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要

Epinephrineは隅角組織に作用して房水流出率を上

げて眼圧を下げると考えられているが,摘出眼を用いた

交感神経作働薬の急性実験で,房水流出率と隅角培養細

胞の観察を併せて行った報告はないようである.我々は

新鮮な摘出ウシ眼を使用し,定圧法(15,20 mmHg)で 房

水流出率を実測し,培養細胞は Creanの方法で観察する

ことに よ り交感神経作 働 薬 とphosphodiesterase

(PDE)阻害薬の作用を比較した。

摘出ウシ眼の房水流出率は epinephrine,isoproter‐

enolおよびβ作働薬である dobutamineで は急性には

増加せず,非常な高濃度 (10-3M)では,む しろ流出率が低

下 しチこ.一 方,isobutylmethylxanthine,theophylline,

d‐ butyryl‐ cychc AMP(dB‐ cAMP),caffeineな どの

PDE阻害薬で流出率は著明に増加した。高濃度でもん
作働薬である salbutamolで は隅角内皮細胞や房水流出

率はほとんど変化しなかった。摘出ウシ毛様体筋もβ刺
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約

激薬にほとんど反応しなかった。すなわち,種々の交感神

経作働薬では隅角内皮細胞の形態は変化しても房水流出

率は増加しなかった。しかし,PDE阻害薬では細胞の形

態のみならず,房水流出率も著明に増加した。交感神経作

働薬の効果は単独では僅かであったものの,dB‐ cAMP
などで類似の反応が生じ,ま た,それ自体では効果のない

濃度の PDE阻害薬との併用によって増強した。
ウシ眼ではβl作働薬よりもPDE阻害薬の方が強力な
作用を有していた。房水流出路近傍の細胞は動物の種差

に応じてそれぞれ特有のβ受容体を有するものの,細胞

内の PDEに よって,著 しくその効果の発現が抑制され
ている状態にあると考えた.(日眼会誌 101:551-557,

1997)
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Abstract

Changes in the outflow facility of perfused bovine tamine or salbutamol did not increase the outflow
eyes and in the shape of cells in cultured trabecular facility, at temperatures of 22'C or 36'C, whereas

meshwork (TM) were studied after exposure to theophylline, caffeine and IBMX increased the facil-
adrenergic drugs. Dobutamine, a selective B, agonist ity in a dose-dependent manner. The high concen-
caused confluent TM cells to change from their trations of B-adrenergic agents required to produce

usual polygonal shape to a characteristic stellate even a small change in outflow facility and the cell
shape. Salbutamol, a selective B, agonist showed no shape argue against the involvement of adrenergic
effect. The phosphodiesterase (PDE) inhibitors, receptor mediation; on the other hand, the enhan-
isobutylmethylxanthine (IBMX), theophylline, and cement of the effects of epinephrine by PDE in-
caffeine were also very effective in producing this hibitors and a similar effect produced by cAMP
shape change. Epinephrine, isoproterenol, dobu- suggest that the changes in the cell shape are
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produced by B-receptor activation. The B-adrener-
gic agents were ineffective on changing outflow
facility but the PDE inhibitors were remarkably
effective in producing both shape change and

increasing facility. PDE inhibition has much
greater influence on and around the outflow chan-
nels than pure B-adrenergic agonists, at least in

日眼会誌 101巻  7号

enucleated bovine eyes.(J Jpn(Dphthalmol Soc 101:

551-557,1997)

Key words: Trabecular meshwork, Outflow facil-
ity, Glaucoma, Adrenergic agonists,
Phosphodiesterase inhibitor, Intra-
ocular pressure

I緒  言

Epinephrineは 隅角組織に作用して房水流出率を上げ

て眼圧を下げる
1)2)と
考えられている。この眼圧下降はヒ

ト1)～ 3),実験動物
4)5)に おいてみられる。その作用機構の詳

細は不明であるが,主 として房水流出を促進する
5)6)と ぃ

われている。

隅角線維柱帯の細胞にはβ受容体が存在 しており
7)8),

このβ受容体 を介した細胞の形態変化
9'10)が
房水流出率

を上昇させるように作用する
1° )可能性がある.ま た,sulf―

hydryl(SH)剤 H)-14)を使った実験結果から,房水流出 と

隅角組織機能 との関連
15)が
研究されるようになってきて

いる。

最近,器官眼
16)を
用いて epinephrineの効果9)が調べら

れているが,種々の交感神経作働薬の房水流出率に及ぼ

す効果を摘出眼で実測し,そ れに対応させて隅角培養細

胞の観察を行った報告はないようである.

