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一酸化窒素 (nitric o対 de,NO)は ,フ リーラジカル構

造を持ち毒性が強いものと考えられていたが,生体内に

おいて重要な伝達物質として機能していることが明らか

になった。また,神経組織においても神経伝達物質様の作

用をしていることが解明されてきた.さ らに,神経組織に

おける虚血障害はグルタミン酸の大量放出が障害の一因

であり,こ の過程において NOが重要な mediatorの 一
つとして作用していることが示されている.白色家兎の

網膜に網膜虚血状態を作製し,網膜電図 (electroretino‐

gram,ERG)を 指標として,網膜内におけるNOの作用
について検討した。白色家兎の硝子体中に NOの前駆体
L‐ arginine,NO合 成 酵 素 阻害剤 nitro‐ L‐ arginine

methyl ester hydrochloride(L‐ NAME),NO供与体
sodium nitroprusside dihydrate(SNP),お よび対照と

して灌流液のみをそれぞれ投与した。次いで,眼内圧を上

昇させ網膜循環を途絶させて虚血を誘導し,1時間後に
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加圧を解除 した。虚血前の状態および再灌流後の網膜機

能の回復過程をERGを通 して観察 した.対照群では b
波の回復率は再疎通 4時間後に 36.5± 2.5(平均値士標

準誤差)%であったのに対 し L‐ arginineの投与群では
46.5± 3.1%と 有意に上昇 し,その一方,L‐ NAMEの 投
与群では 37.7± 1.4%と 有意差が検出されなかった。さ

らに,SNPの投与によっては 45.7± 2.4%と ,やはり有
意に上昇した。NOの作用は多種報告されているが,網膜
内においては虚血性変化に対して保護的な作用が認めら

れた。今回の実験で虚血性疾患に対して,NOの保護効果
が応用できる可能性が示唆 された。(日 眼会誌 101:
639-643,1997)
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Nitric oxide (NO) is a free radical and was regard-
ed as noxious to life. But recent studies show that
NO is an important substance for transcellular
signal transduction. It also seems to act as a neuro-
transmitter in the nervous system. In ischemic

nerve tissue a release of glutamate is one of the
critical factors that increase neuronal death, and

some experiments suggest that NO may be involved
in this process. Here we provide evidence that NO
provides neuroprotection in ischemic retinas in
uiuo. Albino rabbits' eyes were subjected to 60

minutes of ischemia by raising intraocular pressure.

Before ischemia the eyes were treated intravitreous-
ly with the NO-precursor L-arginine, the NO

synthase-inhibitor nitro-L-arginine methl,l ester
hydrochloride (L-NAllIE), the NO-donor sodium

nitroprusside (SNP), or solvent only. The amplitude
of the b-wave was measured and the recovery ratio
of the b-wave was analyzed hourly after reper-
fusion. The recovery ratio of b-wave in the eyes

with L-arginine and with SNP increased more rap-
idly than in the controls, while the recovery ratio in
the eyes with L-NAME increased in a way similar to
that of the controls. These results suggest that NO
plays a neuroprotective role in ischemic retina. It
may be involved with S-nitrosylation of some pro-

teins, including one of the glutamate receptors, the
N-methyl-D-aspertate (NMDA) receptor. (J Jpn

Ophthalmol Soc 101: 639-643, 1997)
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I緒  言

一酸化窒素(nitric oxide,NO)は血管内皮由来平滑筋

弛緩因子 としての作用が確認されて以来
1),生
体内で

様々な機能を示していることが明らかにされてきたが,

神経系においてもその作用は幅広く認められ,シナプス,

神経細胞間の情報伝達に機能していることが示されてい

る2)。 NOは 生体内において,L‐アルギニン(L―arghhe)
からNO合成酵素(nitric oxide synthase,NOS)に よっ
て L―シトルリン(L‐ citruline)に 変換される反応におい

