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ウシ虹彩のカテコールアミンとその生合成 (図 7,表 3)
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要  約
ウシ虹彩の内在性カテコールアミン(CA)を高速液体クロマ トグラフィーにより測定するとともに放射性基

質を用いて CA生合成について検討 した.内在性 CA総量の大部分はノルエピネフリン(NE)であった。微量
ではあるが ドーパミンとエピネフリン (E)の 存在も証明された。14c_チ ロジンからの14c_CA生合成総量は,
0.15± 0.01nmo1/g湿 重量/時であった。一方14c_ド _バ_を基質として用いた場合には1.19± 0.06nmo1/g湿
重量/時の

HC‐CAが形成された。このことからウシ虹彩においてもチロジン水酸化酵素が NE生合成の律速
段階であることが証明された。また,CA生合成は脱分極剤により促進され in vivoにおいては神経インパル
スによりNE生合成が促進される可能性が示唆された.α l‐アドレナリン性受容体のアゴニストは14c_CAの生
合成を抑制 した。その抑制はアゴニストが交感神経終末に取り込まれ直接チロジン水酸化酵素を阻害すること

によることが示された.(日 眼 92:139-145,1988)
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Abstract
The endogenous catecholamines of bovine iris were analysed using high performance liquid

chromatography. The synthesis of catecholamines was measured using "C-tyrosine as a substrate. The
total amount of endogenous catecholamines in bovine iris was 1.91+0.05nmol/g wet wt (n:5).
Norepinephrine was the major catecholamine. The presence of low levels of dopamine and epinephrine
was also demonstrated. The synthesis of "C-dopamine and 1aC-norepinephrine ( t'oC-epinephrine) was
0.043+0.002 (n=5) and 0.11-t- 0.01 (n=5) nmol/g wet wtlh, respectively. From the endogenous level of
norepinephrine and the rate of'oC-norepinephrine synthesis, the turnover time of norepinephrine in
bovine iris was calculated to be 15.7 hours. The late-limiting step of catecholamine synthesis was
confirmed to be tyrosine hydroxylase since 8times more laC-catecholamines were formed when 'n
C-dopa was used as a substrate instead of toC-tyrosine. The synthesis of catecholamines was enhanced
by a high K* solution or depolarizing agents such as veratridine and ouabain, suggesting that
catecholamine synthesis in vivo is enhanced by nerve impulse. a,-adrenergic agonist, phenylephrine
seems to inhibit tyrosine hydroxylase activity after it is taken up by the sympathetic nerve terminals.
(Acta Soc Ophthalmol Jpn 92: 139-145, 1988)
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I緒  言

