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要

強力,かつ持続的な血管収縮作用を持つエンドセリン

ー1(ET‐ 1)を局所投与 し,自色家兎の脈絡膜血管に対する

作用を観察 した。摘出眼球では分割後網膜を剥離 し,5×

10-5Mの ET‐ 1を脈絡膜に滴下すると脈絡膜細動静脈は

著明に収縮 した。生体眼では強膜開窓法を用いて開窓部

に局所投与 した。5× 10-5Mの ET‐ 1を 2 μl,5分毎に

2× 2mm大の開窓部に滴下 し,滴下前,滴下開始 15分

後,30分後に同一視野を顕微鏡映画撮影によって記録し

分析した。上頸交感神経節を切除し,脈絡膜細動脈が拡張

した群 (切除群)に も同様の実験を行った。上頸交感神経
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約

節を切除していない群 (非切除群),切除群 とも脈絡膜細

動脈径に有意な変化はみられなかった。以上の結果から,

摘出眼球では ET‐ 1の網膜側からの局所投与により収縮

した脈絡膜細動脈は,生体においては ET‐ 1の強膜側か

らの局所投与では収縮 しないことが明らかとなった。(日

眼会誌 101:558-563,1997)
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Abstract
The effects of topical administration of significant change in caliber of the choroidal

endothelin-1 (ET-l), a potent and long-acting arteries either in the untreated group or in the
vasoconstrictive peptide, on choroidal vessels were ganglionectomy group (superior cervical sympa-

studied in albino rabbits. In enucleated eyes that thetic ganglions lvere removed and choroidal

were divided and the retinas removed, topical insti- arteries were dilatated). These results suggest that
llation of ET-l at 5X10-5M induced remarkable ET-l acts in choroidal arteries from the retinal side

constriction of choroidal arteries and veins. In uiuo, in uitro but does not act from the scleral side in
the scleral window technique and microcinemato- uiao. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 : 558-563, 1997)

graphy were used to study the effects of ET-l on the
choroidal arteries. The same field was recorded Key words: Endothelin-1, Choroidal artery, Scler-

before, and 15 and 30 minutes after, instillation of al window technique, Cervical sympa-

2pl of ET-l at 5X10 5M every 5 minutes. Topical thetic nerve, Choroidal circulation
application of ET-l did not cause any statistically

I緒  言

エンドセリンー1(ET‐ 1)は ,主 に血管内皮細胞で産生さ

れる,強力で持続的な血管収縮作用を有するペプチドで

ある。ET-1が脈絡膜血流量を減少させることは,吸入式

水素クリアランス法1)2)や 電解式水素クリアランス法3)4)

により明らかにされている。しかし,そ の投与方法は血圧

や脈拍数などの大循環の影響を受ける静脈内投与あるい

は眼圧変化の影響を受ける硝子体内投与であり,脈絡膜

局所への投与ではない。また,脈絡膜血管が実際に収縮し
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ているかどうかは直接観察されてはいない。そこで著者

は,高濃度のET-1を ,摘出眼球においては網膜側から脈

絡膜 に局所投与し,生体においては岡山大学眼科学教室

で改良 してきた強膜開窓法5)0)を 用いて強膜側から脈絡

膜に局所投与し,そ の部の脈絡膜血管の反応をみた。

II実 験 方 法

実験 には,体重 2.0～ 3.7 kg(平 均 3.O kg)の 雄の自色

家兎 31匹を用いた。

ET-1は Endothelin_1(Human)(ペ プ チ ド研 究 所 :

