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ラット虹彩毛様体のアセチルコリン含量及び

それに対するアトロピン点眼の影響

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アセチルコリン含量を測定するために,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

りのアセチルコリン量は 58.8± 5.O nmo1/g(平均±標準誤差。n=9)で あった。又この測定方法を利用して,

アトロピン (0.05%)5 μl点眼の虹彩毛様体組織中のアセチルコリン含量に及ぼす影響を調べたところ,点眼

30分後で組織蛋白量あたり17%の アセチルコリン含量の減少を認めた(p<0.02)。 (日眼会誌 96:587-591,

1992)
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Abstract

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

sacrificed by microwave irradiation which rapidly inactivates metabolic enzymes. Acetylcholine levels

in the iris-ciliary body were determined by high-performance liquid chromatography with electro-

chemical detection. The acetylcholine level in rat iris-ciliary body per gram tissue protein was 58'8t
5.0 nmol/g (meantSEM, n:9). A single instillation of 5 pl of an 0.05Yo atropine to one eye of a rat
decreased acetylcholine level in the iris:ciliary body bv 17% half an hour after administration
(p<0.02).(Acta Soc Ophthalmol Jpn 96:587-591, 1992)
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I緒  言

虹彩毛様体には, 自律神経である副交感神経が豊富

に分布しており,瞳孔反応,調節機能のみでなく,眼
内血流動態や眼圧調節機能に密接に関与している.虹
彩毛様体に分布している副交感神経は,従来毛様神経

節からの節後線維であるとされてきたが,近年翼口蓋

神経節からの節後線維の存在も示唆されており,その

神経伝達物質はアセチルコリン (ACh)である1)2).

虹彩毛様体における副交感神経系の作用や薬理を研

究するうえで,神経伝達物質であるACh量の正確な
測定は重要である。一般に神経伝達物質は代謝が速 く,

脳内 AChは死後においても著しい代謝変化を受け,
脳内含量が速やかに低下す ることが知 られてい

る3)4).

従来動物眼虹彩の ACh量測定は液体窒素による凍
結固定法により行われた5).凍結法の問題点は,小動物

を屠殺後,組織を内部まで完全に凍結するのに要する

時間が比較的長いために死後変化を完全に除外できな

いことにある。また他の欠点として,凍結組織を対象
とするため,特定部位を分離する操作に困難が伴 うこ

とや,組織内の酵素活性の凍結による不活性化は可逆

性であるために試料調整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,凍結組織では氷の結晶形

成のために細胞膜の破壊が起こり,既存の AChな ど
は分解される可能性があることなどである。).

一方マイクロ波 (Mw)照 射法を用いて代謝酵素の不

活性化を行 う方法は,現在特に脳内神経伝達物質の研
究に広く使用されている方法である.Mw照 射法は凍
結法に比較して,そ の酵素の不活性化が不可逆性であ
るために試料調整的にも神経伝達物質の変化の可能性

がないこと,組織の固定が迅速に行えること,ま た凍
結組織でないために特定組織の分離など固定後の取扱

いが容易であること,な どの特徴を持っている6).

現在まで眼科領域で報告されているAChの測定方

法 ヤま, enzyinatic assay6), bioassay, radiornetric

assay7)な どである.enzymatic assay,bioassayは 感

度が低い。また radiometric assayは 操作が煩雑であ

り,酵素反応を利用する方法であるため使用薬物によ

り酵素が影響を受ける可能性が常に存在しており,前
もって使用薬物の影響を検討しておかなければならな

い等の欠点を有している8).

