
平成 8年 1月 10日

要

近年,血管内皮由来弛緩因子の本体 が一酸化窒素

(NO)であることが判明 し,局所の血流調節に重要な役

割を果たしていることが明らかにされつつある。今回,

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)が家兎視神経乳頭循環に及

ぼす影響 を,電 解式組織血流計などによ り検討 した。

SNAP(20 nmol)を硝子体内に投与すると,乳頭縁の網

膜動脈径,視神経乳頭組織血流量はともに有意に増加

(各々60～ 120分後,90～ 135分後)し ,用 量依存性 (2～ 20

nmol)も 認められた。これらの変化はNO消去剤の前投

与により抑制 されたため,SNAPか ら発生 したNOに
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よって生じたと考えられる。一方,血圧は 30～ 45分後に,

眼圧は 60～ 120分後に,各々下降 した。SNAP硝子体内

投与により,ま ず,乳頭血管抵抗の減弱と乳頭灌流圧の低

下が生じ,後に乳頭灌流圧が上昇する結果,視神経乳頭組

織血流量 が増加するもの と考え られ た。(日 眼会誌

100:5-10,1996)
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Abstract
Recently the endothelium-derived relaxing factor were inhibited hy pretreatment with a NO trapping

was proved to be nitric oxide (NO) and it has been agent. Blood pressure and IOP were reduced 30 to 45

found to play an important role in the regulation of minutes later and 60 to 120 minutes later, respective-
local blood flow. In this paper, we studied the effect ly. It was considered that intravitreal injection of
of S-nitroso-N-acetyl-Dl-penicillamine (SNAP), a SNAP first reduced both the resistance of the ONH
NO donor, on the optic nerve head (ONH) circu- blood vessels and the perfusion pressure in the ONH
lation in rabbits, using a hydrogen gas clearance and that the latter then rose, followed by an incre-
flowmeter etc. Intravitreal application of SNAP (20 ase of the capillary blood flow in the ONH. (J Jpn
nmol) increased the caliber of the retinal artery at Ophthalmol Soc 100 : 5-10, 1996)

the edge of the ONH 60 to 120 minutes later and

capillary blood flow in the ONH 90 to 135 minutes Key words: Nitric oxide, S-nitroso-N-acetyl-Dl-
later. A dose-response relation was found between 2 penicillamine, Optic nerve head, Capil-
and 20 nmol. These changes were thought to be lary blood flow, Caliber of the retinal
caused by NO produced from SNAP because they artery

I緒  言

1980年 ,ア セチルコリンによる血管平滑筋弛緩作用

に,血管内皮細胞から遊離される平滑筋弛緩物質が必須

であることが報告され,そ の弛緩物質は血管内皮由来弛

緩因子 (endotheliuln― derived relaxing factor,EDRF)と

命名された1)。 その後,EDRFの 本体が一酸化窒素 (NO)

であることが複数の研究グループにより独自に同定さ

れ2)3),さ らに,NOが血管弛緩による血管 トーヌスの調節

作用のみならず,神経伝達物質 としての作用4)や
抗菌 。抗
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腫瘍作用5)な ども持つことが明らかにされつつある。眼

