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研究成果の概要（和文）：網膜分枝閉塞症を含めた虚血性網膜症の病体形成には、眼内 VEGF

の動態が深く関与していている。これらの病態において長期的に視力を維持するためには、同

じく眼内 VEGF 濃度を低値に抑えることが望ましいことが明らかになった。また、マウスの実

験からは、網膜虚血に随伴する網膜新生血管の形成に、末梢血由来の炎症性細胞の関与は尐な

い一方、硝子体中のマクロファージの役割は重要であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：The intraocular dynamics of VEGF plays a critical role in the 

pathogenesis of ischemic retinopathy including branch retinal vein occlusion. The long 

term suppression of intraocular VEGF levels proved important to maintain vision. In the 

experiments using mice, the role of inflammatory cells in the peripheral circulation was 

shown not to be essential for the formation of retinal neovascularization. Meanwhile, 

macrophages in the vitreous may be important in this aspect. 
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１． 研究開始当初の背景 
血管内皮増殖因子（Vascular Endothelial 
Growth Factor; VEGF）は糖尿病網膜症、加
齢黄斑変性、未熟児網膜症をはじめとする
様々な網脈絡膜血管疾患における異常血管
の病態形成に深く関与していることで知ら
れている。血管新生のメカニズムが明らかに
なるにつれ、それらに関わるタンパクを標的
とした治療法が研究されている。近年、糖尿
病網膜症、加齢黄斑変性症などの血管新生を
ともなう疾患に対する抗 VEGF 療法の有用

性が明らかになり、眼科領域でも盛んに臨床
研究がおこなわれている。我々は、これまで
失明に至る疾患に対して独自の視機能解析
と形態解析を組み合わせることにより、多く
の治療に対する効果の研究を行ってきた。
H19 年度までの研究で、遺伝性網膜変性疾患、
加齢黄斑変性および未熟児網膜症などの難
治性網脈絡膜疾患の病態解明に努めてきた。
その結果、網膜神経細胞の変性と血球・血管
系は密接に関係していることがわかった。す
なわち、網膜変性マウスで、VEGF はその受
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容体VEGFR2/Flk1を介して網膜神経幹細胞
の増殖を促進しうることが明らかになり、
VEGF はある面で網膜に保護的に働く可能
性が示唆された。さらに、網膜変性をおこす
rd1 マウスでは、人工的網膜剥離の作製によ
り視細胞と深層網膜血管の変性が同時に抑
制されることが分かった。この網膜保護作用
には何らかのサイトカインが働いていると
考えられたが、VEGF の病態への関与は明ら
かではなく、網膜神経細胞の変性と血管･血
球系にはより複雑なメカニズムの存在が想
定された。 
 虚血性網膜疾患の中でも未熟児網膜症は
極めて難治である。病態に VEGF の強い関与
が想定されるが、詳細は明らかではない。と
くに発育段階の周辺網膜・毛様体において血
管・血球系と網膜神経幹・前駆細胞の組織分
化および病態形成に関する役割を明らかに
することは、虚血性網膜疾患、とくに周辺網
膜が障害される重症未熟児網膜症の克服の
ための重要な研究であると考えた。 
 
２． 研究の目的 
第１に動物モデルにおける、虚血性網膜疾患
および網膜変性疾患の血管・血球系の役割を
明らかにすることを目的とした。具体的には、
次の 6点を課題とした。① マウスにおいて、
骨髄細胞が、網膜神経細胞および網膜血管内
皮細胞に対し、障害的に作用するか保護的に
作用するかを、組織学的学的に調べる。② マ
ウスにおいて、網膜を周辺部、視神経周囲、
血管周囲およびその他の部位に区分し、それ
ぞれの部位における骨髄細胞の役割を網膜
変性モデルを用いて解析する。③ マウスに
おいて、虚血性網膜症における新生血管の発
生と骨髄細胞の役割を明らかにする。④マウ
スにおいて、脈絡膜新生血管における骨髄細
胞とグリコサミノグリカンの役割を検討す
る。⑤ウサギ網膜変性モデルの作製とその表
現形の解析。⑥新しい黄斑部局所網膜電図測
定装置を開発する。 
 
