
Ⅰ 緒 言

カルテオロール塩酸塩(ミケラン®点眼液)は，緑内障

に対し眼圧下降を目的として広く用いられている交感神

経 b遮断薬である．近年，この眼圧下降作用とは独立し

た付加的な特性として抗酸化作用1)2)や抗炎症作用3)が指

摘されている．カルテオロール塩酸塩の抗酸化作用とし

ては，生体組織に強力な酸化ストレスを及ぼすヒドロキ
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Purpose：To investigate the effects of carteolol

hydrochloride on choroidal neovascularization

(CNV).

Methods：Laser photocoagulation was performed

／to induce CNV in C 57 BL／6 mice. The response of

CNV was assessed by fluorescein isothiocyanate-

isolectin B 4 staining. The expression of intercellular

adhesion molecule (ICAM)-1 and monocyte chemo-

tactic protein(MCP)-1 in the retinal pigment epitheli-

um(RPE)-choroid complex and tumor necrosis fac-

tor(TNF)-a in the RAW 264.7 macrophage culture

was evaluated by enzyme-linked immunosorbent

assay.

Results：Carteolol hydrochloride application led

to significant suppression of the generation of CNV,

the production of ICAM-1 and MCP-1 in the RPE-

choroid, and macrophage expression of TNF-a.

Conclusion：Carteolol hydrochloride prevented

CNV development through its anti-inflammatory

action.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol Soc

115：355―361, 2011)
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Abstract

Effects of Carteolol Hydrochloride on Experimental Choroidal Neovascularization

目 的：カルテオロール塩酸塩の脈絡膜血管新生(cho-

roidal neovascularization：CNV)への影響を検討した

ので報告する．

／方 法：レーザー誘導 CNVを C57BL／6マウスに作

製し，蛍光標識レクチン染色により定量した．網膜色素

上皮-脈絡膜組織における intercellular adhesion mole-

cule(ICAM)-1と monocyte chemotactic protein(MC-

P)-1，ならびに RAW 264.7 マクロファージ培養系に

おける tumor necrosis factor(TNF)-a を酵素結合免

疫吸着法により測定した．

結 果：カルテオロール塩酸塩の投与により，CNV

形成，網膜色素上皮-脈絡膜組織における ICAM-1 と

MCP-1 の発現，さらに培養マクロファージにおける

TNF-a発現が抑制された．

結 論：カルテオロール塩酸塩は抗炎症作用を介して

実験的 CNV を抑制した．(日眼会誌 115：355―361，

2011)
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炎症，intercellular adhesionmolecule-1，
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要 約

実験的脈絡膜血管新生に対するカルテオロール塩酸塩の効果



シラジカル(OH・)1)やスーパーオキシドアニオン(O2
−)2)

を消去するスカベンジャーとして機能することが示され

ている．この活性酸素に対するスカベンジャー作用は，

カルテオロール塩酸塩の分子構造において他の交感神経

b遮断薬にはない特有のキノリノン骨格に由来すると考

えられている1)4)
．また，カルテオロール塩酸塩は内因性

交感神経刺激様作用(intrinsic sympathomimetic activi-

ty：ISA)を有する点も他の抗緑内障交感神経 b遮断薬

とは異なる特徴であり，抗炎症作用のメカニズムとして

bアドレナリン受容体に対する部分 b刺激作用の重要性

も指摘されている3)5)
．

脈絡膜血管新生(choroidal neovascularization：CNV)

は，加齢黄斑変性の終末病態である．近年，CNV 発症

の病態メカニズムとして酸化ストレスや炎症の関与が指

摘されている6)〜12)
．酸化ストレスはマクロファージ系炎

症細胞に対して nuclear factor(NF)-kB などのレドック

ス感受性転写因子を介して tumor necrosis factor(TN-

F)-aを産生することが知られる．マクロファージ由来

の TNF-aは CNV 病態の上流でさまざまな炎症関連分

子の発現誘導に関与するが10)
，なかでも，血管内皮細胞

における白血球接着分子の一つ intercellular adhesion

molecule(ICAM)-111)とマクロファージ系炎症細胞の走

化因子であるmonocyte chemotactic protein(MCP)-112)