内においては,NO合成酵素が網脈絡膜の血管 。神経細

胞,毛様体突起,虹彩などに主として分布していることが

報告
6)7)さ れている。眼内循環との関係では,NO合成酵素

阻害剤の存在下では,ブ ラディキニンやアセチルコリン

などによる摘出眼動脈の弛緩やサブスタンスPに よる

イヌ網膜動脈の拡張が抑制されることが報告
8)～ 10)さ れて

お り,さ らに,イ ヌヘの NO合成阻害剤投与により,血圧

が上昇したにもかかわらず,脈絡膜,毛様体,虹彩の血流

量が有意に減少したと報告
H)さ れている。これらのこと

から,NOが眼循環の調節に関与 していることが示唆さ

れ,今回は,家兎視神経乳頭循環への NOの 影響を NO
自発発生化合物の硝子体内投与により検討した。

II実 験 方 法

実験動物 として,成熟 白色家兎 45匹 (体重 2.8～4.0

kg)を用いた。実験 1で は,全 身麻酔薬 としてウレタン

1.Og/kgを 腹腔内投与 し,約 2時間後の安定した麻酔深

度下で実験を行った。実験 2,3で は,塩酸オキシブプロ

カイン(ベ ノキシール①,参天製薬)点眼による局所麻酔

のみで実験を行った。視神経乳頭組織血流量の測定には

電解式組織血流計 (RBF-222,バイオメディカルサイエン

ス社)を用い,そ の方法はこれまでの報告
12)13)と 同様であ

る。眼底撮影には手持ち眼底カメラ(RC-2,興和社)を 用

い,ミ ドリンP① (参天製薬)散瞳下で撮影して得 られた

眼底写真のスライドを映写して約 40倍に拡大し,乳頭縁

での網膜動脈の径 (耳側または鼻側)お よび乳頭の縦径を

測定することにより相対的網膜動脈径 (網膜動脈径/乳頭

径)を算出した。血圧・脈拍数測定には非観血式自動血圧

測定装置 (BP‐ 98E,ソ フ トロ ン社)を ,眼 圧測定 に は

Alcon Applanation Pneurnatonograph ⑪をそれぞれ用

いた。使用した薬剤は,試験薬 として,NO自発発生化合

物 である S‐ニ トロソ‐N‐ アセチル‐DL‐ペニ シラ ミン

(SNAP)(和 光 純 薬)を dimethylsulfoxide(DMSO)

loo%液で 10-lMに 溶解し,それを眼内灌流液 (オ ペガー

ドMA③,千 寿製 薬)で 希釈 して 10-2,10-3,3.3× 10-4,

10-4M液 を作成 した。また,NO消去剤であるCarboxy―

PT10(和 光純薬)を オペガードMA① で溶解 し,10-2M

液 とした。対照液 としては各試験薬 (各濃度)の溶媒 を用

いた。硝子体内注入に際しては 50 μlマ イクロシリンジ

(#705:ハ ミル トン社)お よび 30G針を用いた。

実験 1:SNAP単独投与とNO消去剤前投与の視神

経乳頭組織血流量への影響

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,1眼 にはSNAP(10-2,10-3,3.3× 10-4,

10-4M)を ,他眼には対照液を各 20 μl(そ れぞれ 200,20,

6.6,2 nmol)注入 し,そ の後の相対的視神経乳頭組織血

流量 (処置眼の対照眼に対する比)の 経時的変化を 15分

ごと3時間にわた り測定した (各投与量毎に 4匹 ,計 16
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匹を使用した)。

また,別個体(3匹)の 1眼 に Carboxy‐ PTIOを ,他眼

に対照液を各 20 μl(前者は 200 nmol)硝 子体内投与して

15分後,両 眼にSNAP(10-3M)20 μl,す なわち 20 nmol

を硝子体内注入し,そ の後の相対的視神経乳頭組織血流

量 (初期値に対する比)の経時的変化を同様に測定した。

実験 2:SNAP単独投与 とNO消去剤前投与の相対

的網膜動脈径 (乳頭縁)への影響

実験 1と 同様に,1眼 には SNAP(10-2,10-3,10-4M)

を,他眼には対照液を各 20 μl(そ れぞれ 200,20,2 nmol)

注入し,そ の後の相対的網膜動脈径(乳頭縁)の 経時的変

化を 30分 ごと3時間にわたって測定した(各投与量毎に

4匹,計 12匹 を使用した).

また,別個体(4匹)の 1眼 にCarboxy― PTIOを ,他眼

に対照液 を各 20 μl(前 者 は 200 nmol)硝 子体内投与 15

分後 に SNAP(10-3M)20 μlを 両眼の硝子体内に注入

し,同様に相対的網膜動脈径の経時的変化を測定した.

実験 3:SNAP単独投与の血圧・脈拍数,眼圧への影

響

実験 1と 同様に,1眼 にはSNAP(10-3M)を ,他眼に

は対照液を各 20 μl注入し,撓骨動脈における平均血圧。

脈拍数,眼圧の経時的変化を 15分ごと3時間にわたって

測定した (血圧・脈拍数には 6匹,眼圧には 4匹 を使用し,

両群は別個体であった)。

なお,統計処理は,初期値や対照眼との間で paired t‐

testを 行い,有意水準が 5%未満のものを統計学的に有

意とした。

III 結  果

実験 1:SNAP単独投与およびNO消去剤前投与の

視神経乳頭組織血流量への影響

相対的視神経乳頭血流量は,SNAP(20 nmol)投 与に

より90～ 135分後にかけて初期値に対して有意な増加を
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図 l S‐ ニ トロソ‐N‐ アセチル‐DL‐ぺ ニ シ ラ ミン

(SNAP)(20 nmol)硝 子体内投与による視神経乳頭

組織血流量の変化 .

n二 4,バ ーは標準誤 差 を示す。
*:pく 0.05,‐ :p<

0.01(paired t‐ testに よる初期値 との比較).



平成 8年 1月 10日 一酸化窒素自発発生化合物 と視神経乳頭循環 。杉山他

90分後

図 4 SNAP(20 nmol)硝 子体内投与による眼底所見の変化 .
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図 2 SNAP(20 μl)硝子体内投与による視神経乳頭

組織血流量の変化.

◆ :2 nmol,● :6.6 nmol,■ :20 nmol,▲ :200

nnlol.各 n=4.

