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要

有色家兎眼において,① エンドセリンー1(ET‐ 1)を硝

子体内に投与した場合の房水蛋白濃度 (APC)の経時的

変化と,② ET‐ 1の作用に対するプロスタグランジン合

成阻害薬(PG阻害薬)点眼の前処置の効果,そ して,③

ET‐ 1投与 2時間後までの PG阻害薬点眼 (後処置)の効

果について,レーザーフレアセルメーターを用いて検討

した。その結果,① 10-5M ET‐ 1群の場合,投与 4時間後

をピークとして APCの上昇がみられたが,24時間後に
は正常に復していた。10-4M群の場合,ET‐ 1投与後約 1

時間から徐々にAPCの上昇がみられ,約 4～ 8時間後
に第 1のビークを形成 し,12時間後にわずかに濃度の低

下を示したものの,48時間後にはより大きな第 2の ビー

クを形成した。10-6M,10-7M群 の場合は,有意な変化は
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みられなかった.② PG阻害薬の前処置によって,10-5M

群の APC上昇は完全に抑制された。10-4M群 の APC
上昇は投与 12時間後までは部分的な抑制がみられたが,

24時間以降は抑制されなかった。③ PG阻害薬の後処置

によって,10-4M群 でも,APC上昇は投与 48時間後ま
で抑制 された。以上の結果から,ET‐ 1の硝子体投与に

よって生 じる房水蛋白濃度上昇は,ア ラキ ドン酸カス

ケー ドにおけるシクロオキシゲナーゼ系を介した反応で

あることが示唆された。(日眼会誌 101:209-214,1997)
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Abstract

We measured the time course of aqueous protein even 7 days after treatment. Treatment with anti-
concentration (APC) with a laser flare-cell meter prostaglandin agents before and after the injection
after the injection of endothelin-1 (ET-1) into the blocked APC increase completely in the 10-5M ET-1

vitreous cavity of pigmented rabbits and investigat- model, and partially in the 10-'M ET-1 model. These

ed the influence of pre- or post-treatment with an results indicate that ET-1 effects on APC are at
anti-prostaglandin agent on these effects of ET-1. least partially mediated by the cyclooxygenase path-

Injection of ET-1 significantly increased APC in a way of the arachidonic acid cascade. (J Jpn Ophthal-

dose-dependent fashion. After 10-5M ET-l injec- mol Soc 101:209-214,1997)
tion, APC reached maximum at 4 hours after treat-
ment and returned to the normal level 24 hours Key words : Endothelin-l, Aqueous protein con

after the injection. On the other hand, the 10-nM centration, Anti-prostaglandin agents,

ET-l model displayed a bi-phase time course, with a Arachidonic acid cascade, Cyclooxy-
peak value observed at 4-8 hours and 48 hours genase

post-treatment, and APC did not return to normal
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I緒  言

エンドセリンー1(endothelin-1,ET■ )は ,1988年 に血

管内皮細胞から抽出された強力な血管収縮作用を持つペ

プタイドであり1),眼科領域でも,特に網脈絡膜の循環調

節に関する研究2)～ 9)が多くなされている。前眼部に対す

る作用については,ET-1が角膜内皮 1° )・角膜上皮11)の 増

殖因子であること,眼圧,瞳孔径,房水蛋白濃度(aqueous

protein concentration,APC)に 影響すること12)-18)な ど

が報告されている。また,ET-1は虹彩毛様体に豊富に存

在 し13),フ ォスフォリパーゼA2の 活性を高めることに

よってアラキドン酸の放出を促進し,プロスタグランジ

ン(prostagiandin,PG)の 合成を促進することが報告
16)

されている。このことから,ET-1の アラキ ドン酸カス

ケードヘの関与が推察され12),我々は以前,ET-1前房内

投与によるAPC,瞳孔径の経時的変化 とET‐ 1のアラキ

ドン酸カスケードヘの関与について報告
15)し た。しかし,

ET-1の硝子体投与に関しては,ET‐ 1投与後の一定時間

後のAPCの上昇13)や PGE2濃度の上昇 12)14)16)～ 18)は報告
されているものの,APCの経時的変化に関する報告はみ
られず,ま た,こ のAPCの 変化に対するプロスタグラン
ジン合成阻害薬(PG阻害薬)の効果は明らかでない。

