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要

ラッ ト網膜における心房性ナ トリウム利尿ペプチ ド

(ANP),C型ナ トリウム利尿ペプチ ド(CNP)お よび―

酸化窒素 (NO)に よる cyclic guanosine mo■ ophos‐

phate(cGMP)生成経路について検討 した。ANP(10-7

M),CNP(10-7M),NOド ナーで あ る S‐ nitroso‐ N‐

acetylpenicinamine(10-5M,SNAP),A23187(10-5MI;

ca2+1。 nophore),carbach。 1(10-3M)を 作用させた場合,

網 膜 の cGMP量 は 1.45～ 1.67倍 (p<0.01)に 上 昇 し

た。A23187作用によるcGMP量上昇は,NO消去薬で

ある carboxy‐ PT10(10-3M)で 抑制 された。Carbachol

に よ る cGMP量 上 昇 は,carboxy‐ PT10(10-3M),N0

187

約

合成酵素阻害薬である NG¨ nitr。 _L‐ arginine(10-3M,

L‐ NNA),atropine(10-5M)で 抑制 された。以上の こと

か ら,網 膜の cGMP生成経路 には ANP‐ ,CNP¨ ,NO‐

cGMP経路の 3経路が存在 し,NO‐cGMP経路はアセ

チルコリンムスカリン受容体により賦活されることが示

唆された。(日 眼会誌 100:187-191,1996)

キーワー ド:心房性ナ トリウム利尿ペプチ ド(ANP),C
型ナ トリウム利尿ペプチ ド(CNP),一酸化

窒素 (NO),cGMP,網 膜

I緒  言

cyclic guanosine rnon()phosphate(c(3小 ャ′11))|ま |ま とスノ

どの動物に広 く分布し,腎臓および腸管のイオン輸送,細

胞内へのカルシウム輸送を通じて血小板凝集,心筋およ

び平滑筋の収縮,ま た中枢神経系におけるその活動の制
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Abstract
This study was undertaken to determine whether the increase in cGMP induced by carbachol.

atrial natriuretic peptide (ANP)-, C-type natriur- Atropine (10 uM ; a muscarinic receptor antagonist)
etic peptide (CNP)-, and nitric oxide (No)-cyclic also blocked the cGMP increase induced by carba-
guanosine monophosphate (cGMP) pathways exist chol. These data demonstrate that ANP-, CNP- and

in the rat retina. Exposure of the retina to ANP NO-cGMP pathways exist in the retina and that the
(10-?M), CNP (10-?M), S-nitroso-N-acetyl- NO-cGMP pathway may be linked to the activation
penicillamine (10-uM, SNAP; a NO doner), A23187 of the muscarinic receptor. (J Jpn Ophthalmol Soc

(10-5M ; a Ca'*ionophore), and carbachol (10-'M) 100 : 187-191, 1996)

caused 1.45-1.67-fold increases in cGMP content
(p<0.01). Carboxy-PTIO (10-3M; a NO scavanger) Key words: Atrial natriuretic peptide (ANP), C-

blocked the increase in cGMP induced by A23187. tlpe natriuretic peptide (CNP), Nitric
Both carboxy-PTlo (10-3M) and Nc-nitro-L- oxide (NO), cyclic guanosine mono-

arginine (10 3M, L-NNA; a NO inhibitor) blocked phosphate (cGMP), Retina
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御など様々な生体反応に関与 している])。 この cGMPは
グアニル酸 シクラーゼ(GC)に より生成 される。GCは ,

構造および細胞内局在から,現在,膜型 と可溶型に分けら

れている。膜型 GCと しては GC―A,GC― B,GC‐ C,そ して

retinal GC(retGC)が 存在 し,そ れぞれを活性化す る物

質 として GC‐Aに対 しては心房性ナ トリウム利尿ペ プ

チ ド(ANP)と 脳型ナ トリウム利尿ペプチ ド(BNP),CC‐

Bに は C型ナ トリウム利尿ペプチ ド(CNP),GC‐ Cに は

heat‐ stable enterotoxinesと guanylinが知 られている。

また,retGCは retinal cyclase regulatorに より活性化

される.一方,可溶型 GC(sGC)は 一酸化窒素 (NO)に よ

り活性化される1)～ 5)。

これまで,網膜では,主 に光受容体である視細胞粁体外

筋 における retGCに よるcGMPの 生成 とそれ による

Naイ オ ンチャンネルの制御 に関 す る研究が主 で あ

る6)～ 8)。 しかし,そ の他の GCに よるcGMP生成に関する

研究はまだあまり行われておらず,今回,著者らはラット

の網 膜 を用 い て,GC― A,GC― Bお よび sGCを 介 した

cGMP生成系に関する検討をANP,CNPお よび NO関
連薬を用いて行った。

II実 験 方 法

12時間の Hght―darkサ イクル(Hght:約 500 1uxの 室

内光)で飼育 した 8週齢の Wister系 雄ラットを使用 し

た。Darkサ イクル終了の 3～ 4時間後 (午前 10～11時 )

