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要

―酸化窒素 (以下,NO)自 発発生化合物である S‐ ニ ト

ロソ‐N‐アセチル‐DL‐ぺニシラミン(SNAP)の 白色家

兎の眼圧に及ぼす影響 を検討 した.SNAP(10~t10-3,

10-2M)20 μlを硝子体内に注入すると,眼圧は 60～ 120

分後に有意に下降 し,そ の下降は 10-3Mと 10-4Mで 用

量依存性を示した。これらの変化は NO消去剤前投与に

より抑制 されることか ら,SNAPか ら発生 した NOに
よって生じたと考えられる。また,こ のときの前房内フレ

ア値はほとんど変化 しなかった。また,房水流出率,房水
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流量にもSNAP投与による影響はみられなかった。以

上か ら,SNAP硝子体内投与は家兎眼圧を下降させる

が,そ の機序はCOnVentional out■owや房水産生量の

変化 とは直接には関係がないと考えられた。(日 眼会誌

100:181-186,1996)

キーワー ド:一酸化窒素,SNAP,眼圧,房水流出率,房

水流量
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Abstract
We examined the effect of nitric oxide (NO) on accompanied with the IOP reduction indicating that

intraocular pressure (IOP) and aqueous humor no inflammatory response occured. Neither tono-
dynamics by using a NO donor, S-nitroso-N-acetyl- graphic outflow facility nor aqueous flow rate was
Dl-penicillamine (SNAP) in rabbits. Intravitreal affected by the treatment with SNAP. We conclude
injection of 20 pl of SNAP solution (10 ' to 10 'zM) that NO reduces IOP through a mechanism which is
reduced IOP from 60 to 120 min after injection. The not directly involved with the change of conven-
magnitude of IOP reduction was dose-dependent tional outflow or aqueous formation in rabbits. (J
within 10-n and 10-3M. The IOP reduction was inhib- Jpn Ophthalmol Soc 100 : 181-186, 1996)
ited by pretreatment with a NO trapping agent,
carboxy'PTIO, indicating that IOP reduction was Key words: Nitric oxide, SNAP, Intraocular pres-
induced by NO released from SNAP. The aqueous sure, Outflow facility, Aqueous flow
flare as assessed with a laser cell flare meter was not rate

I緒  言

一酸化窒素 (NO)は血管内皮細胞由来弛緩因子 (endo―

thelium― deriVed relaxing factor:以 下,EDRF)と して

局所の血流調節に重要な役割を果たしていることが近年

判明 し,そ の血管拡張作用
1)や血管平滑筋弛緩作用2)な ど

について報告されている。

眼局所においては,網膜におけるNOの作用3)や NO
合成酵素 (以下,NOS)の 局在が調べられており,毛様体

上皮においてもNOSが存在していることが報告4)さ れ

ている。また,生体内で NOを発生する化合物は,① NO
産生系を活性化するもの,② 代謝されてNOを発生す
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るもの,③ NO自 発発生化合物の 3種類 に大きく分類 さ

れ,様々な研究に広 く使用されている5).