近年,AChの 定量は固定化酵素カラムの開発によ
り,高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)/電気化学検
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出器 (ED)を用いて精度よく且簡便に測定できるよう

になった°)10)。 この方法は,Potterら 11)の 測定方法を原

理としたものであり,それは以下のとうりである.固
定化酵素カラムはアミノアルキル化多孔性ガラスビー

ズを担体として用い,ア セチルコリンエステラーゼの

アミノ基とコリンオキシターゼのアミノ基がグルタル

アルデヒドにより担体上に結合しているものである。

アセチルコリンが 2種類の酵素と反応して過酸化水素

が発生するが,過酸化水素が酸化還元反応を受ける際
に生じる電流の変化を最終的に検出しAChの 定量を

行うので,測定結果に他の有機物質が混入している可
能性はない。

今回,我々は生理的状態における虹彩毛様体中の
ACh含量の正確な測定を目的として,Mw照射法によ
り組織 を固定 し,固 定化酵素 カ ラムを使用 した

HPLC/EDを 用いてAChの 測定を行った。またこの
測定法を利用して,ア トロピン点眼の虹彩毛様体 ACh
含量に及ぼす影響もあわせ検討したのでこれらの結果

を報告する.

II 実験方法

1.実験動物

Wistar系雄 ラット C7週齢から 11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 ACh, コ リン (Ch)(Sigma,St.
Louis, Missouri, U.S.=A¨ ), sodiunl l‐ octanesulfonic

acid(SOS)(Aldrich, 4ヽ1lwaukee, Wiscosin, U.S.

A.), tetramethylammonium chloride(TMA),

ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)(和 光,大
阪)であった。全ての薬物は分析試薬等級を用いた。
また ethylhomocholine(EHC)は BAS日 本 (東京 )
より供与されたものを用いた。

3.組織の固定
ラットを専用ホルダーにて固定 し,Mw照 射装置
(NJE 2603新 日本無線,東 京)に よ りMw(2,450
MHz)を 前報に記した如く9.5kWの 出力で頭部に
0.9秒間照射屠殺した。速やかに両眼球摘出,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
体を摘出した。 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と 内部標準 として 1
nmolの EHCをふくむ 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 の上清はポア径 0.45
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μ:mミ リポアフィルター (MiⅢpOre Type HA, 日本

ミリポアエ業,米沢)にて濾過後測定時まで-30℃ 冷

凍保存 した。一方沈査は 0.lN NaOHで 溶解後
Lowry法 12)に よる組織蛋白定量に供した.

4. ACh定量

上清を解凍後,HPLCに注入し,EDよ り測定した .
標品としては,各々0.02 nmolの ACh,Ch,EHC混
合標準溶液を注入した。定量値はデータプロセッサー

にて得られたクロマ トグラムの面積を用いて内部標準

EHCの回収率より計算した。
測定装置 は HPLC(LC‐ 304,Bloanalytical Sys―

tems,Lafayette,Indiana,U.S.A.),プ レカラム,分

析カラム,固定化酵素カラム9)(い ずれもBAS日 本 ,

東京), カラムヒーター (LC‐ 22/23A,Bioanalytical

Systems), プラチナ電極 (TL‐ 10A,Bioanalytical

Systems)を 装‐備 した ED(LC‐ 4B, Bioanalytical

Systems),ク ロマトグラフィックデータープロセッ

サー (C―R3A,島 津,京都)か ら成り立っている。移
動相は3.6mM EDTA,lmA TMA,70μ M SOSを

含む 50 mMリ ン酸緩衝液 (pH 8.3)を用い,流速は

l m1/分 とした。 プレカラム(10× 4.6mm)と 分析カラ
ム (150× 4.6mm)の 充填剤はスチ レンポ リマー

PLRP‐ S(7 μrn粒子)(Polymer Laboratory, Shrop‐

shire,U.K.)であった。分析カラムと固定化酵素カラ

ムはカラムヒーターにより37℃ に維持された。電位は

Ag/AgClに対して+500 mVと した。

5.ア トロピン点眼実験

1)ア トロピンの濃度決定

ラットにおいて片眼に点眼後,他眼の瞳孔に影響し

ないアトロピンの点眼濃度を決定するための実験を

行った.0.2%,0.1%,0.05%ア トロピンをそれぞれ
ラット右眼に 5 μl点眼して点眼 5,10,15,20,25,

30,60,120分後の両眼の瞳孔径を一定照度 (4001x)

