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エンドセ リンー1の家兎網膜血管に対する収縮作用
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要  約

EndOthelin_1(ET‐ 1)は 血管内皮細胞が産生する強力な血管収縮性ペプチ ドである。我々は,眼内にも存在

が確認 されている ET‐ 1が網膜血管に対 してどのような生理活性を持つかを調べるため,種々の用量の ET‐ 1

を有色家兎の後部硝子体内に投与 し,網膜血管径の経時的変化 を観察した。また,高用量の ET‐ 1投与により

網膜血管の完全閉塞が発生するかどうかを螢光眼底撮影にて検討 した。後部硝子体内に投与 された ET‐ 1は ,

3× 10-12moleの低用量から血管収縮を引 き起 こした。中用量 ET‐ 1(10-HmOle)投 与時に,網膜血管は経時的

に収縮 と弛緩を反復する血管攣縮の所見を呈 し,一部の動静脈では分節状収縮 を示 した.高用量 ET‐ 1(10~10

mole)投与により網膜血管は完全閉塞 を来 した。また,螢光眼底撮影にて網膜動静脈の血行は完全に途絶 し,

しかもこの現象は一過性 であることが観察 された。後部硝子体内 ET‐ 1投与は,血管攣縮による一過性の完全

閉塞 を来す新 しい網膜血管閉塞モデルにな りうることが示 された。 (日 眼会誌 97:683-689,1993)
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Abstract
Endothelin-1 (ET-1) is an endothelium-derived potent vasoconstrictor peptide which is synthe-

sized in retinal vessels. In order to investigate its effect on retinal blood vessels, we injected ET-1
intravitreally (10-",3x10-12, 10-",3x10-11, 10-t0mole) and examined the change in diameters of
retinal arteries in rabbits by fundus photography. After injection of a high dose (19-ro mole) of ET-1,
fluorescein angiography was used to investigate whether complete occlusions of retinal blood vessels
occurred or not. 3x10-t'? mole ET-1 induced contraction of retinal arteries and the contraction of
those induced by l6-to mole ET-1 showed complete occlusion. A medium dose (10-rr mole) of ET-l
caused repeated vasospasms and segmental vasoconstrietions of retinal blood vessels. Fluorescein
angiograms revealed that retinal blood flow was interrupted transiently by injection of a high dose
(10-'0 mole) of ET'1. These findings suggested that intravitreal injection of ET-l could provide a new
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I緒  言 II 実験方法

