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エンドセリン‐1(以下,ET‐ 1)は網膜循環やその自動調

節機構に関与し,その分泌異常は網脈絡膜・視神経疾患の

一因となり得ると考えられている。今回,ET‐ 1の視神経

乳頭への影響を検討するため,透過型電子顕微鏡 (以下 ,

電顕)に よる乳頭部の形態変化の観察 と,電子プロープ

X線微小部分析法 (以下,X線分析)による新鮮凍結無固
定標本の乳頭部軸索 。髄鞘内元素 (イオン)濃度の測定を

行った.白色家兎の 1眼に ET‐ 1(10-6M)0.l ml(ET群 )

を,他眼にオペガー ドMA① O.l ml(対照群)を硝子体内
中央部へ注入し,2時間後の変化を定量した。電顕観察で

は,対照群に比べ ET群で軸索の多形性と髄鞘の障害の

日眼会誌 100巻  1号

傾向を示 した。X線分析では,Caは軸索で対照群 0.5,
ET君羊0.8 mmo1/kg wet weightと 有意に増加 し(p<

0.05),Clは ET群で軸索で有意に増加し,Kは軸索・髄

鞘で有意に減少した。細胞内カルシウムが増加すると蛋

自分解酵素活性が増加することも考えられ,視神経障害

の原因 となる可能性が示唆された。(日 眼会誌 100:

34-39,1996)
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Effect of Endothelin on Ionic Background in the Optic Nerve Head of Rabbits
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Abstract

Endothelin‐ 1 (ET‐ 1)is thought to have some    3), axon polymorphism and myelin disorder were

eirect on the retinal circulation and its autoregula‐     seen.The X:‐ ray analysis of frozen sections(n=15)

tion.The disturbance of ET_l secretion might con_    revealed that、 アith ET‐ l treatment Ca and CI con‐

tribute tO tlle pathOgenesis Of retinOchOrOida′ 1 0r     centrations,rere ilncreased in the axon,and iKi con‐

。ptic nerve disease.In this study,to deternline the     centration lⅣ as decreased signincantly in both axon

erect of ET‐ l on the optic nerve head,‐ w・e observed     and lnyelin.These results suggest that the increase

tlle optic nerve witll a translnission electron■ licro¨      of intracellular Ca could elevate the activity of some

scope and measured eleiment contents in the axon     proteases, lvhich might then cause dalllage to the

and lnyelin of the optic nerve head by electron probe     optic nerve.(J Jpn ()phthallnol Soc 100:34-39,

X:‐ ray inlicroanalysis.Albino rabbits w・ ere given an     1996)

injection of O.l ml(10-6M)ET‐ l into the middle of

the vitreous of one eye(ETs)and O.l m1 0peguard‐    Key words: Endothelin‐ 1, Optic nerve head,

PIA ① into the other eye(controls),and 2 hours            Transmission electron lnicroscope,

after the injection changes in the optic disc were              Electron probe X‐ ray lnicroanalysis,

obSerVed.In tranSnliSSiOn eleCtrOn nliCrOSCOpy(n==                 Ca COnCentratiOn

I緒  言

エンドセリンは,1988年柳沢ら
1)に より発見された強

力で持続的な血管収縮作用を持つ生理活性ペプチドであ

る。眼内では虹彩・毛様体の平滑筋
2)3)や網膜血管4)な どに

受容体が存在し,網膜循環や眼圧調節の自動調節機構
3)

に関与し,その分泌異常は網脈絡膜・視神経疾患の一因と

なり得る可能性を示唆している
5).正
常眼圧緑内障患者

では血中のエンドセリンー1が増加し6),ま た,エ ンドセリ

ンー1を家兎の硝子体内に投与すると眼圧低下2),網膜血
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管の収縮
2)5)7),視
神経乳頭の蒼自化と視覚誘発電位の頂

点潜時の延長8),視神経乳頭・脈絡膜での組織血流量の低

下9)を生 じるという既報を踏まえ,視神経障害とエンド

セリンとの関連性を調べるため,視神経乳頭の直接の変

化を捕えるべく,視神経乳頭の組織とイオン環境の変化

を透過型電子顕微鏡 と電子プローブ X線微小部分析
法10)～ 12)を用いて検討した。

II実 験 方 法

実験動物には成熟自色家兎 8匹 (体重 2.65 kg～ 3.45

kg)を使用した。方法は,ミ ドリンP③点眼液 (参天製薬 )

で散瞳した後,塩酸オキシブプロカイン点眼麻酔下で,角

膜輪部から3mm後方の毛様体扁平部 に相当する強膜
から30G針で硝子体中央部に刺入し,片眼に人工眼内灌
流液 (オペガードMA③,千寿製薬)で 10-6mo1/1に調整
したエンドセリン‐1(endOthelin‐ l human:ペプチ ド研
究所)0.l mlを ,他眼にオペガードMA⑥ (千寿製薬)0.1
mlを注入し,それぞれ ET群,対照群とした。同時に輪部
から30G針で前房穿刺し,注入した量 と同量の前房水を
排除して眼圧への影響が最小限となるように調節し,注

