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糖尿病罹患率の増加とともにその眼合併症である糖尿

病網膜症(以下，網膜症)を有する患者も増加の一途を

辿っている．しかしながら，その病態解明と治療法開発

は未だ十分とはいえず，メカニズムに基づいた予防的治

療法確立には至っていないのが現状である．本研究では

／糖尿病と関連した網膜細小血管障害における Rho／Rho-

kinase(ROCK)経路の関与と選択的 ROCK阻害薬 fa-

sudilによる病態制御の可能性について検討を行った．

糖尿病網膜症の発症早期の病態に白血球の網膜血管内皮

細胞への接着とそれに伴う血管内皮細胞傷害が少なから

ず関与しているが，本研究ではまず糖尿病ラットの網膜

／細小血管において Rho／ROCK経路が活性化されている

ことを明らかにした．さらに，選択的 ROCK阻害薬で

ある fasudilが糖尿病ラットで亢進している網膜血管へ

の白血球接着を抑制するだけでなく，糖尿病ラット網膜

で低下している内因性一酸化窒素合成酵素活性をほぼ正

常レベルまで回復させ，白血球接着による内皮細胞傷害

に対して保護的な作用をも有していることを明らかにし

た．網膜症患者白血球と血管内皮細胞との共培養系で，

一酸化窒素合成酵素阻害剤である L-NAMEを用いてそ

のメカニズムについて検討を加えた結果，fasudilは内

皮細胞において一酸化窒素の合成を促進させることに

よって接着白血球表面の Fas Ligandと内皮細胞表面の

Fasを介した内皮傷害メカニズムを阻害する効果がある

ことを明らかにした．これらの結果から糖尿病性網膜細

／小血管障害の病態に Rho／ROCK経路が重要な役割を果

たしており，ROCK阻害薬が糖尿病網膜症発症早期に

おける新しい治療戦略となる可能性が示唆された．(日眼

会誌 115：985―997，2011)
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Rho-kinase阻害薬，内因性一酸化窒素合

／成酵素，Fas／Fas Ligand

The rapid increase in diabetic retinopathy(DR), a

common ocular complication of diabetes mellitus,

necessitates the development of new therapeutic

strategies for the amelioration and treatment of DR,

especially in the earlier stages. In the present study,

／involvement of the Rho／Rho-kinase(ROCK) pathway

in diabetic microvasculopathy and the therapeutic

potential of fasudil, a selective ROCK inhibitor, were

investigated. Retinal microvascular damage second-

ary to increased leukocyte adhesion substantially

／contributes to DR in its early stages. Significant Rho／

ROCK activation was observed in the retinal micro-

vasculature of diabetic rats. The ROCK inhibitor,

fasudil, protects the vascular endothelium by inhibit-
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Ⅰ は じ め に

糖尿病網膜症(以下，網膜症)は視力低下に至る糖尿病

の主要な合併症の一つである1)
．網膜症発症早期の非増

殖期では血管透過性亢進の原因となる網膜細小血管障害

が特徴的であるが，この段階では視力はまだ保たれてい

ることが多い．しかし，進行期の増殖糖尿病網膜症

(PDR)になると新生血管の破裂による硝子体出血や増

殖膜の収縮による牽引性網膜剝離，増殖硝子体網膜症

(PVR)によって著しい視力低下を来す．

進行期の PDR に対して行われる網膜硝子体手術は近

年飛躍的な進歩を遂げたが，未だ満足のいく視力を得ら

れていないのが現状である．また，たとえ定期的な眼科

的検査によって発症早期の網膜症が発見されたとして

も，眼科医がその進行を予防する手段はなく，血糖2)や

血圧3)といった内科的な全身管理が唯一のエビデンスの

ある予防的手段である．それ故，網膜症の病態について

理解を深め，メカニズムに基づいた予防的治療法の開発

／が望まれている．Rho／Rho kinase(ROCK)は，1990 年代

半ば，低分子量 GTP 結合蛋白質 Rho の標的蛋白質とし

て同定された細胞内セリンスレオニンリン酸化酵素であ

り，これまでの研究により ROCK が平滑筋細胞の収縮

や各種細胞の形態制御・遊走などの生理機能ばかりでな

く4)〜5)
，脳・冠動脈攣縮6)や高血圧7)

