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テアニン投与による高酸素負荷ラット網膜血管新生への影響
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要

　目　的＝テアニンの高酸素負荷ラットにおける網膜血

管新生抑制効果を調べる．

　方法：高酸素負荷網膜血管新生モデル（OIR）は

Sprague・Dawleyラット新生仔に80％酸素負荷し作製

した．テアニン投与を5mg／kg（5　mg群）または50　mg／

kg（50　mg群）で行い，対照として水（水争）を1日1回6

日齢から17日半まで経口投与した．18日齢で屠殺し眼

球を摘出し，総網膜面積に対する無血管野面積割合（％

AVA）と網膜血管新生スコア（NVscore）を測定した．

　結　果＝％AVAは水団で18．9±2．9％（平均値±標準

誤差，n＝16）となり，5mg投与により13．2±2．8％（n

約

＝16），50mg群では9．4±2．2％（n＝14）（p＜0．05）と水

群に比べ有意に減少した．NV　scoreは水群で4．7±

0．6，5mg群では4．2±0．5，50　mg群では3．4±0．6と

なった．

　　結論：テアニンは高酸素負荷ラットにおける網膜血

管新生を抑制させ，未熟児網膜症に対する予防薬となり

うる可能性が示唆された．（日眼会誌112：669－673，

2008）
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Abstract

　Purpose：This　study　was　aimed　to　investigate　the

preventive　effects　of　theanine　treatment　on　a　rat

model　of　oxygen－induced　ischemic　retinopathy　（OIR）　．

　Methods：OIR　was　induced　by　maintaining　the

Sprague－Dawley　neonatal　rats　in　800／o　oxygen．　The

rats　were　treated　once　daily　with　gastric　gavage　of

theanine　（5　or　50　mg／kg）　or　distilled　water　（DW）

from　postnatal　days　6　to　17．　The　retinal　neovasculari－

zation（NV）　was　scored　and　avascular　areas（AVAs）

were　measured　as　a　O／o　of　total　retinal　area（O／o　AVAs）

at　day　18．

　Results　：　The　O／o　AVAs　in　5　mg／kg　theanine（13．2±

2．80／o，）　and　50　mg／kg　theanine　（9．4±2．20／o，　p〈O．05）

treatment　were　lower　than　those　in　DW　（18．9±2．9

O／o，）　．　The　NV　scores　with　5　mg／kg　theanine　（4．2±O．5）

or　50／mg／kg　theanine　（3．4±O．6）　treatment　were　low－

er　than　those　with　DW（4．7±O．6）．

　Conclusion　：　Theanine　treatment　suppresses　the

neovascularization　in　a　rat　model　of　OIR．　These

results　suggest　that　theanine　may　prevent　retinopathy

of　prematurity．

Nippon　Ganka　Gakkai　Zasshi　（J　Jpn　Ophthalmol　Soc

112　：　66H73，　2008）
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1　緒　　言

　進行した未熟児網膜症では，外科的治療を行っても，

予後が悪い場合が多い1）．したがって，予防的着想に基

づく薬物治療などの研究が重要となるが，未だ確立され

たものはない．これまで著者らは，安全性や経済性を考

慮し，入手が容易な天然有機化合物の中から，臨床応用

可能な物質を模索してきた2）．その結果，緑茶成分に網

膜血管新生の抑制効果があることを見出した3）．

　緑茶には勿磁70においてvascular　endothelial　grow－

th　factor（VEGF）の産生抑制4）およびVEGF受容体の活

性化を阻害するという報告5）や，角膜血管新生を抑制し

たという報告6）もあり，新生血管を伴う疾患の予防効果

が期待されている．また，カフェイン，カテキン類など

種々の成分が含まれている．しかし，単に水溶性あるい

は脂溶性の溶媒で抽出した場合は含まれる緑茶中のカ

フェイン濃度が高いために，特に新生児を対象とした場

