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序 論 

 日本の中途失明原因の上位は、緑内障 (21%)、糖尿病網膜症 (16%)、網膜色

素変性症 (12%)、加齢黄斑変性 (10%) であり、いずれも最終的に網膜の障害に

よって失明に至り著しい QOL の低下を招く (Wako et al., 2014) (Fig. 1)。 

 

 

 

外界から得た光情報は、網膜視細胞によって電気信号へと変換され網膜内層の

双極細胞から網膜神経節細胞へと伝えられる。さらに網膜神経節細胞から脳へ

と電気信号が伝達されて視覚が発生する。黄斑は網膜の中心部にあり、視力を

司る最も重要な部位である。黄斑部には明暗や色覚を知覚する 2 種類の視細胞 

(錐体細胞及び桿体細胞) のうち色覚に重要な役割を果たす錐体細胞が高密度に
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Fig. 1  The rate of visual disorder in Japan. 

Source: Nihon Ganka Gakkai Zasshi 118: 495-501, 2014 
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集合している。通常、多数の視細胞と一つの双極細胞が接合し、複数の双極細

胞が一つの網膜神経節細胞と接合する収斂型をとるが、中心窩においては視細

胞・網膜神経節細胞の接合はほぼ 1： 1 に近くなるため一つの視細胞の重要性

が高い(Curcio and Allen, 1990; Dacey, 1993) (Fig. 2 及び Fig. 3)。また、中心窩には

血管を含む網膜内層がないため良好な視力を得ることができる一方で、虚血性

病変や浮腫性病変に対して脆弱である (Campbell et al., 2017)。視覚障害の上位を

占める加齢黄斑変性や糖尿病網膜症では黄斑が障害を受けるため、重篤な視力

低下を招く。これらの疾患により黄斑部が障害をうけると視野の中心の歪みを

始めとして、中心暗点が生じやがては視力低下へと至り文字の読み書きや顔の

判別ができないなど日常生活に支障をきたす。ヒトは両眼で物を視るため初期

症状を自覚しにくく、症状を自覚した時には病態が進行している例も少なくな

く治療が困難になる可能性も考えられるので、早期発見のためにも定期的な検

査が必要である。 

 

 

 

Fig. 2  Structure of the eye 

Source: http://www.nichigan.or.jp/public/disease/momaku_karei.jsp 



3 

 

 

 

 

 

加齢黄斑変性は欧米における中途失明原因や視力低下の主原因であり、1998

年に日本で行われた久山町研究によると加齢黄斑変性の有病率は 50 歳以上の

0.9% (約 37 万人) であり、2007 年の研究では 1.3% (約 69 万人) と報告されてい

ることから、高齢化が進むにつれてさらに患者数の増加が予想される(Yasuda et 

al., 2009)。加齢黄斑変性の病態には主に滲出型と萎縮型の 2 タイプの病態が存在

し、久山町研究では滲出型 1.2%、萎縮型 0.1%の割合で患者が存在することが報

告されている(Oshima, 2001)。日本では加齢黄斑変性の大半が滲出型となるが、

欧米では大半の患者が萎縮型で、滲出型の患者は 10～15%程度である (Ambati 

and Fowler, 2012)。滲出型では、網膜と強膜の間に位置する脈絡膜と呼ばれる部

位から血管新生が生じる。この異常血管からの血液成分の漏出による浮腫や、

網膜色素上皮細胞

視細胞
（杆体細胞／錐体細胞）

網膜神経節細胞

網膜周辺部 網膜中心部
（黄斑部）

水平細胞

Fig. 3  Connection of retinal ganglion cells, bipolar cells, and photoreceptor cells at peripheral 

and central retina. 
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異常血管が破裂することによる出血によって黄斑部が傷害をうけ視力低下に至

る (Ambati and Fowler, 2012; Nowak, 2006)。したがって、この異常血管の発生を

抑制もしくは発生した異常血管を退縮させることが治療法となる。薬物治療と

しては、血管新生の主要因である Vascular endothelial growth factor (VEGF) を標

的とした医薬品であるアフリベルセプト (アイリーア®
 ; バイエル薬品株式会

社)、 ラニビズマブ (ルセンティス®
 ; ノバルティスファーマ株式会社) などの

硝子体内注射が行われ、重篤な視力障害に至る可能性を抑えることができるが、

こうした医薬品は高額であり、追加治療の必要もあるため医療費の問題がある。

また、VEGF 阻害薬が効果を示さない患者 (ノンレスポンダー)、再投与を行っ

ても効果が減弱する患者 (タキフィラキシー)、VEGF 阻害薬の投与によって一

時的に効果が得られても病態が再発する患者が存在するという問題点もある 

(Eghøj and Sørensen, 2012; Kim et al., 2017; Kuroda et al., 2015; Suzuki et al., 2014)。

一方、萎縮型は明確な原因はわかっておらず、加齢と共に網膜色素上皮細胞や

網膜視細胞が徐々に障害され、網膜の菲薄化や地図状萎縮を伴う病態である 

(Ambati and Fowler, 2012; Bowes Rickman et al., 2013)。萎縮型には現在のところ明

確な治療法がないので、ライフスタイルと食生活改善の指導や Evidence-based 

medicine (EBM) に基づいたサプリメント摂取を行い経過観察するしかなく、早

急な治療薬の開発が望まれている。米国では視覚サイクル調節薬として、エミ

クススタト塩酸塩 (窪田ホールディングス株式会社) を萎縮型加齢黄斑変性の

治療薬として開発していたが、臨床試験の第 2/3b 相試験で良好な成績を得るこ

とができず依然として治療薬のない状況が続いている。 

糖尿病網膜症は、糖尿病の三大合併症の一つであり、2010 年の患者数は世界

中で 1 億 2,000 万人程度であり、2030 年には 1 億 9,000 万人にまで増加すると推

定されている(Zheng et al., 2012)。症状が進行すると増殖糖尿病網膜症へと至り、
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高血糖によって網膜中に生じた新生血管が硝子体に進出し、その血管の破綻に

よって硝子体出血が起こり急激な視力低下が起こる。また、出血によって増殖

性組織が出現し、この増殖組織が網膜を牽引し網膜剥離を起こすことによって

も視力が低下する。糖尿病網膜症の程度に関わらず生じる合併症として糖尿病

黄斑浮腫が知られている。糖尿病網膜症によって生じた新生血管が破綻し血液

成分が黄斑部へ漏出すると、黄斑部に浮腫が起こり重篤な視力障害が起こる。

その病態は多様であり、蛍光眼底造影によって局所性浮腫またはびまん性浮腫

と診断され、光干渉断層撮影 (optical coherence tomography；OCT) によって、ス

ポンジ状浮腫、嚢胞様浮腫及びスポンジ状浮腫と診断される。さらにこれらの 3

つの病態は単独で生じるだけではなく相互に組み合わされることによって複雑

な病態となる (Fig. 4)。 

 

 
Fig. 4  The types of diabetic macular edema 

Source: Toidaishi 72 (3): 213-223, 2014 
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糖尿病網膜症の治療は初期には血糖コントロールを行うが、症状の進行に伴

って新生血管をレーザーで焼灼し、新生血管の発生の予防や発生した新生血管

の減少を目的とする網膜光凝固術や、硝子体出血や網膜剥離が生じてしまった

場合は硝子体手術によって出血の除去や剥離した網膜を元に戻す治療が行われ

る。糖尿病黄斑浮腫に対しては、網膜光凝固術や硝子体手術以外にも薬物治療

として新生血管からの血液成分漏出による黄斑浮腫を抑制する目的でルセンテ

ィス®、アイリーア®などの VEGF 阻害薬やステロイドであるトリアムシノロン

アセトニド (Triamcinolone acetonide；TA) (マキュエイド®
 ; わかもと製薬株式会

社) の眼内注射が行われ治療効果を上げている。しかし、糖尿病黄斑浮腫の病態

は多様であり、VEGF や炎症性サイトカインの関連度も異なり、単独の治療では

症状の緩和及び視力の回復は難しいこともある。TA は投与後約 3 ヶ月、VEGF

阻害薬も投与後約 1～3 ヶ月程度浮腫抑制効果が得られるが、効果を失うと再投

与が必要となる (Beer et al., 2003; Gaudreault et al., 2005)。TA は浮腫抑制効果こそ

高いものの、白内障や眼圧上昇のリスクを伴う。VEGF 阻害薬も TA も治療効果

は高いが、高額な治療費、反復投与による副作用、治療効果の減弱など、定期

的に投与するにはどちらの薬にもリスクがある。 

加齢黄斑変性や糖尿病黄斑浮腫のように治療薬のない疾患や一定の効果があ

るものの作用が限定的な薬に対して病態や薬のメカニズムを解明することは、

最適な治療法の開発につながると考えられる。 

本研究では、明確な治療法のない萎縮型加齢黄斑変性の病態解明と薬物治療

を目的として病態モデルであるマウス網膜光障害モデルを用いた化合物の薬効

評価を行うとともに、用いた化合物及びその標的が疾患の治療薬と成りうる可

能性について検討を行った。また、トリアムシノロンアセトニドの薬効のメカ

ニズムの一部を検討することによって糖尿病黄斑浮腫の治療の発展につなげる
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ことを目的とした研究を行った。 

第一章では萎縮型加齢黄斑変性モデルであるマウス網膜光障害モデルに対し

て抗酸化薬 (ラジカルスカベンジャー) であるエダラボン (ラジカット®；田辺

三菱製薬株式会社) の薬効を検討することで、萎縮型加齢黄斑変性の病態におけ

る酸化ストレスの関与とエダラボンが萎縮型加齢黄斑変性の治療薬となり得る

可能性を検討した。第二章では、マウス網膜光障害モデルに対してカルパイン

阻害薬である SNJ-1945 の薬効を評価し、萎縮型加齢黄斑変性におけるカルパイ

ンの関与及び SNJ-1945 が治療薬の候補となり得る可能性を検討した。第三章で

は糖尿病性黄斑浮腫の病態の一つである網膜血管透過性を指標としてトリアム

シノロンアセトニドの作用機序を検討した。 
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第 1 章 網膜光障害モデルにおけるラジカルスカベンジャーの網膜保護作用 

第1節 諸言 

 視細胞変性は不可逆的な障害で、夜盲や視野狭窄の原因となり最終的には中

心視野の欠損に発展する。この視細胞変性には様々な原因が報告されており、

活性酸素や一酸化窒素 (Nitric oxide : NO) の産生、細胞内 Ca
2+濃度の上昇、ミト

コンドリアの異常などが関連しているとされている (Wenzel et al., 2005)。生体内

で網膜は特に酸素消費の激しい器官でスーパーオキシド  (O2
¯
) や過酸化水素 

(H2O2) のような活性酸素が発生しやすい。特に O2
¯や H2O2のような活性酸素が、

生体内の金属イオンや紫外線と反応して生じるヒドロキシラジカル (˙OH) は

酸化力が非常に強く、脂質、タンパク質、核酸などの生体成分を攻撃し、受容

体や酵素の機能に影響を与えたり、DNA 切断によって変異を起こすなど様々な

影響を及ぼす。酸化ストレスとは生体内での酸化反応と抗酸化反応のバランス

が崩れた状態のことで、酸化ストレスを受けると活性酸素の神経毒性によって

神経細胞死を引き起こし、網膜症を始めとした様々な疾患の原因となることが

知られている (Pettmann and Henderson, 1998)。過度の光に暴露されることは加齢

黄斑変性の発症や症状の進行と関連していることから (Cruickshanks et al., 1993)、

動物モデルにおいても過度の光照射によって網膜の視細胞変性が生じる (Noell 

et al., 1966; Shahinfar et al., 1991)。光照射によって起こる網膜視細胞変性の原因は

環境要因や遺伝的要因など様々あり、光照射した直後に視細胞内節及び外節に

酸化ストレス障害が生じている (Demontis et al., 2002; Yang et al., 2003)。視細胞

では O2
¯を H2O2に変換する Superoxide dismutase (SOD) や、H2O2を水と酸素に分

解するカタラーゼ、グルタチオンの存在下で H2O2を酸化型グルタチオンと水に

還元するグルタチオンペルオキシダーゼなどの働きによってミトコンドリアの

代謝によって産生される活性酸素の攻撃から細胞を保護している。SOD が適切



9 

 

に機能しない遺伝子改変マウスでは、光照射による網膜障害が増悪し、さらに

酸化ストレスの指標の 1 つである 4-Hydroxynonenal 及び 4-Hydroxyhexenal の産

生が視細胞で増加する (Tanito et al., 2005)。また、光照射によって網膜中に H2O2

の蓄積が生じ網膜障害を誘発する (Yamashita et al., 1992)。これらのことから、

光照射によって活性酸素である O2
¯、H2O2、˙OH が産生され、酸化ストレスによ

って網膜視細胞障害へと至ると考えられる｡光は加齢黄斑変性のリスクファク

ターの一つであることも知られている。加齢とともに光毒性の標的物質である

リポフスチンが蓄積するため、高齢者はより光暴露による影響を受けやすくな

る (Warner et al., 2013)。リポフスチンは網膜色素上皮細胞内のリソソームが網膜

視細胞内節を消化しきれずに発生する老廃物が蓄積した顆粒状物質である 

(Kennedy et al., 1995)。また、網膜は酸素消費が高く活性酸素の発生しやすい組

織であり細胞膜中の多価不飽和脂肪酸濃度も高い。すなわちフリーラジカルに

よる脂質過酸化反応が生じ細胞膜が障害されやすく、そのため視細胞は障害を

受けやすいと考えられる。これらのことや加齢黄斑変性と酸化ストレスの関与

が報告されていることから考えると、加齢黄斑変性に対して酸化ストレスを標

的とする治療薬は網膜保護効果が期待できる (Beatty et al., 2000)。 

萎縮型加齢黄斑変性の患者では視細胞の萎縮によって網膜厚が減少する

(Pappuru et al., 2011)。さらにラットに過度の光を照射することによって視細胞変

性をはじめとした萎縮型加齢黄斑変性の末期状態と類似した網膜形態が認めら

れる (Marc et al., 2008)。これらのことから光障害モデルは萎縮型加齢黄斑変性

の末期の網膜の状態を再現することができ、病態解明に用いられるモデルの一

つとして用いられている。過去に網膜光障害モデルを用いて様々な抗酸化薬の

効果が検討されているが、実用化されたものはない (Organisciak et al., 1992; 

Ranchon et al., 2001; Tanito et al., 2002, 2007)。そこで臨床でも使用されている抗酸
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化薬であるエダラボンに着目した。エダラボン (ラジカット®
) (田辺三菱製薬株

式会社) は脳梗塞の急性期及び筋萎縮性側索硬化症 (ALS) の治療薬として臨床

で使用されている。エダラボンは生理条件下では 50%がアニオンとして存在し

ており、·OH、ONOO
¯、脂質ペルオキシルラジカル (LOO·) に対してエダラボ

ンアニオンが電子を供与することによってラジカルスカベンジング作用を示す 

(Yoshida et al., 2006) (Fig. 5)。静脈内投与によって血液脳関門を通過するため血液

網膜関門 (blood-retinal barrier: BRB) を通過し網膜に達することが考えられ、実

際に N-Methyl-D-aspartate (NMDA) によるマウス網膜障害モデルにおいて，マウ

ス網膜神経節細胞死を抑制する (Inokuchi et al., 2009)。臨床応用されていること

から安全性も確保されており眼科応用による副作用の懸念も低いと考えられる。

 

  

Fig. 5  Interaction of edaravone with free radical 

·LOO, lipid peroxyl radical; LOO
-
, lipid peroxyl anion; 4,5-dione, 

3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-4,5-dione; OPB, 2-oxo- 3-(phenylhydrazono)-butanoic acid. 

