
緒 言

糖尿病網膜症，網膜静脈閉塞症，さらには網膜細動脈

瘤などの発症には網膜血管の循環障害が重要な役割を果

たしている．また，緑内障も眼循環障害が重要な発症・

増悪化のリスクファクターと考えられ，近年眼循環の改
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要 約

目 的：一酸化窒素供与体(FK )によるウシ眼網

膜動脈拡張作用を調べた．

対象と方法：ウシ眼網膜動脈の第二分枝(約 mm

長，平均径 μm)を用いた．血管摘出後，速やかに

微小循環測定装置マイクロベッセルパーフュージョンに

装着した．トロンボキサンA類似物質U ，または

FK を潅流し，血管径を測定した．さらに，一酸化

窒素(NO)の特異的消去剤 PTIOを追加し FK の機

序を検討した．

結 果： MのU を潅流したところ，血管内

径の有意な収縮が誘導された．潅流液に M または

MのFK を加えたところ，U の収縮反応が

抑制された．さらに PTIOを追加潅流したところ，

FK の血管拡張作用が消失した．

結 論：FK から産生されるNOラジカルによっ

てウシ眼網膜動脈が拡張することが推定された．(日眼会

誌 ： ― ， )

キーワード：一酸化窒素(NO)，網膜動脈，微小循環測

定装置，FK ，血管拡張
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Abstract

：We investigated the vasodilatory action
 

of FK on bovine retinal arteries using a mi-

crovessel perfusion system .

：Bovine retinal arteries
 

were obtained from bovine eyes.The arteries, mm
 

long and μm in diameter,were attached to the
 

microvessel perfusion system. The arteries were
 

perfused with Tyrode solution containing M U

, followed by M U and FK ( M
 

or M).We also perfused the arteries with car-

boxy--phenyl- , , , -tetramethylimidazoline--

oxyl -oxide.The inner diameter of the arteries was
 

measured under a microscope and analyzed by com-

puter.

：FK prevented contraction of bovine

 

retinal arteries induced by perfusion of M U

when the arteries were perfused with to

M FK . Addition of μM PTIO, an nitric
 

oxide(NO)-specific extinction agent, into the mix-

ture of U and FK hadan antagonistic effect
 

on the contractive action of FK .

：These results suggest that FK

has a dilatational effect on bovine retinal arteries
 

and that the dilatational action of FK is possibly
 

produced by NO.(J Jpn Ophthalmol Soc ：

― , )