第２に網膜虚血性疾患をはじめとする血管
新生をきたす疾患における VEGF の関与を
調べる目的で、症例の臨床評価と臨床検体の
解析を行った。以下を課題とした。 
 (1)未熟児網膜症において、蛍光造影眼底検
査（FA）と前房水中の VEGF 濃度の測定を
組み合わせることにより、これらの関係につ
いて明らかにする。 
(2) 重症未熟児網膜症をはじめとする眼内血
管新生をきたす疾患に対する抗 VEGF 薬
（bevacizumab）投与によるフリーの VEGF
濃度の変化と血管の活動性に与える影響を
しらべる。 
(3) 網膜静脈分枝閉塞症(BRVO)の抗 VEGF
療法の功罪について、網膜厚と無灌流野の関
係を形跡する。 
 
第３に加齢黄斑変性症など、脈絡膜新生血管
を伴う病態をより深く理解するために、正常
眼、近視眼の脈絡厚を光干渉断層計（OCT）
にて測定した。 

３． 研究の方法 
マウスを用いた実験  
生後 30～60 日の C57Bl/6J マウスに 1 x 107

の EGFP 陽性細胞を移植した。骨髄細胞移植
マウスに対して、MNU 60 mg/kg を腹腔内投
与し、網膜神経細胞を変性させた。眼球を採
取し、EGFP 陽性細胞、網膜血管、残存網膜
神経細胞の分布を経時的に測定した。 
生後 1 日齢の C57Bl/6J マウスに EGFP 陽性
骨髄細胞を 5 x 106個移植した。移植 6 日後
から 5 日間マウスを 80％酸素に暴露した後、
マウスを 5 日間 room air で飼育し、網膜血
管新生を誘発した。同モデルにおいて、網膜
新生血管の分布と移植骨髄の浸潤の関係に
ついて伸展標本で解析した。 
生後、4-6 週齢のマウス眼底に対してレーザ
ーを照射した。その直後に片眼にへパリンを
他眼に PBS を注射した。眼は 7 日後に回収
し、伸展標本を作製し、CNV の面積を測定
した。同様に、レーザーを照射後、FITC-へ
パリンを眼内に注射した。眼を回収し、切片
標本にてへパリンの眼内分布を調べた。 
 
ウサギ・サルを用いた実験 
我々はまた、中型動物の網膜変性モデルとし
て、ロドプシントランスジェニックウサギを
作製した。まず、ウサギに対してロドプシン
遺伝子の 347番目のプロリン(CCG)がロイシ
ン(CTG)となるような変異を遺伝子導入した。
6 つのライン Tg ウサギの作製に成功した。
これらのウサギを用いて ERG 解析、組織学
的解析、免疫学的解析を行った。 
我々は、既存の黄斑部局所 ERG 装置を新し

く改良した。眼底観察に赤外線眼底カメラ、
刺激に赤色 LED、背景に青色 LED を使用し
た。この刺激の組み合わせにより、PhNR を
最も効率的に惹起できる。この装置を用いて、
サルの局所網膜電図の測定を試みた。 

 
未熟児網膜症と眼内 VEGF  
未熟児網膜症の臨床評価としては、高解像度
超音波 B-mode、OCT による形態学的な評価
と、広角デジタル眼底撮影装置を用いた FA
により新生血管の活動性の評価をおこなっ
た。未熟児網膜症眼の前房水採取に関しては、
１）bevacizumab 投与前に、２）経角膜輪部
硝子体手術の際に、あるいは３）輪状締結、
強膜内陥術時におこなった。またコントロー
ルとなる前房水に関しては、先天白内障眼に
対する白内障手術の際に採取をおこなった。
採取した前房水を用いて、ELISA 法で VEGF
の定量をおこなった。なお Bevacizumab 投
与群に関しては硝子体投与時とその後の硝
子体手術時に前房水を採取することにより
bevacizumab 投与によるフリーの VEGF 量
の変化を測定し、また上記臨床評価を施行し
た。 
 