Source : CNS Drug Rev. 2006 Spring;12(1):9-20. 

 

 

 



11 

 

第 1 章では、マウス網膜光障害モデルに対するエダラボンの網膜保護作用を

検討するとともに、萎縮型加齢黄斑変性と酸化ストレスの関連について研究し

た。 

 

第2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は下記のとおりである。 

パラホルムアルデヒド (Paraformaldehyde)、スクロース (Sucrose)、塩化カリウ

ム (Potassium chloride)、エタノール (Ethanol)、メタノール (Methanol)、過酸化

水素 (Hydrogen peroxide)、サンプルバッファー (Sample buffer)、エダラボン 

(Edaravone) は和光純薬工業株式会社 (Osaka, Japan)、Block One-P、ペントバル

ビタール  (Pentobarbital) 、リン酸水素二ナトリウム・ 12 水  (Sodium 

hydrogenphosphate 12-water) 及びリン酸二水素ナトリウム二水和物  (Sodium 

dihydrogenphosphate dehydrate) はナカライテスク株式会社 (Kyoto, Japan)、キシ

レン (Xylene)、塩化ナトリウム (Sodium chloride) はキシダ化学株式会社 (Osaka, 

Japan)、ブロックエース (Block ace) は 大日本住友製薬株式会社 (Osaka, Japan)、

ケタラール®
 (Ketalar) は第一三共株式会社  (Tokyo, Japan)、セラクタール®

 

(Celactal) はバイエル薬品株式会社 (Osaka, Japan)、O.C.T. compound はサクラフ

ァインテック株式会社 (Tokyo, Japan)、Vectastain elite Avidin Biotinylated Enzyme 

complex (ABC) kit、M.O.M. immunodetection kit 及び diaminobenzidine (DAB) 

peroxidase substrate kit は Vector Labs (Burlingame, CA, USA)、 In situ Cell Death 

Detection Kit は Roche Diagnostics (Basel, Switzerland)、Protease K solution は

Invitrogen (Carlsbed, CA, USA)、TSA Biotin system は Perkin Elmer (Waltham, MS, 

USA)、RIPA buffer、Protease inhibitor cocktail、Phosphatase inhibitor cocktail II、
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Phosphatase inhibitor cocktail IIIは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)、Super Signal 

West Femto Maximum Sensitivity SubstrateはThermo Fischer SCIENTIFIC (Waltham, 

MA, USA)、オイキット (EUKITT) は O.Kindler (Freiburg, Germany)、Can get signal 

solution 1、Can get signal solution 2 は東洋紡 (Osaka, Japan)、 

Mouse anti-8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) monoclonal antibody は日本老化

制御研究所 (Shizuoka, Japan)、ミドリン P
®
 (Mydrin-P)、サイプレジン®

 (Cyplegin) 

は参天製薬株式会社 (Osaka, Japan) より購入した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 実験動物 

10 週齢雄性 ddY マウスは、日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka, Japan) より

購入した。動物は自由給水下に固形飼料 (CE-2; CLEA Japan, Tokyo, Japan) を用

いて飼育した。実験を行うにあたっては、岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委

員会に動物実験承認申請を行い、許可を受けた上で実施した。 

 

2-2-2 光誘発網膜障害モデル 

 マウスを 24 時間完全な暗室で飼育し暗順応させた。光照射 30 分前にサイプ

レジン®により散瞳させた後、鏡張りの光障害モデル作製装置の中で白色蛍光灯 

(Toshiba, Tokyo, Japan) を用いて、8,000 lux の光環境下で 3 時間マウスを飼育す

ることにより網膜障害を惹起した。光照射中の飼育環境は 25 ± 1.5 ºC を維持し

た。光照射後、マウスを暗室で 24 時間飼育しその後通常の明暗条件 (照明: 午

前 8:00 - 午後 8:00) に戻して飼育した。 

 

2-2-3 薬物の調製及び処置 
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Fig. 6  Waveform of ERG in normal retina 

エダラボンは、生理食塩液に溶解し投与した。腹腔内投与  (intraperitoneal 

injection; i.p.) には生理食塩液またはエダラボン 3 mg/kg を、静脈内投与 

(intravenous injection; i.v.) には生理食塩液またはエダラボン 1 mg/kg を用いて作

用を検討した。腹腔内投与では、光照射 30 分前と照射直後、その後 1 日 2 回投

与した。静脈内投与はエダラボン 1 mg/kg の用量で光照射 30 分前と照射直後に

投与した。溶媒群には、それぞれ生理食塩液を 10 ml/kg 投与した。 

 

2-2-4 Electroretinogram (ERG)測定 

 ERG (Mayo, Aichi, Japan) は、

光照射 5 日後に暗室内で赤色灯

下で測定を行った｡マウスは測

定の 24 時間前から暗室にて飼

育し暗順応させた。測定するマ

ウスには、ケタラール®
 (ケタミ

ン塩酸塩として 120 mg/kg) 

及びセラクタール®
 (キシラ

ジン塩酸塩として 6 gm/kg) の混合麻酔を腹腔内投与した。麻酔の確認後、マウ

スの瞳孔をミドリン P
®を点眼することで散瞳させた。ERG は、マウスの角膜に

光源付きの測定電極 (Mayo) を接触させ、不関電極 (Nihon Kohden, Tokyo, Japan) 

をマウスの口内に、アース電極 (Nihon Kohden) をマウスの尾付近の皮下に挿入

後、予め設定した輝度条件の光によって網膜を刺激することで測定を行った。

測定した ERG の波形から a 波と b 波の振幅を計測し評価を行った (Fig. 6)。a 波

は網膜視細胞の細胞機能を評価する指標として用い、b 波はミュラー細胞や水平

細胞などの網膜内層の細胞機能を評価する指標として用いた。 

a波 b波
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2-2-5 組織学的解析 

2-2-5-1 組織切片の作成 

 マウスは、ペントバルビタールナトリウム (80 mg/kg) を腹腔内投与すること

で安楽死させた。安楽死の確認後、眼球を摘出し 4%パラホルムアルデヒド含有

0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4) を硝子体内投与し、同液中で 24 時間眼球を固定処

理した。固定処理後、眼球は 70%エタノール 2 時間、90%エタノール 2 時間、95%

エタノール 2 時間、99%エタノール 12 時間、無水エタノール 2 時間×2 回、キ

シレン 2 時間×2 回、キシレン 12 時間、融解パラフィン 2 時間×2 回、融解パ

ラフィン 12 時間の順にそれぞれ浸透させた。その後、眼球をパラフィンで包埋

し、ミクロトーム (Leica, Tokyo, Japan) を用いて 5 µm の厚さに薄切し作製した

切片をスライドガラス (Matsunami, Osaka, Japan) 上で一日乾燥させ室温で保存

した。 

 

2-2-5-2 ヘマトキシリン-エオジン染色 

 薄切した切片はキシレンに浸漬してパラフィンを溶解させた。その後段階的

に濃度を下げたエタノールに浸透させ、蒸留水に浸透させた後、ヘマトキシリ

ン液に 2 分間、エオジン液に 5 分間浸透させた。その後さらに段階的に濃度を

上げたエタノールで脱水処理を行い、最後にキシレンで浸透しオイキットを用

いて切片を封入した。 

 

2-2-5-3 免疫染色用凍結切片の作製 

 マウスは、ペントバルビタールナトリウム (80 mg/kg) を腹腔内投与すること

で安楽死させた。安楽死の確認後、眼球を摘出し 4%パラホルムアルデヒド含有

0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4)を硝子体内投与し、同液中で 24 時間固定処理した。
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ついで、25%スクロース含有 0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4) に交換し、4ºC で 48

時間静置した。その後、O.C.T compound を用いて眼球を包埋し、薄切まで-80ºC

にて保管した。薄切はクリオスタット (Leica) を用いて-20ºC で厚さ 10 µm の切

片を作製した。薄切した切片は MAS コーティングされたスライドガラ

ス (Matsunami) に貼り付け、免疫染色を行うまで-80ºC にて保管した。 

 

2-2-5-4 TUNEL 染色 

 -80°C で保存した凍結切片を-20°C で 1 時間放置した後、室温で 10 分間乾燥さ

せ、Phosphate buffered saline (PBS) に浸して O.C.T. Compound を洗浄した。その

後、Super PAP pen (Invitrogen) にて反応液の流出を防ぐために切片の周囲を囲ん

だ。TUNEL 染色には、In Situ Cell Deah Detection Kit 及び TSA Biotin system を用

いた。氷上で Permeabilization buffer で 5 分間反応させ、抗体の浸透性を高めた。

洗浄後、予め調製し氷冷しておいた反応調製液 (TdT Enzyme : labeling safe buffer 

= 1:10) を滴下し、乾燥防止のためカバーガラスを乗せて 37°C で 60 分間反応さ

せた。その後 PBS による洗浄を行い、水溶性封入剤を用いて封入し蛍光観察し

た。 

 

2-2-5-5 免疫染色 

-80°C で保存した凍結切片を-20°C で 1 時間放置した後、室温で 10 分間乾燥さ

せ、PBS に浸して O.C.T. Compound を洗浄した。その後、Super PAP pen にて反

応液の流出を防ぐために切片の周囲を囲んだ。0.3% H2O2 含有メタノールで 10

分間反応させた後、1% Bovine serum albumin (BSA) 及び及び 1.5% Normal goat 

serum で 2 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 抗

8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) 抗体 (1:20) を用いて 37°C で 2 時間反応
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させた。その後、二次抗体 Biotinylated anti-mouse IgG によって 1～2 時間反応さ

せ、Vectastain Elite ABC kit 及び DAB peroxidase substrate kit を用いて染色した。

染色後、2-2-5-1 と同様に段階的にアルコールで脱水し、キシレンで浸透し封入

した。ネガティブコントロールには、一次抗体を除いたコントロールを用意し、

一次抗体の特異性について検討を行った。 

 

2-2-6 ウエスタンブロット解析 

2-2-6-1 試料採取 

 マウスは、ペントバルビタール (80 mg/kg) の腹腔内投与によって安楽死させ

た。安楽死の確認後、マウス眼球を摘出し、さらに網膜を単離し、マイクロチ

ューブの中に入れ、液体窒素で急速凍結させた。サンプルは使用時まで-80°C で

保管した。タンパク質抽出には RIPA buffer [50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、150 mM 

NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウム、0.1% Sodium dodecyl sulfate (SDS)、

1% Igepal CA-630] 、Protease inhibiter cocktail、Phosphatase inhibiter cocktail II 及

び III を混合しタンパク質抽出液として用いた (それぞれ 100 : 1 : 1 : 1)。網膜に

対して100 µLのタンパク質抽出液を添加し、ホモジナイザー (Psycotron, Microtec 

Co., Chiba, Japan) を用いて氷中で 30 秒間ホモジナイズした。その後、20 分間氷

中に静置させ、12,000 ×g、4°C、20 分間遠心分離した。遠心分離した上清を回収

し、タンパク質抽出液とした。 

 

2-2-6-2 タンパク質定量 

タンパク質定量はBCA Protein Assay kitを用いて行った。スタンダードとして、

Albumin standard を 0~2,000 µg/ml の濃度範囲で用いた。希釈液には RIPA buffer

を用いた。それぞれのサンプルは RIPA buffer で 10 倍希釈した。Working reagent
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を添加後、37°C のインキュベーターで 30 分間反応させ、その後 Varioskan Flash 

(Thermo Fischer SCIENTIFIC) を用いて 532 nm の吸光度を測定した。タンパク質

濃度は、RIPA buffer を用いて 10 μg/ml に調整し、同量のサンプルバッファー 

(20% 2-Mercaptoethanol 含有) を加えて 5 μg/ml とした。調製後のサンプルは、電

気泳動まで-80°C に保存した。 

 

2-2-6-3 電気泳動及び転写 

タンパク質濃度を調整したサンプルを-80°C から取り出し、氷上で融解させた

後 100°C で 5 分間煮沸処理し、室温にて 5 分間、12,000 ×g で遠心した。SDS 

polyacrylamide gel (SuperSep 10%) を用い、1 well 当たりの添加量は、分子量マ

ーカーを 5 μL、各サンプルを 5 μg とした。サンプルを添加後、ゲル 1 枚当たり

20 mA で 70 分間泳動した。泳動後、ゲルを 

]に 15 分間浸した。転写膜 (Immobiron P) (Millipore, Billerica, MA, USA) はメタ

ノールに 30 秒間浸し、超純水に 15 分間浸した。その後、Anode buffer 2 (25 mM 

Tris、20%メタノール) に 15 分間浸した。陽極側から、Anode buffer 1 (0.3 M Tris、

20%メタノール) に浸したろ紙、Anode buffer 2 に浸したろ紙、転写膜、ゲル、2

枚の Cathode buffer に浸したろ紙の順に重ね、転写膜 1 枚当たり 0.8 mA/cm
2で

45 分間転写した。 

 

2-2-6-4 ウエスタンブロッティング 

転写後、0.05% Tween 20 含有 50 mM TBS (T-TBS: 10 mM Tris、40 mM Tris 

hydrochloride、150 mM NaCl) で洗浄し、Block One-P または T-TBS で 10 倍希釈

したブロックエースに浸して、それぞれ室温で 30 分間または 1 時間ブロッキン

グした。その後 T-TBS で洗浄し、Can get signal solution 1 または T-TBS で 10 倍
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希釈したブロックエースで希釈した一次抗体に浸し、4°C で一晩反応させた。そ

の後、転写膜は T-TBS で洗浄し、Can get signal solution 2 または T-TBS で 10 倍

希釈したブロックエースで希釈した二次抗体に浸し、室温で 1 時間静置した。

T-TBS で洗浄した後、イムノスター®
LD (Wako) に 5 分間浸した。その後、

Luminescent image analyzer LAS-4000 UV mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) 及び Multi 

