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眼炎症と眼神経ペプタイド

第 1報 家兎眼における神経ペプタイ ドの測定 (図 3,表 3)

片  山  寿  夫 (川崎医科大学附属川崎病院眼科)

0)cular lnflanllnation and iNeuropeptides in iRabbit Ocular Tissue

Report l.RIeasurernent Of Neuropeptide in iRabbit Ocular″ rissue

Toshio Katayalma

Dゆα″″夕η′グ (ン″′滋物οιοり,κα″
“
αカグZ″グ
“
′Sttοο′

要  約
家兎の眼組織における神経ペプタイ ドを高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)と radioimmunOassay
(RIA)の併用で測定 した。神経ペプタイ ドでし substance P(SP),vasOactive intestinal p01ypeptide(vIP),

Somatostatin,neurotensinの 定量が可能であった。定量の結果,SPは網膜に,VIPは脈絡膜に,somatos・
tatinは網膜に多く含 まれ,そ れぞれ8.80mg/g wet weight,6.81mg/g wet weight,1.07mg/g wet weight

であった.ま た,neurotensinは 微量であった。SPを介 し眼炎症をひきおこす 1%nitrogen mustard点 眼60

分後の SP量 は,前房水,脈絡膜,硝子体,虹彩で増加を示 し,網膜,角 膜では低下を示 した。 (日 眼 92:
448-452, 1988)
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マスター ド

Abstract
Neuropeptide in rabbit ocular tissue, such as substance (SP), vasoactive intestinal polypeptide

(YIP), somatostatin and neurotensin were measured using high-performance liquid chromatography
(HPLC) and radioimmunoassay (RIA). The result disclosed the highest amount of SP and somatostatin
to be in the retina and that of YIP in the choroid, amounting to 8 .80, I . 07 and 6 . 81mg/g wet tissue
weight respectively. Neurotensin was detected only in minute amounts. Nitrogen mustard is well
known to induce ocular inflammation via SP. The amount of SP after instillation of a L/o nitrogen
mustard drop increased in the aqueous humor, the choroid, the vitreous body and in the iris, but
decreased in the retina and in the cornea. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 :,148-452, 1g88)
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I緒  言

近年,複雑な神経系の情報伝達や神経刺激の介達調
節に関する物質として神経ペプタイドが注 目されてき

た。神経ペプタイドの脳における分布や働 きについて

は次第に明らかにされてきている.ま た眼組織におけ
る神経ペプタイ ドも徐々に解明されてきている。著者

は家兎虹彩光照射時に substance P(SP)が前房中に

遊離されることを認め,眼炎症時に神経ペプタイドが

関与することを報告 した1)2).
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従来,神経ペプタイドの生体内での役割については

生物活性に関する研究,免疫化学的方法による存在部

位の研究よりなされてきた。今回,現在測定可能な神

経ペフ
°
タイ ド,即ち SP,vasoactive intestinal polype‐

ptide(VIP),somatostatin,neurotensinの 眼組織で

の内在量を高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)と
Radioimmunoassay(RIA)の 併用で測定した。 さら
に NitrOgen Mustardの点眼にて前眼部への化学的刺

激を惹起し,眼組織での SPの量的変化を測定 したの
で報告する.

II 実験方法

1.材料

体重1.Okg前後の幼若白色雄家兎から得た眼球を使

用した。

2.実験方法

1)神経ペプタイドの測定法

(1)各神経ペプタイドの抽出 (図 1)

自色家兎を空気栓塞で屠殺 し直ちに眼球を摘出し

た.先ず実体顕微鏡下にて前房水を採取し,次いで輪
部から2mm後方で割を入れ,角膜,虹彩を切除し,ス
パーテルにて硝子体,網膜,脈絡膜を剥離切除した。
すべての操作は氷上にて行われた。得られた各眼組織