は，CNV 形成に必須の代表的な病態責任因子であるこ

とが示されている．そこで本研究では，炎症細胞に対す

る接着分子 ICAM-1 と走化因子MCP-1 の発現制御に着

目して，実験的CNVマウスモデルにおけるカルテオロー

ル塩酸塩の効果を調べたので報告する．

Ⅱ 実 験 方 法

�．実験的 CNVの作製と評価

すべての動物実験は，眼科研究のための動物使用に関

するARVO(Association for Research in Vision and Oph-

thalmology)声明を遵守し，慶應義塾大学総合医科学研

究センターによる承認済み実験計画書に基づいて行っ

た．著者らの既報13)〜18)に従って，Novus Spectra レーザー

光凝固装置(日本ルミナス)を用いて照射条件を波長 532

nm，出力 200 mW，時間 0.1 秒として，雄 6 週齢の

／C57BL／6 マウス(日本クレア)に CNVを誘導した．レー

ザー照射 7 日後に FITC(fluorescein isothiocyanate)-

isolectin B4(Vector)による蛍光標識レクチン染色を行

いCNVの疑似体積を既報13)〜18)のとおり評価した．

�．交感神経 b遮断薬の投与

レーザー照射 5日前よりマウス腹腔に 5日間連続で 25

／ ／mg／kg または 250 mg／kg のカルテオロール塩酸塩(大

塚製薬より供与)，チモロールマレイン酸塩(Sigma)，

サルブタモール硫酸塩(Sigma)，または vehicle(溶媒)

として 200 ml のリン酸緩衝食塩水(phosphate buffered

saline：PBS)を前投与した．それぞれの薬剤のマウスに

対する LD 50(50％致死量)は，カルテオロール塩酸塩

／ ／が 380 mg／kg，チモロールマレイン酸塩が 300 mg／kg，

／サルブタモール硫酸塩が 274 mg／kg であることから，

本研究ではまず最大用量に近い投与量での効果を観察す

／るために 250 mg／kg を選択し，投与日数に関する予備

実験により(データ非表示)，5 日間の連続投与を決定し

た．

�．酵素結合免疫吸着法(enzyme-linked immunosor-

bent assay：ELISA)

レーザー照射 3 日後，網膜色素上皮(retinal pigment

epithelium：RPE)-脈絡膜組織を採取し，既報13)〜16)に

従って ICAM-1 ELISA キット(R & D Systems)，MCP-1

ELISA キット(R & D Systems)を用いて ICAM-1 およ

びMCP-1 蛋白質濃度を測定した．

�．培 養 実 験

マウスマクロファージの細胞株 RAW 264.7 を用い，

著者らの既報13)〜16)の培養条件で実験した．リポ多糖

(lipopolysaccharide：LPS)刺激により TNF-aの発現を

誘導した．10 mMまたは 100 mMのカルテオロール塩酸

塩，チモロールマレイン酸塩，サルブタモール硫酸塩，

または PBS を前投与して 1 時間後に，LPS(Sigma)10

／ng／ml を添加した．LPS 刺激 6 時間後，培養上清を回

収し，既報17)のとおり TNF-a ELISA キット(Biosource)