Gauge Ver. 3.0 (Fujifilm) を用いて検出した。 

 一次抗体には、Mouse anti phosphorylated-p38 monoclonal antibody (Promega, 

Tokyo, Japan) (1:1000)、Rabbit anti phosphorylated-JNK polyclonal antibody (Cell 

Signaling Technology Japan, Tokyo, Japan) (1:1000)、Rabbit anti phosphorylated-ERK 

1/2 polyclonal antibody (Cell Signaling) (1:1000)、Mouse anti p38 monoclonal antibody 

(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) (1:1000)、Rabbit anti JNK polyclonal 

antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) (1:1000)、Rabbit anti ERK 1/2 polyclonal 

antibody (Cell Signaling) (1:1000) and Mouse anti β-actin monoclonal antibody 

(Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan) (1:4000) 、二次抗体には、 Goat anti rabbit 

HRP-conjugated (Thermo Fischer SCIENTIFIC) (1:2000) or Goat anti-mouse 

HRP-conjugated (Thermo Fischer SCIENTIFIC) (1:2000) を用いた。 

 

2-2-7 統計学的解析 

データは平均値±標準誤差で示した。統計学的な比較は、STAT VIEW (SAS 

Institute Japan 株式会社 , Tokyo, Japan) を用いて Student’s t-test あるいは

Dunnett’s test により行った。危険率 5 %未満を有意差有りとした。 
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第3節 実験成績 

3-1 光誘発網膜障害に対するラジカルスカベンジャーの視細胞保護作用 

 ラジカルスカベンジャーであるエダラボンの視細胞保護作用を検討するため

に、マウス網膜に光誘発網膜障害を惹起させ、視細胞層の厚みの変化を検討し

た。視細胞層は視神経から 240 µm 間隔で 1920 µm まで測定した。また、網膜の

上部及び下部の両側で評価を行った。エダラボンは 3 mg/kg を腹腔内投与または

1 mg/kg を静脈内投与して評価を行った。その結果、光照射を行っていない正常

網膜群と比較して、光照射を行い生理食塩水の腹腔内投与を行った溶媒投与群

では有意な視細胞層 (ONL) の萎縮が認められた (Superior : p<0.01 at 240, 480, 

720, 960, 1200,1440 µm) (Inferior : p<0.05 at 1440µm, p<0.01 at 240, 480, 720, 960, 

1240µm) (Fig. 7A, B, D)。溶媒群に対して、エダラボン (3 mg/kg, i.p.) 投与群では、

光照射 30 分前と照射直後、その後 5 日間 1 日 2 回投与することにより、光照射

による ONL の萎縮を有意に抑制し (Fig. 7B, C, D)、その萎縮を最大 24% 軽減さ

せた。 

 また、エダラボンの臨床における投与経路である静脈内投与による効果も検

討した。その結果、無処置の正常網膜群と比較して生理食塩水を静脈内投与し

た溶媒群では有意な ONL の萎縮が認められた (Fig. 8A, B, D)。溶媒投与群と比

較してエダラボン投与群 (1 mg/kg, i.v.) では、光照射 30 分前と照射直後に投与

することにより、光照射による ONL の萎縮を有意に抑制した (Fig. 8B, C, D)。 

以上の結果から、エダラボンは光照射による網膜障害に対して保護作用を示す

ことが示唆された。 
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Fig. 7  Effects of edaravone (i.p.) on retinal damage induced by exposure to light in mice. 

(A) Nontreated, (B) light exposure (8,000 lux) plus vehicle-treated, and (C) light exposure plus 

edaravone-treated (3 mg/kg i.p.) retinal cross sections at 5 days after light exposure in mice. (D) 

Measurement of thickness in the outer nuclear layer (ONL) at 5 days after light exposure. Data are 

shown as means ± S.E.M., n = 6 ~ 8. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. light exposure plus vehicle-treated 

group. The scale bar represents 25 µm. 
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Fig. 8  Effects of edaravone (i.v.) on retinal damage induced by exposure to light in mice. 

(A) Nontreated, (B) light exposure (8,000 lux) plus vehicle-treated, and (C) light exposure plus 

edaravone-treated (1 mg/kg, i.v.) retinal cross sections at 5 days after light exposure in mice. (D) 

Measurement of the thickness in the outer nuclear layer at 5 days after light exposure. Data are shown 

as means ± S.E.M., n = 6 ~ 8. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. light exposure plus vehicle-treated group. The 

scale bar represents 25 µm. 
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3-2 光誘発 TUNEL 陽性細胞発現に対する効果の検討 

光照射によって生じる網膜視細胞のアポトーシスに対するエダラボンの効果

を検討するため、TUNEL 染色を行った。TUNEL 陽性細胞の発現は、無処置の

正常網膜の ONL には認められなかった。一方、光照射 48 時間後、生理食塩液

を腹腔内投与した溶媒投与群では ONL に TUNEL 陽性細胞の発現が認められた 

(Fig. 9A, B, D)。この溶媒投与群と比較して、エダラボン (3 mg/kg, i.p.) 投与群で

は TUNEL 陽性細胞の発現増加は有意に抑制された (Fig. 9B, C, D)。エダラボン

は、光照射の前後、光照射後 2 日間投与することで TUNEL 陽性細胞の増加を

52%抑制した (Fig. 9D)。以上の結果から、エダラボンは光照射による視細胞の

アポトーシスを抑制することが示唆された。 
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Fig. 9  Effects of edaravone on light-induced expression of TUNEL-positive cells in the mouse 

retina. 

 (A) Nontreated, (B) light exposure (8,000 lux) plus vehicle-treated, and (C) light exposure plus 

edaravone-treated (3 mg/kg, i.p.) retinal cross sections at 48 h after light exposure. (D) Quantitative 

analysis of the number of TUNEL-positive cells in the outer nuclear layer at 48 h after light exposure. 

Data are shown as means ± S.E.M., n = 7 or 8. **p < 0.01 vs. light exposure plus the vehicle-treated 

group. 
##

p < 0.01 vs. Normal. The scale bar represents 25 µm. 
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3-3 光誘発 8-OHdG 陽性細胞発現に対するラジカルスカベンジャーの効果の検

討 

 光照射による網膜障害と酸化ストレスとの関連を解明するために、視細胞層

における酸化ストレスマーカーである 8-OHdG の産生に関する検討を行った。

その結果、無処置の正常網膜群では視細胞層に 8-OHdG の産生はほとんど認め

られなかった (Fig. 10A, D, G)。一方、正常網膜群と比較して溶媒投与群では視

細胞層において 8-OHdG の発現が認められた (Fig. 10B, E, G)。この溶媒投与群

に対して、エダラボン (3 mg/kg, i.p.) 投与群では視細胞層における 8-OHdG の発

現が有意に抑制された (Fig. 10C, F, G)。また、溶媒投与群と比較したエダラボン 

(3 mg/kg, i.p.) 投与群の 8-OHdG 陽性細胞の抑制率は 37%であった (Fig. 10G)。

以上の結果から、エダラボンは光照射によって生じる酸化ストレスを抑制して

網膜障害に対する保護作用を有することが示唆された。 
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Fig. 10  Effect of edaravone on light-induced expression of 8-OHdG-positive cells in the mouse 

retina. 

  Expression of 8-OHdG-positive cells in (A and D) nontreated, (B and E) light exposure (8,000 lux) 

plus vehicle-treated, and (C and F) light exposure plus edaravone-treated (3 mg/kg, i.p.) retinal cross 

section at 24 h after light exposure. Arrows (E and F) show the 8-OHdG-positive cells. (G) 

Quantitative analysis of the number of 8-OHdG-positive cells in the outer nuclear layer at 24 h after 

light exposure. Data are shown as means ± S.E.M., n = 8 ~ 10. *p < 0.05 vs. vehicle plus the 

light-exposed group. 
##

p < 0.01 vs. Normal. The scale bars represent 50 µm (A-C) and 25 µm (D-F). 
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3-4 光照射による網膜機能低下に対するラジカルスカベンジャーの効果の検討 

 光照射によって網膜障害が惹起され、エダラボンは網膜障害を保護すること

が示された。エダラボンは網膜障害を保護するだけでなく、網膜機能に対して

も保護効果を示すかを解明することを目的として ERGを測定することによって

網膜機能の評価を行った。光照射による網膜機能の低下は、視細胞機能の指標

である a 波振幅、ミュラー細胞や双極細胞機能の指標である b 波振幅の低下に

よって確認した。a 波について光照射を行わなかった正常網膜群と比較して、溶

媒投与群において光照射による網膜機能の低下が認められた (p<0.05; -1.02 

cds/m
2
, p<0.01; -0.02 cds/m

2
, p<0.01; 0.98 cds/m

2
) (Fig. 11A, B)。また、b 波について

も正常網膜群と比較して溶媒投与群において光照射による網膜機能の低下が認

められた (p<0.01 ; -1.92 cds/m
2
, p<0.01 ; -1.02 cds/m

2
, p<0.01 ; -0.02 cds/m

2
, 

p<0.01 ; 0.98 cds/m
2
) (Fig. 11A, C)。ERG 測定における最大測定強度である

0.98 cds/m
2におけるそれぞれの低下率は a 波が 76%、b 波が 73%であった (Fig. 

11B, C)。この溶媒投与群に対して、エダラボン (3 mg/kg, i.p.) 投与群では光照射

による網膜機能の低下の抑制が認められた (Fig. 11B, C)。エダラボン (3 mg/kg, 

i.p.) は光照射 30 分前と光照射直後、その後 5 日間 1 日 2 回投与することによっ

て、a 波の振幅低下を 47%、b 波の振幅の低下を 41%抑制した (Fig. 11B, C)。以

上の結果から、エダラボンは光照射による視細胞萎縮を抑制するだけではなく、

網膜機能も維持していることが明らかになった。 
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Fig. 11  Measurement of the dark-adapted ERG amplitudes at 5 days after exposure to light in 

the mouse retina. 

 (A) Typical traces of dark-adapted ERG responses measured at 5 days after exposure to light. 

Stimulus flashes were used from -2.92 to 0.98 log cds/m
2
. (B and C) Amplitudes of a- and b-waves of 

light exposure (8,000 lux) plus the vehicle-treated group vs. light exposure plus the edaravone-treated 

group (3 mg/kg, i.p.). Data are shown as means ± S.E.M., n = 6 ~ 8. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. light 

exposure plus the vehicle-treated group. 
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3-5 光照射による MAPKs (p38、JNK、ERK1/2) のリン酸化に対するラジカルス

カベンジャーの効果の検討 

 In vivo 及び in vitro のいずれにおいても、網膜障害によって Mitogen-activated 

Protein Kinases (MAPKs) がリン酸化されることが報告されている (Munemasa et 

al., 2005; Yang et al., 2007)。そこで、光誘発網膜障害に対するエダラボンの保護

作用のメカニズムを解明するために、MAPKs のリン酸化に対するエダラボンの

作用を検討した。MAPKs は p38、c-Jun N-terminal kinase (JNK) 、extracellular signal 

regulated protein kinases 1/2 (ERK1/2) の 3 種類を測定した。正常網膜群と比較し

て、光照射を行った溶媒投与群では p38、JNK 及び ERK1/2 のいずれの MAPKs

もリン酸化の亢進が認められた。溶媒投与群と比較して、エダラボン(3 mg/kg, 

i.p.) 投与群は、p38 及び JNK のリン酸化を有意に抑制した (Fig. 12A, B, D, E)。

しかし、ERK1/2 のリン酸化に対して抑制傾向は認められたが有意ではなかった 

(Fig. 12C, F)。これらの結果より、エダラボンの投与によって光照射による

MAPKs のリン酸化を抑制することで網膜保護作用を示すことが示唆された。 
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Fig. 12  Effect of edaravone on light-induced expressions of phosphorylated-p38, JNK, and 

ERK in the mouse retina. 

  Representative band images showing activation of p38 (A), JNK (B), and ERK (C) in the 

non-treated, light exposure (8,000 lux) plus vehicle treated, and light exposure plus edaravone (3 

mg/kg, i.p.)-treated retina. Quantitative analysis of the band density of p38 (D), JNK (E), and ERK (F) 

at 6 h after exposure to light plus vehicle-treated and edaravone (3 mg/kg, i.p.)-treated group in mice. 

Data are shown as means ± S.E.M., n = 6 or 7. *p < 0.05 vs. light exposure plus vehicle-treated group. 

##
p < 0.01 vs. Normal. 
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第4節 考察 

 光誘発網膜障害は、光照射によるフリーラジカルの産生、細胞内の Ca
2+濃度や

NO の上昇などが起こるために生じる (Wenzel et al., 2005)。本研究では、光照射

による網膜障害に対する酸化ストレスの関与を解明するとともに、新たな治療薬

の開発を目的としてラジカルスカベンジャーであるエダエラボンを用いて薬効評

価を行った。これまでにエダラボンは網膜をはじめとして脳、腎臓、肝臓などで

活性酸素の関連した障害モデルにおける保護効果が報告されている (Matsuyama 

et al., 2006; Taniguchi et al., 2007; Inokuchi et al., 2009)。そのため、エダラボンには

活性酸素の関連した疾患に対する治療効果が期待される。今回筆者は、エダラボ

ンが光誘発マウス網膜障害において強い保護作用を示すことを明らかにした。 

 網膜が強い光に暴露されると多量の活性酸素を生じる。通常であれば SOD、カ

タラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼなどの抗酸化機構によって活性酸素は

分解され網膜は保護される (Dong et al., 2006)。しかし、光照射後のラット網膜中

では、SOD の抗酸化能を上回る O2
¯が産生されることによって網膜障害に至る 

(Yamamoto et al., 1999)。また、SOD1 変異マウスは、通常の光環境下でも O2
¯を処

理できないため網膜障害が惹起される (Mittag et al., 1999)。これらの報告から、

光照射によって O2
¯が多量に産生された結果、H2O2や˙OH が生体内の抗酸化機構

を上回るほど産生され、酸化ストレスが網膜機能の低下や網膜細胞死と関連して

いることが示唆される (Hashizume et al., 2008)。 

エダラボン 3 mg/kg をラットに腹腔内投与した時の最大血中濃度 (maximum 

drug concentration ; Cmax) は 1728.7 ng/mL (9.9 µM) となることが非臨床試験にお

いて報告されている (Takamatsu et al., 1997)。In vitro において網膜前駆細胞株 

(RGC-5) を用いて O2
¯、H2O2及び˙OH に対するエダラボンのラジカル消去能が検

討され、エダラボンは O2
¯、H2O2及び˙OH に対して 1 µM 以上でラジカル消去能



31 

 