入前後の眼圧をAlcon ApplanatiOn Pneumatonograph③

で確認 した。2時間後にペントバルビタールナトリウム

(ネ ンブタール①)40 mg/kgの静注麻酔下で眼球を摘出
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した。

1.透過型電子顕微鏡観察

自色家兎 3匹から摘出した眼球を2.5%グルタールア
ルデヒド1%オ スミウム酸の二重固定後,型通りにエタ
ノール脱水し,エポン812に包埋後,視神経乳頭部の超薄

切片を作製し,酢酸ウランおよびクエン酸鉛の染色を施

し,H-800型透過型電子顕微鏡を用いて観察した。

2.電子プローブ X線微小部分析法
自色家兎 5匹から眼球摘出した後,直ちに無固定の新

鮮な視神経の乳頭面から眼球直後の視神経までの部分を

直径 3.5mmの 円柱状のチップに載せ,液体窒素で一
196° Cに冷却した銅製ブロックに瞬間的に押し当て凍結

処理を行った。-135° Cに冷却された超 ミクロトームで凍

結処理した視神経の乳頭面から,30 μmを荒削りした後
の部分から0.lμmの厚さの凍結超薄切片作製し,コ ロ
ジオン膜を張った金メッシュに載せ圧迫伸展し,液体窒

素で冷却しながら凍結乾燥器に移し,-85° C,10-3～ 10-4

Torrで一昼夜凍結乾燥し,カ ーボン蒸着を施した.そ の

後,大型電子顕微鏡の試料室に挿入後,透過走査電子顕微

鏡像を観察しながら,電子顕微鏡に装着された X線検出
分析装置によって視神経軸索と髄輸内の X線微小部分
析を行 い,エ ネルギー分散型 X線スペ ク トルを得た
(Kevex Si(Li)X線検出分析装置 Kevex 5100 or 7000

a                                                 b

図 1 透過型電子顕微鏡写真 .
a:対照群。ほぼ円形の軸索が並び,髄鞘の乱れも少ない。バーは lμm.b:ET群 (エ ンドセリン‐1投与群 )。
軸索が多形性を示し,髄鞘の膜構造 も乱れている。バーは lμm
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rnultichannel analyzeri Iく levex Corp.Burlingallle,

Cali■ ,USA:Hitachi H‐ 500)。 X線微小部分析は 5匹の

各家兎につき6か所ずつ測定を行い,そ の平均値を用い

た。電子顕微鏡の加速電圧は 75 KVで ,電子プローブの

直径は 0.1～ lμ mで ある。X線分析装置はマイクロコン
ピューター(Hitachi MB― MA 16003,CPU:8088,MS―

DOS)と 接続され,Nao MgoPoS・ Cl・ K oCa元素濃度

測定用のプログラムを備えている。また,そのプログラム

は X線微小部分析の統計解析をも含んでいる10)～ 12)。 元

素濃度の計算は,エ ネルギー分散型スペクトル上で各元

素のエネルギーレベ ルでのピーク とバックの比 (P/B

値)を算出し,それをアルブミンと各種元素組成のリンゲ

ル液か ら作った標準試料の凍結切片か ら得た P/B値

―各元素濃度の検定直線のグラフにあてはめて,上記 コ

ンピューターシステムを用いて計算 した。また,各元素の

ピークの重なりの誤差をなくすために Caussian ntting

法も行った.統計計算には Mann― Whitney検定を使用 し

た.

