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第一章 糖尿病網膜症とエンドセリン 

 

 

１ 糖尿病網膜症とは 

糖尿病網膜症は糖尿病の三大合併症の一つである。また現在、日本人の失明

原因の第一位がこの糖尿病網膜症であり[1]、糖尿病患者が年々増加しているこ

とや、この失明の多くが中高年齢層になって生じるいわゆる中途失明であるこ

とから社会的問題としても注目されている[2]。糖尿病に罹患後、網膜症が発症

するまでには一定の期間を要する。つまり、糖尿病がありながらも網膜症が発

症していない期間が何年か存在する。一般的にはこれらの期間は 5～10 年程度

と考えられている[3]。この無網膜症の期間を経て、網膜に点状出血や微小血管

瘤を生じると初めて検査上で確認できる。これらの微小出血に加えて斑状出血

や硬性白斑が生じるまでの時期を単純網膜症 simple diabetic retinopathy 

(SDR)と称する。この時期は例えば糖尿病の内科的コントロールが奏功するなど

の要因によって器質的な変化を残さずに改善することができるいわゆる「可逆

的な網膜症」の段階である。この可逆的な網膜症の時期に十分な治療が施され

なかった網膜では、血管内皮増殖因子 vascular endothelial growth factor 

(VEGF)や intercellular adhesion molecule (ICAM)-1などの関与により次第に

毛細血管レベルの血管に閉塞が生じるようになる[4-8]。この時期に蛍光眼底造

影検査 fluorescein angiography (FAG)を行うと、網膜の各所に血流の見られな

い無灌流野 non perfusion area (NPA)が確認できる。軟性白斑や網膜内細小血

管異常 intraretinal microvascular abnormality (IRMA)を特徴とするこの時期

は増殖前網膜症 preproliferative diabetic retinopathy (PPDR)とよばれ、この
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段階から網膜症は「不可逆的な網膜症」へと大きく変化する。NPAでは VEGF

をはじめとした増殖因子の発現が亢進しており、同部への網膜光凝固術 

photocoagulation (PC)など適切な治療が施されないとやがて網膜には線維血管

性の増殖性変化が生じる。これが網膜症の最終段階で、増殖糖尿病網膜症 

proliferative diabetic retinopathy (PDR)とよばれ、網膜剥離や血管新生緑内障

を生じ、多くの症例で手術治療が行われる。しかし、この段階に至ると硝子体

手術 vitrectomyを行っても一部の症例は十分な改善は得られず失明に至る。 

 糖尿病を治療せず放置した場合、基本的には上記のような自然経過をたどる

が、糖尿病患者個々の例をみると、すべての症例でこのような教科書的な経過

をたどるわけではない。糖尿病罹患後に網膜症を発症するまでの期間を例にと

ると、一般的には前述のごとく罹患後 5～10 年程度と考えられているが、少数

ながら、これらの期間以前の早期から網膜症を発症する例もあり、厚生労働省

の統計では、Ⅰ型糖尿病の 17％、Ⅱ型糖尿病の 14％の患者で罹病期間が 5年未

満においてもすでに網膜症を認めたと報告されている[9]。 

 臨床においては、糖尿病自体のコントロールは同程度であっても、網膜症の

進行具合が明らかに異なる症例をしばしば経験する。この差は何によって生じ

ているのであろうか。現在、糖尿病がmetabolic syndromeという新しい疾患概

念の一つの病型としてもとらえられるようになってきており、網膜症において

も、例えば血糖コントロール以外の網膜症進行の主要な risk factorとして高血

圧が指摘されている[10, 11]。ゆえに、網膜症の進行度合いの違いの要因として、

これらの危険因子を含む全身的な要因の有無などを考慮する必要があると考え

られる。しかしながら、網膜症の進行に本質的に何が関与しているかは未だ不

明のままである。したがって、これら網膜症の進行の違いに寄与するような要

因が何であるかを追及し、網膜症の進行のメカニズムがある程度明確になれば、
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それに対する治療をできるだけ早期に、例えば網膜症が非可逆的な状態になる

前に開始することにより、少なくとも視機能の点からは Quality of lifeを侵すこ

となく経過することが可能になるかもしれない。 

 本研究では、後述の理由からこの網膜症の進行の要因として、血管収縮性の

ペプチドであるエンドセリン endothelin (ET)の関与が大きいのではないかと推

察し、検討を行った。 

 

２ エンドセリンとは 

 ETは1988年にYanagisawa[12]らによりブタ血管内皮細胞の培養上清から単

離された 21個のアミノ酸よりなるペプチドである。既知の内因性血管収縮物質

と比較してその血管収縮作用は極めて強力で、またその収縮作用が極めて持続

性であるため、発見当初より脳血管攣縮[13]、高血圧[14]、冠血管攣縮[15]など

に関与する可能性が推測され、各分野で様々な検討が行われてきた。 

 このETにはET-1、ET-2、ET-3という3種類のアイソペプチドが存在する[16]

が、血管内皮細胞ではもっぱらET-1が産生されている[17]。また、これらに対

する受容体として、それぞれに対する親和性の強さがET-1 ≥ ET-2 » ET-3であ

るETA receptorとET-1=ET-2=ET-3であるETB receptorが存在し[16]、ETA 

receptorは主に血管平滑筋（網膜の毛細血管では周皮細胞）に分布し、ETB 

receptorは主に血管内皮に分布している[18]。 

眼科領域でも、ETの受容体が虹彩、毛様体の平滑筋[19, 20]や網膜血管[21]

などに存在することから、眼圧調節、網膜および視神経乳頭の血液循環に関与

していることが推測され、研究が進んだ。これらのうち、最も多く行われてき

た研究は、ET-1の硝子体内注射を用いて網膜血管への影響を検討したものであ

る[22-27]。様々な濃度のET-1が硝子体内に投与され、網膜血管径や網膜組織血
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流 量 の よ う な 網 膜 循 環 に 関 連 し た 因 子 [22, 24, 27] や 網 膜 電 図 

electroretinogram (ERG)のような視機能に関連した因子[26]が検討された。こ

れらの検討の結果、網膜血管への直接的な神経支配を欠く網膜循環[28]において

は、局所因子としてのET-1が一酸化窒素 nitric oxide (NO)とともにその循環調

節に最も重要な役割を果たしていることが示唆されるようになった[29]。また、

ET receptor agonistやET receptor antagonistを用いた解析からETによる網膜

血管の収縮作用は、主にETA receptorが関与する反応であることが示唆された

[23]。 

 

３ 糖尿病網膜症とエンドセリンの関係 

糖尿病網膜症において、網膜での循環動態がどのように変化するかに関して、

以前より検討が行われてきた。しかし、測定法の違いなどから様々な報告がな

され、一定の見解が得られていなかった。近年、糖尿病網膜症と網膜循環につ

いて最近の趨勢をまとめた報告が日本眼科学会総会においてなされ、そこでは

Clermontらによる、「糖尿病初期ではET-1 の増加により網膜血流が低下し、そ

の結果虚血によってVEGFが出現し、網膜症が進行するとそれが増加し、網膜血

流を増加させる」との報告[30]に基づき、網膜血流量は、網膜症のない時期や初

期では減少し、網膜症が進行すると増加するとの見解が示されている。さらに、

動物モデルにおいても糖尿病では網膜循環は低下するとする報告が多いことも

あわせて示された[31]。このことから、糖尿病網膜症の初期で生じる網膜血流の

減少に関与する因子の検討が行われ、強力で持続的な血管収縮を引き起こす

ET-1に注目が集まり、様々な検討が行われた。実験的な検討においては、約 150

匹の多数のラットを用いたTakagiらの研究[32]が代表的なものであり、ストレ

プトゾトシンstreptozotocin (STZ)により誘発された糖尿病ラットの網膜ではコ
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ントロールと比較して 33%の血流減少が認められ、この減少はET antagonist

の硝子体注射で改善したこと、また、非糖尿病ラットに 1x10-8 MのET-1を硝子

体内注射すると糖尿病ラットと同程度の血流減少を生じたことなどを報告し

[32]、糖尿病網膜症においてET-1 がその網膜血流の減少に強く関与しているこ

とを示唆した。これ以外にも糖尿病網膜における網膜血流の減少がET 

antagonistによって改善したという報告が複数あり[33, 34]、糖尿病網膜症の進

行にET-1が関与する可能性を示唆している。また、臨床においても Letiziaら

は単純網膜症、増殖前網膜症、増殖網膜症を有する患者の血中ET-1濃度を測定

し、それぞれの病期ごとに比較したところ、増殖前網膜症で最も上昇していた

と報告した[35]。増殖前網膜症の特徴は毛細血管レベルの血管閉塞が多発するこ

とであり、網膜症が増殖化に向かう最初の変換点である。この増殖前網膜症を

生じている患者血中のET-1が他の病期よりも上昇していたという事実は大変興

味深い。推測の域をでないが、血中で増加したET-1は網膜循環中でも同様に流

れているため、この慢性に上昇したET-1がtriggerとなって毛細血管レベルの血

管収縮が引き起こされ、無灌流野を生じる原因となっていると考えることもで

きないだろうか。これより進行した網膜症である増殖糖尿病網膜症（PDR）に

おいては、その手術時に得られた硝子体液中のET-1濃度が非糖尿病のコントロ

ール患者に比較して著明に増加していたことが報告されている[36]。我々はその

前段階である増殖前網膜症でも既に硝子体液中のET-1濃度は増加しているので

はないかと推測しているが、現時点ではこれに関するデータはない。 

以上より、糖尿病網膜症の進行に ET-1が何らかの関与をしているという可能

性が推測されたため、実際に糖尿病の動物モデルを用いて、糖尿病網膜症と ET-1

の関連について実験を進めることとした。 
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第二章 糖尿病網膜症の実験的研究 

 

 

１ 糖尿病網膜症の動物モデル 

 現時点で様々なモデルが確立され、実用的であるという観点から、本研究で

は糖尿病動物としてラットを使用することとした。この糖尿病ラットには大き

く分類して２種類ある。自然発症糖尿病ラットと、薬剤導入性の糖尿病ラット

である。しかし、両者に共通の最大の欠点がある。それは、現在のところヒト

でみられるものと同じ増殖網膜症を明確に生じるモデルが存在していないとい

うことである。つまり、ある薬剤の効果を増殖網膜症の発症の有無で比較する

といった検討を行うことができない。それゆえ、ある因子についての評価を行

う場合は、増殖網膜症と関連する何らかの基準を設定し、検討を行うこととな

る。これとは逆の発想で、何らかの因子（例えば ET-1）によって増殖網膜症を

生じさせることができれば、その因子が網膜症の増殖化に関与する可能性を考

えることができるかもしれないと考え、その方法も試みたが、技術的にも難し

く不可能であった。 

 上記を考慮した上で、糖尿病ラットとして、自然発症糖尿病ラットと薬剤導

入性の糖尿病ラットどちらのモデルを使用するのが適切であるかを検討した。

実際の臨床上ではⅡ型糖尿病患者が圧倒的多数を占める。これに対応するモデ

ルということになると自然発症糖尿病ラットが採用されるべきであると思われ

る。この種類のラットでは Goto-Kakizaki (GK) rat、Zucker Diabetic Fatty 

(ZDF) ratをはじめとして、系統が確立され国内でも市販されているラットが数

種類存在する。これらを使用した網膜の研究も行われてはいるが、これらのラ
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ットの網膜に増殖網膜症を生じたという報告は未だない。これらの市販ラット