BRVO 抗 VEGF 療法 
網 膜 静 脈 分 枝 閉 塞 (BRVO) に 対 し て
bevacizumab 療法を行った場合に、網膜虚血
を促進する可能性がないかどうかを調べた。
この目的のために、58 名の BRVO 患者の



 

 

bevacizumab療法前および注射後1か月にフ
ルオレセイン蛍光眼底造影を行い、無灌流領
域(NPA)の面積をデジタル画面で定量してそ
の変化を調べた。 
また、BRVO の黄斑浮腫に bevacizumab 療
法を行うと、浮腫再発時に浮腫の高さが治療
前より悪化するというリバウンド現象が起
こりうる。そこで我々は、bevacizumab 療法
を行った 65 名の BRVO 患者について、リバ
ウンド現象の頻度を調査するするとともに、
どのような患者がリバウンド現象を起こし
やすいかについて多変量解析を用いて解析
した。 
 
OCT と脈絡膜厚 
OCT を用いて脈絡膜厚測定を行った。脈絡膜
は網膜下に位置するため、脈絡膜の描出は一
般的には難しいが、症例に応じて Enhanced 
Depth Imaging (EDI)も用いて測定を行った。
まずは正常眼についてマッピングを行い眼
底全体の厚みマップを作成し、その分布解析
を行った。強度近視眼（近視性合併症僚眼）
についても、1 年の経時変化による眼軸の延
長に伴う中心窩下脈絡膜厚や中心窩から
3mm の後部ぶどう腫高、および網膜色素上
皮長の変化について解析を行った。 
 
４．研究成果 
H20年度 
網膜変性疾患の血管・血球系と網膜神経細胞
の役割および分子病態を明らかにするため、
成体のマウスの正常網膜における骨髄由来
の細胞の役割について骨髄移植を用いて検
討した。その結果、尐なくとも組織が完成し
た成体においては、骨髄由来の細胞は網膜内
にほとんど生着しないことが確認された。し
かし、ＭＮＵを投与し、成体マウスに網膜変
性を誘発すると、多数の骨髄由来の細胞が網
膜内に急速に侵入した。それらの細胞の主な
網膜侵入経路として、視神経周囲のくも膜下
腔、毛様体、網膜血管（図 1）が重要である
と考えられた。 

図１MNU投与後 1日の骨髄由来細胞の分布 

 
次に、網膜変性症の機能的解析を行うため、
中型動物モデルとして世界で初めて網膜色
素変性のウサギモデル（トランスジェニック
ウサギ）の作成に成功した。ウサギは眼球の
大きさがヒトに近いため、手術や投薬の実験
に使える動物モデルとしても有用であると
考えられた。サルを用いた実験では網膜神経
節細胞起源の電位起源を含むことで知られ
る、photopic negative response（PhNR）の
局所応答の記録に世界で初めて成功し、黄斑
部における PhNRの分布特性を明らかにした。
この電位の記録は、網膜の虚血性疾患（例え
ば未熟児網膜症など）の網膜内層機能の評価
にも使用できると考えられた。 
さらに、未熟児網膜症患者における VEGF の
関与を調べた。未熟児網膜症患者の前房水
VEGF濃度を測定したところ、網膜症の活動性
及び stage と VEGF 濃度に関連があることが
わかった。 
 
H21年度 
病的網膜血管新生の分子メカニズムと骨髄
由来細胞をターゲットとした治療の可能性
を明らかにするため、マウスを用いて、生理
的な血管新生や高濃度酸素負荷に続発する
病的な血管新生における骨髄由来細胞の関
与を検討した。高濃度酸素負荷後の網膜では、
一部の新生血管に GFP陽性細胞の集積があり
（図２）、その多くはマイクログリアの形態
的な特徴を有していた。しかし、同じ網膜内
でも骨髄由来細胞の分布は不均一であり、骨
髄由来細胞が生着していない新生血管もあ
った。そのため、その病態形成への関与は大 
きくないと考えられた。 