4198-s)を 0.1%酢酸溶液(pH 3.2)で溶解した 10-4Mの

溶液 を 0.lMリ ン酸塩緩衝液で 2倍 に希釈し,pH 7.1

に調整 した 5× 10-5Mの ものを用いた。

実験 1:摘出眼球での観察

家兎の眼球をペン トバルビタールナ トリウム(ネ ンブ

タール③)静注による全身麻酔下に摘出して直ちに分割

し,生体顕微鏡下に網膜を剥離した後,脈絡膜にマイクロ

ピペ ット(GILSON,pipetman)を 用 いて ET‐ 1を 2～ 4

μl滴下 した。対照として,オ ペガー ド①MA(千寿製薬)を

滴下 した。一方,脈絡膜 を強膜から象」離するのは困難で検

討できなかった。

実験 2:生体眼での観察

1)麻酔と全身管理

耳静脈に22Gエ ラスター針を挿入留置し,生理食塩液

をつないだ。ペントバルビタールナ トリウム 20～25 mg/

kg(ネ ンブタール①O.4～0.5m1/kg)を ゆっくり静注し,

導入麻酔 とした。臭化パ ンクロニウム (ミ オブロック③)

0.5 ccを静注し,輪状軟骨直下で気管切開を行った後,外

径 4.8mm(内 径 3.5mm)の 気管内チューブを気管切開

部から挿入し,動物用 レスピレーター (五十嵐医科工業 ,

MODEL B2)に 接続 し,毎 回換気量 80～ 100 cc,肺 胞圧

20～25 cmH20,呼吸数 17～19/minで呼吸を維持 した。

上頸交感神経節切除群では,こ こで左側の上頸交感神経

節を切除した7)。 以後,適宜臭化パンクロニウム0.2 ccを

追加静注し,筋弛緩状態を保った。

2)強膜開窓法

左眼球に強膜開窓手術を行った。上下眼瞼と眼富上縁

の軟骨を切除し,上方の結膜を切開,上直筋 と上斜筋を切

離した。出血は自然に止血するのに任せ,凝固操作は行わ

なかった。上耳側および上鼻側渦静脈の中間に,輪部から

5.5mmの 所から2× 2mm大の強膜窓を手術顕微鏡下

に作製 した。脈絡膜に接 した極めて薄い数層の強膜線維

を残 し,前房穿刺はしなかった5)。

開窓部の膨隆はなかっ

た。制御糸はかけなかった。オペガー ド① MA(千寿製薬 )

とそれを浸した脱脂綿により角膜 と上部強膜の乾燥を防

いだ。

3)顕微鏡映画撮影

断熱フィルターを装着 した300Wの キセノンランプ

(ナ ック,ク セノン照明装置 300型 )を 光源 に用い(150
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W8Aで 使用),光束を凹面鏡により0.4%ト ロピカ ミド