のうち、WBN/Kob rat[37]に関しては、長期飼育（約 2年）により、血管の異

常（拡張、蛇行）や毛細血管の脱落が認められたという報告がある[38]。また、

最近市販されるようになった Spontaneously Diabetic Torii (SDT) ratは 55週

齢以降、網膜毛細血管の狭小化、周皮細胞の脱落、高度の蛍光漏出、毛細血管

基底膜の肥厚、増殖膜の形成および牽引性網膜剥離といったヒト増殖網膜症類

似の所見を呈するとされ、さらに、網膜症の進行に伴い虹彩周囲に血管増殖膜

を形成し、時に前房出血も認められ出血性緑内障に類似した所見を呈すると報

告されている[39]。現在、これ以外に既存の糖尿病モデルに増殖網膜症まで進行

する系統はなく、SDT rat はヒト糖尿病網膜症の成因解明および治療薬の開発

に有用な合併症モデルになると期待されている。しかしながら、これらのモデ

ルでは網膜にそれぞれの特徴的変化を生じるまでに 1 年以上の期間を要し、例

えば治療効果を検討するなどの実験においては実用性に問題が生じると考えら

れた。また、SDT rat にみられた増殖網膜症類似の所見はその成因がヒトのそ

れとは異なり、無血管野の出現を起点とするものではない別の機転が関与して

いるものであることが最近報告された[40]。また、市販はされていないが実験に

供され網膜に関する報告があるものとして Otsuka Long-Evans Tokushima 

Fatty (OLETF) rat[41]なども考慮されたが、他の自然発症糖尿病ラットと同様

に糖尿病が確立するまでに長期間を要し（typeⅡの糖尿病状態になるまでに約

30週、typeⅠの糖尿病になるまでに約 40 週）、さらに、45週の時点で確認し

たトリプシン消化標本で、糖尿病網膜症の初期の変化に特徴的な acellular 

capillariesや pericyte ghostsがみられなかったことから、このラットは血管障

害性の糖尿病網膜症の研究には適さないとした論文もあり[42]、積極的な使用に

は適さないと考えられた。 
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 以上より、Ⅱ型糖尿病による網膜症を念頭において実験を行う場合は、動物

モデルでも同様に自然発症の糖尿病ラットを使用するのが望ましいと思われた

が、 

 

(1) 糖尿病自体を発症するのに長期間を要する。また、個々のラットで糖尿病の

発症時期が不均一であるため、治療薬の検討に際し、治療開始の週齢をそろえ

ることができない。 

(2) ヒト類似の明確な増殖網膜症を生じるモデルがない 

(3) 自然発症糖尿病ラットモデルを使用した網膜での報告が少ないため、目的と

する因子の過去のデータとの比較が難しい 

 

という方法論的な難しさが考えられた。 

また、GK ratや OLETF ratを例にとると、この両者のラットでは糖尿病発

症の原因遺伝子座がそれぞれ 3～7ヶ所推定されており[43-47]、このうち共通し

ている遺伝子座が両系統間で今のところ見当たらないことや、WBN/Kob rat、

SDT ratや OLETF ratでは糖尿病の発症に明確な性差が存在する[37, 39, 48]

（糖尿病の発症に性ホルモンが関与）ことなどから、同じⅡ型とされる糖尿病

であっても、その病因がそれぞれ根本的に異なるのではないかとも考えられる。 

 以上を考慮すると、単純に血糖の上昇に伴う生体の反応をみていくためには、

このような異なる原因で糖尿病を発症している可能性がある自然発症の糖尿病

モデルより、むしろ薬剤にて膵臓のβ細胞を破壊して糖尿病を導入した方がよ

いのではないかと考えるようになった。 

 

 

 9



２ streptozotocin-induced diabetic rat modelについて 

 

2-1 ストレプトゾトシン糖尿病ラットを使用する利点 

前途の理由から多くの糖尿病網膜症の実験は、薬剤導入による糖尿病モデル

で行われている。現在はストレプトゾトシン streptozotocin (STZ)による糖尿病

導入が一般的である。このモデルで実験を行うことにより、薬剤投与後約１日

で糖尿病が導入されるという時間的な利点、モデル作製の経費が安価であると

いう経済的な利点、また、このモデルが様々な形で一般的に広く使用されてい

るということから、今までに報告された多大な文献があるというデータ的な利

点が得られる。 

自然発症糖尿病ラットと同様にこのモデルでも増殖網膜症を生じたという報

告は今のところない。しかし、網膜症の増殖化に関与すると考えられる VEGF

を始めとした数多くの分子生物学的因子がこのモデルにより研究されてきた。

したがって、実際に増殖網膜症をこのモデルでも作製することはできなくとも、

増殖網膜症に関連する因子に関して過去に得られた数多くのデータを利用すれ

ば、それらを増殖網膜症の指標とすることができるのではないかと考えた。ま

た、ET-1に関しても、第一章の３で述べた Takagiらの研究はこの STZを使用

したモデルであることをはじめ、ET-1に関する実験を行った多数のデータも存

在する[32, 33, 49-51]。これらから、糖尿病の動物モデルとしては STZ誘発性

の糖尿病モデルを使用することとした。 

 

2-2 糖尿病導入の期間と程度 

 STZによる糖尿病の導入は STZの用量により糖尿病の重症度を比較的自由に

コントロールできるとされており、例えば STZ の導入量が 65～90mg/kg では
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重症のⅡ型モデルからⅠ型モデルが作製されるが、45mg/kg 程度に投与量を少

なくすると軽症のⅡ型モデルとなり、重症度の異なる糖尿病動物の作製が可能

である[52]。今回、糖尿病動物を作製するにあたり、どの程度の糖尿病状態を作

製するかを検討した。 

まず、今後予定されている治療期間との関係からこれを考えることにした。

STZ 誘発性の糖尿病モデルで行われた網膜の研究では、早いものでは導入後 1

週間程度で検討を行った報告もあるが[53-55]、2 週間から 1 ヶ月程度で検討し

た報告が多く、長いものでは半年～９ヶ月といった期間で検討を行っていた[33, 

56-58]。しかし、長期間で検討を行ったものではラットの生存のためにインスリ

ンの併用を行っている実験もみられた[33]。そのため、評価を目的とする治療薬

（例えば ET antagonist）以外の関与する要因を必要とせずに、糖尿病のみによ

る影響と、さらにはその治療薬との関連を明確にしたいとの考え方から、治療

期間を１ヶ月程度として、インスリンなど結果に影響する可能性のある薬剤を

使用しないで行える実験系を考えることとした。 

また、血糖に関してはほとんどの文献で 250mg/dl以上を糖尿病として扱って

いるが、比較的短期間での検討であるため、血糖による網膜への影響がより大

きくなることを意図して、血糖 500mg/dl 程度を目標として STZ の用量を決め

ていくことにした。 

 

３ 実験的糖尿病網膜症の悪化と改善の指標 

前述のように、現在のところ明確な増殖網膜症を生じる糖尿病モデルは存在

しない。このため今回の検討では増殖網膜症の発症の有無による直接的な治療

効果の比較はできない。しかし、上記で示した STZ誘発性のラットモデルでは

従来より網膜症の増殖に関与すると考えられている数々の因子について検討さ
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れている。このため、今回の研究では、網膜症の悪化（増殖化）に関与すると

考えられる代表的な因子の網膜での発現を測定し、この因子の増悪と改善を指

標として、ET antagonistによる網膜症の治療の可能性を論じたいと考えた。今

回は、網膜症の悪化の指標としてすでに広く認識されている以下の３要因につ

いて検討することにした。 

 

3-1 Vascular endothelial growth factor (VEGF) 

VEGF は現在、網膜症の悪化に最も影響が大きいと考えられている分子生物

学的因子であり[59]、現在までに糖尿病ラットにおける発現上昇の報告[54, 56, 

57, 60-63]や増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中における発現上昇の報告[64-66]

などを始めとして多数の報告がなされている。VEGF は糖尿病のかなり初期か

ら網膜での発現が上昇しているとされており、この要因としては、高血糖によ

り形成された advanced glycation end product (AGE)の蓄積によるもの[67]、高

濃度のグルコース負荷による protein kinase C (PKC)の活性化を介するもの

[68]などが考えられている。この VEGF は、毛細血管の閉塞、透過性亢進、血

管増殖といった網膜症の自然経過に認められる各病態をこれ一つの因子だけで

も再現できるとされている[4, 5]。そのため、網膜症の悪化防止を目指すための

最も有効なターゲットとされており、抗 VEGF薬をはじめとして、VEGFを抑

制するための様々な手法が提案されている。 

 

3-2 Intercellular adhesion molecule (ICAM)-1および Retinal leukostasis 

 最近、白血球の網膜血管内への接着（retinal leukostasis）が網膜症の悪化に

関与しているとする報告が多数みられるようになってきた[6, 55, 69-71]。毛細

血管レベルでは、もともと白血球は血管径よりも大きいため、正常でも常に血
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管内皮との interactionが生じている。糖尿病になると、血管内皮と白血球間に

発現する様々な因子の変化によって、白血球の血管内皮への接着の状態も変化

する。Retinal leukostasis は、網膜症の初期のうちでは可逆的に改善するが、

進行するとそれが不可逆的なものとなり、結果的に血管閉塞をきたすとされる

[72]。つまり、これが増殖前網膜症の時期に相当し、網膜に無灌流野が生じる原

因となると考えられている。この leukostasisに最も影響が大きいとされている

分子生物学的因子が ICAM-1 であり[7, 70]、糖尿病ラットの網膜で発現が上昇

していたという報告がすでになされている[7]。Leukostasis を改善することは

網膜の微小循環の改善につながり、結果的に網膜症の改善につながると考えら

れ、そのための治療のターゲットとしてこの leukostasisや ICAM-1が注目を集

めるようになった。 

 

 

以上より、今回の研究では、現在のところ網膜症悪化の代表的な要因とされる

VEGF、ICAM-1および retinal leukostasisを網膜症悪化の指標とし、この発現

変化などをもとに網膜症の治療におけるエンドセリン拮抗薬の効果を検討する

こととした。 
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第三章 エンドセリン遮断薬による糖尿病網膜症の治療 

 

 