Key words：Nitric oxide(NO), Retinal artery, Mi
 

crovessel perfusion system,FK ,Va-

sodilation



善，特に血管拡張因子である一酸化窒素(NO)の点眼に

よる疾患の治療が試みられ，良好な成績が報告 されて

いる．NO供与体(FK409)は Streptomyces griseospor-

eusの醗酵生成物中から単離された水溶性の化合物で，

安定したNO供与体である ．本化合物をラットやウ

サギの大動脈，イヌの冠状動脈に作用させるとこれら血

管が拡張することが報告され，網膜血管を含む全身の循

環改善薬としてヒトへの応用が期待されている ．し

かしながら，網膜血管に及ぼすFK409の効果について

は全く検討されていない．また，網膜血管は大動脈や冠

状動脈とは組織学的に全く異なること ，さらに，網膜

血管では自律神経による循環の調節があまりみられない

ことなどが報告されていることから，FK409により大

動脈や冠状動脈と同様に網膜血管が拡張すると考えるに

は難があるといえるであろう．そこで今回，FK409の

網膜動脈に及ぼす効果についてマイクロベッセルパー

フュージョンシステムを用いて検討した．

実 験 方 法

1．対象血管とその採取

本実験では屠殺後4時間以内に摘出したウシ眼の網膜

細動脈第二分枝(内径100～150μm，長さ3mm)を使用

した．摘出ウシ眼の赤道部を全周切開し，硝子体を除

去，網膜を露出後，実体顕微鏡下で網膜細動脈を剥離・

摘出し，酸素を飽和させたタイロード液に浸漬した．次

に，摘出血管から眼科用の角膜剪刀あるいは細部用剪刀

を用いて網脈動脈第二分枝を切断・分離し，実験に使用

した．

2．マイクロベッセルパーフュージョンシステムへの

血管の装着

摘出血管を血管内径測定装置(マイクロベッセルパー

フュージョンシステム，LSI Co. Ltd.米国)の薬物潅流

槽に固定し，一端をシリコーンチューブに接続した2本

の直径80μmのガラス管に血管両端を挿入，単線維に

ほぐした絹糸で結紮後，薬物潅流槽を倒立顕微鏡に装着

した．なお，装着された血管周囲には特に付着組織はみ

られなかった．

3．血管内径の測定

薬物潅流槽に血管を装着後，その内腔を洗浄するため

にペリスタポンプを用いて流入圧50mmHg，流出圧45

mmHg，流速22.0μl/分で30分間，37℃の100％酸素

を通気したタイロード液を潅流した．次いで，所定の濃

度に調整した各種薬物を上記と同様の方法で血管内腔に

15分間潅流した．薬物潅流開始8分後から血管内径の

変化をビデオカメラで記録，画像計測ソフトMP100

WS(BIOPAC System社)およびAcknowledge(BIO-

PAC System社)を使用し，血管内径を測定した．な

お，実験全期間を通じて，血管外周には37℃のタイ

ロード液を上記と同様の条件で潅流した．また，潅流薬

物の種類，濃度ごとに新たに作製した血管を使用した．

4．薬 物

トロンボキサンA類似物質としてU46619(同仁化学

研究所)を，NO消去剤としてcarboxyl-2-phenyl-4,4,

5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide(PTIO，同

仁化学研究所)を使用した．これら両薬剤をタイロード

液に最終濃度がそれぞれ10 M になるように溶解し，

実験に使用した．また，NO供与体としては藤沢薬品工

業株式会社から供与されたFK409を使用した(図1)．

5．NOラジカルの測定

タイロード液に溶解したFK409液を100μlのキャピ

ラリーチューブに充填し，ESR Spectroscopy(JES-

RE1X，日本電子株式会社)を用いてNOラジカル強度

を測定した．ESR Spectroscopyの設定条件はcenter
 

field，336±5.0(平均値±標準誤差)mT，microwave
 

power 8mW，modulation amplitude 0.1mT，gain 4

or5×100，time constant 0.1s，scanning time4min-

utes であった．また，FK409液のNO濃度をNO

/NO assay Kit-C(同仁化学研究所)を用いて測定した．

6．統計学的検討

血管の内径に及ぼす薬剤の効果を検討する実験では，

それぞれの薬剤濃度に対して，異なったウシから摘出し

た網膜血管を6例使用し，平均値と標準誤差を求め，結

果として表示した．NOの測定実験では三重に測定した

結果から，平均値と標準誤差を求めた．Fisher’s Protec-

ted LSD testと分散分析法(ANOVA)の両者で，危険

率の値を求めた．

一酸化窒素の網膜動脈拡張作用の測定・杉本他平成14年6月10日

図 1 FK の構造式．

FK409：(±)-(E)-4-ethyl-2-［(E)-hydroxyimino］-5-

nitro-3-hexenamide
 

FK409は Streptomyces griseosporeusの醗酵生成物質中

から単離された化合物(M.W. 215.2)である．水溶液中

で非酵素的にニトロ基とオキシムの部から一酸化窒素

(NO)ラジカルが産生される．
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結 果

1．網膜血管内径に及ぼすU と FK の効果

(図2，3A，B，表1)

10 MU46619を網膜血管に潅流したところ，図2な

らびに図3A，Bに示したように潅流開始後約20分か

ら血管の収縮が始まり，25分後には潅流前と比較して

約20％の最大収縮が観察された．次に，10 M のU

46619を含有するタイロード液に10 M あるいは10 M

のFK409を添加，血管を潅流したところ，潅流開始20

分後から血管内径の拡張が始まり，25分後には表1に

示したように潅流前の内径にまで回復した．

2．FK の血管拡張作用に及ぼす PTIOの効果

(表2)

U46619の潅流による血管の最大収縮を確認後，FK

409(10 M)とU46619(10 M)の混合液に10 M のPT-

IOを添加，血管を潅流，25分後に血管内径を測定した

ところ，血管内径には著明な変動が観察されず，U46619

による血管の収縮状態が維持されていた(表2)．

3．NOの測定(図4A，B，表3)

