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ぶどう膜炎におけるプロスタグランディンおよび過酸化

脂質代謝に及ぼす薬物の影響 (図 14)
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:E)ffects of Aspirin or IDexalllethasone on iProstaglandin iE and iLipoperOxide

in Uveitic Rabbit Eyes.

Noriyuki Sato
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要  約

bovine serum albumin(BSA)の 硝子体内注入による家兎ぶどう膜炎において,水晶体,房水および硝子

体のプロスタグランディンE(PGE)量,過酸化脂質 (LPO)量 および蛋白量の変化 と, これらに対するアス

ピリン (Asp。 )あ るいはデキサメサゾン (Dex。 )の投与の効果を検討 した。(1)BSA注入後,LPOは ,房水

および硝子体では3週 目に上昇 し,水晶体では 4週 目まで漸次増加する傾向があった.(2)Asp.の 長期投与は,

水晶体の PGE産生を強 く抑制 したが,各組織で LPO産生の抑制はみられなかった.(3)Dex.は PGEお よび

LPOの産生を抑制 したが,長期群の水晶体では PGE産生の抑制効果はみられなかった。以上の結果より,ぶ
どう膜炎による併発白内障の発生にはPGEと LPOが深 く関与 してお り,こ れらの産生を阻害する薬剤 とし

ての Asp.は水晶体での PGE代謝の抑制に,Dex.は LPO産生の抑制に関与 していることが推察された。(日 眼

91 :622-629, 1987)

キーワー ド:併発白内障, プロスタグランディンE,過酸化脂質,アスピリン,デキサメサゾン

Abstract
1. In order to know the eflect of lipoperoxide (LPO) on uveitis-induced cataract formation, the

quantity of LPO was measured in the lens, aqueous humor and vitreous body obtained from albino
rabbit eyes enucleated 2 days, 1,2,3 and 4 weeks after the injection of bovine serum albumin (BSA) into
the vitreous body. 2. Efrects of aspirin Dl,-lysin (20%) or dexamethasone acetate (0.12%), administer-
ed daily into subconjunctiva for two or sk weeks, on prostaglandin E (PGE) and LPO in the lens,
aqueous humor and vitreous body of rabbit uveitic eyes rilere studied. The results were as follows: 1.

LPO in the aqueous humor and vitreous body increased in the 3rd week after the BSA injection, while
LPO in the lens increased gradually to the 4th week. 2. 1) In the aspirin group, PGE production was
inhibited and the inhibition was most prominent in the six week aspirin group. However, LPO
production was not inhibited in the aspirin group. 2) In the dexamethasone group, PGE and LPO
production were inhibited in each tissue, exclusive of PGE in the lens in the six week dexamethasone
group. From the results that aspirin and dexamethasone inhibited PGE and LPO production in the
lens, it is suggested that changes in PGE and LPO are related to the uveitis-induced cataract
formation. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 622-629, 1987\
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samPle 0.2 ml

I緒  言

ぶどう膜炎に併発する自内障の発生機序は明確では

ないが,プ ロスタグランディン (PG)の 眼球内組織ヘ

の増加による水晶体の膜透過性の充進や,炎症反応に

伴 う生体膜 リン脂質の過酸化反応がその原因の一部 と

考えられる。

PG産生の過程には活性酸素が発生し, この活性酸

素による組織障害の代表的な反応産物 として過酸化脂

質 (LPO)が生成される。LPOは生体膜の脂肪酸構成

を破壊 し, さらに蛋白質も変性させるので, 自内障の

成因として重要視されている。

他方,抗炎症剤には,PGの産生を抑制する作用の他

に,活性酸素のひとつである02~の 過剰産生を抑制す

る作用のある1)こ とが知 られている.

本研究では,異種蛋白質を硝子体内に注入 して発症

させた家兎ぶ どう膜炎眼組織の LPOの 経時的変化

と,抗炎症剤 (ア スピリン,デキサメサゾン)の局所

投与による影響を PGE,LPOお よび蛋白量の変動か

ら検討 した .

+10%SDS 0.2 ml

+ 20% acetale buffer (PH 3.5) 1.5 ml

+0.8%TBA
+disti‖ ed water

1.5 ml

0 6 ml

incubation m,xture

↓
heat,100℃ .60 min.