１ エンドセリン遮断薬について 

 現在までに様々なタイプのエンドセリン遮断薬が開発されてきた。このうち

実際に開発に進展がみられたのはエンドセリン受容体拮抗薬である。主に血管

平滑筋（網膜では周皮細胞）に分布して血管の収縮をつかさどるETA receptor、

および主に血管内皮に存在して血管の拡張に関与するETB receptorの２種類の

受容体に対し、様々な拮抗作用を持つ薬剤が開発された。当初はBQ-123（ETA 

receptor選択的）やBQ-788（ETB receptor選択的）などのペプチド性の拮抗薬

が用いられ、静脈投与などの方法で様々な検討が行われた。例えば、肺高血圧

症のモデルラットにETA receptor選択的拮抗薬であるBQ-123 を持続投与した

ところ、右室圧（肺動脈圧）の上昇と右室肥大が著明に抑制されたことなどが

報告され[73]、内因性のエンドセリンが実際に疾患に関与し、それがエンドセリ

ン受容体拮抗薬で改善することなどが確認された。このペプチド性の拮抗薬はin 

vitroの実験に用いるにはさほど支障はなかったが、ペプチド性の物質であるた

め経口投与が不可能で、血中の半減期が極めて短いという欠点があり、これら

を解消するため、非ペプチド性の拮抗薬が開発された。この中から、後に市販

薬となったbosentan[74]をはじめとして様々な薬剤が開発され、現在経口投与

も含めた様々な投与方法で使用されている。今回の実験では、上記の特性など

からエンドセリン受容体拮抗薬のうち、将来の臨床応用も念頭におき、経口投

与も可能な非ペプチド性の薬剤を使用することとした。 
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２ エンドセリン受容体拮抗薬の選択 

 エンドセリン受容体拮抗薬を糖尿病ラットに投与して網膜への効果を観察し

た研究は、先に紹介したTakagiらの報告を始めとしていくつか報告されている

[32-34]。これらの多くはETA receptorに選択的なペプチド性の拮抗薬を投与し

て、網膜の血流動態の変化を観察したものである。非ペプチド性のエンドセリ

ン拮抗薬もETA receptorに選択的性を有する薬剤以外に、ETB receptor選択的、

ETA /ETB receptor非選択的薬剤が存在し、また、ETA /ETB receptor非選択的薬

剤ではそれぞれの 受容体に対する抑制効果の割合も薬剤により様々である。過

去の報告からET-1による網膜血管の収縮作用は、主にETA receptorが関与する

反応であることが示唆されているため[23]、これに対する拮抗薬を使用すること

は血流の改善につながるのではないかと考えられた。しかし、現在までに報告

されたETA receptor選択的拮抗薬による網膜血流の改善効果はほとんどが

BQ-123などのペプチド性の薬剤によるもので、しかも短時間投与における血流

に対する効果を検討したものである。現在のところ、例えば 1 ヶ月などある程

度の長期間投与した際の効果を報告したものはない。実臨床における糖尿病網

膜症の病態を考えた場合、問題となるのは慢性的に生じている病態である。つ

まり、慢性の網膜血流の減少によって生じる問題を改善できるかを考える場合、

一時的な血流の改善を確認するということよりも、慢性の血流減少によって二

次的に生じる変化が改善できるかをみることも大切ではないかと考えられた。 

 以上より、今回の研究では、初期糖尿病網膜症での網膜血流の減少に影響を

及ぼしていると考えられているET-1 に対し、網膜血管の収縮に関係するETA 

receptorの選択的拮抗薬を１ヶ月間という期間持続的に投与し、この薬剤が糖尿

病の悪化に関与するVEGF、ICAM-1、leukostasisといった因子の発現に効果を

示すかということを検討した。 
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第四章 本研究に関する実験 

 

 

１ 目的 

ストレプトゾトシン streptozotocin (STZ)により導入された実験的糖尿病ラッ

トの網膜では、糖尿病網膜症の悪化に関連した因子（VEGF、ICAM-1、Retinal 

leukostasis）の発現が上昇しているとすでに報告されている[6, 7, 53-57, 60, 69, 

71]。まず、今回の我々の実験系でも同様な結果が得られるかを調べる。本実験

では、網膜血管の収縮に関与するエンドセリン-1の作用を抑制することにより、

糖尿病で発現上昇した上記因子が改善するのではないかという仮説に基づき、

糖尿病ラットにエンドセリン A 受容体拮抗薬を投与し、網膜での効果を確認す

る。その結果、この薬剤が初期糖尿病網膜症の進行防止のための新しい治療薬

の選択肢となり得るかを検討する。 

 

 

２ 方法 

 

本実験の計画書は、「筑波大学動物実験取扱規程」に基づき、動物実験委員会の

承認を受けたものである。 

また、「視覚および眼科研究における動物の使用についての ARVO 宣言(The 

Association for Research in Vision & Ophthalmology Statement for the Use 

of  Animals in Ophthalmic and Vision Research)」に準じて実験動物を扱った。 
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実験の概略 

STZ により糖尿病ラットを作製した。基剤であるクエン酸バッファー (citrate 

buffer)のみを投与したラットをコントロール(non-DM control群)とした。 

 

糖尿病導入１週間後、糖尿病ラットを 2群にわけ、一方の群にはエンドセリン A

受容体拮抗薬 (TA-0201)を浸透圧ポンプを用いて持続的に 4 週間投与

(DM+TA-0201 群)し、もう一方の群には生理食塩水を同様に投与(DM+vehicle

群)した。 

 

4 週間の治療後、すべてのラットを sacrifice し、網膜における以下の因子につ

いて（ ）に記述した方法で測定を行い、non-DM control群、DM+vehicle群、

DM+TA-0201群の 3群で比較を行った。 

 

VEGF mRNA (Real-time PCR) 

VEGF & ICAM-1 protein (ELISA) 

VEGF & ET-1 protein (Immunohistochemistry) 

Retinal leukostasis (concanavalin Aによる造影および Retinal flatmount) 

Histopathological analysis (HE 染色) 

また、上記の 2倍の期間（10週間）糖尿病状態としたラットを別に用意して蛍

光眼底造影 fluorescein angiography (FAG)を行い、網膜に造影検査上の変化が

認められるかを確認した。 

 

以下に実験の詳細について順に解説する（実験手順の詳細については  内に

示した） 
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2-1 糖尿病ラットの作製 

 

糖尿病モデル動物の作製には、10 週齢の雄成熟白色ラット(Sprague-Dawley 

rat)（日本チャールスリバー、横浜）を使用した。今回の実験に際しては、糖尿

病ラットを作製するための STZの用量、適切な網膜の眼底造影方法、浸透圧ポ

ンプの効果的な皮下埋め込み手技、使用するエンドセリン遮断薬の型などを決

定するための多数の予備実験を必要とした。それらを合わせ、合計 115 匹のラ

ットを使用した。 

 

2-1-1 STZの基剤について 

今回の実験では、血糖値が 500mg/dl程度以上のとなるラットを作製することを

目標とした。まず、STZ（和光純薬、大阪）を溶解する基剤を作製した。他の文

献で基剤としてクエン酸バッファーが用いられていたが、その溶液として pHは

4.0～6.5、濃度 0.01M～0.1Mまで若干の違いがあった。そのため、これらの中

で多く用いられていた pHおよび濃度を採用し、以下の方法で作製し、基剤とし

た。 

 
0.1Mクエン酸バッファー（pH=4.5）～200ml の作製 
 
（使用試薬） 
クエン酸三ナトリウム二水和物 C6H5Na3O7 2H2O MW=294.1 
クエン酸  HOOCCH2C(OH)(COOH)CH2COOH MW=192.1 
 
（準備） 
0.1Mクエン酸三ナトリウム 500ml 
 （14.7gの試薬を 500mlの水に溶解し、オートクレーブする） 
0.1Mクエン酸  100ml 
 （1.92gの試薬を 100mlの水に溶解し、密栓オートクレーブする） 
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（調整） 
クエン酸ナトリウム溶液に、pHを測定しながらクエン酸を加える 
 
オートクレーブする 

 

2-1-2 STZのラットへの導入方法と STZの投与量の決定 

まず、予めラットの体重と血糖を測定し、各ラットに対する STZ の必要量

(45mg/kg～70mg/kg)を 1.5ml のエッペンチューブに正確に秤とり、氷冷した。

STZ は溶液中では不安定なため、投与直前に上記で作製したクエン酸バッファ

ーに溶解し、５分以内に腹腔内に投与した。非糖尿病のコントロールラットに

はクエン酸バッファーのみを同様に投与した。 

 

血糖の測定には頻回の測定が可能で血流動態に影響を及ぼす可能性が少ないた

め、簡易血糖測定器（Ascensia BREEZE ®）（バイエルメディカル、東京）を用

いて尾部より行った。測定時間は毎回同時間帯になるようにした。 

 

STZ投与量の決定のための予備的な実験では、血糖の測定を48時間後（２日後）、

120時間後（５日後）、168時間後（１週間後）、336時間後（２週間後）に行っ

た。45～55mg/kg程度の STZ投与では、中には 600mg/dlを超えるような血糖

が得られるラットも存在したが、多くは 200～400mg/dl程度の血糖にとどまり、

200mg/dl台程度のラットの中には２週間後に血糖が正常化するラットも存在し

た。一方、65mg/kgの STZ投与では 500mg/dl以上の血糖が得られるものが多

かったが、ややばらつきが認められた。投与を 70mg/dl としたラットでは比較

的安定して 500mg/dl 程度の血糖が得られた。このため、今回の実験系では

70mg/kgの STZ投与で糖尿病ラットを作製することとした。 
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2-1-3 グループ分け 

以上の結果を踏まえ、今回の実験では 70mg/kgの STZ投与にて糖尿病ラットを

作製することとし、以下の３グループで検討を行うこととした。 

 

(1) non-DM control群 (クエン酸バッファーのみの投与群) 

(2) DM+vehicle投与群 (STZ 70mg/kg投与＋生食治療群)（後述） 

(3) DM+TA-0201投与群 (STZ 70mg/kg投与＋エンドセリン受容体拮抗薬治療

群)（後述） 

 

2-2 エンドセリン受容体拮抗薬による治療 

 

2-2-1 エンドセリン受容体拮抗薬の選択 

エンドセリン受容体拮抗薬としては、非ペプチド性で、選択的エンドセリン A

受容体拮抗薬である TA-0201（田辺製薬、埼玉）を使用することとした。これ

は、当研究室ですでにラットやハムスターに対して投与し、その効果を確認し

た実績があること[75-79]などから採用した。使用量に関してはラットでは 0.3

～0.5mg/kg/dayで十分な効果が報告されているが[76-78, 80, 81]、ハムスター

に 1.3mg/kg/dayで使用した報告もある[75, 82]。今回の実験ではこれらを考慮

し、1mg/kg/dayで投与することとした。 

 

