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卜虹彩毛様体のノルエピネフリン含量及びそれに対する

α2受容体刺激剤アプラクロニジン点眼の影響

広松 正児1),新
家  真2),藤森観之助

3)

1)広松眼科,2)東京大学医学部眼科学教室,3)国立衛生試験所薬理

要  約

ラット虹彩毛様体組織中の生理的カテコールア ミン量を正確に測定するために,マ イクロ波照射装置にて代

謝酵素を不活性化 し,高速液体クロマ トグラフィー/電気化学検出器 を用いて測定を行った。虹彩毛様体組織蛋

白量当りのノルエピネフリン量は 3.56± 0.22 μg/g(21.1± 1.3 nmo1/g)(平 均±標準誤差.n=7)で あり,

ドーパミン,エ ピネフリンなど他のカテコールアミンは検出限界下だった。又この測定方法を利用して,の受

容体刺激剤アプラクロニジン (0.05%)5 μl点眼の虹彩毛様体組織中のノルエピネフリン含量に及ぼす影響を

調べたところ,点眼 1時間時点で 7.7%の増加を認めた (p<0.05)。 (日 眼会誌 96:580-586,1992)
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Abstract

In an attempt to estimate the in vivo catecholamine level in rat iris-ciliary body, animals were

sacrificed by microwave irradiation which rapidly inactivates metabolic enzymes. Catecholamine

levels in the iris-ciliary body were determined by high-performance liquid chromatography with
electrochemical detection. The norepinephrine level in rat iris-ciliary body per gram tissue protein
was 3.56+0.22 pS/S (21 .1-f 1.3 n66l/g)(mean-t_ SEM, n=7). Neither dopamine nor epinephrine were
detected. A single instillation of 5 pl of an 0.05% apraclodidine (az-agonist) to one eye of a rat
increased the norepinephrine level in the iris-ciliary body by 7.7fi one hour after administration(p(
0.05). (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96:580-586,1992)

Key words: Rat iris-ciliary body, Norepinephrine, Microwave, High-performance liquid chromato-
graphy, Apraclonidine
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I緒  言

虹彩毛様体には, 自律神経である交感神経及び副交

感神経が豊富に分布してお り,瞳孔反応,調節機能の

みならず,血流動態や眼圧調節機能に密接に関連 して

いる。虹彩毛様体に分布している交感神経は,上頸神

経節からの節後線維であり,そ の神経伝達物質はノル

エピネフリン (NE)で ある1)。 虹彩毛様体における交

感神経系の作用や活動度の変化を研究するうえで,神
経伝達物質である NE量の正確な測定は不可欠であ

る。しかし,一般に神経伝達物質には代謝が速いこと

が知られてお り,例えば,室温におけるラット断頭 3

分後の線条体 内の NE量 は,断頭直後の NE量の約

60%と 報告 されている2).

