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緒言 

 

 眼の血管系は伸長と退縮が組み合わさったユニークな発達過程を示し、類似

の現象は他器官の血管系では確認されてない。すなわち、胎生期に水晶体を栄

養するために硝子体動脈が眼球乳頭部から進入し、分岐した血管網が網膜に沿

って硝子体全体に広がる固有硝子体血管（vasa hyaloidea propria, VHP）をつくる。

また別の血管束は水晶体に向かい、水晶体後面をおおう水晶体血管膜（ tunica 

vasculosa lentis, TVL）をつくる（図 1）。これら 2 つの血管系を合わせて硝子体

血管系 hyaloid vasculature と呼ぶが、この血管系が残存すると視野の邪魔になる

ため、生後次第に退行する。それと入れ代わりに網膜固有の血管系が網膜内の

表層を広がっていく（図 2）。 

マウスの場合、硝子体血管系は生後 7 日ごろから 退縮を始め、16 日ごろに 

消滅する (Brown et al. 2005)（図 3）。この硝子体血管系伸長・消退の分子機構や

血管鋳型標本による研究は散見される。例えば、血管内皮細胞に対して、マク

ロファージは単独で隣接するウイント経路を介し硝子体血管の退縮プログラム

を誘導する（Lang and Bishop 1993; Lobov et al. 2005）、あるいは VEGF を発現

する水晶体上皮細胞と、その受容体である flk-1 を発現する硝子体血管内皮との

物理的な距離の乖離によって退縮

が引き起こされる（Mitchell et al. 

1998）という報告もある。起こるは

ずの消退が不完全であれば、重篤な

視力障害につながる。一方、眼の血

管系をモデルにして血管の伸長・退

行機序が解明できれば、人為的に血

管系の成長や退行をコントロール

でき、がんを栄養する 血管を退縮

させ兵糧攻めにするがん治療や脳

血管傷害の治療への応用が期待さ

れる。 

図 1 樹脂鋳型標本による幼若ラット硝子体 

血管系の観察。日眼会誌 86(3): 61-73, 1982 から転載 
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図 2 硝子体血管系の発生と退行 

標準組織学・各論（藤田尚男、藤田恒夫著、2017 年、医学書院）から転載 

 

 

  
図 3 シリコン鋳型標本によるマウス硝子体血管系の退縮 

Quantitation of Hemodynamic Function during Developmental Vascular Regression in the Mouse 

Eye（Investigative Ophthalmology & Visual Science 46(7): 2231-2237, 2005）から転載 

 

 

生命活動はエネルギーの授受によって維持されている。エネルギー交換の現

場を担っている分子が、細胞膜に存在する栄養素のトランスポーターである。

生体の主要な栄養素としてはグルコース以外にモノカルボン酸がある。モノカ

ルボン酸とはカルボキシル基－COOH を１つもつ有機酸で、乳酸やケトン体な

どが含まれる。特定の細胞にとって、また通常の細胞でも特殊な状況下では、

グルコースよりケトン体や乳酸が主な栄養源となることはよく知られた事実で

ある。地球創成のころから、生物は解糖系（発酵）と呼吸による２つのエネル

ギー産生系をもって進化してきた。前者によって乳酸やピルビン酸が生じるが、

これらは決して不要の産物ではない。したがって、細胞が生存するために必須

の栄養素トランスポーターとしてグルコーストランスポーター（glucose 
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transporter, GLUT）とともにモノカルボン酸トランスポーター（monocarboxylate 

transporter, MCT）をあげてよいだろう（図 4）。GLUT ファミリーは現在まで

に 14 種類のサブタイプが同定されているが、最初に cDNA がクローニングされ

たのが GLUT1 である。GLUT1 は 12 回膜貫通型タンパク質で C 末端と N 末端

が細胞質側にあり、促進拡散型の輸送体として知られている。胎児組織に広く

分布するが、成体では脳の血管内皮、網膜色素上皮、胎盤の細胞性栄養膜など、

血液と組織間のバリアに発現することは周知の事実である（Takata et al. 1997）。 

一方、MCT１は 14 種類ある MCT ファミリーのサブタイプの一つで、12 回膜

貫通型のプロトン共役型輸送体である。この中では、MCT1 が最も広い発現を

示す（Iwanaga and Kishimoto 2015）。また、MCT1 が GLUT1 と同じ組織部位に

発現する点も興味深い。 

 

 

図 4 細胞が発現する２つの主な栄養素トランスポーター  

 

 

 

 

脳では、グルコースを取り込むために、血液脳関門である血管内皮に GLUT1

が発現している。しかし、新生子期に限っては、脳の血管内皮には MCT1 がよ

り強く発現している（Vannuci et al. 2003）（図 5）。これは新生子の血中に栄養素

としてケトン体や乳酸が豊富に存在することで説明される。これらは、母乳中

に高濃度含まれる脂肪に由来する。またマウスの場合、離乳は 20 日過ぎに完了

する。血液脳関門、すなわち脳血管内皮での MCT1 から GLUT1 への転換は離

乳前後に起こる。網膜は脳組織の一部であるので、MCT1 から GLUT1 への同様

の移行が行われていることは十分想像できる。ところが第１章で述べるように、

硝子体血管系では胎生期から新生子期にかけて GLUT1 を主に発現していた。 
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図 5 マウスの脳血管内皮での GLUT1 と MCT1 の染色 

成体では GLUT1 を強く発現するのに対し、新生子では MCT1 を強く発現する。 

 

第 2 章では、硝子体血管壁に貼り付くマクロファージに注目した。このマク

ロファージは LYVE-1（lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1）を発現

する（Zheng et al. 2010）。ついで galectin-3 の免疫染色を試み、予想外の結果が

得られたことからこの研究が始まった。ここで扱う galectin は β ガラクトシド

を認識する動物レクチンの一種である。カイメンからヒトまで構造はよく保存

されており、15 種類のサブタイプがある。分子構築的にはプロト、キメラ、直

列反復型に分類され、galectin-3 はその中でも唯一キメラ型に相当する。当研究

室で長年研究対象としてきた galectin-3 はさまざまな組織に普遍的に発現する

が、内在性のレクチン型タンパク質として肝臓のクッパー細胞を含む一部のマ

クロファージにも発現が見られる。また好中球・好酸球・肥満細胞といった数

種の血球にも発現することが知られている (Liu 2000, 2005; Dumic et al. 2006)。

galectin-3 の機能は多岐にわたるが、特筆すべきは細胞接着や血球の内皮へのロ

ーリングにおける関与である（Sato and Hughes 1992; Inohara et al. 1996; 

Kuwabara and Liu 1996）。その結果、血球に発現する galectin-3 が血管内皮細胞

の糖鎖を認識して接着し、血管外の炎症部位への動員に寄与することになる。 

 本研究では、発達ののち一定の時期に急速に消退する硝子体血管系に注目し、

その特異な性状の一端を明らかにすることを目的に、第１章ではマウス発達中

の眼の血管内皮に発現する栄養素トランスポーターの発現様式を解析し、第２

章では硝子体血管系の組織化学的特徴について研究を行った。本研究で用いた

主な材料は網膜の whole mount 標本であり、網膜血管系の全体像を把握できる

という点で優れている。本研究で用いた主な研究手法は、特異抗体を用いた光

顕および電顕レベルの免疫組織化学である。本章で用いる網膜の免疫染色像は

すべて、展開した網膜を硝子体側から観察をしたものである。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

AF angiogenic front 

DAB  diaminobenzidine 

ECM extracellular matrix 

GLUT-1 glucose transporter-1 

LYVE-1  lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1 

MCT-1 monocarboxylate transporter 

PBS phosphate buffered saline 

PM pupillary membrane 

TVL tunica vasculosa lentis 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VHP vasa hyaloidea propria 
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第１章 マウス新生子の硝子体血管と網膜血管での栄養素輸送体

（MCT1 と GLUT1）の発現様式 

 

