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研究成果の概要（和文）：本研究により，網膜血管において，エポキシエイコサトリエン酸が内皮由来過分極因子のひ
とつであることが示唆された．また，内皮由来過分極因子の拡張には，ギャップジャンクションを介する機序も存在す
ることが示された．さらに，糖尿病や緑内障モデルラットの網膜神経や網膜血管では，酸化ストレスが亢進し，それに
伴う網膜血管拡張機能障害が生じることも明らかになった．従って，強力な抗酸化薬が網膜循環障害に対する有用な予
防・治療薬となりうる．

研究成果の概要（英文）：This study suggested that the candidate mediator for endothelium-deriverd 
hyperpolarizing factor (EDHF) in retinal blood vessels may be epoxyeicosatrienoic acid. Moreover, in 
retinal blood vessels, gap junction has been played a key role in EDHF-mediated vasodilation. 
Furthermore, our study suggested that increased oxidative stress, such as 4-hydroxy-2-nonenal, in retinal 
blood vessels and retinal neuronal cells of diabetes and glaucoma rats may be an important mechanism 
responsible for impairment of the vasodilator mechanisms in retinal blood vessels. In conclusion, potent 
antioxidative drugs may be novel candidates for prevention and/or treatment of glaucoma and diabetic 
retinopathy.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 

緑内障及び糖尿病網膜症は，いずれも網膜

神経傷害を生じることが広く知られており，

わが国の後天性失明原因の第一位と第二位

を占めている．これら疾患の発症や進行には

網膜循環障害の関与が示唆されているが，そ

の機序は十分明らかにされていない．それど

ころか，正常時の網膜循環調節機構において

も不明な点が多い．このように，糖尿病網膜

症や緑内障で生じる網膜循環障害を正常化

することによってこれら病態の発症や進行

を抑制し，網膜神経傷害をも改善することが

重要と考えられるが，まずは正常時の網膜循

環調節機構の不明な点を解明することが必

須であると言える． 

 

２．研究の目的 

本研究は、我々が独自に構築した各種網膜

循環評価法を用いて，「正常時の網膜循環調

節機構を解明」すると共に，「病態時の網膜

循環障害に関与する因子を同定」し，その障

害を正常化するための「網膜循環改善薬の探

索」を最終的な目的としている． 

 

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評

価した． 

(2) N-メチル-D-アスパラギン酸 (NMDA) 硝

子体内投与モデルラットを用いた検討：麻酔

下の硝子体に 200 nmol/eye の NMDA を投

与し，14 日後に血管反応性を同様に評価し

た． 

(3) 糖尿病モデルラットの作製：ラットにス

トレプトゾトシン (65 mg/kg, i.v.) を単回投

与し，かつ 5% ブドウ糖水溶液を飲水として

与える方法により重度の I 型糖尿病を発症

させた。糖尿病発症 2 週間後に網膜血管反

応性を評価した． 

 

４．研究成果 

(1) 健常ラットを用いた検討 

①網膜循環調節機構に関与する内皮由来過

分極因子 (EDHF) の同定-1：内皮依存性血管

拡張薬である[acethylcholine (ACh)] を静脈内

投与すると，EDHF，一酸化窒素 (NO) 及び

プロスタグランジンが産生され，網膜血管を

拡張することが明らかになっている．しかし，

網膜血管における EDHF の実態は明らかに

なっていない．そこで，EDHF による網膜血

管の拡張反応に，他の血管床で報告されてい

るギャップジャンクションが関与している

か否かを明らかにするために，ギャップジャ

ンクション阻害薬  [18-glycyrrhetinic acid] 

