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白色，有色家兎瞳孔括約筋，散大筋およびその神経効果器

接合部におけるボツリヌスA型毒素の作用
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要 約

目 的：家兎瞳孔括約筋，散大筋，およびその神経効

果器接合部におけるボツリヌスA型毒素の作用を検討

した．

方 法：瞳孔括約筋，瞳孔散大筋を摘出し潅流槽に固

定し一対の塩化銀電極を通してフィールド刺激を加え，

等尺性収縮を記録した．

結 果：フィールド刺激により瞳孔括約筋は二相性の

収縮反応を示し，両反応ともボツリヌスA型毒素(

nM)前投与で抑制された．この抑制作用は白色家兎にお

いて強かった．一方，ボツリヌスA型毒素は瞳孔括約筋

で外因性に投与されたカルバコールおよびサブスタンス

Pの収縮へは影響を及ぼさなかった．瞳孔散大筋に

フィールド刺激を加えると一相性の収縮を示した．この

収縮はボツリヌスA型毒素の影響を受けなかった．

結 論：ボツリヌスA型毒素は運動神経末端からの

アセチルコリンの放出抑制作用のみならず，ウサギ瞳孔

括約筋の副交感神経末端からの神経伝達物質の放出，三

叉神経由来と考えられるサブスタンス Pの放出をも抑

制することが推定された．(日眼会誌 ： ―

)

キーワード：ボツリヌスA型毒素，フィールド刺激，サ

ブスタンス P，白色家兎，有色家兎

：To investigate the effects of botulinum
 

toxin type A(botulinum A toxin)on the autonomic
 

and other non-adrenergic, non-cholinergic nerve
 

terminals.

：The effects of neurotoxin on twitch
 

contractions evoked by electrical field stimulation

(EFS)were studied in isolated rabbit iris sphincter
 

and dilator muscles using isometric tension record-

ing.

：Botulinum A toxin( nM)inhibited the
 

fast cholinergic and slow substance P-ergic compo-

nent of contraction evoked by EFS in the rabbit iris
 

sphincter muscle without affecting the response to
 

carbachol and substance P. Botulinum A toxin(

nM)did not affect the twitch contraction evoked by
 

EFS in the rabbit iris dilator muscle.

：These data indicated that botulinum
 

A toxin may inhibit not only the acetylcholine
 

release in the cholinergic nerve terminals, but also
 

substance P release from the trigeminal nerve ter-

minals of the rabbit iris sphincter muscle.However,

neurotoxin has little effect on the adrenergic nerve
 

terminals of the rabbit iris dilator muscle. (J Jpn
 

Ophthalmol Soc 105：218―222,2001)
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緒 言

