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要

目 的 :ラ ッ ト実験的緑内障眼で,N― メチルーD― アス

パラギン酸 (NMDA)受 容体阻害薬の網膜神経節細胞障

害に対する神経保護作用を検討する。

方 法 :Wistar系 白色 ラッ ト30匹 の右眼 に前房ヘ

の墨汁投与と,そ の 4日 後に隅角光凝固を行い緑内障眼

を作製 した。左眼は無処置 とし,対照眼 とした。隅角光凝

固の直前 に NMDA受 容体阻害薬 (memantineま たは

dizocilpine),ま たは対照液としてリン酸緩衝液生理食塩

水 (PBS)を 腹腔内に投与 した。隅角光凝固 5日 後に3%
fast blueを 両側の上丘内に注入し,そ の 3日 後に網膜伸

展標本 を作製 した。視神経乳頭縁からlmm離 れた網膜

部位で,標識 された網膜神経節細胞数を数えた。
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結 果 :隅角光凝固 5日 後の緑内障眼眼圧は,対照群

で 19.7 mmHgで あり,memantine投 与群 および dizO_

dlpine投与群 との間に有意差はなかった。網膜神経節細

胞標識率は,memantine投 与群 と dizodlpine投 与群で

対照群よりも高かった。

結 論 :選択的 NMDA受 容体阻害薬は,ラ ッ ト実験

的緑内障眼での網膜神経節細胞障害に対 して神経保護作

用がある。(日 眼会誌 104:11-16,2000)
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Abstract
Purpose : To evaluate the neuroprotective effect pared. Labeled ganglion cells were counted in the

of memantine and dizocilpine, which are noncompeti- area I mm away from the optic disc.

tive open-channel blockers of the N-methyl-D-as- Results:Five days after laser application, no sig-
partate (NMDA) receptor, on glaucomatous optic nificant intraocular pressure (IOP) change in the
neuropathy in an experimental glaucoma model in right eye was found among the 3 gr:oups. In eyes

the rat. treated with memantine or dizocilpine, significantly
Methods: Experimental glaucoma was induced in more ganglion cells were labeled.

the right eyes of 30 Wistar albino rats by intracam- Conclusion: Systemically applied memantine and

eral injection of India ink followed by laser trabecu- dizocilpine had a neuroprotective effect against ex-

lar photocoagulation 4 days later. The left eye ser- perimental glaucomatous optic neuropathy in the

ved as a control. Either memantine, dizocilpine, or rat. (J Jpn Ophthalmol Soc I04: ll-16, 2000)
phosphate-buffered saline (PBS) was injected intrap-
eritoneally just before trabecular photocoagulation. Key words : Neuroprotection, Experimental glau-

Five days later,3o/o fast blue was injected into both coma in the rat, Open-channel blocker
superior colliculi. The eyes were enucleated another of NMDA receptor, Memantine, Dizo-
3 days later and flat mounts of the retinas were pre- cilpine
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I緒  言

近年,中枢神経系の循環障害あるいは変性疾患に対す

る細胞死や細胞変性にかかわる種々の過程が明らかにさ

れ,得 られた新しい知見に基づ く治療法が臨床応用され

つつあるl,2).眼
科領域においても循環障害や視神経の機

械的障害により生ずる網膜神経系の細胞死の過程を修飾

し,視機能の維持や回復を計る試みが始まっている3)ヽ 5).

緑内障の治療として,現在,主 に眼圧下降療法が行われて

いるが,末期症例,正常眼圧緑内障などを中心として十分

な眼圧下降にもかかわらず,緑 内障性視神経症の進行を

停止させることのできない症例が存在する。緑内障に対

する眼圧 下降を介さない治療 として,緑 内障において生

ずる細胞死の過程を修飾する薬物の使用の可能性が考え

られている。
.