，動脈硬化8)などの心

血管病をはじめとした種々の病態形成に深く関与するこ

とも明らかになってきている．眼科領域においては緑内

障を標的とした治療薬の開発が進行中である9)が，我々

は糖尿病網膜症においても ROCK 活性化の関与を推測

しており，選択的 ROCK 阻害薬 fasudil が糖尿病網膜症

の予防的治療薬になり得ないか，多面的に検討を進めて

いる．

Ⅱ 増殖糖尿病網膜症とROCK

進行期の PDR では硝子体中にさまざまな生理活性物

質の発現が亢進し，眼内に増殖膜が形成され，さらに進

行して増殖膜が瘢痕収縮することにより牽引性網膜剝離，

PVRを来し視力低下に至る．我々はまずこの増殖膜の瘢

痕収縮に硝子体中の生理活性物質の中で特に，形質転換

増殖因子-b2(TGF-b2)がその中心的役割を担っているこ

とを明らかにした10)
．しかしながら，TGF-b のように

恒常性維持にも重要な役割を果たしているような単一の

サイトカインを治療標的とすることは思わぬ副作用を引

き起こす危険性をはらんでいることから，我々は

TGF-bの機能の一部であり，細胞収縮に関与するROCK

経路を標的として考えた．一連の研究によってROCK阻

害薬 fasudil が myosin light chain(MLC)のリン酸化を抑

制することで(図 1 B)，PDR硝子体液による硝子体細胞

包埋ゲルにおける収縮過程を抑制した(図 1 A)．また，

家兎 PVR モデルにおいても fasudil は病態の進行を著明

に抑制することができることを明らかにした11)(図 1 C〜

E)．これらの結果からROCK阻害薬の PDRに伴う増殖

膜収縮に対する新しい治療戦略として可能性が期待され

る．

Ⅲ 糖尿病性網膜細小血管障害とROCK

次に我々は網膜症発症早期の病態について理解を深め，

網膜症の PDR への進行を制御・予防することに目を向

けた．網膜症の初期に起こる網膜血管透過性亢進や血管

閉塞などの臨床的にみられる糖尿病性細小血管異常の病

態に，白血球接着亢進とそれに引き続く血管内皮細胞傷

害が少なからず関与している12)〜13)
．その接着は内皮細

胞に発現している intercellular adhesion molecule-1

(ICAM-1)や白血球に発現している b2 インテグリン

／(CD11b／CD18)の相互作用を介しており14)
，接着後の内

皮細胞傷害のメカニズムに白血球側の Fas Ligand

(FasL)と内皮側の Fas との相互作用の関与が実験動物

レベルで明らかにされている15)
．しかしながらヒトでの

糖尿病性細小血管傷害のメカニズムについては未だ十分

に解明されていない．

ROCK 活性化が ICAM-1 やインテグリンなどの接着

分子の発現や機能に影響を与え，白血球の微小血管内皮

細胞への接着を促進することから16)〜17)
，我々は ROCK

が白血球の過剰な接着による網膜症早期の細小血管障害

の病態に関与しているのではないかと推察し，一連の研
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ing leukocyte adhesion and reducing leukocyte-

induced endothelial injury mediated through the

restoration of endothelial nitric oxide synthase

activity, in the retinas of diabetic rats. In co-culture

assay of DR leukocytes and microvascular endothe-

lial cells, we investigated the protective mechanisms

of fasudil on endothelial damage using L-NAME, an

inhibitor of nitric oxide synthase. Leukocytes from

／DR patients caused endothelial apoptosis via Fas／

FasL interaction, which was significantly reduced by

a ROCK inhibition dependent on nitric oxide. The

／Rho／ROCK pathway plays a critical role in diabetic

retinal microvasculopathy and ROCK inhibition may

become a new strategy in the amelioration and

treatment of DR, especially in its early stages.
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図 1 増殖糖尿病網膜症(PDR)硝子体液によって誘導される硝子体細胞を包埋したコラーゲンゲル収縮と家兎増殖硝子体網膜
症(PVR)モデルに対する fasudilの抑制効果．