図 2網膜新生血管と骨髄由来分布 
 
次に、未熟児網膜症における前房水中の VEGF
濃度と採取時期、stage との関連について検
討した。すると、stageの進行するに従い VEGF
濃度が高くなり、同じ stageの中では、検体
を採取した時の週齢数が尐ない方が高かっ
た。bevacizumab 投与後に採取した検体では、



 

 

VEGF濃度の著しい低下が確認された。 
加齢黄斑変性の発生病態を形態学的にアプ
ローチするため、脈絡膜に焦点を当て、スペ
クトラルドメイン光干渉断層計を用いて、正
常眼における後極の脈絡膜厚マップを作成
し、その分布解析を行ったところ、視神経乳
頭下方の脈絡膜が有意に菲薄であることが
示された。    
 
H22年度 
 
滲出性加齢黄斑変性症モデルである、マウス
レーザー誘発脈絡膜新生血管（以下 CNV）モ
デルを用いて、抗血管新生効果・抗炎症効果
の両方を備えたへパリンの治療効果を検討
した。その結果、一定濃度以上のへパリンを
眼内投与投与することにより、CNVは縮小し、
炎症性細胞の浸潤が減尐した。FITCでラベル
されたへパリンを投与し、その眼内分布を調
べたところ、へパリンは血管組織および、CNV
に隣接した視細胞層への集積が確認された。 
次に、強膜内陥術を施行した未熟児網膜症眼
の前房水を解析した。手術時の平均修正在胎
週数は 43 週であったが、前房水を採取でき
た 18 眼の VEGF 濃度は 100～1890 pg/ml で、
1000 pg/mlをこえる眼は 1眼を除いて平均修
正在胎週数 40 週以内に集中していた。VEGF
濃度は、併用ありで 1101±470 pg/ml、併用
なしで 641±284 pg/mlであった。 
BRVO に対する bevacizumab 療法の功罪につ
いて詳細に検討した。我々はまず、BRVOの無
灌流領域（NPA）の面積をデジタル画面上で
測定し、抗 VEGF 療法前後の NPA 面積を比較
した。その結果、1回の bevacizumab 療法の
前後で NPAの面積は有意に変化しないことを
報告した（図３）。 

 
図３ bevacizumab療法と NPAの変化 
 
次 に 、 BRVO の 黄 斑 浮 腫 に お い て 、
bevacizumab 療法によるリバウンド現象を
研究した。BRVO68 名に対する bevacizumab
療法の結果を検討した結果、浮腫の発症早期 
 
 
 
 
 

で 浮 腫 が そ れ ほ ど 高 く な い 時 期 に
bevacizumab 療法を行った症例にリバウン
ド現象が起こりやすいことを見いだした 
（図４）。 

図４bevacizumab療法と網膜厚の変化 
 
正常眼を対象に、OCT を用いて脈絡膜厚マッ
プを作成し、脈絡膜厚の解析を行った。その
結果、正常眼では視神経乳頭下方に脈絡膜厚
の菲薄化領域があることを見いだした（図５
の矢印）。 
また、中高年の強度近視眼では、1 年の経時
変化で眼軸の延長（28.374±1.104 mm から
28.457±1.116 mm (P<0.001)）、後部ぶどう
腫高の増加（282±161μm から 309±176μm 
(P <0.05)）、網膜色素上皮長の延長（12.20 ± 
0.11mm から 12.23 ± 0.11mm(P <0.01)）、脈
絡 膜 厚 の 菲 薄 化 68.1±10.5μm か ら
64.1±12.9μm (P<0.01)が起こっていたこ
とを見いだした。 
図５脈絡膜厚マップ 
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