を示した。特に、˙OH に対しては O2
¯や H2O2 よりも強い抑制作用を示した 

(Inokuchi et al., 2009)。この結果を踏まえて、マウスを用いた本実験におけるエダ

ラボンの投与用量は 3 mg/kg の腹腔内投与に設定し、さらに網膜神経節細胞保護

作用を示した 1 mg/kg における静脈内投与も検討した。 

 本検討では、光照射 5 日後、生理食塩液投与群において外顆粒層 (ONL) の萎

縮が認められた。これに対して、エダラボン 3 mg/kg 腹腔内投与群及び 1 mg/kg 静

脈内投与群は、この萎縮を抑制した。光照射による細胞死の大半はアポトーシス

依存性である (Wenzel et al., 2005)。本検討に用いたマウス光障害モデルの外顆粒

層 (ONL) 中でも光照射 12 時間後から TUNEL 陽性細胞の発現が増加し始め、48

時間後にピークに達したことから、光照射によって視細胞にアポトーシスが誘導

されていることが確認された。光照射 48 時間後マウス網膜の ONL 中に TUNEL

陽性細胞数が増加したが、エダラボン投与によってこの TUNEL 陽性細胞数の増

加が有意に抑制された。エダラボンは、光照射によって発生した網膜内の O2
¯や

˙OH を消去して視細胞のアポトーシスを抑制し、網膜保護作用を示すと考えられ

た。 

 エダラボンが光照射による視細胞変性を抑制したことから、光照射によって視

細胞内でフリーラジカル産生が起こり、その結果アポトーシスが誘導され視細胞

変性を惹起することが示唆された。この際に ONL に酸化ストレスが生じている

ことを確認するために、酸化ストレスの指標である 8-Hydroxy-2’-deoxyguanoine 

(8-OHdG) を用いた。8-OHdG は DNA を構成する塩基の一つであるグアニンがヒ

ドロキシル化された物質で、˙OH によって DNA 中のデオキシグアノシンが酸化

されることによって生成されることから、酸化ストレスを受けて DNA が損傷し

たことを示す酸化ストレスマーカーである (Valavanidis et al., 2009)。光照射によっ

て照射 24時間後にONLに 8-OHdG陽性細胞の増加が確認された。これに対して、
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エダラボン投与によって 8-OHdG 陽性細胞数の増加が抑制された。この結果から、

光照射によって ONL に酸化ストレスが誘導されアポトーシスへ繋がっているこ

とが示唆された。また、エダラボンが光照射によって産生されたフリーラジカル

を消去して視細胞保護作用を示していることが明らかになった。エダラボンは光

照射による視細胞の萎縮を抑制することが明らかになったが、細胞は保持されて

いてもその機能が維持されていなければ治療にはつながらない。光照射によって、

生理食塩液投与群では a 波及び b 波の振幅の低下が認められた。しかし、エダラ

ボン 3 mg/kg 腹腔内投与は、光照射による a 波及び b 波の振幅低下を有意に抑制

した。よって、エダラボンは光照射による視細胞萎縮を抑制するだけでなく、視

機能も維持することが明らかになった。 

 活性酸素が生じると MAPKs の上流にある MAPK キナーゼキナーゼ (MAP3Ks) 

が酸化的修飾を受け活性化される。その結果、その下流の MAPK キナーゼ 

(MAPK2) がリン酸化され MAPKs が活性化される (Son et al., 2013)。また、活性

酸素は、MAPKsを脱リン酸化することによって活性を制御する役割をもつMAPK

ホスファターゼ (MPK) を抑制して MAPKs を活性化させる。MAPKs ファミリー

は、セリン/スレオニンキナーゼの一種であり細胞外のシグナルを細胞内へ伝達す

る役割を持つことが知られており、MAPKs ファミリーには p38、JNK 及び ERK1/2

が存在する。MAPKs は生体内で細胞の増殖や細胞死を制御しており、神経変性

疾患と関与することも知られている (Miloso et al., 2008)。Yang らは in vitro におい

て 661W 細胞に光照射を行い視細胞死と MAPKs の関連を検討し、光照射によっ

て p38、JNK 及び ERK1/2 がリン酸化されることを報告している (Yang et al., 2007)。

本研究において、光照射によって照射 6 時間後のマウス網膜中で p38、JNK 及び

ERK1/2 がリン酸化されることを確認した。さらに、エダラボンの投与によって

p38 及び JNK のリン酸化が抑制されたが、ERK1/2 のリン酸化は抑制傾向ではあ
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るものの有意ではなかった。ERK1/2 は epidermal growth factor receptor (EGFR) を

介してリン酸化され、H2O2は EGFR を活性化し ERK1/2 を制御する (Meng et al., 

2007)。光照射によって EGFR 受容体の発現が増加することが報告されていること

から (Close et al., 2006)、増加した EGFR に光照射によって生じた活性酸素が反応

して ERK1/2 のリン酸化に寄与していると考えられる。エダラボンは H2O2を含む

活性酸素を消去することから EGFR 受容体を介した ERK1/2 のリン酸化に対して

抑制傾向を示したと考えられる。Activator protein-1 (AP-1) はアポトーシスに関連

しており視細胞変性に関与している (Grimm et al., 2000)。AP-1 は Jun タンパク質、

Fos タンパク質などから構成される二量体タンパク質で c-Jun N-terminal kinase 

(JNK) による Jun タンパク質である c-jun の活性化や p38 によって AP-1 が活性化

される。エダラボンは、光照射による活性酸素によって p38 や JNK がリン酸化さ

れたことによる AP-1 活性化を抑制し視細胞変性を抑制している可能性が考えら

れる。また、活性酸素は Apoptosis signal-regulated kinase 1 (ASK1) を活性化する。

ASK1 は通常は生体内の抗酸化物質であるチオレドキシンと複合体を形成してい

るが、活性酸素によって酸化されると ASK-1 がチオレドキシンから乖離し p38 及

び JNK を活性化する。エダラボンはこの ASK-1 の乖離を抑制し、p38 及び JNK

の活性化を抑制する (Tsujimoto et al., 2005)。MAPKs の活性化は、MAPKs の脱リ

ン酸化酵素である MAPK phosphatase (MKP) によっても制御されており、この

MKP は活性酸素によって不活性化される (Suzuki et al., 2005)。また、ヒト網膜色

素上皮細胞株 (ARPE-19) に光照射を行うと MKP が不活性化され JNK の活性化

が促進される (Lornejad-Schäfer et al., 2009)。以上のことから、エダラボンは活性

酸素を消去した結果、EGFR の活性化抑制による ERK1/2 のリン酸化抑制、チオ

レドキシンからの ASK-1 の乖離の抑制による p38 及び JNK のリン酸化抑制及び

MKP の活性化による MAPKs 脱リン酸化の促進などを介して MAPKs の活性化を
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抑制している可能性が考えられた。 

 本研究では、エダラボンが光誘発網膜障害モデルに対して保護作用を示すこと

を明らかにした。この結果から、光照射による視細胞変性には酸化ストレスが大

きく関わっており、この酸化ストレスシグナル伝達機構は萎縮型加齢黄斑変性の

薬物治療の標的となることが考えられる。エダラボンは候補化合物の一つに成得

る可能性が示唆された。さらに、エダラボンは薬物送達システム  (DDS) の一つ

であるリポソームに封入することによって点眼で NMDA 網膜障害モデルや光障

害モデルで保護作用を示すことから (Shimazaki et al., 2011) 、今後点眼製剤とし

て加齢黄斑変性治療薬としての開発が期待される。 
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第 2 章 網膜光障害モデルにおけるカルパイン阻害薬の網膜保護作用 

第1節 諸言 

 カルパインは Ca
2+依存性の細胞質内システインプロテアーゼであり、カルパ

インファミリーは生体内に普遍的に存在するカルパイン 1 (µ-カルパイン) 及び

カルパイン2 (m-カルパイン) を始め15種のカルパイン遺伝子が同定されている 

(Evans and Turner, 2007)。カルパイン 1 及び 2 は、細胞内の Ca
2+及び生体内カル

パイン阻害タンパク質であるカルパスタチンによって活性が制御されている 

(Saido et al., 1992)。また、生体内では細胞骨格や細胞運動性の制御、細胞周期の

調節、アポトーシスや長期増強など様々な機能を発揮していることが示唆され

ている (Goll et al., 2003)。 

カルパインによるタンパク質分解は、神経変性疾患に関わるとされており、

アルツハイマー病、脳虚血、ハンチントン病やパーキンソン病など様々な疾患

に関与していることが報告されている (Artal-Sanz and Tavernarakis, 2005)。網膜

において、カルパイン及びカルパスタチンは、ウサギの網膜色素上皮細胞をは

じめ視細胞を含む網膜外層及び内層に発現が認められている (Persson et al., 

1993)。ヒト、サル及びラット網膜においてもカルパイン及びカルパスタチンの

遺伝子発現が確認されており、ラット及びサルではカルパイン 1 に対してカル

パイン 2 の発現が高く、ヒトではカルパイン 1 及び 2 よりカルパスタチンの遺

伝子発現が高い (Oka et al., 2006)。このようにカルパインは視細胞をはじめとし

て網膜に広く存在し、緑内障、加齢黄斑変性、網膜色素変性症などの網膜症と

カルパインの活性化との関連も報告されている (Paquet-Durand et al., 2007)。マウ

ス網膜視細胞株 (661W) を用いた実験において、加齢黄斑変性のリスクファク

ターである光照射によってカルパインが活性化され、カルパイン阻害薬によっ

て細胞死を抑制することが報告されている (Kanan et al., 2007)。また、遺伝性の
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網膜視細胞変性マウスや N-Methyl-N-nitorosourea (MNU) 誘発マウス網膜視細胞

変性モデルにおいても視細胞内でカルパインの活性化が認められており、カル

パイン阻害薬が視細胞死を抑制する (Paquet-Durand et al., 2010 ; Kuro et al., 2011)。

これらの報告からカルパインは萎縮型加齢黄斑変性における網膜視細胞変性に

関して重要な役割を果たしていることが考えられる。そこで、萎縮型加齢黄斑

変性の視細胞萎縮の原因の一つとしてカルパインに着目した。 

本章では、マウス網膜光障害モデルに対するカルパイン阻害薬 SNJ-1945 の網

膜保護作用を検討するとともに、萎縮型加齢黄斑変性におけるカルパインの関

与を検討した。また、その結果からカルパインは萎縮型加齢黄斑変性の治療標

的と成りうるか検討した。 

 

第2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は下記のとおりである。 

パラホルムアルデヒド、スクロース、塩化カリウム、エタノール、メタノー

ル、過酸化水素、サンプルバッファー、SNJ-1945 は千寿製薬株式会社 (Osaka, 

Japan)、Block One-P、リン酸水素二ナトリウム・12 水及びリン酸二水素ナトリ

ウム二水和物、ペントバルビタールはナカライテスク株式会社、キシレン、塩

化ナトリウムはキシダ化学株式会社、ブロックエースは大日本住友製薬株式会

社、ケタラール®は第一三共株式会社、セラクタール®はバイエル薬品株式会社、

O.C.T. compound はサクラファインテック株式会社、Vectastain elite Avidin 

Biotinylated Enzyme complex (ABC) kit 、M.O.M. immunodetection kit 及び

Diaminobenzidine (DAB) peroxidase substrate kit は Vector Labs、 In Situ Cell Death 

Detection Kit は Roche Diagnostics (Basel, Switzerland)、Protease K solution は
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Invitrogen、TSA Biotin system は Perkin Elmer (Waltham, MS, USA)、RIPA buffer、

Protease inhibitor cocktail、Phosphatase inhibitor cocktail II、Phosphatase inhibitor 

cocktail III は Sigma-Aldrich、Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate

は Thermo Fischer SCIENTIFIC、オイキットは O.Kindler、Can get signal solution 1、

Can get signal solution 2 は東洋紡、ミドリン P
®、サイプレジン®は参天製薬株式

会社、Caspase-Glo 3/7 Assay Systems は Promega (Madison, WI, USA) より購入し

た。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 実験動物 

9～10 週齡の雄性 ddY マウスは日本エスエルシー株式会社より購入した。動

物は自由給水下に固形飼料を用いて飼育した。実験を行うにあたっては、岐阜

薬科大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行い、許可を受けた

上で実施した。 

 

2-2-2 薬物の調製及び処置 

 カ ル パ イ ン 阻 害 薬 で あ る ((1S)-1-((((1S)-1-benzyl-3-cyclopropylamino-2, 

3-di-oxopropyl) amino) carbonyl)-3-methylbutyl)carbamic acid 5-methoxy-3-oxapentyl 

ester (SNJ-1945) は千寿製薬株式会社 (Kobe, Japan) から恵与された。SNJ-1945

は 0.5%の Carboxymethyl celluloseに懸濁して 100及び 200 mg/kgを経口投与また

は 100 mg/kg を腹腔内投与した。対照群には 0.5%の Carboxymethyl cellulose を 10 

mL/kg の容量で経口投与または腹腔内投与した。 
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2-2-3 光誘発網膜障害モデル 

 マウス光誘発網膜障害モデルの作製は、第 1 章 2-2-2 に準じて行った。 

 

2-2-4 ERG 測定 

 ERG (Mayo, Aichi, Japan) は光照射 5 日後に暗室内で赤色灯下で測定を行った｡

測定は第 1 章 2-2-4 に準じて行った。 

 

2-2-5 組織学的解析 

2-2-5-1 組織切片作製 

 組織切片の作製は、第 1 章 2-2-5-1 に準じて行った。 

 

2-2-5-2 ヘマトキシリン-エオジン染色 

 作製した組織切片のヘマトキシリン-エオジン染色は、第 1 章 2-2-5-2 に準じて

行った。 

 

2-2-5-3 免疫染色用凍結切片作製 

 免疫染色用凍結切片の作製は、第 1 章 2-2-5-3 に準じて行った。 

 

2-2-5-4 TUNEL 染色 

 作製した凍結切片の TUNEL 染色は、第 1 章 2-2-5-4 に準じて行った。 

 

2-2-6 ウエスタンブロット解析 

2-2-6-1 試料採取 

 ウエスタンブロット解析のための試料採取は、第 1 章 2-2-6-1 に準じて行った。 
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2-2-6-2 タンパク質定量 

タンパク質定量は、第 1 章 2-2-6-2 に準じて行った。 

 

2-2-6-3 電気泳動及び転写 

電気泳動及び転写は、第 1 章 2-2-6-3 に従って行った。 

 

