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研究成果の概要（和文）：本研究は、網膜における血管と血管周囲に存在する神経との相互作用について明らか
にすることを目的とした。正常ラットに少量の NMDA を硝子体内投与すると、視神経節細胞及びアマクリン細胞
に発現している神経由来 NO 合成酵素が活性化され、NOの産生・遊離が亢進し、それがグリア細胞に作用して網
膜血管が拡張することが示された。一方、網膜神経傷害時には、NMDA による網膜血管拡張に、誘導型 NO 合成
酵素由来の NO が関与することも示された。以上より、網膜血管拡張には、神経細胞及びグリア細胞から産生・
遊離される NO が重要な役割を演じていることが示された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate interactions between blood 
vessels and neuronal cells in the retina. Intravitreal injection of low dose of NMDA (6 nmol) 
facilitated neuronal nitric oxide (NO) synthase-derived NO production in retinal ganglion and 
amacrine cells. NO released from neuronal cells acted on retinal glial cells, thereby dilating 
retinal blood vessels. Intravitreal injection of high dose of NMDA (200 nmol) induced damage to 
retinal neuronal cells and blood vessels. In the injured retina, NMDA (6 nmol)-induced vasodilation 
was mediated by inducible NO synthase-derived NO. These results suggest that NO released from 
neuronal and glial cells plays an important role in the vasodilatory mechanisms of blood vessels in 
the retina.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 

緑内障と糖尿病網膜症は、我が国の後天性

失明原因の上位を占める疾患であり、外部情

報の 8 割を視覚から取得するヒトにとって、

これらの眼疾患は QOL を著しく低下させ

る原因となる。何れの疾患も、その発症・進

行には網膜循環障害の関与が示唆されてい

るが、近年、脳において、神経と血管の間に

存在する相互作用が注目を集めている。網膜

においても同様の相互作用が存在している

可能性があるが、未だ十分な検討がなされて

いない。そこで当研究室では、網膜における

神経と血管間の相互作用について検討を進

め、網膜毛細血管の構造及び機能の維持に網

膜神経が関与することを報告してきた。しか

し、網膜への血流を担う網膜細動脈の機能維

持に網膜神経が及ぼす影響についてなど、不

明な点が多く残されている。 

健常時の網膜循環調節機構における網膜

神経の役割の全貌を明らかにし、さらに網膜

循環障害の発症機序の詳細を解明すること

は、網膜循環障害に起因する種々の眼疾患に

対する新たな予防・治療薬の開発に繋がるも

のと考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、我々が独自に構築した各種網

膜循環評価法を用い、網膜血管と網膜神経と

の間に存在する相互作用の詳細を明らかに

するとともに、それに関与する因子を同定し、

最終的には網膜循環改善と神経保護の両作

用を併せ持つ、新規緑内障ならびに糖尿病網

膜症の予防・治療薬の探索を行うことを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 網膜血管反応性の評価：ラットの眼底を、

独自に構築した小動物用眼底撮影デジタル

マイクロスコープを用いて経時的に撮影し

た。実験終了後に撮影した眼底像の画像処理

を行い、網膜血管径を測定することにより薬

物投与による網膜血管反応性を評価した。 

(2) 網膜神経傷害ラットを用いた検討：麻酔

下のラットの硝子体に 200 nmol/eye の大量

の N-メチル-D-アスパラギン酸 (NMDA) を

投与し、7 あるいは 14 日後に各種検討を行

った。 

(3) 網膜の関連因子の発現分布と発現細胞の

同定：実験終了後あるいは麻酔下のラットに

おいて、全身性に 1% パラホルムアルデヒド

を定圧灌流し組織固定を行った。眼球を摘出

して網膜フラットマウント標本と網膜組織

の凍結切片標本を作製した。 

 