て生じることが確認され3),そ のNOSの網膜の分布が網
膜内層を中心に存在していることが報告

4)5)さ れている。

虚血―再灌流における障害には様々な因子が関与して

いるが,グルタミン酸受容体の一つの N―メチルーD‐アス

パ ラギン酸 (N‐ lnethyl‐ D‐ aspertate,NMDA)受容体 を

介する一連の障害作用が明らかになっている。NOの メ
ディエーターとしての虚血障害の役割が注目される中

で,NOが神経毒性に働 くということを示す報告6)7)と ,神
経保護性に働くという報告

8)9)がある。前者では,NOが虚
血再灌流の過程で発生するスーパーオキサイドと反応し

て組織障害性の強いペルオキシニトリトを作るという報

告6),培養神経細胞に対するNMDA毒 性をNOS阻害剤
が軽減させるという報告

7)がある。後者には,NOに よる
NMDA受 容体の阻害作用を示唆する報告8),あ るいは
NOの ある化学的状態においてはNMDA受 容体に結合
し,その活性を抑制するという報告

9)が
含まれる。

今回,虚血におけるNOの効果を明らかにし,虚血性
神経障害に対して応用することを目的とし,家兎を用い

て実験的虚血網膜を作 り,NO関連物質を硝子体内に前

投与した虚血網膜の回復過程を網膜電図 uectroretino‐

gram,ERG)で記録し,比較検討した。これまでにも網膜

虚血からのERG回復とNO関連薬剤の関係に関する報

日眼会誌 101巻  8号

告はみられるが,同一の実験系で,NOSの賦活化剤,阻
害剤,NO供与体を使用して比較検討をし,結果を明確に
することを試みた。

II実 験 方 法

1.対  象
自色家兎 (体重 2.0～3.O kg)を 20匹用いた。虚血前に

0.l ml注入する薬剤の種類により4つ のグループ(各

n=5)に 分けた。グループ 1に は lμ /ゝ1L―arginineを 注
入した.こ れはNOの前駆物質で,NOSの賦活化剤とし
て作用する。グループ 2に は注入する lμMニ トローL‐ア
ルギニンーメチルーエステル (nitro― L‐arginine methyl

ester hydrochloride,L‐ NAME)を 注入 した。これ は
NOSの 阻害剤として作用する。グループ 3に は 10 nM
ニ トロプルシッド(sodium nitrOprusside,SNP)を 注入

した。これは NO供与剤として作用する。グループ 4は
対照として各群に注入する薬剤の溶媒である眼濯流液

(BSSplus O)の みを注入した。

2.虚 血 法

動物は,キ シラジン筋肉内注射(20 mg/kg),ウ ンタン

の腹腔内注射 (lg/kg)で全身麻酔して虚血を行った。シ

リコンカテーテルチューブを動物の角膜輪部から前房内

に刺入し,チ ューブに連結してある生理食塩水の満たさ

れたボトルを上昇させ,眼内圧を高めて 60分間維持し

た。実験前にボトルを上昇させた場合のチューブ末端が,

ウサギの眼の高さで 140 mmHgに なることをU字型水

銀柱に接続して確認した。虚血中は検眼鏡で網膜中心動

脈の拍動の消失を確認した。

3.ERGの記録
瞳孔 を ミドリンP① (参天製薬)で 極大散 瞳 させ,

suction― cup型の角膜電極 (京都コンタクトレンズ製)で

記録した。不関電極は眼瞼皮下に刺入した.解析時間を
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図 1 改造した Maxwenian‐ view刺激装置 .
Xe:500 WXeラ ンプ光源,Sh:電磁シャッター,NDF:中性フィルター,IF:干渉フィルター,M:鏡 ,
D:しぼり,F:フ ァイバーオプティックス
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虚血前

300 ms,前置増幅器の電気フィルタは 1～500 Hzに設定

した。

刺激装置は,Maxwellian視 光学系の一部を改造して

用いた (図 1).光源は500Wキセノンアークランプを用
い,光学系の最終ポイントで収欽した光をファイバーオ

プティクスを用いて眼前 lcmま で誘導する。角膜面上

の照度は 5× 1031xと した。刺激持続時間 3 msの single

flashの 刺激を60分の暗順応後に与えた。得られた波形

はニューロパック 2(日 本光電,MEM-7102)で記録 し

た。

ERGは虚血前と虚血を解除後,60分おきに 4時間ま
で測定した。

III 結  果

各グループのERG波形の代表例を図 2に示す。
各グループ(n=5)の再灌流後のERGの b波振幅を虚

*

1         2         3         4

再灌流後の経過時間 (時 )

図 3 L‐ arginine注入群および対照群の再灌流後の

b波の振幅の推移 .
再灌流後の b波 の振幅を虚血前の振幅に対する比
として示してある.平均値士標準誤差で表示.

