険性が増す。その点,後部硝子体

剥離の作製は,空気注入時に自内障を併発することが

あるが,前者に比較 して手技が単純であること,ま た

b‐ FGFペ レットを血管 と直接接触 させてお くのに充

分であ り,理想的な血管新生因子固定法と思われた.

4.DL‐ α‐アミノアジピン酸 (AA)

生理食塩水を注入 した III群・ V群では,b‐FGFペ
レットを網膜上に固定でき,強膜穿孔創からペレット

にかけて線維性増殖膜を全例に認めたのに対 し,17眼

中 1眼(5.9%)に しか新生血管の発生を認めなかった。

このことから,血管新生の発生機序の うち,血管内皮

細胞の基底膜融解,遊走の段階での障害を想定 し,網
膜に毒性を持つア ミノ酸の うち M道 1ler細胞に選択的
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血管 の拡張 と蛇行および網膜の白濁化が観察 された。

このモデルにおいても,薬物による炎症性反応は否定

で きないが,今回の実験 (II群 )か らでは,局所の炎

症が血管新生の直接的原因 となった とは言い難いと考

え られた。

このように,網膜硝子体内血管新生を容易にかつ効

率 よ く作成す る方法 として,血管新生因子であ る b‐

FGFの挿入,後部硝子体剥離によるペ レットの固定 ,

M●1ler細胞に選択的毒性を持つ AAの 硝子体注入,と

三つの過程を試作 した ところ,高率に硝子体内新生血

管の発生が認められた。AAと硝子体内血管新生の因

果関係は,今後の検討が必要であると思われるが, こ

のモデルは,方法 も簡便であ り,再現性 も高 く,血管

新生に対する抑制効果判定の検討にも有用なモデルで

あると思われた。

本論文の要旨は第 94回 日本眼科学会 (平成 2年 5月 ,岡

山)にて日演した。
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