に室内光下で,総理府「実験動物の飼養および保管等に

関する基準」(昭和 55年 3月 )に基づ く「鳥取大学医学部

実験動物指針」(昭和 63年 12月 )に従って頸椎離断し,た

だちに眼球を摘出した後,網膜を剥離摘出し,Krebs液

(NaCL 135 mmo1/L; KCl,4.8 mmo1/L; NaHC03,

25.O mmo1/L; glucose,10.O mmo1/L; HEPES,12.5

mmo1/L;pH 7.5)で 95%02,5%C02下 37°Cで 60分間

インキュベーションした。次に,同様の Krebs液 にANP
(10-7M),CNP(10-7M),S― nitroso‐ N― acetyl―

penicinamine(10-5M,SNAP),A23187(10-5M,Ca2+

lonophore),N― methyl‐ D‐aspartate(10-3M,NMDA),

carbachol(10-3M)を それぞれ単独 に加 えて,30秒 ,1

分,2分,5分 間 イ ンキュベーション した後,trichlor―

oacetic acid(■ na1 5%)を 加えて反応を止めた。NO関
連薬によるcGMP上昇作用に対する阻害実験の場合 ,

carboxy_PTIO(10-3卜 1),NC― nitro― L―arginine(10-3、 1,L‐

NNA)ま たはatropine(10-5M)で 10分 間前処置 した。

反応後 の網膜 中 のcGMP量 はAmersham社 (Amer―

sham)製 の EIAキ ットを用 い て 測 定 し,蛋 白量 は

Lowryら 9)の 方法を用いて測定 した。ANPお よび CNP
(ペ プチ ド研究所),SNAPお よび carboxy‐ PTIO(同仁

化学研究所),L―NNA(フ ナコシ)以 外はすべて,和光純

薬製の薬物を使用した.それぞれの試薬の濃度は,同 じ薬

物を用いた研究報告
4)5)10)～ 12)に

従った。

日眼会誌 100巻  3号

統計処理はANOVA検 定を行った後,Schereの 多重

比較検定 を行い,有意水準は 5%と した。
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図 1 ラット網膜 に ANP(10-7M),CNP(10-7M),
SNAP(10-5M)を 作用させた場合の cGMP量 の経

時変化.

〇 :ANP,● :CNP,△ :SNAP。 値 は平均値±標

準誤差(n=4～6)を 示す。キ
*:p<0.01[対 照(0分 )

との有意差].
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図 2 ラット網膜に A23187(10-5M)を 作用させた場

合 の cGMP量 の経 時 変化 とA23187(10-5M)の

cGMP量 上昇作用 に対するcarboxy‐ PT10(10-3

M)の阻害効果.

○ :A23187,● :A23187+carboxy_PT10。
Carboxy―PTIOの 前処置時間 :10分 間.値 は平均

値土標準誤差(n=5)を 示す。… :p<0.01[対 照(0

分)と の有意差],十 :p<0.01[A23187単 独作用(30

秒)と の有意差].
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図 3 ラット網 膜 に NMDA(10-3M),carbachol
(10-3M)を作用させた場合の cGMP量の経時的変

化 .

〇 :NMDA,● :carbachoL値 は平均値士標準偏差

(n二 5)を 示 す。
*:p<0.05,**:p<0.01[対

照 (0

分 )と の有意差].