2-2-6-4 ウエスタンブロッティング 

ウエスタンブロッティングは、第 1 章 2-2-6-4 に準じて行った。 

 一次抗体には、Mouse anti-α-spectrin monoclonal antibody (Millipore) (1:2000)、

p35/25 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling Technology )(1:1000) 、β-actin 

mouse monoclonal antibody (Sigma-Aldrich) (1:4000) を用いた。二次抗体には、Goat 

anti rabbit HRP-conjugated (Thermo Fischer SCIENTIFIC) (1:2000) または Goat 

anti-mouse HRP-conjugated (Thermo Fischer SCIENTIFIC) (1:2000)を用いた。 

 

2-2-7 カスパーゼ 3/7 活性測定 

 マウスを 80 mg/kg のペントバルビタールの腹腔内投与によって安楽死させた。

安楽死の確認後、眼球を摘出しさらに網膜を単離した。単離した網膜はすぐに

液体窒素にて凍結させた。RIPA buffer に Protease inhibitor koktail 及び Phosphatase 

inhibitor kokatail を添加したタンパク質抽出液を添加し、ホモジナイザーによっ

て網膜を破砕した。網膜破砕液は 12000 ×g で 20 分遠心し上清を回収し実験に使

用した。タンパク質定量は 2-2-5-2 項に従って行った。 

カスパーゼ-3/7 は Caspase-Glo 3/7 Assay を用いてキットのプロトコールに従っ

て測定した。サンプルはマイクロプレートリーダー  (Thermo Fischer 

SCIENTIFIC) を用いて発光を測定した。 
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2-2-8 統計学的解析 

データは平均値±標準誤差で示した。統計学的な比較は、STAT VIEW (SAS 

Institute Japan 株式会社, Tokyo, Japan) を用いて Student’s t-test あるいは Dunnett’s 

test により行った。危険率 5 %未満を有意差有りとした。 
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第3節 実験成績 

3-1 光照射によるカルパインの活性化に対する SNJ-1945 の作用 

 本試験では、光照射後のマウス網膜におけるカルパインの活性化について検

討した。また、そのカルパインの活性化に対するカルパイン阻害薬 SNJ-1945 の

全身投与 (経口または腹腔内投与) の作用について検討した。カルパインの活性

化は α-Spectrin の断片化を指標とした。α-Spectrin は分子量 280kD のタンパク質

でカルパインにより切断をうけ、カルパイン及びカスパーゼ 3 による 150kD の

分解産物及びカルパイン特異的な 145kDの分解産物が生じる (Nath et al., 1996)。

正常網膜と比較して光照射後の網膜中に断片化した α-Spectrin が時間依存的に

増加し、24 時間以降で有意な増加が認められた (Fig. 13A, B)。すなわち、光照

射によってカルパインの活性化が認められた。このカルパイン活性化に対して、

SNJ-1945 は経口投与 (200 mg/kg) または腹腔内投与 (100 mg/kg) することによ

って、光照射による α-Spectrinの断片化を抑制した (Fig. 13C, D)。このことから、

SNJ-1945 は全身投与することで BRB を通過して網膜に達し、光照射によるカル

パインの活性化を抑制することが示唆された。 
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Fig. 13  Changes in proteolysis of α-spectrin after light exposure in the mouse retina and the 

effects of SNJ-1945.  

A, representative immunoblots showing proteolysis of α-spectrin in retinal extracts at 0, 3, 6, 12, 24, 

48, and 72 h after light exposure in mice. B, quantitative analysis of the band density of the cleaved 

products at 145 and 150 kDa of α-spectrin (280 kDa). Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 5 or 6). 

The number in parentheses above each column represents the number of animals. *, p < 0.05 versus 

nontreated group (Normal). C, representative immunoblots showing proteolysis of α-spectrin in mouse 

retinal extracts at 24 h after light exposure with or without treatment with SNJ-1945. SNJ-1945 (at 200 

mg/kg p.o. and 100 mg/kg i.p.) or an identical volume (10 ml/kg) of vehicle (0.5% sodium 

carboxymethyl cellulose) was administered at 30 min before and just after light exposure. D, 

quantitative analysis of the band density at 145/150 kDa (proteolyzed from α-spectrin at 280 kDa). 

Data are shown as means ± S.E.M., n = 4 to 6. The number in parentheses above each column 

represents the number of animals. *, p < 0.05 versus light exposure plus vehicle-treated group; 
##

, p < 

0.01 versus nontreated group (Normal). 
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3-2 光照射による p35 の分解に対する SNJ-1945 の作用 

 光照射によってカルパインが活性化することが示唆されたが、本試験ではさ

らにカルパイン活性化によって分解される p35 (Cdk5 regulator protein) を指標に

して検討を行った。p35 はサイクリン依存性キナーゼ 5 (Cyclin-dependent kinase 

5 ; Cdk5) の活性化サブユニットであり、カルパインによって限定分解されて p25

タンパク質を生じる (Lee et al., 2000)。光照射によって 3 時間後からマウス網膜

中で p35 の分解が確認され、48 時間後のマウス網膜において有意な p35 の分解

が認められた(Fig. 14A, B)。また、光照射48時間後に生じるp35の分解に対して、

SNJ-1945 を経口投与 (200 mg/kg) または腹腔内投与 (100 mg/kg) したところ、

p35 の分解を有意に抑制した (Fig. 14C, D)。以上の結果から、光照射によってマ

ウス網膜内でカルパインが活性化され、SNJ-1945 の投与によってカルパイン活

性化を抑制できることが明らかになった。 

 

3-3 光誘発網膜障害に対する SNJ-1945 の作用 

 光照射によってマウス網膜内でカルパインが活性化され、SNJ-1945 はこのカ

ルパインの活性化を抑制したので、本試験では光誘発網膜障害が SNJ-1945 の投

与によって抑制されるかを検討し、光誘発網膜障害におけるカルパイン活性化

の関与を検討した。その結果、正常網膜群と比較して、光照射群では有意に外

顆粒層 (ONL) の萎縮が認められた (Fig. 15A, B, F)。この光照射群に対して、

SNJ-1945 経口投与 (100 及び 200 mg/kg) 群では 200 mg/kgの用量で ONLの萎縮

を抑制した (Fig. 15B, C, D, F)。また、腹腔内投与 (100 mg/kg) 群においても光

照射による ONL の萎縮を有意に抑制した (Fig. 15B, E, F)。以上の結果から、光

照射による視細胞変性に対して SNJ-1945 が有効であること、また、光照射によ

る視細胞変性にはカルパインの活性化が強く関与していることが示唆された。  
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Fig. 14  Changes in proteolysis of p35 after light exposure in the mouse retina and the effect of 

SNJ-1945.  

A, representative immunoblots showing p35 protein levels in retinal extracts at 48 h after light 

exposure in mice. B, quantitative analysis of the band density at 35 kDa. Data are shown as mean ± 

S.E.M. (n = 5 or 6). The number in parentheses above each column represents the number of animals. 

*, p < 0.05 versus nontreated group (Normal). C, representative immunoblots showing proteolysis of 

p35 in mouse retinal extracts at 48 h after light exposure with or without treatment with SNJ-1945. 

SNJ-1945 (at 200 mg/kg p.o. and 100 mg/kg i.p.) or an identical volume (10 ml/kg) of vehicle (0.5% 

sodium carboxymethyl cellulose) was administered at 30 min before and just after light exposure. D, 

quantitative analysis of the band density at p35/actin. Each column represents the mean ± S.E.M. (n = 

5 or 6). The number in parentheses above each column represents the number of animals. *, p < 0.05 

versus light exposure plus vehicle-treated group; 
#
, p < 0.05 versus nontreated group (Normal). 
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Fig. 15  Effects of SNJ-1945 on retinal damage induced by exposure to light in mice.  

A–E, nontreated (A), light exposure (8000 lux) plus vehicle-treated (B), and light exposure plus 

treatment with 100 mg/kg p.o. SNJ-1945 (C), 200 mg/kg p.o. SNJ-1945 (D), and 100 mg/kg i.p. 

SNJ-1945 (E) retinal cross-sections at 5 days after light exposure in mice. Scale bar, 25 μm. F, 

measurement of thickness in the ONL 5 days after light exposure. Data are shown as means ± S.E.M., 

n = 6 or 8. *, p < 0.05; **, p < 0.01 versus light exposure plus the vehicle-treated group. 
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3-4 光誘発網膜アポトーシスに対する SNJ-1945 の作用 

 光照射による視細胞変性に SNJ-1945の投与が有効であることが示唆されたた

め、光照射による視細胞のアポトーシスに対する SNJ-1945 の作用を検討した。

その結果、正常網膜群と比較して、光照射を行った溶媒投与群で外顆粒層 (ONL) 

に有意な TUNEL 陽性細胞数の増加を確認した (Fig. 16A, B, E)。さらに、溶媒投

与群と比較して SNJ-1945 の経口投与  (200 mg/kg) 群及び腹腔内投与  (100 

mg/kg) 群では光照射による ONL の TUNEL 陽性細胞数の増加を抑制した (Fig 

16B-E)。以上の結果から、光照射によるアポトーシスにはカルパインの活性化

が関与しており、SNJ-1945 はカルパイン誘導性のアポトーシス抑制作用を示す

ことが示唆された。 
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Fig. 16  Effects of SNJ-1945 on expression of TUNEL-positive cells at 48 h after light exposure.  

A–D, representative photographs of TUNEL staining showing nontreated normal retina (A), light 

exposure (8000 lux) plus vehicle-treated (B), light exposure plus SNJ-1945 at 200 mg/kg p.o. (C), and 

light exposure plus SNJ-1945 at 100 mg/kg i.p. (D). Scale bar, 25 μm. E, quantitative analysis of 

intensity of TUNEL-positive cells in outer uclear layer at 48 h after light exposure. Data are shown as 

means ± S.E.M., n = 7 or 8. The number in parentheses above each column represents the number of 

animals. *, p < 0.05 versus light exposure plus vehicle-treated group; 
##

, p < 0.01 versus nontreated 

group (Normal). 
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3-5 光誘発網膜機能低下に対する SNJ-1945 の作用 

 SNJ-1945 の投与によって光照射による視細胞変性抑制作用を示したが、その

保護作用によって網膜機能も同様に保たれているかを検討した。その結果、正

常網膜群と比較して、光照射を行った溶媒投与群では a 波及び b 波の振幅が有

意に低下した (Fig. 17A-C)。この溶媒投与群と比較して、SNJ-1945 の経口投与

群 (100 mg/kg 及び 200 mg/kg) は、a 波及び b 波の振幅低下を用量依存的に抑制

した (Fig. 17A-C)。さらに SNJ-1945 の腹腔内投与群 (100 mg/kg) に関しても a

波及び b 波の振幅低下を有意に抑制した  (Fig. 17A-C)。以上の結果から、

SNJ-1945 の投与によって光誘発視細胞変性から保護された視細胞は、その細胞

機能も維持されていることが示唆された。 
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Fig. 17  Effects of SNJ-1945 on changes in the dark-adapted ERG amplitudes after exposure to 

light in the mouse retina. 

A, typical traces of dark-adapted ERG responses measured 5 days after exposure to light. Stimulus 

flashes were used at 0.98 log cd/m2. B and C, amplitudes of a- and b-waves of group treated with light 

exposure (8000 lux) plus vehicle versus group treated with light exposure plus SNJ-1945 at 200 mg/kg 

p.o. and 100 mg/kg i.p. Data are shown as means ± S.E.M., n = 6 or 8. The number in parentheses 

above each column represents the number of animals. *, p < 0.05; **, p < 0.01 versus light exposure 

plus vehicle treated group. 
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3-6 光誘発カスパーゼ 3/7 活性化に対する SNJ-1945 の作用 

 光照射によるカルパインが活性化されたことによって誘導されたアポトーシ

スが視細胞変性を起こし、SNJ-1945 の投与によってこれを抑制することを示し

た。SNJ-1945 の機序の一部を調べるためにカルパイン活性化と関連するカスパ

ーゼ 3/7 活性に対する作用について検討した。まず、光照射によってカスパーゼ

3/7活性がどのように変化するかを検討した。その結果、正常網膜群と比較して、

光照射を行うことで光照射直後から 12 時間後までカスパーゼ 3/7 活性が有意に

上昇した。さらに光照射 24 時間後にはカスパーゼ 3/7 活性は一度低下するが、

48 時間後には再び有意に上昇した (Fig. 18A)。以上の結果から、光照射によっ

てカスパーゼ 3/7 活性が上昇することが明らかとなった。そこで、光照射 48 時

間後におけるカスパーゼ 3/7 活性に対する SNJ-1945 の作用を検討した。その結

果、正常網膜群と比較して光照射 48 時間後の溶媒投与群では有意にカスパーゼ

3/7 活性が上昇した。この溶媒投与群のカスパーゼ 3 活性上昇と比較して、

SNJ-1945 の経口投与 (200 mg/kg) 群及び腹腔内投与 (100 mg/kg) 群では有意に

カスパーゼ 3/7 活性上昇を抑制した (Fig. 18B)。以上の結果から、SNJ-1945 は光

照射によって上昇するカスパーゼ 3/7 活性を抑制して、視細胞変性から網膜を保

護することが示唆された。 
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Fig. 18  Effects of SNJ-1945 on light-induced expression of caspase-3/7 in the mouse retina. 