Ａ：PDR 硝子体液によって誘導される硝子体細胞を包埋したコラーゲンゲル収縮と fasudil による阻害作用．硝子体手術の際
に採取した硝子体液で 3日間刺激後，ゲルの直径を測定し対照に対するパーセント比〔％ diameter vs. control(対照)〕で表
した．Fasudil は硝子体液によるゲル収縮をほぼ完全に抑制した(＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01，各 n＝3)．

Ｂ：Fasudil が myosin light chain(MLC)のリン酸化に与える影響．硝子体液刺激後のゲルにおける MLC リン酸化レベルを示
した典型的なブロットと平均信号強度(％ intensity は対照に対するパーセント比で表した)．Fasudil は硝子体液による
MLCリン酸化をほぼ完全に抑制した(＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01，各 n＝3)．

Ｃ：Fasudil の家兎 PVR モデルに対する抑制効果．PVR モデルの stage 分類は，stage 1：硝子体内に増殖膜を認める，stage
2：増殖膜による局所的な網膜牽引，stage 3：髄翼の局所的な剝離，stage 4：乳頭周囲，全髄質の著しい牽引，stage 5：
全網膜剝離．Fasudil(30 mM)は病態の進行を抑制した(＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01，N. S.：not significant vs. control，各 n
＝5)． ：control， ：fasudil 10 mM， ：fasudil 30 mM(from stage 2)， ：fasudil 30 mM．

Ｄ：自然経過で進行した stage 5 の代表的な実体顕微鏡写真．網膜面上に形成された増殖膜の瘢痕・収縮によって網膜全剝離
の状態になっている．

Ｅ：Fasudil(30 mM)を投与した stage 2 の代表的な実体顕微鏡写真．網膜に付着した増殖膜(矢頭)は認めるが，それによる牽
引性網膜剝離は認めなかった．

(文献 11 の図 4，図 5，図 7より許可を得て転載)



究を行い，以下の結果を得た18)
．

／まずこれまで明らかにされていない網膜におけるRho／

ROCK 関連蛋白質の局在をラット網膜組織で免疫組織

化学的に検討したところ，RhoA，ROCK 1，ROCK 2 蛋

白質は主に網膜血管内皮細胞，血管平滑筋などの網膜血

管系に局在していた(図 2 A〜C)．さらに網膜における

Rho の活性を pull down assay 法で評価したところ，対

照ラットと比較してストレプトゾトシン(streptozoto-

cin：STZ)誘発糖尿病ラット網膜で Rho の活性が有意に

亢進していた(図 2 D，E)．これらの所見は糖尿病の網

膜血管系における ROCK 活性亢進を意味しており，

ROCK 経路の糖尿病性細小血管異常への関与を示唆し
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図 2 ラット網膜における RhoA，ROCK 1，ROCK 2抗体に対する免疫組織化学的解析および Rho pull-

down assay法による Rho活性の定量化．

Ａ，Ｂ，Ｃ：パラフィン包埋した正常ラット網膜を RhoA(A)，ROCK 1(B)，ROCK 2(C)に対する抗体

で免疫組織化学的に解析した．血管内皮細胞は抗 CD 34 抗体(赤)で染色，RhoA，ROCK 1，ROCK

2 は(緑)で染色，黄色(白色矢頭)が二重染色された血管．

Ｄ：Rho pull-down assay(Rho-GTP：活性型 Rho に特異的に結合するエフェクター蛋白質である Rhote-

kin-アガロースに結合した Rho をウェスタンブロッティングで検出して Rho 活性を評価する方法)に

よって検出された正常対照(control)およびストレプトゾトシン誘発糖尿病ラット網膜(diabetes)の

Rho-GTP のレベルを示した典型的なブロット．

Ｅ：平均信号強度(％ intensity)は正常対照(control)に対するパーセント比で表した(＊＊：p＜0.01，各 n

＝5)．

(文献 18 の図 1より許可を得て転載)



