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要  約

白色家 兎硝 子体腔 に標 識 アミ ノ酸 を注入 し,1 時間 後 に前房カ ニ ューレ 法 にて眼圧 を40mmHg,  60mmHg,

70mmHg,80mmHg の各眼 圧 レベ ルに設定 し4 時 間維持 し, そ れぞれ の眼圧 レベ ルの高 速軸索 輸送 にお よぼ

す影 響 を液体 シ ン チ レーシ ョ ンカ ウ ンテ ィン グ, フ ル オロ グ ラフ ィー を用い て 調 べ た. 次 に 家 兎のLamina

Cribrosa の消 化 標本 を作 製 し走 査 電顕 で観 察 し た. 眼 圧 が40mmHg で は軸索 輸 送 はコ ント ロ ール と差 が な

かっ た. し かし60mmHg;,  70mmHg では中 等度 の軸索 輸送 の減 少を認 め, 80mmHg で は, 高度 の障 害を示 し

た. この障 害の 発生 には, 家 兎のLamina Cribrosa の解剖 学的 特異性 が 関与 してい る ものと推定 し た. フ ル

オロ グラフ ィ ーのパ ター ンは 実験群, コ ント ロー ル群 とも差 を認 めな かっ た.( 日眼 91 : 487-493, 1987)

キーワ ード: 高 速軸 索輸 送, 急 性眼 圧上昇 実験, 白 色家 兎, 走査電 顕

Abstract

The Orthograde rapid a χoplasmic transport of the albino rabbit optic pathway under e χperimen ・

tally induced acute ocular hypertension was studied. Beginning lhour after intravitreal injection of

radio-labelled amino acids, intraocular pressure became elevated for 4hours at various levels of

40mmHg  (5rabbits), 60mmHg  (5rabbits), 70mmHg  (4rabbits) and for 2hours at 80mmHg (2rabbits).  In

all rabbits the left anterior chamber was cannulated using a 19-gauge elastic tube connected to a

heparinized saline reservoir and was maintained at the desired height. At an IOP level of 40mmHg,

no quantitative differrence in the transporting axoplasm was observed in comparison to controls. At

10P levels of 60mmHg, 70mmHg,  however,  moderately decreased radio-activity was observed along

the total optic pathway compared to the contralateral controls. At the 80mmHg level, radio-activity

was severely decreased along the total optic pathway. SDS ・PAGE and its fluorography showed no

qualitative difference along the optic pathway between control and experimental rabbits. Rabbit

lamina cribrosa observed by scanning electron microscopy showed weak and fibrous beams at its

region,  and they might e χplain the unsusceptibility of rapid axoplasmic transport to intra ocular

pressure under lOmmllg and the marked obstruction over 50mmHg. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 :

487-493,  1987)
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I 緒  言

実験 的 急 性 眼圧 上 昇 に よ り軸 索 輸送 に障 害 が お こ

り, そ の場 はLamina Cribrosa にあ るこ とは既 に多 く

の報 告 があ り, Lamina Scleralis にそ の障 害の中 心が

局 在して い るこ と が明 ら かに され てい る1)゙ ). し かし

な がら解 剖学的 に この よ うなCollagenous Septa を欠

損 してい る家 兎に おいて も軸 索輸 送 の障 害 があ ると の

報 告5)があ り, 更 に逆行 性の 輸送 の障害 もHooded rat

で 証明 されて い る6).

今回, こ のCollagenous Septa を欠い てい る 白色家

兎を 用い て種 々の 眼圧 レベ ルを設 定し て, その障 害を

定 量的 に測定 し, 又, 家兎 のLamina Cribrosa の消イ匕

標 本を 作製し, そ の構 造 と軸 索輸 送障 害 との関 係につ

い て検討 を加 えた ので報 告 する.

II 実 験 方 法

1. 実験動 物: 成熟 白色家 兎( 雄, 体重2.5̃3kg)  18

羽 を用 い, 4QmmHg の眼圧 に5 羽, 60mmHg の 眼圧 に

5 羽, 70mmHg の眼圧 に4 羽, 80mmHg の眼圧 に2 羽

を 用い た. 更にLamina Cribrosa の 消化標 本 とし て2

羽 を使 用し た.

2. 方 法:L- 〔35S〕・Methionine  (Amersham U.K.,

Specific activity > 1 lOOCi/mmol) 100 μCi/10μ1を 白

色家 兎両 眼の硝 子体腔 へ 注入し, 左 眼に は1 時間後 に

19ゲ ージ のエ ラス タ針を角 膜輪 部 より前 房へ 剌 入し,

外筒を 前房 へ留 置し, ヘ パ リン生食 の ボトル と接続 し

40, 60, 70, 80mmHg の各 眼圧 レベル に設定 し た. 右 眼

は コント ロ ールとし た. 麻 酔 は塩酸 オキシブ プ ロカ イ

ソ( ベ ノキシ ール⑧) 点 眼の みで 行な った.

