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研  究  目  的 
 
 血管内皮は、血管拡張物質である一酸化窒素 (NO) や収縮物質を有するエンドセリン (ET) などの

血管作動物質を放出することにより、血液循環調節に重要な役割を果たしている。近年、糖尿病や動

脈硬化では早期から血管内皮機能が障害され、それが病態の進展に関与することが明らかとなってき

た。成人中途失明の原因第一位を占める糖尿病網膜症の発症 ・進展にも網膜血管内皮機能障害が

関与する可能性が動物実験から示唆されているが、臨床的に網膜血管内皮機能を評価する方法は確

立されておらず、従ってその臨床的意義は明らかではない。 
 これまで我々は、ネコを用いた基礎実験で、生理的刺激に対する網膜循環動態の研究を行い、低酸

素負荷における網膜血流増加には血流依存性調節を介した NO が関与していること（論文１）、さらに

高二酸化炭素負荷による網膜血流増加には神経型 NO 合成酵素 (NOS) を介した NO が関与してい

ることを明らかにしてきた（論文２）。一方、高酸素負荷は網膜血流を減少させる生理的刺激であるが、

その血流減少反応が糖尿病患者では減弱することが知られており、血管反応性の指標として用いられ

ている。さらにその血流減少反応には、主に血管平滑筋に存在する ETA 受容体を介した ET-1 が関与

することが報告されている（論文 3）。ET は、血管平滑筋に存在する ETA 受容体を介して血管を収縮さ

せる一方、主に血管内皮に存在する ETB 受容体を介して血管内皮から NO を放出させることにより、血

管を拡張させることが知られている。これより、高酸素負荷により網膜で増加する ET-1 が、ETA 受容体

に加えて ETB受容体を介して血管内皮細胞から NO を産生させ、これが何らかの形で高酸素負荷に対

する網膜血流の変化に関与している可能性が考えられる。血管内皮からの NO 産生能は血管内皮機

能の指標とされており、この仮説が正しければ、高酸素負荷刺激時の網膜血流測定は、新しい網膜血

管の内皮機能評価法となりうると考えられる。 
 そこで本研究では、高酸素負荷時の網膜血流変化における血管内皮由来の NO の働きと ET 受容体

との関連に着目し、非選択的 NOS 阻害剤である NG-nitro-L-arginine-methylester (L-NAME)、ETA 受

容体阻害剤である BQ-123、ETB 受容体阻害剤である BQ-788 を硝子体注入、神経型 NOS 阻害剤で

ある 7-nitroindazole (7-NI) を腹腔内投与し、高酸素負荷に対する網膜血流の変化を解析した。 
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材 料 ・ 方 法 

 
1. 実験動物 
 実験には成ネコ 40 匹 (体重 1.9-4.0kg) を用いた。エンフルレンで全身麻酔し、臭化パンクロニウムに

て非動化し、人工呼吸下にて実験を行った。 
 
2. 高酸素負荷 
 酸素負荷は、100%O2 を用い、10 分間行った。負荷開始前と負荷 10 分後（終了直前）に動脈血を採

取し、血液ガス分析 (PaO2, PaCO2, pH) により、高酸素負荷の程度を評価した。 
 
3. NO 合成酵素阻害剤及び ET 受容体阻害剤の投与 
 非 選 択 的 NOS 阻 害 剤 L-NAME （ 100mM, n=6 ） 、 そ の 光 学 異 性 体 で あ る

NG-nitro-D-arginine-methylester (D-NAME; 100mM, n=7)、ETA 受容体阻害剤 BQ-123 (1mM, n=7)、
ETB 受容体阻害剤 BQ-788 (1mM, n=8) を片眼の硝子体中に 50μ l 注入した。基剤である

Phosphate-buffered saline (PBS) のみを投与したものを対照群 (n=7) とした。L-NAME 群においては

硝子体注入 120 分後から、BQ-123 群及び BQ-788 群においては硝子体注入 60 分後から高酸素負荷

を行った。 
 さらに構成型 NOS の関与を詳しく検討するため、特異的神経型 NOS (nNOS) 阻害剤 7-NI を基剤で

あるピーナツオイル 10ml に溶解し腹腔内に投与した (50mg/kg, n=7)。基剤のみ投与したものを対照

群とした。腹腔内投与 90 分後から同様の条件で高酸素負荷を行った。 
 
4. 網膜循環の評価 
 以下の測定値を用いて網膜循環を評価した。網膜血流量は、レーザードップラー眼底血流計を用

い、網膜動脈の血管径と血流速度を同時に測定して算出した。ずり速度は、血管径と血流速度から算

出し、ずり応力（シェアストレス）の指標とした。また、大腿動脈から平均動脈血圧、心拍数を同時にモニ

ターした。 
 高酸素負荷時には、負荷開始前 10 分間、2 分間隔で測定し、各々の測定値の平均値を 100%とし

た。負荷中および負荷終了後 20 分まで、2 分間隔で測定した。 
 
5. 統計学的処理 
 同一群におけるデータの解析には反復分散分析 (ANOVA for repeated measurements) 後、Dunnett 
multiple range test を行った。同時点における対照群との比較解析には一元配置分散分析 (one-way 
ANOVA) 後、Dunnett multiple range test を行った。2 群間の比較解析には Student’s paired t-test を行

った。危険率 5%未満を統計学的有意とした。 
 
 

