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研究成果の概要：網脈絡膜疾患の病態形成に、血液細胞と血管内皮の相互反応が重要な役割を

果たしていることを示し、その相互反応を制御することで、病態の引き起こす組織障害を軽減

させることができることを明らかにした。具体的には、抗血小板薬であるシロスタゾールが網

膜虚血再灌流後の網膜における白血球および血小板と血管内皮の相互反応を減弱させ、引き続

いて生じる組織障害を抑制すること、誘導型一酸化窒素合成酵素の機能抑制が、眼炎症におけ

る白血球−血管内皮相互反応の減弱をもたらすことなどを示した。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 成人の失明原因の主要なものに、糖尿病
網膜症や網膜血管閉塞症、ベーチェット病に
代表されるぶどう膜炎といった網脈絡膜疾
患があげられる。特に糖尿病網膜症は、社会
的に働き盛りの約 300 万人が発症し、毎年約
3,000 人もの患者の失明を招いており、中途
失明の上位を占めている。失明に至らなくと
も、視覚障害により多くの患者が日常生活に
支障をきたしている。また、ベーチェット病

によるぶどう膜炎も、20～40 歳代の働き盛り
の人に発生しやすいといわれ、重篤な視機能
障害をもたらす。近年の眼科治療の進歩によ
り、失明を待つばかりといった悲惨な状況は
尐なくなったとは言え、それでも重篤な視力
障害により、不自由な社会生活を余儀なくさ
れる症例は後を絶たない。このような網脈絡
膜疾患に対して、その病態の解明と治療法の
確立は眼科臨床の場において最大の急務で
ある。 
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(2) 眼を灌流している血管のほとんどが小
動静脈よりも細い血管であることから、網脈
絡膜疾患で血管病変が主体のものはほとん
どすべて微小循環の関与する疾患であると
言える。微小循環においては血流動態に及ぼ
す血球成分の影響が大きくなり、病的状態で
は血球成分と血管内皮との相互反応がその
病態形成に非常に大きな役割を果たしてい
ると考えられるが、この血球成分と血管内皮
との相互反応は、従来までは組織学的に検討
した報告が散見されるのみで、網脈絡膜疾患
への血球成分の関わりについてはあまり研
究されてこなかった。その理由の一つに、眼
疾患への血球成分の関わりを詳細に検討す
るには、生体眼において血球成分のダイナミ
ックな動きを捉える必要があるが、これまで
あまり良い方法がなかったことがあげられ
る。これに応えたのが、我々の開発したアク
リジンオレンジ白血球蛍光造影法と
Carboxyfluorescein diacetate succini- 
midyl ester(CFSE)血小板蛍光造影法で、こ
れらの方法を用いると、生体眼の網膜循環に
おける白血球動態および血小板動態をリア
ルタイムに観察することができ、従来の方法
では見出しえなかった血球成分と血管内皮
との相互反応を詳細に検討することが可能
となった。 
 
２．研究の目的 
(1) 我々の開発した血球成分と血管内皮と
の相互作用を生体眼でリアルタイムに検討
する手法を用いて、網脈絡膜疾患の病態の解
明と治療法の確立を目指す。 
 
(2) 我々は以前、血中の血小板数を減尐させ
ることが、網膜虚血再灌流障害の軽減をもた
らすことを報告し(Nishijima K, et al. 
Invest Ophthalmol Vis Sci 45: 977, 2004)、
血小板が、白血球−血管内皮相互反応を修飾
することで網膜虚血再灌流障害の病態形成
に重要な役割を果たしている可能性を明ら
かにした。血小板の機能を抑制することで、
疑似血小板減尐状態を作ることは可能と考
え、ホスホジエステラーゼ 3（PDE3）活性を
特異的に阻害する抗血小板剤であるシロス
タゾールに注目した。シロスタゾールには、
白血球と血小板、血管内皮相互反応の減弱効
果があるとされており(Ito H, et al. 
Platelets 15: 293, 2004)、シロスタゾール
の網膜虚血再灌流障害に対する神経保護作
用について、白血球−血管内皮相互反応に着
目して検討した。 
 
(3) 白血球−血管内皮相互反応は、炎症の病
態形成において重要な役割を果たしている。
また炎症時には、誘導型一酸化窒素合成酵素
(inducible NO synthase: iNOS)の発現が亢