眼房水の動態に関与する作用としては,房水動態に重

要な役割 を担っている毛様体筋を NOが 弛緩させ る こ

とが知 られている6)。 また,眼圧下降作用 について Nath―

ans。 117)ゃ schun.a11 ,っ 8)は sodiurn  nitroprussideゃ

hydralazineな どの NO関連物質を点眼すると眼圧下降

が起 こると報告している。しかし,彼 らの用いた化合物 は

純粋 な NO発生化合物 といいがた い.例 えば,sodium

nitroprussideは NO発生作用も知 られるが,分子中の鉄

の影響 も考えられる.ま た,他 の化合物 は代謝過程を経て

NOを 発生 させることがわかってお り,他 の作用がある

ことも知 られている。したがって,厳密 な意味で NO単

独の眼圧下降作用 といい切れない。そ こで今回,我 々は

NOの眼圧および房水動態への影響 について調べ るた

め,NO自 発発生化合物 である S‐ nitroso‐ N― acetyl― DL‐

peniciHamine(以 下,SNAP)を 家兎硝子体内に投与 して

検討 した。

II実 験 方 法

対象は,成熟自色家兎 33匹 (体重 2.5～4.O kg)66眼 を

用いた。実験は,塩酸オキシブプロカイン(ベ ノキシー

ル①)点眼による局所麻酔のみで行った。眼圧・房水流出

率 測 定 に はAlcon Applanation Pneumatonograph ③

を,前房内フレア値は興和社製レーザーセルフレアメー

ターFC-1000を 使用 し,房水流量測定 にはCoherent社

製 Fluorotron :Master ③を用いた。使 用 した薬剤 は

SNAP(和光純薬)で ,こ れは S‐ ニ トロソ化合物であ り,

数少ない NO自発発生剤 として用いられる重要な物質

で常温では比較的安定である(図 1)。 試験薬としては,こ

の物質をDMSO(dimethyl sulfoxide)100%液 で 10~lM

に溶解 し,そ れを眼内灌流液 (ォ ペガー ドMA①,千寿製

薬)で希釈 して 10-2,10-3,10-4M液 を作成 して用いた。

また,NOの 消去 斉」と して は,2-phenyl-4,4,5,5-tetra―

methyHmidazoline-1-oxyl-3-oxide(PT10)の 水溶性 を

増加させた物質である carboxy―PTIO(和光純薬)を オペ

ガー ドMA③で溶解 し,10-2M液 として用いた。対照液

としては各試験薬 (各濃度)の溶媒のみを用い,硝子体内

注入に際 してはハ ミル トン社製・マイクロシリンジ#

705(50 μl)に 30G針 を付けて用いた。

HCOCH3
CH3

区1l S‐ Nitroso‐ N‐ acetyl‐ DI′‐penicillamine

(SNAP)の構造式 .
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実験 1:SNAP単独投与および NO消去剤前投与の

眼圧への影響

輪部から3mm後極側の強膜から30G針で硝子体中

央部 に向 けて,自 色家兎の 1眼 にそれぞれ 10-4,10-3,

10-2Mの 濃度のSNAPを ,他眼には対照液を各 20 μl注

入し,そ の際の対照眼と処置眼の眼圧の経時的変化を 15

分毎に 3時間にわたって測定 した。次いで,1眼 にN0
消去剤であるcarboxy― PTIOを ,他眼に対照液 を各 20

μl硝子体内投与した 15分後,両 眼にSNAP(10-3M)20

μlを硝子体内に注入し,眼圧の経時的変化を同様に測定

した。

実験 2:SNAP投与による前房内フレア値への影響

実験 1と 同様に,1眼にはSNAP(10-2M)20 μlを ,他

眼には対照液を各 20 μl注入し,そ の際の前房内フレア

値を 30分毎に3時間にわたつて測定した。

実験 3:SNAP投与による房水流出率 C値への影響

実験 1と 同様に,1眼 にはSNAP(10-3M)20 μlを ,他

眼には対照液を各 20 μl注入し,そ の際の房水流出率 C

値の変化を投与前 と投与 90分後に,2分間の トノグラ

フィーを用いて測定した。なお,こ のトノグラフィーはヒ

トのものを準用したものであり,正確には家兎用のもの

ではないが,対照眼との比較をする上では問題はないと

思われる°)10)。

実験 4:SNAP投与による房水流量 F値への影響

房水流量 F値 は10%フ ルオンセインナ トリウム (フ

ルオレサイ ト③)溶液 50 μlを 5分毎に 5回点眼し,生理

食塩水で十分に洗浄 してから点眼開始 6.5時 間後から

90分毎にフルオンセインの前房内濃度 と角膜濃度 とを

測定し,2点間の減少曲線から算出した11).な お,こ の測

定前に無処置の家兎を上記の方法でフルオレセイン濃度

を測定 し,点眼後約 5時間経ればその減少が定常 となる

のを確認 した。試験薬の投与はフルオンセインナ トリウ

ム(フ ルオンサイト①)溶液点眼 6.5時間後 と8時間後の

両眼のフルオンセイン濃度を前述のように測定 し,8時

間後の測定直後に実験 1と 同様にして行い,1眼には

SNAP(10-3M)20 μlを ,他眼には対照液を各 20 μl注入

した。そして,9.5時 間後 と11時間後の前房 と角膜のフ

ルオンセイン濃度を測定 した。6.5時間後 と8時間後の

フルオンセイン濃度を用いて計算した F値を投与前の

値とし,同様に8時間後から9.5時間後の値 と,9.5時間

後から 11時間後の値 を用いてF値 を計算 し,そ れらを

投与後の値 とした。

なお,統計処理は,実験 1ではSNAP単独投与での眼

圧下降を調べたものでは,試験薬の投与前後の間で pair‐

ed t―testを 用い,NO消去剤を用いた実験では対照眼と

消去剤前投与眼との間で paired t‐ testを用いた。他の実

験では,初期値と投与後 との間および試験薬投与眼 と対

照眼との間でpaired ttestを行った。有意水準が 5%未
満のものを統計学的に有意とした。

Ｎ

Ｈ
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図 3は 10-3Mの みを標準誤差を含めてグラフにしてい

る.10-4M(2 nmol)よ りは 10-3M(20 nmol)で用量が高

いほど眼圧下降 も大 き くなる傾向を示 したが,10-2M

(200 nmol)で は 10-3Mと ほぼ同様の下降を認めた。この

ことか ら,少 なくとも 10-4M～ 10-3M(2～ 20 nmol)に お

いては用量依存性があるものと推測された.