2-2-2 浸透圧ポンプについて 

非ペプチド性で経口投与可能なTA-0201であるが、より確実な治療効果の有無を

確認するため、浸透圧ポンプによる持続的皮下投与を行うこととした。浸透圧

ポンプはDurect社（Cupertino, CA）のALZET ® osmotic mini pump (model 
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2004)を用いた。この浸透圧ポンプはポンプの表面を形成する半透膜を通してポ

ンプ内への水の流入が生じることなどを利用し、ポンプが埋め込まれた組織環

境の浸透圧の差によって動作する。これをラットなどの目的とする動物の皮下

に埋め込み、一定の流量で薬剤を体内に連続注入することが可能である。投与

期間や動物の大きさに対応していくつかのモデルがある。それぞれのモデルの

流量は予め固定されているため、投与量はポンプに充填する溶液の濃度を変え

ることで調整することができる。今回は１ヶ月(28日間)の治療を行うため、上記

のうちmodel 2004を選択した。 

 

2-2-3 TA-0201の調整 

上記の浸透圧ポンプを使用して持続的に TA-0201 の投与を行うために、

TA-0201 の濃度を調整した。TA-0201 は生理食塩水に溶解した。Model 2004

は容量が 200μlで流量は 0.25μl/hrに調整されている。よって、例えばこのポ

ンプを用いて 1mg/day で薬剤の投与を計画する場合、1 日分の総流量が 6μ

l( /24hr)であるため、1mg/ 6μlの濃度で TA-0201を溶解することになる。この

ようにして、各ポンプに TA-0201を充填した。また、TA-0201を溶解せず、生

理食塩水のみのポンプを埋め込むラットを DM+vehicle治療群とした。 

 

2-2-4 糖尿病ラットのグループ分け 

STZ を投与して糖尿病状態としたラットでは、糖尿病導入１週間後に全ラット

の血糖を測定した。このラットを無作為に２群に分け、片方の群には TA-0201

を含むポンプを割り当て（DM+TA-0201 投与群）、もう一群には生食のみを含

むポンプを割り当て（DM+vehicle投与群）て、次項の方法に従ってポンプの埋

め込みを行った。 
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2-2-5 浸透圧ポンプの埋め込み術 

ペントバルビタール（ネンブタール®）（大日本製薬、大阪）による全身麻酔の

後、ラットの背部を剃毛し、10%ポピドンヨード（イソジン®）（明治製菓、東

京）にて消毒した。剪刀にて剃毛部の中央の皮膚を1～1.5cm程度切開した。ペ

アンにてその両側に皮下の切開を鈍的に広げた。同部よりポンプを挿入し、良

好な位置であることを確認した後、針つき2-0 silk糸で切開部を3糸縫合した。

予備実験では、ラットが覚醒直後より縫合を自己で抜去する行動が度々見られ、

縫合がしばしば離開した。いくつかの方法を試みた結果、強い結紮を3回行う方

法でほぼ離開がなくなったため、この方法ですべての縫合を行った。埋め込み

翌日に縫合が離開していないラットではその後に離開することはなかったため、

埋め込み翌日の創部の観察を厳重に行った。 

 

2-3 血糖および体重の経過 

上記の方法によりポンプが埋め込まれたラット（DM+vehicle 投与群および

DM+TA-0201投与群）および非糖尿病コントロールラットの 3群に対し、１週

間毎に血糖と体重の測定を行い、非糖尿病および糖尿病状態の確認を行った。 

 

2-4 網膜の摘出および保存 

浸透圧ポンプの埋め込みから 4 週間後、ジエチルエーテル（和光純薬、大阪）

による全身麻酔下に他臓器や血液とともに眼球を摘出し、網膜を分離した。分

離した網膜は 2ml のエッペンドルフチューブにいれ、液体窒素で急速冷凍した

後、各種測定を行うまで-80℃のフリーザーに保存した。 
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各因子の発現の分析 

 
2-5 VEGF遺伝子の発現 
 
2-5-1 網膜からの RNAの抽出 
 
網膜からの RNA抽出方法 
 
（RNA用の）クロロホルム、イソプロパノール、100%エタノール、diethylpyrocarbonate 
(DEPC)処理水を準備する 
 
手袋、マスクを着用、机にアルミホイルを敷く 
 
試料が入った 2ml エッペンドルフチューブを-80℃のフリーザーから出し、各 400μl の
ISOGENを加える。 
 
ポリトロンでホモジナイズする 
 
室温で 5分間反応させる  
 
（30秒 vortexした後）各チューブに 80μlずつクロロホルムをいれる 
 
Maxで 15秒間 Vortexする(または激しく 15秒間手で shake) 
 
室温で数分間（3分程度）反応させる 
 
12,000x g(12,000回転で可)で 15分間遠心する（4℃） 
 
水層（上層）を新しい RNA用 1.5mlチューブに移す 
（165μl位のチップ etcを利用） 
 
移したこの水層の各チューブに 200μlずつ氷冷したイソプロパノールを加えて Vortex 
 
これを氷上で（5~）10分反応させる 
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12,000x gで 10分間遠心する（4℃） 
 
RNAのペレットができる 
上清をピペットで捨てる 
 
残った各チューブのペレットに 70%エタノールを 400μlずつ加える 
 
12,000x gで 10分間遠心する（4℃） 
 
RNAのペレットができる 
上清をピペットで捨てる 
 
各チューブのペレットに 100%エタノールを 400μlずつ加える 
 
12,000x gで 10分間遠心する（4℃） 
 
RNAのペレットができる 
上清をピペットで捨てる 
 
短時間風乾する 
 
ペレットを予め DEPC処理された滅菌蒸留水（または TE（pH8.0）、または 0.5%SDS）に
溶解して total RNA溶液とする（通常 DEPC処理した超純水（Milli-Q水）100μlを加え、
vortexで溶解している） 
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2-5-2 網膜から得られた RNAの DNase処理 
 
以下の方法で DNase処理を行った 
 
QIAGEN RN easy mini column kit & RNase Free DNase setによる DNase処理 
 
（準備） 
Total RNA (DEPC水で total volumeを 100μlとする) 
100% EtOH 
RNase free tube & tip 
2-メルカプトエタノール 
QIAGEN RN easy mini column kit & RNase Free DNase set 
 (RLT buffer, RNase free water, RW1 buffer, RPE buffer) 
 
DNaseⅠ前処理（DNase-Free DNase set）(Cat.No 79254, -4℃ store) 
粉末状の DNaseに 550μlの RNase free water（kit内にある）を加えてゆっくり tapping
後 1.5mlのチューブに移す 
-20℃で 9ヶ月保存可 
RDD bufferは用時調整 
 
（手順） 
まず遠心器が 22℃になっていることを確認 
試料 
↓ ＋RLT 溶液（RLT bufferに 2-メルカプトエタノールを 100: 1の割合で混合したもの）
350μlを加える 
Vortex 
↓ +100% EtOH 250μl 
Vortex 
↓ 
1.5ml チューブの全量（700μl）をmini columnにいれる 
↓ 
10,000回転、15秒、22℃ 遠心 
↓ 
外側の廃液用チューブを捨て、新しい廃液用チューブ（kit内にある）を装着する 
↓ +RW1 buffer 350μl 
10,000回転、15秒、22℃ 遠心 
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↓ 
廃液を捨てる 
↓ 
Mini columnに DNase溶液（DNaseに RDD bufferを 1: 8の割合で混合したもの）を 80
μl加える 
 
↓ 
室温、15分 incubation 
↓ +RW1 buffer 350μl 
10,000回転、15秒、22℃ 遠心 
↓ 
廃液を捨てる 
↓ +RPE溶液 (RPE bufferに 100% EtOHを 1: 4の割合で混合したもの) 500μlを加え
る 
10,000回転、15秒、22℃ 遠心 
↓ 
廃液を捨てる 
↓+RPE溶液 (RPE bufferに 100% EtOHを 1: 4の割合で混合したもの) 500μlを加える 
10,000回転、2分、22℃ 遠心 
↓ 
廃液を捨てる 
↓ 
チューブは空のまま、10,000回転、15秒、22℃ 遠心 
↓ 
新しい 1.5ml チューブにmini columnをはめる 
↓ 
kit内の RNase free water 50μlをmini columnにいれる 
↓ 
室温、10分 incubation 
↓ 
10,000回転、1分、22℃ 遠心 
↓ 
OD値測定、回収率は 60~70%程度 
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2-5-3 RNAの Reverse Transcription 
 

前項までの方法で得られたRNAを用いて、以下の方法に従って逆転写し、cDNA

を作製した 

 
Omni scriptによる網膜抽出 RNAの Reverse Transcription 
 
（操作は氷上にて施行） 
 
total RNAを吸光度から 4μg分とり（残りはエタ沈してとっておく）、水との合計で 27.6
μlとする 
 
これに下記のmaster mxtureを各 12.4μlずつ加える 
 
軽く vortexと遠心 
↓ 
37℃、2時間 
 
終了したら、40μl のうち、20μl に 980μl の滅菌水を加えて vortex（これで 2ng/μl の
DNAができる） 
 
残りの 20μlには各 180μlの滅菌水を加えて、各 sampleのものを合計し（例えば５検体
あったら、1mlとなる）、それを 10ng/μlの標準曲線用（standard用）とする 
 
-20℃で保存 
 
（Omni script kit+RN ase inh.の調整）（1検体分） 
（master mixtureはこれに 1から 2検体分割り増しした合計をかけて計算する） 
10×Buffer    4μl (kit) 
dNTP             4μl  (kit) 
Oligo dT primer  0.4μl  Life scienceのキットから流用 
RNase inh.        2μl (kit) 
RT                2μl (kit) 
合計            12.4μl 
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2-5-4 Real-time PCR 法による VEGF mRNAの発現分析 

得られた cDNA を template として、VEGF mRNA の発現の分析を行った。

mRNAの発現量は Applied Biosystems (ABI)（Foster City, CA,USA）の prism 

7700 Sequence Detectorを用いて、定量 PCR（real-time PCR）を行うことと

した。 

 

この real-time PCRは、96 ウェルのプレートに試料および各測定項目のプライ

マーと反応基剤である master mixture を加え、コンピューターに接続された

7700 Sequence Detectorで反応を行い、その吸光度を real timeに測定し分析

を行うものである。非特異的な反応を検出しないためには TaqMan Probeを用

いた検出系で測定を行うのがより望ましいとされているため、今回はその方法

を採用した。プライマーおよびプローブはあらかじめ ABIで作製および検証が

なされており、これを利用した。また、house keeping gene としては β-actin

を使用することとした。これらのプライマーとプローブの塩基配列および反応

液の調整方法は以下のごとくである 

 
Primer & Probe 
For VEGF 
Sense: 5’-tgagaccctggtggacatctt-3’ 
Antisense: 5’-cacacaggacggcttgaaga-3’ 
Probe: 5’-ccccgatgagatagagtat-3’ 
 
For β-actin 
Sense 5’-ggccgggacctgaca-3’ 
Antisense 5’-gctgtggtggtgaagctgtag-3’ 
Probe 5’-actacctcatgaagatcc-3’ 
 