40, 60, 70mmHg の各眼 圧 レベル に設定 し た家兎 は,

高眼 圧負 荷後4 時間 後に過 量 のネ ソブ タ ール 静注 の後

に屠殺 し た.

80mmHg に眼 圧を設 定し た2 羽は, 眼 圧上 昇後 約2

時間 後に チ ュ ーブ剌 入部 の強角 膜部 よ り裂け たた め,

そ の時点 で実験 を中 止し 同様 に屠殺 した. 屠 殺後 すみ

や かに開 頭し, 眼球 ・視 路を取 り 出し た. 視 神経 ・視

索 は2mm 間隔 で切 り, 外 側膝 状体・上丘 はそ の一 部を

切 り出 して 試 料 とした. 切 り 出し た試 料 は既 報7)の方

法 によ り処理し, 又, 網 膜も慎 重 に剥離 し同 様 に処理

し試 料 とした.

作製し た試 料は以 下 のよ うに分 析し た.

(1) 液 体 シ ン チ レ ーシ ョン カ ウ ン テ ィン グ( 以 下

LSC): 網膜 及び 視路 の放 射 能 の測定 を 既 報7)9)の方 法
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に より行 なった. 値は網 膜 の放射 能値 及び 半減期 で 補

正し た.

(2) SDS-PAGE と フル オロ グ ラ フ ィ一7'8):試 料 に

は眼 圧を60mmHg に設定 した2 羽を 用い た.

ホモ ジナ イ ズした 試 料 各20μ1に2 倍 濃度 のSDS 試

料緩 衝液(20%(w/v) ・glycerol, 4.6%  (w/v)  SDS.  125

mM Tris-HCl, pH 6.8,4%2-Mercapto Ethanol)  20μ1

を加 え, よ く撹 拌 した後boil し, 分離 用 ゲルに5̃15%

gradient polyacrylamide gel を 用い て 電 気 泳動 を 行

ない, 次いで フ ル オロ グラフ・i- を 行 ない, デソ シト

タト リ ーで その パ ターンを 計測 し, 輸送 さ れる蛋 白の

質的 ・ 量的 変化を 調 べた.

(3) 視神 経乳 頭部(ONI) の放 射能 測定:TCA 法及

びNCS 法9)を 用 い て各 眼 圧 レ ベ ル にお け る こ の部 位

・ の放 射能を 測定 した.

(4) 走 査電 顕 に よる 家 兎 のLamina Cribrosa の観

察: 正 常 白 色家 兎 のLamina Cribrosa をEmery10' の

方 法 に準じ て処 理し, 走 査電 顕で 観察 した.

Ill 実 験 結 果

① 視 路 の軸 索 輸 送 量 の変 化: 表1,2,3,4 は 各

表1 視路の高速軸索輸送蛋白の放射能を示しか.40

mmHg の眼圧上 昇では対象群と殆んど輸送量の差

を認めない.
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表2 視路の高速軸索輸送蛋白の放射能を示した.60

mmHg の眼圧上昇により対 象群 と比べ て中 等度の

軸索輸送量の減少を認めた.

l
A
J
d
O
c
O
I
×
 
2

Fast Axonal Transport

¦.0.P : 60mmHg

匸
匸

①]
⑤

0N2  3  4  5  6

nT ヅヤ
7 8 0T1  2 3 4 5 LG  SC

C:Control  n=  10

●:Experiment n ° 5

表3 視路の高速軸索輸送蛋白の放射能を示した.70

mmHg の眼 圧上昇により対象群と比べて中等度の

軸索輸送量の減少を 認めた.
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表4 視路の高速軸索輸送蛋 白の放射能を示した. 標

識アミノ酸注入後3 時間のために, 対象群の軸索 輸

送量 も少ない. 又,80mmHg の眼圧上昇で軸索輸送

量は著るしく障害された.
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眼圧レベルにおける軸索輸送量の変化をTCA 法で定

量的に測定したものである. 表1 に示したように眼圧

を40mmHg に設定した群では視神経乳頭部(ONI) か

ら上丘(SC) に至る視路における軸索輸送量は, コン

トロール群との間に殆んど差を認めなかった. 表2,

表3 に示すように, 眼圧を60, 70mmHg に設定した群

では, 球後部視神経(0N2) より上丘(SC) に至る視

路において軸索輸送量は中等度に減少した. また, 視

神経・視索とも同程度に減少しており眼圧上昇ととも

に軸索輸送障害が生じたことを示している.表4 には,

80mmHg の眼圧を設定した状態での軸索輸送量を示

した. 眼圧上昇後約2 時間後に強角膜部が裂け, 実験

をこの時点で中止したためコントr=l-ルの輸送量も他

の実験群よりも少ないが, 眼圧上昇の2 羽では高度に

輸送が障害されていることが示された.