１．緒言 

 血液脳関門において本質的な役割を担う脳血管内皮細胞は、血中からグルコ

ースを取り込むためにグルコーストランスポーター (GLUT)-1 を発現する。一

方で、新生子脳の血管内皮は GLUT1 よりもモノカルボン酸輸送体 

(monocarboxylate transporter-1: MCT-1) を強く発現し、新生子がエネルギー源と

してミルクに由来するケトン体や乳酸などのモノカルボン酸に大きく依存する

ことに対応している（Gerhart et al. 1997; Pellerin et al. 1998）。実際、げっ歯類の

脳循環血を調べると、ケトン体および乳酸の濃度は授乳期間中に高く、離乳後

に低下する（Vannuci and Simpson 2003）。MCT1 は MCT ファミリーのメンバー

の中で最初に同定されたサブタイプで（Garcia et al. 1994）、乳酸、ケトン体な

どのモノカルボン酸をプロトン（pH）の濃度依存性に運ぶ膜結合型チャネルで

ある （Halestrap and Meredith 2004; Halestrap 2012, 2013）。成体では、網膜色素

上皮や脳血管内皮に代表されるように、血液組織関門のすべてが GLUT1 と

MCT1 の両方を発現する（Iwanaga and Kishimoto 2015）。 

 発達段階の眼の血管系は、のちに退行する硝子体血管系の存在を特徴とする。

眼動脈の枝である硝子体動脈は、視神経円板を通って胎子期の眼の中に入り、

分岐して 2 つのルートを水晶体に向かって走る。硝子体動脈から直進する血管

束は水晶体後面に達して、水晶体血管膜（tunica vasculosa lentis: TVL）を形成す

る（Cairns 1959; Hida 1982）。TVL の血管は車軸のように放射状に広がり、水晶

体の後面を完全におおう。硝子体動脈の近位部で分岐する別の血管束は網膜の

内面に沿って硝子体内で広がり、固有硝子体血管（vasa hyaloidea propria: VHP）

を形成する。VHP の枝の末端は硝子体赤道面で TVL と吻合する。VHP はまだ

血管が発達していない網膜内層を栄養し一次性の硝子体を形成するが、硝子体

血管系の中では消退の時期が比較的早い（Jack 1972; Hida 1982; Ito and Yoshioka 

1999）。この硝子体血管系の退行と同時に網膜固有の血管が伸びだしてくる

（Cairns 1959; Ashton 1968）。 

 眼の発達段階が進むと 硝子体血管系の退行の前に、網膜中心動脈が 6 つの動

脈枝をつくり放射状に広がり、網膜内層に血液を直接供給する永久的な血管系

を構築する。網膜血管系では、発芽による血管新生 angiogenesis が主な発達様

式とされているが、血島の形成を伴う脈管形成 vasculogenesis の存在を唱える研

究者もいる（Saint-Geniez and D'Amore 2004; McLeod et al. 2012）。網膜血管系は

全体像を観察するための whole mount 標本の作製が容易にでき、血管新生（ま

たは脈管形成）の研究に適している。 

 硝子体血管は血管周囲腔への物質の拡散を制限するため、タイト結合を内皮
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細胞間に発達させる（Braekevelt and Hollenberg 1970; Townes-Anderson and 

Raviola 1982）。従って、血液脳関門のように各栄養素に特異的な輸送体を必要

とする。しかしながら、眼組織の血管新生期における GLUT と MCT の発現に

関しては情報が不足しており、主な栄養素トランスポーターは何か、発育中の

どの時期に成体型に切り替わるかについては謎のままである。網膜の血管新生

に関する研究は、血小板由来成長因子（Fruttiger et al. 1996）や血管内皮細胞増

殖因子（Gerhardt et al. 2003）などの血管新生因子、ニューロン/グリアによる誘

導（Fruttiger et al. 1996; Zhang and Stone 1997）、カドヘリン（Dorrell et al. 2002）

やケモカイン（Strasser et al. 2010）などの接着因子の関与に焦点があてられて

きた。 

われわれの研究グループの予備実験により、新生子脳の毛細血管内皮におい

ては GLUT1 よりも MCT1 を強く発現するという既報のデータをまず確認した。

しかしながら、新生子の眼では脳とは異なる MCT1 と GLUT1 の発現パターン

が見出された。本研究では、MCT1 および GLUT1 の発現様式から眼の血管新生

を特徴づけるとともに、マウス発達段階の眼における血管構築の形態学的特徴

を明らかにする。 
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2. 実験方法 

2.1. 動物と組織標本 

 妊娠 ddY マウスは Japan SLC（Shizuoka, Japan）から購入した。本研究では、

E16.5 および E18.5 の胎子、生後 0～3、5、7、9、11、13、15、20、25 日の新生

子および成体マウスの眼球を使用した。過量のペントバルビタールナトリウム 

（Schering Plough Animal Health, the Netherlands）の腹腔内注射によりマウスを

安楽死させた。眼球を摘出し、pH 7.4 の 0.1 M リン酸緩衝液に溶解した４% 

paraformaldehyde 液中で 2〜4 時間固定した。その後 網膜および水晶体を実体顕

微鏡下で眼球から分離した。固定された組織の一部は 30%シュクロース溶液に

4℃で一晩浸漬し、O.C.T. Compound （Sakura Finetek, Tokyo, Japan）に入れ、液

体窒素中で急速凍結した。厚さ 12 μm の凍結切片を作製し poly-L-lysine でコー

トしたスライドグラスに貼り付けた。 

 すべての動物実験は「北海道大学における動物実験に関する指針」に基づい

て行われた。 

 

2.2. 免疫組織化学的染色 

 whole mount および切片標本を 0.3% Triton-X 100 入り 0.01 M リン酸緩衝生理

食塩水（phosphate-buffered saline: PBS）に浸漬した後、正常ロバ血清で前処理

した。二重免疫染色のために、それらをウサギ抗マウス MCT1 抗体（469–493 

amino acids of mouse MCT1; Kaji et al. 2015）、モルモット抗 GLUT1 抗体（460–492 

amino acids of mouse GLUT1; Sakai et al. 2003）、ラット抗マウス CD31 抗体（MEC 

13.3, 1:900: BD Pharmingen, Tokyo, Japan）から 2 つを選び、一晩 （切片用）ま

たは 4 日間（whole mount 標本用）インキュベートした。抗原抗体反応は Cy3

標識抗ラットまたはモルモット IgG（1: 400; Jackson ImmunoResearch, West Grove, 

PA）および AlexaFluor 488 標識抗ウサギ IgG（1: 200; Invitrogen, Carlsbad, CA）

によって検出した。免疫染色した切片の一部を核観察用に SyTO13（SYTOX, 

Invitrogen）で対比染色した。染色したサンプルをグリセリン/PBS で封入し、共

焦点レーザー走査顕微鏡（Fluoview; Olympus, Tokyo, Japan）下で観察した。切

片に対する免疫反応の特異性は吸収試験を含む従来の手順に従って確認された。

MCT1 および GLUT1 抗体による免疫反応は、対応する抗原（マウス MCT1 お

よび GLUT1）であらかじめ吸収された一次抗体を用いた場合に完全に消滅する

ことが確認された。 

 

2.3. 電子顕微鏡観察のための金コロイド銀増感法 

 厚さ 10〜14 μm の凍結切片を正常ロバ血清で 30 分間前処理し、ウサギ抗

MCT1 抗体 （1 μg/ mL）と共に一晩反応させ、続いて 1 nm 金粒子と共有結合し

たヤギ抗ウサギ IgG と反応させた（1: 200; Nanoprobes、Yaphank、NY）。市販キ
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ット（HQ Silver; Nanoprobes）を用いて銀増強後、切片を脱水し、Epon に直接

包埋した。超薄切片を作製し、酢酸ウラニルとクエン酸鉛の水溶液で二重染色

して電顕（H-7100; Hitachi, Tokyo, Japan）で観察した。 

 

2.4. 走査型電子顕微鏡 

 ペントバルビタール麻酔下で、出生後 7 日目のマウスを O2 で飽和した Lock

氏溶液に入れ、次に pH 7.4 の 0.1 M リン酸緩衝液に溶解した 2.5% glutaraldehyde

と 1.0% paraformaldehyde を含む混合液で灌流固定した。眼球および大脳皮質を

取り出し、約 1.5 mm の組織に細断し、同じ固定液に一晩浸漬した。固定した組

織片を 60℃で約 18 分間、6N NaOH で浸軟させ（Takahashi-Iwanaga and Fujita, 

1986）、0.02 M リン酸緩衝液（pH 7.3）中でガラスピペットを用いてすすぎ、穏

やかに部分破壊した。破砕後、試料を 0.1 M リン酸塩（pH 7.3）で緩衝した 1% 

タンニン酸、続いてリン酸塩（0.1 M, pH 7.2）で緩衝した 1% OsO4 に 1 時間浸

漬した。オスミウム浸漬した試料を段階的にエタノールで脱水後、酢酸イソア

ミルに移し液体二酸化炭素で臨界点乾燥した。乾燥した試料はプラズマオスミ

ウムコーター（Nippon Laser and Electronics Laboratory, Nagoya, Japan）で金属コ

ーティングし、SU8010 走査型電顕（Hitachi, Tokyo, Japan）を用いて加速電圧 5 kV

で観察した。 
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3. 実験結果 

3.1. 硝子体血管系 

 眼球の発達過程で、眼に特有の硝子体血管系は硝子体内で 2 種類の血管系、

すなわち固有硝子体血管（VHP）と水晶体血管膜（TVL）を生じる。新生子の

眼の whole mount 標本を、血管内皮マーカーである CD31 に対する抗体を用いて

染色すると、VHP は硝子体に広がる血管網（図 6a）であることがわかる。VHP

を送り出した後、硝子体動脈は水晶体に向かって硝子体の中心をまっすぐに伸

びる血管束を形成する（図 6b の TVL）。出生後これら血管系の退行と同時に、

出芽による新生血管が視神経円板から起こり網膜内を伸びて、固有かつ永久的

な血管系（図 6b の赤色の血管）を構築する。これらの像は げっ歯類を用いた

樹脂鋳型および色素注入試料の走査電顕や実体顕微鏡による先行研究の結果と

よく一致した（Cairns 1959; Hollenberg and Dickson 1971; Hida 1982; Ito and 

Yoshioka 1999）。 

 胎子（E16.5, E18.5）および新生子における VHP および TVL の血管内皮は本

質的に GLUT1 の免疫活性を示した（図 6b, c）。生後 3 日目の新生子から作製し

た組織切片を観察すると、GLUT1 と CD31 二重陽性の VHP と TVL が網膜お

よび水晶体に近接して分布していることがわかる（図 7）。VHP の近位部は分岐

が少なく比較的直線的なコースをたどるが、じきに波状の走行を示し、頻繁に

分岐吻合していた（図 8a）。VHP の血管は網膜内の毛細血管より 2 倍ほど太か

った。VHP は全長にわたり GLUT1 を発現していたが、少数の MCT1 陽性細胞

が GLUT1/CD31 陽性の血管内皮に混在していた（図 8）。MCT1 発現細胞は VHP

の周辺部（つまり下流部）においてより高い頻度で出現した。この場合、内皮

細胞は GLUT1 か MCT1 のどちらか一方のみを発現し、モザイク状の相補的な

発現パターンを示した（図 8b）。 
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図 6 GLUT1 および CD31 で免疫染色した生後 2 日目の網膜の whole mount 標本 