を用いてTNF-a蛋白質濃度を測定した．

Ⅲ 結 果

�．カルテオロール塩酸塩によるマウス実験的 CNV

に対する抑制効果

マウスCNVモデルに対する vehicle(PBS)投与群，カ

／ ／ルテオロール塩酸塩 25 mg／kg，250 mg／kg 投与群にお

いてそれぞれCNV体積(平均値±標準誤差)は，323,986

±24,013 mm3(n＝47)，353,261±44,850 mm3(n＝36)，

240,139±28,980 mm3(n＝37)であり，vehicle 投与群と

／比較してカルテオロール塩酸塩 250 mg／kg 投与群では

有意に(p＜0.01)CNV 体積が抑制された(図 1)．また，

／同濃度(250 mg／kg)のチモロールマレイン酸塩投与群(n

＝51)では，CNV 体積は 325,375±45,121 mm3であり，

vehicle 群との有意差は得られなかった(図 1)．なお，

カルテオロール塩酸塩およびチモロールマレイン酸塩投

与群ではマウスの外観や活動性など健康状態に著変な

／かったが，サルブタモール硫酸塩(250 mg／kg)を投与す

るとマウスが高頻度で死亡したため解析できなかった．

�．カルテオロール塩酸塩による CNVにおける炎症

関連分子発現に対する抑制効果

カルテオロール塩酸塩の CNV 抑制(図 1)における分

子メカニズムとして，CNV の病態責任因子である炎症

関連分子 ICAM-1(図 2)およびMCP-1(図 3)の発現変化

を ELISA で検討した．Vehicle(PBS)投与群，カルテオ

／ ／ロール塩酸塩 25 mg／kg，250 mg／kg 投与群(それぞれ n
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＝4)でそれぞれ ICAM-1 およびMCP-1 蛋白質濃度を比

較したところ，vehicle 群と比較してカルテオロール塩

／酸塩 250 mg／kg 投与群では，ICAM-1 およびMCP-1 産

生ともに有意差をもって(それぞれ p＜0.05)抑制された

(図 2，3)．

�．種々の交感神経 b修飾薬によるマクロファージ

における TNF-a発現に対する効果の比較

動物実験で示されたカルテオロール塩酸塩の抗血管新

生作用(図 1)・抗炎症作用(図 2，3)のメカニズムをさら

に検討するために，CNV 病態の促進因子として知られ

るマクロファージの培養実験を行った(図 4)．マクロ

ファージのTNF-a発現について vehicle(PBS)添加群，

カルテオロール塩酸塩 10 mMおよび 100 mM添加群，チ

モロールマレイン酸塩 100 mM添加群，サルブタモール

硫酸塩 10 mM 添加群(それぞれ n＝6)を比較したとこ

ろ，vehicle と比較してカルテオロール塩酸塩とサルブ

タモール硫酸塩では有意に(それぞれ p＜0.05)抑制され

たが，チモロールマレイン酸塩では抑制されなかった

(図 4)．

Ⅳ 考 按

本研究は，著者らが文献を渉猟する限り初めて，カル

テオロール塩酸塩の抗血管新生作用を示唆したものであ

る．すなわち，カルテオロール塩酸塩の投与によりCNV

形成が抑制されたが，部分 b刺激作用もキノリノン骨

格もないチモロールマレイン酸塩では抑制されなかった
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図 1 カルテオロール塩酸塩によるマウス実験的脈絡膜血管新生(CNV)に対する抑制効果．
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A：マウス CNVモデルに対し，vehicle 投与，CH(カルテオロール塩酸塩)25 mg／kg，250 mg／kg 投与によ