進し、iNOS 由来の NO が、白血球−血管内皮相
互反応における白血球と血管内皮細胞の接
着を司る細胞接着分子である ICAM-1 や
P-selectin などの発現を制御することで、炎
症の病態形成に深く関わっていることが報
告されている。iNOS ノックアウトマウスを用
いて、眼炎症モデルであるエンドトキシン誘
発ぶどう膜炎(Endotoxin-induced uveitis: 
EIU)の病態形成過程における iNOS の果たす
役割について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 麻酔下にラットの視神経を露出、結紮し、
60 分間網膜を虚血状態にした後視神経を解
放し、血液を再灌流させることで網膜虚血再
灌流障害モデルを作製した。 
 
(2) ラットおよびマウスにリポポリサッカ
ライド(LPS)を投与することで、エンドトキ
シン誘発ぶどう膜炎を作製し、ぶどう膜炎モ
デルとした。 
 
(3) アクリジンオレンジ白血球蛍光造影法
を用いて白血球網膜循環動態の解析を行っ
た。具体的には、核染色蛍光色素であるアク
リジンオレンジを静脈内に投与し、アルゴン
ブルーレーザーを励起光として走査型レー
ザー検眼鏡(Scanning laser 
ophthalmoscope: SLO)で眼底を観察、得られ
た眼底像を動画(30 frames/秒)として記録し、
網膜循環における白血球動態の経時的変化
を frame by frame 法にて検討した。それぞ
れの病態モデルにおいて、網膜主幹動静脈、
毛細血管における白血球移動速度、網膜血管
壁をローリングする白血球数、白血球ローリ
ング速度、網膜毛細血管床に捕捉される白血
球密度、硝子体腔へ浸潤する白血球数等につ
いて画像解析を行った。 
 
(4) 網膜主幹動静脈における白血球−血管内
皮相互作用の解析を行った。網膜主幹動静脈
においては、アクリジンオレンジ白血球蛍光
造影法では血管壁に接着した白血球を血管
内皮細胞と区別することが困難になるため、
網膜主幹動静脈における白血球−血管内皮相
互作用の解析は、網膜ホールマウント法を用
いた。具体的には、細胞表面の糖鎖に結合す
る Concanavarin A を Fluorescein 
isothiocianate(FITC)にて標識し、これを灌
流した後、網膜のホールマウントを作製し、
蛍光顕微鏡にて観察することによって行っ
た。血管内皮への接着白血球数、白血球接着
部位での血管内皮の変化等について検討し
た。 
 
(5) Carboxyfluorescein diacetate 
succinimidyl ester(CFSE)血小板蛍光造影法



 

 

を用いて血小板網膜循環動態の解析を行っ
た。これは、細胞内に取り込まれた CFSE が
細胞内のエステラ−ゼによりアセチル基が加
水分解され、本来のフルオレセインが持つ蛍
光を示すようになることを利用する生細胞
蛍光染色法である。活性エステル部が細胞内
蛋白質のアミノ基と結合し細胞内に固定化
できることにより細胞外への漏出が尐ない
ため、眼底では純粋に染色細胞のみを評価で
きる利点がある。具体的には、ドナーラット
より血液を採取し、遠心操作にて血小板を分
離、CFSE にて染色後、一定量の血小板をレ
シピエントラットに静注し、SLO で網膜にお
ける血小板循環動態を観察した。得られた眼
底像を動画(30 frames/秒)として記録し、白
血球の場合と同様の画像解析を行った。網膜
主幹動静脈及び毛細血管における血小板移
動速度、網膜血管壁に接着する血小板数等に
ついて検討した。 
 
(6) 疾患モデルの眼球を採取し、組織切片で
網膜各層の厚みを測定・比較することで組織
障害の評価を行った。 
 
(7) 網膜虚血再灌流モデルラットを作製し、
シロスタゾールを 0.5% carboxymethyl 
Cellulose Sodium Salt (CMC)に溶解させた
ものを虚血作製直前に強制経口投与 
(100mg/kg/day) し、以降混餌投与した。対
照群には、同量の 0.5% CMC を虚血作製直前
に強制経口投与を行った。これらのモデルラ
ットにおいて、上記の血球細胞-血管内皮相
互反応の各パラメータについて検討した。 
 