VHP の粗いネットワークが二重染色されている（a）。網膜中心部の拡大図を図 6b および c に示す。視

神経円板周囲にある成長中の血管網は CD31 抗体でのみ赤く染色されている。VHP は全長にわたって

GLUT1 抗体に陽性である。バー: 500 μm（a）、200 μm（b, c） 

 

図 7 生後 3 日目の新生子眼球の組織切片の免疫

染色  

VHPと TVLは GLUT1と CD31の両方を発現し、

黄色く見える。VHP と TVL の血管はそれぞれ 網

膜と水晶体に近接している。星印は網膜内部を伸

びる CD31 陽性の発芽血管を示す。バー: 200 μm 

 

図 8 生後 3 日目の VHP の MCT1 と CD31 の二重染色 

図 8b は図 8a の拡大図である。黄色または緑色に見える少数の MCT1 発現細胞が CD31 陽性の血管内

皮に混在している。バー: 200 μm（a）、100 μm（b）  
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 TVL の血管も VHP と同じく基本的に GLUT1 の免疫反応が陽性であった。水

晶体を後面から見ると、GLUT1 陽性の TVL は CD31 抗体で染色される血管と

完全に一致する密なネットワークを形成していた（図 9a, b）。ここでも少数の

MCT1 発現細胞が水晶体の後面（図 10）および側面（赤道面）（図 11）の

GLUT1/CD31 陽性の内皮中に混在していた。TVL の血管は前方に走って水晶体

の前面を部分的におおい、そこでは柵状の配列（図 12 の矢印）を示していた

—Hollenberg and Dickson（1971）が指摘した直線的な capsulo-pupillary network

に相当する。それらのあるものは水晶体の前面をおおう血管網である瞳孔膜の

血管（図 12 の PM）と吻合していた。瞳孔膜の血管は出生後に退行し始めるが、

生後 2〜9日では径が細くしばしば断片的で、依然として MCT1ではなく GLUT1

を発現していた。したがって、硝子体血管系はその全長で GLUT1 を発現するの

に対し、網膜および脳血管内皮はおもに MCT1 を発現する（後述）ことになる。 
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図 12 水晶体前面の GLUT1 と CD31 の二重染色 

GLUT1 を発現する TVL は赤道面で平行に走

り、柵状の配列（矢印）を示す。一部の枝は瞳孔

膜（PM）の細い血管に接続する。バー：200 m 

図 9 TVL を GLUT1 と CD31 抗体で免疫染色した水晶体の後面図 

分岐した TVL のネットワークは全長にわたって GLUT1 を発現している。バー: 200 μm 

 

図 10 MCT1 と CD31 抗体で染色された TVL の拡大図 

ここでもやはり、少数の MCT1 発現細胞が水晶体後面をおおう CD31 陽性の血管にモザイク状に存在

する。バー: 100 μm 

    

図 11 MCT1 と GLUT1 で二重染色された水晶体              

の赤道面 

GLUT1 発現血管の中に MCT1 陽性細胞（緑色）

が少数混在している。バー: 200 m  
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3.2. 発達中の網膜血管系 

 マウスでは生後に視神経乳頭から網膜固有の血管の新生 angiogenesis が始ま

り、典型的な発芽による血管新生が周辺に拡大する。CD31 抗体で染色された血

管網は、未成熟のためか生後 3 日目までは MCT1 抗体にも GLUT1 抗体にも反

応しなかった（図 6b）。生後 5 日目になると MCT1 の発現が視神経乳頭付近の

血管網にみられ、次第に MCT1 を発現する血管網が広がっていく。つまり、CD31

抗体で描出される血管が乳頭部から次第に成熟し MCT1 を発現するようになり、

7 日目には MCT1 陽性の血管網が網膜の広い範囲に認められた（図 13a, b）。 

 網膜中心動脈とその放射状分岐（通常は 6 つの枝）の内皮には生後 7 日目の

時点でも GLUT1 と MCT1 のいずれも発現していなかった。したがって、GLUT1

および MCT1 で染色した標本で動脈系を可視化することは困難であった（図

13a）。対照的に、静脈および毛細血管は MCT1 を発現していた（図 13a）。 

 MCT1 と CD31 の二重免疫染色した標本で VHP を観察すると、部位特異的に

トランスポーターの発現を示す血管新生の全体像がより明確に示された（図

13b）。伸張しつつある血管成長端では、filopodia を備えた血管前線を明瞭に識

別することができる（図 13a の AF: angiogenic front）。CD31 抗体によって可視

化されたこの発芽領域は MCT1 と GLUT1 をまったく発現しなかった。出生後

の視神経乳頭から始まった発芽は 9 日目までに網膜のほぼ全域に広がった。そ

の後 未熟な毛細血管網は成熟し（MCT1 を発現するようになり）、それらは次

第に動脈—毛細血管—静脈という循環血管系つくるようになる。MCT1 陽性の

成熟毛細血管網は均一な形態を有する血管網を形成し（図 14）、そこでは発芽

領域で見られる典型的な filopodia は観察されなかった。発芽領域と成熟毛細血

管網はそれぞれ Pitulescu ら（2010）によって言及された angiogenic front と central 

plexus に相当する。central plexus は remodeling plexus と呼ばれるものと同一で

ある (Gerhardt et al. 2003)。毛細血管網は静脈の周りに非常に密であったが、動

脈の近くには乏しく、動脈周囲には毛細血管のない領域 periarterial capillary-free 

zone が見られた（図 13b）。 

 筋特異的中間径フィラメントの主要成分であるデスミンの免疫染色により、

周皮細胞の分布を調べたところ、成長中の毛細血管は血管新生端 angiogenic 

front では、デスミン陽性の周皮細胞に包まれていた（Adams and Alitalo 2007）

（図 15a）。成長中の網膜において、周皮細胞は MCT1 陽性の central plexus でも

血管により沿っていた（図 15b）。したがって、周皮細胞は内皮の成熟度に関わ

らず血管全体に付随していると言える。 

 構築中の毛細血管における GLUT1 の免疫反応は生後 11 日以降に染色性が

徐々に増し、生後 20 日目には MCT1 の免疫反応と同じ強度になった。さらに、

生後 25 日目には毛細血管および静脈での GLUT1 の免疫反応が MCT1 のそれよ

りも強くなった。つまり、成体型の発現様式になったといえる。  
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図 13 生後７日目網膜 whole mount 標本の二重染色 

MCT1 および GLUT1 抗体で可視化した網膜血管の全容（a）。視神経乳頭から放射状に伸びる 6 本の静

脈（V）と毛細血管網は MCT1 に免疫陽性であるが、動脈（A）は陰性であるため ここでは見えない。TVL

の束は GLUT1 抗体のみに反応している。 b：網膜の毛細血管網は 2 つの異なる部分、すなわち angiogenic 

front（AF）と central plexus（CL）に分けられる。前者は CD31 に対してのみ免疫反応を示し、後者は MCT1

抗体に強く反応する。 c: CD31 抗体で可視化された filopodia（矢印）をもつ発芽先端の拡大図。これが

血管新生の成長端に当たる。バー: 200 μm （a, b）、50 μm（c） 

 

 

図 14 MCT1 と CD31 抗体で免疫染色した網膜血管の拡大図 

静脈（V）と動脈（A）間の central plexus（CL）を示す。毛細血管および静脈は MCT1 に関して免疫反

応陽性である（図 a）。毛細血管の拡大図（図 b、c）では、血管網の間にひげ状突起が観察される。バー: 

50 μm（a）、20 μm（b, c） 
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図 15 デスミンと CD31 の二重染色 

出芽領域（angiogenic front; 図 a）と成熟した毛細血管（central plexus; 図 b）でのデスミン陽性

の周皮細胞の分布を示す。周皮細胞（緑色）は出芽血管と成熟血管の両方に付随しているが、ひ

げ状突起（矢印）には関係していない。バー：50 m 

図 16 生後５日目の脳血管 

MCT1 と GLUT1 抗体で二重染色してある。血管内皮から細い突起（ひげ状突起）が出ている。

バー：20m 

 