反応液の調整 

各ウェルに対して total 25μlの反応液になるように調整する。1 well中の各反応液の割合
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は以下の通りである（すべて ABIの純正品を使用した）。 
 
PCR Master Mixture          12.5μl 
TaqMan primer & pbobe (FAM label)   1.25μl 
DDW                 6.25μl 
試料                                    5.0μl 
                               total    25.0μl 
 
また、標準曲線用（standard用）の試料は前項で作製した 10ng/μlのものを順次２倍希釈
して、これに 4段階の数値（5→2.5→1.25→0.625）を割り振った。 

 

上記のように調整された各反応液を専用の 96 ウェルプレートに注入し、上部を

綿密にカバーした後、プレートごとごく軽く遠心（1000rpm に一度なったら終

了する程度）した。また、プレートに気泡が混入していないことを確認した。 

以上を確認後、下記の手順に従って、コンピューター上の操作を行い、PCR 反

応およびその後の分析を行った。 

 
ABI prism 7700 Sequence Detectorの操作 
 
本体を制御するコンピューターの電源を入れ、SDS softwareを開き、測定のための各種の
設定を行う 
 
PCR反応は以下のコンディションで行った 
Thermal Cycler Conditions 

1  50℃ 2分 
2  95℃ 10分 
3  95℃ 15秒、60℃ 1分 

3 = repeat 40cycles 
 
PCR反応の終了後、SDS software上で VEGFおよび β-actin mRNAの発現解析を行い、

Experimental Reportを印刷する 
 
7700本体から 96 wellプレートを取り出し終了する  
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上記で得られた Experimental Report に、各試料の VEGF および β-actin 

mRNA の発現量が示されているので、β-actin を用いて VEGF の値を補正し、

最終的な各試料の発現量を決定した。 

 
 
2-6 VEGF および ICAM-1 proteinの発現 
 
2-6-1 網膜からの蛋白の抽出および濃度測定 
 
まず、下記の方法で網膜から蛋白を抽出し、蛋白濃度を測定した 
 
ELISA用蛋白抽出 
 
クーラーボックスを用意 
 
サンプルを-80度のフリーザーからだしてきて、すぐに各チューブに PBSを 500μlずつい
れる（片眼の時は 300μlずつ） 
 
ポリトロンでホモジナイズする。可能ならチューブを若干上下させながら回転させるよう

にする。終了したら１回ごと 1ℓのビーカーにためた RO水（2段階に）でも機械をまわし、
その後短時間空まわしして水分を飛ばし、キムタオルで拭くということを繰り返す。温度

が上がると蛋白は変性するのでそれを防止する意味もある。 
 
遠心（15000rpm、15分、4度） 
 
上清を新しい 1.5mlチューブに移す 
 
（蛋白の定量） 
各試料 3 本の 1.5ml チューブを用意。これに加えて検量線用のチューブを 3 本、blank 用
のチューブを 2本用意する 
 
最初のチューブに各 200μlのdH2Oをいれる（検量線用も同様）。blank用には各 100μlの
dH2Oをいれる 
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このチューブに各試料を 10μlいれ、検量線用には標準 BSA (20mg/ml)を同じく 10μlい
れる。すべていれたら vortex。 
 
できたこのチューブの内容を他の２本の同じ試料用のチューブに 100μlずつ分注する 
（これですべてのチューブに内容物が 100μlずつはいっていることになる） 
 
着色用の A液と B液を用意し、50:1の割合で混合する 
 
A液と B液を混ぜたらできるかぎり速やかにこれを各チューブに 1mlずついれ、そのいれ
たチューブも同様に速やかに Vortexする。すべていれたら 37度のインキュベーターに 30
分程度いれる。 
 
その後に、ELISA用プレートに各チューブを triplicate（結局各試料 6ウェルになる）にな
るように各 200μlずついれていく 
 
Bioluminの 550nmで吸光度を測定する 
 

 
 
2-6-2 ELISA による VEGF および ICAM-1の測定 
 

上記で抽出した蛋白を試料として、ELISAにより網膜の VEGFおよび ICAM-1

の測定を下記の方法にて行った。 

 
ELISAの基本手技（VEGFおよび ICAM-1共通） 
 
まず、Standard希釈用の 1.5mlチューブを 5本（残りのウェルに応じて変更可）、用意す
る。すべてのチューブに各 200μlずつ Calibration dilutentをいれる。 
 
次に Standardと試料をフリーザーからだして解凍する。 
 
続いて、Standard希釈用の１番のチューブに Standard液を 200μlいれる、その中の 200
μlを次の 2番のチューブにいれる。このようにして最後のチューブまで倍々希釈したチュ
ーブをつくる（5段階）。 
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VEGF または ICAM-1 測定用プレートの各ウェルに上記でつくった Standard 液と網膜蛋
白試料を各 50μlずつ duplicateでいれていく。泡をいれないよう注意。終わったら目視し
て、泡があるウェルにはチップの先を泡の先につけてつぶす。ただし、決して壁をさわら

ないこと。 
 
透明フィルムでふたをして 2時間、震盪させながら反応させる。 
 
2時間たったら、まず VEGFまたは ICAM-1の Conjugateを Calibration dilutentで 15ml 
の Falcon tubeに希釈する。まず、各ウェル 100μl必要なので、これをもとにして合計量
を計算する。Calibration dilutentと Conjugateの割合は 11(ml): 0.5(ml)として計算する。 
 
合計 5回洗浄する。 
 
Conjugate液を 100μlずつ各ウェルにいれていく。 
 
透明フィルムを貼り、2時間震盪させる。 
 
同様にプレートを 5回洗浄する。 
 
Color reagent Aと Bを 1:1 の割合で混ぜ、各ウェルに 100μlずついれる。 
 
フィルムを貼って震盪しながら色の変化を観察する。30 分から１時間程度反応させる。そ
の後 stop solutionにより反応を停止する。 
 
Bioluminの 450nmで吸光度を測定する。 
 
測定値から blankの値を引いた吸光度をもとにして VEGFまたは ICAM-1の吸光度と濃度
に関する標準直線を描き、そこから各検体の VEGFまたは ICAM-1の濃度を計算する。さ
らにその値を 2-6-1で求めた各 sampleの蛋白濃度で割り、組織 1mgあたりの VEGFまた
は ICAM-1の濃度(pg/mg)を計算した。 
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2-7 VEGF および ET-1の免疫染色 
 
2-7-1 網膜の切片の作製 
 

各群から無作為にラットを選び、免疫染色用に眼球を摘出した。眼球を 10%緩

衝ホルマリン液で固定後、脱水、パラフィン包埋し 5μmの切片を作製した。 

 
2-7-2 免疫染色 
 

上記の切片を脱パラフィン後、microwave oven (750W)にてクエン酸緩衝液中

で 15分間処理し、以下の方法に従って免疫染色を行った。 

 
（染色方法） 
 
湿潤箱を用意し、底にキムワイプを 4枚ほど敷く。その上に蒸留水などをかけて湿らせる。 
 
スライドグラスを金属ラックからだして並べ、緩衝ホルマリンをトランスファーピペット

で組織の上にかける。5分固定（室温） 
 
緩衝ホルマリンを除き、ドーゼに PBSを満たした後金属ラックをいれ、そのなかにスライ
ドグラスを 1枚ずついれていく。室温で 5分放置後に洗浄する（1回。PBSも交換）。 
 
5分後にスライドグラスを渡し棒の上に置き、トランスファーピペットで各スライドグラス
に 3%過酸化水素水をかけ、室温で 7分おき、脱ペルオキシダーゼ処置を行う 
 
7分後に渡し棒を利用して 3%過酸化水素水を除き、PBSを満たしたドーゼにいれ、室温で
5分間洗浄する（1回。PBSも交換） 
 
その後スライドグラスを渡し棒の上に置き、10%FBS/PBS-Tをスライドグラス上で室温に
て 30分反応させ、ブロッキング処置を行う 
 
30分の反応後に渡し棒を利用して 10%FBS /PBS-Tを除くが、このままPBSの洗浄はせず、
抗体の反応にうつる 
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1次抗体（抗体の希釈は 1% FBS /PBS-Tにて行う）を反応させる（37度のインキュベータ
ーで 1時間または 4度で over night） 
 
規定の時間後、湿潤箱をもってきて、まず抗体をできる限り回収する 
 
続いて、ドーゼに PBSを満たしてスライドグラスを金属ラックにいれ室温で 5分おき、洗
浄する（3回）（PBSはその都度交換） 
 
DAKO EnVisionを 2～3滴滴下し、室温で 30分反応させる 
 
ドーゼに PBSを満たしてスライドグラスを金属ラックにいれ室温で 5分おき、3回洗浄 
 
湿潤箱の蓋を裏返して中にケイドライを敷く。その上にスライドグラスを 1 枚ずつ並べて
いく。 
 
キットの DAB solutionを滴下し発色させる 
 
マウントする 
 
negative control として 1次抗体を反応させないスライドグラスもつくる 
 
（必要な試薬類） 
(1)PBS 2L 
(2)上記でできた PBS のうちの 50mlを使用して PBS-Tをつくる 
PBS 50ml+Tween20 25μl（=PBS-T 0.05%） 
(3) 上記でできた 50mlの PBS-Tのうち、22.5mlを用いて、25mlの 10%FBS/PBS-Tをつ
くる 
PBS-T 22.5ml+ FBS溶液 2.5ml 
(4) 上記でできた 25mlの 10%FBS/PBS-T溶液のうち、2.5mlを(2)でつくった PBS-Tの残
りのうちの 22.5mlとあわせて 1%FBS/PBS-T溶液をつくる 
(5)deperoxdase用試薬 
市販の 30%H2O2溶液を 100%メタノールで 10倍に希釈する 
H2O2 2.5ml+100%メタノール 22.5ml 
 
（１次抗体および detection用キット） 
VEGF (rabbit antihuman VEGF polyclonal antibody, Immunological Laboratories, Fujioka, Japan) 
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ET-1 (guinea pig anti-ET-1, Peninsula Laboratories, San Carlos, CA) 
DAKO EnVision, Peroxidase, Rabbit (DAKO, Carpinteria, CA) 
 
（抗体の希釈） 
説明書に従って希釈する 
使用した抗体は４℃で保存 

 
 
 
2-8 Retinal leukostasisの解析 
 

網膜の血管内に接着した白血球数を調べるため、以下の方法に従って造影を行

い、摘出した網膜のフラットマウントを作製し、蛍光顕微鏡で確認した。 

 
Concanavalin Aによる接着白血球の染色 
 
準備 
Fluorescein concanavalin A (FL-1001) (Vector)(Con A)（25mg 1本で 14~15匹位できる）
（40μg/mlで使用） 
1x PBS（in vivo用の tabletで作製した(1匹で 200ml使用) 
10% buffer formalin（6Fの 20%のものをミリ Qで希釈して使用） 
50ml Falcon tube 5本、15ml Falcon tube 2本 
50ml シリンジ 3本 
100mm tissue culture用 dish 
アトム静脈カテーテル 3Fr（節付） 
2-0 シルク糸 
Micro slide glass (PLLコート付)（Matsunami） 
24x24 Micro cover glass（Matsunami） 
Perma Fluor Aquaous Mounting Medium (Thermo) 
直鑷子 1本、曲鑷子 2本、直剪刀 1本、曲剪刀 1本 
ジュエラー1本、小曲鑷子 1本、小剪刀 1本、メス刃 
 