我々は種々の交感神経作働薬 として,ephephrineの

他 にβ選択性 の高い isoproterenol,β l作働 薬 で あ る

dobutamine,ん 作働薬である salbutamolお よび phos―

phodiesterase(PDE)阻 害 薬 と して,isobutylmethyl

xanthine(IBMX),theophyHine,caffeineを 用 い,ウ シ

眼の毛様体筋の反応を考慮しながら房水流出と隅角内皮

細胞の形態変化を併せて調べた。なお,毛様体筋と房水流

出率に及ぼす PDE阻害薬の効果については別に発表予
定である。

II実 験 方 法

新鮮な摘出ウシ眼を実験に使用した.房水流出率の実

測は既報
1° )に従い,定圧法を用いた。温度は 22° C(室温 )

と 35° Cの両方で検討 した。

毛様体筋の収縮は,等尺性に静止筋緊張と神経興奮性

収縮高を調べた。隅角内皮細胞の培養は Creani7,10の 方

法を用いた.細胞は位相差顕微鏡でまず観察し,薬物で変

化 した細胞数 に応 じて十 :5～ 24%;十 +:25～
70%;+++:>70%の ように分類 した.ア クチンの染

色などは市販の抗 ヒ トモノクローナル抗体 (du Pont,

DE)を 用いた。

使用した薬物は epinephrine,timolol,(± )― isoproter―

el101 HCl,theophyllille,caffeine,cyclic adenosine-3',

図 1 培養ウシ隅角内皮細胞の形態 .
3つ の細胞はともによく伸展し,細胞間には間隙が見られない。

左 :位相差顕微鏡写真,右 :同一部分のアクチン染色 .
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5'_1110nophosphate― Na(cAゝ江P),N6-2'-0‐ dibutyryl

cyclic Aゝ′IP(dB_cAλ4P),isobutyllnethylxanthine

(IBMX)で,Sigma社製 (St LOuis,MO)で ある.ま た,do‐

butamineと salbutamolは Lilly社 (Indianapolis,IN)

から提供を受けた。

これらの詳細はすでに報告
10)19)20)し た通 りである。

III 結  果

正常のウシ隅角内皮細胞 (図 1)は 多角形で,と きに細

い突起を有 したが,confluenceに なると細い突起は消失

した。

Epinephrineを 投与すると,細胞は濃度 と時間に応 じ

て特徴的な形態を示した。この変化は通常の多角形から

樹枝状の形態へ と変化した。つまり,核の回 りで凝集し,

長い放射状の突起を出して容器に付着した。

TheophyHineは 3～ 10 mMで類似の形態変化を示し,

その変化は epinephrineよ り急速であった。この変化は

アクチンの凝集を示し,図 2に示すようにフィラメント

の構造は観察できなくなった。濃度と投与時間との関係

について細胞の形態を評価するために,位相差顕微鏡の

下で細胞を樹枝状に変化した細胞の数に応 じて,方法に

示した 4通 りに分類した。

10-3Mで は dobutamineは 3時 間以内 に,isoproter‐

enolは 6時間で十分な効果を示 したが,epinephrineで

は 18時間かかった (図 3a)。 同様の細胞変化を来すため

に epinephrineは ,10-4Mで は 2日 ,10-5Mで は 3日 間

かかった (図 示せず).Theophynine(図 3b)は ,lmM以
下ではそれ 自身 では効果 を示 さなかった.し か し,

0.3～0.6mMの theophyHineを各々の交感神経作働薬
の入った wellに 投与す る と,交感神経 作働薬 (epine‐
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phrine,isoproterenol,dobutamine)の 効果 は著明 とな

り,早期に低濃度で出現 した。Timololは 10倍以上の濃

度でも各々の反応を完全に抑制することはできず,ま た,

salbutam。 1は 10-3Mと いう高濃度で も効果 はなかっ

た。

PDE阻害薬では細胞形態の変化はさらに著 しかった。

図 3bに示す通 りIBMXが最も強力で,ほ とんどの変化
は 3時間以内にみられた。

cAMPや dB―cAMPも 類似の変化 を示 した (図 3c).