今回我々は,ET‐ 1を硝子体に投与することによって

生じるAPCの経時的変化を,レーザーフレアセルメー
ターを用いて検討し,さ らに,これらの変化に対するPG
阻害薬の影響を明らかにすることによって,ET‐ 1と ア

ラキドン酸カスケードとの関連について検討した。

II実 験 方 法

1,実 験 動 物

実験には,体重 1.5～2.5 kgの 有色家兎を雌雄の別な

く使用した。麻酔は,0.4%塩酸オキシブプロカイン(べ
ノキシール⑥,参天製薬)点眼麻酔のみとした。

2。 使用薬物と投与方法

ET‐1(Human)(ペプチド研究所)溶液の希釈には眼内

灌流液 (オペガード①MA,千寿製薬)を用い,10-4M,10-5
M,10-6M,10-7Mの 4種類になるように調整した。また,

対照液 として,ET-1を 含まない眼内灌流液のみを用い

た。投与量は 10 μlずつとし,角膜輪部から約 2mm離れ
た部位から,マイクロシリンジに接続した 30G針を用い

て眼球中心に向けて刺入し,硝子体中央部に針が入って

いることを確認して硝子体内に投与した。なお,針の刺入

部から注入液の漏出がみられた場合は,対象から除外し

た.

3.実 験 方 法
1)実験 1:ET‐ 1硝子体投与
APCと細胞数との経時的測定にはレーザーフレアセ
ルメーター(FC-1000,興和)を用い,得 られたフォトンカ

ウント値はアルブミン濃度に換算し,APCと して検討に
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用いた19).測定時間は,ET‐ 1投与前,投与後 0.5,1,2,

4,6,8,12,24,48,72,168時 間とした。なお,対象数は

10-4M群 ,10-5M群 ,対照群 は 7眼 ずつ,10-6M群,10-7
M群は5眼ずつとした。
2)実験 2:PG阻害薬前処置の効果
ET‐ 1硝子体投与に先立って PG阻害薬の前処置を
行った場合の,APCの経時的変化を検討した。前処置と
して,ET-1溶液投与の 2時間前から30分毎に計 4回 ,

右眼に0.1%ジ クロフェナクナトリウム(ジ クロード①,
わかもと製薬),左眼に人工涙液をそれぞれ 1～ 2滴ずつ

点眼した。用いた ET-1の濃度は,実験 1と 同様の方法で

調整した 10-4M,10-5Mの 2種類 とし,両眼に同一濃度
の ET‐ 1溶液を投与した。対象は下記のごとく4群 とし,

実験 1と 同様の測定を行った (各 n=5).

2-A群 :ジ クロード③点眼前処置+10-4M ET-1

2-B群 :人工涙液点眼前処置+10-4M ET‐ 1

2-C群 :ジ クロード③点眼前処置+10-5M ET‐ 1

2-D群 :人工涙液点眼前処置+10-5M ET-1

3)実験 3:PG阻害薬後処置の効果
ET-1硝子体投与後に PG阻害薬を投与 した場合の
APCの変化に対する影響を検討した。PG阻害薬投与
は,ET_1溶液投与直後か ら 2時間の間 30分毎に計 5

回,右眼にジクロード③を,左眼に人工涙液をそれぞれ 1

～ 2滴ずつ点眼した。用いた ET-1の濃度は,実験 1と 同

様の方法で調整した 10-4Mの 1種類とした。そして実験

1と 同様の測定を行った。この時の検討は下記の 2群で

行った(各 n=5).

