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研究目的

糖尿病網膜症は、我が国の中途失明原因の上位を占める重要な疾患で、その治療法の確立は

急務で、ある。我々は2型糖尿病患者において、網膜症の発症以前から血管内皮機能が障害され

ていることを報告 1）しており、血管内皮機能が網膜症の発症・進展に関わっている可能性があ

る。網膜血管内皮は血液網膜関円を形成するのみならず、一酸化窒素（NO）や内皮由来過分極因

子（EDHF）などの内皮由来血管拡張因子（EDRF）を産生し、網膜血流を調整しているが、糖尿

病患者では EDRFの産生が減少していることが報告されている。従って、減少した EDRFの

作用を補うことにより網膜循環を改善させ、網膜症の悪化を抑制できる可能性がある。

プロスタサイクリンは血管内皮で産生される EDRFの一種で、特異的受容体である IP受容

体に結合し、細胞内の cAMP濃度を上昇させ、血管拡張や血小板凝集抑制など様々な作用を有

する。しかし、ラットの肺動脈や腸間膜動脈では IP受容体以外のプロスタグランジン受容体に

も結合し、血管を収縮させることが報告 2）されており、その作用には臓器特具性があることが

知られているが、プロスタサイクリンの網膜循環への作用とその詳細なメカニズムに関しては

未解明である。

本研究では、プロスタサイクリンアナログ製剤として肺動脈高血圧症や慢性動脈閉塞症の治

療に使用されでいるベラプロストを用いて、プロスタサイクリンの網膜細動脈への作用と機序

を検討した。
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材料・方法

1. 実験動物

実験にはプタ（週齢 16・24週、体重25・35kg）の眼球を用いた。

2. 実験方法

プタを屠殺後、速やかに眼球を摘出し、網膜から細動脈を剥離し、その両端をピペットに結

染した。描出した血管に生理的な圧をかけ、基礎緊張を確認後、各種薬剤を血管外腔に投与

し、血管径の変化をビデオカメラ付き顕微鏡で測定した。

基礎緊張の血管径を 0%、カルシウムフリー溶液で完全に弛緩した時の血管径を 100%とし、

薬物投与後の血管径を基礎緊張からの変化率（%）で表し、網膜血管の反応性とした。

3. ベラプロストの網膜血管への影響

a）網膜細動脈径への影響

ベラプロスト（0.1pM”0.1 μM）を投与し、網膜血管の反応性を評価した。

b) プロスタグランジン受容体の関与

プロスタサイクリン受容体（IP受容体）、トロンボキサン受容体（TP受容体）、プロスタ

グランジン恥受容体（EP1受容体、 EPa受容体）のそれぞれの阻害薬を前投与し、反応を

比較した。

c）血管内皮依存性経路の検討

血管内皮剥離モデ、ノレまたはEDRF(NO、cytochromeP 450代謝産物、 EDHF）のそれぞれ

の阻害薬を使用し、反応を比較した。また、ベラプロスト投与後のチャンパー内溶液を採

取し、 NOの安定代謝物である NOxの濃度を測定した。

d) グ、アニノレ酸シクラーゼの関与

NOに反応し cGMPの増加を介して血管拡張を促すグアニノレ酸シクラ｝ゼの阻害薬ODQ

を前投薬し、反応を比較した。

e) eNOS活性化経路の検討

NO合成酵素（NOS）の活性化に重要で、あるプロテインキナーゼ A(PKA）の岨害薬である

Rpす Br-c泊 四Sを前投与し、反応を比較した。

f）血管内皮非依存性経路の検討

内皮非依存性経路として重要なKchannelの各種阻害剤を前投与し、反応を比較した。

4. 網膜細動脈における IP受容体の局在

ブタ網膜細動脈の凍結切片標本を作成し、抗 IP受容体抗体にて免疫染色を行い、 IP受容体

の網膜細動脈における局在を検討した。
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5. 統計学的処理

対照群と薬剤（祖害剤）投与群との比較には、二元配置分散分析（Two-wayANOVA）後、

Bonferroni multiple-range testを行った。 NOx濃度の比較にはMann-WhitneyU testを行

った。危険率 5%未満を統計学的有意とした。

成 績

1. ベラプロストの網膜細動脈径への影響

ベラプロストは網膜細動脈を濃度依存性に拡張させ、最高濃度である 0.1μMにおいて約 70%

の血管拡張が得られた。

2. プロスタグランジン受容体の関与

IP受容体の阻害剤である CAY10441の前投与により、ベラプロストの血管拡張反応は完全に

消失した。 TP受容体、 EP1受容体、 EPa受容体の阻害薬は影響を与えなかった。

3. 網膜細動脈における IP受容体の局在

ブタ網膜細動脈において、血管内皮と平滑筋の両方にIP受容体の発現が認められた。

4. 血管内皮依存性経路

血管内皮剥離により、ベラプロストの網膜血管拡張作用は部分的に抑制された。また、 NOS

阻害薬である L-NAMEは内皮剥離と同程度血管拡張を抑制した。さらに、ベラプロスト投与

により、チャンパー内の NOx濃度は有意に上昇した。一方、他の EDRFの阻害薬はベラプ

ロストの血管拡張を抑制しなかった。

5. グ、アニノレ酸シクラーゼの関与

ベラプロストによる血管拡張はグアニノレ酸シクラーゼ阻害薬である ODQによって、

L-NAMEと間程度抑制された。

6. eNOS活性化経路

PKAの阻害薬である Rpす Br-cAMPSはベラプロストの血管拡張を L-N泊四と同程度抑制

した。 Rp-8-Br-cAMPSとL”NAMEの同時投与では、さらなる抑制効果は得られなかった。

7. 血管内皮非依存性経路

非選択的 Kchannel岨害薬である TEAはベラプロストによる血管拡張を有意に抑制し、そ

の程度はATP依存性Kchannel阻害薬である Glibenclamideと同程度であった。
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考案