ている．

Ⅳ 糖尿病性網膜血管傷害における

ROCK阻害薬の効果

糖尿病モデル動物を用いた実験で糖尿病の網膜血管系

における ROCK 活性が亢進していたことから，網膜血

管系において ROCK 経路を阻害することで糖尿病によ

る網膜細小血管障害の進行を予防もしくは改善できるの

ではないかと考えた．Fasudil は MLC キナーゼやプロ

テインキナーゼ C などの他の経路に対して極微の効果

しか示さない選択性の高い ROCK 阻害薬であり19)
，心

血管病治療において既に臨床的にもその安全性，有効性

が認められている20)
．

全身投与で硝子体中に期待した有効濃度を得ることは

難しく，対照および STZ 誘発糖尿病ラットに対して fa-

sudil の眼内最終濃度が 30 mM となるように糖尿病発症

後 3日ごとに 2週間，硝子体内へ局所投与を行った．正

／ ／常(fasudil−／＋)，糖尿病(fasudil−／＋)の 4 群に分け，

投与開始 2 週後に網膜から蛋白質を抽出し，ROCK の

下流シグナルであるmyosin phosphatase target protein-

1(MYPT-1)および内因性一酸化窒素合成酵素(eNOS)リ

ン酸化をウエスタンブロッティングで評価したところ，

ROCK によってリン酸化される標的蛋白質 MYPT-1 は

糖尿病でリン酸化が著明に亢進しており，fasudil 投与

によって有意に低下した(図 3 A，B)．また ROCK に

よって脱リン化される eNOS は糖尿病で蛋白量・リン

酸化ともに低下しているのに対して，fasudil 投与でそ

れらがほぼ完全に回復しており(図 3 C，D)，これらの
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図 3 Fasudil の myosin phosphatase target protein-1(MYPT-1)および内因性―酸化窒素合成酵素

(eNOS)リン酸化に与える影響．

正常およびストレプトゾトシン誘発糖尿病(diabetes)ラット網膜における MYPT-1(Thr 853)および

eNOS(Ser 1177)リン酸化をウエスタンブロッティングで解析．レーンごとの蛋白質量の違いは GAPDH

でリブロットして標準化した．

Ａ：ラット網膜におけるリン酸化MYPT-1(phospho-MYPT-1)と GAPDHの代表的なブロット．

Ｂ：ROCK 活性は phospho-MYPT-1／GAPDH で表されている．平均信号強度は対照に対するパーセント

比で表した．Fasudil 投与により糖尿病で増加した MYPT-1 リン酸化が抑制された(＊＊：p＜0.01，N.

S.：有意差なし，各 n＝6)．

Ｃ：eNOS，phospho-eNOS，GAPDHの代表的なブロット．

Ｄ：平均信号強度は対照に対するパーセント比で表した．Fasudil 投与により糖尿病で減少した eNOS 発

現およびリン酸化がほぼ完全に回復した(＊：p＜0.05，N. S.：有意差なし，各 n＝6)．

(文献 18 の図 2より許可を得て転載)
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図 4 接着分子発現と白血球接着に対する fasudilの影響．

Ａ，Ｃ，Ｅ：正常ラット好中球(細線：control)と糖尿病ラット好中球(太線：diabetes)表面における CD11a

(A)，CD11b(C)，CD18(E)の発現をフローサイトメトリーで解析した(点線：マウスアイソタイプ対

照)．

Ｂ，Ｄ，Ｆ：CD11a(B)，CD11b(D)，CD18(F)の平均蛍光強度．糖尿病ラット好中球表面の CD11b(753±

209)および CD18(369±52)の平均蛍光強度は，正常ラット(CD11b：135±24，CD18：176±25)より有

意に増加していたが，fasudil 投与でその発現に変化は認めなかった(＊＊：p＜0.01，N. S.：有意差なし，

各 n＝8)．

Ｇ：ELISA で測定した正常ラットおよび糖尿病ラット網膜における intercellular adhesion molecule-1

(ICAM-1)濃度．糖尿病網膜で増加した ICAM-1 発現が，fasudil 投与で有意に抑制された(＊＊：p＜

0.01，各 n＝7)．

Ｈ：正常および糖尿病ラットの網膜フラットマウントにおいて ConA 染色で同定された接着白血球の代表

的な図．白色矢頭：接着白血球．

Ｉ：正常および糖尿病ラットにおける接着白血球数の定量解析．網膜血管にトラップされる白血球数は糖尿

病で増加しており，fasudil 投与によって抑制された(＊＊：p＜0.01，N. S.：有意差なし，各 n＝7)．

(文献 18 の図 3より許可を得て転載)