A, quantitative analysis of the fluorescent intensity of caspase-3/7 activation. Data are shown as mean 

± S.E.M. (n = 5 or 6). The number in parentheses above each column represents the number of 

animals. *, p < 0.05; **, p < 0.01 versus nontreated group (Normal). B, quantitative analysis of the 

effect of SNJ-1945 against activation of caspase-3/7 at 48 h after light exposure. SNJ-1945 (at 200 

mg/kg p.o. and 100 mg/kg i.p.) or an identical volume (10 ml/kg) of vehicle (0.5% sodium 

carboxymethyl cellulose) was administered at 30 min before and just after light exposure. Each column 

represents the mean ± S.E.M. (n = 5 or 6). The number in parentheses above each column represents 

the number of animals. 
##

, p < 0.01 versus nontreated group (Normal); *, p < 0.05 versus vehicle. 
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第4節 考察 

 本章では、光誘発マウス網膜障害とカルパインとの関連並びに新規カルパイ

ン阻害薬である SNJ-1945 の光誘発網膜障害に対する保護作用を検討し、カルパ

インが新規治療薬のターゲットとなりうる可能性について検討した。白色ラッ

トに 3,400 ルクスの可視光を 24 時間照射することによって網膜にアポトーシス

が誘導される (Abler et al., 1996)。この光誘発網膜細胞死を誘導する原因の一つ

として、細胞内の Ca
2+濃度の上昇とカルパインの活性化が考えられる。カルシ

ウム拮抗薬 Flunarizine は、光照射による視細胞萎縮を抑制することが報告され

ていることから、光照射によって細胞内への Ca
2+流入によってカルパインが活

性化され細胞死を引き起こす原因となる可能性がある (Edward et al., 1991)。さ

らに、遺伝性の網膜視細胞変性マウスである retinal degeneration 1 (rd1) mouse や

N-methyl-N-nitrosourea (MNU) 投与による視細胞変性においても、視細胞におけ

るカルパインの活性化が明らかにされている (Paquet-Durand et al., 2006 ; Oka et 

al., 2007)。SNJ-1945 は半減期が 4.3 時間で、カルパイン 1 及びカルパイン 2 の

50%阻害濃度 (IC50) は、それぞれ 0.062 及び 0.045 µM でありカルパイン阻害作

用が強い化合物である (Shirasaki et al., 2006)。また、SNJ-1945 は経口投与及び腹

腔内投与で網膜まで到達し、網膜神経節細胞を保護することが知られている 

(Shimazawa et al., 2010)。 

 本研究において、光照射によってマウス網膜のα-Spectrinの断片化が確認され

た。カルパインの基質であるα-Spectrinは細胞骨格タンパク質で、細胞が障害を

受けるとカルパインによる不可逆的な切断を受け、細胞骨格が破壊される。

α-Spectrinはカルパインによる切断を受けると分子量145 kDaの断片が生成する

ことから、光照射によるカルパインの活性化が確認された。網膜中でα-Spectrin

は、網膜内層及び外層に局在することが知られており (Isayama et al., 1991)、光
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誘発網膜障害モデルでは視細胞の存在する網膜外層が障害される。すなわち、

このカルパインの活性化によるα-Spectrinの断片化は、網膜視細胞に生じている

と考えられる。さらに、SNJ-1945投与によってα-Spectrinの断片化が抑制された

ことから、SNJ-1945は光照射によって視細胞に生じるカルパインの活性化を抑

制したと考えられた。また、SNJ-1945は全身投与によって網膜まで到達するこ

とが示唆された。さらに光照射後の網膜におけるカルパインの活性化の指標と

してp35タンパク質に着目した。神経細胞が障害を受けると細胞内へ流入した

Ca
2+によってカルパインが活性化されp35を限定分解しp25を生じる。Cdk5は、

このp25と複合体を形成することで異常活性化し細胞死を引き起こす (O’Hare et 

al., 2005)。さらに網膜中ではp35のp25への分解と視細胞死との関連が報告され

ている (Oka et al., 2006 ; Oka et al., 2007; Shimazawa et al., 2010)。本研究に

おいて、光照射48時間後のマウス網膜においてp35の分解が確認され、SNJ-1945

の投与によってp35の分解が抑制された。このことから、光照射によって網膜視

細胞においてカルパインが活性化されており、SNJ-1945は網膜視細胞における

カルパイン活性化を抑制することが確認された｡光照射によってα-Spectrin及び

p35分解は光照射直後から緩やかに進行し、その後急激に増加した。このカルパ

インの活性化は内在性のカルパイン阻害物質であるカルパスタチンがカルパイ

ン1及びカルパイン2によって活性化されることと関係していると考えられた 

(Perche et al., 2009)。視細胞変性においてカルパイン1及びカルパイン2の活性

化されるタイミングが異なり、初めにカルパイン1の活性化が起こり、その後カ

ルパイン2が活性化されることが報告されている (Oka et al., 2007)。つまり、

光照射によって初めにカルパイン1が活性化され、それに伴ってカルパスタチン

が活性化されることによってカルパインの活性化を阻害した結果、光照射直後

はα-Spectrin及びp35分解は緩やかに進行したと考えられた｡しかし、カルパイ
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ン1の活性化に続いてカルパイン2の活性化が起こることによって、カルパスタ

チンを上回るカルパインの活性化が生じたことでα-Spectrin及びp35分解は急

激に進行したと考えられた｡以上の結果から、光照射による視細胞萎縮にカルパ

インが関連していることが示唆された。 

次に、SNJ-1945の投与によってα-Spectrinの断片化及びp35分解を抑制した

ことから、光照射による視細胞萎縮に対してSNJ-1945は視細胞保護作用を有す

ることが示唆されたため、組織学的解析を行った。光照射によって外顆粒層 

(ONL) の萎縮が認められたが、SNJ-1945の経口投与 (200 mg/kg) または腹腔

内投与 (100 mg/kg) によってONLの萎縮が抑制されたことから、光照射によっ

てカルパインが活性化され視細胞萎縮が引き起こされることが明らかになった。

また、SNJ-1945の投与によって保護された網膜視細胞の機能に関してERGを測

定し電気生理学的検討を行った。その結果、光照射による視細胞機能の指標で

あるa波、ミュラー細胞及び双極細胞機能の指標であるb波の振幅の低下に対し

て、SNJ-1945の投与はa波及びb波振幅の低下を抑制した。以上のことから、光

照射によるカルパインの活性化を阻害することによって視機能の低下が抑制さ

れることが示唆された．  

ヒト及び動物における網膜疾患ではアポトーシスが生じることによって細胞死

に至る (Nickells and Zack, 1996; Reme et al., 2000)。光誘発網膜障害において

もアポトーシスによって視細胞が細胞死を起こすことが知られており (Wenzel 

et al., 2005)、第1章における検討でも確認されている。本検討において光照射

によってTUNEL陽性細胞数の増加が認められONLにアポトーシスが誘導された

が、SNJ-1945投与によってTUNEL陽性細胞数の増加を抑制したことからカルパ

イン活性化によるアポトーシスを抑制したと考えられた。細胞が障害を受ける

と、小胞体からのCa2+放出によるミトコンドリアへのCa2+流入や細胞外からの
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Ca2+流入が起こる。このCa2+濃度の上昇により細胞内のカルパインが活性化さ

れ、カルパインによってBidが切断される(Gil-Parrado et al., 2002)。この切断

されたBidがミトコンドリアに移行し、シトクロームCが放出されることによっ

てカスパーゼ3/7が活性されたと考えられる。さらに、カルパインはMAPKsに

よって活性化されることも示唆されている (Glading et al., 2000, 2001, 2004)。

また、光照射によってMAPKsが活性化されることを第1章で確認したが、この

ことは光照射による視細胞保護の標的としてカルパインが有用であることを示

唆している。アポトーシスにおいて活性化されるシステインプロテアーゼであ

るカスパーゼは、アポトーシスのシグナル伝達やアポトーシスの実行に関して

重要な役割を果たす。中でも、カスパーゼ3/7はアポトーシスにおいて特徴的な

細胞核の断片化やDNAの分解に関与している。光照射による視細胞変性、網膜

機能の低下及びカスパーゼ3の活性化をカスパーゼ3/7阻害薬が抑制することが

報告されている (Perche et al., 2007)。この報告から、カスパーゼ7も光照射によ

る視細胞変性に関与している可能性はあるが、どの程度の関与があるかは明ら

かにされていない。一方、カルパイン1の活性化によってカスパーゼ7が活性化

されアポトーシスが誘導される (Gafni et al., 2009)。これらのことから視細胞変

性にはカスパーゼ3/7の活性化が重要な役割を担っていることが示唆された。以

上のことから、視細胞変性モデルにおいては活性化されたカルパインによって

カスパーゼ3/7が活性化され、このカスパーゼ3/7によって内在性のカルパイン阻

害物質カルパスタチンが分解されカルパインの活性がさらに増加することによ

ってアポトーシスを増強すると考えられた (Pörn-Ares et al., 1998; Wang et 

al., 1998)。 

そこで光誘発網膜障害とカスパーゼ3/7との関係を確認したところ、光照射直

後からマウス網膜中でカスパーゼ3/7活性が上昇し48時間後においてもカスパー
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ゼ3/7の活性化が認められた。また、光照射48時間後にカスパーゼ3の活性化が認

められることが報告されており、本研究の結果と一致する (Costa et al., 2008)。

SNJ-1945の投与によって光照射によるカスパーゼ3/7の活性化を抑制したことか

ら、光照射によってカルパインが活性化しカスパーゼ3/7の活性化を伴って細胞

死を誘導することが示唆された。SNJ-1945は、カルパイン阻害薬であるSJA-6017

を基に合成されている。SJA-6017は、カルシウム非依存性のカテプシンB及びL

を阻害するが、システインプロテアーゼ (Interleukin 1beta-converting enzyme)、

セリンプロテアーゼ (Trypsin、Chymotrypsin、Thrombin、Factor VIIa、Factor Xa)、

プロテオソームを阻害しないことが知られている (Inoue et al., 2003)｡また、

SNJ-1945は、µ-カルパインの活性化部位と結合する (Azuma M, 2008)。SNJ-1945

も恐らくSJA-6017と同様の性質を有し、カルパインを阻害した結果カスパーゼ

3/7の活性化を抑制したと考えられる。 

 本章では、光誘発網膜変性に対するカルパインの関与と新規カルパイン阻害

薬 SNJ-1945 が保護作用を有することを明らかにした。これらの結果は、カルパ

インは萎縮型加齢黄斑変性の治療標的となり、SNJ-1945 は治療薬の候補化合物

となり得ることが示唆された。 
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第 3 章 網膜血管透過性に対するトリアムシノロンアセトニドの作用 

第1節 諸言 

 糖尿病黄斑浮腫は糖尿病網膜症における主な失明原因であると考えられてい

る。糖尿病による全身の高血糖状態が続くことによって局所における慢性炎症

を伴い、VEGF、Tumor necrosis factor-α (TNF-α)、 インターロイキン (Interleukin) 

や Intracellular adhesion morecular-1 (ICAM-1) が血清中や眼内で検出されている 

(Funatsu et al., 2009; Gustavsson et al., 2013)。こうした炎症性のメディエーターが

網膜血管に障害を与え、網膜血管の透過性を亢進させることで糖尿病網膜症の

発症するリスクが高まる。さらに糖尿病網膜症に伴って生じる BRB の破綻や網

膜血管の閉塞が糖尿病黄斑浮腫の発症とも関連している。BRB は全身循環と網

膜間の物質移動、脈絡膜及び強膜と網膜間の物質移動を制御している。BRB に

は毛細血管内皮細胞を主体とする内側 BRB (inner BRB) と網膜色素上皮細胞を

主体とする外側 BRB (outer BRB) から構成される。網膜毛細血管のペリサイト

や血管内皮細胞の脱落によって inner BRB が破綻し網膜血管透過性が亢進する。

また、糖尿病を惹起させたラット網膜では網膜色素上皮細胞で構成されるタイ

トジャンクションが破綻し、網膜の透過性が亢進する (Xu and Le, 2011)。BRB

が破綻すると血漿タンパク質が網膜毛細血管から組織中へ漏出し、組織内の浸

透圧が高まり浮腫を生じる。この浮腫が黄斑部で生じることによって糖尿病黄

斑浮腫となり急激な視力低下の原因となる。 

糖尿病黄斑浮腫の治療には、副腎皮質ステロイド薬のトリアムシノロンアセ

トニド (Triamcinolone acetonide: TA、マキュエイド®
 : わかもと製薬株式会社) の

硝子体内投与またはテノン嚢下投与やアイリーア®、ルセンティス®などの抗

VEGF 薬の硝子体内投与が用いられている。 

VEGF は血管内皮細胞の VEGF 受容体と結合し、Src キナーゼ、ERK、JNK 及
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び Phosphatidylinositol 3-kinase/AKT などのタンパク質をリン酸化し、ZO-1 や

Occludin をリン酸化することによってタイトジャンクションを破壊する 

(Pedram et al., 2002)。糖尿病黄斑浮腫患者では眼内の VEGF 濃度が上昇している

ことが報告されており、抗 VEGF 薬の眼内投与によって眼内で上昇した VEGF

が中和され、黄斑浮腫が軽減される。さらに糖尿病黄斑浮腫の重症度と眼内

VEGF 濃度との相関もあるため、抗 VEGF 薬による治療は理に適っている。し

かし、糖尿病黄斑浮腫の病態の中には抗 VEGF 薬が効果を示さないが TA によっ

て浮腫が軽減されるような病態も存在し、TA が VEGF の発現上昇を抑制すると

ともに、抗炎症作用によって網膜血管透過性の亢進を防いでいると考えられる。

TA のようなグルココルチコイドは糖尿病ラット網膜中の VEGF、TNF-α 及び

ICAM-1 の発現上昇を抑制し、白血球の集積や血管透過性亢進を抑制する。その

結果TAの抗炎症作用によって黄斑浮腫が軽減すると考えられている (Tamura et 

al., 2005 ; Kim et al., 2007)。また、TA は VEGF の産生を抑制して BRB の破綻を

防ぐことが報告されているが、タイトジャンクションに対する作用に関しては

不明な点も多い (Zhang et al., 2008)。 

本研究ではヒト網膜血管内皮細胞を用いて網膜血管透過性に焦点をあてた研

究を行い、TA と抗 VEGF 薬の作用を比較するとともに、TA の薬理作用の一つ

としてタイトジャンクションに対する作用を検討した。 

 

第2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は下記のとおりである。 

Recombinant human VEGF165 (VEGF165)、  TNF-α、  IL-1β、human VEGF 

monoclonal antibody は R&D systems (Minneapolis, MN, USA)、 Fluorescein 
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isothiocynate-dextran (molecular weight ;70 kDa)、Dexamethasone は Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA)、17-AAG は和光純薬工業株式会社 (Osaka, Japan)、ZO-1 

antibody、occluding antibody 及び claudin-5 antibody は Invitrogen (Molecular Probes, 

Eugene, OR,USA)、Fluorescein horse anti-mouse IgG antibody は Vector (Burlingame, 

CA, USA) よりそれぞれ購入した。また TAは、わかもと製薬株式会社 (Kanagawa, 

Japan) より入手した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 細胞培養 

ヒト網膜微小血管内皮細胞  (Human retinal microvascular endothelial cells ; 

HRMECs) は、DS ファーマバイオメディカル株式会社 (Osaka, Japan) から購入

した細胞を使用した。培養には CS-C medium と culture boost を Cell Systems 

(Kirkland, WA, USA) より購入し、これらを混合した培地を用いた。細胞培養は

37ºC、CO2濃度 5%の条件で行った。 

 

2-2-2 ヒト網膜微小血管内皮細胞 (HRMECs) 透過性試験 

網膜血管透過性は Transwell-Clear (pore size of 0.4 µm; Corning Incorporated, 

Corning, NY, USA) を用いて評価した。HRMECsは1ウェル当り細胞数 5×10
4
 cells

をフィブロネクチンをコーティングした Transwell のトップチャンバーに播種

し、コンフルエントに達するまで 72 時間培養した。その後、トップチャンバー

とボトムチャンバーの培地を VEGF, TNF-α, and IL-β、Triamcinolone acetonide (1 

µM)、anti-VEGF antibody (10 µM)、17-AAG (0.1 µM) を含有した CS-C medium に

交換して 24 時間から 72 時間培養した。培養後、トップチャンバーの培地を分

子量 70 kDaの Fluorescein isotiocyanate dextran (FD) に交換して遮光下で 2時間培
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養した｡培養後、ボトムチャンバーの培地を採取しマイクロプレートリーダー