虹彩の瞳孔散大筋は上頚神経節からの交感神経節後

線維の支配を受けている
1)。 その終末にはノルエピネ

フリンが貯蔵されており,神経の興奮により遊離され

たノルエピネフリンが平滑筋の αrア ドレナリン性受

容体を刺激することによりその収縮すなわち瞳孔の散

大がおこる。組織化学的研究
2)に より虹彩への交感神

経はその終末において広範な分岐を示し平滑筋表面に

終末することが示されている。交感神経支配臓器にお

けるノルエピネフリン生合成系の研究は従来主として

心臓3)～5),牌臓6)～8),輸精管9)～
12)な どにおいておこなわ

れており,虹彩でのノルエピネフリン生合成について
は殆ど研究されていない。今回著者らはウシ虹彩のカ

テコールアミンレベルを高速液体クロマトグラフィー

により測定すると共に放射性基質を用いてカテコール

アミン生合成とそれに対する薬物の影響について検討

した。

II 実験方法

1.ウ シ虹彩の摘出法

死後速やかに摘出したウシ眼球を食肉センターより

氷冷下搬送し,直ちに氷冷酸素飽和 Krebs‐ Ringerリ

ン酸緩衝液 (KPPと 略)に移 した。KRPの 組成は

NaCl 1541nNl, KC15.6mヽ 1, MigS04 1・ lnl卜1, CaC12

2.2mM,NaH2P040・ 85mM‐Na2HP042.15mM(pH
7.3),ブ ドウ糖1.8g″ であった。角膜輸部に垂直切開

を加え, メスで輸部全周を切開して角膜を除去した。

ついで瞳孔縁より虹彩に放射状の切開を加え虹彩を毛

様体から切 り離した。得られた虹彩は略二等分して氷

冷溶液中に浮遊させた.実験にあたっては異なった眼

球より得た虹彩切片各 4～ 5枚を用い,ろ紙上に伸展

したあとその湿重量を測定した。

2.高速液体クロマ トグラフィーによる内在性カテ
コールアミンの定量

虹彩組織を0.4M過塩素酸中でホモゲナイズし30分

間氷冷後,遠心 (5,000× g,10分)により除タンパク

し,その上清をカテコールアミン定量に用いた。カテ
コールアミンは常法にのっとり水酸化アル ミニウムに

吸着
13)さ せ,っ いで800μ lの lMリ ン酸にて溶出させ

た。 これらの操作におけるカテコールアミンの回収率
は約70%で あった。ついで50μ lの サ ンプルを Cos‐

mosi1 5C‐18カ ラム (半井化学,0.46× 15cm)を用いた

HITACH1 655A‐ 11型高速液体クロマ トグラフィーに
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より流速1.Om1/分 で遊出させ電気化学的検出器 (柳本

四極式ボルタンメトリー検出器 VMD-501型)に より

測定した.内部標準としてデハイ ドロオキシベンジル

アミンを用いた。移動相の組成は0.lMリ ン酸緩衝液 ,

0.03mM EDTA‐ 2Na,0.lmMオ クタスルホン酸 ソー
ダ (pH 3.1)で あった。

3.カ テコールアミン生合成

虹彩切片 (600～800mg湿重量)を 2ml KRP中 で
〔u_14c〕 チロジン(Amersham, 2× 10-5M,2.35× 106

dpm)と 37℃ ,60分間反応させた。反応終了後反応溶
液を除去し,組織を0.4M過塩素酸によリホモグナイ
ズした。除タンパク後

14c_ヵ テコ_ル アミンを水酸化
アル ミニウムに吸着させ,ついで DuoHte C‐ 25イ オン

交換クロマ トグラフィー (室町化学,H+タ イプ)カ ラ
ム
“
)15)(0.4× 7cm)に より14c_ノ ルエピネフリンと14c_

エピネフリンを含む分画とHC‐ ドーパ ミンの分画に分

離した.放射活性は液体シンチレーションカウンター

により測定した.ド ーパーからのカテコールアミン生

合成には L‐ 3,4‐ジヒドロキシ〔3_14c〕 フェニルアラニ

ン(Amersham,4.5× 10-5M,2.15× 106dpm)を 基質
として用いた。

4.ウ シ虹彩から調製 したチロジン水酸化酵素活性

の測定

虹彩切片 (湿重量約3.Og)を 10倍量の10mM Hepes

緩衝液 (pH 7.4)中 でホモグナイズし,105,000× g,

60分の上清即ち細胞質分画を得た。ついで酸化アル ミ

ニウムカラム (2× 5cm)を通過させカテコールアミン

を吸着除去 した.更 に細胞質分画を限外濾過装置
(AMICON ③,Pmax 75psi,PM‐ 10膜使用)にて濃縮
しチロジン水酸化酵素標品とした。反応は Weiner16)17)

等による方法に従い,10mM Hepes緩 衝液,5mMア
スコルビン酸,5mM EGTA, カタラーゼ6,500単 位
(pH 7.4)を 用い,L‐〔1」 4c〕 チロジン (New England

Nuclear,10-4M,1.8× 105dpm)を 基質とし,0.25mM
メチルテ トラハイ ドロプテリンを cofactorと して添

加し,30℃ ,20分間,終容量100μlで反応 (チ ロジン水

酸化反応)させた。その後,部分精製したドーバー脱

炭酸酵素 (豚の腎臓より抽出)と 37℃ ,30分間反応さ

せ,発生した14C02を カウントしてそのチロジン水酸

化酵素活性とした。

III 結  果
1.ウシ虹彩内在性カテコールアミンの測定

Cosmosil ③ 5C-18カ ラムを用いた高速液体クロマ ト
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グラフィーによリノルエピネフリン, エピネフリン,

ドーパミンの良好な分離が得られた (図 1)。 いずれの

カテコールア ミンもその検出限界は0.lpmolの オー

ダーであった。表 1に示す如くウシ虹彩の総カテコー

ルアミン量は1.91± 0.05nmo1/g湿 重量 (n=5)であ
り,その大部分はノルエピネフリンであった.最 も含
量の少ない ドーパ ミンの場合でも0.07± 0.01nmo1/g