FK409のタイロード液への溶解によって生成される

NOをESR Spectroscopyを用いて測定するとともに，

同溶液中のNO濃度に及ぼすPTIOの効果を検討した．

図4Aに示したように，タイロード液にFK409を添加

したところ，その濃度依存的にNOラジカル強度が上

昇した．また，このNOラジカル強度は，FK409溶解

1時間後でも溶解直後のそれと大差がなかった(図4B)．

次に，10 M のFK409溶解液に10 M のPTIOを添

加し，同溶液中のNO濃度を測定した．表3に示した

ように，FK409を溶解したタイロード液で観察された

115.0±15.4(平均値±標準誤差)μM のNO濃度はPT
 

IOの添加によって約1/2の54.6±8.4μM にまで減少し

た．

考 按

従来，in vitroで微小血管径を調べる方法には，等尺

性張力測定法といわれる輪状や短冊状条片を作製して等

尺性張力を測定する方法 あるいは血管床潅流圧測定法

といわれる二重マグヌス管内で血管の潅流圧変化を圧ト

ランスジューサーで測定する方法 などがあった．等

尺性張力測定法の欠点は，血管標本を損傷させるため長

時間の実験では血管に変性があること，また，血管床潅

流圧測定法では標本に脂肪などの結合織が含まれるため

測定結果の精度が低く，さらに，そこに含まれる物質が

影響したり，潅流液に混入する恐れがあることが挙げら

れる．今回のマイクロベッセルパーフュージョン法で

図 2 網膜動脈血管に及ぼすU とNO供与体で

ある FK の作用．

●：10 M U46619潅流開始後約20分で血管収縮が

始まり，その後60分持続した．

→：U46619潅流開始， ：潅流開始時の網膜動脈内

径に対する有意差あり(p＝0.0001)．

図 3 U の潅流による網膜血管の収縮．

A：潅流前，B：潅流後

表 1 網膜動脈血管に及ぼす FK の拡張作用

潅流薬物 血管内径(平均値±標準誤差)μm

潅流液 127.63±7.8

U46619 97.96±11.7

FK40910 M 114.6±7.4

FK40910 M 125.5±7.9

各薬液潅流後の最大変化時の値を示す．

FK409：一酸化窒素(NO)供与体，潅流液：タイ

ロード液，U46619：Thromboxane A 類 似 物

質， ：対照との間で有意差あり(p＝0.0002)

表 2 FK の拡張作用に及ぼす PTIOの

抑制作用

潅流薬物 血管内径(平均値±標準誤差)μm

潅流液 114.7±3.6

PTIO 117.8±1.8

U46619 97.9±11.6

U＋F＋P 92.7±12.0

潅流液：タイロード液，carboxyl-2phenyl-4,

4, 5, 5-tetramethylmidazoline-1-oxyl-3-oxi
 

de(PTIO)：Carboxy PTIO，U46619：Throm-

boxane A 類似物質，U＋F＋P：U46619＋

FK40910 M＋PTIO

 

A

 

B
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は，血管周囲に付着物がなく，また管腔構造のまま測定

できるので，内皮損傷が可及的に少なくできる利点 が

あるため，従来の方法と比較し，各種薬物などの血管に

及ぼす効果をより生理的に測定できると考えられる．

FK409は Streptomyces griseosporeusの醗酵生成物中

から単離された化合物で，比較的安定したNO供与体

である ．これまで，FK409のラット大動脈 ，ウ

サギ大動脈 ，イヌ冠状動脈 での血管弛緩作用が報告

されている．長後毛様体動脈にNOを作用させると同

血管が拡張することも報告 されている．しかし，網

膜動脈は，血流の自動調節能を有する点，ノルアドレナ

リン受容体やアセチルコリンエステラーゼ陽性神経など

が少ない点，さらに内皮細胞に tight junctionが存在す

るなどの管壁構成要素に差がある点でこれらの血管と異

なるため，今回はウシ眼網膜動脈を対象にFK409の効

果を観察した．

U46619はサルやヒトの脳，冠動脈などを強く収縮さ

せる ばかりでなく，眼動脈も収縮させる ことが知

られている．本実験で網膜動脈にU46619を潅流した

ところ，25分後に血管の収縮がみられた．そこにFK

409を追加潅流したところ，U46619の収縮作用に反し

て網膜動脈がU46619を投与する前の径まで拡張した．

この結果は，FK409には網膜動脈拡張作用があること

を示している．

溶液中のFK409から生じるNOラジカルは水中の酸

素と速やかに反応し，さらにより安定なNO とNO

イオンとなる ．また，NOラジカルは水中のスーパー

オキサイドアニオンとも反応し，パーオキシナイトライ

ト(OONO-)をも生成する ．したがって，FK409に

よる網膜血管の拡張がNOラジカルそのものによるの

か，あるいはNOラジカルの代謝物の作用によるのか

を明確にする必要がある．PTIOは水溶性の安定な有機

ラジカルで，水溶液中のPTIO分子からオキシゲンラ

ジカルが酸化還元反応によりNOラジカルのみを特異

的に消去する作用を有している ．そこで次に，本剤

をFK409に添加すると，FK409による拡張が有意に

抑制された．このことは，FK409による網膜血管の拡

張がNOラジカルそのものによっていることを示して

いる．

ま と め

今回，FK409による摘出ウシ網膜動脈に及ぼす影響

をマイクロベッセルパーフュージョン法で検討した．本

図 4A FK の一酸化窒素(NO)ラジ

カル強度．

＊：ラジカル強度

図 4B FK ( M)のNOラジカル

強度の経時的変動．

＊：ラジカル強度

表 3 FK のNO /NO 濃度

溶液 NO /NO (平均値±標準誤差)μM
 

FK409 10 M 115.1±15.4

FK409 10 M＋PTIO 54.6±8.4
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実験法は従来の方法に比べてより生理的に測定できると

考えられた．FK409はU46619により収縮した網膜動

脈の拡張作用を示した．その作用はPTIOで阻害され

たことから，NOによるものと考えられた．以上の結果

から，FK409は網膜動脈の拡張作用を介して網膜循環

を改善する可能性がある．
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