 

 

図 17 脳組織での、ひげ状突起の電顕像（生後７日）  

走査電顕観察では、多くの長いひげ状突起が内皮から伸びている（図 a）。金コロイド免疫電顕

法では（図 b）、金粒子が内皮細胞から伸びるひげ状突起（矢印）の表面に付着している。N は核。

バー：1m 
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3.3.  MCT1 を発現する内皮に見られたひげ状突起 

 高倍率で生後 7 日目の血管網を観察すると、網膜内面のすぐ下にある MCT1

陽性毛細血管において多数の微細で長い突起が確認された（図 14）。それらの

突起は一定の太さを示し、径は 0.5 μm 未満と細く、樹枝状の分岐は見られなか

った。対照的に、血管新生端にみられる filopodia は根元の stalk 細胞から急に細

くなり、枝分かれする先端部をもつことから形状が不規則であった（図 13c）。

これらの微細突起は毛細血管の全長に沿って、単独または小グループで発生し、

全体的に一定の密度で周囲の網膜組織に広がっていた。これらの点で、内皮か

らの繊細な突起（ここではひげ状突起と呼ぶ）は、angiogenic front に見られる

filopodia とは似ておらず むしろ、植物根の吸収毛に似ていると言える。MCT1

を発現する静脈も同様のひげ状突起をもつが、MCT1 陰性の動脈にはひげ状突

起は観察されなかった（図 14a）。ひげ状突起は授乳中期（生後 5〜11 日目）に

数と密度がピークに達した。それらは生後 15 日目には減少し、20 日目にはほ

とんど消失した。同様の MCT1 陽性のひげ状突起は同時期の脳の毛細血管にお

いても見られた（図 16, 17）。 

 ひげ状突起の立体像を観察することを目的にグリア成分を機械的に破壊する

とともに ECM を消化除去した後、生後 7 日目の網膜内層の毛細血管網を走査電

顕下で観察した（図 18）。ひげ状突起は毛細血管内皮の基底面に沿って分散し

ており、免疫組織化学的所見と一致している。内皮から伸びるひげ状突起の太

さは 0.2〜0.5 μm の範囲であり、走行中に枝分かれするものもあった。ひげ状突

起の大部分は内皮細胞の境界部分から伸びだし、残りは細胞基底面の中央領域

から生じていた。 
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図 18 生後 7 日目の網膜における毛細血管の走査電顕写真 

細胞外マトリックスはアルカリ浸軟によって 完全に除去され、内皮細胞の表面が露出している。  内

皮細胞（E）の外表面から多くのひげ状突起が伸びだしている。バー: 10 μm（a）、1 μm（b）  
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4. 考察 

 硝子体血管系は、発達過程で網膜固有の血管が伸長するのと入れ替わりに退

行するという特徴をもつ。本研究では新生子マウスの眼を免疫組織化学的に染

色し、硝子体血管系の血管内皮では予想に反し GLUT1 が強く発現していること

を見出した。一方、網膜の血管新生では血管内皮において MCT1 がステージお

よび部位特異的に発現した。すなわち、angiogenic front の出芽直後の血管では

MCT1 と GLUT1 のどちらも発現せず、central plexus の成熟毛細血管と静脈は

MCT1 を発現していた。網膜血管の主な栄養素トランスポーターは脳と同様に、

離乳後に MCT1 から GLUT1 に移行した。また別の特徴として、網膜の MCT1

を発現する血管内皮には、発芽血管に特有の filopodia とは異なる長いひげ状突

起が観察された。 

 

4.1. GLUT1 を発現する硝子体血管系 

硝子体動脈由来の VHP は、互いに吻合する多くの枝を出し硝子体全体に血管

のネットワークを形成する。硝子体動脈はまた、レンズの後面および側面をお

おう密な血管網からなる TVL を形成する。マウスの VHP および TVL は、主に

内皮細胞のアポトーシスにより（Mitchell et al. 1998; Taniguchi et al. 1999）、生後

6 日以降に退行を開始するといわれている (Ito and Yoshioka 1999)。免疫組織化

学を用いた本研究は MCT1 を発現する網膜毛細血管および静脈とは対照的に、

VHP と TVL の血管内皮が発生初期から GLUT1 を発現することを明らかにした。

この脳血管とは異なる GLUT1 の特徴的な発現様式は、硝子体血管系が一時的な

血管であることまたは特殊な機能をもつ血管系であることに起因すると思われ

る。 

 VHP および TVL は毛細血管様の分枝吻合を示すが、走査電顕観察に基づく

研究では TVL は真の毛細血管を欠き、水晶体側方の柵状脈管 palisade-like 

vasculature に至るまで動脈の特性を保持すると考えられている（Strek et al. 

1993）。この考えは本研究で確認されたように、VHP および TVL の血管は網膜

表面の典型的な毛細血管よりもはるかに大きな径をもつという事実によって支

持される（Hida 1982; Strek et al. 1993）。また、Saint-Geniez and D'Amore（2004）

もすべての硝子体血管系がタイプとしては動脈型であると考えている。しかし

ながら、他の研究者は TVL がマウスでは毛細血管（Mitchell et al. 1998）

（Braekevelt and Hollenberg 1970）、ラットでは「大部分は毛細血管または周皮細

胞をもつ静脈」（Latker and Kuwabara 1981）としていることから、 TVL および

VHPを構成する血管の分類はマーカー物質を用いたさらなる分析が必要である。 

 興味深いことに、MCT1 を発現する内皮細胞が、主たる GLUT1 発現細胞と混

在していた。GLUT1/MCT1 のモザイクパターンの意義は不明であるが、眼球の

血管新生では GLUT1 と MCT1 の発現が細胞レベルで厳密に調整されていると



 22 

いえる。このような発現パターンは発達中の脳の血管内皮には見られなかった。 

 

4.2. 網膜血管形成における MCT1 の部位特異的発現 

 硝子体血管系が出生後徐々に退行する一方で、網膜内部の表層近くに新しい

血管網を生じる。マウスの場合 出生後 10 日までに、新生血管が網膜の神経線

維層内を視神経乳頭から周辺に向かって伸長し、つぎに向きを変えて垂直方向

に成長し網膜内層に到達する深部血管網を構築する（Dorrell et al. 2002; Gerhardt 

et al. 2003）。網膜は whole mount 標本を容易に作成できるので（Pitulescu et al. 

2010）、正常および病的血管新生の研究に適している。さらに、得られた知見を

脳の血管新生に反映させることができる点で有力な材料である（Gariano and 

Gardner 2005）。 

 げっ歯類の新生子を用いた研究を通して、脳と同様に、網膜の毛細血管内皮

でも授乳期では GLUT1 より MCT1 の発現が強いことが報告されている

（Bergersen et al. 1999; Chidlow et al. 2005）。本研究は、whole mount 標本を使う

ことによって、新生子網膜の毛細血管ばかりでなく静脈でも MCT1 の発現が優

位であることを示した。発達中の網膜における MCT1 の優位な発現は、脳でい

われているように（Vannuci and Simpson 2003）、血液中を循環する母乳由来のモ

ノカルボン酸を取りこむためであろう。central plexus で MCT1 がより強く発現

していた点では、脳実質の毛細血管と同等である。MCT1 から GLUT1 への発現

の移行は網膜でも同様に離乳後に起こっていた。しかしながら、網膜血管新生

における MCT1/GLUT1 の部位特異的な発現についてはこれまで情報がなかっ

た。本研究は MCT1 と GLUT1 の発現に基づいて、angigenic front を central plexus

から区別することができた。つまり、発芽先端の angiogenic front は GLUT1 と

MCT1 をともに発現しなかったが、central plexus （remodeling plexus ともいう）

は MCT1 を発現していた。また、網膜の動脈には、血管新生中では GLUT1 と

MCT1 のどちらの発現も認められなかった。 

 

4.3. 網膜および脳の MCT1 発現血管内皮から伸びだすひげ状突起 

 網膜血管新生の過程で、血管の発芽先端には常に filopodia が備わっている

（Dorrell et al. 2002; Gerhardt et al. 2003; Strasser et al. 2010）。本研究の重要な新

知見のひとつは、MCT1 の免疫染色および走査電顕観察によって明らかにされ

た、central plexus の毛細血管からのびる無数のひげ状突起である。MCT1 の免

疫組織化学と走査電顕観察によって、マウス新生子の脳においても同じ構造の

存在を確認した。ひげ状突起は形態学的な違いに加えて、発芽血管形成におい

て tip細胞からのびる filopodiaとはMCT1の発現の有無の点でも異なっていた。

ひげ状突起の意義は何だろうか。 

 網膜内の表層血管網が網膜の周辺領域に達すると、マウスの場合で生後 7 日
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目から 9 日目の間に、血管枝は表層血管網から網膜外側に向かって成長する