湿重量であり,ち なみにこれは検出限界の約700倍に相

当する。

2.ウシ虹彩におけるカテコールアミンの生合成

ウシ虹彩における“C‐
チロジンからの14c_ヵ テコー

ルアミン生合成のタイムコースを図 2に示した。 14c_

ノルエピネフリン+14c_ェ ピネフリンの生合成は 2時

間の反応時間にわた りほぼ直線に進行した。14c_ド _
パ ミンの生合成は 1時間にわた り直線的に進行し,つ
いで生合成速度は低下した.反応開始後 1時間におけ
る14c_ヵ テ コ_ル ア ミン生合 成 総量 は0.15± 0.01

ウシ虹彩のカテコールアミンとその生合成・横田他
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nmo1/g湿重量 (n=12)であり, このうち73%は ノル
エピネフリン+エ ピネフリンであった。14c_ド _パ _

を基質として反応させた場合14c_ヵ テコ_ルアミン生

合成総量は1.19± 0.06nmo1/g湿重量 (n=5)で あり,
このうち35%が “C‐ ノル

エピネフリン+14c_ェ ピネフ

リンであ り,65%は 14c_ド _パ ミンであった (表 2).

3.脱分極性薬物によるカテコールアミン生合成の

促進

交感神経終末の脱分極剤である高濃度 K+(56mM),
ベラトリジン (10-4M), ウアバイン (10-4M)はいず

れも14c_ヵ テコ_ル アミン生合成を促進した。高濃度

K十は主として14c_ノ ルエピネフリン+14c_ェ ピネフリ

ンの生合成を促進した。ベラトリジンはいずれのアミ

ンの生合成を促進し, ウアバインは“C‐ ドー
パ ミンの

生合成のみを促進した (表 3)。

4.14c_ヵ テコ_ル アミン生合成に対する交感神経

作動性薬物の影響
14c_チ ロジンからの14c_ヵ テコ_ル アミン生合成に

対するいくつかの自律神経薬物の影響について検討し

た。フェニレフリン,ノ ルフェネフリンなどの 名‐ア ド

レナリン性受容体のアゴニス トは
14c_ヵ テコ_ル アミ

ンの生合成を著しく抑制した (図 3).14c_ヵ テコ_ル

アミン生合成を50%抑制するフェニレフリンの濃度は

0
90

Minutes

図 2 ウシ虹彩における14c_チ ロジンからのカテコー
ルアミン生合成.〇―○ 総14c_ヵ テコ_ルアミン,
●_●  14c_ノ ルエピネフリン+14c_ェ ピネフリン,
□_□  14c_ド _パ ミン
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表 1 ウシ虹彩内在性カテコールアミン

カテコールア ミン (nmol/g wet wt)

ノルエピネフリン

エ ビ ネ フ リ ン

ド ー パ ミ ン

1 73± 0.09

0.11± 0.02

0.07± 0.01

(n=6)
(n=5)
(n=5)
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14c_catecho:am ine Synthesis

(nmol・ gwet wt 60min)

Control

Phenyleph rine

Nortenefri ne

Clonid ine

Oxymetazoline

図3 14c_チ ロジンからのカテコールアミン生合成に

対する交感神経作動性薬物の影響.薬物濃度はすべ

て10-4M.

3× 10-7Mで あった (図 4).の―ア ドレナリン性受容体
のアゴニス トであるクロニジン,オ キシメタゾリン

はHC‐ カテコールアミン生合成を抑制しなかった。ま

た14c_ド _パ _か らの14c_ヵ テコ_ル アミン生合成は
フェニレフリンにより抑制されなかった(図 5)。 なお

フェニレフリンは14c_チ ロジンの虹彩切片への取 り込

みに対してはなんら影響しなかった .

5。 フェニレフリンによる14c_ヵ テコ_ルア ミン生

合成の抑制機序についての検討

フェニレフリンにより14c_ヵ テコ_ルアミンの生合

成が著しく抑制 されたが,そ の抑制機序について若干
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表 2 ウシ虹彩における14c_ヵ テロ_ル アミン生合成

表 3 14c_チ ロジンからのカテコールアミン生合成
高濃度K+,56mM:ベ ラトリジン,10-4M;ウ アバィン,10-4M
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図 4 14c_チ ロジンからのカテコールア ミン生合成に