最近の研究では,緑 内障の網膜神経節細胞の障害過程

の一つとして,グ ルタミン酸などの神経伝達物質の関与

の検討が行われている.今 までに視神経挫滅後ラット

眼
7),サ ル実験的緑内障眼あるいはヒ ト緑内障眼

8),イ ヌ

実験的緑内障限9)の
硝子体中における高濃度のグルタミ

ン酸が報告されてお り,緑内障発症あるいは進行との間

の何らかの関連が推定されている.虚 血などの障害が加

わるとグルタミン酸などの興奮性アミノ酸濃度が上昇

し,N‐ methyl― D― aspartate(以 下,NMDA)や non― NM―

DAと 呼ばれるカイエン酸およびα―amino-3-hydroxy―

5-methyl-4-isoxazole proplonic acidな どの受容体 を介

して細胞内カルシウム濃度の上昇を意き起こす。その持

続が神経細胞死に導くいくつかのカスケードを賦活化さ

せると考えられている。

NMDA受 容体の阻害薬の一つである dizocilpineは ,

虚血モデルあるいは興奮性アミノ酸による神経細胞障害

に対して神経保護的に作用することが報告“
)ヽ ]3)さ れて

いる。しかし dizocilpineは イオンチャンネルの阻害によ

りNMDA受容体を完全に遮断し,ま た,チ ャンネル内の

滞留時間が約 1.5時間と長いため,向精神作用が著 しい。

同様にNMDA受容体阻害薬である memantineは チャ

ンネル遮断における半減期は中等度であり,抗パーキン

ソン病薬として使用されている。また,両 NMDA受容体

遮断薬とも細胞障害誘発後に投与 しても神経細胞死を緩

和できるとされている・ )1・ ~18).

今回,我 々は緑内障における神経保護作用を検討する

ためにラット実験的緑内障眼を作製 し,memantineお よ

び dizOcilpineの 網膜神経節細胞障害に対する神経保護

作用について予備的検討を行ったので報告する。

II 実験材料および方法

1.実 験 材 料

実験 には,Wistar系 白色 ラ ッ ト30匹 (雄 ,体 重 290～

310g)を 用いた。対照群,memantine投 与群および dizo―

EI限会誌 104巻  1号

図 1 ラット実験的緑内障眼 .

右眼 :緑 内障眼,眼 圧 は 23.5 mmHg,左 眼 :対 照眼,眼

圧は 12.O mmHg(隅 角光凝固 5日 後の実測値).

図 2 蛍光色素の上丘内への注入 .

隅角光凝固 5日 後,3%ねst blue l.5 μlを 頭骨面か ら深

さ4mmの上丘内に 2か所でそれぞれ注入した。

cilpine投 与群に各 10匹 を使用した。右眼を緑内障眼,左

眼を対照眼とした。実験は可能な限り無痛的に行い,実験

動物の扱いは「動物の保護及び管理に関する法律」およ

び「実験動物の飼養及び保管等に関する基準」に準じた。

2.緑内障眼作製と薬剤投与

すべての手術的過程において,ラ ット全身麻酔には塩

酸ケタミン(ケ タラールQ)75 mg/kgBWと キシラジン塩

酸塩 (セ ラクタール0)7.5 mg/kgBWの腹腔内注射を,点

眼麻酔には塩酸オキシブプロカイン(ベ ノキシール°
)を

用いた。緑内障眼はUedaら 1')の
方法に準 じて,前房内ヘ

墨汁注入後,隅角光凝固を行うことにより作製 した(図

1)。 前処置 として,pneumatonometer(Model Classic 30:

Mentor,Norwell,MA,米 国)を 用い両眼圧測定後,右 眼

前房を 30ゲージ針で穿刺 し前房水を吸引 した.そ の後,

約 30 μlの 35%墨汁を注入した。墨汁注入 4日 後,腹腔内

に memantine投 与群では memantine(Merz,Frank―

furt,ド イツ)30 mg/kgBWを ,dizocilpine投 与群ではM
K-801(Research Blocheinicals lnternational,Natick,

MA,米国)30 mg/kgBWを ,対照群では1.8 mlの対照液

メ
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(phosphate― burered saline,PBS)を 投与 した。その後直

ちに,右 眼に対 し隅角光凝固を施行した.光凝固条件は,

凝固出力 150～250 mW,凝 固径 150～ 200 μm,凝 固時間

0.2秒 とした。凝固直後,網膜中心動脈の問塞の有無の確

認のため,全例に対し限底検査を施行した。

3.網膜神経節細胞標識

隅角光凝固5日 後に眼圧を測定し,右眼眼圧上昇を確

認 した後,3%fast blue l.5 μlを 頭骨面か ら深 さ4mm
の両側上丘内

2° )に それぞれゆっ くり注入 した (図 2).