EndOthelin‐ 1(ET‐ 1)は 1988年, 柳沢 ら1)に よって

ブタ血管内皮細胞の培養上清から単離 された強力で持

続性の血管収縮活性を持つペプチ ドである。その後

ET-1は ヒト,ラ ット,マ ウスなどの種々の哺乳類の血

管内皮細胞で産生されることが判明した2)。 脳血管を

例 に とると,グπ υa・″θの実験では,ET‐1の ED50値

(50%有 効濃度)は 10-10～ 10-9Mの範囲であ り3)～7),既

知の内因性血管収縮物質 と比較すると極めて強力であ

る。また,ET‐ 1の 受容体に対する親和性は高 く,解離

定数は 0.1～ 10 nMの 範囲であり3)～ 10),そ の収縮作用

は極めて持続性である1)2)。 実験動物において ET‐ 1は ,

脳血管攣縮3),高血圧11)や 冠血管攣縮12)に 関与する可能

性が報告されている。 また,臨床的にもクモ膜下出血

患者の脳血管攣縮 と脳脊髄液中の ET-1濃度の上昇と

の関連が示唆され13),さ らに,宮内ら14)は,急性心筋梗

塞患者の急性期に血漿中の ET・ 1濃度が著明に上昇し

ていると報告している。

眼科領域でも,ET-1が虹彩,毛様体,網膜,脈絡膜

に存在 し,さ らに,ET‐ 1の硝子体内投与により,網膜

の動静脈血管が収縮す ることが報告されている
“

)。 ま

た, ウシ網膜血管を用いた グπυグ′%0の 実験で ET‐ 1に

よる用量依存性の動脈の収縮反応が観察 され,そ の最

大収縮率は 89%で あったという報告
16)ゃ

,家兎網膜血

管を用いて ET‐ 1に対す る最大収縮率が 53%で あっ

た とい う報告17)も ある。しかし,ET-1に よる網膜血管

収縮反応がびまん性に起 こるのか分節状に起こるのか

の詳細は不明であ り,ま た,ET‐ 1投与により網膜血管

の完全閉塞モデルができるのかどうかも不明である。

よって,ET‐ 1の 網膜血管に対する生理活性を解明す

るために,我々は家兎において,種 々の用量の ET‐ 1を

用いて 物 υグυOでの網膜血管に対する反応を経時的に

眼底 カメラを用いて観察 した。

1.実験動物

実験には体重 2.0～ 2.5 kgの 有色家兎を雌雄の別な

く使用した.全例,実験は Mydrin P ①で散瞳し,ウ レ

タン (1.5g/kg)に よる静脈麻酔下で行った。

2.使用薬物

ET‐ 1(日 本ペプチド研究所)を 眼内灌流液(オ ペガー

ドMA⑪)に より希釈し,濃度が 2× 10-8,6× 10-8,2×

10-7,6× 10-7,2× 10-6Mと なる5種類の溶液を作成し

′こ.

3.投与方法

1)実験 1

手持ち眼底カメラ(KOWA RC-2)で 観察しつつ (図

1),硝子体内に 29G針付 l ml注射筒 (テ ルモ)で毛

様体扁平部から乳頭直上に上記の各濃度の ET‐ 1を低

用量から30分毎に 50 μl注入した (n=6)。 すなわち,

この注入により投与 された ET‐ 1の 用量は 10-12,3×

10-12,10-n,3× 10~n,10~10moleと なった。つまり,

1匹の家兎に対 して上記の 5段階の用量の ET‐ 1を累

積投与した。また,対照として眼内灌流液 50 μlを他眼

後部硝子体内に注入した (n=6)。

2)実験 2

実験 1において最高用量の ET‐ 1(10~10mole)を 投

与したとき,網膜動脈および静脈の血流の途絶が観察

されたので, 1匹 の家兎に対 して 10~10moleの ET‐ 1

を 1回 のみ投与 して眼底カメラにて眼底を観察 した

(n=8)。

4.眼底撮影および計測法

実験 1, 2において手持ち眼底カメラ(KOWA RC‐

2)を用いて,ET‐1各用量投与後 5分毎に眼底撮影を

行い,網膜血管を観察した。Nikon prOnle prOjector

により眼底写真を 10倍 に拡大 し,乳頭縁網膜上の血管

径を難波13)の 方法に準じて計測 し,投与前後での測定

値から血管径の変化率,すなわち収縮率を得た。また ,

実験 2において 10~10mole投与後,家兎の耳静脈から

フルオレセインナ トリウム (14 mg/kg)を 静注し,千
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渉フィルターを装着した手持ち眼底カメラを用いて螢   流の途絶が観察された直後に螢光眼底撮影を行い,全
光眼底撮影を行つた。                例 (n=8)において網膜動静脈の完全閉塞が確認 され

III 結  果        た (図 6).