III 結  果

1.透過型電子顕微鏡観察

視神経乳頭の電子顕微鏡像を図 1に 示す。対照群では

ほぼ円形の軸索が並び,髄輸の乱れ もほとんど認 めな

かった (図 la)。 エン ドセ リンー1の 硝子体内注入 2時間

後の眼底所見は網膜動脈のほぼ完全閉塞が認められ,視

神経乳頭は蒼白を示 していたが,ET群の電子顕微鏡像
では軸索の多形性を認め,髄輪の膜構造の障害も認め ら

れた (図 lb)。

2.電子プローブ X線微小部分析
電子プローブX線分析に供する視神経乳頭部の無固
定新鮮凍結切片の透過走査電子顕微鏡像を図 2に 示す。

無固定のため解像力は低いが,軸索髄 輸の構造ははっき

り同定できた.そ れぞれの部の X線微小部分析の結果の
エネルギー分散型 X線 スペクトラムの代表例を図 3に

示 した。軸索・髄革省で高い Pと Kの ピーク,低 い Na・

MgoS・ Clo Caの ピークがみられた。髄鞘ではより高い

Pの ピークがみられた。ET群では軸索内で Kの低下 と

CIの 上昇を認めた。また,髄輪では著 しい Kの低下 を認

めた。これらのスペク トラムから計算された軸索内,髄輸

内の各元素濃度を表 1に示した。Nao MgoS濃度は ET

群 と対 ;]煮群で有意差はなかった.Pは髄輸の方が膜成分

のリン脂質を多 く含んでいるため,軸索より高く測定 さ

れた.Clは軸索で対照群 33± 4 mmo1/kg wet weight(平

均値±標準誤差)(以下,同様),ET群 51± 5と 有意 に増

加 した。Kは軸索で対照群 135± 7,ET群 99± 8と ,髄鞘

で対照群 147± 9,ET群 106± 7と ともに有意に減少 し

た.Caは軸索で対照群 0.5± 0.1,ET群 0.8± 0.1と 有意

に増加 した (図 4).
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表 1 視神経乳頭の元素濃度

軸  索 髄  鞘

対照群   ET群    対照群   ET群
Na
Mg
P

S

Cl

K
Ca

30± 3

14± 3

140± 16

11」:1

33」14

135± 7

0.5± 0.1

29」二2

14± 3

119± 11

12」=2
51」二5*

99」二8*

().8± 0.F

27± 4

27」二4

165± 16

12± 2

42± 7

147二L9

0 5+:0.1

30± 3

14± 3

159=20

16ェ 3

50± 6

106=7*

0.5± 0.1

(平均値±標準誤差 mmo1/kg wet weight,11=5)
*:対照群とET群の比較で (Mann‐ Whitney検 定 :p<0.05)

図 2 透過走査電子顕微鏡写真。
無固定凍結標本のため像の解像度は低いが,軸索,髄輸

の構造は同定できる.バーは 5μm

IV 考  按

エンドセリンが発見されて以来,視神経乳頭 との関連

性についてはいくつかの報告がある.正常眼圧緑内障患

者では血中のエンドセ リンー1の高値が報告
6)さ れ,家兎

硝子体内へのエンドセ リン‐1投与によって視覚誘発電

位の頂点潜時の延長
8)や
視神経乳頭での血流量の低下

9)

を生 じるとの報告から,視神経乳頭への影響 も大きいこ

とが示唆されている。しかし,こ れまでにエンドセリン投

与に対する視神経乳頭そのものの形態学的 。生化学的反

応の報告はみられない。特に,X線微小部分析法を用い

て,エ ンドセリンに対する視神経乳頭のイオン環境の変

化を調べた報告は今回のものが初めてである。
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婦機闇9 P S CI

撻機懸19 P S CI‡

今回,エ ンドセ リンー1投与後 2時間を採用した理由
は,坂上ら

7)の エンドセリンー1(10-6m。 1/1)0.l ml投与で

網膜血管径の有意な収縮が,5分～ 3時間後にあったと

の報告 と,杉 山 ら
9)の エンドセ リンー1(10-5mo1/1,10-6

mo1/1)0.l ml投 与で視神経乳頭の組織血流量が 75分 を

ピークに 3時間後 も有意に減少したとの報告から,視神

経乳頭に確実に影響を与えていると考えられたのが 2時

間後であったからである。他に,佐藤 ら
13)はエンドセ リ

ン‐1(10~10mol)投 与後静脈で約 28分後に,動脈で約 54

分後に血流の再開が認められたとしているが,そ の後 も

血管攣縮,分節状収縮の所見があり影響は残っていたと

b

闘a Mtt P

c                                       d

図 3 エネルギー分散型 X線スペク トラムの典型例。
a:軸索対照群,b:軸索エンドセリン(ET)群,c:髄聡対照群,d:髄輪 ET群

考えられることと,エ ンドセリンー1の投与部位が後部硝

子体内であったということから,今回の投与部位 と同じ

である杉山ら7)(硝子体内中央部)と 投与部位の近い坂上

ら9)(前部周辺部硝子体中)の報告から2時間後を採用し

た。

エンドセリンー1に よる眼の組織学的変化の観察 とし

ては,岡田は光学顕微鏡で網脈絡膜に異常を認めず,透過

電子顕微鏡観察法でも網膜外層および脈絡膜毛細血管

板,脈絡膜の細動脈において異常所見が検出できなかっ

たと報告
14)している。我々は視神経乳頭の透過型電子顕

微鏡観察で軸索・髄輸のエンドセリンー1に よる多形性や
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(mmol/kg wet weight)
1.

「
¬可

軸索  髄鞘
図 4 Ca濃度.