手技 
ラットに pentbarbitalにて麻酔をかける 
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50ml Falcon tube 5本（前 2本、Con A 1本、後 2本）に PBSを 40mlずついれる。その
うちの Con A用に Con Aを 320μlいれて Vortexする 
 
15ml Falcon tube 2本に 10% buffer formalinを 5mlずつと 100mm dishに 15mlいれる 
 
50ml シリンジ 3本（PBS用 2本、Con A用 1本）にそれぞれの液を吸引する（Con A用
にはカバーする） 
 
ラットの皮膚を臍上部から腋下付近まで直線的に切開する 
 
腹腔を開く。臍上部から横隔膜下付近まで広げる 
 
腸管などの内臓をキムワイプでよけ、下大静脈を露出する 
 
曲鑷子を使って 2-0 シルク糸を下大静脈の後ろに通し、結紮の用意をしておく 
 
肝臓上部の横隔膜付近から横隔膜を切開し、胸腔をあける 
 
横隔膜をはずした後、心臓が露出するまで胸郭を切り開く 
 
心臓をつかみ、心尖を確認し、カテーテルを注入する 
 
下大静脈を縛り、その遠位端（腎静脈付近）を切開する 
 
心臓に PBSを圧をかけながら注入する（体重 g当り 0.1ml）。2本目と交換するときに空気
が入らないよう注意する。交換直後に肝静脈を切開する 
 
続いて Con Aを注入する 
 
残りの PBSを上記同様の量で注入 
 
心臓からカテーテルをぬき、位置を確認 
 
眼球を摘出し、10% buffer formalinにいれる 
 
25分後に網膜のフラットマウント開始 
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網膜を視神経も残るように注意してはずしてから、網膜の 2 箇所に切開をいれて、徐々に
水分をキムワイプで吸収しながら広げていく 
 
封入。余分な空気をカバーグラスの間からぬく 
 
網膜を蛍光顕微鏡（PROVIS AX70; Olympus, Tokyo）で観察する 

 
 
2-9 組織病理学的検討 
 

2-7-1 と同様の方法で網膜の切片を作製し、脱パラフィンを行った後、

Hematoxylinおよび Eosin染色を以下の方法で行った。 

 
Hematoxylin-Eosin染色 
 
スライドグラスをホルダーにいれ、緩衝ホルマリンを満たした器に 5分いれる 
 
5 分程度たったら水を満たした器の中で数回出し入れして洗浄し、Hematoxylin の中に 3
分程度つける。時々出し入れし、染まっているか確認する 
 
次に同様に水洗する。水をきって 5分程度 Eosinの中につける 
 
Eosinの中からホルダーを出し、再度水洗の後にアルコール脱水する 
 
そのままキシレンに移り、脱アルコールを行う 
 
封入する 
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2-10 網膜の蛍光眼底造影 
 

10 週間糖尿病状態にしたラットを別に用意し、以下の方法に従って

FITC-dextran（シグマアルドリッチジャパン、東京）による造影を行い、網膜

に造影検査上の変化がみられるか蛍光顕微鏡で確認した。 

 
FITC-dextran angiography 
 
準備 
Fluorescein isothiocyanate-dextran (FITC-dextran) (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO)（50mg/mlで使用） 
1x PBS 
10% buffer formalin 
15ml Falcon tube 3本 
100mm tissue culture用 dish 
Micro slide glass (PLLコート付)（Matsunami） 
24x24 Micro cover glass（Matsunami） 
Perma Fluor Aquaous Mounting Medium (Thermo) 
直鑷子 1本、直剪刀 1本、曲剪刀 1本 
ジュエラー1本、小剪刀 1本、メス刃 
 
手技 
ラットに pentbarbitalにて麻酔をかける 
 
15ml の Falcon チューブ 2本に 10% buffer formalinを 5mlずつと 100mm dishに 15ml
いれる 
 
ラットの皮膚を臍上部から腋下付近まで直線的に切開する 
 
上部腹腔を開く 
 
肝臓上部の横隔膜付近から横隔膜を切開し、胸腔をあける 
 
横隔膜をはずした後、心臓が露出するまで胸郭を切り開く 
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心臓をつかみ、心尖を確認し、そこから翼状針を刺入する 
 
心臓に FITC-dextranを約 2.5ml注入する 
 
心臓から針をぬき、位置を確認 
 
眼球を摘出し、10% buffer formalinにいれる 
 
25分後に網膜のフラットマウント開始 
 
網膜を視神経も残るように注意してはずしてから、網膜の 2 箇所に切開をいれて、徐々に
広げていく 
 
封入 
 
網膜を蛍光顕微鏡（PROVIS AX70; Olympus, Tokyo）で観察する 

 
 
2-11 統計処理 
 

得られたデータの分析はStat View version 5.0のソフトウエアを用いて行い、す

べての結果は、mean ±SDで示した。また、グループ間の比較はMann-Whitney-U 

検定で行い、多重比較検定にはScheffé法を用いた。P値が0.05未満であるもの

を「有意差あり」とした。 
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３ 結果 

 
 
3-1 各群の体重および血糖値 
 

表1に各群の体重および血糖値を示す。糖尿病群（DM+vehicle、DM+TA-0201）

では、週齢を合わせた非糖尿病群（non-DM control）のラットと比較して著明

な血糖値の上昇が認められた。血糖値はDM+vehicle 群とDM+TA-0201群で差

はなく、4週間のTA-0201の治療は、血糖値には影響しないと考えられた。 

 
 
3-2 組織学的な変化について 

 

各群から得られたラットの網膜の切片の結果を図1に示す。HE染色による光

学顕微鏡上では各群に明らかな違いは認められなかった。 

 

 

3-3  網膜におけるET-1の発現について 

 

ET-1に関しては、STZ誘発性の糖尿病ラットにおける網膜での発現上昇を確

認した報告がすでにあるため[32, 33, 49, 51]、これらの確認の意味合いも兼ね、

今回は免疫染色でその発現量の評価を行った。定量的な評価ではないが、今回

の結果でも過去の報告と同様に糖尿病の網膜ではET-1の発現が上昇しているこ

とが確認できた（図2A）。TA-0201による治療は、このET-1の上昇を抑制する

可能性が示された。 
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3-4 網膜におけるVEGFの発現について 
 

Real-time PCRで得られた、網膜におけるVEGF mRNAの発現を図3Aに示す。

非糖尿病コントロールラット（non-DM control）に比して、vehicle治療糖尿病

ラット（DM+vehicle）では、VEGF mRNAの有意な上昇が認められたが(p < 

0.05)、TA-0201の治療により、この上昇は有意に抑制された(p < 0.05)。 

一方、ELISA法により得られたVEGF proteinの発現もこの結果と一致してい

た（図3B）。Vehicle治療糖尿病ラット（DM+vehicle）では、非糖尿病コントロ

ールラット（non-DM control）より30%のVEGFの上昇が認められたが(p < 0.05)、

TA-0201治療はその上昇を有意に抑制した。 

VEGF proteinについては、さらに免疫染色においても同様の傾向が確認でき

た（図2B）。Vehicle治療糖尿病ラットでは非糖尿病コントロールラットに比較

し、網膜各層においてVEGFに対する染色性が上昇していた。染色は網膜全体に

びまん性に認められたが、図2Bの挿入図にみられるようにvehicle治療糖尿病ラ

ットでは他群と比較し、細胞質の染色性が上昇している所見が確認できた。 

 

 

3-5 網膜におけるICAM-1 の発現と Retinal leukostasis について 
 

  網膜におけるICAM-1 proteinの発現を図3Cに示す。VEGFと同様にICAM-1 

proteinもvehicle治療糖尿病ラット（DM+vehicle）で非糖尿病ラット（non-DM 

control）に比して約30%の発現上昇が認められた。この上昇はTA-0201による

治療で著しくに改善された(p < 0.05)。 

  このICAM-1 proteinの発現に対応する結果が、leukostasisの結果でも得られ

た。図4に3群の代表的な写真を示す。concanavalin Aにて染色され、血管内に

接着した白血球が白矢印にて示されているが、vehicle治療糖尿病群
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（DM+vehicle）では、弱拡大の１視野中に複数の接着白血球が確認できるラッ

トが多数見られた（図4B）。これに対しコントロール群（non-DM control）（図

4A）とTA-0201治療糖尿病群（DM+TA-0201）（図4C）ではその割合は少数で

あった。これらの結果をより定量的に確認するため、各網膜全体の細動脈血管

内に生じた白血球の接着をカウントした結果が図5である。ただし、毛細血管内

に接着した白血球のカウントはアーチファクトとの区別が比較的難しく、正確

な比較が難しいと考えられた。そのため、今回はほぼ確実にその数をカウント

できるという観点から、細動脈系に吸着された白血球をカウントし、比較した。

その結果、vehicle治療糖尿病ラット（DM+vehicle）では、非糖尿病コントロー

ルラット（non-DM control）と比較して3.3倍もの接着した白血球が認められた。

TA-0201による治療はこの糖尿病による増加分を75.6%改善した。 

 
 
3-6 網膜における造影検査上の変化について 
 

今回の検討に使用した糖尿病ラットの罹病期間は5週間であるが、これより倍

の期間（10週間）糖尿病状態としたラットを用意し、fluorescein isitiocianate 

(FITC)-dextranによる造影検査上で変化が認められるかを確認した。その結果、

毛細血管の細部までFITC-dextranの造影が確認された。つまり、今回検討を行

った5週間の糖尿病ラットの倍の期間糖尿病状態としたラットでも、造影剤の漏

出もしくは無灌流野といった、糖尿病網膜症の進行によって臨床でみられる造

影検査上の所見はまだ認められないことが確認された（図6）。 
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４ 考察 

 
 

今回、STZにより導入された糖尿病ラットの網膜において、網膜症の悪化に関

与する分子生物学的因子とされるVEGFおよびICAM-1の発現上昇、および網膜

におけるleukostsisの増大が認められた。これら因子の上昇は選択的ETA受容体

拮抗薬の一つであるTA-0201によって改善し、これが初期糖尿病網膜症の治療薬

のオプションになりうる可能性が示された。 

 

4-1 VEGFと網膜血流 

 