のもとで計測し,左眼が散瞳しない最高濃度を調べた。

各々の濃度において 3匹ずつ実験を行った。

なおアトロピン点眼液は第二版病院薬局製剤
13)に より

作成した。

2)ア トロピン点眼の ACh含量に及ぼす影響
ラットの右眼に 1)の実験の結果より0.05%ア トロ

ピンを 5 μl,左眼に生理食塩水を 5 μl点眼した。点眼

30分後, ラット頭部に Mw(9.5kW,2,450 MHz)を

0.9秒間照射屠殺後,3.4.の実験 と同一方法で各々

の ACh量の測定を行った。なおこの場合,10匹の片眼

よりの虹彩毛様体をまとめて 1サ ンプルとした。

III 結  果

1.AChの定量

図 1,図 2に HPLCク ロマ トグラムを示す。標品の

Ch,EHC,AChの ピークの リテンションタイムに一致
したピークがサンプルにも現れた。標品,サ ンプルの

ACh,EHCの ピークの面積,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 ACh量を

計算すると,58.8± 5.O nmo1/g(平均値±標準誤差 ,

n=9)と なった。
2.ア トロピン点眼実験

1)ア トロピン濃度の決定

全例に点眼 10分後に右眼に散瞳が見られた。また測

定時間内に 0.2%点眼群では 3匹中 3匹,0.1%点眼群

ACh

EHC

EHC

ACh

0       10                    0       10

時間 (分 )         時間 (分 )

図 1         図 2

図 l ACh,Ch,EHCの 標品の混合溶液のHPLCク
ロマ トグラム.標品溶液 l ml中 には,ACh,Ch,
EHCを それぞれ l nmol含有し,注入量は 20 μlと
した。検出器レンジはフルケール 2nAに した。
図 2 ラット虹彩毛様体抽出物の HPLCク ロマ トグ
ラム.サ ンブルには内部標準として EHCを加え (1
nmo1/ml),注 入量は 20 μlと した。検出器レンジは

フルスケール 2nAに した。
図 1,図 2と も最初の 5分間のビークの感度はタイ
ムスケジュールのプログラムに従って 1/8に した。
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表1 アトロごン濃度と非点眼眼の散瞳の割合

日眼会誌 96巻  5号

量当りの ACh量はマウス全脳において断頭法のみで
は 10.6± 1.5 nmo1/g,断 頭―凍結法では 16.6± 0.9

nmo1/g,Mw照 射法 (1.3kW,2,450 MHz,1.5秒 )
では 28.2± 0.8 nmo1/gで あり17),ま たラットにおい

て断頭法では 9.1± 2.3 nmo1/gで あったのに対し,

Mw照射法(9.OkW,2,450 MHz,0.9秒 )では 24.1士
3.l nmo1/gで あった18)。 これらの事実は,断頭法,凍

結法とも,Mw法 に比べて代謝酵素の不活性化が不完
全であり,こ れらの方法では,生理的な組織内AChの

測定が眼組織においても困難であることを示してい

る。

今回我々はラット虹彩毛様体の ACh含量の測定に

おいて生理的な状態に最も近い値を測定する目的で組

織の固定法として Mw照射法を採用した。前報に記し
たごとくMw(9.5kW,2,450 MHz)0.9秒 照射 30秒

後の眼内温度は 91.7℃ であった。Mw(9kW,2,450
MHz)0.6秒 照射後のラット脳内温度は 70.1℃ であ
り,そ のときのアセチルコリンエステラーゼ活性は

99.7%不活性化されていたと報告されている18)。 この

事実は今回採用された照射条件は眼組織のAChに関

する酵素の不活性化に充分であると考えられた。

ラット虹彩毛様体湿重量は微量であり,その測定は

室内の湿度などの影響をうけ変動しやすく正確な測定

は困難である.故に我々は組織蛋自重量当りとして計

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Mw照射後の1サ ンプル分の虹彩毛様体の組
織重量を各々測定してラット虹彩毛様体組織重量当り