対するフェニレフリンの阻害作用

の検討を加えた.先ずフェニレフリンが交感神経終末
の膜表面に作用するのか,あ るいは神経終末内に入っ
たのち作用するのかを区別するためコカインの存在下

でフェニレフリンの抑制効果を検討した。 コカインは
交感神経終末のアミン輸送系を阻害する薬物であり,

フェニレフリンの輸送もまた阻害されるからである。

図 6に示す如くフェニレフリンによる14c_ヵ テコ_ル

アミン生合成の抑制はコカイン存在下では殆ど認めら

れなかった。次にウシ虹彩より調製したチロジン水酸

化酵素標品を用いて該酵素活性に対するフェニレフリ

基  質

14c_ド _パ ミン
14c_ノ ルエピネフリン

+
14c_ェ ピネフリン

総カテコールアミン

(nmo1/g wet wt/60 min)

14c_チ ロジン
14c_ド _パ ー

0.043± 0.002

077± 0.05
0.11± 0.01

0.42± 0.03

0.15± 0.01(n=12)
1.19± 0.06(n=5)

刺激剤

14c_ド _パ ミン
1l C― ノル エ ピネ フ リン

十
14c_ェ ピネ フ リン

#,* 7. - )v7 : :./

(nmo1/g wet wt/60 min)

None

高濃度K+
Veratridine

Ouabain

0.043± 0.002

0.057± 0.005

0.092± 0.011

0.169± 0019

011± 0.01

0.19+:0.03

0.16:± 0.02

0.11± 0.05

0.15± 0.01

0.25± 0.03

0.25± 0.03

0.28± 0.07

(n=12)
(n=5D
(n=5)
(n=5)
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1.5

10 "M 10'M
Control Phenylef,hrine

図 5 14c_ド _パ _か らのカテコールア ミン生合成に

対するフェニレフリンの作用

14C-Catecholamine Synthesis
( nmol,ugwetwt,'60min )

0 0.

Contro I

Cocaine

+
Cocaine

図 6 フェニレフリンによるカテコールアミン生合成
の抑制に対するコカインの影響.コ カイン,10-4M i

フェニレフリン,10-5M.

ンの効果について検討した.図 7に不す如くフェニレ

フリンはチロジン水酸化酵素活性を阻害した。

IV 考  按

ウシ虹彩における内在性カテコールアミンは大部分

がノルエピネフリンであった。湿重量当 りのノルエピ

ネフリンレベルは心臓
18)の それとはぼ同程度であり,

牌臓
18)の 約20%,輸精管 19)の約 5%であった.これら臓

器間におけるアミンレベルの差は各臓器に対する交感

神経支配の密度の差によるものであろう。 ウシ虹彩に

はノルニピネフリンの他に微量なが ら湿重量lgあ た
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図7 チロジン水酸化酵素活性に対するフェニレフリ
ンの作用

り検出限界の約700倍の ドーパ ミンと約1,000倍の
エピ

ネフリンが認められた.ド ーパ ミンはノルエピネフリ

ン生合成の中間代謝産物であると考えることができ

る.エ ピネフリンは実際に虹彩において生合成された

ものであるか,あ るいは副腎で生合成され血中に放出

されたエピネフ リン (通常の血中 レベル1.6～ 2.7

pm。1/ml)20)が 交感神経終末に取 り込まれ濃縮された

ものであるかどうかは不明である。

ウシ虹彩における
14c_ヵ テコ_ル アミンの生合成速

度は“C_チ
ロジンを基質 とした場合は0.15± 0.01

nmo1/g湿重量/時 (n=12)で あり,HC・ ドーパーを基

質とした場合は1.19± 0.06nmo1/g湿重量/時 (n=5)

であった。このことはチロジン→ ドーパー→ ドーパミ

ン→ノルエピネフリンといった一連のノルエピネフリ

ン生合成過程においてチロジンからドーパーの段階,

即ちチロジン水酸化酵素がウシ虹彩においても律速段

階であることを示すものである。
14c_チ ロジンを基質

とした場合 1時間で算出される“C‐ ド
ーパミンの比率

は総14c.ヵ テコ_ル アミンの約30%を 占め, これは一

見内在性カテコールアミンに占めるドーパミンの比率

よりも著しく高いという印象を与えるが,14c_ヵ テ

コールアミンの生合成はあくまでアミノ産生の速さを

検討しているものであることに留意する必要があ

る。“C‐チ
ロジンからの14c_ノ ルエピネフリン産生速度

と内在性ノルエピ不フリン量から虹彩に存在するノル
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ユピネフリンを産生するに要する時間は15.7時 間であ