*:p<0.05,卜 lannハVhitneyオ食定

□ :対照群   :ET群

乱れの傾向を観察した。岡田
14)はエンドセ リン‐1の 10-5

m。 1/1と 10-6/m。 1/1を 0.l ml硝子体内に投与 し,60分

後に眼球摘出したとしてお り,組織学的変化が認められ

なかったのは注入から摘出までの時間に起因する可能性

がある。しかし,こ れは網脈絡膜の場合 と異なり,視神経

乳頭がエンドセリンの影響をより受けやす く,組織学的

変化を来 しやすい可能性 を示 してお り,興味深い。ただ

し,こ れがエンドセリンによるイオンチャンネルを介し

た直接変化なのか,血流障害による二次的な変化なのか

は今後の検討を要する。

電子プローブ X線微小部分析法の測定結果の信頼性
は,佐々木 らが 20%BSAの Krebs‐Henseleit液 の Na・
Cl・ K・ Ca濃度の測定結果が妥当なものであるとの既

報
H)で も証明されている。さらに,イ ヌの唾液腺の腺房細

胞や分泌顆粒
H),タ コの光受容体

15),そ してラットの坐骨

神経
16)な ど種々の細胞で この方法が応用されており,生

体組織のイオン現象を捕える方法として確立されたもの

と考えられる。視神経乳頭の直接の変化を捕えられると

いうことでは,こ の方法によって乳頭部のイオン環境の

変化を調べることも視神経障害の機序に関連して重要で

あると考え,今回検討を行った。

今回の電子プローブ X線微小部分析法では,エ ンドセ
リンー1投与で軸索内の Caお よび Clが増加 し,軸索内お

よび髄幹内の Kが減少した。Kが減少すれば神経の軸索
および細胞内静止膜電位が高 くなるため,刺激に対して

反応しに くくなり,視覚誘発電位で頂点潜時の延長
8)を

示すこととも対応している。Caが増加すると蛋自分解酵

素活性が増加するため,組織の壊死を引き起 こしやすい

ことから,こ れが視神経障害の一因になっている可能性

も考えられる。

今回の測定では,Caは イオンだけでな くCaの総量 (結
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合 +イ オン)の測定であるが,総量 [Ca・ CaM],イ オン濃

度 [Ca2+],Ca結 合蛋白質濃度 [CaM2-]と Ca結合蛋白質

の解離定 数 (KD,ca2+)の 関係 は[Ca2+][CaM2-]/[ca.

CaM]=KD,ca2+で表現され,KD,ca2+は細胞内のもの (カ ル

モジュリンな ど)で は 10-8～ 10-5Mで ある17)。 この式 を

近 似 す る と,-log[Ca2+]=_1。gKD,ca2++log[CaM2]/

[Cao CaM]か らpCa=pKD,Ca2++log[CaM2-]/[ca.

CaM]と なる。KD,Ca2+と [CaM2-]は _定 なので,Caの 総
量 [Ca・ CaM]が増加すればイオン濃度 [Ca2+](pCaの
Ca)も増加すると考えられる。したがって,視神経軸索に

おいてエンドセリンによりCaイ オンが増加したことに

なり,こ れは螢光顕微鏡を用いて小脳のニューロンにお

ぃて18),ま た,レーザー顕微鏡を用いて小脳核において
19)

エンドセリンによるCaイ オンが増加するとした既報 と

部位は違 うものの,同 じ神経組織である軸索で Caが増

加したことは対応 していると思われる。エンドセリン‐1

の血管平滑筋での作用機序は,血管平滑筋膜に存在する

特異的受容体に結合することから開始し,受容体の活性

化により,Caイ オンチャンネルを介するCa流入の促進

や,inositol trisphosphate Oこ よるCa員宇蔵音6位 (主|ルこ筋 /」ヽ

胞体)か らの Ca遊出の促進の結果,細胞内遊離 Ca濃度
が上昇し,そ の結果,ミ オシン軽鎖キナーゼが活性化され

て筋収縮が開始されると推定されている
20)。 その他の中

枢神経系や神経軸索での作用機序については十分に解明

されていないが,同様の機序が視神経乳頭にも適用され

ると仮定すると,今回の結果は説明される。しかし,視神

経軸索における Ca濃度の上昇がエンドセリンー1に よる

直接的な作用が主なのか,虚血性変化などによる二次的

な変化が主なのかについては,今後さらに検討を要する

と考える.

稿を終えるにあたり,御校閲を賜った大阪医科大学眼科学

教室東 郁郎教授に深謝いたします。また,ご協力を賜りまし
た同教室の杉山哲也医師,清水一弘医師,奥 英弘医師,濱田
潤医師,第一生理学教室中垣育子博士,一般消化器外科学教室

秋元 寛医師,兵庫医科大学第一生理学教室佐々木貞雄助教
授に感謝申し上げます。

本論文の要旨は第 60回日本中部眼科学会 (平成 6年 9月 ,

神戸)において発表した。
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