（Dorrell et al. 2002; Gerhardt et al. 2003）。この表層血管網からの進入血管が深層

の血管網を形成し、ラットでは成体にみられる血管構築が生後 15 日または 16

日目前後に完成される（Cairns 1959; Ashton 1968）。MCT1 を発現するひげ状突

起は、マウスでは生後 15 日目には著しく減少していた。ひげ状突起は脳の血管

にも共有される発達中の血管の新しい像であり、授乳期の特別なエネルギー需

要に関連する可能性がある。あるいは、血管成長の新たな様式を表しているか

もしれない。 

 遊走内皮細胞は網膜血管新生中に土台となる星状膠細胞と接触するなど、グ

リア成分と密接に関連することが知られている（Holash and Stewart 1993; Dorrell 

et al. 2002; Gerhardt et al. 2003）。土台となる星状膠細胞が活発な解糖によって産

生した乳酸を局所的に供給している可能性があるが、星状膠細胞の土台の上に

最初に形成された網膜血管網はその後位置的に離開するといわれる（Gerhardt et 

al. 2003）。従って、エネルギー供給源としての星状膠細胞の関与は継続しない。

むしろ MCT1 を発現するひげ状突起が乳酸の取りこみに積極的に関わる可能性

は十分にある。今後、眼の血管新生における MCT1 およびモノカルボン酸の関

与を明らかにするためには、MCT1 に対する阻害剤や抗体を用いた in vivo の実

験が必要である。 

結論として、本研究は発達期の眼の血管系において GLUT1 および MCT1 の

関連性のある、しかし相違する発現様式を明らかにした。脳の血管に外挿でき

る場合と網膜血管系に特有の現象が見られた。眼球および脳の血管に共通する

ひげ状突起は、filopodia とは異なる血管新生の新たな特徴を示しているかもし

れない。 
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第２章 消退する硝子体血管系の組織化学的特徴 

 

1. 緒言 

 固有硝子体血管（VHP）と水晶体血管膜（TVL）からなる硝子体血管系は発

達中の水晶体に栄養を与え、硝子体を維持するために一時的に構築される血管

系である。硝子体血管系はマウスの場合、胎生 10.5 日ごろから伸び始め、胎生

13.5 日には完成する（Smith et al. 2002）。マウスでは生後まもなく VHP と TVL

が消退を始め、生後 16 日ごろまでに完全に消失し、それと入れ代わるように網

膜固有の血管が伸びだしてくる（Ito and Yoshioka 1999; Brown et al. 2005）。硝子

体血管系の消退は血管内皮や周皮細胞のアポトーシスによって起こり、それら

の処理にマクロファージが関与することが知られている（Jack 1972; Mitchell et 

al. 1998; Taniguchi et al. 1999）。その調節機構は十分解明されていないが、原因

としてアポトーシス促進因子の発現増強や VEGF に代表される血管成長因子の

減少、あるいは血流の停止などが報告されている（Saint-Geniez and D’Amore 

2004; Hegde and Srivastava 2017）。 

 消退する VHP の近傍にマクロファージが集積することはよく知られている

（Ito and Yoshioka 1999; Taniguchi et al. 1999）。電顕による観察では、アポトーシ

ス後の血管断片をマクロファージが貪食する様子が示されている（Taniguchi et 

al. 1999）。さらに、マクロファージ欠損マウスを用いた研究によって、マクロ

ファージが硝子体血管系の消退の際に、重要な役割を担っていることが明らか

にされた（Lang and Bishop 1993）。 

 LYVE-1 はヒアルロン酸受容体として見出された分子であるが、一部のマクロ

ファージにも発現が見られる（Zheng et al. 2014）。Zhang ら（2010）は LYVE-1

抗体を用いて免疫染色を行い、LYVE-1 陽性のマクロファージと硝子体血管系の

密接な位置関係を明らかにした。LYVE-1 は、別のヒアルロン酸受容体である

CD44 と構造上の相同性がある。CD44 は白血球、樹状細胞、さらには がん細

胞などに広く発現が見られるタンパク質である（Lesley et al. 1994）。硝子体血

管系の消退とマクロファージの関係を探るために、本研究の予備実験として別

のマクロファージのマーカーである galectin-3 を指標にして（Sato and Hughes 

1994; Liu et al. 1995; Sano et al. 2003）、マウス新生子の眼の whole mount 標本を

免疫組織化学的に染色した。そして、galectin-3 発現細胞の特異な存在に気づい

た。 

galectin は動物性レクチンの一種で、複合糖質の β ガラクトシドを認識し、細

胞分化・遊走・アポトーシスといった様々な生命現象に関与していることが知

られている（Yang et al. 2008）。galectin-3 は 15 種類あるガレクチンのサブタイ

プの一つで、唯一キメラ型に分類され自己会合能をもつ。内在性のレクチン型

タンパク質として単球やマクロファージのみならず、好中球・好酸球・肥満細
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胞といった数種の血球にも発現している（Liu 2000, 2005; Dumic et al. 2006）。

galectin-3 は主に細胞質に存在するが、シグナル配列や膜貫通ドメインを欠いて

いるため非典型的経路を介して細胞外に輸送されると考えられる（Hughes 1999; 

Dumic et al. 2006）。細胞外の galectin-3 は細胞表面のオリゴ糖に結合し、その

結果 アポトーシス（Suzuki et al. 2008; Zhuo et al. 2008）や細胞接着（Sato and 

Hughes 1992; Inohara et al. 1996; Kuwabara and Liu 1996）に代表されるさまざま

な機能を発揮する。注目すべきは、galectin-3 は NG2 コンドロイチン硫酸プリ

テオグリカンやラミニン（Kuwabara and Liu 1996; Hughes 2001）、インテグリン

（Ochieng et al. 1998; Fukushi et al. 2004）などの細胞外マトリックス（ECM）と

複合体を作り、細胞—ECM 間の接着に重要な役割をもつことである。血管にお

ける galectin-3 の生理学的および病理学的意義は、血栓形成と血管新生に集約さ

れる。マウスの血栓症モデルにおいて galectin-3 を発現する白血球は静脈壁に付

着し、単量体から三量体への発現レベルが局所で増加するという（DeRoo et al. 

2017）。 

第２章の研究では、galectin-3 抗体を用いて新生子マウスの硝子体血管を染色

したところ、LYVE-1 陽性のマクロファージは galectin-3 を発現しなかったが、

硝子体血管の管腔内に galectin-3 陽性細胞が集積していることに気づいた。一方、

同様の細胞は網膜固有の血管内にはほとんど見られなかった。本研究は硝子体

血管内の galectin-3 陽性細胞の組織化学的性状を精査し、硝子体血管系の消退に

おける関与を調べることを目的とした。 
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2. 実験方法 

2.1. 動物と組織標本 

 妊娠 ddY マウスと CD1 マウスは Japan SLC (Shizuoka, Japan)と Charles River 

Laboratories (Yokohama, Japan) からそれぞれ購入した。本研究では、マウス E17.5

の胎子と Day 1, 3, 5, 7, 9, 15, 20 の新生子の眼球を使用した。CD1 系統の

galectin-3 欠損マウスの作製については、すでに報告済みである（Hsu et al. 2000）。

欠損マウスのサンプルは生後 9, 15, 20 日に採取した。マウスは過量のペントバ

ルビタールナトリウム（Schering Plough Animal Health, the Netherlands）の腹腔

内注射により安楽死させた。眼球全体を摘出し、リン酸緩衝液（pH 7.4）に溶

解した４% paraformaldehyde 液で 2〜4 時間固定した。網膜は実体顕微鏡下で 4

か所に切れ込みを入れて展開し、水晶体は眼球から取りだした。 

 すべての動物実験は「北海道大学における動物実験に関する指針」に基づい

て行われた。 

 

2.2. 免疫組織化学的染色 

 サンプルは 0.3％ Triton-X100 入りの 0.01 M リン酸緩衝生理食塩水（PBS）に

浸漬した後、ガラスボトルに入れて正常ロバ血清で前処理した。以下の 2 また

は 3種の抗体の混合液を用いて 3日間反応させた。使用した抗体は以下の通り。 

 ヤギ抗マウス galectin-3 抗体 (AF1197; R&D Systems, Minneapolis, MN)、ウサ

ギ抗マウス LYVE-1 抗体  (11-034; AngioBio, Del Mar, CA) 、ウサギ抗

myeloperoxidase 抗体 (PA5-16672; ThermoFisher Scientific, Rockford, IL)、ヤギ抗

マウス cathepsin D 抗体 (AF1029; R&D Systems)、ラット抗マウス F4/80 抗体 

(BM8; BioLegend, San Diego, CA)、ラット抗 integrin 1（CD29）抗体 (MAB2405; 

R&D Systems)、ウサギ抗 laminin 抗体 (ab11575; abcam, Cambridge, UK)、ウサギ

抗 NG2 chondroitin sulfate proteoglycan 抗体  (AB5320; Millipore/Chemicon 

International, Temecula, CA)、ウサギ抗 type IV collagen 抗体 (ab19808; abcam)、

ラット抗マウス/ヒト CD44 抗体 (IM7; affymetrix/ThermoFisher Scientific)、ラッ

ト抗 Ly-6G/Ly-6C 抗体 (RB6-8C5; Novus Biologicals, Littleton, CO)、ラット抗

CD68 抗体  (FA-11; affymetrix)、ラット抗マウス /ヒト  CD11b 抗体  (M1/70; 