(ミ ドリン①M)点眼によって散瞳 した瞳孔を通 して撮影

時にのみ強膜開窓部 を照明した (図 1)。 撮影準備時など

撮影時以外で照明が必要な場合は,照 明装置 と凹面鏡の

間にサングラスで作 ったフィルターを入れ,照 明部の熱

を抑 えた。開窓部上方に光学顕微鏡の鏡筒部分 (接眼レン

ズ 10× ,対物 レンズ 10× ),顕微鏡映画撮影用アダプター

(日 本光学)を 取 りつ けた 16 mlllハ イス ピー ドカメラ

(大 沢 商 会,ハ イ カ ム 16 mmハ イ ス ピー ドカ メ ラ)を

セットし,脈絡膜循環動態を観察 し記録 した。ET-1は マ

イクロピペ ットを用いて 2 μlを 5分毎に強膜開窓部 に

滴下 した。開窓部が 5分経つと少 し乾燥 して くることも

あ り,5分毎に滴下 した。ET-1滴下前 と滴下開始 15分

後,30分後 に同一視野で顕微鏡 16 mm映 画撮影 を毎秒

240フ レーム (ノ ーマルスピー ドの 10倍 )で行った。撮影

時間は,そ れぞれ約 7～10秒であった。レスピレーター

を停止すると姿勢が大幅に崩れてしまい撮影できな くな

るため停止せず,呼吸運動に伴い動揺する視野 と焦点 を

それ らが比較的安定する呼気相の終わ りに合わせて撮影

した。フィル ムは フ ジカラー リバーサル フィル ム RT
500,100 ft(フ ジフィルム)を使用 した。

4)フ ィルム分析

現像 したフィルムはフィルム分析器 (ナ ック,フ ィルム

モーションアナライザーMODEL PH-160B)の 投影面

に投影 し,ピ ントがよ く合っている数 フレームで細動脈

径を定規で計測し平均 した。

5)耳動脈圧 と眼圧の測定

耳動脈圧は耳動脈に 24Gエ ラスター針を挿入留置 し,

血圧 トランスデューサ (日 本光電,デ ィスポーザブル血圧

モニタリングキット)と ひずみ圧力用アンプ (日 本光電 ,

AP‐ 620G)を 用いてペ ンレコーダー (松下通信工業,VP―

6523A)で 測定 し記録 した。眼圧 は,手 持ち眼圧計 (コ ー

フ,HA-1)を用いて左眼の眼圧 を上頸交感神経節非切除

群で測定 した。

6)強膜開窓部の温度の測定

開窓部の温度は,別 の 2眼でデジタル生体温度計 (ユ

ニークメディカル,TME-400)の ワイヤータイプ測温用

エレメン ト(TW-300)の 先端部 を開窓部に縫着 して測定

した。

なお,統計学的検討 には ET‐ 1の滴下前後の間で pair―

ed t―testを ,上 頸交感神経節非切除群 と切除群の間で

Student'st‐testを 用い,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:摘出眼球での観察

ET‐ 1滴下約 30秒後から脈絡膜細動脈が攣縮 しはじ

め,著明に収縮した。また,細静脈 も収縮した(図 2)。 オペ

ガー ド③MA(千寿製薬)の滴下では変化を生じなかった。



図 1 2× 2mmの強膜開窓部を経瞳孔的に照明して

いる状態。
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a                                       b

図 2 a:摘出眼球を分割 して網膜を剥離 した直後の脈絡膜細動静脈の生体顕微鏡写真.太い血管が細静脈 ,

その間の細い血管が細動脈.b:同部にエン ドセ リンー110-5M4μ lを滴下 5分後の生体顕微鏡写真.脈絡

膜細動脈は著明に収縮 し,細静脈も収縮 している。
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図 3 16 mm映画フィルムからの拡大写真.

この例は上頸交感神経節の切除は行っていない。写真のほぼ中央 を縦方向に走る脈絡膜細動脈が同一部位 (矢

じり)で,a:ET-1滴下前 52.9μm.b:ET-1滴 下開始 15分後 57.7μ m(109.1%)。 c:ET‐ 1滴下開始 30分

後 60.9μ m(115.1%)と拡張 している。ET‐ 1:エ ンドセリンー1.

■
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管内皮細胞に分布 して血管内皮細胞からの内皮由来弛緩