本研究により、ベラプロストは血管内皮と平滑筋の両方に存在する IP受容体を介して網膜細

動脈を拡張させることが明らかとなった。このベラプロストによる拡張作用は、血管内皮剥離

により部分的に抑制されたことから、血管内皮依存性経路と内皮非依存性経路の存在が示唆さ

れた。血管内皮依存性経路としては eNOS阻害薬である L-NAMEとグアニノレ酸シクラーゼ阻

害薬である ODQにより、内皮剥離と同程度ベラプロストの血管拡張が抑制されたことから、

NO/cGMP経路が関与としていると推測された。また、 PKA阻害薬Rp司8-Br-cAMPSの前投与

により、ベラプロストによる血管拡張がしNAMEと同程度抑制され、 Rp-8-Br-cAMPSと

L-NAMEの同時投与によりさらなる抑制効果が得られなかったことから、 NOの産生経路とし

て cAMP/PKA経路が関与していると考えられた。これらの血管内皮におけるべラプロストの

NO産生作用は、チャンパー内溶液の NOx濃度測定からも確認できた。一方、内皮非依存性経

路としては非選択的 K channel阻害薬である TEAと、 ATP依存性 k channel阻害薬である

Glibenclamideにより、ベラプロストの網膜血管拡張が同程度抑制されたことから、平滑筋に

おける ATP依存性Kchannelの関与が示唆された。

我々は 2型糖尿病患者における臨床研究において、糖尿病発症早期から網膜血流量が低下し

ていることを報告 3）しているが、本研究で示したベラプロストは血管内皮機能障害によって減

少するプロスタサイクリンのみならず NOの作用も補うことから、血管内皮機能および網膜血

流に着目した糖尿病網膜症の新規治療薬となる可能性がある。今後、ベラプロストを用いた臨

床研究を行い、糖尿病網膜症の発症・進展を抑制できるか、さらなる検討を行いたい。

令十 三会占λ

if百 日間

1. ベラプロストは血管内皮と平滑筋両方の IP受容体を介して、網膜細動脈を拡張させる。

2. 内皮依存性の血管拡張には cAMP/PKA経路による NOの産生が関与している。

3. 内皮非依存性の血管拡張にはATP依存性Kchannelが関与している。

4. ベラプロストは糖尿病網膜症などの網膜血流障害を引き起こす疾患の網膜血流を改善さ

せ、それらの疾患の治療に有用である可能性がある。
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糖尿病網膜症は、我が国の中途失明原因の上位を占めている。糖尿病患者では内皮

由来血管拡張因子（EDRF）の産生が減少している。 EDRFの一種であるプロスタサイク

リンは血管内皮で産生され、血管拡張や血小板凝集抑制など様々な作用を有すること

が報告されている。しかしながら、プロスタサイクリンの網膜循環への作用とその詳

細なメカニズムに関しては未解明で、あった。申請者は、プロスタサイクリンのアナロ

グ製剤であるベラプロストを用いて、プロスタサイクリンの網膜細動脈への作用と機

序を検討した。

実験にはブタ網膜細動脈を用い、ビデオカメラ付き顕微鏡で血管径の変

化を測定した。また、 NOの変化を調べるために、 NOxの濃度を測定した。

さらに、抗 IP受容体抗体を用いて免疫染色を行い、 IP受容体の網膜細動

脈における局在を検討した。



ベラプロストは、網膜細動脈を濃度依存的に拡張させた。この血管拡張

反応は、 IP受容体の阻害剤の CAY10441により完全に消失した。また、ブ

タ網膜細動脈の血管内皮と平滑筋の両方に IP受容体の発現が認められた。

これらの結果は、ベラプロストは血管内皮と平滑筋に存在する IP受容体

を介して細動脈を拡張させる可能性を示唆した。また、血管内皮剥離によ

り、ベラプロストの網膜血管拡張作用は部分的に抑制された。 NOS阻害薬

の L-NAMEとグアニル酸シクラーゼ阻害薬の ODQはベラプロストによる

血管拡張を抑制した。ベラプロストは NOx濃度を上昇させたことから、

経内皮経路には、 NOとcGMPが関与としていることが示唆された。また、

ATP依存性 kchannel阻害薬の Gli benclamideによりベラプロストの網膜

血管拡張が部分的に抑制されたことから、平滑筋の ATP依存性 k channel 

も関与することを明らかにした。本研究は、ベラプロストの網膜細動脈に

対する作用を明らかにするとともに、ベラプロストが糖尿病網膜症などの

網膜血流障害を引き起こす疾患の網膜血流を改善させ、それらの疾患の治

療に有用である可能性を示した。論文内容と関連領域についての各審査委員によ

る試問に対しても適切な回答が得られ、提出者はこの領域において十分な知識を有す

ることが示された。以上の審査結果から、本審査委員会は、本論文が博士（医学）の

学位に値するものであると判定した。