糖尿病網膜症の悪化要因となる分子生物学的因子として、現在までに様々な

因子の関与が推測されているが、この中でVEGFは現在最も注目されている因子

である。実験的糖尿病動物の網膜における発現上昇の報告[54, 56, 57, 60-63]に

加え、臨床においても増殖糖尿病網膜症（PDR）患者の硝子体液中での上昇が

報告[64-66]され、網膜症の最終段階であるPDRへの進行の際の中心的な因子と

考えられている[59]。そのため、この因子を抑制することが網膜症の増殖化を含

む進行に最も効果的であると予想され、このVEGFの抑制を目的とした様々な方

法が試みられている。今回の我々の糖尿病モデルにおいても、mRNA（real-time 

PCR）レベル、蛋白レベル（ELISA、免疫染色）で網膜でのVEGFの発現上昇

が認められ、過去の報告の結果と一致する所見が得られた。 

このVEGFの発現上昇を促す大きな要因の一つに組織の低酸素がある[83]。網

膜組織は豊富な血流量によってその機能を維持しており、網膜血流の減少は、

網膜組織の低酸素の原因となり得ることは十分に考えられる。ところで実際に、
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実験的および臨床的にも網膜症初期には網膜血流が減少することが確認されて

いる[31]。すると網膜血流は網膜の毛細血管レベルでも減少するため、結果的に

網膜組織の低酸素を生じるのではないかと考えられる。一方、逆に、網膜血流

の改善は網膜に生じている組織の低酸素を改善しうるのではないかとも考えら

れる。今回は以上の考えに基づいて、網膜の血流に関与するとされているET関

連の薬剤を用いて、そのVEGF発現に対する有効性を検討することにした。 

今回、エンドセリンA受容体拮抗薬の投与群ではVEGFの発現がvehicle投与群

と比較して抑制された。ETA receoptorは毛細血管レベルでは周皮細胞

（pericyte）に存在してその血管収縮に関与する。そのため、今回、VEGFが改

善したことの理由の一つに、この抑制が毛細血管系の収縮およびそれに引き続

く血流の低下を抑制し、結果的に網膜組織の低酸素が改善された可能性がある

ことが考えられた。ただし、毛細血管レベルの網膜の血流と酸素飽和度を局所

的かつ正確に測定することは技術的に困難であることもあり、本研究では血流

そのものの評価や酸素飽和度の測定等は行っていない。将来何らかの方法で毛

細血管レベルの血流や酸素飽和度等の変化を評価する方法を考える必要がある

と思われる。 

 

4-2 VEGFとET-1 

 

VEGFの発現上昇を促す要因として、血流の減少等を介する間接的なET-1の

関与とは別に、腫瘍に関する研究においては、ET-1自体がVEGFの発現促進要

因となっているとする報告がみられる[84, 85]。これに関連するものとして、ET

を抑制することがVEGFの抑制を介することによって腫瘍の治療の選択肢とな

りうるという報告がある[86, 87]。これらの報告の中に、卵巣癌においては、ET-1
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が直接的にVEGFの強力な促進因子となっており、それはETA 受容体を介して

行われるとするものがある[86]。今までに、いくつかの論文で初期糖尿病の網膜

では、ET-1の発現が上昇していたとする報告がみられる[32, 51]。この事実から

考えると、糖尿病ラットにおけるVEGFの発現上昇はET-1の発現上昇による直

接的な関与も加わっているかもしれない。 

卵巣癌のVEGFがエンドセリンA受容体拮抗薬により改善されたことは大変

興味深い。なぜなら、今回我々も同様にエンドセリンA受容体拮抗薬を使用し、

網膜でのVEGFの改善を得たからである。今回の我々の実験では、ET-1の発現

を免疫染色によって評価したが、その結果、vehicle治療糖尿病ラットでは非糖

尿病ラットと比較してET-1の発現上昇を認め、これはエンドセリンA受容体拮

抗薬により改善された。したがって、今回得られたVEGFの改善は、4-1で述べ

た血流の改善に加えて、ET-1の発現そのものの改善による効果が加わっている

可能性も否定できないと思われる。 

上記論文では、VEGFの発現上昇は低酸素応答性の転写因子であるHIF-1αに

よって誘導されたと報告している[86]。これもまた興味深い結果である。なぜな

ら、VEGFもET-1もそのプロモーター領域に共通してHIF-1αの認識配列を持

つからである[88-90]。つまり、HIF-1αの発現が上昇するような、例えば組織

の低酸素などの環境の変化が生じたとき、VEGFとET-1はその両者とも発現の

上昇が促される状態となる可能性が生じるからである。この際、これらの両者

に何らかの正の相互作用があると、相乗的にお互いの発現が上昇し、最終的に

は著明なVEGFの発現上昇をきたすとも考えられる。今回、網膜組織の量的な問

題などからgel shift assay 等は行えず、HIF-1αに関しては検討を行っていない

が、HIF-1αという共通の促進因子を持つET-1とVEGFは糖尿病の網膜におい

ても密接な相互作用を担っている可能性が示唆され、ETの抑制作用をもつ薬剤
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はVEGFの抑制を期待できる点で有効な薬剤となる可能性が考えられた。 

 

 

4-3 Retinal leukostasis と ICAM-1 

 

現在、網膜の微小血管の閉塞（例えば増殖前網膜症における無潅流野の発生）

の成因に、VEGFの発現上昇とともに網膜のleukostasisの関与が推測されてお

り、leukostasisに関連した分子生物学的因子であるICAM-1とともに最近多数の

報告がみられるようになった[6, 7, 55, 69-71]。今回の実験では、vehicle治療糖

尿病群では、非糖尿病群と比較して網膜血管内に3.3倍の白血球の接着を認め、

エンドセリンA受容体拮抗薬の治療によってこれらは75.6%の改善をみた。また、

ICAM-1はvehicle治療糖尿病群で、非糖尿病群と比較して約30%の発現上昇が認

められ、それはエンドセリンA受容体拮抗薬の治療によって著明に改善された。 

我々が調べた範囲では、現在までに網膜においてICAM-1に対するET拮抗薬

の効果を検討した報告はない。他の分野ではET-1により促進された心筋細胞の

ICAM-1の発現がエンドセリンA受容体拮抗薬であるS-0139によって抑制され

た（しかし、エンドセリンB受容体拮抗薬であるBQ788では抑制されなかった）

という報告[91]や、aldosteroneの投与によって生じた血管壁のICAM-1の増加が

同じくエンドセリンA受容体拮抗薬であるBMS 182874で抑制された報告[92]な

どがある。薬剤そのものの違いを考慮する必要はあるが、今回我々が用いた薬

剤も同様にエンドセリンA受容体拮抗薬であり、網膜においても他の臓器と同様

にエンドセリンA受容体拮抗薬の投与がICAM-1の抑制に働く可能性示された。

これに関連して、別の実験として、今回用いた選択的ETA 受容体拮抗薬である

TA-0201ではなく、非選択的ETA/ETB 受容体拮抗薬であるSB209670（SmithKline 
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Beecham Pharmaceuticals, King of Prussia, Pa）を用いて今回と同様の検討を行った

ところ、ICAM-1の改善は認められなかった（参考図1）。この理由として確実

なものは得られていないが、上記心筋細胞で検討した論文のICAM-1の発現がエ

ンドセリンB受容体拮抗薬であるBQ788では抑制されなかったことなどから、少

なくともICAM-1の発現においてはETB 受容体を抑制することは望ましいこと

ではない可能性があると考えられた。 

一方、網膜において、VEGFの発現上昇がICAM-1の発現上昇を促したとする

報告[70, 93]がみられる。今回、VEGFはvehicle治療糖尿病ラットで発現上昇し、

エンドセリンA受容体拮抗薬の投与で改善しており、この傾向はICAM-1の結果

においても同様に認められた。この結果のみから考察すると、今回のICAM-1の

エンドセリンA受容体拮抗薬による改善は、VEGFの改善にも影響されている可

能性が考えられる。しかしながら、参考図1で使用した（非選択的ETA/ETB 受容

体拮抗薬であるSB209670を投与された）ラットのVEGF発現量の結果は参考図

2のごとくであった。エンドセリンA受容体拮抗薬を使用したモデルと比較して

VEGFの改善率は低下しているが、有意な改善が認められている。この結果から、

VEGFは改善してもそれがそのままICAM-1の改善にはつながらないという事

実もあることが確認された。この解離のメカニズムの説明は現段階では困難で

ある。しかし、この事実は「糖尿病網膜症の悪化を防止するためにVEGFのみを

抑制しても、網膜症の進行を完全に抑制することはできない」という事実を説

明する一つの根拠になるかもしれない。また逆に、エンドセリンA受容体拮抗薬

のように、VEGFを含む複数の網膜症の悪化要因を同時に改善する可能性のある

薬剤はこの点においても有用であると思われる。 

Leukostasisの結果については、上記ICAM-1の結果に矛盾しない結果が得ら

れたが、エンドセリンA受容体拮抗薬によるleukostasisの改善はICAM-1の改善
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のためなのか、または、エンドセリンA受容体拮抗薬による毛細血管系の収縮の

改善がこのleukostasisの結果に影響しているのか現時点では判断が難しい。 

本研究の結果により、エンドセリンA受容体拮抗薬の投与は、VEGFとともに

毛細血管系の閉塞に大きく関与するとされるleukostasisおよびICAM-1の改善

をもたらす可能性が考えられた。毛細血管系の閉塞は、臨床上の病期では網膜

の各所に無灌流野non perfusion area (NPA)が多発する増殖前網膜症期に相当

する時期と考えられ、いわば網膜の増殖化への最初の変化である。つまり、こ

の時点までに何らかの治療を行い、網膜症をこれ以降の段階に進行させないこ

とは網膜症を増殖網膜症にしないための最後の砦である。よって、エンドセリ

ンA受容体拮抗薬によって、VEGF、ICAM-1、leukostasisといったこの病期に

問題となる因子を改善できる可能性が確認されたことは臨床との関連でも大変

重要であると考えられた。 

 

 

4-4 糖尿病網膜症の初期の治療について 

 本研究の網膜切片のHE染色では、今回用いた5週間糖尿病状態としたラット

には明らかな組織学的な変化は認められなかった。また、10週間糖尿病状態と

したラットでも無灌流野、蛍光漏出に代表される造影検査上で認められるよう

な変化は確認できなかった。第二章の１で述べたように、他の検討でもラット

は半年～１年といった長期間糖尿病状態となっても、いわゆる臨床上でみられ

るような進行した網膜症は生じないと報告されている。さらに増殖網膜症とな

ると、ヒトでみられるものと同様の網膜症は現時点でもまだ確実なものはない

とされている。これらの事実を考慮すると、本研究のモデルにおいても組織学

的、造影検査上で網膜の変化がみられないのは当然とも考えられる。しかし、
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今回注目したのはそのような時期であっても網膜では分子生物学的な変化はす