(2) SDS-PAGE とフルオロダラフ4-: 写真1,2

に示すように, 眼圧上昇眼(60mmHg) では, LSC で

示された放射能の減少が, フルオログラフ4- でも同

様に示された. しかしながら図1 に示したようにデソ

シトメトリーでは,ほぼ同様のパターンを示しており,



82づ490)

-- ・-

ONi

写 真1

た.

ONi

Control

細i 耡/鰰 ● ● . 叭

" 。

CH OT,     LGBSC

対 象 眼 の 視 路 の フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ーを 示 し

/θP  60  mmHg

CH OTi
LGBSC

写真2 眼圧上 昇(60mmHg) 眼の 視 路 の フル オロ グ

ラフ ィ ーを 示し た. 対 象 眼 に比 べONI は 濃 く, こ の部

に 軸索 輸 送 蛋 白の 停 滞 があ る こ とが 示 さ れて い る.

そ れ 以後 の 視 路で は蛋 白の バ ン ドは 薄 く, 輸 送量 の

減 少を 示 し てい る.

明らかな質的変化を認めなかった.

(3) 視神経乳頭部における放射能: 視神胚乳頭部に

は, 眼圧に対応した放射能の増加が認められる. 表5

に示すように眼圧が40mmHg では,コント1・- ル群と

の間に殆んど差を認めない.又,眼圧が80mmHg では,

硝子体腔へ標識アミノ酸注入後約3 時間しか経ってい

ない為,その放射能値は若干低値となっている. NCS-

TCA のカウントも眼圧上昇とともに増加しており,

この部に非軸索輸送成分の増加を認めている.
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図1 フルオログラフ ィーで示した軸索輸送蛋 白をデ

ソシトノト リーで測定した.対象眼と眼圧上 昇眼(60

mmHg) では量的には異なるがほぼ同一のパターン

を示している.

表5 視神経乳頭as (ONI)に集積する放射能を 測定し

た.

NCS: 全放射能値.TCA: 主に軸索輸送蛋 白成分

の放射能値, NCS-TCA: 主に非軸索輸送成分の放

射能値,眼圧40mmHg ではいずれも対象群との間に

差は認めない. 又眼圧の上昇に応じて各放射能値は

増加している. 80mmHg では標識 アミノ酸注入後約

3 時間の為TCA 値は低値となってい る.
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(4) 白色家兎Lamina Cribrosa の消化標本: 写真

3 に示したように家兎のLamina Cribrosa は,数層の
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写真3 家兎のLamina ・Cribrosaを示した.H

Horizontal, V : Vertical

不規則なひ釧犬の線維構造からなり, Primate におけ

るような膠原線維の複数層の膜状の重なりからなる篩

板孔に連なるチャンネル構造をもつ整然とした隔壁構

造とは異なっていた.

IV 考  按

一 般に 順行 性高 速軸索 輸送は, 軸索 輸 送全体 に占 め

る量的 割 合は 少な い 八 神経機 能 の維持 ・シ ナプ ス小

胞 の 輸 送 な ど質 的 に は 重 要 な 役 割 り を 果 た し て い

る8)H)‾13).

急 性 眼 圧 上 昇 の 際 にprimate で は こ の 輸 送 が 障 害

され, 臨 床的 に は視 神経乳頭 の腫脹, 実 験的 には, 標

識蛋 白の 乳頭 部 への 集積 とし て認 めら れる. そし てそ

の 障 害 部 位 はLamina Cribrosa で, 特 にLamina

Scleralis に 局 在 し てい るこ とが 種 々の報 告 で 明 ら か

に され1)̃4),眼 圧上 昇 に よ りLamina の小孔 を 通 り抜

け る視神 経束 がし めっ け られ, 軸索輸送 が障 害 され る

も のと推 定さ れて い る. し かし なが らこの輸 送 の障害

が, Lamina Scleralis を欠 損し てい る白色家 兎 に発生

して い るこ と5)や, 又, 逆 行性 の輸送 もrat に同 様に障

害 されて い る6)と の報告 も あ り, Lamina Cribrosa の

解剖 学的 構造 と軸索 輸送 障 害 との関 係につ いて更 に検

討 が必要 と思われ る. 今回, この 白色 家兎を 用い て種 々

の 眼圧 レ ベルを設定 し て, LSC を 用 いて定 量的 にこ の
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輸送 の障 害につ いて 調べ た.