(8) 再灌流 6時間後の網膜を採取し、血液細
胞と血管内皮の接着を司る P-selectin、
ICAM-1 などの細胞接着分子と血管漏出や血
管拡張に関与する因子として血管内皮増殖
因子(vascular endothelial growth factor: 
VEGF)の発現を real-time quantitative 
RT-PCR にて検討した。 
 
(9) iNOSノックアウトマウスとその正常対照
である C57BL/6 マウスに LPS を投与し、ぶど
う膜炎モデルを作製した。これらのモデルマ
ウスにおいて、上記の血球細胞-血管内皮相
互反応の各パラメータについて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 網膜虚血再灌流後、主幹網膜血管は動脈
も静脈も拡張するが、シロスタゾールの投与
により、静脈径は再灌流後 12、24、48 時間
後において有意に拡張が抑制された。一方、
シロスタゾールの投与は動脈径の変化には
ほとんど影響を及ぼさなかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 網膜虚血再灌流障害の急性期には、白血
球が血管内皮細胞上を転がるローリング現
象や白血球の血管内皮への強固な接着、白血
球の血管外への遊走など、ダイナミックな白
血球−血管内皮相互反応が生じるが、シロス
タゾールの投与により、ローリング現象は最
大 77.6% (P<0.01)、白血球の血管内皮への接
着は 36.1% (P<0.01)、白血球の網膜毛細血管
床への集積は 20.4% (P<0.01) の抑制がみら
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 網膜虚血再灌流障害の急性期には、白血



 

 

球と同様、血小板も網膜血管壁を転がるロー
リング現象や血管内皮への接着などの血小
板−血管内皮相互反応が生じるが、シロスタ
ゾールの投与により、再灌流後 12 時間後に
おいて、ローリング現象は 68.0% (P<0.01)、
血管内皮への接着は57.6% (P<0.01)の抑制が
みられた。 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 網膜虚血再灌流障害においては、白血球
ローリングを司る細胞接着分子である
P-selectin、および白血球と血管内皮との強
固な接着に関与する細胞接着分子である
ICAM-1 の網膜での遺伝子発現が亢進するが、
シロスタゾールの投与によりともに有意に
抑制された(P<0.05)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 網膜虚血作製後 2週間後に網膜組織障害
について検討したところ、網膜虚血再灌流に
よって菲薄化した網膜厚が、シロスタゾール
の投与により有意に改善した(P<0.0001)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果によりシロスタゾールは、網膜虚
血再灌流後の網膜における細胞接着分子の
発現を抑制することで、白血球および血小板
と血管内皮との相互反応を減弱させ、引き続
いて生じる組織障害を抑制すると考えられ
た。 
 
(6) ぶどう膜炎発症後、主幹網膜血管は動脈

も静脈も拡張するが、静脈においてその程度
が強い。iNOS ノックアウトマウス群では、ぶ
どう膜炎発症後 24、48 時間後において静脈
の拡張が有意に抑制された。動脈については、
有意な変化はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A,B はともに正常対照マウスの眼底像で、A
はぶどう膜炎発症前、Bはぶどう膜炎発症後
48 時間後である。B では著明な網膜血管の拡
張がみられる。 
 
(7) ぶどう膜炎発症の急性期には、白血球が
血管内皮細胞上を転がるローリング現象や
白血球の血管内皮への強固な接着、白血球の
血管外への遊走など、ダイナミックな白血球
−血管内皮相互反応が生じるが、iNOS ノック
アウトマウス群では、正常対照マウス群に比
べて、白血球のローリング現象(図 1)は最大
98.2% (P<0.0001)、遊走白血球数(図 2)は最
大 74.0% (P<0.0001)の抑制がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ぶどう膜炎発症の網膜主幹静脈におけ
るローリング白血球数の時間経過 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ぶどう膜炎発症後 48 時間後の網膜にお
ける遊走白血球(矢印) 
A: iNOS ノックアウトマウス、B: 正常対照マ
ウス 
iNOS ノックアウトマウスにおいて、網膜遊走
白血球数の有意な減尐がみられた。時間経過



 

 

をグラフにすると以下の通りであり、iNOS ノ
ックアウトマウス群において、遊走白血球数
は最大 74.0% (P<0.0001)の抑制がみられた。 
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