■ :ア ル ギニ ン注入群 (n=5),○ :対 照群 (n=
5),*:p<0.01

L L
虚血後
1時間後

2時間後

3時間後

対照眼   L―アルギニン注入眼 L―NAME注入眼  SNP注入眼

図 2 各グループの虚血前後の網膜電図の波形の変化の代表例 .
図中のスケールは水平方向 30 ms,垂 直方向 100 μVを示す。

L―NAMH:ニ トローL―アルギニンーメチルーエステル,SNP:ニ トロプルシッド
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血前のb波振幅に対する比×100(%)と して推移を評価

した。図 3は L‐ arginine注 入群を対照群と比較したもの

である。1,2,3,4時 間値 において,arginine注 入群
の%振幅の平均値が 18.3,30.4,41.2,46.5%で ,対照群
の%振幅の平均値が 14.2,23.5,30.1,35.6%と 推移した
のと比べると,一貫してb波は高い回復率を示し,4時間

値ではアルギニン注入群は有意に高い回復率を示してい

た(p<0.01,Bonferroni method).図 4は L‐NAME注
入群と対照群を同様に比較したものである。L‐NAME
注入群では 1,2,3,4時間値において,%振幅の平均
値が 17.3,20.8,30.9,37.8%と 推移したのと比べると,

この 2群間での経過は差がみられない.図 5は SNP注
入群を対照群と対比して示したものである。SNP注入群
は1,2,3,4時間値において,%振幅の平均値が 14.2,
23.5,34.7,45.7%と推移し arginine注入群 と類似した

経過を示し,4時間値ではSNP注入群で有意に高い回復

丁コ*

1       2        3       4
再灌流後の経過時間 (時 )

図 4 ニ トローL‐アルギニ ンーメチルーエステル (L‐
NAME)注入群および対照群の再灌流後の b波振幅
の推移 .

再灌流後の b波の振幅を虚血前の振幅に対する比
として示 してある。平均値±標準誤差で表示 .

▼ :L―NAME注 入群 (n=5),○ :対照群 (n=5),
*:p=0_6
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2        3
再灌流後の経過時間 (時 )

図 5 ニ トロプルシッド(SNP)注入群および対照群
の再灌流後の b波の振幅の推移 .
再灌流後の b波振幅を虚血前の振幅に対する比 と
して示してある。平均値土標準誤差で表示.

● :SNP注 入群 (n=5),0:対照群 (n=5),*:
P<0.01

率であった。

IV 考  按

L^arginineの 硝子体注入により,虚血時からの b波の

回復が有意に高まるが,L―NAMEの硝子体注入ではb
波の回復過程に有意差がみられなかった。NOSの賦活
剤と阻害剤の作用として対比してみると,NOの産生が

b波の回復を高めていることが示唆され,こ れはSNP
の硝子体注入により,網膜内にNOが発生してb波の回
復が高まったことと矛盾しない。b波 は網膜のミュラー

細胞から生じる電位
1° )であり,網膜機能の指標の一つと

なり得る。これらの結果を考慮すると,虚血前にNOを

硝子体に注入することにより,網膜の障害に対する保護

作用が生じることが不唆される。

これまでに,Veriacら H)は SNP投与後に虚血状態か
らの b波の回復時間が短縮したという報告をしている。

また,Liuら
12)は アルギニンの投与により,虚血一再灌流

後の b波の回復が有意に高まったという報告をしてい

る。Ostwaldら
13)は NOS阻害剤投与によって虚血後の

回復過程で血流減少を起こすが,そ れはERGに は影響
しなかったと報告をしている。これらの報告と我々の結

果とは,虚血の方法,実験動物などが異なり同列に比較す

ることはできないが,相反していないものである。これら

の報告は,NOの血管拡張作用により,虚血領域の血流が

改善され,それが虚血後の回復となるという考え方で説

明している。

しかし,虚血―再灌流に伴って生じる神経系への NO
の関与については,血管の拡張以外に次のようなことが

知られている。グルタミン酸が大量に発生し,グルタミン

酸受容体を介し,細胞障害が惹起される。さらに再疎通

後,活性酸素,過酸化水素の発生により,脂質の酸化を含
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グルタ ン酸
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図6 虚血時におけるグルタミン酸毒性に対する一酸
化窒素の毒性作用と保護作用の模式図.