認め,最大増加率は29.7%(120分 後)で あった (図 1)(な

お,投与後 12回 の測定を行っており,各々について初期

値と比較しているため,繰 り返 し検定により,実質的な有

意水準が大きくなる可能性がある。そういった多重性を

考慮した検定を行ってみたところ,有意差を認めるポイ

ントは減少したが,な くなりはしなかった。図 5な どにお

いても同様であったことを付記 し,そ れらの結果の詳細

については省略する)。 用量依存性の有無について検討す

るため,他の投与量の結果 もまとめて示したものが図 2

である.2 nmol,6.6 nmol,20 nmolと 用量が高いほど最

大増加率 も大 きくなる傾向を示 したが,200 nmolで は

20 nmolと 比べて最大増加率が小さくなる傾向を示し

た。このことから,少 なくとも2～ 20 nmolに おいては用

量依存性があるといえる。

次に,Carboxy‐ PT10を 前投与 した場合,SNAPに よ

る相対的視神経乳頭血液量の増加は有意に抑制 された

(図 3)。

実験 2:SNAP単独投与および NO消去剤前投与の

相対的網膜動脈径 (乳頭縁)への影響

SNAP

0   30  60  9o  120 150 180
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図 3 SNAP(20 nmol)に よる視神経乳頭組織血流量

の変化に対する Carboxy‐ PT10(200 mmol)前 投与

の影響 .

□ :Carboxy‐ PTIO前投与,■ :対 照 ,1友 前投与.〇

●,□ ■,△ ▲はそれぞれ対応する眼 を表す。n=3.
paired t― testで は 60～ 180分後 まで,黒 自間に有意

差 (p<0.05ま たは p<0.01)を認めた。

SNAP(20 nmol)投 与時の典型的な眼底変化は図 4の

通 りで,90分後には網膜および乳頭上血管の著明な拡張

を認めたが,3時間後にはほぼ回復 していた。相対的網膜

動脈径 は,こ の量 の SNAP投与 によ り60～ 120分 後 に

対照眼に対 して有意な増加を示 し,最大増加率は約 26%

(60分後)であった (図 5)。 他の投与量の結果 もまとめて

示 したのが図 6である.2 nmolよ り20 nmolの方が増加

率が大 きく,200 nmolは 20 nmolと ほぼ同 じ増加率 で

あった (な お,こ の実験では 6.6 nmolに ついては行って

いない).

次 にCarboxy―PTIOを 前投与 した場合,SNAPに よ

る相対的網膜動脈径の増加は有意に抑制された (図 7).

実験 3:SNAP単 独投与の血圧 。脈拍数,眼圧への影

著困E

撓骨動脈における平均血圧は SNAP(20 nmol)投 与 に

より30お よび 45分後に有意な下降 を示 し,最大下降は
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図 5 SNAP(20 nmol)硝 子体内投与による相対的網

膜動脈径の変化 .

■ :SNAP,□ :対照液.n=4,バ ーは標準偏差 を示

す。
*:p<0.05,*ホ :pく 0.01(paired t― testに よる対

照眼 との比較).

0.032

0  30   60  90  120 150 180
時 間 (分 )

図 6 SNAP(20 μl)硝子体 内投与 による相対 的網膜

動脈径の変化

□ :対 照液,◆ :2 nmol,■ :20 nmol,▲ :200

nmoL対照のみn=12,他は各n=4.

SNAP

0.01

0  30  60 9o 120 150 180
時 間 (分 )

図 7 SNAP(20 nmoI)に よる相対的網膜動脈径の変

化に対する Carboxy‐ PT10(200 nmol)前 投与の影

響 .

〇 :Carboxy‐ PT10前投与,● :対照液前投与.n=
4,バーは標準偏差を示す。

*:pく
0.05(paired t― test

による対照群 との比較 )。

6.lmmHg(30分後)で あった。その後は投与前 と比べて

有意差を認めなかった(図 8)。 脈拍数はSNAP(20nmol)

投与により測定時間(3時 間)中 ,有 意な変化 を示 さな

0  30  60  90  12o 150 180
時 間 (分 )

図 8 SNAP(20 mmol)硝 子体内投与による全身血圧

の変化 .

n=6,バーは標準偏差 を示す。
**:p<0.01(paired

t‐ testに よる初期値 との比較)。

△眼圧

(mmHg)

0    30    60   90   120   150   180
時 間 (分 )

図 9 SNAP(20 nmol)硝 子体内投与による左右眼圧

差 (SNAP投与眼―対照眼)の変化 .

n=4,バーは標準誤差 を示す。
ネ:p<0.05,キ *:p<

0.01(paired t‐ testに よる初期値 との比較).