BioLegend)、ラット抗マウス CD31 抗体 (MEC 13.3; BD Pharmingen, Franklin 

Lakes, NJ)、ウサギ抗 MCT1 抗体 (MCT1-Rb-Af900; Frontier Institute, Ishikari, 

Japan)、モルモット抗 GLUT1 抗体 (GLUT1-GP-Af610; Frontier Institute)。 

 抗原抗体反応は Cy3 標識ロバ抗ヤギ・抗ラット・抗ウサギ IgG 抗体、Cy5 標

識ロバ抗ラット IgG 抗体 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)、ないし

Alexa Fluor 488 標識ロバ抗ラット・抗ウサギ・抗モルモット IgG 抗体 

(Invitrogen/ThermoFisher Scientific)を用いて 6 時間反応することで検出した。染

色標本はグリセリン/PBS で封入し、共焦点レーザー走査型顕微鏡  (Fluoview 
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FV300; Olympus, Tokyo, Japan)下で観察した。切片上の免疫反応の特異性は吸収

試験を含む従来の手順に従って確認した。 

 赤 血 球 の カ タ ラ ー ゼ 反 応 を 検 出 す る た め に 、 組 織 を 0.01% 

3,3’-diaminobenzidine (DAB)と 0.001% H2O2 を含む 0.05 M Tris-HCl バッファー 

(pH 7.6)でインキュベートした。 

 galectin-3 陽性細胞の統計学的評価では、それぞれの日令につき 600×800 m

の異なった５つの領域を無作為に選び、100 個の LYVE-1 陽性細胞に対する

galectin-3 陽性細胞の数を算定した。データは、平均±標準誤差（SEM）として

表された。日令ごとの統計的比較は、GraphPad Prism 6 ソフトウェア（GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA）を用いた Tukey の多重比較試験による一元配

置分散分析（ANOVA）によって評価した。グラフの値は平均±SEM を表し、P < 

0.05 は有意であるとみなした。 

 

2.3. 電子顕微鏡の金コロイド銀増感法 

 固定された組織の一部を 30％ショ糖溶液に 4℃で一晩浸漬し、O.C.T. 

Compound（Sakura Finetek, Tokyo, Japan）に入れ、液体窒素中で急速凍結した。

厚さ 12 μm の凍結切片を poly-L-lysine でコートしたスライドグラス上に載せた。

切片を正常ロバ血清で 30 分間前処理し、ヤギ抗 galectin-3 抗体（1 μg/mL）と一

晩反応させ、続いて 1 nm の金粒子（1 μg/mL）と共有結合したウサギ抗ヤギ IgG

と反応させた（200 倍希釈; Nanoprobes, Yaphank, NY）。市販のキット（HQ Silver; 

Nanoprobes）を用いて銀増強後、切片をオスミウム酸で後固定し、脱水後、Epon

に直接包埋した。超薄切片を作製し、酢酸ウラニルとクエン酸鉛の水溶液で二

重染色して電子顕微鏡（H-7100; Hitachi, Tokyo, Japan）で観察した。 
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3. 実験結果 

3.1. 硝子体血管内に集積する galectin-3 陽性細胞 

 Zhangら（2010）が報告しているように、胎子と新生子の固有硝子体血管 （VHP）

および水晶体血管膜（TVL）の血管周囲に、円形または不規則な形の LYVE-1

陽性細胞が集まっていた（図 19）。それらはマクロファージの代表的なマーカ

ーである F4/80 抗体（図 20a）およびリソソーム分解酵素の 1 つである cathepsin 

D 抗体（図 20b）に染まり、マクロファージであることを強く示唆した。これ

らは VHP と TVL の血管壁に沿って分布したが、硝子体血管のない領域には全

く存在しなかった（図 20c）。マクロファージは VHP の血管系の近傍に観察さ

れ、血管に接触しているようであった（図 20b）。 興味深いことに、インテグ

リンフィラメントは蜘蛛の糸のように LYVE-1 陽性細胞にからみつき、それら

を血管に緩く結合していた（図 20d）。生後 5 日目および 7 日目では、galectin-3

の免疫活性は VHP / TVL 血管内の小さく丸い細胞にのみ認められたが、LYVE-1

陽性の血管外マクロファージには観察されなかった（図 21a, b）。VHP および

TVL は、GLUT1 抗体で特異的に検出することができることは第一章で述べた

（Kishimoto et al. 2016）。GLUT1 陽性の血管は多数の galectin-3 陽性細胞を含有

していたが、GLUT1 陰性の網膜固有の血管内には galectin-3 陽性細胞はほとん

ど存在していなかった（図 21c）。 

 

図 19 新生子マウス網膜の LYVE-1 と CD31 の免疫染色 

太い内腔をもつ硝子体血管系に貼りつく LYVE-1 陽性マクロファージを確認できた。LYVE-1

陽性細胞は網膜固有の血管周囲にはほとんど見られない。 
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図 20 新生子マウスの固有硝子体血管（VHP）における LYVE-1 の免疫染色 

すべての LYVE-1 発現細胞は F4 / 80（a）およびカテプシン D（b）に対する抗体と反応し、

マージ色（黄色）を示す。LYVE-1 とインテグリン1 の二重染色では、インテグリン抗体で標

識された VHP の広がる領域に LYVE-1 陽性マクロファージの分布が限局されている（c）。強

拡大で観察すると（d）、LYVE-1 陽性マクロファージは蜘蛛の糸のようなインテグリンの網に

絡めとられているように見える。v: 血管 バー：100 m (a, c), 50 m (b), 20 m (d) 
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図 21 硝子体血管に特異的な galectin-3 発現細胞の集積 

galectin-3、LYVE-1 および CD31 に関する三重染色によって、galectin-3 陽性の小型円形細胞

が血管内に局在し、血管外にいる LYVE-1 陽性細胞（緑色）にはその免疫反応がみられないこ

とがわかる（ a-2 は a-1 の一部拡大）。galectin-3 陽性細胞が VHP の内腔で見られるが（矢印）、

網膜固有の血管内では見られない（b）。図 c では GLUT1 抗体により硝子体血管が標識され、

網膜血管（星印）と区別できる。そして、galectin-3 陽性細胞は GLUT1 陽性の硝子体血管にの

み見られる。バー：100 m (a-1, c), 50 m (b), 20 m (a-2) 
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 硝子体血管系におけるこれらの galectin-3 発現細胞は、出生前（E17.5）およ

び生後 1 日目の新生子（図 22a）ではほとんど見られず、あったとしてもすべ

てが血管の外に存在していた。galectin-3+細胞の数は生後 3 日目の血管内で急速

に増加し、まず径の大きな TVL の近位部で多数観察された。生後 5 日目以降、

galectin-3 発現細胞は VHP および TVL の全体にわたって血管内腔に高い頻度で

出現した（図 22c、d の矢印）。対照的に、F4/80+ LYVE-1+マクロファージは出

生前にも多数存在しており、周産期全体にわたってかなり一定した出現頻度を

示した。galectin-3+細胞の数を LYVE-1+細胞の数と比較すると、LYVE-1+細胞を

100とした galectin-3+細胞の数は生後 1 日目および 3日目に 10％未満であったが、

生後 5 日目と 7 日目には約 60％に及んだ（図 23）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

図 23（左図） E17.5 から Day 7 まで

の galectin-3+細胞の出現頻度（%） 

数値は平均±SEM を表し、字体の異

なる箇所は P < 0.05 の有意差を示す。

Tukey の多重比較試験による一元配置

分散分析（ANOVA）を用いた。 

 

図 22 生後 1 日から 7 日目までの VHP 内にある galectin-3 陽性細胞の変化 

生後 1 日目では galectin-3+細胞は稀で、血管外に局在していた。galectin-3+細胞が

血管内に見られるのは生後 3 日目であるが、数はまだ少ない。生後 5 日目と 7 日目

には多くの galectin-3+細胞が VHP 血管内に観察され（矢印）、その数は血管外に存

在する LYVE-1+マクロファージ（緑色）とほぼ同数である。バー：100 m 
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 galectin-3＋細胞の細胞種を同定するために、マーカー分子を用いた免疫染色を

行った。galectin-3+細胞は F4/80 陰性で、単球・顆粒球のマーカーである CD68

および CD11b 抗体に免疫反応を示した（図 24a、b）。galectin-3+細胞は、好中球

のマーカーである Ly-6G を発現し、その発現細胞は完全に一致した（図 24c）。

円形の galectin-3+細胞の大部分は直径約 8 μm であり、赤血球と同等の大きさで

あり、分葉核を有していた。いびつな形を示すものも しばしば見られ、まれに

血管の管腔内で長い細胞質突起を伸ばしていた。galectin-3+細胞は細胞質にミエ

ロペルオキシダーゼ陽性の顆粒を少数含んでいた（図 24d）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24 galectin-3 免疫反応細胞におけるマーカー物質の発現 

galectin-3+細胞は CD68（a）、CD11b（b）および Ly-6G（c）を発現する。CD68 については

血管外マクロファージ（矢印）も免疫反応陽性である。galectin-3+細胞の大部分は少数ではある

が、ミエロペルオキシダーゼ陽性顆粒を含む（d）。バー：20 m  
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 電子顕微鏡を用いて観察を行ったところ、galectin-3 の存在を示す金粒子は細