細胞膜 を通過可能な dB―cAMPは cAMPよ り低濃度か
ら効果がみられた。Butyrate単独では,そ の濃度では効

果を示 さなかった。なお,adenosine(3～ 10 mM)の 作用

もcAMPの作用に類似していた。
1.房水流出率への効果

房水流出率に及ぼす薬物の効果を投与後 30,60,90分

で対照眼 と比較 した。22°C(室温)で は,epinephrine,iso‐

proteren。 1ぉ ょび dobutamineは 10-3Mと いう高濃度

で も房水流出率 に影響 しなかった (図 4a)。 その一方,

IBMX,theophyllineや caffeineは 対照 と比べ著明に流

出率 を上昇 させた。すなわち,IBMXは 60分 で,他 の

PDE阻害薬 も90分 までに流出率は対照のほぼ 2倍 に

なった (図 4b)。

35° Cで は,epinephrine,isoproterenolお  よ び do―

butamineは 10-3Mの 高濃度でも房水流出率を上げず

(図 5a),む しろ投与後の 90分になると,高濃度の epine―

phrine,isoproterenol,dobutamineを 灌流した側の房水

流出率の方が対照眼よりも低下 した。3～ 4時間まで灌

流しても流出率は上昇に転じることはなかった。灌流 3

時間で dobutamine(10-6,10-5,10-4M)に よる流出率 は

各々の対照 の,97.3± 6.8(平 均値±標 準偏差),80.8土

房水流出と隅角組織に及ぼすphosphodiesterase阻 害薬の効果 。鈴木他

図 2 Theophynineに よるウシ隅角内皮細胞の形態 (2mM,2時間)。
a:位相差顕微鏡写真,b:同一部分のアクチン染色 .
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図 3 種々の薬物投与 3,6,12,18時間後の細胞の観察 .
a:交感神経作働薬,b:phosphodiesterase(PDE)抑 制剤,c:cyclic adenosine‐ 3',5'‐ monophosphate‐ Na
(c AMP)類 .各培養皿の 2～ 3部位の,変化 した細胞数によって十 :5～ 24%,十 十 :25～70%,十 十十 :>
70%と 分類 した。各々の薬物の効果は dobutamine>isoproterenol>epinephrine:isObutylmethylxanthine

(IBMX)>theophyHine>caffeine:N6‐ 2'-0‐ dibutyryl cyclic AMP(dBcAMP)>cAMPの 順であった.
a)CI:epinephrine,:■ :iSOprOteren01,● :dobutamine,b)||:IBNIX,(D:theophylline,○ :caffeine,
c)▲ :dBcAMP,△ :cAMP
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図 4 22° Cで測定 した摘出ウシ眼球の房水流出率に及ぼす (a)交感神経 β作働薬と(b)PDE阻害薬の効果 .
n=6.

a:epinephrine,isoproterenol,dobutarnine, b:113ヽ 4X,theOphylline,caffeine
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図 5 35° Cで摘出ウシ眼球の房水流出率に及ぼす (a)交感神経 β作働薬と(b)PDE阻害薬の効果 .
n=6.

a:epinephrine,isoproterenol,dobutarnine, b:I:Bλ /1:Xl,theophylline,caffeine
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5.9,83.5± 4.7%に なった。一方,PDE阻害薬 は 22° Cと

同様に 35°Cで も著明に流出率を上昇させた.房水流出率

に及ぼす効力はIBMX>theophyHine>caffeineの順で

あった (図 5b)。

要約すると,摘出眼の房水流出率 はepinephrineや

isoproterenolで は増加せず,非 常な高濃度(10-3M)で

は,む しろ流出率が低下した。一方,dB‐ cyclic AMPお よ

び IBMX,theophyHineな どのPDE抑制薬で房水流出

率は著明に増加した。高濃度でもsalbutamolで は隅角

内皮細胞や房水流出率の変化はほとんどなかった。摘出

ウシ毛様体筋もβ刺激薬にほとんど反応せず,かつて得

た所見と一致した
19)。

なお,隅角内皮細胞と房水流出率に関する本結果は,現

在投稿中の「毛様体筋と房水流出に及ぼす PDE阻害薬
の効果」と同様であった。

IV 考  按

今回の摘出ウシ眼球の実験から,種々の交感神経作働

薬は高濃度で隅角内皮細胞の形態を変化させるものの,

房水流出率は少なくとも我々の観察時間内では増加しな

いことがわかった。しかしながら,PDE阻害薬では細胞

の形態のみならず,流出率が著明に増加 した。すなわち,

隅角および毛様体筋など眼圧と関係する組織において

は,β 作働薬よりもPDE阻害薬の方がはるかに強力な

作用を有した.