(TECAN, Männedorf, Switzerland) で励起波長 490 nm、放出波長 520 nm で蛍光強

度を測定した。測定した蛍光強度から検量線を作成し、ボトムチャンバー中の

FD 濃度を算出した。 

 

2-2-3 免疫細胞染色 

HRMECsはフィブロネクチンをコートしたスライドに、1ウェルあたり 2×10
4
 

cells 播種し、コンフルエントになるまで 37ºC で 72 時間培養した。培養後、20 

ng/m の VEGF165 、50 ng/mL の TNF-α、10 ng/mL の IL-1β、1 µM のトリアムシノ

ロンアセトニドを含有した培地に交換して 24 時間培養した。細胞は 4%の

paraformaldehyde (WAKO) で 10 分間固定した。その後 PBS (Invitrogen
TM

, Thermo 

Fischer SCIENTIFIC)で洗浄し、0.2% Triton-X 100 (Sigma-Aldrich) 含有 PBS で 10

分間透過処理を行った。その後 PBS で洗浄し、3% Bovine serum albumin 

(Sigma-Aldrich) を用いて室温で 1 時間ブロッキングを行った。その後、anti ZO-1 

mouse monoclonal antibody unconjugated (1:100) を添加して 4ºCで 2時間反応させ

た。PBS で洗浄後, Fluorescein horse anti-mouse IgG antibody (1:500) を用いて 4ºC

で 1 時間反応させた。PBS で洗浄後、VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI 

(Vector) を添加して核染色を行った .  画像は蛍光顕微鏡  (Olympus, Tokyo, 

Japan) を用いて撮影した。 

 

2-2-4 ウエスタンブロッティング 

HRMECsは 1ウェルあたり 5×10
5
 cells で 12ウェルプレート (Corning) に播種

し、72 時間培養した。細胞がコンフルエントに達した後、1 µM のトリアムシノ

ロンアセトニドを処置して 37ºC で 24 時間培養した。その後細胞は RIPA lysis 
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buffer (Thermo Fischer SCIENTIFIC) に Phosphatase inhibitor cocktail 及び Protease 

inhibitor を添加した細胞溶解液で回収した。細胞溶解液中のタンパク質濃度は

BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて測定した。1 レーン当た

り 10 µg のタンパク質を 5-20% SDS gradient gel (Wako) にローディングし、電気

泳動を行った。泳動後、ゲルは polyvinylidene fluoride membrane (Millipore 

Corporation, Bedford, MA, USA) に転写した。Membrane は 0.02% tween20 を含有

した Tris-buffered saline (TBS-T) で調製した 5% Skim milk で 30 分間ブロッキン

グ処理した。TBS-T で membrane を洗浄後、ZO-1 (1;250), Occludin (1;250), 

Claudin-5 (1;250) and β-actin (1;10,000) 抗体で反応させた。Membrane を TBS-T で

洗浄後、Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (1:2,000-5,000; GE 

Healthcare, Tokyo, Japan) と室温で 1 時間反応させた。Membrane を洗浄後、化学

発光基質である ImmunoStar LD (Thermo fisher science) と 5 分間反応させた。バ

ンドの検出は Image Reader LAS-4000 (Bio-rad Laboratories, Hercules, CA, USA) を

用いて行った。バンド強度は ImageJ を用いて算出した。  

 

2-2-5 統計学的解析 

データは平均値 ± 標準誤差で示した。統計解析は Student’s t-test または

Dunnett’s multiple-comparison test を用いた。危険率が 5%未満である場合を統計

学的に有意であると判断した。  
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第3節 実験成績 

3-1  VEGF, TNF-α 及び IL-1β によるヒト網膜微小血管内皮細胞 (HRMECs) 透

過性亢進作用の検討 

 本試験では、炎症性サイトカインである VEGF, TNF-α 及び IL-1β が網膜血管

の透過性を亢進させるかについて検討するために、in vitro モデルを作製した。

トランズウェルに HRMECs を播種し、VEGF165, TNF-α 及び IL-1β を処置した際

にトランズウェルを通過した蛍光色素の濃度を測定することにより透過性を評

価した。その結果、対照群と比較して、VEGF 処置群は 1, 2, 5, 10 及び 20 ng/mL

を 24 時間処置することで HRMECs の透過性を濃度依存的に亢進させ、5, 10 及

び 20 ng/mL で有意であった (Fig. 19A)。さらに VEGF165 (20 ng/mL) 添加 6 時間

後では HRMECs の透過性に変化は認められなかったが、24 時間後には HRMECs

の透過性は有意に亢進し、その作用は最大であった (Fig. 19B)。対照群と比較し

て、TNF-α 処置群は 1, 5 及び 50 ng/mL を 24 時間処置することで HRMECs の透

過性を濃度依存的に亢進させ、5 及び 50 ng/mL では有意であった (Fig. 16C)。ま

た、TNF-α (50 ng/mL) 添加 6 時間後から有意な透過性の亢進が認められ、その

作用は 24 時間で最大であった (Fig. 19D)。対照群と比較して、IL-1β (0.1, 1 及び

10 ng/mL) は、濃度依存的に HRMECs の透過性を亢進させ、1 及び 10 ng/mL で

有意であった (Fig. 19E)。また、IL-1β (10 ng/mL) 添加 6 時間後から HRMECs の

透過性は有意に亢進し、その作用は 24 時間後に最大であった  (Fig. 19F)。以上

の結果から、炎症性サイトカインである VEGF, TNF-α 及び IL-1β は、いずれも

HRMECs の透過性を亢進させることが示された。 
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Fig. 19  Elevation of permeability in human retinal microvascular endothelial cells by the 

treatments of VEGF, TNF-α and IL-1β. 

To detect the cytokines which are increased to HRMECs permeability, fluorescein leakage was 

quantified at several cytokine concentrations and treatment times.  (A) HRMECs were treated by 1, 2, 

5, 10, and 20 ng/mL VEGF for 24 h.  (B) HRMECs were treated by 20 ng/mL VEGF for 6, 24, and 

48 h.  (C) HRMECs were treated by 1, 5, and 50 ng/mL TNF-α for 24 h.  (D) HRMECs were treated 

by 50 ng/mL TNF-α for 6, 24, and 48 h.  (E) HRMECs were treated by 0.1, 1, and 10 ng/mL IL-1β 

for 24 h.  (F) HRMECs were treated by 10 ng/mL IL-1β for 6, 24, and 48 h.  Data are represented as 

means ± SEM ; n = 12 wells. *, **: P<0.05, P<0.01 versus control with Dunnett’s multiple comparison 

test. 
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3-2 VEGF, TNF-α 及び IL-1β による ZO-1 局在変化 

 3-1 の結果より、VEGF, TNF-α 及び IL-1β は、HRMECs の透過性を亢進させる

ことが示された。本試験では VEGF, TNF-α 及び IL-1β の炎症性サイトカインが

タイトジャンクションタンパク質であるZO-1にどのような影響を及ぼすかにつ

いて検討した。その結果、対照群では HRMECs の細胞膜に ZO-1 の発現が認め

られた (Fig. 20)。しかし、最大限に透過性を亢進させる条件である VEGF (20 

ng/mL)、TNF-α (50 ng/mL)及び IL-1β (10 ng/mL) をそれぞれ 24 時間処置するこ

とで、対照群では細胞膜に局在していた ZO-1 の発現が消失した。細胞の核染色

を行ったところ、対照群、VEGF 群、TNF-α 群及び IL-1β 群のいずれにおいても

変化は認められなかったため、炎症性サイトカインによる ZO-1 の消失は細胞死

に起因しないことが示された (Fig. 20)。 
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Fig. 20  The localization of tight junction protein ZO-1 in HRMECs by the treatments of VEGF, 

TNF-α and IL-1β. 

Images show the localization of ZO-1 protein.  HRMECs were treated by 20 ng/mL VEGF, 50 ng/mL 

TNF-α, and 10 ng/mL IL-1β for 24 h.  Then HRMECs were immunostained by ZO-1.  The scale bar 

represents 100 µm.  
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3-3 ヒト網膜微小血管内皮細胞 (HRMECs) 透過性亢進に対するトリアムシノ

ロンアセトニドの作用 

 3-1 の結果より、炎症性サイトカインである VEGF165、TNF-α 及び IL-1β を処

置することによって HRMECs の透過性を亢進させることを明らかにした。本試

験では、この透過性亢進に対して、糖尿病黄斑浮腫の治療薬として使用されて

いる TA や抗 VEGF 抗体が効果を示すか検討した。その結果、対照群と比較して

VEGF165 (20 ng/mL) を処置することにより有意に HRMECs 透過性を亢進させた。

この VEGF165による透過性亢進に対して、TA (1 µM) または抗 VEGF 抗体 (10 

µM) は HRMECs 透過性亢進を有意に抑制した (Fig. 21A)。また、TNF-α (50 

ng/mL) は、対照群と比較して有意な HRMECs 透過性の亢進が認められた。こ

の TNF-α による HRMECs 透過性亢進に対して、TA (1 µM) は HRMECs 透過性

の亢進を有意に抑制した。しかし、抗 VEGF 抗体 (10 µM) は、TNF-α による

HRMECs 透過性亢進を抑制しなかった (Fig. 21B)。IL-1β (10 ng/mL) は、対照群

と比較して有意な HRMECs 透過性の亢進が認められた。この IL-1β による

HRMECs 透過性亢進に対して、TA (1 µM) は HRMECs 透過性の亢進を有意に抑

制したが、抗 VEGF 抗体 (10 µM) は IL-1β による HRMECs 透過性亢進を抑制し

なかった (Fig. 21C)。以上の結果から、TA は炎症による HRMECs 透過性亢進を

抑制するが、抗 VEGF 抗体は VEGF による HRMECs 透過性亢進のみ効果を示す

ことが明らかになった。 
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Fig. 21  The effect of TA and anti-VEGF antibody against hyperpermeability by treatments of 

VEGF, TNF-α, and IL-1β. 

To compare with TA and anti-VEGF antibody, fluorescein leakage was quantified.  (A) HRMECs 

were stimulated by 20 ng/mL VEGF for 24 h, and were simultaneously treated 1 µM TA and 10 µM 

anti-VEGF antibody.  (B) HRMECs were stimulated by 50 ng/mL TNF-α for 24 h, and were 

simultaneously treated 1 µM TA and 10 µM anti-VEGF antibody.  (C) HRMECs were stimulated by 

10 ng/mL IL-1β for 24 h, and were simultaneously treated 1 µM TA and 10 µM anti-VEGF antibody.  

Data are represented as means ± SEM ; n = 8 or 9 wells.  
## 

: P<0.01 versus control with Student t test.  

**: P<0.01 versus VEGF, TNF-α and IL-1β with Dunnett’s multiple comparison test. 
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3-4 ヒト網膜微小血管内皮細胞 (HRMECs) バリア機能に対するトリアムシノ

ロンアセトニド (TA) 及び抗 VEGF 抗体の作用 

 3-3 の結果より、TA が炎症反応を抑制することによって HRMECs 透過性亢進

を抑制することを示した。本試験では TA が直接タイトジャンクションに作用し

て透過性に影響を及ぼすかを検討した。TA (1 µM) は、対照群と比較して有意に

HRMECs の透過性を低下させた (Fig. 22A)。さらにタイトジャンクションタンパ

ク質である ZO-1 の局在を調べたところ、TA (1 µM) は対照群と比較して ZO-1

の細胞膜への局在が認められた (Fig. 22B)。TA の HRMECs 透過性を低下させる

作用は、0.001 ~ 100 µM の範囲で濃度依存的であった (Fig. 19C)。さらに、TA (1 

µM)、抗VEGF抗体 (10 µM)及びデキサメタゾン (Dexamethasone；DEX, 1 µM) の

HRMECs透過性に対する作用を比較したところ、対照群と比較してTA及びDEX

は HRMECs 透過性を有意に低下させたが、抗 VEGF 抗体は HRMECs 透過性を

低下させなかった (Fig. 22D)。以上の結果から、ステロイドはタイトジャンクシ

ョンに作用して透過性に影響を及ぼすことが示唆された。 
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Fig. 22  Enhancement of HRMECs barrier function by TA.   

To detect the effect of TA against HRMECs permeability, fluorescein leakage and ZO-1 protein 

localization were investigated.  (A) HRMECs were treated with 1 µM TA for 24 h, and fluorescein 

leakage was quantified.  (B) After 24 h treatment of 1 µM TA, ZO-1 localization in HRMECs were 

differentiated by immunofluorescence staining.   (C) HRMECs were treated with 0.001, 0.01, 0.1, 1, 

100 µM for 24 h, and fluorescein leakage was quantified.  (D) HRMECs were treated by 1 µM TA, 

10 µM anti-VEGF antibody, and 1 µM dexamethasone (DEX) for 24 h, and fluorescein leakage was 

quantified.  The scale bar represents 100 µm.  Data are represented as means ± SEM ; n = 3 or 4 

wells.  
##

 ; P<0.01 versus control with Student’s t-test.  * ; P<0.05, ** ; P<0.01 versus control with 

Dunnett’s multiple comparison test. 
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3-5 タイトジャンクションタンパク質発現に対するトリアムシノロンアセトニ

ドの作用 

 TA がタイトジャンクションタンパク質の一つである ZO-1 の局在を変化させ

ることを示したが、本試験では ZO-1 を含めたタイトジャンクションタンパク質

の発現に影響を及ぼしているかを検討した。TA (1 µM) を 24 時間処置すること

によって、タイトジャンクションタンパク質である ZO-1、Occludin及びCaludin-5

のタンパク質発現は、いずれも対照群と比較して明らかな変化は認められなか

った (Fig. 23A-F)。TA はタイトジャンクションタンパク質の発現量を変化させ

ず、局在を変化させて HRMECs の透過性に影響を及ぼすことが示唆された。 
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Fig. 23  The expression level of tight junction proteins in HRMECs with treatment of TA. 

To detect the expression of tight junction proteins, ZO-1, Occludin, and Claudin-5 were quantified by 

western blotting.  HRMECs were treated with 1 µM TA for 24 h, and proteins were extracted by 

whole cell lysates.  Representative images show (A) ZO-1, (B) Occludin, (C) Claudin-5, and β-actin 

as loading control.  Each graphs show quantification of band intensity (D) ZO-1, (E) Occludin, (F) 

Claudin-5.  Data are represented means ± SEM ; n = 12 wells. 
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3-6  グルココルチコイド受容体を介したヒト網膜微小血管内皮細胞 

(HREMCs) 透過性に対するトリアムシノロンアセトニドの作用 

3-4 において、TA や DEX のグルココルチコイドが HRMECs 透過性に影響を及

ぼすことを示したが、その作用がグルココルチコイド受容体を介したものであ

るか検討した。グルココルチコイド受容体の機能阻害には、グルココルチコイ

ド受容体の核移行を阻害する 17-AAG を用いた。TA (1 µM) を 24 時間処置する

ことによって対照群と比較して有意に HRMECs の FD 透過量が減少した (Fig. 