胞質にび漫性に分布するが、しばしば細胞表面に沿って集まっていた（図 25a、

b）。また、分葉核をもつことも電顕下で確認できた。以上の光顕と電顕レベル

の特徴は、galectin-3+細胞が好中球の系統に属することを示唆している。 

 CD44 はヒアルロン酸受容体であり、顆粒球、マクロファージおよびリンパ球

を含むさまざまな免疫細胞に広く発現している（Lesley et al. 1994）。VHP 内に

ある galectin-3+細胞は CD44 を発現したが、一方で VHP の外側の LYVE-1+マク

ロファージには CD44 の発現が見られなかった（図 25c）。興味深いことに、血

管外マクロファージに発現する LYVE-1 もヒアルロン酸受容体の一つとして知

られている（Banerji et al. 1999）。硝子体がヒアルロン酸を豊富に含む代表的な

組織であることは注目すべき点である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 25 galectin-3 の免疫電顕観察および galectin-3, LYVE-1, CD44 の三重染色 

金コロイド法（a、b）による galectin-3 の金粒子は、不規則な または分葉核をもつ血管内の

細胞を標識した。金粒子は細胞膜に沿って集まる傾向にある。galectin-3 と CD44 の免疫反応は

完全に一致している（c）。N：核  E: 内皮細胞  バー：1 m（a、b）, 20 m（c）  
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3.2. VHP の血管は豊富な細胞外マトリックスをもっている 

 次に ECM および関連分子に対する抗体群を用いて硝子体血管系を染色し、さ

らなる特徴を探った。その結果、VHP の退行性血管は内皮細胞に沿って厚い

ECM を有することが見出された。ラミニン（図 26a）、IV 型コラーゲンおよび

インテグリンに関する免疫染色では、VHP および TVL の血管が厚い基底膜を

もつことが明らかである。硝子体血管系の ECM の免疫活性は、網膜固有の血管

よりもはるかに強かった。さらに ECM の免疫染色によって、血管にまとわりつ

く周皮細胞—正確には、周皮細胞周辺の基底膜—が強い反応を示した（図 26a）。

VHP の周皮細胞は密に分布しており、周皮細胞とくに活性型周皮細胞のマーカ

ー物質である NG2 コンドロイチン硫酸プロテオグリカン（Ozerdem et al. 2001; 

Fukushi et al. 2004）に対して強い免疫反応性を示した（図 7b）。ラミニンの免疫

染色によって、退行中の VHP の一部血管では径が細くなり、「こより状」に退

縮していることが明瞭である（図 26c）。ひも状の血管の残骸になっても ECM

および周皮細胞は依然として強い免疫反応を示していた。この血管の遺残物は

ところどころで膨らみ、そこに CD31 免疫反応を有する内皮細胞の断片が取り

こまれていた（図 26b、c-2）。 

 

3.3 VHP/TVL 中にみられる galectin-3 発現細胞を含む血球のうっ血状態 

 硝子体血管の血流を評価するために、内因性カタラーゼ活性および MCT1 の

免疫染色という 2 つの方法により赤血球を galectin-3 とともに検出した。MCT1

はモノカルボン酸トランスポーター（MCT）の主要なサブタイプであり、赤血

球では新生子の赤血球がより強く発現する。これらの標本では、赤血球は VHP

（図 26d）および TVL（図 26e）の血管に詰まっているような形態を示したが、

このような像は網膜固有の血管では決して見られなかった。凝集した赤血球は

多くの galectin-3 陽性細胞と混在するという特徴を示した。 
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図 26 VHP 血管の細胞外マトリックスと血球のうっ滞状態 

ラミニンの免疫染色は周皮細胞と共に厚い基底膜を標識した（a の矢印）。周皮細胞特異的

NG2 の免疫反応は、CD31 陽性血管内皮の断片（b の矢印）を含む退行中の血管において強く

なる。生後 9 日目に、一部の VHP で管径が細く、こより状になっている（c-1 の矢印；＊印は

網膜の血管網）。赤血球と galectin-3+細胞の検出では、VHP の同じ領域が蛍光（d-1）および透

過モード（d-2）で観察される。そこでは（d）、赤血球は DAB と H2O2 との反応によって黒色

または褐色を示し、galectin-3 陽性細胞と共に血管を塞いでいた。同様のうっ血が TVL でも見

られ（e）、ここでは赤血球が MCT1 抗体で緑色に染色されている。バー：250 m (e-1), 100 m 

(c-1, d), 50 m (c-2), 20 m (a, b, e-2)  
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 最後に、硝子体血管の退行過程における galectin-3 の関与を調べた。すなわち、

硝子体血管の退行が進む生後 9, 15, 20日目の galectin-3ノックアウトマウスにお

ける硝子体血管系を野生型と比較した。血管系の全体を観察するために、硝子

体血管系の内皮に強く発現している GLUT1 に対する抗体を用いて TVL を観察

することにした。Day 9（図 27b）および Day 15（図 27d）の galectin-3 ノックア

ウトマウスの試料では野生型マウスのもの（図 27a, c）と比較して、レンズの後

面をおおう血管がかなりのボリュームで維持されていた。しかしながら、Day 20

になると（図 e, f）、その違いははっきりしなかった。これらの結果は galectin-3

が硝子体血管の退行にある程度寄与していることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 27 野生型マウス（a）とノックアウト（b）の生後 9 日目の水晶体後面の図（生後 15 日目

の比較は図 c, d） 

GLUT1 で染色された TVL を観察すると、その退行は galectin-3 の欠損によってある程度抑制

される。矢印は、ほぼ退縮した血管を指す。しかし、20 日目（図 e, f）ではノックアウトと野

生型の差がはっきりしない。バー：100 m (a, b), 200 m (c, d), 300 m (e, f)  
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4. 考察 

4.1. galectin-3 を発現する細胞の特徴 

galectin-3 発現細胞は硝子体血管系の VHP および TVL の管腔内に集積してい

たが、網膜固有の血管内には出現しないという大きな特徴があった。硝子体血

管に強い親和性を示す galectin-3+細胞は一体何細胞であろうか？galectin-3+細胞

および血管外マクロファージは単球 /マクロファージ系統のマーカーである

CD68 に対してともに陽性であった。また、galectin-3+細胞は CD11 と Ly-6G に

対して免疫活性陽性であり、後者は好中球に特異的な分子である。galectin-3+

細胞は、マクロファージに特異的な F4/80、LYVE-1 および cathepsin D の各抗体

に反応せず、血管外に存在する消化分解活性の高い単球由来のマクロファージ

とは異なることが明瞭である。眼の発達過程で LYVE+ F4/80+マクロファージは

胎生期でもすでに数多く出現し、一方 galectin-3+細胞は生後 3 日目以降にようや

く増加し始めた。電顕で観察すると、galectin-3+細胞の細胞質は典型的な顆粒形

態とは異なり、顆粒球に見られる大量の特殊顆粒で満たされることはなかった。

しかしながら、本研究においては細胞質にミエロペルオキシダーゼ陽性顆粒の

存在を確認した。ミエロペルオキシダーゼとの二重染色では、免疫反応が弱い

galectin-3+顆粒球はミエロペルオキシダーゼ反応が強く、逆の関係も成立するこ

とがわかった。以上より、galectin-3+細胞は、未成熟または特殊な型の好中球と

して同定され得る。 

硝子体血管が galectin-3 発現細胞を内腔に誘導する正確な理由は不明である。

しかしながら、すべての galectin-3+細胞に発現が見られる CD44 は硝子体に極め

て豊富に存在するヒアルロン酸の受容体である。本研究によって確認されたよ

うに、硝子体血管を取り囲み、硝子体内にいわばフリーの状態で存在するマク

ロファージもまた、別のヒアルロン酸受容体である LYVE-1 を発現していた

（Zhang et al. 2010）。LYVE-1 はいくつかの組織の ECM でマクロファージを固

定するための足場として機能し得る（Zheng et al. 2014）。したがって galectin-3+

好中球および LYVE-1+マクロファージは両方とも、ヒアルロン酸の豊富な硝子

体に対して強い親和性をもち、2 種のヒアルロン酸受容体は硝子体血管系への

それらの動員および居住を容易にすることができる。また CD44 はヒアルロン

酸に対する親和性に加えて、血管内皮への接着を手助けする可能性がある。な

ぜなら、CD44 は血管内皮表面上に豊富に発現する E-セレクチンのリガンドで

あるからである。 

galectin-3 はマクロファージの化学的誘引分子として機能し（Sano et al. 2000; 

Gittens et al. 2017）、マクロファージが生細胞を除きアポトーシス細胞のみを貪

食する際にオプソニンとしての役割を果たす（Karlsson et al. 2009）。従って、退

行の最終段階において放出された galectin-3 はマクロファージの誘導およびア

ポトーシス細胞の貪食にも関与するのであろう。galectin-3 ノックアウトマウス
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では炎症部位のマクロファージおよび好中球の集積が阻害されることが示され

ている（Colnot et al. 1998; Hsu et al. 2000; Nieminen et al. 2008）。 

 

4.2. 消退する硝子体血管の特徴 

 硝子体血管の特徴の 1 つは ECM 成分が豊富であることである。ラミニン、IV

型コラーゲンおよびインテグリン1 の免疫染色によって、VHP では網膜固有の

血管と比較してより厚い基底膜が認められた。この知見は、VHP（Jack 1972; 

Balazs 1975）と TVL（Latker and Kuwabara 1981）の基底膜が厚いことおよび多

層になることを示した初期の電顕観察と一致している。 

 発達期の眼では多数のマクロファージが硝子体血管の血管周囲に分布してい

る（Zhang et al. 2010）。それらは血管の退行、とくにアポトーシスの誘導および

変性血管の除去に重要な役割を果たす（Lang and Bishop 1993; Diez-Roux et al. 