る CNV 体積変化を示したグラフ．Vehicle 群と比較して CH 250 mg／kg 投与群では有意に CNV 体積が抑

制されたが，TM(チモロールマレイン酸塩)250 mg／kg 投与群では抑制されなかった．B：脈絡膜フラット

マウントに対する蛍光標識レクチン染色像．矢頭はレクチン染色された CNV．＊：p＜0.01(Mann-Whitney

test)，N. S.：有意差なし，scale bar＝100 mm．



(図 1)．カルテオロール塩酸塩による CNV 抑制を説明

する分子メカニズムとして，RPE-脈絡膜組織における

ICAM-1(図 2)およびMCP-1(図 3)の発現抑制が示され

た．カルテオロール塩酸塩により培養マクロファージに

おける TNF-a発現誘導が抑制されたが，チモロールマ

レイン酸塩では抑制されず，一方，交感神経 b刺激薬

のサルブタモール硫酸塩では抑制された(図 4)．

近年の細胞生物学的研究の成果として，CNV 病態は

酸化ストレス6)〜8)15)16)
，炎症9)〜14)18)によって促進されるこ

とが明らかとなり，マクロファージ系炎症細胞は CNV

形成の鍵因子と考えられている9)〜16)18)
．酸化ストレスは

NF-kB などのレドックス感受性転写因子を介してさま

ざまな炎症関連分子を誘導することが知られているが，

CNV組織に浸潤・集積したマクロファージはTNF-aを

産生していることが分かっている10)
．TNF-aは，血管

内皮細胞におけるMCP-1 と ICAM-1 発現を誘導するた

め15)16)
，さらにマクロファージの動員と内皮細胞への接

着が亢進し11)12)
，CNV 病態には酸化ストレスと炎症病

態の悪循環が介在すると考えられる．実際，抗酸化物質

のルテイン15)やアスタキサンチン16)により，また，抗炎

症療法として接着分子 CD 4418)や炎症性サイトカイン

interleukin-614)の阻害により CNV 形成が抑制されるこ

とからも，酸化ストレスと炎症により CNVが制御され

るという病態理解の妥当性が確認される．本研究では，

マクロファージ由来TNF-aと ICAM-1(血管内皮細胞に

局在)，MCP-1(血管内皮細胞と RPE 細胞から産生)に

焦点を当てたが，CNV 病態では血管内皮細胞・マクロ

ファージ・RPE 細胞など複数の細胞種の間でより多彩

なサイトカインネットワークが存在すると考えられる．

したがって，カルテオロール塩酸塩が，CNV 組織にお

いてマクロファージのみならず血管内皮細胞や RPE 細

胞にも直接作用している可能性もあり，今後の検討が待

たれる．

カルテオロール塩酸塩は，ヒドロキシラジカル1)やスー

パーオキシドアニオン2)を消去するスカベンジャーとし

て抗酸化作用を有することが示されており，この機能は

カルテオロール塩酸塩の分子構造において他の交感神経

b遮断薬にはない特有のキノリノン骨格に由来すると考

えられている1)4)
．実際，抗潰瘍薬のレバミピド(ムコス

タ®)もキノリノン骨格を持ち，カルテオロール塩酸塩と

同様にヒドロキシラジカルを消去し1)4)
，紫外線による

角膜上皮細胞傷害を抑制することが示された1)
．

さらに，カルテオロール塩酸塩は，単に b アドレナ

リン受容体を遮断するのみではなく条件によっては逆に
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図 2 カルテオロール塩酸塩による CNVにおける in-

tercellular adhesion molecule(ICAM)-1発現に対す

る抑制効果．

マウス CNV モデルに対し，vehicle 投与，CH(カル

テオロール塩酸塩)25 mg／kg，250 mg／kg 投与による

ICAM-1 発現変化を示したグラフ．Vehicle 群と比較

して CH 250 mg／kg 投与群では有意に ICAM-1 産生

が抑制された．
＊：p＜0.05(Mann-Whitney test)，N.

S.：有意差なし．
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図 3 カルテオロール塩酸塩による CNVにおけるmon-