3-A群 :10-4M ET-1+ジ クロード③点眼後処置 (前処

置なし)

3-B群 :ジ クロード③点眼前処置+10-4M ET‐ 1+ジ

クロード①点眼後処置

4.統計学的解析方法

実験 1では,対照群と各濃度の ET‐ 1投与群の結果を

比較した。実験 2で は,同一濃度の ET-1投 与群におい

て,ジ クロード①投与群 (2-A群 ,2-C群 )と 人工涙液投与

群 (それぞれ 2-B群,2-D群)を比較し,ジクロード③点眼

前処置による抑制効果があるかどうかを検討した。実験

3では,ジ クロード①点眼の後処置群と実験 1の 10-4M

ET-1単独投与群の結果を比較し,ジクロード①点眼後処

置による抑制効果があるかどうかを検討した。有意差検

定には,対応のない t検定を用いた。有意水準は 5%と
した。測定値は平均値士標準偏差で示した。

III 結  果

1.実 験 1

ET‐ 1硝子体投与によるAPCの変化を図 1に示した。
10-4M群 と10-5M群は,対照群と比較して有意な上昇を

認めた。10-4M群では,ET‐ 1投与後約 1時間からAPC
の上昇を認め,約 4時間で始めのピークに達した。その後
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図 1 エンドセリンー1(ET‐ 1)硝子体内投与による房
水蛋自濃度 .

10-4M群では投与後 2時間～72時間にかけて,10-5
M群では投与後 4時間～12時間にかけて,対照群に
比べて有意に房水蛋白濃度が上昇 した。10-6M群 と

10-7M群では有意な上昇はみられなかった。
● :10‐ M ET‐ 1(n=7),○ :10-5M ET‐ 1(n=7),
□ :10-6ゝ4 ET-1(n=5),△ :10-7NI ET-1(n=

5),× :対 照 (n=7).*:p<0.05,**:p<
0.01(対応のない t検定)
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図 3 プロスタグランジン(PG)阻害薬前処置と ET‐
1の房水蛋白濃度への影響 .

ET‐ 1投与後の房水蛋白濃度上昇 に対する,ジ ク

ロード③点眼薬前処置の抑制効果 を調べた。10-4M

ET‐ 1の 場合,2-A群では2-B群 でみ られた ET‐ 1

投与後 2時間から 12時間までの房水蛋白濃度の上

昇は有意に抑制 されたが,24時間以降は,2-B群 と

同様の濃度上昇を示した。10-5M ET-1の場合,ジ ク
ロード①点眼薬の前処置によって房水蛋自濃度の上

昇は完全に抑制された。

□ 2-A群 :ジクロード①点眼前処置+10-4M ET―
1(n=5),●  2-B群 :人工涙液点眼前処置+10-4M
ET-1(n=5),× 2-C群 :ジ クロー ド①点眼前処置 +
10-5M ET‐ 1(n=5),02-D群 :人工涙液点眼前処

置+10-5M ET‐ 1(n=5)。 *:p<0.05,**:p<
0.01(対応のない t検定)

8時間まで濃度は持続し,12時間でわずかに低下 した

が,そ の後再上昇し,48時間後にさらに大きなピークに

達した。その後,徐々に蛋自濃度は下降してきたが,ET‐ 1

投与後 168時間でも蛋白濃度の正常化はみられなかっ

00.5 1 2 4 6 8  12    24     48      72      168 (時 )

時間

図 2 ET‐ 1硝子体内投与による前房内細胞数.
10-4M群では,投与後 24時間と48時間において,対
照群に比べて有意に細胞数が増加した。その他の群で

は有意な上昇はみられなかった。(凡例,眼数は図 1と

共通 )
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図 4 PG阻害薬前処置とET‐ 1の前房内細胞数への
影響 .

ジクロード③点眼薬前処置+10-4M ET‐ 1群 (2-A

群)では,投与後 48時間に細胞数の上昇を認めたが,

家兎によるばらつきが大きく,2-B群 との間に統計

学的な有意差はみられなかった。(凡例,眼数は図 3

と共通)

た。10-5M群では,APCの上昇は 10-4M群に比べてやや

遅く,投与 2時間後付近から上昇し,4時間後付近でピー

クに達した。その後,徐々に濃度は低下し,10-4M群 のよ

うな二峰性は示さず,24時間後にほぼ正常に復した。こ

れらの蛋白濃度の上昇は ET‐ 1濃度に依存的であった。

ET-1投与後 4時間の APCは,10-4M群では 2,081.3±

441.2 mg/dl,10-5M群 で 1,395.6± 503.4 mg/dlで あっ

た。ET-1投 与 後 48時 間 の APCは ,10-4M群 で は
4,677.0± 2,699.7 mg/dl,10-5M群 で は 140.8± 185.8

mg/dlでぁった.10-6M群,10-7M群 の場合は,正常対照

群と比較して蛋白濃度の有意な上昇はみられなかった。

細胞数の変化は図 2に示した。10-4M群の 24時間と48

時間において有意な上昇を認めたが,その他の時間では

有意な変化はみられず,よ り低濃度の ET-1投与群では

有意な上昇はみられなかった。
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図 5 PG阻害薬後処置と ET‐ 1の房水蛋白濃度への
影響 .