因子(EDRF,一酸化窒素(NO))や プロスタサィクリン

(PG12)の 遊離を介 して間接的に血管弛緩に関与するこ

とが明らかになっている8)。

ET-1の 血管系への主要な作用は,強 力で持続的な血

管収縮作用である。外因性に投与 した ET‐ 1は ,各種臓器

の細動脈をほぼ例外なく強力に収縮させる.心筋や骨格

筋組織においては,よ り細い細動脈に感受性が強 く,局所

的な血管攣縮を引 き起 こすことが特徴的である。ET_1

は二次的に他の血管拡張物質の放出を刺激し,よ り複雑

な生体反応を招来することもある。血管拡張作用は血管

収縮作用より低用量から出現するが,高用量では収縮性

が優勢となって拡張作用がマスクされることにな り,濃

度依存性に血管を収縮させる9)。 ブタの脳脊髄液に投与

したとき脳軟膜の細動脈は,低 用量 (約 4× 10~HM)で は

約 10%の 血管拡張 を示 した9)。 ラットの脳軟膜動脈 も

10~10Mで 約 5%拡張 した9)10)。 しか し,ラ ット脳底動脈

などで拡張反応が認められないとの報告10)も ある。強膜

開窓法では,どの程度のET_1が脈絡膜に到達するのか

が不明であるため,強力な血管収縮作用を期待して,で き

るだけ高濃度の ET‐ 1を頻回に滴下 した。

また,投与方法による血管の反応性の違いが存在する。

脳表血管においては,ET_1は血管内膜側からは作用せ

ず,血管外膜側からは収縮作用があることが示 されてい

る。イヌおよびネコの椎骨動脈内に ET‐ 1を注入 しても,

脳底動脈口径には変化がないか軽度拡張を示すが,大槽

内に注入すると濃度依存性に持続的に収縮するH)。 ネコ

脳軟膜動脈 も頸動脈内投与では収縮 しないが,脳表灌流

により収縮する。高張マンニ トール溶液をネコ頸動脈内

に注入して血液脳関門を開放 した後でも,ET-1の 頸動

脈内注入では脳軟膜血管は収縮 を示さなかった12)。
他の

実験 2:生体眼での観察

1)脈絡膜細動脈径の変化

ET_1滴下前と滴下開始 15分後,ま たは 30分 後の少

なくとも一方に,ピ ントのよく合った映像が得られた眼

で有意差検定を行った(図 3).

上頸交感神経節を切除 していない群 (非切除群)9眼 に

おいて,ET_1滴下開始 15分後に周辺部脈絡膜細動脈が

拡張する傾向がみられた (p=0.10)が ,有意な変化はみ

られなかった。上頸交感神経節を切除した群 (切除群)7
眼において,ET‐ 1滴下開始 15分後に細動脈が若干収縮

する傾向がみられた(p=0.21)が ,有意な変化はみられ

なかった (表 1).

非切除群 と切除群の間では,ET_1滴下前の細動脈径

および ET_1滴下開始 15分後の細動脈径の変化率に有

意差が認められた(表 1)。

2)耳動脈圧と眼圧の変化

ピン トの合った映像が得 られなかった家兎を加えた非

切除群 9匹 と切除群 13匹において,そ れぞれ耳動脈圧に

有意な変化はみられなかった (表 2)。 また,非切除群 7眼
での眼圧は,ET_1滴下後に有意に上昇した (表 2)。

3)強膜開窓部の温度

開窓部の温度は無照明時 37° C,フ ィルター使用下での

キセノン照明時 39°C,撮影時 (キ セノン照明時)47～ 49°C
であった。

IV 考  按

ETと その受容体は広範な臓器,組織,細胞 に分布し,

パラクリン・オートクリン因子としてさまざまな生理作

用を司ると考えられている。ET受容体はETA,ETBの 2

種類が同定されており,血管においては,ETA受容体は血

管平滑筋に分布して血管収縮に関与 し,ETB受容体は血

表 1 エンドセ リンー1(ET‐ 1)滴下前の脈絡膜細動脈径 と ET-1滴下後の脈絡
膜細動脈径の変化

ET‐ 1滴下前の
脈絡膜細動脈径 (μ m)

ET-1滴下開始後の脈絡膜細動脈径の変化 (%)

15分後 30分後

上頸交感神経節

非切除群 44.8± 8.6 102.5± 7.3(n=8)

95.9± 59(n=5)切除群 55.6± 9.3

平均値士標準偏差,*:p<0.05

表 2 ET‐ 1滴下前後の耳動脈平均血圧 と眼圧

ET-1滴下前 15分後 30分後

耳動脈平均血圧(mmHg)
非切除群 (n二 9)

切除群 (n=13)

眼圧 (mmHg)
非切除群(n=7) 19.6± 6.1キ

*

(n=9)