III 結  果

1. ラッ ト網膜 におけるANP,CNP,SNAPの cGMP
量上昇作用

図 1は ,ラ ット網 膜 に ANP(10-7M),CNP(10-7M),

SNAP(10-5M)を作用 させた場合の cGMP量 の経時変

化 を示す (n=4～ 6)。 ANPに よりcGMP量 は反応開始

後 1分か ら有意 に上昇 し 2分でピークに達 し,対照 (0

分)の 1.45倍 となった。この上昇は 5分 まで有意であっ

た(p<0.01)。 CNPを 作用させた場合 は反応開始後 2分

でピークを成 し,対照の 1.59倍 となった (p<0.01)。 NO
ドナーである SNAP(10-5M)を 作用 させた場合 は反応

開始後 30秒から2分 まで有意な上昇 を示 し(p<0.01),

反応開始後 1分では対照の 1.50倍 に達 した。

2.ラ ッ ト網膜 にお ける A23187(Ca2+1。 .。phore)の

cGMP量上昇作用 とその NO関与について

図 2は ,A23187(10-5M)を 作用 させ た場合の cGMP
量の経時変化 とA23187(10-5M)の cGMP量上昇作用

に対する carboxy‐PT10(10-3M)の 阻害効果を示す (n=

5)。 A23187作用後 30秒で ピークに達 し対照の 1.53倍

とな り,5分まで有意な上昇を示した (p<0.01).A23187

を 30秒間作用させた場合の cGMP量上昇 は,NO消去

剤である carboxy―PT10に より有意 に阻害 された (p<

0.01).

3.ラ ッ ト網膜における NMDA,carbacholの cGMP
量上昇作用

図 3は ,NMDA(10-3M)お よび carbachol(10-3M)を

作用 させた場合の cGMP量 の経時変化 を示す(n=5).

