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は しが き

平成9年 度 よ り、文部省 か ら、文部省科学研 究 費補助金(基 盤研 究(C))の 助成 の も

とに行 なわれ た 「糖尿病 動物 を用 いた網 膜 の機能変化 と網膜 症発症 のメカ ニズム の解 明」

は2年 間の研究期 間を終 了 し、 ここに研 究成果報告書 をま とめ ることにな った。今回 の研

究 でい くつか の新 しい知見 を得 ることがで きた。

2年 間の成果 をま とめるにあた り、いろ いろと ご指導 を頂 いた関係者の皆様 に心か らお

礼 を申 しあげる。 また 、報告書 について ご意見 を頂 けれ ば幸 いであ る。
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研究成果

研究 目的

我 が 国 に お い て も失 明原 因 の 第1位 で あ る糖 尿 病 網 膜 症 の 初 期 治 療 、 あ る いは 網 膜 症 の

予 防 に 関す る 明確 な方 針 は 定 ま って いな い。 最 近 、 ア メ リカ で の 国 家 的 研 究 に よ り、厳 格

な血 糖 コ ン トロー ル は網 膜 症 の発 症 を76%抑 制 す る こ とが報 告 され た が 、そ の メ カ ニ ズ

ム は い まだ 解 明 され て い な い 。

我 々 は現 在 まで 以 下 に示 す 微 小循 環 動 態 の 観 点 か ら、糖 尿 病 網 膜 症 の 病 態 解 明 に 関 す る

臨床 研 究 を生 理 学 的 手 法 で行 な い 、以 下 の研 究 成 果 を あ げて き た 。1)網 膜 ∬皿流 量:色 素

希 釈 法 お よ び レー ザ ー ドップ ラー 法 を用 い 、糖 尿 病 患 者 の網 膜 血 流 量 を 測 定 した 結 果 、 初

期 に血 流 量 は 低 下 し、 そ の後 病 期 と と もに増 加 す る こ と、 血 糖 の変 動 と血 流 量 に相 関 をみ

とめ る こ と、 そ して 、 あ る種 の薬 剤(ア ス ピ リ ン等)は 血 流 量 の異 常 を改 善 させ る。2)