の湿重量を 2眼プールで計量後,lM酢 酸2mlを加え
てテフロンコーティングしたブレンダーで細切 し,

100℃で15分間煮沸後,3,000rpmで 10分間遠沈する。

得られた上清に,倍量のアセ トンを混和後, 4℃ で30

分間放置し,3,000rpmで 10分間遠沈する。得られた上

清を濃縮乾固し,0.1%ト リフルオロ酢酸を含む15%ア

セ トニトリル0.5mlを加えて撹拌後ろ過し,逆相液体
クロマ トグラフィー(HPLC)の材料とした.HPLCよ
り各神経ペプタイドの分画を得,RIAに て各神経ペプ

タイドの定量 した.

(2)高速液体クロマトグラフィーの条件 (表 1)

ポンプ 2台 は Mode1 6000A(Waters),溶 媒プログ

ラマーは Mode1 660(Wateぉ ),注入器は Model U‐ 6

K, カラムは COsmOsi16C18‐ P直径4.6× 100mm(半井
化学)を使用し,移動相はアセ トニトリルで,0.1%ト
リフルオロ酢酸に溶かした15%ア セ トニ トリルから

27.5%ア セ トニトリルヘの直線勾配で 5分間グラディ

エントをかけた。流出率はlm1/min,温 度は室温で行

なった。検出器は SPD‐2A(島津)を用い,210nmで

検出した。記録器は C‐R2Aク ロマ トパック (島津)を

用いた。各ペプタイドの溶出パターンを図 2に不す。
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膜 ,虹 彩 ,網 膜 ,脈 絡 膜

計 量

2ml l mOl酢 酸

煮沸 15分 間,ホ モゲナイズ

遠沈, 3000 rpm, 10 min

清

10倍量アセ トン

混和後 4° C30 min放 置
遠沈 3000 rpm, 10 min

濃縮芝固  0.5 ml 15%ア セ トニ トリル

(o.1%TFA含 む)溶 解
濾過

C

プ タ イ ド 分 画

図 1 ペプタイドの定量法

表 1 高速液体クロマ トグラフィーによるペプタイド
の抽出

装  置 : Mode1 6000 A(Waters)
,主 入 器 : ModeI U-6K(Waters,

カ ラム :Cosmosi1 5° 18~P(半 井化学 )

siZe φ 4.6X100 mm
移 動 相 : 15%～ 27.5%ア セ トニ トリル

(0.1%ト リフルオロ酢酸を含む )

流 出 率 : l m1/min

温  度 :室 温
検 出器 : SPD-2A(島 津 )

210 mm

記 録 器 :C―R2Aク ロマトパック (島 津 ♪

(3)RIA
HPLCで得られた各ペプタイド分画に家兎抗ペプ
タイ ド血清を加え, さらにヨードラベルした各ペプタ

イ ド (Amersham)を 加え数秒振盪し, 4℃ で48時間

インキュベートした。チャーコールに懸濁したデキス

トランを加え,2,000rpmで 10分間遠沈し,上清をガン

マカウンター (Aloka)で 測定した .

2)N遺ogen Mustard点 眼後の SPの変化
5羽 の 家 兎 の両 眼 に 1%Nitrogen Mustard

(Sigma)を 50μ l点限し,60分後に空気栓塞で屠殺し,

上記の方法で各眼組織の SP量を 2眼プールで測定し

た。
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表 2 家兎眼組織における各ペプタイドの量

角 膜

虹 彩

網 膜

脈絡膜

硝子体

前房水

SP+

NeurotenBin

|

ns/s wet. ecishL

nE/nl

平均 士 標準誤差
N=5
2眼 プールで行な った。
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表3 Nitrogen Mustard点 眼後の SPの変化

無処置との比較

27.5%ア セトニトル

(o.1%TFA)

time ( min )
19. 91

22.97 
‐
24.4

ペプタイド:authentiC 88mple

図 2 ペプタイ ドの HPLC溶出パターン

III 結 果
1,神経ペプタイ ドの定量 (表 2)