Fast blue注 入 3日 後,4%ホ ルマリン溶液(pH 7.4)に よ

る全身潅流固定後,直 ちに両眼球摘出を行った。摘出眼球

は,角 膜,水 晶体および硝子体を除去 した後,4%ホ ルマ

リン溶液で 12時 間固定の後,網膜伸展標本を作製 した.

逆行性に標識された網膜神経節細胞を蛍光顕微鏡 (Ax―

ioskop II:Cari Zeiss,Jena,ド イツ)と 蛍光フィルタ(Blue―

Violet:395～ 440 nm)を 使用 し,視神経乳頭縁からlmm
離れた部位を視野の中心 とし,上 ,下,耳および鼻側の 4

か所を50倍で撮影した(図 3a,b).蛍光顕微鏡写真をパ

ソコンに取 り込んだ後,画像解析ソフトNIH Image l.61

を用いて標識細胞数をカウントした。網膜神経節細胞標

識率を緑内障眼における標識神経節細胞数と対照眼の標

識神経節細胞数の比として算出した。網膜神経節細胞カ

ウントは実験例の識別を不能として,網膜伸展標本作製

とは別の研究者が行った。

4.統計学的処理

眼圧値の統計処理にはクラスカル・ヮーリス検定を,

網膜神経節細胞標識率の統計処理には一元配置分散分析

(ANOVA)を 用いた。対照群,memantine投 与群,dizocil―

pine投与群の3群 間で有意差があった場合には,Fisher's

protected least significant d置 erence(PLSD)の 多重比較

を行った。なお,危 険率 5%未満の場合を有意差ありと判

定した。

III 結  果

Pneulnatonolneter Nlodel Classic 30(Mientor,Nor―

well,MA,米 国)に よる術前ラッ ト対照群正常眼におけ

る眼圧 [平均値±標準偏差 (レ ンジ)]は 11.8± 1.8(7.8～

14.2)mmHgであった。また,隅 角光凝固 5日 後に測定 し

た眼圧 は,対 照 群 で は 19.7± 2.2(16.5～23.2)mmHg,

memantine投 与群 で は 21.3± 0。 8(20.2～22.7)mmHg,

dizocilpine投 与 群 で は 19.4± 1.4(17.7～ 21.1)mmHg

であ り,3群間で有意差はなかった (p=0.4636;ク ラス

NMDA受 容体阻書業の神経保護作
'「

l・ 谷他

図 3a 網膜神経節細胞の蛍光撮影像 (memantine投 与例 ).

左 :緑内障限,右 :対照限.網膜神経節細胞の標識率は 75.4%。 バーは 100 μm

図 3b 網膜神経節綱胞の蛍光撮影像 (対照例 ).

左 :緑内障眼,有 :対照眼.網膜神経節細胞の標識率は 61.1%.バ ーは 100 μm
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表 1 眼圧経過

隅角光凝固5日 後の限圧は各群とも同程度の上昇を示し,3
群間で有意差はなかった(Kruskal― Wallis検 定).

隅角光凝固前  隅角光凝固 5日 後

PBS(n=10)

Memanine(n=10)
Dizocilpine(n=10)

日1収会誌 104巻  1号

た。

最近,小 さな applanatiOnチ ップを装着 した Mackey―

Marg型眼圧計の出現に伴い,ラ ットにおいて点眼麻酔

のみでも眼圧測定が可能となり,新たに実験的緑内障モ

デルとしてラットが頻繁に使用されるようになってきて

い る.我 々はPneumatonometer Model Classic 30を 眼

圧測定に使用したが,こ の眼圧計は比較的正確な値を示

す と報告
21)2)さ れている.ま た,我 々は本試験前に ma―

nOmetryと の比較による測定値検定を実施 したが,信頼

の高い結果を示した.今回,ラ ット正常眼における限圧は

11.2～ 12.7 mmHgで あつた.Wistar系 ラット眼におけ

る正常眼圧はMentOr I PneumatOnometer(Blo Rad)を

使用 して 12.5～ 13.2 mmHg“ )ヽ 25)と
報告されてお り,こ

れらの結果と比較するとやや低いものの,妥 当な値と考

えられる.