↓
cool

(4.O ml)

|

+ distilled water
+ butanol

1.O ml

5.O ml

II 実験方法

実験動物 としては体重2.5～ 4.Okgの成熟雄性 自色

家兎を合計30羽用いた。

1.実験的ぶ どう膜炎における眼組織 LPOの 経時

的変化

1)実験的ぶどう膜炎作製

ぶどう膜炎の作製には,家兎の両眼の角膜を27ゲ ー

ジの注射針で前房に穿刺 して房水を可能な限 り多 く吸

引除去 した後,蒸留水で 4%(重量%)に稀釈 した

bovine serum albumin(Povite社 製)(BSA)0.3ml
を12時の位置の毛様体扁平部 より硝子体内へ注入 し

た。

また,前房穿刺で房水の吸引除去のみを行った家兎

を擬処置群 とした .

2)材料採取

BSA注入後,1週,2週,3週および 4週 目に家兎

を空気塞栓によって致死せしめ,眼球を摘出して水晶

体,房水,硝子体を採取 した.擬処置群では,機械的

刺激の最も強い房水除去後 2日 目に眼球を摘出した。

3)LPOの定量 (図 1)

水晶体は 1眼を 1検体 とし,0.lM phosphate burer

cent■ifugatiOn, 800 xg, 15 min.

|
butanol phase

↓
exciter  wavelength   515 nm

analyzer wavelength    553 nm

図 1 過酸化脂質の定量法 (八木の徴量測定法)

2.Oml(pH7.4)を 加えて homogenizeし ,その0.2ml

をサンプルとした。房水は,そのまま0.2mlを ,硝子体

は 4℃ にて10,000,,30分遠心を行い,上清0.2mlをサ

ンプルとして用いた .

LPOの定量は,八木の微量測定法2)に
準 じて測定 し

た(図 1)。 すなわち,LPOを含むサンプルは thiObar‐

bituric acid(TBA)と ともに加熱すると, LPOか ら

malondialdehyde(MDA)が導かれ, さらに蛍光性を

有す る赤色 の反応 生 成物 を生 じる。 この蛍光 を

■uorescence spectrophotorneter(日 立製204)・で報」定

し,LPOの 量を MDAの 量で表わした .

2.実験的ぶ どう膜炎への薬剤投与 による眼組織

PGE,LPOお よび蛋白量の変化

1)薬剤投与と実験群 (図 2)

前述と同様の方法で作製した実験的ぶどう膜炎に対

して,aspirin DL■ ysine(Venopirin Q ミドリ十字)

(Asp.)あ るい|ま dexainethasOne(半井化学)(Dex.)

の薬剤を以下の方法で投与した。Asp.は20%の 水溶

液,Dex.は 0.12%の 懸濁液を,いずれも0.lml球結膜

下に連 日注入した.投与期間はBSAの硝子体内注入

直後から2週間 (短期投与群),お よび BSA注入の 4

週間前からBSA注入後 2週 目までの合計 6週間 (長

期投与群)と した。また,対照としては,BSAを注入

した後に0.lmlの蒸留水を 2週間同じ方法で投与 (薬
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擬処置群 (前房穿刺のみ施行)

薬剤非投与群 (蒸留水,2週間)
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sample
l

l―
aCidify to pH 3 With 0 1 N HCI

extract twice vvith l C)ml of diethyl ether

|

l eVap°
ratl°n

residue

Asp投与群

(20%)
Ⅳ.Dex投 与群

(012%)

短期投与

長期投与

短期投与

長期投与

(2週間 )

(6週間 )

(2週間 )

(6週間 )

――f
L

可
それぞれ0 1 mlを 連日,球結膜下注射したて,

短 期 投 与Ｆ
Ｉ
Ｉ
Ｉ

|

|

dissolve in isogel Tris buffer
I

l- addlN NaOH to pH 12.5-12.9
J

boil in water bath for 5 min.眼 I求 摘 出

――――――一 一 ‐長 期 投 与――一一―一――――」

(6週 間 )

|

(前 投与・ 4週間)+(2週 間)

図 2 実験群と薬剤投与法

剤非投与群)した。 したがって家兎は,投与 した薬剤

の種類と期間とによって,Asp.投与群 とDex.投与群 と

に大別され,そ れぞれがさらに短期投与群 と長期投与

群 とに分かれ, これに薬剤非投与群 と擬処置群を加え

て,合計 6群 となった (図 2).