1999; Lobov et al. 2005）。インテグリン抗体で標識された線維状ネットワークは

本研究で初めて明らかにされ、その形態学的特徴によって—部分的かもしれな

いが—遊走性のマクロファージの足場として機能する可能性が示唆された。そ

の意義が解き明かされたわけではないが、この「インテグリンブッシュ」はラ

ットの出生後に走査電顕で観察された糸状の遺残物に相当するかもしれない

（Latker and Kuwabara 1981）。起こるはずの退縮が起こらなければ胎児性血管の

消失（げっ歯類の場合は新生子期に起きる）障害となり、原発性硝子体過形成

遺残あるいは胎児脈管構造遺残ともよばれる疾患を引き起こす。種々の遺伝子

ノックアウトマウスにおける解析によって、インテグリンがこの先天性眼奇形

に最も関与が深いことが提唱されている（Hegde and Srivastava 2017）。これらの

著者は、インテグリンを 主要な細胞シグナル伝達の中心として、またシグナル

伝達カスケードの開始因子としてその重要な機能に注目している。本研究では

インテグリンを、豊富な ECM の成分として、ならびに血管周囲マクロファージ

の足場として位置づけている。これらの知見は、退行性硝子体血管に関連する

細胞どうしの直接的な接着や情報交換の調節過程でのインテグリンの本質的な

役割を示唆している。 

また周皮細胞の選択的なマーカーである NG2 の免疫染色では、硝子体血管に

おいて免疫陽性細胞が密に分布していた。さらに、VHP の周皮細胞における

NG2 免疫反応は網膜血管のものよりも強く、そのことは周皮細胞がより活性型

であることを意味している。なぜなら、NG2 は ECM への結合、内皮とのクロ

ストーク、あるいは成長因子との相互作用のための細胞表面受容体として機能

するからである（Ozerdem et al. 2001; Fukushi et al. 2004）。一般的には、周皮細

胞の離脱は血管新生、すなわち血管先端の出芽を誘導するので、周皮細胞が密

に分布していることは血管新生を負に制御することを意味する。生後 7 日目以

降における VHP の一部は「こより」のように非常に細くなり、管腔が内皮細胞
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由来の細胞断片によって閉塞されていた。血管退縮のトリガーは不明であるが、

NG2 の発現上昇を伴う収縮性周皮細胞が密に分布することは退行中の血管を絞

扼し、最終的に硝子体血管系の退縮をもたらすことが考えられる。 

 

4.3. galectin-3 が血管退縮に関与する可能性 

 galectin-3 は細胞表面で会合し、細胞の活性化や細胞接着などのさまざまな機

能をもたらすガレクチンサブタイプの一つである。galectin-3 は好中球および好

酸球の表面で多量体を形成することで、白血球の誘導と血管内皮への強固な接

着を導く（Sato et al. 2002; Nieminen et al. 2007; Rao et al. 2007）。一方、放出され

た galectin-3は血管内皮細胞に結合してNG2および 1インテグリンと複合体、

すなわち NG2/galectin-3/ECM 複合体を細胞表面上で形成し得る（Fukushi et al. 

2004）。本研究では、上述したように galectin-3 発現細胞の特徴的な集積と NG2

および ECM の発現上昇が示され、退行性の硝子体血管の血管内皮表面でのそれ

らの緊密な分子構築を示唆している。galectin-3 の多量体化は、1 インテグリン

をより効果的に活性化しNG2をクラスター化するのに重要であり（Fukushi et al. 

2004）、galectin-3 のリガンドである CD98 と共にインテグリン活性化のプロセス

に関与する可能性がある（Hughes 2001; Krzesla and Lipinska 2004）。報告されて

いるように、2 ではなく1 インテグリンは白血球が発現する galectin-3 を介し

て、血管内皮細胞への好中球 （Werr et al. 1998; Johnston and Kubes 1999）や好

酸球（Rao et al. 2007）の動員と接着に関与する。これらの知見を総合すると、

galectin-3はインテグリン機能の調節を介して循環白血球の動員と接着を制御し

ているのであろう。 

 多数の galectin-3+細胞を含む血球の集積はVHPおよび TVLにおいて頻繁に観

察され、血液うっ滞を想起させる。galectin-3+好中球は NG2/galectin-3/ECM 複合

体を形成して VHP と TVL の血管内皮に付着することで血流を阻害し、最終的

に血管の退縮を起こしている可能性がある。硝子体血管の退縮は血流の停止

（Meeson et al. 1996）あるいは近位部硝子体血管の血管収縮（Browning et al. 2001）

によっても説明されている。今回の galectin-3 ノックアウトマウスの解析では、

TVL の退行がある程度抑制されていた。しかしながら、この変化はマクロファ

ージの作用に打ち勝てなかったせいだろうか、Day 20 にははっきりしなくなっ

た。マクロファージは隣接する血管内皮細胞に対して、ウイント経路を介し硝

子体血管の退縮プログラムを単独で誘導することができる（Lang and Bishop 

1993; Lobov et al. 2005）。したがって、マクロファージが誘導する硝子体血管の

退縮において、galectin-3+好中球は中心的な というより補佐的な役割を果たす

と考えるべきかもしれない。 

 血流の阻害とは対照的に、galectin-3 発現細胞が虚血状態下で新生血管形成の

ために硝子体血管に集積する可能性がある。galectin-3 は in vitro で血管内皮細
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胞の分化を誘導し、 in vivo では血管新生を刺激するという報告がある 

（Nangia-Makker et al. 2000; Wan et al. 2011）。この galectin-3 の血管新生におけ

る役割は、galectin-3 が血管退縮に関与しているという本研究の結論とは反対の

捉え方である。いずれにせよ、退行性硝子体血管に関する本研究で得られた新

所見は、血管の退行あるいは血管新生を調節するメカニズムを理解する上で新

たな情報を提供することが期待できる。 
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総括および結論 

 

 マウスの生後発達期の眼の血管系に注目し、以下のような知見を得た。  

１． 網膜内の血管内皮は脳の血管と同様に授乳期は MCT1 を強く発現し、離

乳期以降では GLUT1 をより強く発現して成体型に変化する。この共通し

た変化は、網膜が神経組織の一部であることと矛盾しない。 

２． ところが生後に退行する硝子体血管系は、胎生期から生後にかけて主と

して GLUT1 を血管内皮が発現しており、これは硝子体血管の特異な指標

になる。MCT1 を発現する内皮細胞は、GLUT1 を発現する内皮シートに

少数のものがモザイク状に混在していたにすぎない。 

３． 網膜内の新生血管から無数のひげ状の突起がのびており、これは血管の

発芽域にみられる filopodia とはまったく異なるもので、過去にこの構造

物に関する報告はなかった。血管新生の新たな様式として注目される。 

４． galectin-3 を発現する血球が硝子体血管内に集積しており、このような血

球の集積は網膜血管系には見られなかった。これらの galectin-3 発現細胞

は、幼弱なあるいは特殊な好中球と同定された。 

５． 硝子体血管、とくに固有硝子体血管は厚い基底膜と密に配列する周皮細

胞をもつことで、網膜内の血管とは異なっていた。また、基底膜成分で

あるインテグリンの細糸が細胞間に放散している珍しい像が観察された。 

６． 硝子体血管系では、galectin-3 陽性の好中球が多数の赤血球とともに血管

内でうっ滞している様子が捉えられた。galectin-3 欠損マウスでは、血管

の退行が有意に抑制されていたので、galectin-3 を発現する血球はマクロ

ファージによる血管退行において、少なくともそれを補佐する役割をも

つと思われた。 

 

 硝子体血管系は眼に特有の血管系で、マウスの場合生後に急速に退行する。

マクロファージが退行過程に先導的な役割を演じていることは確かであるが、

上に述べた硝子体血管系の特殊性も考慮すべきである。この特殊性の中には、

通常の血管には見られない性状があり、いずれも根底に深い生物学的意義が隠

されていることが十分考えられる。この血管系の更なる解析は、血管の消退お

よび新生過程の解明に役立つ新しい視点を与えることであろう。 
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