及び [carbenoxolone] を用いて検討した．内

皮依存性血管拡張薬 [ACh] による網膜血管

拡張反応は，2 種のギャップジャンクション

阻害薬硝子体内投与によりいずれも有意に

減弱した．そこで，NO 合成酵素阻害薬 

[L-NAME] 及び シクロオキシゲナーゼ阻害

薬 [indomethacin] 存在下の内皮依存性血管

拡張薬 [ACh]，つまり EDHF 様刺激による

網膜血管拡張反応についても検討した結果，

この反応はギャップジャンクション阻害薬

の硝子体内投与により有意に減弱した．以上

の結果から，EDHF による網膜血管拡張反応

にギャップジャンクションの関与が示唆さ

れた． 

②網膜循環調節機構に関与する EDHF の同

定-2：ラット網膜血管において，EDHF が高

コンダクタンス Ca2+ 活性化 K+ (BKCa) チャ

ネルを介する機序を介して拡張反応を示す

ことが明らかになっている．そこで BKCa チ

ャネルを活性化させる EDHF 候補のエポキ

シエイコサトリエン酸 (EETs) について検討

した．その結果，EETs 阻害薬  [17-ODYA, 

14,15-EE5(Z)E] の硝子体内投与により，内皮



依存性血管拡張薬 [ACh] による網膜血管拡

張反応は有意に減弱した．このことから，ACh 

による網膜血管拡張反応は，EETs の放出を

介していることが示唆された． 

③2-アドレナリン受容体 (AR) を介した網

膜血管拡張機序の解明： 2-, 3-AR を介した

網膜血管拡張機序の相違の解明のうち，

2-AR 刺激を介した網膜血管拡張機序につ

いて検討した．2-AR 刺激薬 [salbutamol] に

よる網膜血管拡張反応は，BKCa チャネル遮

断薬 [iberiotoxin] の硝子体内投与により有

意に減弱した (図 1)．一方，2-AR 以外の 

AC-cAMP 経路を介する薬物として，3-AR 

刺激薬 [CL316243]，PGI2 及び アデニル酸シ

クラーゼ活性化薬 [forskolin] を用いて同様

に検討したが，これら薬物による網膜血管拡

張反応は BKCa チャネル遮断薬による影響

を受けなかった．以上の結果から，2-AR 受

容体刺激は BKCa チャネルを活性化させ，網

膜血管を拡張させることが示唆された． 

 以上のように，網膜血管において EDHF 

はギャップジャンクションを介した拡張反

応を示すこと，また EETs が BKCa チャネル

を介した機序における EDHF の候補となり

うることが示唆された．さらに，2-AR 刺激

による網膜血管拡張反応には，EDHF の作用

点であり，かつ糖尿病時に障害される BKCa 

チャネルを介する機序が関与していること

が示唆された． 
 
(2) 緑内障モデルラットを用いた検討 

①NMDA 誘発網膜神経傷害モデルラットに

おける血管拡張機能の変化：緑内障モデルラ

ットでは，内皮依存性血管拡張薬 [ACh]，

[adenosine] 及び EDHF 様網膜血管拡張反応

が減弱することが明らかになっている．今回，

2-AR 刺激薬 [salbutamol] 及び 3-AR 刺激

薬 [CL316243] による網膜血管拡張反応性に

ついても検討した結果，これら反応は健常ラ

ットと同様であった．以上の結果より，緑内

障モデルラットでは NO 及び EDHF 放出

能の低下を含む網膜血管内皮機能障害が生

じるものの，-AR を介した平滑筋機能は変

化しないことが示された．糖尿病時には，NO 

や EDHF 放出能ではなく，EDHF の作用点

である BKCa チャネルによる拡張機能障害

が生じる．このように，病態によって網膜血

管拡張機能障害機序が異なることが示唆さ

れた． 

②網膜血管拡張機能障害及び網膜神経傷害

に関与する因子の同定：緑内障モデルラット

の網膜組織切片を作製し，脂質過酸化のマー

カーである  [4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE)] 

の発現について観察した結果，NMDA 投与 

6 時間後という緑内障処置後早期の段階で

網膜血管及び網膜神経における 4-HNE の発

現増大が観察された．  

 

(3) 糖尿病モデルラットを用いた検討 

糖尿病モデルラットの網膜血管機能障害に

図 1：Salbutamol による網膜細動脈径 (AD, 
A)，平均動脈圧 (MAP, B) 及び心拍数 (HR, 
C) の変化に及ぼす高コンダクタンス Ca2+ 活
性化 K+ チャネル遮断薬 iberiotoxin (IbTX) 
硝子体内投与の影響 

Salbutamol (0.03-10 g/kg/min, i.v.) による
網膜細動脈径の用量依存的な増大反応は，
IbTX (20 pmol/eye) の硝子体内投与により
有意に減弱した  (A) ．一方， IbTX は 
salbutamol による平均動脈圧の低下及び心
拍数の上昇反応にに影響を及ぼさなかった 
(B, C)．値は平均値標準誤差で示した 
(n=5-6)．p<0.05． 



関与する因子の同定：糖尿病モデルラットの

網膜組織切片を作製し，脂質過酸化マーカー 

[4-HNE] の発現を観察した結果，糖尿病モデ

ルラットにおける網膜血管 (特に網膜細動

脈) 及び網膜神経全体に 4-HNE の発現が増

大していた． 

 

(4) 過酸化脂質が網膜血管拡張機能に及ぼす

影響 

(2) の緑内障モデル，(3) の糖尿病モデルラッ

トの結果から，酸化ストレスの亢進に伴う過

酸化脂質 (4-HNE) が網膜血管拡張機能に影

響を及ぼす可能性が関挙げられた．そこで，

健常ラットに 4-HNE を硝子体内投与した際

の網膜血管拡張能について検討した．その結

果，salbutamol による網膜血管拡張機能が 

4-HNE により抑制された (図 2)．さらに，糖

尿病時に障害される BKCa チャネルの刺激

薬 [BMS-191011] による網膜血管拡張反応

も 4-HNE の存在下で減弱した (図 3)．これ

らの結果は，少なくとも糖尿病モデルで観察

される網膜血管機能障害は，4-HNE の蓄積に

より生じる可能性が示された．緑内障モデル

で観察される内皮依存性網膜拡張機能に 

4-HNE がどのような影響を及ぼすかについ

ては，今後検討していく必要がある． 

このように，糖尿病や緑内障で観察される

網膜血管拡張機能障害は，酸化ストレスの亢

進に伴う過酸化脂質の蓄積がひとつの要因

となるかもしれない． 
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