結果から糖尿病網膜で亢進した ROCK 活性に対する fa-

sudil の阻害効果が確認された．

／糖尿病でインテグリン CD11b／18(図 4 A〜F)および

ICAM-1(図 4 G)の発現が亢進しており，白血球が血管

内皮細胞に接着しやすい状態となっていた．網膜血管に

トラップされる白血球数は糖尿病で増加しており(図 4

H，I)，傷害された血管内皮細胞数も著明に増加してい

た(図 5 C，D)．Fasudil の硝子体内投与で循環血中の白

血球の接着分子の発現に影響を与えることはなかったが

(図 4 A〜F)，糖尿病により亢進した ICAM-1 の発現は

fasudil 投与により有意に低下し(図 4 G)，網膜血管にト

ラップされる白血球数は有意に減少した(図 4 H，I)．

また糖尿病で白血球の FasL 発現が亢進していたが，fa-

sudil によってその発現が影響を受けることはなかった

(図 5 A，B)．さらに血管内皮の傷害についても評価す

ると fasudil 投与により傷害された内皮細胞数が著明に

減少することが確認されたが，fasudil 投与群では白血

球がたとえ網膜血管に接着していてもそれに伴う内皮細

胞傷害が効果的に抑制されていた(図 5 C，D)．これは

fasudil が単に網膜血管への白血球接着を減少させるだ

けでなく，白血球接着を介した内皮細胞傷害に対して直

接的な保護作用をも有している可能性を示唆する．

eNOS から産生される一酸化窒素は血管拡張作用や抗ア

ポトーシス作用を有することが知られており21)〜22)
，fa-

sudil が糖尿病で低下していた eNOS 活性をほぼ完全に

回復させていることから，この fasudil による内皮保護

のメカニズムに eNOS の関与が推察された．
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図 5 Fas Ligand(FasL)発現と白血球接着による血管内皮傷害への fasudilの影響．

Ａ：末梢血から単離した正常ラット好中球(細線：control)と糖尿病ラット好中球(太線：diabetes)表面の

FasL 発現をフローサイトメトリーで解析(点線：マウスアイソタイプ対照)．

Ｂ：正常および糖尿病ラット好中球表面の FasL 平均蛍光強度(＊＊：p＜0.01，N. S.：有意差なし，各 n＝

8)．糖尿病で白血球のFasL 発現が亢進していたが，fasudil はその発現に影響を与えることはなかった．

Ｃ：網膜フラットマウントにおける傷害された内皮細胞染色〔赤：propidium iodide(矢頭)〕を同定した代

表的な図．傷害された内皮細胞は概ね白血球接着部位(白色矢印)と一致していた．

Ｄ：正常および糖尿病ラットにおける傷害された内皮細胞数の定量解析．Fasudil 投与により傷害された血

管内皮細胞数は著明に抑制されており，fasudil 投与群では白血球がたとえ網膜血管に接着していても

内皮細胞傷害が効果的に抑制されていた(＊＊：p＜0.01，N. S.：有意差なし)．

(文献 18 の図 4より許可を得て転載)
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図 6 糖尿病網膜症好中球の接着分子解析と血管内皮接着への fasudilの抑制効果．

／

／

Ａ，Ｃ，Ｅ：健常人(control：細線)および糖尿病網膜症患者(DR：太線)から単離した好中球表面の CD11a

(A)，CD11b(C)，CD18(E)発現をフローサイトメトリーで解析(点線：マウスアイソタイプ対照)．

Ｂ，Ｄ，Ｆ：CD11a(B)，CD11b(D)，CD18(F)の平均蛍光強度(＊：p＜0.05，N. S.：有意差なし，各 n＝

20)．CD11b／CD18 発現がDR群で亢進していた．

Ｇ：Fasudil(0，5，20 mM)で 1 時間，前処置した培養微小血管内皮細胞と 1 mM Calcein-AM で標識した好

中球(1 穴あたり 2×105 cells／ml，500 ml)との共培養(37℃，1 時間)後の接着白血球の代表的な図(scale

bar＝100 mm)．

Ｈ：1穴あたり異なる 4 つの領域における接着細胞数を計測し平均化(＊＊：p＜0.01，N. S.：有意差なし，各

n＝15)．DR 群の好中球は内皮との接着能が有意に亢進しており，その接着能は fasudil を加えておく

ことで濃度依存性に阻害された．

(文献 18 の図 5より許可を得て転載)