かった。眼圧 は SNAP(20 nmol)投 与 によ り60～120分

後 まで有意な下降を示 し,最大下降は 4.5mmHg(90分

後)であった (図 9).

IV考  按

これまでに,著者 らは血管内皮由来収縮因子であるエ

ンドセリンの眼循環や視機能への影響,延 いては正常眼

圧緑内障との関連性などを調べ,報告
12)～ 14)し てきた。_

方,近年,そ れとは相反する作用をもつと考えられる血管

内皮由来弛緩因子の本体はNOであることが判明 し

た2)3)。 NOの眼循環に及ぼす影響については,こ れまでに

NO合成酵素阻害剤による網脈絡膜,毛様体,虹彩の血流

量や眼動脈,網膜動脈の変化を調べた報告
8)～ 11)は あるが,

NO自発発生物質の局所投与により直接 NOの視神経

乳頭血流量への影響を調べたものは,今のところ今回の

報告以外には見 当た らない。なお,SNAPは 数少 ない

NO自発発生物質の一つであるが,常温で比較的安定で

あり,しかも生理的条件下で直接 NOを発生する S― ニ ト

日眼会誌 100巻  1号
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ロソチオール誘導体である15)。

今回の電解式組織血流計による測定の妥当性について

は,こ れまでの報告
12)13)で も述べた通 りであるが,水素ク

リアランス法という確立された原理を基にしてお り,か

つ,対照眼に対する比を採っているため,麻酔深度の影響

や電極刺入または硝子体内注入そのものの影響なども無

視でき,血流量変化を捕える方法 としての信頼性は高い

と思われる。

実験 1の 結果,SNAP(2～200 nmol)硝 子体内投与 に

より視神経乳頭組織血流量は有意に増加 し,特 に,2～ 20

nmolで は用量依存性が認められた。しかも,NOと 直接

反応 して生理活性 を抑制す るNO消 去剤 (Carboxy‐

PT10)10の前投与 により,そ の増加が抑制された。この

ことから,SNAPか ら発生した NOの作用で視神経乳頭

組織血流量が増加したものと考えられた。

実験 2の結果,SNAP(2～ 200 nmol)硝 子体内投与 に

より相対的網膜動脈径 (乳頭縁)は 有意に増加し,2 nmol

よりは20 nmolの 方が増加率が高 く,実験 1の結果 と合

致 した。この増加 も,実験 1と 同様,NO消去剤の前投与

により抑制され,NOそ のものの作用であることが裏付

けられた。

実験 3の 結果,SNAP(20 nmol)硝 子体内投与により

全身血圧は30お よび 45分後に有意に下降した。SNAP
によって生じた NOの作用が体循環の血管をも弛緩 さ

せた結果,全身血圧を下降させた もの と考えられた。ま

た,同量のSNAP投与 により眼圧 も60～ 120分後 にか

けて有意に下降した。その作用機序については別に報告

する予定であるが,血圧下降 とは経時的変化が全 く異

なっており,それだけで眼圧の変化を説明できない。

今回の実験結果をまとめると,SNAP硝 子体内投与に

より視神経乳頭組織血流量は増加 し,そ の最大効果投与

量は 20 nmol近辺 と考えられた。その作用機序を考える

ため,網膜動脈径 (乳頭縁),血圧,眼圧などを測定した と

ころ,ま ず,血圧下降,動脈径増加が起 こり,そ の後,血圧

が戻 り,眼圧下降が起 こった。視神経乳頭組織血流量の増

加が起 こったのはその後である.さ て,視神経乳頭組織血

流量 (BF)は次式で表される17)。

BF=P/R
ただし,Pは乳頭灌流圧,Rは乳頭血管抵抗で,P=BP

(全身血圧)一 IOP

この式で,SNAPか ら生 じたNOに より,ま ず,BPが下

降 して Pが低下,Rも 低下するため,BFは 増減せず,や

がて BPが戻 り,し か もIOPが低下する結果,Pが上昇

する。Rの低下が残っている間,BFは増加する,と いう

経過をとると考えられた。

今回の検討の結果,NO自 発発生化合物は視神経乳頭

循環を増加し得ることが初めて示された。しかし,反面 ,

NOのぶどう膜炎 との関連性
18),神 経細胞死 との関連

19)

などの報告から不都合な作用を生じる可能性 もあり,毒

一酸化窒素自発発生化合物と視神経乳頭循環 。杉山他

性 につ い て の検 討 も重 要 で あ る と考 え る。現 在 ,SNAP

投与 に よ る視機能 ,眼圧 ,瞳孔 ,屈折 な どへ の影 響 を検 討

中で あ る。

稿 を終 えるにあた り,統計学的処理に関 して ご指導 を賜 っ

た近畿大学農学部米虫節夫助教授 に深謝致 します。なお,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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