CaFbOXy‐ PT10は NO消 去剤であ り,NOを 捕捉 し

NOの 作用 をな くす ことが知 られている。Carboxy‐

PTIOを 片眼の硝子体 内に前投与 し,そ の後,両 眼 に

SNAPを投与したときの両眼の眼圧変化を図 4に示す。

Carboxy‐ PTIO投与眼ではSNAP単独より眼圧下降は

小 さ く,carboxy― PTIOが SNAPの作用による眼圧下

降を抑制することがわかった。

実験 2:SNAP投与による前房内フレア値への影響

SNAP投与による炎症作用を調べるため,今回用いた

中で最 も濃度の高い SNAP lo-2M(200 nmol)の 投与に

よる前房内フレアの変化を測定したが,投与後 15分から

3時間後にわたって対照眼との間で有意な差はみられな

かった (図 5)。 また,浸潤 した細胞数についても計測した

が,変化はみられなかった。

III 結  果

実験 1:SNAP単独投与および NO消去剤前投与の

眼圧への影響

10-4Mの SNAP投与眼と対照眼の眼圧の変化 は,そ

れぞれ初期値が 19.8± 2.5(平 均値士標準偏差,以 下同

様),19.0± 2.9,最大の眼圧差が出た 75分後では 18.8土

2.4,21.0± 1.9,最終測定時間である 3時間後が 19.3土

2.5,20.3± 1.3であった。10-3Mの SNAP投与眼 と対照

眼の眼圧の変化では,初期値が 20.8± 3.1,21.0± 2.9,最

大の眼圧差が出た 90分後では 19.0± 3.6,23.8± 3.2,3

時 間 後 が 19.5± 4.7,20.3± 3.6で あった。10~2Mの
SNAP投 与眼 と対照眼の眼圧 の変化では,初期値 が

21.5± 4.5,21.6± 3.5,最大の眼圧差が出た 75分後では

18.8± 4.9,23.0± 2.5,3時 間後が 20.0± 3.9,21.3± 3.5

であった。SNAP投 与眼 と対照眼の眼圧差で検討す る

と,対 照眼 と比較 してSNAP投 与 眼では,10-4,10-3,

10-2Mと も60分 後か ら120分後 まで下降が認 め られ

(図 2),10-3Mで は投与 60分後か ら120分後 まで有意

に下降を認め,90分後に最大平均 4.5 mmHg下 降 した

(図 3)。 図 2は 3濃度での眼圧の変化をまとめたもので,

(mmHg)
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図 2 SNAP(20 μl)硝子体内投与による眼圧の変化 .

時間(分 )

▲ :10‐ M(2 nmol),● :10-3M(20 nmol),○ :lo-2M(200 nmol)。 Y軸の△眼圧 (mmHg)は ,SNAP投与眼
の眼圧 か らvehicle投 与 眼 の眼圧 を引 いた差,つ ま り,[処 置 眼―対照眼].各 n=4.ネ :p<0.05,料 :p<
0.01(paired t‐ testに よる初期値 との比較)
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図3 SNAP(10-3M× 20 μl=20 nmol)硝子体内投与による眼圧の変化.
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図 6 SNAP(20nmol)硝子体内投与によるC値の変化.

● :SNAP,○ :対照液,各 n=6,バーは標準誤差を

示す.

実験 3:SNAP投与による房水流出への影響

SNAP投与による眼圧下降作用の機序を調べるため

に最も眼圧下降が大きかった SNAP 10-3M(20 nmol)を

用いて房水流出率を測定 した。投与前の C値は約 0.3と

日眼会誌 100巻  3号

0 30    6o    90   120   150  180 時間(分 )

図 4 SNAP(20 nmol)に よる眼圧の変化に対する PT10(200 mmol)前 投与の影響 .

● :対照液投与 15分後にSNAP 10-3M(20 nmol)を投与 した眼圧,○ :PT10投与 15分後に SNAP 10-3M

(20 nmol)を 投与 した眼圧.n=5,X軸 は SNAP投与時からの時間。バーは標準誤差 を示す.*:pく 0.05(pair―

ed t‐ testに よる対照眼との比較 )
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図 5 SNAP(200 mmol)硝 子体内投与による前房内フレアの変化 .