眼 圧が40mmHg,  4 時間 の持続で は, 輸送 量 はコ ン

ト ロ ール群 とかか わらず, こ の程度 の眼 圧上昇 及び 持

続 時間で は本 輸送 は殆 んど障 害さ れなか った もの と考

え てよい.

眼圧 が60, 70mmHg で は, 視神 経・視索 とも中等 度

の 軸索 輸送 の減少 が認 めら れた.

BⅢ ら15)は, サル の実験でPerfusion Pressure が25

mmHg 以上 に保 たれ た場 合, 乳頭 部の循 環血 流量は 十

分に保 たれ ると報 告して い る. 千 原 ら5)は, 全麻 下で の

白色家 兎の平 均血 圧は 約122±12mmHg と報告 し, 刺

激 状態 では更 に一 過性 に上昇 する と述 べてい る. 今回

使用し た麻酔 は塩 酸 オキシ ブプ ロカイ ソ( ベ ノキシ ー

ル⑥)点眼 のみで, 全身 血圧 への影 響は 殆ん どない とみ

てよ く, こ の実験 下で は乳 頭の循 環血 流量を 十分 に保

つ べ きPerfusion Pressure は, 60,  70mmHg の眼 圧下

におい て も十 分 に確保 され てい るもの と考 えられ る.

し た がって この レベ ルの眼 圧負荷 にお け る軸 索輸 送量

の減 少 は 乳 頭部 の 血 液循 環 障 害が 原 因 と は考 えに く

い.

更 に眼圧 を著 るし く高 く80mmHg に設 定し た場 合,

軸索 輸送 は高度 に障 害さ れた.

家 兎で は主に 水平方 向 から の神経 線維 は, 乳 頭に 侵

入す る前 よ り有 髄 になって い る. そし て この髄靹 が,

軸索 及 び軸索輸 送を 保護 する可 能性 のあ るこ とにつ い

ての 報告5)もあ るが, この80mmHg の眼 圧で は, こ の

myelinated nerve fiber の輸送 も 強く障 害を受 けた も

の と 考 えら れ る. し かし な が らこ の 眼 圧 レ ベ ル で は

Perfusion Pressure も かな り減 少し てお り, この レベ

ルで の 輸送 の障 害 にVascular な 影 響が 関与 して い る

可能 性 は否定で きない.

眼圧上 昇 の程度 と視 神経乳 頭部(ON1) に集 積す る放

射 能 を 定 量 し 比 較 し た と こ ろ 表5 に 示 す よ う に40

mmHg より高い 眼圧 では, 眼 圧上 昇の レベ ルに応じ た

放 射能 の蓄積 増加 を認 め, 40mmHg で はコ ント ロ ール

と差が なか った. この ことは 家兎 におい て も強い 眼圧

上 昇 によ りLamina Cribrosa の部位 で 視 神 経が 圧 し

つけ ら れ, そ の強 さに応 じた 軸索 輸送 の停滞 が, この

部 倥 に お こって い る こ とを 示 す も の と い え る. 又,

NLS-TCA 値 も 乳頭 部 に おい て眼 圧 上 昇 に 応 じ て 増

加し て お り, Non Axonal Transport51 も眼圧上 昇 レベ

ル に応じ て増 加し てい るこ とが示 され た.

千 原 ら5)は, 白色 家兎で 眼圧 が50mmHg では, 軸索

輸 送 の障害 は軽度 であ る と報 告し てい る. 今回の 家兎
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実験 で も40mmHg の 眼圧レ ベ ルでは, 軸索 輸送 量は 殆

ん どコ ント ロ ール 群と差 を認 めな かった. 一方 そ 牡を

こ えた60, 70mmHg では, 中 等度 の軸索 輸送 の障害 を

きたした. この ことは 家兎Lamina Cribrosa の解剖 学

的 特 性 が 関 与 す る可 能 性 が 大 き卜. そ こ で 家 兎 の

Lamina Cribrosa の観 察を 行な って みた.

写 真3 に示 し た よ うに, 家 兎 のLamina Cribrosa

は, 高 等動物 の規 則的 な孔あ きシ ート の多圈 の重 なり

か らで きてい る もの と異 な り, 線 維状・ ひ も状の 構造

が 不規 則に数 層配 列して 構成 され てい るにす ぎな卜.