神経終末からの伝達物質の放出を阻害するclostridial
 

neurotoxinには嫌気性芽胞形成桿菌の Clostridium tet-

ani，Clostridium botulinumから産生される破傷風神経

毒素とボツリヌス神経毒素がある．これらの毒素は類似

構造をしており，菌体内で1本鎖ポリペプチドとして産

生されるが細菌の溶解時にプロテアーゼによって，軽鎖

と重鎖がS-S結合により結び付けられた2本鎖ポリペ

プチドに変わり強い毒性を示すようになる ．ボツリヌ

ス毒素はかつてボツリヌス中毒の原因毒素としてのみ知

られていたが，1973年 Scottら は外眼筋の筋力を減弱

させる物質の発見を目的として，alchol，cobra neuro-

toxin，diisopropyl fluorophosphate(DFP)，botulinum
 

neurotoxin type A(ボツリヌスA型毒素)を使用し，ボ

ツリヌスA型毒素投与が最も低濃度で効果的であるこ

とを確認した．その後，米国Food Drug Administration

(FDA)指導のもと臨床的にその有効性，安全性が確認

され，現在我が国でも眼瞼痙攣に対し臨床的に幅広く使

用されている ．ボツリヌス毒素の作用機序として，①

神経終末膜の毒素の特異的受容体への結合，②神経終

末内への侵入，③神経終末内での神経伝達物質放出抑

制の3ステップモデルが提唱されている ．すなわち，

運動神経末端に注入されたボツリヌスA型毒素は，強固

に結合し同部位でカルシウムの細胞内への流入を阻止し

アセチルコリンの分泌を抑制していることが知られてい

る ．ボツリヌスA型毒素が運動神経末端で筋肉の痙攣

を抑制する機序については非常に明確な報告がなされて

いるが，自律神経末端，さらに，非コリン非アドレナリ

ン神経末端への作用についてはほとんど解明されていな

い．そこで今回，我々はボツリヌスA型毒素の白色およ

び有色家兎瞳孔括約筋，散大筋，その神経効果器接合部

への作用を等尺性収縮記録法で検討した．

方 法

11匹の白色雄，5匹の有色家兎(体重2～3kg)を用い

過剰量のペントバルビタールナトリウム(ネンブター

ル )を耳静脈から注射し屠殺後，眼球を摘出，以下に

示す組成のクレブス液中(mM)に眼球を保存した(NaCl

94.8，KCl4.7，MgSO 1.2，CaCl 2.5，KH PO 1.2，

NaHCO 25.0，Glucose11.7)．その後，顕微鏡下で幅

2～3mmの瞳孔括約筋条片，幅1～2mm，長さ3～4

mmの瞳孔散大筋条片を作製した ．これらの標本の両

端を絹糸で結び，一端を潅流槽に固定，他端をmechano
 

transducer(Nippon Koden Co,EF-601G)に接続し，当

尺性収縮記録法を用いて機械的反応を測定した．

フィールド刺激実験：作製した筋条片は容量1.5ml

のクレブス液で満たされた潅流槽に縦方向に設置した．

潅流槽は常に酸素(95％O，5％ CO)で通気し，37℃に

保温したクレブス液を持続的に(0.3ml/sec)潅流した．

瞳孔括約筋には100mg，散大筋には50mgの初期張力

を加え，矩形波パルス通電を潅流槽中の一対の塩化銀電

極を通して行いフィールド刺激とした．用いた矩形波パ

ルスの強さは100V，パルス幅は0.1～0.8msecで，20

Hzで頻回刺激を行った．刺激間隔は通常，瞳孔括約筋

で5分，瞳孔散大筋では3分間隔に設定した．安定した

収縮が得られることを確認した後，実験を開始した．結

果は全く前処置を行わない状態で得られた収縮を100％

として計算した．

統計処理：結果は平均値±標準誤差で表し，Students
 

t-testを用いて p＜0.05を有意とした．

薬剤：ボツリヌスA型毒素(和光純薬工業株式会社)，

サブスタンスP(株式会社ペプチド研究所)，カルバコー

ル(Sigma Chemical Co,St Louis，米国)である．

結 果

潅流槽中に懸垂した括約筋，散大筋条片は30～60分

の潅流によって徐々に弛緩した後，一定の静止張力を示

した．実験中自発収縮は全くなかった．さらに，これら

の筋条片はフィールド刺激で収縮を呈し，いずれの収縮

もフグ毒であるテトロドトキシン(0.1μM)投与で消失

した(結果示さず)．すなわち，フィールド刺激によって

起こるこれらの反応は，内在神経を介した神経原性の収

縮であると考えられた．

瞳孔括約筋はフィールド刺激により，早い収縮とそれ

に続くゆっくりとした収縮の二相性の収縮がある(図1

A)．早い収縮はアトロピンにより完全に消失したが，

ゆっくりとした収縮は影響を受けなかった(結果示さ

ず)．ボツリヌスA型毒素(150nM)を投与すると両収縮

とも徐々に抑制され，特に早い収縮は3時間以内にすべ

ての標本で完全に消失した(図1B，C)．詳細な抑制程

度を表1に示す．同様の反応は有色家兎でも観察された

が，白色家兎ではフィールド刺激による瞳孔括約筋の早

い反応は完全に消失したが，有色家兎では抑制は36％で

あり，その収縮抑制は有意に小さかった(表1)．さらに，

白色家兎瞳孔括約筋は外因性に投与されたカルバコー

ル，サブスタンスPで濃度依存性の収縮を示したが，そ

の反応はボツリヌス毒素(150nM)前投与の影響は受け

なかった(図2)．

一方，瞳孔散大筋についてみてみるとフィールド刺激

により一相性の早い収縮を示したが，表1，図3に示す

ようにボツリヌスA型毒素はこの瞳孔散大筋の反応へ

はほとんど影響を及ぼさなかった．

考 按

ボツリヌス治療の臨床応用は斜視に対する治療報告に

始まる ．その後，異常筋収縮やジストニアを中心に

種々の不随意運動の治療に用いられ，我が国においても
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ほとんどの眼瞼痙攣に著効が実証されている．しかしな