従来眼科領域で虹彩毛様体の NE量測定に使用 さ

れた組織分離や試料調整の方法は,氷冷法3)又 は液体

窒素による凍結法4)で ある。しかし,氷冷法は代謝酵素

の不活性化が不十分である。また凍結法の問題点は ,

小動物を屠殺後,取 り出した組織内部までの完全凍結

に要する時間が比較的長いために死後変化を完全に除

外できないこと,凍結組織を対象とするための特定部

位を分離する操作に困難が伴 うこと,及び組織内の酵

素活性は凍結により不活性化されるが,こ の変化は可

逆性であるために組織分離や試料調製のための部分融

解で再び不安定物質の変動が始まること等である5)。

近年,脳組織における神経伝達物質の定量にさいし

ては,マ イクロ波 (Mw)照射による代謝酵素の不活性

化が標準的 となった2).本法は Mw照 射により,組織内

の水分子相互の摩擦を惹起させることにより急激な熱

発生を招来 し, この熱により,速やかに酵素蛋白を不

可逆的に変性一不活化させるものである.本法は凍結

法に比較 して,その酵素の不活性化が不可逆性である

ために再融解にともなう変化の可能性がないこと,固
定が迅速に行えること, また凍結組織でないために組

織の摘出や特定部位の分離など固定後の取扱いが容易

であること,な どのいくつかの利点を持っている5)。

今

回,我 々は生理的状態における虹彩毛様体中のカテ

コールアミン (CA)含量の正確な測定を目的として ,

Mw昭射法によリラット虹彩毛様体組織を固定,高速

液体クロマ トグ ラフィー (HPLC)/電 気化学検出器

(ED)を 用いて組織中 CAの 同定を行った。また新 しい

眼圧下降薬 として注 目されているの―agonistア プラ

クロジンの作用機構の解明の一助 として,ア プラクロ

ニジン点眼の虹彩毛様体 NE含量に及ぼす影響 もあ
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わせ検討したのでこれらの組果を報告する.

II 実験方法

1.実験動物

Wistar系雄ラット (7週齢から 10週齢,平均体重

240 g i埼 玉実験動物)を使用 した。

2.薬物

使用した薬物はノルエピネフリン (NE),エ ピネフ

リ ン (Ep), ドー パ ミ ン (DA), 3,4-
dihydroxybenzylamine(DHBA),塩 酸アプラクロニ

ジンであった。NE,Ep,DA,DHBAは Sigma(St.

Louis,Missouri,UoS.A.)よ り購入,塩酸アプラクロ

ニジンは 1%眼科用点眼溶液 として Alcon Lab lnc.

(Fort Worth,Texas,U.S.A.)よ り供与を受けた。

3.照射条件の決定

ラットを専用ホルダーにて固定 し,頭部にMw照 射

装置 (NJE 2603新 日本無線,東京)に よりMw(9.5
kW,2,450 MHz)を 照射屠殺 した。照射時間は 0.6,

0.7,0.8,0.9又は 1.0秒 であ り,照射屠殺後,先端に

熱電対を装鎮 した針を眼球内部 (硝子体中)に穿刺 し,

Digital Multithermometer(TR‐ 2112A, ア ドバンテ

ス ト,東京)にて照射 30秒後の眼球内部の温度を測定

した。その後眼球内各組織を実体顕微鏡下に観察 した。

4.組織の固定

前実験の結果より,照射条件は 9.5kW,0.9秒間と

した。速やかに両眼球を摘出,赤道部に割をいれ,実
体顕微鏡下にて,眼球内部 より虹彩毛様体を分離 した。

5匹,10眼 の虹彩毛様体をまとめて 1サ ンプルとし,

0.02%EDTA及び内部標準 として DHBA 10ngを含

む 0.2N過塩素酸 l ml中 で氷冷下ホモジナイズ し

た。その後サンプルは,20分間 10,000gに て遠心分離

を行い,そ の上清をポア径 0.45 μmの ミリポアフィル

ター(Millipore Type HA, 日本 ミリポアエ業,米沢)

にて濾過後,測定時まで-30℃ で冷凍保存 した。一方

沈査は 0.lN NaOHで 溶解後 Lowry法 6)に よる組織

蛋自定量に供 した。

5。 CAの定量

1)ア ル ミナ吸着法による定量

CAの定量では CAを アル ミナに吸着,分離 させて

から定量する方法が標準的である7).上
清を解凍後,そ

の一部 0.3 mlに 0.4 M K2C030・ 05 ml及び 1.2Mト

リスバ ッファー0.l ml(pH 8.6)を添加混合 し,酸化

アル ミナ 250 mgを 詰めた微小カラム (l ml Eppen‐

dorf tip)に 通過せしめた。酸化アル ミナを 0.3 mlの



582

蒸留水で 2度洗浄 した後,酸化アル ミナに吸着された

CAを 0.2N塩 酸 0.3 mlで溶出させた。溶出は 4回行

い,各 々のサンプル 20 μlを HPLCに注入し,EDに よ

リカテコールア ミン量を定量した .

標品としては,NE,Ep,DA,DHBAを それぞれ 3

ng含有する 0.3 ml混 合標準溶液を上記 と同じ手順で

注入した。定量値はデータプロセ ッサーにて得られた

クロマ トグラムの ピーク高を用いて内部標準 DHBA
の回収率より計算 した.