成     績 
 
1. 高酸素負荷時の全身状態の変化 
 いずれの群においても、高酸素負荷時動脈血 PaO2 は著明に増加したが、動脈血 pH、動脈血

PaCO2、平均動脈血圧、心拍数には有意な変化を認めなかった。各群間で全身状態の変化に有意差

はなかった。 
 
2. 網膜血流量の変化 
 PBS 投与群では、高酸素負荷開始後まず血流速度が低下し、遅れて血管径が収縮して、血流量は

さらに減少し、8-10 分で最小の値を示した。ずり速度は負荷中有意な変化をしなかった。負荷終了後、

網膜血流量は 10 分程度で元のベースラインにまで回復し、その後測定終了時まで明らかな変化は認

めなかった。 
 
3. 高酸素負荷後の網膜血流量の変化に対する L-NAME の関与 
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 L-NAME 投与群では、高酸素負荷中の網膜血流量の減少は対照群に比べ変化を認めなかったが、

負荷終了後の網膜血流量の回復は対照群に比べ有意に抑制され、負荷終了 20 分でもベースライン

には回復していなかった。D-NAME 投与群では、高酸素負荷中および負荷終了後における網膜血流

量の変化は対照群と同じ傾向を示した。 
 
4. 高酸素負荷後の網膜血流量の変化に対する ET 受容体阻害剤の関与 
 BQ-123 投与群では、高酸素負荷中の網膜血流量の減少は対照群に比べ有意に抑制されたが、負

荷終了後の網膜血流量の回復は対照群に比べ有意差はなかった。一方、BQ-788 投与群では、高酸

素負荷中の網膜血流量の減少は対照群に比べ有意差を認めなかったが、負荷終了後の網膜血流量

の回復は L-NAME 投与群と同様に対照群に比べ有意に抑制された。 
 
5. 高酸素負荷後の網膜血流量の変化に対する 7-NI の関与 
 7-NI 投与群では、高酸素負荷中の網膜血流量の減少は対照群に比べ変化を認めず、負荷終了後

の網膜血流量の回復は対照群に比べ有意差は認められなかった。 
 
 

考     案 
 
 高酸素負荷による網膜血流低下では、網膜血流速度がまず低下し、それに続いて網膜細動脈血管

径が収縮することにより、シェアストレスの指標であるずり速度は結果的に一定に保たれていた。このこ

とから、酸素分圧の変化に応じて、測定部位よりも末梢での代謝性調節により末梢血管が収縮し血流

速度がまず低下し、それに伴って引き起こされるずり速度の低下を代償するように、血管径が血流依存

性機構により収縮したと推測された。血流減少時の血流依存性機構による血管収縮反応はこれまで網

膜循環では報告されておらず、今回我々がその存在を初めて明らかにした。 
 さらに、高酸素負荷に引き続いておこる負荷終了後の網膜血流の回復反応が L-NAME 硝子体注入

により抑制されたことから、この反応に NO が関与していることが初めて示唆された。 
 高酸素負荷による網膜血流量の減少には ET が関与していることが報告されている。二種類ある ET
受容体のうち ETA受容体は主に血管平滑筋に存在し、ET-1 との強い親和性により血管を収縮させる作

用をもつ一方、ETB 受容体は主に血管内皮に存在し、NO を放出させることにより血管を拡張させる作

用をもつことが知られている。本研究では、高酸素負荷後にみられる網膜血流量の回復は ETA 受容体

阻害剤 BQ-123 により抑制されず、ETB 受容体阻害剤 BQ-788 により抑制されたことから、この反応に

ETB 受容体を介した NO 産生が関与していることが示唆された。 
 眼内に存在する NOS には、細胞内に常に存在する構成型 NOS である nNOS と血管内皮型 NOS 
(eNOS) に加え、サイトカインなどの刺激で細胞が活性化されてはじめて発現する誘導型 NOS (iNOS) 
の 3 種類のアイソフォームが存在することが知られている。本研究では、高酸素負荷後にみられる網膜

血流量の回復は非選択的 NOS 阻害剤 L-NAME により抑制され、特異的 nNOS 阻害剤 7-NI により抑

制されなかったことから、この反応には主にもう一つの構成型 NOS である eNOS が関与するものと推測

された。 
 本研究により、高酸素負荷後にみられる網膜血流量の回復に、ETB 受容体を介した血管内皮からの

NO による血管拡張が関与することが明らかとなった。血管内皮からの NO 産生は血管内皮機能の指

標とされており、高酸素負荷後の網膜循環動態を評価することで、臨床的に有用な新しい網膜内皮機

能評価の指標となる可能性がある。 
 
 

結     論 
 
1.  高酸素負荷により、まず網膜細動脈の血流速度が低下し、それに続いて血管径が低下して、網膜

血流量は減少したが、ずり速度は一定に保たれていた。酸素分圧の上昇に対する末梢組織での血

管収縮（代謝性調節）にともなう血流速度およびずり速度の低下がおこり、それを代償するため（血

流依存性調節）に網膜細動脈は収縮すると考えられた。 
2. 非選択的 NOS 阻害剤の硝子体注入により、高酸素負荷後の網膜血流量の回復は抑制された。 
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3.  ETA 受容体阻害剤の硝子体注入により、高酸素負荷中の網膜血流量の減少は抑制されたが、高

酸素負荷後の網膜血流量の回復は抑制されなかった。ETB 受容体阻害剤の硝子体注入により、高

酸素負荷後の網膜血流量の回復は抑制された。 
4.  nNOS 阻害剤の腹腔内投与により、高酸素負荷後の網膜血流量の回復は抑制されなかった。 
5.  以上の結果から、高酸素負荷後の網膜血流量の回復に、ETB 受容体を介した血管内皮からの NO

が関与していることが推測された。 
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