む組織の酸化的障害が惹起される“
)。 虚血時にはNOS

の活性化を伴い,NO濃度は実際に高まることが確かめ
られている■ また,NOが活性酸素と結合し,組織障害
性の強いフリーラディカルを発生することが指摘されて

いる6).NOの血管拡張作用は活性酸素をかえって増やす

方向になることが障害を高めるとも考えられ,そ れだけ

で実験結果を説明するのは不十分と考えられる。そこで,

図 6の ようなシェーマを想定してみた。グルタミン酸は

NMDA受容体を介し,NOSを活性化させ NOを発生さ
せる。これは毒性を高める働きがある。ところが,虚血前

に外因性 にNOを 発生 させ ることによ り,こ れが
NMDA受 容体を修飾 し,毒性の経路を阻害するのであ
る。この NMDA受容体の修飾は,その構造の中に含まれ
る活性調節領域のチオール (SH)基 にNOが結合し,S‐
nitrosylationと いう反応を起こし,さ らに,分子内にジ

スルフィド結合 (S‐ S)を形成する。これは,生体内に多く

みられる反応の一つであることが示されている
16).

しかし,NOが毒性か保護性かに機能する分岐は,N0
の注入のタイミングの問題だけではないであろう。まず,

濃度を考える必要がある。注入するSNPの 量の決定は

虚血を行わないで硝子体に注入し,ERGに影響がないよ

うな量に設定した17)。 もし,硝子体に注入した SNPが眼
球全体に拡散したとすると,その濃度は約 5μM程度で
あり,これから発生するNOの量は極めて微量であるこ
とが予想される。lμ M L‐arginine投 与により発生した

NOは極めて微量であると考えられる。免疫系細胞にお
いて,体外から侵入する微生物に対して産生されるNO
は一般に高濃度であり,強い細胞毒性を示す

18)。 _方
,柏

井19)は 50μ M程度の低濃度の NO生成試薬で,培養網膜
神経細胞の NMDAに よって惹起される細胞死が抑制さ
れたと報告している。今回の実験では証明されないが,高

濃度から低濃度になるにつれ毒性が下がると同時に,

NMDA毒性からの神経保護作用が著明になるというこ
とが考え得る.さ らに,NOの神経保護性と神経毒性とい

う両面性が NOの化学的状態によって決定されるとい

う説明がある9)。 NO十の形になることによって,NMDA
受容体と S‐nitrosylation反 応を起こし,グルタミン酸な

どの興奮毒性を抑え,NOの状態となると活性酸素と反

~¬

」
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応 し,細胞障害 を惹起するとい うものである.

今後,実験方法でいくつかの考 えるべき点がある。一つ

に,今 回 の 実 験 は ERGを 通 して経 過 を観 察 したが ,
Geyerら 20)は組織学的に,虚血後 の過程 を網膜 内層の厚

さで虚血による障害を虚血後 1週間にモニター したとこ

ろ,NOS阻害剤 によって網膜 障害が軽減 され ることを
報告 している。我々の結果では,NOS阻害剤で虚血障害
からの回復 に対照 と有意差はみ られなかった。結果が異

なるのは,実験方法が異なること,彼 らが組織学的に観察

していること,さ らに観察期間が長いことが考 えられる。

ERGを 用いた実験では,動物の全身状態を考慮す ると,
1週間単位 の長期の観察は困難 であると思われ る.し か

し,今後長期的な結果の評価 も必要である。二つに,実験

過程での動物の麻酔の深度の差 については考慮 していな

い。麻酔の深度が ERGの b波 と関係 している ことを考
慮 して,Imaiら 21)は反対眼 と比較することによって麻酔

の効果 を軽減 する方法を考案 してお り,そ れを用いれば

より正確に結論づけられると思われる。

今回の実験 の結果は,NOを 虚血障害に応用す る新た

な指針にな り得 るものと思われ る。NOの投与条件,投与
法について詳細 な実験を行 うことによって,治療 として

の応用が可能であると考えられ る。
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