2)材料の採取

図 2の II～ IVの 5群では,波紫
3)の

実験結果にもと

づき,炎症の極期であるBSA注入後 2週 目に眼球を

摘出した。

3)LPOの 定量

上記1.3)と 同様に行った。

4)PGsの 測定

(1)サ ンプル作製

水晶体は同一家兎の左右眼の 2個を 1検体 とした。

1検体の重量は約700～ 1,000mgで あったが,こ の水

晶体を0.lM phosphate burer(pH7.4)で 重量の20%
homogenateを作製 し, これに蒸留水3mlを加えて ,

1,600,で 15分間遠心分離 し,沈殿物にさらにlmlの蒸

留水を加えた。

房水はそのまま0.2mlを ,硝子体は遠心の上清0.2

mlをサンプルとして用いた。

(2)PGsの 抽出と定量 (図 3,4)
PGsの抽出は,波紫 ら4)に よって Collins&Hennam

法5)が
簡便で高い抽出率が得 られることが確認されて

いるので, この方法を採用 した(図 3).各サンプルを

0.lN‐ HClで pH 3.0に 調整してから10mlの ジエチル

エーテルによる抽出操作を 2回行った。ジエチルエー

テルを蒸発乾固させた後,isogel Tris burerを lml加

(2週間 )

BSA注 入

cool

ad」ust to pH 7.4 with lN CH3C00H

図3 PGsの 抽出法 (Comns&Hennam法 )

"-'i":;::"-PGB, 
tracer

I

| 
*add rabbit anti-PcBr serum

incubation at 37C for 60 min.

+add normal rabbit serum

+add goat ahti'rabbit serum

incubation at 4℃ for 20 hours
↓

Centrifugation at 4℃  for 30 min(1.600× g)

↓

supernatant residue

l<-roo o.1 N NaoH
t

decant into scintillation vial
I

I 
.- add scintillator

count after cooling

図4 PGEの定量法 (radioimmunOassay)

え,抽出物を溶解させた。

PGEの 定 量 は,抽 出 した PCsを PGE測 定 kit

(CHnical Assay社 製)を 用 いた radioimmunoassay

法によって行った。PGEを安定な PGBに変換させて

から図 4に示した手順に従って 2抗体法で測定し,得
られた PGB量 を同時に作製 した標準曲線からPGE
量に換算した。なお,使用したシンチレーション液は

,

Aquaso1 2(New England Nuclear;社 製)で , Aloka

社製,LSC-903を 用いてカウン トした .

5)蛋自の定量

前述の LPOの 測定の場合 と同 じサ ンブルを作製

(一部共用)し ,Lowryら 6)の方法に従って蛋白を定量

した。

結果の統計学的処理はまず F検定を行った。F検定

で等分散でない場合には,H検定,U検定を行い, F
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図 5 実験的ぶどう膜炎における LPOの経時的変化
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図 7 水晶体 LPOに対する薬剤の効果
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水晶体蛋白に対する薬剤の効果

非投与群の水晶体の PGE量 (図 6)は擬処置群に対

して増加傾向にあった。両薬剤の投与によって,PGE
量は,非投与群より概 して減少した。すなわち,非投

与群の0.45± 0.27ng/1ensに比し,Asp.長期群0.09士

0.06(U検定,p<0.01),Dex.短 期群0.14± 0.05ng/

1ens(U検 定,p<0.015)で あった.こ れらの 2群は,

擬処置群とほぼ同程度まで減少した。しかしAsp.短期

群 (0.23± 0.02ng/1ens),Dex.長 期群 (0.37± 0.13ng/

1ens)では,そ の減少は有意ではなかった。

LPO量 (図 7)は ,非投与群では擬処置群より有意

に増加 していた (U検 定,p<0.001)。 非投与群の

0.32± 0.09n mo1/1ensに対して,LPOの 産生が有意に

抑制されたのはDex.長期群の0.11± 0.09n mo1/1ens

(U検定,p<0.001)の みで,こ の値は擬処置群とほぼ

同等であった。

蛋自量 (図 8)は擬処置群と非投与群とが同等であ

非

　