血 液網 膜 柵 透 過 性:vitreousfluorophotometryを 用 い、糖 尿 病 患 者 の血 液網 膜 柵 の透 過

性 を調 べ た結 果 、 この 透 過 性 は網 膜 症 の発 現 前 か ら増 加 す る。

また 、近 年 、糖 尿 病血 管 合 併 症 をvascularcellbiologyの ア プ ロー チ か ら血 管 制 御 因子

の情 報伝 達 系 の 障害 と して解 明 され つ つ は あ るが 、 網 膜 症 に お け る研 究 は き わ め て 少 な い 。

本研 究 で は 、微 小血 管 障 害 と い う視 点 か ら、 糖 尿 病 実 験 モ デル を用 い、 これ まで の生 理

学 的手 法 にvascularcellbiologyの ア プ ロー チ を連 関 させ て糖 尿 病 網 膜 血 管 の初 期 の 機 能

変 化 とそ の メカ ニ ズム の解 明 を 目的 と した 。 具体 的 に は 、 ネ コ を対 象 と した レー ザ ー

ドップ ラー 眼 底 血 流 計 に よ る網 膜 血 流量 測定 の シス テ ム を 開発 した 。 次 に 、循 環 動 態 のJf旺

管 制 御 因子 で あ る一 酸 化 窒 素(NO)、endothelinま た 血 管 新 生 因子 で あ るvascular

endithelialgrowthfactorの 網 膜 循 環 お よ びそ の 調 節 へ の関 与 を レー ザ ー ドッ プ ラーH艮底

血 流 計 を用 いて検 討 した 。 さ らに 、糖 尿 病 ラ ッ トに お け る血 液 網 膜 柵 透 過 性 お よ び 網 膜 内

の一 酸化 窒 素 合成 酵 素(NOS)発 現 をvitreousflttorophotolnetryと 網 膜 のinsitu

hybridization,reversetranscription-polylnerasechainreaction,westernblot,

Immunohistochemistryを 用 い て検 討 した 。



研 究 計 画 、方 法 、結 果 、結 論

1.レ ーザ ー ドップ ラー 眼底 血 流 計 シ ス テ ム に よ る網 膜 血 流 量 測 定 の 開発

レーザー ドップ ラー 眼底血 流計 システム を用 いた ネコ網膜血 流量の測定 法を新 た に開発

した。 このシス テムはネコ網膜 動静脈 の血管径、血流速度 、血 流量 を同時 にかつ連続的 に

測定可能 で、変動係数 は5-8%と 高 い再現 性が得 られた。

2.酸 素分圧 の変化 による網膜血流量 の変化

低酸素および高酸素負荷 による網膜血流量 の変化 を レーザー ドップ ラー眼底血流 計 シス

テム を用 いて検 討 した。10%酸 素負荷10分 間による低 酸素負荷 によ り、網膜 血流量 は709,,

増加 した。血 管径、血流速度 はと もに増加 したが、血 管径の増加 よ りも血 流速度 の方 が先

に増加 した。血管抵 抗 は増加 し、ず り応 力の指標 であ るず り速度 は増加 した。100%酸 素

!0分 間による高酸 素負荷 によ り、網膜血流量 は40%減 少 した。血管径、血流 速度 はと も

に減少 したが、低酸 素負荷 と同様 に血管径 の変化 よ りも血 流速度 の変化が 先行 して いた。

また、ず り速度 は減 少 した。以上の結果 よ り、酸 素分圧 の変化 に応 じて網膜血 流は変化す

ることが示唆 され た。 また、細 動脈および毛細血管が太 い細 動脈 に先行 して変化 し、ず り

速度 が変化 した ことか ら、太 い細 動脈の変化 は、ず り応 力の変化 に応 じて 引き起 こされ る、

いわゆる血流依存性調 節が関与 して いることが推測 された 。

3.低 酸素負荷 に対す る網膜血流量 の変化へ の一酸化窒素 の関与の検 討

低酸素負荷 に対す る網膜血流量 の変化 への一酸化窒 素(NO)の 関与 を レーザー ドップ ラ
ー眼底血流計 システム を用 いて検討 した 。一酸化酵 素合成酵 素(NOS)阻 害剤 で あるL-