今回,我 々は Uedaら 19)の
手法に若干の改良を加えた

隅角光凝固による実験的緑内障眼を採用した。この緑内

障眼は,他の実験的緑内障眼と比較して眼内の炎症が少

ない,日 標眼圧により隅角光凝固の程度を調節すること

ができるなどの利点を有 している。光凝固5日 後の右眼

眼圧は 19。 4～ 21.3 mmHgで あ り,術前値と比較 して約

1.7倍の値を示した。Uedaら 19)は
隅角光凝固後 1週で約

1.4倍の眼圧上昇をみている。また,隅角光凝固による実

験的緑内障眼の他に,こ れまでラット実験的緑内障眼と

しては上強膜静脈を処置する方法が最近報告されてい

る。これらの方法では,Sharmaら のグループ23)25)は 1.5

～1.8倍 の眼圧上昇を,一 方Morrisonら のグループ26)ヽ 28)

は 1.4～2.6倍の眼圧上昇を観察している。

また Garcia― Valenzuelaら 25),selles_Navarroら 2,)σ
)

手法を基に逆行性染色を行い,隅角光凝固後眼圧上昇の

網膜神経節細胞への影響を網膜伸展標本を用いて検討し

た。逆行性染色を利用 し網膜神経節細胞を評価する手法

は,ラ ットにおいて実験的緑内障眼
24)25)を はじめ,網膜虚

血,視神経切断,視神経再生など様々なモデル")~鋤 にお

いて広 く利用されている.我 々はfast blueを 光凝固後 5

日目に注入した。この時点におけるラット眼圧上昇眼の

眼圧は 19.4～ 21.3 mmHgで あった。Johansson詢 はラッ

ト眼圧上昇による軸索輸送障害について検討 し,35

mmHgの眼圧は 15 mmHgの 眼圧と比較 し,部 分的では

あるものの有意に軸索輸送が障害されていたと報告 し

た。しかしながら,我 々が光凝固 5日 目に得た眼圧レベル

において軸索障害が生 じ,それが蛍光色素の網膜神経節

細胞への到達を妨げるものであるかどうかは不明であ

る。したがって,我 々は軸索輸送障害の関与は少ないもの

と予想しているが,今回のプロトコールでは軸索輸送障

害による,あ るいは眼圧上昇による網膜神経節細胞標識

率の低下を明確に区別することは困難と思われる.ま た,

Neufeld34)は 細胞死に至る細胞の状態について分類 して

いるが,蛍光色素がどのレベルの細胞まで標識できるか

11.8± 1.8

12.7± 0.3

11.2± 1.2

19.7± 2.2

21.3± 0.8

19。 4± 1.4

PBS:phosphate‐ burered saline 平均値士標準偏差(mmHg)

PBS Memantine Dizocilpine

図 4 網膜神経節細胞標識率 .

対照群における網膜神経節細胞標識率に比 し,meman―

tine投与群および dizocilpine投 与群では統計学的有意

な増加があった(*:p=0.0248,**:p=0.0004:Fisher's

prOtected least signiicant dlerence(PLSD)の 多重比較 ,

平均値±標準偏差).

カル・ワーリス検定)(表 1).