Ⅴ ROCK阻害薬による内皮保護メカニズム

次にヒトの白血球と血管内皮細胞の共培養の系を用い

て血管内皮細胞の傷害メカニズムを明らかにするととも

に，ROCK阻害薬の効果について検討を加えた．白血球

については，九州大学倫理審査専門委員会の承認を得，

文書による同意の得られた網膜症を有する 2型糖尿病患

者および健常ボランティアから末梢血を採取し，two-

step gradient technique にて好中球を抽出した．血管内

皮細胞にはヒト皮膚微小血管内皮細胞(Cambrex，East

Rutherford，NJ)を用いた．まず好中球の接着分子につ

いてみてみると，CD11a は健常対照群(control)と網膜

／症(DR)群で有意差はなく，CD11b／CD18 発現が DR 群

で亢進していた(図 6 A〜F)．血管内皮との共培養で接

着能をみると，DR 群の好中球は内皮との接着能が有意

に亢進しており，その接着能は fasudil を加えておくこ

とで濃度依存性に阻害された(図 6 G，H)．しかしなが

ら，正常群の好中球は fasudil を加えてもその接着能に

変化を認めなかった．

対照群と比較して DR群の好中球は FasL 発現が亢進

していた(図 7 A，B)．血管内皮との共培養で接着によ

る内皮傷害をみると，DR 群の好中球で有意に内皮細胞
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／図 7 糖尿病網膜症好中球の FasL発現解析と接着好中球による内皮細胞傷害への Fas／FasL経路の関与．

／ ／

Ａ：健常人(control：細線)および糖尿病網膜症患者(DR：太線)から単離した好中球表面の FasL 発現をフ

ローサイトメトリーで解析(点線：マウスアイソタイプ対照)．

Ｂ：FasL 平均蛍光強度(＊：p＜0.05，各 n＝17)．DR群の好中球でFasL 発現が亢進していた．

Ｃ：可溶性 Fas 受容体(sFasR：0，1，10 mg／ml)で 1 時間，前処置した標識していない好中球(5×105 cells／

ml)と Hoechst 33342(1 mM，赤色蛍光)で標識した培養微小血管内皮細胞(HMVEC)との共培養(37℃，

1 時間)後のTUNEL陽性HMVEC(黄色)の代表的な図(scale bar＝100 mm)．

Ｄ：1穴あたり異なる 4 つの領域における TUNEL陽性細胞数を計測し平均化(＊＊：p＜0.01，N. S.：有意差

なし，各 n＝15)．DR 群の好中球で有意に内皮細胞に対する傷害性の亢進を認め，その傷害性は

sFasR を添加しておくことにより濃度依存性に抑制された．

(文献 18 の図 6より許可を得て転載)
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図 8 Fasudilの好中球依存性および FasL依存性内皮傷害に対する保護作用と L-NAMEの影響．

／Ａ：標識していない好中球(5×105 cells／ml)を fasudil(0，5，20 mM)で前処置(1 時間)後に，Hoechst 33342
(1 mM，赤色蛍光)標識した培養微小血管内皮細胞(HMVEC)との共培養(37℃，1 時間)後の TUNEL
陽性HMVEC(黄色)の代表的な図(scale bar＝100 mm)．

Ｂ：1穴あたり異なる 4 つの領域における TUNEL陽性細胞数を計測し平均化(＊＊：p＜0.01，N. S.：有意差
なし，各 n＝15)．糖尿病網膜症(DR)群では対照(control)群と比較して好中球による血管内皮細胞の傷
害を亢進させるが，その作用は fasudil によって濃度依存性に阻害された．

Ｃ：L-NAME(0，1 mM)，fasudil(0，20 mM)で前処置(1 時間)し，標識した(赤色蛍光)培養微小血管内皮
細胞(HMVEC)を可溶性 FasL(sFasL)で刺激後の代表的な図(scale bar＝100 mm)．TUNEL 陽性
HMVEC(黄色蛍光)．

Ｄ：1穴あたりの異なる 4 領域における TUNEL陽性細胞数(黄色蛍光)を計測した(＊＊：p＜0.01，N. S.：有
意差なし，各 n＝4)．sFasL は内皮細胞傷害を誘導するが，その作用は fasudil によって阻害され，そ
の阻害効果は一酸化窒素合成酵素阻害剤である L-NAMEによって消失した．