(n- /l]

104.7± 70¬ (n=7)

96.9± 5.1」 (n=6)

96.2± 9.4

103.8± 9.0

96.6± 9_5

104.5]±:8.1

97.3± 10.3

104_9± 8.7

13_1」二4.5 17_6=L5.5*沐

平均値±標準偏差,**:p<o_ol
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臓器の血管では血管内腔側からの投与で作用するとの報

告が多い。

さて,ET-1の 脈絡膜血管に対する作用についてであ

るが,ET‐1が静脈内および硝子体内投与により脈絡膜

血流量を減少させることは,吸入式水素クリアランス法

や電解式水素クリアランス法により明らかにされてい

る1)～ 4)。

岡田は吸入式水素クリアランス法を用いて脈絡

膜組織血流量を測定 している。ET-1を 自色家兎に静注

した場合,投与 10分後に最も組織血流量が減少 し,そ の

後徐々に回復したが,60分後においても有意に減少 して

いた1).ま た,眼圧を一定に保った自色家兎の硝子体中に

10-5M,10-6Mの ET-1を それぞれ 0.l ml硝子体中に注

入した場合,投与 40分後をピークに 60分後においても

有意に減少していた2)。 以上から,脈絡膜血管が収縮 した

ため,血流量が減少したと考察している。杉山ら3)は 電解

式組織血流計を用いた水素クリアランス法を用いて硝子

体内および静脈内に投与し,岡 田とほぼ同様の結果 を得

ている。浪川 ら4)も 電解式組織血流計 を用いて 10-7M,

10-8Mの ET‐ 1を それぞれ 0.l ml硝子体内に投与 し,投

与 60分後まで有意に脈絡膜血流量が減少していた。10~9

Mで は有意な変化がなかった。このようにET-1は ,高

用量では静脈内および硝子体内投与により持続的に脈絡

膜血流量を減少させ,低用量の硝子体内投与では変化が

みられなかった。以上の結果から,脈絡膜血管は ET‐ 1の

全身投与および硝子体内局所投与により収縮し,ま た血

管内膜側からの投与おょび,お そらく血管外膜側か らの

投与によつても収縮すると考えられる。網脈絡膜の血管

が実際に収縮 しているかどうかに関して,家兎の網膜動

脈は ET‐ 1の硝子体内投与という血管外投与により収縮

する13)。 家兎の脈絡膜細動脈は ET‐ 1の静脈内投与 によ

り著明に収縮することを,著者は硝子体手術用コンタク

トレンズを用いて手術顕微鏡下に眼底を観察することに

より確認している。硝子体内投与では脈絡膜血流量が減

少することは明らかにされているが,脈絡膜細動脈が収

縮 しているかどうかは確認されていない。硝子体内に投

与された ET‐ 1が網膜に隔てられた脈絡膜の血流量を変

化させる機序は明確ではなぃ4)。 脳血管のように投与方

法により違いがあるとすると,血管外からの投与では収

縮しない可能性 もある。

そこで著者は,高濃度のET-1を 脈絡膜局所に血管外

膜側から投与 して,そ の部の脈絡膜血管の反応を観察 し

ようと考えた。摘出眼球では高濃度の ET-1に より脈絡

膜細動静脈が著明に収縮した。そこで,生体で強膜開窓法

を用いて観察 したが,ET‐ 1の強膜開窓部への投与では

脈絡膜細動脈の収縮はみられなかった。可能性 としては,

① ET-1が強膜開窓部への投与で脈絡膜細動脈にほとん

ど到達していない,②ある程度到達しているが,生体では

強膜側の血管外膜側からは収縮作用がない,③強膜開窓

法自体の侵襲が影響 している,な どが考えられる。薬剤の
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移行 はそれぞれの薬剤に固有なものである。生体には関