６

擬

６

嘔′1・・'  T071    1         
囲コ燿翔授与

|    1         
赳zi第 投与

1 由       |

:蜻鍼
０

０

０
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０

４

３

２

１

１

n  5  8 6  5 5  5

図6 水品体 PGEに対する薬剤の効果

検定で等分散である場合には,一元配置分散分析, t

検定を行った.表示はすべて平均値士S.D。であ り,2標

本間の有意差検定は,図 5では擬処置群に対して,図
6～ 14で は薬剤非投与群に対 して行った。

III 実験結果

1.LPOの 経時的変化 (図 5)

LPOは ,水晶体では BSA注入後 4週 目まで漸次増

加する傾向 (4週 目で0.29± 0.16n mol MDA/1ens)

を示したが,房水,硝子体では 3週 目に最高値 (房水

0.73± 0.32,硝 子体1.60± 0.21n mole MDA/ml,t検

定,p<0.01)を呈したのち, 4週 目には減少傾向を示

した。

2.薬剤投与によるPGE,LPOお よび蛋白量の変化

1)水晶体 (図 6～ 8)

P<0.05
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図11 房水蛋白に対する薬剤の効果
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図9 房水 PGEに対する薬剤の効果
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硝子体 PGEに対す る薬剤の効果

擬

5

Aspirin
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Dexamethasone

図10 房水 LPOに対する薬剤の効果

り,ま た Dex.長 期群でやや減少 (t検定,p<0.05)し
たのみで,全体的に大きな変化はなかった.

2)房水 (図 9～ 11)

PGE量 (図 9)は,H検定で群間に差は認められな

かったが,いずれの投与群でも,非投与群に比し,減
少傾向があった。

LPO量 (図 10)は,非投与群では擬処置群よりも有

意に増加した (U検定,p<0.013)。 非投与群 (0.87±

0.35n mo1/ml)に 対して,Dex.短期群 (0.30± 0.08n

mo1/ml,U検定,p<0.001)お よびDex.長期群(0.26士

0.10n mo1/ml,U検 定,p<0.001)が ともに擬処置群

よりもさらに減少したが,Asp.群 では減少傾向はな

かっ′こ.

図 12

蛋白量 (図 11)は ,非投与群の16.28± 7.33mg/mlに

対し,Dex.短期および長期群で有意に (いずれもU検

定で p<0.002)減少した(それぞれ6.59± 1.43,6.40±

1.72mg/ml)。 ところが,Asp.投 与群では逆に増加し,

短期および長期群でそれぞれ41.39± 17.74mg/ml(U

検定,p<0.008),32.14± 17.76mg/ml(有意差なし)

であった .

3)硝子体 (図 12～ 14)

非投与群の PGE,LPOお よび蛋 自量のいずれも擬

処置群よりも有意に増加した(それぞれ p<0.009,p<

0.05,p<0.001)。

PGE量 (図12)は ,非投与群の3.54± 2.09ng/mlに

対し,いずれの薬剤投与群の場合 も有意に減少したが
,

Asp.群 (短期0.73± 0.17,長期0.65± 0.22ng/ml,いず

れもU検定で p<0.001)の 方が Dex.群 (短期1.63±

0.50,長 期1.53± 0.73ng/ml,い ずれもU検定でp<
0.019)よ り抑制効果が強く,その値は擬処置群とはぼ

非

６

擬

６
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Aspirin  Dexamethasone
5  5     6  6

図14 硝子体蛋白に対する薬剤の効果

同じ程度であった.ま た投与期間による抑制効果の差

は認めなかった。

LPO量 (図 13)は,各群で等分散を示し,非投与群

の0.80± 0.20n mo1/mlに 対 し,Asp長 期群で増加

(1.31± 0.38n mo1/ml, t検 定,pく 0.05)し ,Dex.長

期群で擬処置群以下に減少 (0.28± 0.10n mo1/ml, t

検定,p<0.05)した。

蛋白量 (図 14)は,非投与群では11.75± 2.95mg/ml

であったが,薬剤投与群の うち有意に減少したのは

Dex.長 期群 (6.06± 2.67mg/ml,U検定,p<0.032)
のみであった。

IV考  按

動物の組織の炎症部位には各種炎症性細胞が遊走 し

15- (627)