のACh量を計算すると6.78Ш■o1/gであった。これ
は凍結法及びenzymatic assayに よるネコ虹彩の組

織重量当りの ACh量 5)の 37%にあたる。またラット虹

彩毛様体組織蛋白量当りのACh量は58.8 nmo1/gで

あり, これはradiometric assayに よるウサギ角膜上

皮中心の組織蛋自量当りの ACh量 7)の 3.4%に あた

る.こ れら以前の報告との直接的比較は種差,組織及

び方法の違いより難しいが, マイクロ波照射法による

ラットの大脳皮質の組織重量当 りのACh量 は平均

24.l nmo1/gと 報告されており18),虹彩毛様体中の含

量はその 27%に あたる。

ところでアトロピンは代表的な副交感神経抑制剤で

あり,そ の作用機序はアセチルコリンと競合してレセ

プターと結合することである。今回アトロピンの虹彩

毛様体中のACh含量に及ぼす影響を調べた結果,有
意に減少させることが明らかとなった.測定した ACh

量の変動は虹彩毛様体組織に存在する神経終末中の

アトロピン濃度(%)

散瞳

0.05

0/3

0.1

2/3

0.2

3/3

散瞳欄の分母はラット総数,分子は右眼にアトロピン5 μl

点眼して,観察時間内に左眼に散瞳がみられたラット数を
示す。

表 2 アセチルコリン (ACh)含量に及ぼすア トロ
ピンの影響

点   眼 ACh nmo1/g蛋 白

生理食塩水

ア トロピン

52.4± 4.9

43.5± 4.4拿

生理食塩水を片眼に,0.05%ア トロピンを他眼に5μ l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士

標準誤差,率は paired t_testで 2%の有意を示す。

では 3匹中 2匹に左眼に散瞳が見られたが,0.05%点

眼群では全例に経過中,左眼に散瞳は見られなかった

(表 1)。 この結果より本実験で用いるアトロピン濃度

は非点眼眼に影響を与える可能性の低い 0.05%に決

定した。

2)ア トロピン点眼のACh含量に及ぼす影響
ア トロピン点眼群の虹彩毛様体組織蛋白量当 りの

ACh量は,43.5± 4.4 nmo1/g(平均値士標準誤差,n=
11)で ,生理食塩水点眼群のそれは,52.4± 4.9 nmo1/

g(平均値±標準誤差,n=11)で あり,ア トロピン点

眼により17%有 意に減少 した (paired t― test p<

0.02)。 また生食点眼群の含量は前実験で求めた値と有

意差がなかった (unpaired t―tett p<0.2)

IV考  按

眼組織における AChの定量はネコ虹彩5)ゃ ゥサギ

角膜上皮
7)に おいて報告 されている Consoloら 5)の

データ は液 体 窒 素 に よ る凍 結 法 とenzymatic

assay“)15)に より測定したものであ り,Wilsonら 7)の

データは組織をそのまま分離,速やかにホモジナイズ

調整して bioassayま たは radiometric assay“ )に より

測定したものであった。

神経伝達物質の代謝は一般に速やかであり,その生

理的含量測定のためには代謝酵素を速やかに不活性化

することが不可欠となる。脳におけるAChの測定に

おいて,断頭 してそのまま組織を調整する方法,断頭
してから組織を液体窒素で凍結する方法とMw照 射
法の測定値に大きな差が報告されている。例えば湿重
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ACh量の変動を反映してお り,測定結果はア トロピン

がコリン神経終末中の ACh量を減少 させた ことを示
唆する。モルモ ット回腸や ラット虹彩の in vitro実験

でムスカ リン受容体アンタゴニス トは前シナプス性に

神経終末 よりの ACh放 出を促進することが知 られて
いる19)20)。 従 って同様の機構 (presynaptic regulation)

がラットの虹彩毛様体の副交感神経に存在すれば,神
経終末中の ACh量はムスカ リン受容体アンタゴニス
トで減少す るはずであ り,我 々が in vivoの 虹彩毛様
体組織において得た結果はこれに一致する.

虹彩毛様体の ACh含 量の正確な測定は副交感神経
系の瞳孔反応,調節,眼血流動態や眼圧のコン トロー

ルに関する研究の重要な基礎知識 となる。今回の我 々

の結果は,虹彩毛様体組織の生理的な ACh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動を調べ

ることはその薬剤の作用機序の解明の一助 となると考

えられる。今回ア トロピンによる神経終末の ACh量
の変動を理論の予想通 りに検出で きたことは,本法が

眼組織における副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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