21)。しかし、TA 及びグルココルチコイド受容体のアンタゴニスト 17-AAG (0.1 

µM) の同時添加並びに 17-AAG (0.1 µM) 単独添加は、HRMECs の FD 透過量に

対して明らかな作用を示さなかった (Fig. 24)。以上の結果から、TA はグルココ

ルチコイド受容体を介して HRMECs の FD 透過量を減少させることが示唆され

た。 
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Fig. 24  The enhancement of barrier function by the treatment of TA in HRMECs via 

glucocorticoid receptor.  

To detect the increase of barrier function of TA via glucocorticoid receptor, fluorescein leakage was 

quantified by combination of TA and 17-AAG.  HRMECs were treated by 1 µM TA, 0.1 µM 

17-AAG, and combination of TA and 17-AAG for 24 h.  Data are represented as means ± SEM ; n = 

6 wells.  **: P<0.01 versus control with Student’s t-test. 
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第4節 考察 

 本章では、網膜血管透過性亢進に対するTA及び抗VEGF抗体の作用を比較し、

さらに TA の作用機序を明らかにした。TA は糖尿病黄斑浮腫とも関連する炎症

性サイトカインである VEGF, TNF-α 及び IL-1β により亢進される網膜血管透過

性の亢進をいずれのサイトカインについても抑制した。一方、抗 VEGF 抗体は

VEGF によって亢進される網膜血管透過性のみ抑制した。さらにコンフルエント

まで培養した HRMECs に対して TA を処置することによって、TA は HRMECs

の透過性を低下させた。TAのHRMECsの透過性を低下させる作用は、TAがZO-1, 

Occludin 及び Claudin-5 タンパク質の発現に変化を及ぼすことなく、ZO-1 の細胞

膜への局在変化を促進した。また、TA の HRMECs 透過性低下作用は、グルコ

コルチコイド受容体を介した作用であることが明らかになった。 

これまで、高血糖状態によって産生される炎症性サイトカインと糖尿病黄斑

浮腫の関連が報告されている (Doganay et al., 2002; Shin et al., 2014)。糖尿病網膜

症や糖尿病黄斑浮腫では、VEGF の発現量が亢進することで白血球停滞による白

血球の血管内付着や血管透過性亢進が生じることが知られている (Miyamoto et 

al., 2000 ; Funatsu et al., 2003)。この VEGF による血管透過性の亢進は、VEGF に

よる Occludin 及び ZO-1 のリン酸化によって生じる (Antonetti et al., 1999; Harhaj 

et al., 2006)。糖尿病ラットの網膜で亢進する白血球凝集や血管透過性に対して、

TNF-α 拮抗薬である Etanercept が効果を示すことが報告されている (Joussen et 

al., 2002)。ヒトにおいても糖尿病網膜症患者の硝子体では TNF-α 産生量が亢進

していることから、糖尿病黄斑浮腫に対して TNF-α 拮抗薬である Etanercept や 

Infliximab が治療効果を示す (Itoh M, Nagafuchi A, Moroi S, 2007; Mirshahi et al., 

2012)。糖尿病ラットの網膜で IL-1β の発現が上昇することが報告されており、

ヒトの糖尿病網膜症の硝子体中にも IL-1β の発現が確認されている(Liu et al., 
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2012; Zhou et al., 2012)。TNF-α 及び IL-1β によって亢進される血管透過性には、

Nuclear factor-kappa B (NF-κB) を介してZO-1の細胞膜への局在を阻害する (Ma, 

2004; Al-Sadi and Ma, 2007; Kimura et al., 2009)。これらのことから、VEGF, TNF-α

及び IL-1β は網膜血管透過性亢進の原因であり、糖尿病黄斑浮腫の発症に深く関

連していると考えられる。 

本章において、in vitro においても VEGF, TNF-α 及び IL-1β は HRMECs の透過

性亢進作用を示し、さらにその際に ZO-1 細胞膜への局在を変化させた。この

VEGF, TNF-α 及び IL-1β による透過性亢進に対して、TA はいずれも透過性亢進

を抑制したが、抗 VEGF 抗体は VEGF による透過性亢進のみ抑制した。VEGF, 

TNF-α 及び IL-1β は NF-κB を介して炎症を誘導し、タイトジャンクションを破

綻させる (Kiriakidis et al., 2003; Clark et al., 2015)。また、グルココルチコイドは

NF-κB を阻害して炎症を抑制することが知られている (Ray and Prefontaine, 

1994; Scheinman et al., 1995; Barnes, 1998; Adcock and Caramori, 2001)。これらの結

果からTAはVEGF, TNF-α及び IL-1βによって活性化されたNF-κBを阻害して、

TA は透過性亢進を抑制していると考えられる。 

デキサメタゾンやヒドロコルチゾンなどのグルココルチコイドは、ラットや

ヒト脳血管内皮細胞においてその透過性を低下させること、さらにタイトジャ

ンクションタンパク質を増加させることが知られている (Romero et al., 2003; 

Förster et al., 2008)。一方でヒト化抗 VEGF 抗体である Ranibizumab 及び

Bevacizumab は透過性の指標の一つである網膜血管内皮細胞の電気抵抗やタイ

トジャンクションタンパク質の局在を変化させない (Deissler et al., 2012)。本研

究の結果から、TA やデキサメタゾンは HRMECs の透過性を低下させること、

抗 VEGF 抗体は透過性に影響を及ぼさないことを明らかにした。さらに、TA の

この透過性低下作用には ZO-1 の局在変化を伴うが、ZO-1、Occludin 及び
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Caludin-5 のタンパク質発現量には変化を与えないことを明らかにした。このこ

とから TA は、ZO-1 の局在を変化させて HRMECs の透過性を低下させている可

能性が考えられた。ヒドロコルチゾンは ZO-1 の局在を変化させてヒト脳血管内

皮細胞のバリア機能を高めるが、この作用はグルココルチコイド受容体のアン

タゴニストによって消失する (Furihata et al., 2015)。このことから、TA の

HRMECs の透過性を低下させる作用に関してもグルココルチコイド受容体を介

した作用であるかを検討するため、グルココルチコイド受容体アンタゴニスト

17-AAG と TA を併用したところ、TA による HRMECs の透過性低下作用は消失

した。17-AAG は、Heat shock protein 90 (HSP90) の阻害剤であり、HSP90 の阻害

剤は、グルココルチコイド受容体の核移行を阻害する (Prima et al., 2000)。TA の

HRMECs のバリア機能を高める作用もグルココルチコイド受容体を介して発現

しているものと考えられる。TA はグルココルチコイド受容体を介して ZO-1 を細

胞膜へ局在変化させた結果、HRMECs の透過性に影響を及ぼした可能性が考え

られた。さらに、ZO-1 は細胞骨格を形成するアクチンや細胞接着因子であるカ

ドヘリンと結合することが報告されている(Itoh M, Nagafuchi A, Moroi S, 2007)。 

以上のことから、TA はタイトジャンクションタンパク質の発現量を変化させ

なかったが、TA によって ZO-1 が細胞膜へと局在が変化した結果、ZO-1 とアク

チンやカドヘリンなどとの結合が増加し、細胞同士の接着が強まったため、

HRMECs の透過性が変化した可能性が考えられた｡ 

本章では、HRMECs を用いてその透過性を指標として TA と抗 VEGF 抗体の

比較及び TA の機序について検討した。TA は抗 VEGF 抗体と比較して、VEGF

による HRMECs 透過性亢進作用だけでなく、TNF-α 及び IL-1β による透過性亢

進作用も抑制するとともに、HRMECs の ZO-1 局在を変化させるようなタイトジ

ャンクションに直接作用して HRMECs のバリア機能を高めることが示された。
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TAの作用機序としては、次の3つの可能性があると考えられる。一つ目は、NF-kB

の活性化を抑制して炎症性サイトカインの作用を発現させないこと。二つ目は

既に産生されているサイトカインが NF-kB を介してタイトジャンクションを破

綻させることを抑制すること。三つ目はタイトジャンクションに直接作用して

その遺伝子発現もしくはリン酸化などに影響を与えてバリア機能を安定化させ

ることである。あるいは、これら三つの機序が複合的に関連していることも考

えられる。 

TA 及び抗 VEGF 薬は、いずれも薬効は確かであるがあらゆる糖尿病黄斑浮腫

を改善させるわけではなく、糖尿病黄斑浮腫の病態によって効果が異なる。

Shimura らの報告によれば、光干渉断層計 (optical coherence tomography ; OCT) 

による糖尿病黄斑浮腫の形態分類で TA の浮腫抑制効果を検討した結果、スポン

ジ状浮腫や嚢胞様浮腫には有効性が高かったが、漿液性剥離に対する効果は低

かった (Shimura et al., 2011)。抗 VEGF 薬 Bevacizumab に関しても前向き研究が

おこなわれており、Bevacizumab が最も効果を示したのはスポンジ状浮腫である

ことが報告されている (Shimura et al., 2013)。このように糖尿病黄斑浮腫の形態

によっても炎症の程度や VEGF の関与も異なることが予想されるため、現在の

治療における第一選択は抗 VEGF 薬であるが病態に応じた治療薬の使い分けが

必要である。 

本章では、TA がサイトカインによる HRMECs の血管透過性亢進作用を抑制

することを明らかにした。さらに TA はグルココルチイド受容体を介して ZO-1

の局在を変化させ、HRMECs に直接作用を及ぼしてタイトジャンクションを強

化することが示唆された。 
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総括及び結論 

 中途失明原因の上位を占め、高齢化に伴い今後増加が予想される疾患である

加齢黄斑変性や糖尿病黄斑変性症には効果的な治療法が十分に確立されていな

い。そこで、新たな治療薬を開発するための治療標的の探索を目的として、萎

縮型加齢黄斑変性モデルであるマウス網膜光障害モデルを用いた研究を行った。

また治療薬の作用機序解明を目的として、ヒト網膜微小血管内皮細胞 

(HRMECs) を用いて糖尿病黄斑浮腫治療薬であるトリアムシノロンアセトニド 

(TA) を用いた研究を行った。初めに、フリーラジカルスカベンジャーであるエ

ダラボンを用いてマウス網膜光障害モデルにおける視細胞変性に対する酸化ス

トレスの関与を検討した。続いてカルパイン阻害薬 SNJ-1945 を用いて、マウス

網膜光障害モデルにおける視細胞変性に対するカルパインの関与を検討した。

最後に HRMECs を用いて TA の HRMECs 透過性に対する作用を検討した。 

 

第 1 章では光誘発マウス網膜障害モデル及びエダラボンを用いて萎縮型加齢

黄斑変性において、酸化ストレスが薬物治療の標的となり得るかを検討した｡ 

1) エダラボンは、光照射によるマウス網膜視細胞のアポトーシス誘導を抑制し、

網膜視細胞萎縮を抑制した。 

2) エダラボンは、光照射によるマウス網膜視細胞への酸化ストレスの発生を抑

制した。 

3) エダラボンは、光照射によるマウス網膜機能の低下を抑制した。 

4) エダラボンは、光照射による MAPK の活性化を抑制した。 

 

第 2 章では光誘発マウス網膜障害モデル及びカルパイン阻害薬 SNJ-1945 を用

いて萎縮型加齢黄斑変性において、カルパインが薬物治療の標的となり得るか
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を検討した｡ 

1) 光照射によってマウス網膜中にカルパインの活性化が認められ、SNJ-1945

は光照射によるカルパインの活性化を抑制した。 

2) SNJ-1945は、光照射によるマウス網膜視細胞のアポトーシス誘導を抑制し、

網膜視細胞萎縮を抑制した。 

3) SNJ-1945 は、光照射によるマウス網膜機能の低下を抑制した。 

4) SNJ-1945 は、光照射によるカスパーゼ 3/7 の活性化を抑制した。 

 

第 3 章では HRMECs を用いて、TA の作用機序の検討を行った｡ 

1) TA は、VEGF、TNF-α 及び IL-1β による HRMECs 透過性亢進作用を抑制し

た。 

2) TA は、HRMECs 透過性を濃度依存的に低下させ、HRMECs 中の ZO-1 局在

を変化させた。 

3) TAは、ZO-1、Occludin及びClaudin-5のタンパク質発現を変化させなかった。 

4) TA は、グルココルチコイド受容体を介して HRMECs 透過性を低下させた。 

 

 本研究の結果より、萎縮型加齢黄斑変性の病態に酸化ストレス及びカルパイ

ンが深く関わっており治療標的となり得ること、またエダラボン及び SNJ-1945

は新規治療薬候補となり得ることが示唆された。TAは糖尿病黄斑浮腫に対して、

抗炎症作用によって炎症性サイトカインによる透過性亢進を抑制するだけでは

なく、網膜のタイトジャンクションの機能を高めて疾患による透過性亢進を抑

制していることが示唆された。 
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略語一覧表 

ASK1     ： Apoptosis signal-regulating kinase 1 

BRB     ： blood-retinal barrier 

Ca     ： Calcium 

DEX     ： dexamethasone 

DNA     ： deoxyribonucleic acid 

EBM     ： Evidence-based medicine 

EGFR     ： epidermal growth factor receptor 

ERG     ： Electroretinogram 

ERK1/2     ： extracellular signal regulated protein kinases 1/2 

FD     ： fluorescein isotiocyanate dextran 

HHE     ： hydroxy hexenal 

HNE     ： hydroxy nonenal 

HRMECs     ： Human retinal microvascular endothelial cells 

i.p.     ： intraperitoneal injection 

i.v.     ： intravenous injection 

ICAM-1     ： intracellular adhesion morecular-1 

IL-1β     ： interleukin-1β 

JNK     ： c-Jun N-terminal kinase 

MAPKs     ： Mitogen-activated Protein Kinases 

MPK     ： MAPK phosphatase 

NF-κB     ： nuclear factor-kappa B 

NMDA     ： N-methyl-D-aspartate 

NO     ： Nitric oxide 

OCT     ： optical coherence tomography 

8-OHdG     ： 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine 

ONL     ： outer nuclear layer 

PBS     ： phosphate buffered saline 

QOL     ： quality of life 

SEM     ： standard error mean 

SOD     ： superoxide dismutase 

TA     ： triamcinolone acetonide 

TNF-α     ： tumor necrosis factor-α 

TUNEL     ： TdT-mediated dUTP nickend labeling 

 