測定装置 |ま IIPLC(LC‐ 304, Bioanalytical Sys‐

tems,Lafayette,Indiana,U.S.A.), プレカラム, `か

析カラム(BAS日 本,東京),グ ラスカーボン電極 (TC‐

5,Bloanalytical Systems)を 装備 した ED(LC‐ 4B,

Bioanalytical Systems),ク ロマ トグラフィック デー

タプロセ ッサー (C‐R3A,島津,京都)か ら成 り立っ

ている.移動相は Mengら 8)の方法に基づき,1.03 mM

EDTA,0.008% sodium octyl sulphate, 5%

acetonitrileを 含む 0.013Mク エン酸-0.006Mリ ン

酸緩衝液 (pH 4.0)を採用し,流速は 1.O m1/分 とし

た。ブレカラム (30× 4.6mm)と 分析カラム (250×

4.6mm)の 充填剤は Biophase ODS(5μ m粒子 )

(PN 6017,BAS日 本)であった。電位は Ag/AgClに

対して+700 mVと した。

2)直接法による定量

次に 1)の 方法の手技を簡略化する目的で,ア ル ミナ

吸着をはぶ く測定法の可能性を検討 した。実際には 1)

の実験に使用 した解凍後上清の一部を HPLCに 20 μl

注入,測定 した。

標品及び測定条件は 1)と 同様 とした。

6.ア プラクロニジン点眼実験

ラット片眼に 5 μl,0.05%塩 酸アプラクロニジンを,

他眼に 5 μl生理食塩水を点眼し, 1時間後,ラ ット頭

部に Mw(9.5kW,2,450 MHz)を 0.9秒間照射 した .

(点眼後屠殺するまでの時間は,ヒ トにおいて 1%ア プ

ラクロニジン点眼 1時間後に有意な眼圧下降を示す 9)

ことを参考に決定 した。)そ の後,直接法にて NE量の

測定を行った。なおこの場合,10匹のアプラクロニジ

ン点眼側または生理食塩水点眼側の虹彩毛様体をまと

めて 1サ ンプルとした。

III 結  果

1.MW照 射時間と眼球内温度及び実体顕微鏡所見

Mw照射時間 と照射後 30秒の眼球内温度は 84.9℃

日眼会誌 96巻  5号

(0.6秒)から 91.7℃ (0.9秒)ま ではぼ直線的に増加

した (図 1).1.0秒照射では 5眼中 3眼に破裂がみ ら

れた.ま た実体顕徴鏡下の観察では,0.6秒 以上の照射

で,水晶体の内部まで完全自濁が観察され,0.8秒 以上

の照射で,虹彩毛様体の血管が赤茶色の線として明瞭

に観察された。 この結果よりで きるだけ眼球内の温度

を眼球が破裂せぬ程度に上げ,かつ虹彩毛様体の同定

が容易である Mwの照射時間,0.9秒を以後の実験で

採用した。同機種を用いた場合,9kWの Mw O.8秒

照射後 60秒 以内のラットの脳 内温度が 94.0℃ であ

る10)こ とか らもこの照射時間で充分であると思われ

た。

2.CAの定量

1)ア ル ミナ吸着法による定量

図 2a,bに HPLCク ロマ トグラムを示す。(aは標

品,bはサンプル)標品の溶液では 2回めと3回めの塩

酸溶出ではとんどの CAが溶出された。サンプルでは

標品溶液におけると同様に NEと DHBAの ピークは

塩酸溶出 2回め と3回めにはとんどが現れたが,Ep,

DAの ピークは認められなかった。標品,サ ンプルの

NE,DHBAの ピークの高さ,注入量,虹彩毛様体組

織蛋白量 より,虹彩毛様体組織蛋 白量当りのNE量を

計算すると,3.29± 0.39 μg/g(19.5± 2.3 nmo1/g)(平

80
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図 1 マイクロ波照射時間と眼球内温度の関係.