合は循環器系，中枢神経系への興奮作用などが有害な影

響を与えることが危惧される．そこで，高酸素負荷ラッ

ト網膜血管新生モデル（oxygen－induced　ischemic　reti－

nopathy：OIR）を用いて，これまで緑茶：を有機i溶媒など

で分画，分離精製を行いカフェイン以外の有効成分によ

る網膜血管新生抑制作用を探索した7）．その結果，n－

butanol抽出後の水溶性分画に強い血管新生抑制効果が

あることが分かった．さらに，その分画を高速液体クロ

マトグラフィーで分析するとテアニンという分子量

174．2のアミノ酸が高濃度含まれていることが明らかに

なった．

　テアニンは，Sakato8）により命名されて以来，その生

理活性作用が注目されるようになった．乾燥焼切重量中

には1～2％含有され，緑茶全成分における総アミノ酸

の約50％を占めている．ラットにおいて脳内相星トニ

ンの産生抑制やドーパミン放出を促進させる9＞ことなど

が報告されている．抗腫瘍薬の増強効果10）や抗酸化作

用11｝も報告されている．また，人工胃液中で安定であり

腸内細菌によっても分解されず12＞，さらにNa依存性担

体を介して小腸を輸送される性質をもっているので経口

投与に適している13）14）．また，テアニンは血液脳関門を

leucine－preferring　transport　systemの輸送系（L系）を介

することによって通過し，脳内に取り込まれると考えら

れている9）．

　今回，このテアニン投与によるOIRにおける網膜血

管新生に対する効果を調べた．

ll実験方法

　1．OIRの作製

　Sprague－Dawleyラット（日本クレア，東京〉を用い

た．複数の母ラットから得られた新生仔ラット（n＝36

匹）を無作為に二群に分けた．Hasebeらの方法に準じ

日眼会誌112巻8号

て，酸素負荷群（OIR群：n＝26匹）では，生後直後から

12日齢まで，80％酸素下で20．5時間，大気下で0．5時

間，次いで3時間かけて徐々に80％酸素負荷に戻すと

いう周期で飼育し，その後13日齢から大気中で18日齢

まで飼育した15）16）．大気群では，（n＝10匹：20眼）は通

常の大気下で飼育した．なお，本実験は昭和大学動物実

験実施指針に基づき計画し，昭和大学動物実験委員会の

承認を得て実施した．

　2．テアニンの投与方法

　L－theanine（東京化成工業株式会社，東京）の投与量

は，5rng／kg　body　weight（5　mg群＝OIR群＝8匹，大

気群＝4匹）または50mg／kg　body　weight（50　mg群：

OIR群＝8匹，大気群＝4匹），対照には精製水（水群：

OIR群＝8匹，大気群＝4匹）を用い，それぞれ5ml／kg

body　weightに調製し，6日齢から17日齢まで経口投与

した．

　3。網膜血管新生の解析方法

　生後18日齢のラットをベントバルビタールナトリウ

ム（Somunopentyl②，共立製薬，東京）麻酔下（0．65　mg／g

body　weight，腹腔内投与）で屠殺し，直ちに眼球を摘出

し，0．1mM　Cacodylate　buffer（Sigma，　MO，　USA）で

調製した4％パラホルムアルデヒド（Polyscience，　PA，

USA）にて固定した。固定後，眼球から網膜を摘出し，

ADPase染色にて網膜血管を染色した．網膜を上下左右

の4象限に分割切開した後，血管新生スコア〔neovascu－

larization（NV）score〕を算定し，その後Reynaudら16）の

方法で網膜展開標本を作製した．NV　scoreはHasebe

ら15）の基準によって評価し，4象限に分け，各象限ごと

のNV　scoreを合計した．　Score算定に際しては，　score

O：血管新生観察されず，1：5個未満のglomerular

buds，2：5個以上のglomerular　budsまたはfrond，3：

新生血管の隆起が1象限の半分以内，4：新生血管の隆

起が1象限の半分以上とし，薬物投与量を把握していな

い第三者によって無作為に測定され評価された．網膜展

開標本はデジタルカメラ（F　3，　Nikon，　Japan）で撮影しそ

れぞれの映像をコンピュータ（PC）にてデジタル処理し，

NIH　imageソフト（National　Institutes　of　Health，　Bethes－

da，　MD，　USA）で無血管野および総網膜面積を測定し，

総網膜面積に対する無血管野面積の割合（％avasucular

area：％AVA）を算出した15）．実験対象ラット36匹（72

眼）中，6眼が染色不良により判定不能なため解析から

削除した．

　4．統計解析

　統計学的解析はStee1－Dwassの方法を用いて行った．

NV　scoreと％AVAの相関性は二変量解析により求め

た．また，すべてのデータは平均値±標準誤差（mean±

SE）で表し，危険率5％未満を有意とした．
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（A）水源

（B）5mg群

（C）50mg群