● :SNAP,○ :対照液,各 n=4,バ ーは標準誤差を示す。
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なり,家兎で過去に報告されている値
1。)と ほぼ一致 した。

SNAP投与後,最大眼圧下降を示す 90分後に測定 した

C値は対照群および前値 と差はなく,SNAP投与はC値

に影響を与えないことがわかつた(図 6)。

実験 4:SNAP投与による房水流量への影響

さらに,SNAP投与による眼圧下降作用の機序を調べ

るために最 も眼圧下降が大 きかった SNAP 10-3M(20

nmol)を用いて房水流量を測定した。投与前の F値は約

1.7と なり,家兎で過去に報告されている値
11)よ り小さ

いが,こ れ は測定機器 の違 いによるもの と思 われ,

SNAP投与はF値に影響を与えないことがわかった (図

7)。

IV考  按

NOの 眼局所投与による眼圧に関する報告について

は,こ れまで Krupinら 12)が NO関連物質であるsodium

azide(NaN3)0・ 1～ 2.0%や sodium nitroprusside

(SNP),0.1～ 2.0%の点眼によって眼圧が上昇するとい

う報告をしている。眼圧上昇の機序として,全身血圧や ト

ノグラフィーを用いた房水流出率が影響を受けないこと

1
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から,房水産生量が増加することによって生じていると

推測している。Nathanson7)は ,さ らに多 くの NO関連物

質(nitiroglycerin,SINP,sodium nitrite,hydralazine

など)を 用いて詳細に眼圧の変化を調べている。今回の

我々の実験では,NOそ の ものの作用 を調べるために

NO自 発発生化合物であるSNAPを 用いた。その理由

は,代謝過程を含んで NOを発生させる物質や他の作用

があることが知られている物質を投与すると,NO自 体

の作用のみでなく,別の経路が働 く可能性があるからで

ある。したがって,NO自発発生物の硝子体内投与はNO
単独の作用をみるのに適 していると考えられる。SNAP
10-4M(2 nmol),10-3M(20 nmol),10-2M(200 nmol)の

3濃度の硝子体内投与による眼圧の変化 を調べたとこ

ろ,こ の 3濃度とも明らかな眼圧下降作用がみられ,10-3

M(20 nmol)を 最大降下量 とする用量依存性がみられ

た。また,NOに 直接作 用 して消去 す る物質であ る

carboxy_PT1013)に より,こ の作用が抑制 されたことか

ら,こ の眼圧下降作用が NOに よるものであることが結

論される。濃度や NO消去剤前投与による最大眼圧差の

生じる時間のずれは,NOや その消去剤の硝子体中の拡

散速度や複雑な作用機序によるものと推測される。

また,NOは ラジカルであるため細胞障害を起こし,プ

ロスタグランジン産生を含んだ炎症様反応を起こす可能

性が考えられる。そこで前房内フレアを測定 し,炎症様反

応の有無について検討した.そ の結果,フ レア値および細

胞数に変化はなく,炎症様反応が起こっていないことが

確認された。

眼圧下降の機序 として,Nathansonら 7)ゃ schuman

ら8)は NOに よる房水流出率の増大を指摘 しているが,

彼らの実験においても濃度や条件の相違があると,必ず

しもNOに よって房水流出率が増大するとは限らず,

NOの特殊な作用機序により様々な部位へ様々な作用を

及ぼしている可能性があると結論づけている.我々は眼

圧下降機序を調べるためにまず房水流出率を測定した
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が,対照眼 と差がなかった。C値が必ずしも正確な流出率

を反映す る ものではないが,前房内のフレアが SNAP
硝子体内投与により変化 しなかったことか ら血液房水柵

の破壊 は考 えにくく,少 な くとも左右眼の pseudofacil―

ityの 血液房水柵の破壊 による差はない もの と考えられ

る。しかし,こ れらのことを正確に知るにはまた別の方法

が必要になると思われる。また,我々は房水流量を測定 し

たが,特 に変化が生じなかった。これら 2つ の実験から,

NOは conventiOna1 0ut■ Owゃ房水産生には大きな影響

を与えないで眼圧を下降す る可能性が考 えられ,NOに
よる眼圧下降機序はそれ以外の要因,す なわちぶどう膜

強膜流出の増加や上強膜静脈圧の下降によるものが関与

するのではないかと推測 された.SNAPを含んだ NO発
生剤は毛様体筋を弛緩 させ ることが報告

6)さ れている。

毛様体筋の弛緩は房水のぶ どう膜強膜流出を促進するこ

とが知 られているので,今回の SNAPに よる眼圧下降

の一部にぶ どう膜強膜流出が関与 している可能性が大き

いと考えられるが,房水流出系のより詳 しい検討が必要

であると考 えられた。また,NOの作用は多種多様で不安

定であ り,ま た,作 用機序 も複雑で拡散 も一定でな く,

種々の要因 によって容易に変化を受ける可能性がある。

したがって,今回の結果 はあ くまでもここで示 した実験

系を用いた結果であるので,い かなる条件下で も同じ結

果を得 られ るとは限らない。詳細については今後の検討

が待たれる。

本論文の要旨は第99回 日本眼科学会総会 (平成 7年 4月 ,

名古屋)に おいて発表した。
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