(文献 18 の図 7より許可を得て転載)



に対する傷害性の亢進を認め，その傷害性は可溶性 Fas

受容体(sFasR)を添加しておくことにより濃度依存性に

抑制された(図 7 C，D)．つまり，好中球が接着分子を

介して内皮と接着した後，実際の内皮傷害には好中球側

の FasL と内皮側の Fas の相互作用が重要であることが

明らかになった．さらに，fasudil によっても好中球に

よる内皮傷害が濃度依存性に阻害されたが(図 8 A，B)，

fasudil は FasL による内皮傷害阻害作用を有しており

(図 8 C，D)，その作用は一酸化窒素合成酵素阻害剤で

ある L-NAMEによって消失することから(図 8 C，D)，

fasudil は内皮細胞において一酸化窒素の産生を亢進さ

せることによって FasL による内皮傷害経路を阻害して

いることが明らかになった．最後に好中球の接着能・傷

害能への L-NAME の影響についてみたところ，L-

NAME は fasudil による接着阻害作用には有意な影響を

示さず(図 9 A)，fasudil の内皮傷害に対する保護作用を

消失させることが確認された(図 9 B)．In vivo において

fasudil が強い内皮傷害阻害作用を示したが，これは fa-

sudil が単に好中球の内皮細胞への接着を阻害したばか

りでなく，内皮細胞における一酸化窒素の合成を促進す

ることによって好中球がたとえ接着したとしてもそれに

よる内皮傷害メカニズムを阻害する二重の効果があるた

めと考えられた．

Ⅵ お わ り に

現在，糖尿病罹患率は増加の一歩を辿っており，この

病気の合併症であり著明な視力低下を来す糖尿病網膜症

の新しい治療戦略が必要とされている．神経網膜はいっ

たん障害されると現在の最善の治療を施しても機能回復

は困難であり，良好な視力を維持するためには網膜症発

症早期からの予防対策が必要である．

今回用いた fasudil の濃度についてであるが，Shimo-

kawa らの報告にあるように 10〜30 mM の濃度の fasu-

dil は ROCK にほぼ選択的に作用する濃度であり19)
，fa-

sudil 投与によって ROCK 活性が選択的に阻害されてい

ることを意味する．我々の最近の実験におけるウサギ眼

への fasudil 硝子体内反復投与(眼内最終濃度 30 mM)お

よびラット眼への fasudil 単回硝子体内投与(100 mM)

で，非投与眼と比較して明らかな電気生理学的変化や網

膜組織の形態変化，炎症細胞浸潤は認められなかった11)
．

糖尿病網膜症は，非増殖期の段階から増殖性病変に至

るまで実に多彩な病態を呈しているが，動物実験を用い

た研究から ROCK 経路が網膜症早期の微小血管異常〜

後期の増殖膜収縮に至るまでの幅広い病態形成に関与し

ていることが明らかとなった(図 10)．糖尿病ラットにお

ける網膜変化の経過はヒトと異なる可能性があるため，

網膜症患者における fasudil の治療効果や安全性に関し
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図 9 Fasudilの好中球接着抑制および内皮保護作用への L-NAMEの影響．

／

L-NAME(0，1 mM)，fasudil(0，20 mM)で前処置(1 時間)し，血管内皮細胞(HMVEC)と好中球(5×105

cells／ml)との共培養(37℃，1 時間)後に 1 穴あたり異なる 4 つの領域における接着好中球数(A)および TU-

NEL 陽性 HMVEC(B)とを計測し平均化した(＊＊：p＜0.01，N. S.：有意差なし，各 n＝10)．網膜症(DR)群

で亢進している好中球の内皮細胞への接着能は fasudil で阻害されるものの，L-NAME による影響を受けな

かった．一方，fasudil による内皮細胞傷害抑制効果は L-NAMEにより有意に消失した．

(文献 18 の図 8より許可を得て転載)



てさらなる検討が必要であるが，ROCK 阻害薬は糖尿

病網膜症に伴う幅広い病態を制御する新たな治療戦略と

なることが大いに期待される．

利益相反：利益相反公表基準に該当なし
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