ET-1投与後の房水蛋自濃度に対する,ジ クロード③

点眼薬後処置の抑制効果を調べた.ジ クロード①点

眼薬の前処置の場合,ET‐ 1投与後 12時間まで房水

蛋白濃度の上昇が抑制されたが (図 3),ET‐ 1投与

直後から2時間まで行ったジクロー ド①点眼薬の後
処置の場合 (3-A群および 3-B群 )は ,10-4M ET‐ 1

単独投与 (図 1)に比べて,48時間まで蛋自濃度上昇
は有意に抑制された。3-A群と3-B群の間に差はみ
られなかった。

● 3-A群 :10-4M ET-1投 与+ジ クロード③点眼薬
後処置 (n=5),03-B群 :ジ グロー ド⑪点眼薬前処
置+10-4M ET-1投与十ジクロー ド①点眼薬後処置
(n=5).*:p<0.05,**:p<0.01(対 応のない t
検定 )

2.実 験 2

PG阻害薬前処置の APCに対する効果を図 3に示し
た。PG阻害薬の前処置を行った2-A群 (10-4M投 与)の
場合,前処置を行わなかった 2-B群 と比べてAPCの上
昇は遅れ,約 6時間後からわずかに上昇し 12時間後まで

同程度の濃度を維持していたが,24時間からは2-B群 と

同様の濃度変化を示した。ピーク時(48時間)の APCは ,
2-A群 で 5,303.8± 3,385.3 mg/dl,2-B群 で 5,703.5±
2,435.l mg/dlで あった。2-C群 (10-5M投 与)の 場 合 ,
APCの上昇はほぼ完全に抑制されていた。細胞数に関し
ては,図 4の通り,最 も平均値の大きかった 48時間で比

較すると,2-A群は 14.4± 18.2個 /0.075 mm3,2-B群 は

17.6± 19.9個/0.075 mm3値 と有意な差はみられなかっ

た。また,他の時間でも有意差はみられなかった。

3。 実 験 3

PG阻害薬後処置の APCに対する効果を図 5に示し
た。ET‐ 1投与後 48時間目までは,3-A群 (PG阻害薬後

処置のみ),3-B群 (PG阻害薬前・後処置)と も蛋自濃度
の上昇はほぼ完全に抑制されたが,72時間後には,3-A

群 3,466.6± 1,719.3 mg/dl,3-B群 4,343.6± 860.2

mg/dlと ,PG阻害薬の前処置を行わなかった場合の
10-4M投与群のピーク時(48時間)の値 (実験 1)に 匹敵

するAPCの上昇がみられた。細胞数に関しては,3-A群
の 72時間後 (14.2± 8.6個/0.075 mm3)に 増加 したが,

00.5 1 2 4 6 8  12    24     48     72       168 (時
)

時間

図 6 PG阻害薬後処置とET‐ 1の前房内細胞数への
影響。

3-A群 の場合,ET‐ 1投与後 72時間で,実験 1の対
照群と比べて前房内浮遊細胞数の有意な上昇(p<
0.05)がみられたが,ET-1単独投与群と比較した場
合,個体差が大きく,24,48,72時 間とも有意な差は

みられなかった。(凡例,眼数は図 5と共通)