門機構があり,近位にあるから,即入りやすいという平坦

な問題ではない14)。 ET-1が今回の投与法で,ど の程度 ど

のように移行したかはわからない。摘出眼球では網膜側

か ら網膜色素上皮,Bruch膜を通 り到達 しているので,

強膜開窓部への投与でも膠原線維である薄い強膜を通 り

到達 しているのではないかと考えられる。よって,脈絡膜

細動脈では血管外膜側からの投与でも,網膜側からと強

膜側からではET-1に対する反応が異なる可能性が考え

られる.非切除群 と切除群の間で,ET‐ 1滴下前の細動脈

径および ET‐1滴下開始 15分後の細動脈径の変化率に

有意差が認められた ことについては,上頸交感神経節を

切除 し交感神経の支配がなくなると,脈絡膜細動脈が弛

緩拡張する他に内皮細胞の機能が減退することも知られ

てお り,内皮細胞に存在するETB受容体を介する血管拡

張作用が減弱し,ET-1の血管収縮作用が僅かに発現 し

たのかも知れない。強膜開窓法自体の手術操作や照明に

よる温度上昇などの侵襲による血管の障害からくる反応

性の変化も考えられる。温度上昇による脈絡膜血管の変

化については,畑
15)が有色家兎眼に赤外線を30分間照射

し(網膜温度約 40°C),血管鋳型標本を作製 し,脈絡膜毛

細血管板および輸出細静脈起始部の拡張が認められた

が,輸入細動脈の口径に変化は認められなかったとの報

告がある。撮影時間は 7～10秒 と短時間であるが,照明

が局所的で 47～ 49°Cと 高温になるため,開窓部の血管の

反応性の変化が全 くないとはいい切れない。全身麻酔剤

による血管拡張作用や,筋弛緩剤の脈絡膜細動脈への影

響 も考えなければならないが,実験 2を行った直後の眼

球を摘出し,実験 1と 同様の実験を行ったところ,残念な

がら開窓部では背景に白い強膜がないためか判然としな

かったが,開窓部以外の脈絡膜細動脈 はET-1滴下によ

り著明に収縮したため,全身麻酔剤や筋弛緩剤の影響は

ほとんどないであろうと考えられた。

眼圧は,脈絡膜局所への投与のため変化しないであろ

うと考えていたので非切除群でしか測定していないが,

5分毎の ET‐15× 10-5M2μ l(100 pmol)の 投与 によ

り15分後,30分後に有意に上昇した。野々山ら16)は ET―

1を家兎の球結膜下に投与し,loo pmolで 26.5± 6.2(平

均 値±標準偏差)分 後 に40.8± 7.5(平 均 値土標 準 偏

差)%,300 pmolで 23.8± 6.7分 後 に 46.9± 9.8%の 眼

圧最大上昇率 を示 している。清水 ら17)が 10-5M10 μl

(loo pmol)を ,岡 田ら18)が 10-4M20 μl(2000 pmol),10-5

M20 μl(200 pmol)を 硝子体内に投与 した時も上昇率は

低いが,30分後の時点で眼圧上昇傾 向を示 している。

野々山らは上強膜静脈の収縮により房水流出抵抗が増加

したため,清水らはその濃度のET‐ 1に よる炎症のため,

岡田らはET-1に より房水中に放出されるPGE2が 主 と

して房水流量を増加 させるためとしている。今回の実験

での眼圧上昇は,ET-1が どのように移行 し,ど こに作用
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したために生 じたのか不明である。

今回の実験か ら,高濃度の ET‐ 1を 脈絡膜 に局所投与

した場合,摘出眼球では網膜側の血管外膜側か らの投与

により脈絡膜細動静脈は著明に収縮するが,生体では強

膜側の血管外膜側からの投与により脈絡膜細動脈 は収縮

しないことが明 らかとな り,脈絡膜細動脈において ET―

1の血管外膜側からの投与で網膜側か らと強膜側か らと

で反応性の違いが示唆された.
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