Mw出力 9.5kW,平均値士標準誤差,n=3
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均値土標準誤差,n=7)と なった。

2)直接法による定量

図 3a,bに HPLCク ロマ トグラムを示す (aは標

品,bはサンプル).ア ル ミナ呼着法によるものと同じ

rentention timeに NEに一致するピークのみがみら

れ,ま た Ep,DAに一致するピークはみられなかった。

虹彩毛様体組織蛋 白量 当 りの NE量 は 3.56± 0.22

μg/g(21.1± 1.3 nmo1/g)(平均値士標準誤差,n=7)
となり, 1)の 結果と有意差を認めなかった(unpaired

t―test p>0.2)。 NE量が 1)の結果と差がないことよ

り2)の NEに一致するピークに NE以外のピークが

重なっている可能性はな く, このピークは純粋に NE
のみのピークであるといえる。つまり直接法でもNE
量の測定が可能であることが示された。故に以下の測

定には 2)の方法を使 うことにした。

3.ア プラクロニジン点眼実験

アプラクロニジン点眼群の虹彩毛様体組織蛋白量当

りの NE量は,4.18± 0.14 μg/g(24.7± 0.8 nmo1/g)

(平均値士標準誤差,n=10)で ,生理食塩水点眼群の
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図 2 HPLCク ロマトグラム (ア ルミナ吸着法).

ao NE,Ep,DA,DHBAの標品混合溶液のクロマト

グラム.NE,Ep,DA,DHBAをそれぞれ 3 ng含有

する0.3 ml標 品混合溶液をアルミナカラムに通した。

①,②,③,④はそれぞれ0.2N塩酸 0.3 mlを用いた

それぞれの溶出の回数のクロマトグラムを示す。注入

量は 20 μlと した.検出器レンジはフルスケールlnA
とした。 b.ラ ット虹彩毛様体抽出物のクロマトグラ

ム.サ ンプルには内部標準としてDHBAを加えた。

(10 ng/ml)10000gの 遠心分離後の上清 0.3 mlを ア

ルミナカラムに通した。①,②,③,④はそれぞれ 0.2

N塩酸 0.3 mlを 用いた溶出のそれぞれの回数のクロ

マ トグラムを示す。注入量は20 μlと した。検出器レン

ジはフルスケール lnAに した。
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表 l NE含 量に及ぼすアプラクロニジン点眼の影響

点   眼 n   NE μg/g蛋白

NE

DHBA

時間 (分 )

DHBA

NE

3.88:± :0.13

4.18:士 :0.14ホ

10

10

12

日寺間 (分 )

b

図 3 HPLCク ロマ トグラム (直接法).

a.NE,Ep,DA,DHBAの 標品の混合溶液のクロマ

トグラム.標品溶液 l ml中にはNE,Ep,DA,DHBA
をそれぞれ 10 ng含有し,注入量は 20 μlと した。検出

器 レンジはフルスケール lnAに した。b. ラット虹彩

毛様体抽出物のクロマ トグラム.サ ンプルには内部標

準としてDHBAを加え (10 ng/ml),注 入量は 20 μl

とした.検出器レンジはフルスケール lnAに した。

生理食塩水を片眼に,0.05%ア プラクロニジンを他眼に 5

μl点眼した。10匹のラット片眼の虹彩毛様体をまとめて

1サ ンプルとした。 nはサンプル数である。表示した値は

平均値±標準誤差,事はpaired t‐ teまで 5%の有意を示す。

それは,3.88± 0.13 μg/g(23.0± 0.8 nmo1/g)(平均

値士標準誤差,n=10)であり,ア プラクロニジンによ

り7.7%有意に増加した (paired t‐ test p<0.05)。 ま

た生食点眼群のその含量は前実験で求めた値と有意差

がなかった (unpaired t‐ ted p>0.2)

IV考  按

脳 1。),心臓H),輸
精管12),血 清13),血漿n)13)な どの生

体の組織において CAの 測定が行われている。もっと

も盛んに研究が行われているのは脳であるが,脳では

代謝酵素の不活性化のために Mw照 射法による固定

が現在一般的である。例えば,湿重量あた りの NE量
は ラット大脳皮質 において無固定法で 289± 42 ng/

g,Mw照 射法で 543± 37 ng/gで ある°)と 報告 されて

お り, これは無固定法では代謝酵素のため組織調整中

にかな りNEが代謝 されてしまった ことを示 してい

る.