集積する。例えば多核白血球, マクロファージは貪食

作用を有 し,各種生理活性物質を遊離する。その他に,

リンパ球,肥満細胞,線維芽細胞なども遊走するが,

これらの炎症性細胞はすべて PG合成能を有 し,ま た

顆粒球,単球からはきわめて反応性に富む活性酸素が

放出される。

PGは ブラジキニン,ヒ スタ ミンなどの炎症の medi‐

atorの 作 用 を増 強 す る7)が,PG自 身 も炎 症 の

modulotorと して作用する.PGEの 作用 として明確と

なっているものは,血管拡張8),発
熱9)お よび発痛 (痛

覚過敏
10))の

作用である。

PGについて眼科領域では,縮瞳作用,眼圧上昇ある

いは下降作用n),ぶ どう膜炎 との関連,PGの合成阻害

物質および合成や代謝などに関する基礎的研究がすで

に数多 くなされている12).ま た,PG合成阻害物質につ

いての実験的研究も,前房穿刺によって生じる房水蛋

白質成分の増加あるいは高眼圧に対する抑制効果につ

いての報告など13)“ )がみられる。

PGの代謝についてはアラキ ドン酸カスケードにお

いて活性酸素が発生し, これが炎症に関与するとの報

告
15)が

あるが,こ の反応系は極めて複雑である.

糖尿病性の自内障や網膜症の発生には,組織の LPO
の増加 お よび消去機構 の酵素活性の低下 が関与す

る16)17)と されているが,ぶ どう膜炎による併発白内障

について過酸化反応の面から考察 した報告はないよう

である.

実験結果においてまず,LPOの経時的変化をみる

と,水晶体では, 4週 目まで漸次増加する傾向を認め

た。PGEについて同様の研究を行った波紫3)の報告で

は,水 晶体 PGEは 2週 目に最 も高値を示 し,3週 目に

低下 した後 4週 目に再び増加 している。水晶体の混濁

が,ぶ どう膜炎惹起後 4週 目で明瞭になるとの波紫
3)

の結果を勘案すると,PGEの 増加が膜透過性克進の

triggerと なり,LPOが膜の障害を徐々に進行させる

方向に働 くものと推定 される。周囲組織 (房水,硝子

体)の LPO(3週 目)お よび PGE(2週 目)の 増加(LPO
は硝子体でのみ有意)も 水晶体におけるこのような変

化に加担することも考えられる。

次に擬処置群 と非投与群を比べると,水晶体蛋白量

を除き,すべての組織の PGE,LPOおよび蛋白量が非

投与群で増加の傾向があった.従 って擬処置群の機械

的炎症よりもBSAに よるぶ どう膜炎の方がはるかに

激症であるが, 2週間の BSAによる炎症では水晶体

蛋白量に影響を与えないことがわかる.
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非ステロイ ド性抗炎症例のひとつであるAsp.は ,そ