この隅角内皮細胞へのepinephrineの効果は濃度依存

性で特徴的な細胞形態を示し,Tripathi21)22)の 報告とほ

ぼ一致する。Kawaら 23)は epinephrineを 投与 したとき

の変化を cell elongationと表現している。

我々の実験で isoproterenolは epinephrineと 作用は

類似していたが,効果はやや強力であった。使用した交感

神経作働薬の中ではdobutamine(β l作働薬)が最も強力

であった.と ころが,salbutamol(μ作働薬)は 10-3Mと

いう高濃度でも細胞形態に変化を示さなかった。

従来,隅角組織には動物でもん受容体が分布する
7)8)と

されており,眼圧下降作用もら受容体
8)を 介していると

される。その機能面
20)は
摘出眼の灌流実験では調べられ

ていなかった。しかし,本実験で少なくともウシ眼では

β作働薬の方が強力な効果を示すことがわかった。

隅角内皮細胞の形態は,PDE阻害薬によっても交感神

経作働薬 と類似の変化が生 じた。dB―cAMPや aden‐
osineに も同様の効果がみられた。以上のことから,こ の

細胞形態の変化はcAMPを介した反応であるかも知れ
ない。しかしながら,cGMP濃度を上昇させる zaprinast

が強力な効果を示したこと(未発表),お よび theophyl‐

Hneや IBMXも cGMPを 上昇させることから,cAMP
とは別の経路を介した現象をみている可能性がある。

この培養細胞が生体の細胞と同じ役割を果たしている

のか,ま た均一の細胞のみ
24)～ 26)を
観察できているのかど

うかは不明である。しかし,毛様体筋の効果を実測した別
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論文で述べるように,培養細胞はglycosaminoglycan合

成27),β 受容体7)8)24),ス テロイド反応16),TPA合 成能28)ゃ

貪食能
29)を
有しているという報告もあり,生体流出路組

織の機能を反映していると考えた。

ところで,本実験で PDE阻害薬,特 にIBMXで房水
流出率の上昇がみられた一方,交感神経作働薬による房

水流出率の変化は僅かであった。22°Cと 35°Cで調べても

交感神経作働薬は房水流出率を上昇させず,高濃度の

dobutamineはむしろ流出率を僅かながら低下させた。

もし,房水流出率の変化が隅角内皮細胞の形態変化と同

じ機構を介しているのならば,交感神経作働薬が PDE
阻害薬ほど摘出眼の房水流出率を上昇させなかった理由

は,灌流実験と培養実験の時間の違いによるのかも知れ

ない。我々の実験では,時間が経つごとに交感神経作働薬

は房水流出率を下げる傾向がみられた。3～ 4時間以上

灌流した際に,隅角組織が正常に機能しているかどうか

報告がないので,交感神経作働薬の房水流出率への効果

をみるためには,さ らに長時間観察できる方法を考えて

みたい。また,こ のことはepinephrineの 房水流出の研究

が 物 υグ′印 では進展していない理由の一つかも知れな

い.

隅角の細胞形態 と房水流出率に cAMPや dB‐cAMP
も同様の変化を示したし,PDE阻害薬単独では効果のな
かった濃度で交感神経作働薬の効果が急速に,そ して大

きく表れた。したがって,細胞の形態のみならず,房水流

出率の変化もその一部はcAMPを介 したものであると
考 えてよいであろう。しかし,cGMPや 高濃度の epine―
phrineあ るいは他のβ作働薬による細胞の障害につい

ても検討する必要がある。

以上のことをウシ眼のみにみられる現象 と考えるの

は,お そらく適当ではない。Epinephrineに よる房水流出

率の上昇は摘出眼では Erickson―Lamyら 9)に よる報告
があるにすぎず,epinephrineが 動物の摘出眼の房水流

出を上昇させるという報告は,我々の調べた限りまだな

い。また,毛様体筋では種差が著しいものの,β 作用によ

る筋の弛緩反応は小さいかもしくは無視できる
19)の に,

しかしながら,PDE阻害薬は毛様体筋を強力に弛緩させ

る20)。 ょって,房水流出路近傍の細胞 (隅角内皮細胞,毛様

体筋)は動物の種差に応じて,そ れぞれ特有のβ受容体

を有するけれども,そ の機能は細胞内の豊富な PDEに

よって著しく効果の発現が抑制されている状態にある。

本研究の一部は科学研究費 (基盤 C-08672018)の 援助を受

けた。本論文はJJOで も発表予定20)である。

なお,「毛様体筋 と房水流出率に及ぼす PDE阻害薬の効
果」については第 7回 日本緑内障学会で発表し,別に論文 (和

文)と して投稿中である。本論文では毛様体筋以外の部分を主

として記した。
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