ocyte chemotactic protein(MCP)-1発現に対する抑

制効果．

マウス CNV モデルに対し，vehicle 投与，CH(カル

テオロール塩酸塩)25 mg／kg，250 mg／kg 投与による

MCP-1 発現変化を示したグラフ．Vehicle 群と比較し

て CH 250 mg／kg 投与群では有意にMCP-1 産生が抑

制された．
＊：p＜0.05(Mann-Whitney test)，N. S.：

有意差なし．



交感神経 b刺激作用も発揮する ISA と呼ばれる特性が

あり，これが抗炎症作用に関与すると考えられている3)
．

すなわち，交感神経 b刺激薬のプロカテロール塩酸塩

とクレンブテロール塩酸塩は，bアドレナリン受容体を

刺激し細胞内 cyclic AMP(環状アデノシン 1 リン酸)の

上昇を介して，末梢血単核球における TNF-a発現誘導

を抑制するが，この抗炎症効果は交感神経 b遮断薬プ

ロプラノロール塩酸塩によって打ち消されることが示さ

れた5)
．実際，交感神経 b刺激薬のサルブタモール硫酸

塩は，カルテオロール塩酸塩と同様に，腹腔マクロファー

ジおよび末梢血単核球における TNF-a発現誘導を抑制

したが，部分 b刺激作用(ISA)のない抗緑内障交感神経

b遮断薬であるチモロールマレイン酸塩(チモプトール®

点眼液)，ベタキソロール塩酸塩(ベトプティック®点眼

液)，ニプラジロール(ハイパジール®点眼液)などはこの

抗炎症作用を示さなかった3)
．本研究においても，培養

マクロファージにおける TNF-a 発現誘導がサルブタ

モール硫酸塩とカルテオロール塩酸塩によって抑制され

(図 4)，チモロールマレイン酸塩では抑制されなかった

ことから，既報3)を支持する結果となった．サルブタ

モール硫酸塩にはカルテオロール塩酸塩と異なりキノリ

ノン骨格がないため，培養実験(図 4)からは，交感神経

b刺激作用が TNF-a抑制という抗炎症作用の重要なメ

カニズムであることが示唆される．しかしながら，本研

究の動物実験(図 1〜3)において CNV抑制効果を示した

カルテオロール塩酸塩の投与量と同等のサルブタモール

硫酸塩の投与ではマウスが死亡するため，動物実験から

は交感神経 b刺激作用による効果は証明できなかった．

交感神経 b刺激作用の関与を動物実験で証明するには，

全身への副作用(死亡も含め)を最小化すべく硝子体内注

射などの局所投与，または，今回の投与法よりも低用

量・長期間の実験系で検証するなど今後の工夫が必要で

あろう．したがって，今回の動物実験の結果を解釈する

際の問題点として，カルテオロール塩酸塩が有効性を示

した投与量が単一の高用量のみであり薬剤特性(キノリ

ノン骨格または部分 b刺激作用)による効果と断定する

ことは難しい．本研究の結果(図 1〜4)に加えて，既

報1)〜3)で示された特異的作用(抗酸化・抗炎症作用)を既

知の特性として考え併せたうえで，カルテオロール塩酸

塩の抗血管新生作用が推定された．

興味深いことに，交感神経 b遮断薬の作用は細胞種に

よって異なる．例えば，網膜神経節細胞における酸化ス
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図 4 種々の交感神経 b修飾薬によるマクロファージにおける tumor necrosis factor(TNF)-a発現に対

する効果の比較．

培養マクロファージにおける TNF-a発現について，vehicle 添加，CH(カルテオロール塩酸塩)10 mMお

よび 100 mM添加，TM(チモロールマレイン酸塩)100 mM添加，SS(サルブタモール硫酸塩)10 mM添加

による TNF-a発現変化を示したグラフ．Vehicle 群と比較して CH群と SS 群では有意に TNF-a産生が

抑制されたが，TM群では抑制されなかった．
＊：p＜0.05(Mann-Whitney test)，N. S.：有意差なし．



トレスによる細胞死の検討では，チモロールマレイン酸

塩，ベタキソロール塩酸塩，ニプラジロールは保護効果

を示したが，カルテオロール塩酸塩は示さなかった19)
．

低酸素20)や NMDA(N-メチル-D-アスパラギン酸)21)刺

激による神経節細胞死でも，同様の結果であった．さら

に線維柱帯細胞では，酸化ストレスによる細胞死に対し

てチモロールマレイン酸塩とニプラジロールの保護効果

が示された22)
．したがって，網膜神経節細胞19)〜21)や線維

柱帯細胞22)で観察された種々の交感神経 b遮断薬の細胞

保護効果は，本研究の結果も含めて炎症細胞3)5)や角膜

上皮細胞1)2)に対する効果とは明らかに異なり，キノリ

ノン骨格や部分 b刺激作用に依存しない作用機序が考

えられる．このような種々の交感神経 b遮断薬の付加

価値としての機能は，現時点では抗緑内障点眼薬として

発揮することは難しいと考えられる．しかしながら，ド

ラッグデリバリーの進歩によりこれらの機能が活用され

る時代も来る可能性があり，各薬剤の潜在的な特性とし

て評価しておくことは将来の臨床応用のために意義のあ

ることと考えられる．本研究では，カルテオロール塩酸

塩に抗炎症作用を介する抗血管新生作用がある可能性を

示した．

本研究は，大塚製薬株式会社より慶應義塾大学総合医科学

研究センター網膜細胞生物学研究室へ寄附された平成 19 年

度受託研究費(250 万円)により行われたことを付記して謝意

を表します．また，本研究にご指導・ご助言をいただきまし

た坪田一男慶應義塾大学教授，尾池雄一熊本大学教授に深謝

いたします．
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