今回の我々の研究では,上記の知見をふまえ,眼組

織の生理的状態におけるCA合量をできるだけ正確に

測定す るため Mw照 射法を採用 し測定は HPLC/ED

によった。

ラット虹彩毛様体湿重量はウサギや ウシと比べると

はるかに微量であ り,測定中室内の湿度などの影響を

受けその正確な測定は困難である。故に今回の研究で

は組織蛋白重量当 りとして計算したが,従来の他の種

の報告 と比較するために参考 としてラット虹彩毛様体

質重量当りの NEを計算すると467 ng/g(2.8 nmo1/

g)であった。凍結法 (液体窒素)に よるウサギ虹彩毛

様体湿重量当りの NE量は 5,400 ng/4),氷冷法による

ウシ虹彩湿重量あたりのNE量は 292 ng/g3)と 報告さ

れている。 これらの値の違いは種差の違いも考えられ

るが,凍結法,特に氷冷法では,すでに述べた理由に

より生理的な値よりも変化してしまっている可能性が

否定できない。

サンプルのCAを アルミナに吸着させた後溶出させ
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て,IPLCに注入する方法は CAの 分離,測定法 とし

てすでに確立された方法であるが7),手 技が煩雑で,今

回のような少量の測定において他の組織に比べ回収率

に問題があると思われた。今回我々は,同一サンプル

の一部 をアル ミナ吸着一溶 出の過程 を省 いて直接

HPLCに 打ち込み(直接法),結果をアル ミナ吸着法 と

比較 した.両方法で得られた NEと 考えられるピーク

の retention timeは 同じで,計算された NEの測定量

にも差がなかった。換言すれば直接法の NEの ピーク

に NE以外のピークの重なっている可能性は無 く,直

接法は NE測定の簡便法 として使用 しうると考 えら

れた。

ところでアプラクロニジンは交感神経 α2受 容体刺

激剤であ り,眼圧下降作用を持つ clonidineの 誘導体

である。clonidineは 血液脳関門を通過 し著明な血圧下

降を引き起こすが,ア プラクロニジンはこの欠点を軽

減させる目的で開発された14).眼圧下降の作用機序は

主に房水産生を下げることによるもので,房水流出能

に影 響 を及 ぼ さない こ とが明 らかに され て い る

が9)15),本 剤は特にアルゴンレーザー トラベクロプラ

スティー及びアルゴンレーザー虹彩切開術の術後眼圧

上昇に対 して,他の薬剤 と違い,効果的にそれを抑制

し
“
),現在注 目されている薬剤である。

今回アプラクロニジンの虹彩毛様体中の NE含量

に及ぼす影響を調べた結果,組織蛋白量当 りではアプ

ラクロニジンは NE含量を有意に増加 させ ることが

明らかとなった.測定 した NE含量の変動は,虹彩毛

様体組織に存在する交感神経終末中の NE量の変動

を示 してお り,測定結果はアプラクロニジンが交感神

経終末中の NE量を増加させたことを示唆する。ウサ

ギ虹彩毛様体の in vitro実 験で の―agonistは前 シナ

プス性に神経終末 よりの NE放 出を抑制す ることが

知 られ て い る17)。 従って 同様 の機 構 (presynaptic

reguration)18)が ラットの虹彩毛様体に存在すれば,神

経終末中の NE量は 釣‐agonistで増加す るはずであ

り,我々が in vivoの 虹彩毛様体組織に於て得た結果

はこれに一致する。

虹彩毛様体の NE含量の正確な測定は,眼の交感神

経系の調節,散瞳,眼血流動態,眼圧のコン トロール

に対する作用を研究する上での基礎的知識 となる。今

回の我々の結果は,虹彩毛様体組織の生理的な CA量

を,Mw照 射法を初めて応用することにより,最も正

確に測定 したものであ り,その意義が大きいと考えら

れる。また薬剤による組織中の神経伝達物質の量の変

虹彩毛様体のノルエピネフリン含量 。広松他 585

動を調べることはその薬剤の作用機序の解明の一助に

なると考 えられる。今回アプラクロニジンによる神経

終末の NE量の変動を検出で きた ことは,本法が眼組

織における交感神経系の生理及び薬理の研究に有用で

あることを示 している.
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