　　　　　　　　図1高酸素負荷ラット網膜血管新生モデル（OIR）網膜展開標本例．

（A）水群：NV　score　6，％AVA　34．5，（B）5mg群＝NV　score　5，％AVA　8．7，（C）50　mg群：NV　score

4，　O／oAVA　7．2．

皿　結　　果

　大気群またはOIR群いずれにおいてもテアニン投与

による体重変化には水圏と差はなかった．

　生直後から通常の大気中で飼育したラット（n＝12）に

おいては，生後18日置鋸状縁まで正常に血管形成され

ていて（NV　score＝0），無血管野は全象限で観察されな

かった（％AVA＝0％）．したがって，テアニンを5

mg／kgまたは50　mg／kg投与しても眼底所見に差はな

かった．それに対し，OIR群では，いずれかの象限で

無血管野が残存していた．具体例を図1に示した．これ

らNV　scoreと％AVAの結果関係を二変量解析した結

果，正の相関が得られた（r＝0．53，p〈0．01）（図2）．

　OIR群の平均％AVAはそれぞれ水群では18．9±

2．9％（n＝16眼），5mg群では13．2±2．8％（n＝16眼），

50mg群では9．4±2．2％（n；14眼）であった．テアニン

50mg群では水群に比べ有意に％AVAが減少した（p

＝0．03）（図3）．OIR群の平均NV　scoreはそれぞれ水群

では4，7±0．6（n＝16眼），テアニン5mg群では42±

0．5（n＝16眼），50mg群では3．4±0．6（n＝14眼）で

あった（図4）．
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】V　考 按

　緑茶中に含まれるテアニンの5あるいは50mg／kg

body　weightの経口投与によって，　OIRの血管新生が抑

日眼会誌112巻8号

制され，無血管野面積が減少したことは，将来，未熟児

網膜症の発症，増悪の予防に役立つ可能性がある．

　OIRは未熟児網膜症をはじめとする網膜血管新生に

かかわる疾病の病態モデルとして有用であり，それら疾

病の病因や治療法解明のために多くの研究で使用されて
きた5）6）．

　現在，この新生血管発生の機序は2つの相に分けて考

えられている．生直後のラットの網膜では，乳頭部から

血管がわずかに伸びた状態であり無血管野は広い．生理

的には，astrocyteなどからVEGFが産生され乳頭から

周囲に向けて血管が進展していく．この時期に高濃度の

酸素に曝露されることにより，VEGFの発現が抑制さ

れるとともに，血管が収縮し，酸化ストレスによって血

管1内皮細胞のアポトーシスが生じる（Phase　I）．

　Phase　Iに引き続いて，12ロ齢以降，大気中環境下

という急激な相対的低酸素状態に曝され，hypoXia　i　lduc－

ible　factor－1（HIF－1）を介して17）18）astrocyteなどから

VEGFが急激に産生され，病的な血管増殖が起こるも

のと考えられている（Phase　ID．

　正常な血管が末梢の無血管野方向に進展するので，

Doreyら19）の報告と同様に，今回実験した80％酸素負

荷ラットにおいても％AVAが高値であればあるほど，

NV　scoreは高値となり，両者の関係は正の相関を示し

た（図2）．

　今回の実験系は，未熟児網膜症の臨床研究が倫理的に

難しいので，その代替モデルとしての有用性は高いと考

えられる．今回の実験において，テアニン50　mg／kg投

与群では水泡に比べ，有意に無血管野（％AVA）を抑制

した．このことより，未熟児新生児を高濃度酸素環境下

で保育する際にテアニンを投与すると，網膜血管の新生

は抑制され，結果として未熟児網膜症の発症が阻止され

ることが示唆される．

　今回は実験：的にこれら作用の機序を明らかにすること

はできなかったが，未熟児網膜症の発生要因として相対

的低濃度酸素状態による血管収縮作用20）2ユ）や，低出生体

重児においては血漿中にセロトニンの前躯体であるL－

tryptophanが上昇することが報告されている22）．テア

ニンは血管収縮作用を有するセロトニンの吸収や産生を

抑制する23124）ことから，抗血管収縮作用による機序も推

測される．また，抗酸化作用111を有することから，酸化

ストレスによる血管新生作用に対しての抑制効果も推測

される．さらに，過酸化脂質誘導ウサギ角膜血管新生モ

デルではテアニン点眼により血管新生は抑制されるとの

報告25）がある．しかし，テアニンの作用機序，眼内への

移行に関する問題，中枢系への作用など，臨床応用のた

めにはさらに詳細な検討が必要である．今後のさらなる

研究により，将来，未熟児網膜症に対する予防薬となり

うる可能性が示唆された．
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稿を終えるにあたり，本実験中，多大なる協力をいただい

た，．ｺ和大開眼科学教室研究補助員小沢江美氏に深謝いたし

ます．
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