上 下方 向の神 経線 維は よく 消化 され, そ の構 造 もわか

り易く, ひ も状ビ ームがル ーズに張 ら れてい る. 一方,

水 平方 向の有 髄線 維は 消化 されに くく, 大部 分が 残っ

た ま まであ るが, 同様 に細い ル ーズな ビ ームが張 られ

て いる. こ れらの こ とは, 眼 圧上 昇が著 るし くな い場

合, こ の ル ーズなビ ー ムが緊 張 せず, 50mmHg 程 度 ま

で の 眼 圧 上 昇 で は 軸 索 を 絞 扼 す る 力 が 弱 い 瓲60

mmHg 以 上の 眼圧上 昇で は, そ の眼球 壁の 易 可塑 性 と

ともに, こ の線維 状・ひ も状 のLamina Cribrosa は強

く伸展 され軸 索を 絞扼 し軸索 輸送 を障 害し てし ま うも

のと考 えら れる.

又, myelinated nerve fiber は, こ の程 度の絞 扼に

対 して かな り抵抗 性か おり, 全体 とし て もかな り軸索

輸 送が 維持 され る.し かし80mmHg 以上 の 眼圧で は,

このmyelinated nerve fiber の軸 索輸 送 も障 害 され 全

体 とし て高度 の輸 送量 の減 少を きたし た もの と考 え ら

れる.

一 方, Quigley ら4)のPrimate で の 定 量実 験 で は,

Perfusion Pressure は25mmHg に設定 さ れ, こ の際 の

眼圧は75̃125mmHg と極め て高 眼圧で あ る. こ の よ

うな異 常なPerfusion Pressure に もか かわら ず, 眼圧

上 昇3 時間以 内で は, 軸索 輸送は 量的 には 殆ん ど障害

を 受け ず, そ れ以 後に 障害 が著 るし くな って い る. こ

のこ と はSheet 状 のLamina Cribrosa で はAxonal

now は眼 圧 上 昇 に よ り圧 迫を 受 け て も 短時 間 で は障

害 され にく く, 明 らか な障 害の発 生に は一定 以上 の時

間 が必 要な ことが わか る. また, 球後 の視 神経で は3

時間後 より軸 索輸 送が 減少 し, 時 間経 過 とと もに減 少

が著 るし く なる ので, こ の 減 少は 単 な るSlow down

で は なく, 輸送 のブ ロッ クが起 こって いる として い る.

Beagle 大で は, 今回 の家 兎に近 い障 害 のパ タ ーンを

示 す との報 告4)があ り, Primate に 比べ てそ のLamina

Cribrosa は 脆弱 なも のと推 定 される. 今回, 更 にこ の

輸送 の障害を フル オロダ ラフ ィ ーを 用いて, そ の輸 送
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蛋 白 の質 的 な変化 の有無 に つい て調べ た. その結 果で

は 図1 の デソシ トy トリ ーで示し た よ うに, 輸送 蛋 白

に は明 らか な質的 変化を 認 めず, 縁内 障に おけ る軸索

輸 送障 害は, 障害 さ れる蛋 白に関 して は非 特異的 であ

る こ とが示 され た.

V 要  約

白 色家 兎硝 子体 腔に標 識 ア ミノ皷を 注入 し, その後

前房 内 に カニ ューレを留 置 し実験的 に 急性 に眼圧 を上

昇 させ, 各眼 圧 レベル の軸索 輸送 に与 える 影響を 液体

シ ン チレ ーシ ョンカ ウンタ ーを 用い て 調べ た. また,

家 兎 のLamina Cribrosa の 消イ匕標 本を 作 製 し走 査電

顕 で観察 した.

1) 軸索 輸 送量は 眼圧 が40mmHg では=, ソ トp- ル

群 と差が な く, 60, 70mmHg で は中等 度に 減少 し,80

mmHg では 高度 に減 少し た.

2) 視 神胚 乳 頭部 には 眼圧 上 昇 レベ ルに 応 じ た放 射

能 の集積 を認 め, この部 に軸索 輸送 の 停滞を 認め た.

3) 軸索 輸送 蛋 白に質的 な 差を認 めな かっ た.

4) 家 兎のLamina Cribrosa の 消化 標本を 作製 しそ

の 単純 な構 造 から40mmHg 以下 では 軸 索 流 は障 害 を

みず, 50mmHg ばL の眼 圧で初 め て圧 迫に よる障 害が

お こる もの と推 定し た.

岩田和雄教授の御校閲に深謝致します.

また走査電顕で御協力いただきました荒木幸雄技官およ

び実験に協力していただい た新潟大学脳研究所神経薬理の

諸兄に厚くお礼申し上げます.
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