上丘からの fast blueを 使用 した逆行性染色で標識さ

れた網膜神経節細胞数 [平均値±標準偏差 (レ ンジ)]は ,

対照群では緑内障眼 959.4± 210.6(728.3～ 1,339.5)個 /

mm2,対 照眼1,320.2± 233.5(986.6～ 1,676.1)個 /mm2,

memantine投 与群では緑内障眼 1,005.4± 191.2(755。 9

～1,268.9)個 /mm2,対照眼 1,233.9± 273.0(879.0～

1,656.3)個 /mm2,dizocilpine投 与群では緑内障眼

1,034.6± 113.9(896.2～ 1,201.8)個 /mm2,対照眼

1,192.6± 97.3(1,017.6～ 1,287.9)個 /mm3で ぁった。網

膜神経節細胞標識率 [平均値±標準偏差 (レ ンジ)]は ,対

照群では 73.1± 7.7(59.2～ 81.3)%,memantine投 与群

で は 81.9± 7.4(70.3～ 90.8)%,dizocilpine投 与 群 で は

88.0± 9.8(71.2～ 100.7)%で あ り,3群 間で有 意 差 が

あった(p=0.0017;ANOVA)。 また,両薬物投与群 とも

対照群との間に統計学的有意差があった(memantine投

与群 :p=0.0248,dizocilpine投 与群 :p=0.0004:Fish―

er's PLSDの 多重比較)(図 4).

IV考  按

今回,我 々はNMDA受容体阻害薬である memantine

あるいは dizocilpineの 使用により,ラ ット実験的緑内障

眼における網膜神経節細胞障害が抑制されることを示し

網
膜
神
経
節
細
胞
標
識
率

％
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については今のところ不明である.ま た,光凝固 8日 後の

対照群では,緑内障眼において対照眼と比較 して 73.1%

の網膜神経節細胞標識率があった。我々と同様な手法を

用いて検討 した Gπcia^Valenzuelaら 25)の
報告では,上

強膜静脈焼灼による眼圧上昇後 1週で,対照眼と比較 し

約 96%の網膜神経節細胞標識率をみている.一方,Selles

―Navarroら 29)は
収縮期動脈圧 レベルを超える眼圧上昇

による 60分間の虚血後 1週 で,対照眼 と比較 し63%の

網膜神経節細胞標識率をみている.今回,隅 角光凝固直後

の眼底検査でその全例において網膜中心動脈完全閉塞は

なかったものの,我 々の結果か らは虚血による影響がな

かったとは断定できない。したがって,こ の緑内障眼は亜

急性あるいは急性実験的緑内障眼としてとらえられるべ

きであると考えられる。

今回,NMDA受容体の非競合的阻害薬である meman_

tineお よび dizocilpineを 使用 し,そ の投与方法は隅角光

凝固前に 1回 腹腔内投 与とした。その結果,memantine

投与群は8.8%,dizocilpine投 与群 は 14.9%と 有意な網

膜神経節細胞標識率の増加があった。このことか ら,

NMDA受 容体阻害薬は実験的緑内障眼による網膜神経

節細胞障害に対 して神経保護作用を有 してお り,ま た同

時に隅角光凝固により誘導された眼圧上昇による網膜神

経節細胞障害のうち,少 なくとも,一部はNMDA受 容体

を介 した障害であることが推定された.さ らに,NMDA
受容体阻害薬の神経保護作用の強い dizocilpineに より

高い標識率の増加をみたことは,NMDA受容体阻害薬の

神経保護作用の程度を反映 していると推定される。また ,

memantineお よび dizocilpineが 対照群と比較 し,眼圧に

影響を及ぼすことなく網膜神経節細胞障害を改善させた

ことから,今回の結果は眼圧下降を介さない緑内障治療

の可能性 を示す ものと考える。しか し,今 回の実験では

NMDA受 容体阻害薬は眼圧上昇誘発前に 1回投与 され

たのみであ り,ま た短期間の眼圧上昇実験であった。

Chaudharyら 35)は
網膜神経節細胞障害誘発以後に dizo―

cilpineを投与 し,網膜神経節細胞障害が緩和 したと報告

している。また,その投与に際 しNMDA受 容体阻害薬は

中枢神経系への副作用 も考慮する必要がある。したがっ

て,慢性緑内障の実験系 として今回の実験系は必ず しも

適切ではなく,ま た薬物投与についても,今後とも薬物の

投与量や投与方法,さ らには新 しい薬物の検討が必要 と

考える。
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