「

~~~~~¬ i~~~~~¬

contro: carbachO,carbachoi carbachoi carbachol
+PT10   +L‐ NNA  +atroplne

図 4 Carbachol(10-3M)の cGMP量上昇作用に対

す る carboxy‐ PT10(10-3M),L‐ NNA(10-3M),
atropine(10-5M)の 阻害効果.

Carbacholの作用時間 :2分間,Carboxy― PT10,L―

NNA,atropineの 前処置時間 :10分 間.値 は平均

値±標準誤差(n=5)を示す。**:pく 0.01.

NMDA(10-3M)で は,cGMP量 は有意 な上昇 を示 さな

かった。carbach。 1(10-3M)で は,反応開始後 2分でピー

クに達 し対照の 1.67倍 となり,5分まで有意な上昇を示

した(p<0.01)。

4。 Carbachol作用時の cGMP量 上昇への NO関与

について

図 4は ,carbachol(10-3M)の cGMP量上昇作用 に対

する carboxy― PT10(10-3M)の 阻害効果 (n=5)を 示す。

Carbacholを 2分間作用させた場合の cGMP量上昇は

NO消去薬 で ある carboxy‐ PT10(10-3M),NO合 成 阻

害薬の L―NNA(lo-3M)お よびアセチルコリンムスカ リ

ン受容体拮抗薬の atropine(10-5M)に より有意に阻害さ

れた(p<0.01)。

IV 考  按

GCは生体内においてcGMPを 生成する酵素であり,

こオし́までに GC―A,GC―B,GC― C,retGCお よび sGCが矢日

られている。ラットの網膜におけるGCの存在に関して

|ま ,1993∠芋:|こ Ahrnadら 13)が
,in situ hybridization湛載こ

よりGC―Aが ラット網膜視細胞粁体に存在 し,sGCは網

膜全層に認められ,特に内顆粒層に存在していることを

報告している。また,生理学的研究では,sGCが双極細胞

に存在 していることも報告
14)さ れている。GC―Bに関し

ては,発現クローニングによリヒト網膜において,そ の存

在が認められている15)が
,ラ ット網膜では不明である。今

回,著者 らの研究では,ラ ット網膜にANP,CNPお よび

NOド ナーであるSNAPを作用させ,網膜内神経伝達系
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が維持されている状態でcGMP量の経時変化を調べた。

ANP(10-7M),CNP(10-7M),SNAP(10-5M)を 網 膜 に

作用させた場合,有意なcGMP量 の上昇が得られた。こ

れにより網膜のcGMP生成経路には,retGCに よる経路

以外に,ANP― ,CNP― ,NO―cGMP経路の 3経路も存在す

ることが示唆された。このことと前記の GCの局在研究

とを合わせて考えると,網膜にはcGMP生成経路として

網膜全層,特に内顆粒層を中心とした NO―cGMP生成経

路 と視細胞粁体を中心 とした ANP―cGMP生成経路が

存在するものと考えられる。GC‐Bの局在に関する組織

学的検討がないため,今 回著者 らの研究が示唆 した

CNP―cGMP生成経路が網膜のどの部位に存在するのか

は不明である。

生体内において,NOは NO合成酵素 により産生 さ

れ,平滑筋の弛緩,血小板凝集阻害,マ クロファージや好

中球の細胞毒性,神経情報伝達など多彩な役割を演 じて

いる。特に,中枢神経系における NO‐cGMP経路に関す

る研究では 1988年 の Garthwaiteら 16)に よる小脳の培

養細胞における研究以降,グ ルタミン酸が小脳の NO産
生細胞の NMDA受容体に結合すると,細胞内への Ca2+

流入に伴い細胞内 Ca2+濃 度が上昇 し,こ の Ca2+に より

構成型 NO合成酵素が活性化され,L―arginineを 基質 と

して NOを産生し,こ の NOが拡散により標的細胞内の

sGCに作用しcGMPを生成するという NO‐cGMP経路

が小脳に存在することが報告
1。 )11)さ れている。しかし,網

膜 におけるNO産生についてはあまり研究がなされて

おらず,どのような刺激によりNOが発生するのかは現

在のところ不明である。そこで,著者 らは小脳の NO研
究を基に,ま ず網膜 に対 しA23187(10-5M)を 作用 させ

細胞内 Ca2+濃度を強制的に上昇させたところ,有意な網

膜内 cGMP量上昇を認めた。この上昇 は,NO消去剤で

ある carboxy‐ PTIO(10-3M)に より有意に抑制された。

このことは網膜においても,小脳およびその他の組織 と

同様に細胞内Ca2+濃度の上昇によりNO産生が起こり,

この NOに よりcGMP生成を促進する経路が存在する

ことを示唆 してい る。次 に,小 脳 と同様 に網膜 で も

NMDAに よりcGMP量上昇が起 こるのかを検討 した

が,網膜 においては NMDA(10-3M)刺激でcGMP量 は

上昇 しなかった。そ こで,大 脳皮質 においてcarbachol

によりcGMP量上昇が起 こることが報告
12)さ れている

ので,carbachol(10-3M)を 作用させた ところ,網膜 にお

いて有意なcGMP量の上昇が認められた。さらに,こ の

cGMP量 上昇 は,NO消去薬 carboxy― PT10(10-3M)お

よび NO合成酵素阻害薬 L‐NNA(lo-3M)に より有意に

抑制された。このことにより,網膜においてはcarbachol

作動性に構成型 NO合成酵素が活性化され,こ れにより

NOが発生 しcGMP量の上昇を引き起 こすことを示 し

ている。さらに,carbachol lこ よるcGMP量上昇はアセ

チルコリンムスカリン受容体拮抗薬の atropine(10-5M)
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により阻害されたので,こ の NO―cGMP生成経路はアセ

チルコリンムスカリン受容体により賦活されると考えら

れる。

ここでの NO産生系が網膜のどの部位に存在するの

かを検討するために,こ れまでの研究報告を調べた。網膜

における構成型 NO合成酵素の局在に関する研究では,

1985年 に Sandell17)がラット,ウ サギ,ネ コ,サル,そ して

ヒト網膜 を組織化学的に調べ,NADPH diaphorase陽

性細胞が網膜内顆粒層に認められることを報告し,そ の

後,ウ サギ網膜内顆粒層のアマクリン細胞 にNADPH
diaphorase陽性細胞が存在することが報告

18)19)さ れて

いる。また,NO合成酵素に対する抗体を用いた免疫組織

化学的方法を用いて,1994年 にYamamotoら 20)が ラッ

ト網膜内顆粒層内層のアマクリン細胞と神経節細胞層に

散在性 に認められる異所性のアマクリン細胞にNO合
成酵素が認められ,水平細胞の一部にも認められたと報

告している。したがって,著者らの研究により,網膜にア

セチルコリンムスカリン受容体を介した NO産生系の

存在が示唆されたこと,お よびアマクリン細胞にはアセ

チルコリンムスカリン受容体が存在することがこれまで

に報告
21)22)さ れていることを考え合わせると,網膜では

アマクリン細胞のアセチルコリンムスカリン受容体の刺

激によりNO産生が促進されると考えられる.

また,網膜にフリッカー刺激を行った場合にアセチル

コリンが放出されることや,光刺激によりNADPH dia―

phorase陽 性アマクリン細胞が刺激されるとの報告
23)が

ある。したがって,光刺激に基づきアセチルコリンが放出

され,こ れがアセチルコリンムスカリン受容体を有する

アマクリン細胞に作用し,同細胞におけるNO産生を促

進 し,こ の NOが双極細胞などに存在するsGCを活性

化し,cGMP量 を上昇させるという経路が存在する可能

性が考えられる。

以上をまとめると,今回ラット網膜を使用 しての実験

結果により,網膜のcGMP生成経路には retGCに よる

経路以外にANP― ,CNP― ,NO―cGMP経路の 3経路が存

在すること,さ らにアセチルコリンムスカリン受容体の

刺激によりNO産生,cGMP上昇が促進されることが示

唆された。

御助言,御校閲を賜りました本学眼科学教室の玉井嗣彦教

授に深謝いたします。

本稿の要旨は,第 99回 日本眼科学会総会において報告し

た。
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