がら近年，自律神経に対する副作用も報告されている．

すなわち，ボツリヌスA型毒素をウサギ ，ラット の

球後に注射すると同側の瞳孔が散大することが知られて

いる．さらに，瞳孔散大による眼圧上昇がヒトで報告

されている．これらの副作用は，ボツリヌスA型毒素が

毛様神経節に浸潤していくため出現したと考えられてい

る．その理由として，現在製剤として使用されているボ

ツリヌスA型毒素はアルブミン添加であり，分子量が巨

大なため腸管でさえ容易には吸収されず，毒素が直接角

膜，強膜を透過することは不可能と考えられるためであ

る ．

一般にウサギ瞳孔括約筋にフィールド刺激を加えると

早い収縮成分とゆっくりとした収縮成分の2つがあり，

早い収縮はコリン作働性，ゆっくりとした収縮はサブス

タンスPによるものと考えられている ．今回の実験

から，ボツリヌスA型毒素(150nM)はコリン作働性収

縮を完全に抑制した．さらに，ボツリヌスA型毒素は瞳

孔括約筋において外因性に投与したカルバコールによる

収縮に影響を及ぼさなかった．すなわち，ボツリヌスA

型毒素は家兎瞳孔括約筋の副交感神経末端に直接作用

し，アセチルコリンの放出を抑制したと考えられる．

家兎眼において，機械的，化学的刺激，あるいは三叉

図 1 白色家兎瞳孔括約筋におけるフィールド刺激によ

る収縮ならびにボツリヌスA型毒素( nM)の作用．

Ａ：対照，Ｂ：ボツリヌス投与後100分，Ｃ：ボツリ

ヌス投与後200分

表 1 白色，有色家兎瞳孔括約筋，散大筋におけるボツ

リヌス 型毒素( nM)のフィールド刺激に対する

収縮抑制作用の比較

種
瞳孔括約筋

早い収縮 ゆっくりした収縮
瞳孔散大筋

白色 0％

n＝12/7

62.1±7.2％

n＝14/7

104.2±2.7％

n＝6/5

有色 36.0±22％

n＝4/3

75.0±25％

n＝4/3

結果は全く前処置を行わない状態で得られた収縮を100％と

して計算．標本はボツリヌスA型毒素を300分処置．

n＝実験に用いた眼球数/実験に用いた動物数．＊：白色，有

色家兎瞳孔括約筋におけ早い収縮の比較．平均値±標準誤差

図 2 白色家兎瞳孔括約筋におけるカルバコール，サブスタンス Pの容量反応曲線．

○：ボツリヌスA型毒素(150nM)前投与，●：対照

図 3 白色家兎瞳孔散大筋におけるフィールド刺激によ

る収縮ならびにボツリヌスA型毒素( nM)の作用．

Ａ：対照，Ｂ：ボツリヌス投与後200分
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神経を頭蓋内で刺激することによって，前眼部に縮瞳，

結膜や虹彩の充血などの反応が発生するが，この炎症反

応は知覚神経末端から遊離されるサブスタンスPを介

する反応である．つまり，三叉神経を頭蓋内で刺激する

と，房水内サブスタンスPが知覚神経末梢部から分泌さ

れる ．このように家兎瞳孔括約筋には機能的，さらに

組織学的にもサブスタンスPの存在が示されてい

る ．今回，ボツリヌスA型毒素は外因性に投与され

たサブスタンスPの収縮へは影響を及ぼさず，フィール

ド刺激によるサブスタンスPの収縮を抑制することが

確認された(図1，2，表1)．以上の結果からボツリヌス

A型毒素はコリン作働性神経末端のみならずサブスタ

ンスP作働性神経末端に結合し，その神経伝達物質放出

の抑制を行っていることが示された．このような家兎瞳

孔括約筋におけるフィールド刺激によるサブスタンスP

の反応はプロスタグランジン により増強され，エンド

セリン により抑制されることが知られている．Monte-

cucooら はボツリヌスA型毒素がまだ明らかになっ

ていない非コリン非アドレナリン神経末端に結合し作用

するということを結合実験によって報告しており，今回

の結果から，その一つにこのサブスタンスP作働性神経

末端が考えられた．

今回の実験では白色，有色両方の家兎を用い実験を

行っているが，表1から明らかなように，ボツリヌスA

型毒素による抑制効果は白色家兎で有意に強かった．こ

の原因としてはボツリヌスA型毒素が虹彩の色素に結

合し，見かけ上作用が減弱したためと考えられる．一般

に副交感神経遮断薬であるアトロピン ，交感神経遮断

薬であるプラゾシン は，このように虹彩色素への薬物

の結合が強いと考えられている．

ボツリヌス中毒患者の瞳孔は中等度散大することが知

られているが，これは交感神経，副交感神経両者の麻痺

によるものと考えられていた ．今回の実験から，ボツ

リヌスA型毒素はウサギ瞳孔散大筋においてフィール

ド刺激による収縮にほとんど影響を及ぼさなかったこと

から，この散瞳は主にコリン作働性神経末端への作用に

よると考えられた．

結 語

ボツリヌスA型毒素は運動神経末端からのアセチル

コリンの放出のみならず，ウサギ瞳孔括約筋の副交感神

経末端からのアセチルコリンの放出，さらに，三叉神経

末端からのサブスタンスPの放出をも抑制することが

考えられた．しかし，ボツリヌスA型毒素はアドレナリ

ン神経末端に対しては非常に影響を及ぼしにくいことが

推定された．
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