の作用機序 として,細胞膜安定化,血清蛋白安定化 ,

酸化的 リン酸化の抑制,種々の酵素活性の阻害などが

あげ られてきたが,Vanenによってシクロオキシグ

ナーゼ阻害作用が報告されて以後,こ れが Asp.の最 も

有力な抗炎症作用の機序であるとみなされている。す

なわち,Asp.はシクロオキシゲナーゼをアセチル化 し

て,シクロオキシグナーゼの酵素活性を消失させ, こ

れが抗炎症に作用する。

これに対してステロイ ド剤は,非ステロイ ド性抗炎

症剤に比べてその効力は強 く,自血球の浸潤が激しい

慢性期の浸出性炎症やアレルギー性炎症などにも強力

な抑制作用を有する。ステロイ ドは細胞質中に存在す

るステロイ ドレセプターを介して リポコルチンと呼ば

れる生理活性蛋 白を産生し, これがホスフォリパーゼ

A2を阻害し,そ の結果アラキ ドン酸代謝がすべて抑制

され,抗炎症性に作用する19)20)。 しかし,こ の阻害作用

のみでステロイ ドの多彩な作用を説明できるわけでは

ない。

実験で用いた薬剤の濃度は,Asp.20%,Dex.0.12%
であった.Asp.については,開発されて間もない水溶

性 Asp.を 用いたため,局所投与の実験の報告が末だな

く,平光ら21)の 静注による実験の濃度を参考 とした。

Dex.については,玉田ら22)の 4週間の投与で血清蛋白

代謝を低下させない濃度の上限を選んだ。

さて,薬剤投与群を概観すると,ま ず PGEお よび

LPOについては,Asp.投与群では,PGE産生は抑制 さ

れたが,LPO産生は抑制されていない。これに対して,

Dex.投与群では,PGEお よびLPOのいずれも抑制 さ

れる傾向がみられた。これは,Asp.に よってシクロオ

キシゲナーゼが阻害 された結果,ア ラキ ドン酸は リポ

キシゲナーゼによって代謝されるため, ロイコトリエ

ン (LT)が多量に産生され,こ れが遊走する好中球か

らの活性酸素の産生を克進させ,その結果 LPOは減

少せずにむしろ増加 したと考えられる。Asp.と 活性酸

素の問題はさらに複雑であ り,Hinerら 23)は 種々の抗

炎症剤の活性酸素の消去作用を比較検討 した結果 ,

A".に も消去作用はあるが,メ チアジン酸やス リン

グックなどに比べると,Asp.は ラジカルに対する防御

作用が少く,ま た Asp.は酸性下でフリーラジカルを産

生すると述べている。このようなAsp.の 性質からも,

Asp.投与で LPO.が増加 した結果が支持 されると思わ

れる。

他方,Dex.は リン脂質からのアラキ ドン酸の遊離を
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阻害するため LTも 産生されず, したがって,組織中

の PGE,LPOの両者共に減少す る傾向を示したもの

と考えられる。また Dex.に は,ホ スフォリパターゼ A2

の阻害以外に,活性酸素の消去作用 もある24)と される

が,水晶体,硝子体では,Dex.を長期に投与した場合

にのみ LPOは有意に減少した。

Dex.長期群における房水,水晶体の PGE量の減少

について上述 したが,減少の程度は有意ではない。臨

床的にステ ロイ ド剤の長期間投与 は副作用の発現に

よって治療効果が減弱するが,同様の現象がこの場合

にも起こったものと思われる。硝子体ではこの現象は

みられなかったが,BSAを硝子体内に直接注入してい

ることやあるいは組織の感受性の違いなどが関与して

いるかもしれない。また,Dex.長期投与家兎の副腎が

萎縮することを著者 ら25)は
すでにみてお り,内 因性の

ステロイ ドの減少 もPGE抑制効果に影響を与えたも

のと思われる。

次に蛋白質については一般に,眼球の炎症時には血

液房水柵の透過性が充進し,房水中に蛋白質が増加す

る。Asp.に は血液房水柵の安定化作用がある26)と され ,

平光ら27)は前房穿刺後の房水蛋白量の増加に対して,

0.5～ 4.0%の Asp.の点眼や2.0%Asp.の 球結膜下注射

が高い抑制効果を示 したと報告 している.実験では

Asp投与群の房水蛋自量は増加 していた。これは今回

用いた Asp.が高濃度であったため浸透圧も高 くなっ

たと考えられ,薬理作用よりも刺激作用の方が強 く発

現し,か えって血液房水柵を不安定にしたのではない

かと思われる。

蛋白質代謝に対 して,Asp.は一般にアミノ酸および

蛋白質の合成を減少させ,こ れらの分解を助長させる。

ステロイ ド剤は生理的用量では蛋 白質合成を促進する

が,過量になると逆にこれを阻害 し,異化作用を克進

させるとされている。Dex.長 期群において,水晶体 と

硝子体の蛋自量は有意に減少していたので,局所投与

であっても長期に及べば Dex.は組織の蛋白質代謝に

影響を与えるものと思われる.

Asp.長期群で PGE産生抑制効果が強 く,Dex.長期

群で LPO産生が抑制 された今回の成績から,両薬剤

の長期投与は炎症反応を抑制するとともに,水晶体混

濁の進行をも阻止する方向に作用 しているものと推察

された.

この論文の内容は,昭和61年 5月 22日 ,第90回 日本眼科学

会で発表した。

欄筆にあたり,御懇篤なる御指導,御校閲を賜った当大学
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