NAMEあ るいは対 照 と してphosphatebuffersaline(PBS)を ネ コの硝子体 に注入 した後、

網膜血流量 を測 定 した。PBS群 で は、血管径、血 流速度 、血流量 はいずれ も変化 しな か っ

た。L-NAME群 では、血管 径、血流速度、血流量 は減 少 した。以上よ り、NOが 定常状 態

における網膜血 流維 持 に関与 して いる ことが明 らか にな った。次 に、L-NAMEあ るいは

PBSを 硝子体 に注入 後、低酸素負荷 して網膜血流量 を測定 した。PBS群 で は、血管 径 、血

流速度 、血流量 はいず れ も増加 した。L-NAME群 で は、PBS群 で認 め られた増加 は、明

らかに抑制 され た。L-NAME投 与 によ り低酸 素負荷 による血流 の増加 が抑制 され た こと

か ら、NOが 低酸素負荷 による血 流増加 反応 に関与 して いる ことが示 唆 された。

4.血 管新生因子 および血管作動性物質 の網膜血流量へ の影響

ネ コの 硝 子 体 に薬 物 を注 射 し、endothelin(ET)-1、vascularendothelialgrowth

factor(VEGF)の 網 膜 血 流 量 へ の影 響 を レー ザ ー ドップ ラー 眼 底 血 流 計 シス テ ム を用 い て

検 討 した 。VEGF投 与 に よ り網 膜 血 流 量 は動 脈 で32%、 静脈 で28%増 加 した 。ET-1投 与

によ り網 膜 血 流量 は 動脈 で34%、 静 脈 で38%減 少 した 。

ET-1お よ びVEGFが 網 膜 血 流 量 に影 響 を与 え る と考 え られ た 。



5.糖 尿病 ラッ トを用 いた血液網膜柵 透過 性 と網膜 内 の一酸化窒素合成酵 素 の発現

の検討

vitre(⊃usfluorophoto11ユetryを 用 いて 、 糖 尿 病 お よ び正 常 ラ ッ トの」fa液網 膜 柵 透 過 性 を

比較 した 。 糖 尿 病 ラ ッ トの血 液 網 膜 柵透 過 性 は 正 常 ラ ッ トに 比 べ て 有 意 に増 加 して いた 。

さ らに 、insitし1hybridizati()nとirntnunolstocernistryに よ り、糖 尿 病 お よ び 正 常 ラ ッ

トの網 膜 組 織 にお け るNOSの 発 現 の変 化 を 比較 した 。 網 膜 内層 に お いて 、 糖 尿 病 ラ ッ ト

で は正 常 ラ ッ トに比 較 して 、NOSの 発 現 は増 加 して いた 。 さ らに 、reverse

transcription-polymerisechainreaction及 びwesternblobに よ り全 網 膜 中 のNOSの

mRNA及 び お よ び タ ンパ ク量 の変 化 を検 討 した 。 、糖 尿 病 ラ ッ トに お い て 、 全 網 膜 中 の

NOSのmRNA及 び お よび タ ンパ ク量 は正 常 ラ ッ トに 比 べ て 増 加 して い た 。糖 尿 病 に お い

て 血 液網 膜 柵 透 過 性 は 増 加 し、 そ の メカ ニ ズ ム と して網 膜 内 のNOSの 発 現 の増 加 が 関 与

して い る と推 察 され た 。



総括 と今後 の展望

本 研 究 に よ り、 レー ザ ー ドップ ラー 眼 底 血 流 計 シ ス テ ム を用 いた ネ コ網 膜 血 流 量 の測 定

法 を新 た に 開発 す る こ とが で きた 。 こ の シス テ ム を用 い て 、 酸 素 分 圧 に よ り網 膜 血 流 量 が

変 化 す る こ と、酸 素 分 圧 に よ る網 膜 循 環 の調 節 に一 酸 化 窒 素 が 関 与 して い る こ と 、-ilt管新

生 因子 のvascularendothelialgr(⊃wthfactorお よび 血 管 作 動 性 物 質 のelldothelin-1の 網

膜 循 環 へ の影 響 を明 らか に した 。

また 、vitreousfluorophotometryを 用 い て 、 糖 尿 病 ラ ッ トにお け る血 液 網 膜 柵 透 過 性

の増 加 が 示 され た 。insituhybridizationとimmunohistochemistryに よ り、糖 尿 病 ラ ッ

トの網 膜 内 層 にお いて 、一 酸 化 窒 素合 成 酵 素(NOS)の 発 現 は増 加 して いた 。 さ ら に 、

reversetranscription-polymerisechairreaction及 びwesternblc)tに よ り全 網 膜 中 の

NOSのmRNA及 び お よび タ ンパ ク量 は 正常 ラ ッ トに比 べ て 増 加 して いた 。 糖 尿 病 に お い

て 血 液網 膜 柵 透 過 性 は増 加 し、そ の メ カ ニ ズ ム と して 網 膜 内 のNOSの 発 現 の増 加 が 関 与

して い る と推 察 され た 。

今 後 は 、糖 尿 病 モ デ ル に お いてVitaminE、PKCβinhibitorな どの薬 剤 によ りIllL液網

膜 柵透 過 性 、網 膜 血 流 量 と各 因子 の網 膜 内 の発 現 が 正 常化 す るか を検 討 し、 そ の治 療 薬 と

して の可 能 性 を検 討す る。