ET-1単独投与群 (実験 1)と の間に有意な差はみられな

かった (図 6)。

IV考  按

これまでに我々は,ET-1を前房内に投与した場合,約
1～ 2時間後をピークとした APCの上昇が生じ,8時
間後に正常化したことを報告

15)し た。また,こ の変化は

PG阻害薬の前処置によって抑制されたことから,従来
の報告

12)16)の
通り,ET-1のアラキドン酸カスケードヘの

関与が考えられた。しかし,家兎眼においては,前房穿刺

によって前房刺激症状を生じることから20)21),薬物投与

時の穿孔創からのわずかな房水の漏出によって,前房内

投与という操作自体が前房内に刺激を生じる可能性を完

全には否定できない。したがって,今回我々は,よ り安定

した方法として硝子体投与を選択し,ET-1の投与によ

るAPCの変化 と,その変化に対するPG阻害薬の影響
を検討した。

APCについては,これまで,ET‐ 1投与の一定時間後に
房水を採取して蛋白濃度を測定した報告

12)13)が主なもの

であり,ET-1の 硝子体投与後,長時間にわたる経時的な

変化に関する報告はみられない。MacCumberら 13)は ,
2.5μ gの ET_1を 含んだ balanced salt s01utiOn,10 μl

を前部硝子体に投与し,48時間後に房水を採取 した場

合,対照眼と比較してAPCが上昇していたと報告して
お り,Granstamら 12)は ,4 pmolの ET‐ 1投 与 に よ る

APCの上昇を報告している。しかし,こ れらの報告で用
いられた方法では,APCの測定のためには前房水を採取
しなければならないため,同一個体のAPCの経時的変
化を測定することは不可能であった.そ こで今回,我々は

レーザーフレアセルメーターを用いて,APCの経時的な
変化を測定した.そ の結果,APCの上昇は,投与した ET_
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1濃度に依存的であった (図 1)。 10-4M群の場合は,ET―

1投与後約 2時間後から蛋自濃度は上昇し始め,4～ 8

時間後に第 1の ピークを形成した。その後,徐々に APC
は低下したものの,48時間後にさらに高度の APCの 上

昇を認め,よ り高度な刺激反応が生じたと考えられた。そ

の後,徐々に濃度は下降したが,ET-1投与後 7日 で も正

常化はみられなかった。10-5M群 の場合は,10-4M群の

場合 と比べて,蛋白濃度の上昇は軽度であり,か つ 24時

間後以降の再上昇はみられなかった。これらの変化 は

PG阻害薬の局所点眼前処置によって抑制され,投与 し

た ET-1の濃度によって抑制効果に差がみられた。また,

PG阻害薬の投与方法を変えることで抑制の程度に差が

みられるかどうか検討 した (実験 3)と ころ,ET-1投 与

後の PG阻害薬後処置あるいは前・後処置によって も,
APCの上昇は抑制可能であった。10-4M ET-1投 与群に

おけるAPCの 上昇が,PG阻害薬の前処置によって 12

時間後まで抑制されたのに対し,後処置あるいは前後処

置の場合は,48時間後まで抑制され (図 5),前房内濃度

をより長い時間保つことができれば,10-4M ET‐ 1に よ

るAPCの上昇は抑制できると考えられた.
ET-1は ,フ ォスフォリパーゼ A2と の活性を高めるこ

とにより,ア ラキドン酸の放出を促進するといわれてお

り16),リ ポキシゲナーゼ系,シ クロオキシゲナーゼ系のい

ずれの系にも ET‐ 1は関与する可能性が考えられる。ま

た,こ れまでにもET‐ 1の 投与による PGE2濃 度の上昇

が報告
12)17)さ れており,ア ラキ ドン酸カスケー ドヘの関

与が推察されている。今回の実験では,PG阻害薬によっ

て APCの上昇が強 く抑えられたことから,ET-1に よる
APCの上昇は,ア ラキドン酸カスケードにおけるシクロ

オキシゲナーゼ系の関与が大きいと考えられた。この点

に関しては,今後 ET-1投与によるプロスタグランジン

濃度の変化や,ア ラキドン酸カスケー ドのもう一つの系

であるリポキシゲナーゼ系の代謝産物 (ロ イコトリエン

類など)の
｀
i農度変化を測定する必要があると考えられる.

なお,実験 1における 10-4M ET‐ 1投与群において,有

意な APCの上昇に伴って前房内の浮遊細胞数の上昇が

みられ,ま た,こ の反応は APCと 同様 にPG阻害薬 に

よって抑制されたことから,PGを介 した刺激反応の一

つと推察された。しかし,細胞数の測定結果は個体による

変動が多 く,今後の検討を要すると考えられた。
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