り,ま た,3H_ノ ルエピネフリンを神経終末に取 り込ま

せ,その消失曲線より求められたウサギ虹彩のノルエ

ピネフリンtumOver時間が14.9時間という報告21)ゃ ,
ラット心臓では14.3時間であるという報告

21)と ほぼ_

致する。ウシ虹彩における14c_チ ロジンからの14c_ヵ テ

コールア ミン生合成は高濃度 K+やベラトリジン,ウ
アバインなどの脱分極性薬物により促進された。いず

れも交感神経終末を脱分極 させることによリカテコー

ルアミン生合成を促進したものと考えられ,in vivoに

おいては神経の興奮に伴ってカテコールアミン生合成

が高められる可能性を示唆するものである.ち なみに

高濃度 K+,ウ アバィンは培養ウシ副腎髄質細胞22)にお

いてカテコールアミン生合成を促進することが知られ

ており, ウアバインはまたラット心臓23)においてもカ

テコールア ミン生合成を促進することが報告されてい

る.

著者らは眼科領域で使用されるいくつかの自律神経

作用薬のウシ虹彩でのカテコールアミン生合成に対す

る影響について検討を試みた.こ のうち,α l‐ ア ドレナ

リン性受容体に対するアゴニス トであるフェニレフリ

ン, ノルフェネフリンは14c_ヵ テコ_ル アミン生合成

を強く阻害した.こ れに対し,の‐アドレナリン性受容

体のアゴニス トであるクロニジンやオキシメタゾリン

は阻害効果を示さなかった。これらの他にβ遮断薬で

あるチモロール,炭酸脱水酵素阻害薬であるアセタゾ
ルアミドも試みたがカテコールアミン生合成に対しな

んら影響を与えなかった。αlア ゴニストがカテコール

アミン生合成を阻害したわけであるが,αlア ゴニスト

がカテコールアミン生合成の場である交感神経終末に

直接作用したのか,あるいは瞳孔散大筋のαl受容体を

刺激することにより散大筋の収縮を起こし,そ の二次
的な結果としてカテコールアミン生合成を阻害 したの

か区別する必要がある。しかし,αl受容体の選択的遮

断薬であるプラゾシンの存在下においてもフェニレフ

リンによるカテコールアミン生合成阻害効果は認めら

れたので,後者の可能性は否定される。交感神経終末
にはの受容体の存在が考えられておりその刺激はノ

ルエピネフリンの遊離を抑制するというが,著者らの
実験では

14c_ヵ テコ_ルアミンの生合成にはなんら影

響を与えなかった。

次にフェニレフリンが交感神経終末の膜表面に作用

するのかあるいは交感神経終末に取 り込まれてから作

用するのかを区別するためにコカインの存在下でフェ
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ニレフリンの効果を検討したところ, コカイン存在下
ではフェニレフリンの抑制効果は著しく減弱した。 コ
カインは神経終末のアミン輸送系を阻害する薬物であ

ることから当然フェニンフリンの膜輸送をも阻害す

る。 フェニレフリンの取 り込みを抑制 した状態でフェ
ニレフリンの阻害効果が著しく減弱 したことから,

フェニレフリンは神経終末内において14c_ヵ テコ_ル

アミン生合成を抑制したことになる。

フェニレフリンは
“C_チ
ロジンからの14c_ヵ テコー

ルア ミン生合成を抑制 したが“C‐
ドーパーからの生合

成は抑制しなかった。このことはフェニレフリンがな

んらかの機序でチロジンからドーパーヘの変換を阻害

することを意味している.そ こでウシ虹彩から調製し
たチロジン水酸化酵素標品に対するフェニレフリンの

作用を検討したところフェニレフリンは酵素活性を阻

害することが明らかになった。但しその阻害の程度は

虹彩切片における14c_ヵ テコ_ル アミン生合成の抑制
より軽度であることから,直接チロジン水酸化酵素を
阻害する機序の他に間接的な阻害機序の関係も考えら

れる。即ち交感神経終末のシナプス前 αl受容体を介し

た機序の存在も否定できない.し かし現在のところ前
シナプス部位にαl受容体が存在するか否か不明であ

り, その選択的遮断薬も知られていない。

本論文の要旨は,第 91回 日本眼科学会総会にて発表した。
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