４．研究成果 

(1)網膜血管の構造および機能に及ぼす網膜

神経の影響の解明 

①網膜神経傷害の程度と網膜血管拡張機能

障害との関係： NMDA 誘発網膜神経傷害ラ

ットでは、NMDA 投与 2-3 日後から視神経

節細胞が脱落し始め、その傷害は 7 日後で

ほぼ最大となる。この時点の網膜血管機能を

観察するため、網膜神経傷害処置 7 日後の

ラットを用いて検討したところ、内皮依存性

のアセチルコリン誘発網膜血管拡張反応は

対照群と同程度であることが示された。なお、

網膜神経傷害処置 14 日後の網膜血管能が

減弱することはすでに報告している。 

 

(2) 網膜血管の構造および機能に影響を及ぼ

す神経由来因子の同定 

①健常ラットを用いた網膜神経刺激に伴う

網膜血管拡張能の検討：少量の NMDA (6 

nmol) の硝子体内投与により、著しい網膜細

動脈拡張反応が観察された (図 1)。この反応

は 、 非 選 択 的  NO 合 成 酵 素 阻 害 薬 

NG-nitro-L-arginine methylester  (L-NAME, 40 

nmol) あ る い は 神 経 型  NO 合 成 酵 素 

(nNOS) 阻害薬  Nω-propyl-L-arginine (L-NPA, 

400 nmol) により有意に抑制された。そこで、



網膜における nNOS の発現部位を観察した

結果、nNOS は網膜神経節細胞及びアマクリ

ン細胞に発現していることが示された。 

また、NMDA あるいは NO 供与体の硝子

体内投与による網膜血管拡張反応は、グリア

細 胞 の 機 能 を 障 害 す る グ リ ア 毒 

disialoganglioside-GD1b (15 nmol) により有意

に抑制された。 

さらに、NMDA あるいは NO 供与体の硝

子体内投与による網膜血管拡張反応は、シク

ロオキシゲナーゼ阻害薬  indomethacin (10 

nmol) によっても有意に抑制された。 

②網膜神経傷害ラットを用いた網膜神経刺

激に伴う網膜血管拡張能の検討：網膜神経傷

害処置 7 日後のラットにおいて、NMDA (6 

nmol)  硝子体内投与による網膜血管拡張反

応は、対照ラットの反応と比較して著しく抑

制された。この網膜神経傷害ラットにおける 

NMDA 誘発網膜血管拡張反応は、nNOS 阻

害薬により抑制されず、誘導型 NO 合成酵素 

(iNOS) 阻害薬により抑制された。 

以上の結果から、健常時には、1) NMDA は、

視神経節細胞又はアマクリン細胞の nNOS 

を活性化することにより NO 産生／遊離を

亢進させ、グリア細胞を刺激することによっ

て網膜血管を拡張させること、2) NO はグリ

ア細胞からエポキシエイコサトリエン酸 

(EET) の産生・遊離を亢進すること、3) 

NMDA は、上述経路に加え、血管拡張性プ

ロスタグランジン (PG) が関与する経路も活

性化することが明らかになった。一方、網膜

神経傷害時には、NMDA による網膜血管拡

張には iNOS 由来の NO が関与するように

なることが示唆された。 

 本研究より、網膜血管緊張性は、網膜血管

の周囲に存在している神経細胞あるいはグ

リア細胞によって調節を受けている可能性

が示された。網膜血管緊張性調節機序におい

て、血管内皮細胞由来の NO や PG が寄与

している報告は数多くあるが、本研究の結果

から、網膜における神経細胞及びグリア細胞

から産生・遊離される NO や PG も血管拡

張に重要な役割を演じていることが示され

た。これらのことは、緑内障や糖尿病網膜症

で生じる網膜循環障害に、網膜神経細胞ある

いはグリア細胞の構造／機能変化が関与す

る可能性を示唆している。従って、これら眼

疾患の予防や治療には、網膜における血管の

みならず、神経及びグリアを含む、網膜全体

を保護する薬物を標的として探索すること

が重要であるといえる。 
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