でに生じており、特定の治療を施せばそれらが改善するという事実である。つ

まり、網膜に組織学的な変化が生じる前に治療を施すことができれば、網膜に

器質的な変化をきたさずに治療ができる可能性が生じる。臨床においては、い

かに増殖網膜症を生じさせないよう網膜症を管理するかということが論議され

るテーマでもあり、この、初期の段階で行う糖尿病網膜症の治療法が今後も追

及されると考えられる。その意味から、エンドセリンA受容体拮抗薬による治療

はそのひとつの選択肢となりえると考えられた。 

 

 

５ 結論 

 

 STZにより導入された糖尿病ラットの網膜では、組織学的、造影検査上の変化

が認められる以前からVEGF、ICAM-1といった分子生物学的因子やleukostasis

など糖尿病網膜症の悪化に関与する因子の発現の上昇が認められ、これらの上

昇はエンドセリンA受容体拮抗薬であるTA-0201の投与により改善された。した

がって、初期糖尿病網膜症の増殖化への進行防止のために、エンドセリンA受容

体拮抗薬の投与は将来有効な網膜症治療の選択肢となり得る可能性が示された。 
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第五章 総合考察（臨床応用への可能性） 

 

 今回、VEGF、ICAM-1やleukostsisといった糖尿病網膜症の悪化に関与する

と考えられている因子がエンドセリンA受容体拮抗薬の投与で改善することを

確認した。糖尿病網膜症の治療に際しては、侵襲的な治療が必要となる増殖前

網膜症より前の段階にとどめておくことが必須である。その点から、今後も糖

尿病網膜症に対する薬物治療の模索は続くと考えられる。 

 現在、VEGFに関しては、VEGF受容体阻害剤（SU5416）、VEGFアプタマー

（pegaptanib (Macugen®)）、抗VEGF抗体（ranibizumab (Lucentis®)といった

様々な抗VEGF薬が開発され、脈絡膜新生血管を伴う黄斑変性症をはじめとした

血管新生性の眼疾患への有効性が報告されている[94-98]。抗VEGF薬は、糖尿

病網膜症に対しては黄斑浮腫に有効とする報告がある[99, 100]。ただ、これま

での報告では、これらの薬剤は基本的に硝子体注射などの侵襲を伴う方法で投

与されており、さらに安全で簡便な治療法の開発が望まれる。例えば単純網膜

症の後期～増殖前網膜症の前期といった、何らかの治療は必要であるが、まだ

眼局所の侵襲的な治療を行うには早いと考えられる、我々が臨床医として最も

苦慮する病期の患者への治療を考えてみる。これらの患者に対しては、局所へ

の侵襲を伴う治療は行い難いので基本的には内服治療になると考えられる。こ

の際、網膜に対しては上記のようにVEGFの抑制を行うことが最も効果的である

と考えられるが、これをこのようなQOLに影響のない初期段階の患者に全身投

与で適用することには後述の理由で問題がある。すなわち糖尿病患者において

は、網膜では悪役としてふるまうVEGFも、他の臓器ではむしろ必要であること

が多いとされている。例えば糖尿病の患者では、心筋におけるVEGFの減少が冠

血管の側副路の形成を阻害し[101]、陰茎におけるVEGFの減少は勃起不全を生
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じると報告[102]されている。糖尿病の患者は虚血性心疾患や勃起不全を合併し

ていることも多く、この場合には、網膜症のためとはいえ抗VEGF薬の投与には

慎重な検討を要すると思われる。一方、糖尿病におけるETの阻害は、網膜にお

ける改善のみならず、これら循環器系、泌尿器系の両者においても改善すると

の報告がある[103, 104]。VEGFのように、その発現を上昇させたいのか、抑制

したいのかが臓器によって異なる因子と比較して、ETはその阻害が各臓器にと

って有用であり、例えば内服のように全身的な投与が必要となる際にも使用が

容易である可能性が高い。 

 さらにまたこのことに関連して、ヨーロッパの多施設で行われた前向きの大

規模な臨床試験であるEUCLID studyにおいて、高血圧のないⅠ型糖尿病患者

に対し、2年に及ぶangiotensin converting enzyme (ACE)阻害薬である

lisinoprilの投与によりplacebo投与群と比較して網膜症の進行が50%抑制され、

増殖網膜症の進行は82%抑制されることが報告され[105]、さらにこのACE阻害

薬の効果はETの抑制の効果が根底にあるとする意見[106]もあることは非常に

興味深く、今後、ET阻害薬の臨床応用を考える上で有用な結果と思われる。 

ET阻害薬の糖尿病網膜症への臨床応用を行うには様々な検証が必要である。

しかし、ET阻害薬の現状として、非選択的ETA/ETB受容体拮抗薬であるボセン

タンbosentan（Tracleerトラクリア®）が2005年６月から日本でも肺高血圧症に

対して使用可能になり、今後、本邦でもET阻害薬の臨床での使用経験のデータ

が蓄積されていくと思われる。また、海外では今回用いた薬剤と同じエンドセ

リンA受容体拮抗薬の sitaxsentan (Thelin®) が第3相試験にてボセンタンと同

等の良好な結果が得られた[107, 108]ことが15th annual meeting of European 

Respiratory Societyで報告され[109]、今後の市販化に伴い、選択肢の広がりが

期待される。 
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今回の検討では、選択的ETA受容体拮抗薬が糖尿病網膜症の増殖化の抑制にも

有効である可能性が示された。今後この薬剤が、実際の糖尿病網膜症の患者に

おいても有効となり得るのか、さらなる検討を重ねていきたいと考えている。 
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表 1. 各群の体重および血糖値 

                        non-DM control        DM+vehicle          DM+TA-0201 

Body weight (g)            496.4 ± 51.2          345.1 ± 35.1*           352.9 ± 36.3* 

Blood glucose (mg/dl)       117.3 ± 10.7          539.2 ± 31.9†           528.7 ± 39.0† 

 値は平均値±標準偏差で示した。 

*：P < 0.01 でnon-DM controlに対する有意差を示す。†：P < 0.01 でnon-DM controlに対す

る有意差を示す。 



non-DM control DM+vehicle DM+TA-0201

(Magnification, x400)

GCL

INL

ONL

図１ 網膜のヘマトキシリン・エオジン染色像

non-DM  control：非糖尿病コントロールラット、DM+vehicle：vehicle 治療糖尿病ラット、
DM+TA-0201：ETA antagonist 治療糖尿病ラット
各群間に明らかな違いは認められない。

GCL; ganglion cell layer, IPL; inner nuclear layer, ONL; outer nuclear layer  (Magnification x400) 



A

non-DM control          DM+vehicle DM+TA-0201

GCL

INL

ONL

図２A 網膜におけるET-1の免疫組織染色像

non-DM  control：非糖尿病コントロールラット、DM+vehicle：vehicle 治療糖尿病ラット、
DM+TA-0201：ETA antagonist 治療糖尿病ラット

GCL; ganglion cell layer, IPL; inner nuclear layer, ONL; outer nuclear layer  (Magnification x400) 



B

non-DM control          DM+vehicle DM+TA-0201

GCL

INL

ONL

図２B 網膜におけるVEGFの免疫組織染色像

non-DM  control：非糖尿病コントロールラット、DM+vehicle：vehicle 治療糖尿病ラット、
DM+TA-0201：ETA antagonist 治療糖尿病ラット

vehicle 治療糖尿病ラットでは他群と比較し、顆粒層細胞質の染色性が上昇している（挿入図）

GCL; ganglion cell layer, IPL; inner nuclear layer, ONL; outer nuclear layer  (Magnification x400)
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図３A 網膜におけるVEGF mRNAの発現レベル

non-DM  control：非糖尿病コントロールラット（n=5） 、DM+vehicle：vehicle治療糖尿病ラット（n=5） 、
DM+TA-0201：ETA antagonist治療糖尿病ラット（n=5）

データはnon-DM controlの平均値に対する割合で示した（平均値±標準偏差）。
*：P < 0.05でnon-DM controlに対する有意差を示す。†：P < 0.05 でDM+vehicleに対する有意差を示す。
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図３ B,C 網膜におけるVEGFおよびICAM-1 蛋白の発現レベル

non-DM  control：非糖尿病コントロールラット（n=6） 、DM+vehicle：vehicle治療糖尿病ラット（n=6） 、
DM+TA-0201：ETA antagonist治療糖尿病ラット（n=6）

ELISAにより得られたデータを示す（平均値±標準偏差）。
*：P < 0.05 でnon-DM controlに対する有意差を示す。†：P < 0.05 でDM+vehicleに対する有意差を示す。



A

(Magnification, x100)

(Magnification, x200)
non-DM control

non-DM control

図４A 非糖尿病コントロールラットに認められた網膜血管内の白血球接着の典型例

Concanavalin Aにて白血球を染色し、網膜をフラットマウントした。網膜血管内に少数の接着した白血球を
認める（白矢印）。



B

(Magnification, x100)

(Magnification, x200)

(Magnification, x200)

DM+vehicle

DM+vehicle

DM+vehicle

図４B vehicle治療糖尿病ラットに認められた網膜血管内の白血球接着の典型例

1視野中にも多数の接着した白血球を認めた（白矢印）。



C

(Magnification, x100)

(Magnification, x200)

DM+TA-0201

DM+TA-0201

図４C ETA antagonist治療糖尿病ラットに認められた網膜血管内の白血球接着の典型例

網膜血管内に接着した白血球は、非糖尿病コントロールラットと同程度に少数となった（白矢印）。
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図５ 網膜血管内に接着された白血球数

non-DM  control：非糖尿病コントロールラット（n=10） 、DM+vehicle：vehicle 治療糖尿病ラット（n=10） 、
DM+TA-0201：ETA antagonist 治療糖尿病ラット（n=10）

データは平均値±標準偏差で示した。
*：P < 0.05 でnon-DM controlに対する有意差を示す。†：P < 0.05 でDM+vehicleに対する有意差を示す。



(Magnification, x40) (Magnification, x100)

図６ 網膜のFITC-dextranによる造影検査（糖尿病期間10週のラット）

毛細血管レベル（右図）も含め、蛍光漏出や無灌流野等の明らかな異常は認められない。
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参考図１ 網膜におけるICAM-1 蛋白の発現レベル

non-DM control：非糖尿病コントロールラット（n=5） 、DM+vehicle：vehicle 治療糖尿病ラット（n=5） 、
DM+SB209670：ETA/ETB dual antagonist 治療糖尿病ラット（n=5）

ELISAにより得られたデータを示す（平均値±標準偏差）。
*：P < 0.05 でnon-DM controlに対する有意差を示す。
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参考図２ 網膜におけるVEGF 蛋白の発現レベル

non-DM control：非糖尿病コントロールラット（n=5） 、DM+vehicle：vehicle 治療糖尿病ラット（n=5） 、
DM+SB209670：ETA/ETB dual antagonist 治療糖尿病ラット（n=5）

ELISAにより得られたデータを示す（平均値±標準偏差）。
*：P < 0.05 でnon-DM control に対する有意差を示す。†：P < 0.05 でDM+vehicleに対する有意差を示す。