SPは網膜に最 も多 く,8.80ng/g wet weight含 ま

れ,次いで角膜,虹彩に多く含まれていた。
VIPは脈絡膜に最も多く,6.81ng/g wet weight含

まれ,次いで虹彩,網膜に多く含まれていた。
Somatostatinは 網膜に最も多 く,1.07ng/g wet
weigh含まれ,他の組織には微量であった。
neurotensinは 虹彩に多く,0.60ng/g wet weight含
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N“
=ogen Mustard点 眼後60分 で,SP二は前房水,脈 絡廣,

硝子体,虹彩で増加し,角 藤.爛 族で減少した。

図3 Nitrogen Mustard点 限によるSP量の変化

まれ,他の組織には微量であった。

また組織別に各ペプタイドの含有量を比較してみる

と,角膜には SPが最も多く,虹彩にはSP,VIP,網

膜にはSP,脈絡膜にはVIPが多かった。硝子体,前房

水には各ペプタイド共,極微量であった。

2。 Nitrogen Mtttard点 眼60分後の SP量の変化

Nitrogen Mustard点 眼直後より眼刺激反応が著名
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疑われている.

著者は同様に Nitrogen Mustardの家兎眼への点眼

を行ない,その初期の反応における SPの定量を試み
た。Nitrogen Mustard点 眼直後 より兎は声を出して

鳴き,結膜浮腫,充血が起 こり,縮瞳 し,前眼部の炎

症をおこした。SPは前房内で著明な増加を示 し,脈絡

膜,硝子体,虹彩でも増加 した。 この反応は前報で著

者 ら
1)が
報告 した SPを家兎の硝子体内に注入 した後

におこる眼反応 と一致 し,Nitrogen Mustard点 眼後

の初期の反応は SP遊離のためと考えた。
また,著者 らは SPが虹彩から遊離 されることも示
している2),虹彩からの SPの遊離は虹彩アルゴンレー

ザー光照射によっても増加され,虹彩光照射によって

おこる種々の眼反応に SPが関与す ることを明 らかに

している。

SP以外の神経ペプタイ ドは,今回の実験によ り眼

球内での存在部位が明らかにされた。 これ らの神経ペ

プタイ ドが組織内でいかなる作用を持つか,今後の課

題 としたい。

稿を終えるにあたり,御指導,御校閲を賜 りました藤原久

子助教授に深謝いたします。

本論文の要旨は,第 91回 日本眼科学会総会 (京都,1987)
で発表した。
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IV 考  按

現在,免疫組織学的に網膜内に認められるベプタイ

ド と して, SP, 
｀
VIP, somatostatin, enkephalin,
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があ り,脈絡膜血流量 との関連が示唆されている8)。 ま

た,somatostatinは 網膜の個体発生との関係が示唆さ

れている9),neurotensinの 作用はほとんどわかってい

ない。

今回,HPLCと RIAの併用で,各ペプタイドの眼組

織での局在を兎眼 2眼プールで測定した.その結果 ,
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otensinは虹彩に最も多 く含まれていた。また,それぞ

れ他の眼組織にも少量ではあるが含まれていた。SP,

somatostatin,VIPの 測定結果は今までに報告された

免疫組織学的方法や生理活性に関する研究結果と一致

している。neurotensinは今後の解明が期待される.

今回,実際にSPを 介する眼炎症を惹起 し,眼内での

SPの量的変動の測定を試みた。前眼部への化学的刺

激剤であるNitrogen Mustardの 点眼を行ない眼炎症

を惹起した。Nitrogen Mustardに よる眼反応は 2相
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は完全に blockさ れることにより,neurogeneな反応

が示唆され,SPの関与が疑われている。後期の反応は

Nitrogen Mustard点 眼後 3～ 12時間で出現し,眼圧

上昇,前房内炎症を起こす。この反応はインドメサシ
ン投与で blockさ れ,Prostaglandinを 介する反応が
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