IV考  按

本実験において,家兎後部硝子体内に ET‐ 1を 投与

したところ,強力な網膜血管収縮作用が観察されたが
,

これまでに報告 された ET-1の網膜血管に対する作用

と比較すると以下のようになる。NybOrgら 16)は
摘出

したウシ網膜動脈を用いて ET-1の 用量―反応曲線を

求めている。それによると 10-12Mか ら収縮反応が認

められ,10-7Mで最大収縮とな り,ED50は およそ 2×

10-10Mでたった。最大収縮率は 89%であり,低濃度

(10-13～ 10-10M)の ET‐ 1投与で,血管拡張は認められ

ず,網膜循環では内皮依存性弛緩因子 (EDRF)19)の 放

出はないと結論 している。IMacCumberら 15)は
,10 μg

の ET‐ 1お よび ET‐ 3を ウサギ硝子体内に投与 し,血
管収縮が 30秒以内に起こり, 5分で最大収縮に達 し,

少なくとも数時間,収縮が持続 したと報告しているが
,

完全閉塞が起 きたかどうかについては言及 していな

い。また,坂上 ら17)は
,ウ サギ前部硝子体内に ET‐ 1を

投与し,用量―反応曲線を求め,経時的観察も行って

いるが,高用量 (10-10mole)投与後にも完全閉塞の所

見は得 られなかったと報告している。今回の我々の実

験において,ET‐ 1の注入は後部硝子体内に行った。そ

して,10~10moleの ET‐ 1の 投与により網膜血管が完

全閉塞する所見が得られた。坂上 らの報告 と我々の実

験結果との相違は,ET‐ 1投与部位の相違 (す なわち前

部硝子体内と後部硝子体内)に より生じたと思われる。

今回の我々の実験では,ET‐ 1投与により網膜血管

は用量依存 的 に 3× 10-12moleか ら収縮を開始 し,

10~10mOleでは,網膜血管の血流が完全に途絶する所

見を呈 した。また,低用量 ET‐ 1投与時に血管拡張の所

見は認められなかった。美馬ら20)は
,イ ヌおよびネコ脳

底動脈における反応を検索し,髄腔内,すなわち血管

外膜側から投与 したときのみ血管収縮が認められ,血
管内への投与では無反応か,逆にイヌでは一過性の血

管拡張が観察 されたと報告 している。同様に,低濃度

ET‐ 1の 静脈内投与時に他の血管においても一過性の

拡張反応が起 こることが報告 されているが, これは

ET-1投与により,血管内皮細胞からEDRFが放出さ

れたために起 こるとされている19).今 回の実験では,低

用量 ET‐ 1投与時にも血管拡張反応は認められなかっ

た。これは血管内腔へ投与するのではなく,後部硝子

1.実験 1の 結果

1)低用量に ET‐ 1投与時の経時的変化

10-12moleの ET‐ 1投与では,全例,網膜血管の収縮

は認められなかった。3× 10-12moleの ET‐ 1投与によ

り動静脈の収縮が引き起こされるのが観察された。動

静脈のどちらにおいても観察 された血管の収縮は 30

分後には完全にもとの血管径に戻っているのが観察さ

れた.な お,血管拡張の所見は,いずれの用量の ET―

1投与においても観察されなかった。

2)中用量 ET-1投 与時の経時的変化

中用量 ET‐1(10-nm01e)の 投与により,低用量投

与時よりもさらに強い動静脈の収縮が引き起 こされる

のが観察された (図 2)。 また,経時的に収縮 と弛緩を

反復する血管攣縮の所見も認められた(図 2)。 一部の

動静脈には分節状収縮所見も認められた (図 3).

3)高用量 ET‐ 1投与時の経時的変化

高用量 ET‐ 1(10-10mOle)の 投与では,全例で 1分

以内に網膜動静脈は完全に閉塞 し血流は途絶 した (図

4)。 一方,対照実験 として行 った ET‐ 1を含まない眼

内灌流液のみ 50 μlの 僚眼後部硝子体内への注入で

は,網膜動脈および静脈のどちらにおいても,血管径

の変化は認められなかった (n=6).

4)ET‐ 1投 与による網膜血管収縮反応の用量―反

応曲線

眼底写真上で,投与前 と各用量の ET‐ 1投与後の乳

頭縁網膜上の動脈血管径を測定し,そ の収縮率を算出

した.血管収縮はいずれの用量でも 30分以内に最大と

なっていたので, この最大収縮時の収縮率により用量

―反応曲線を得た(図 5)。 なお,図 5の横軸は投与 し

た ET・ 1の -logMを 示したが,ET‐ 1の 投与は累積的

に行ったため,実際の濃度はそれより少し高い可能性

がある。

2.実験 2の結果

1)ET‐ 1(lo-1。 m01e)の投与後,静脈で 28± 11分 (平

均値±標準偏差),動脈で 54± 1分で血流の再開が認

められた(n=8)。  しかし,一旦,血流が回復 し始めて

も血管は収縮 と弛緩を繰 り返す血管攣縮,分節状収縮

の所見を示 した。なお,投与後 4時間の観察では網膜

出血,網膜浮腫の所見は認められなかった.

2)10~10mOleの ET‐ 1投与時,眼底カメラにより血
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図 1 後部硝子体内への endothelin‐ 1投与時の針先

の位置を示す眼底写真.

眼底カメラで針先が乳頭の直上にあることを確認 し

て ET‐ 1を後部硝子体内に注入している (矢 印は針

先を示す).

BA

c                                  D

図 2 後部硝子体内への中用量 endothelin‐ 1(10~nmOle)投 与前後の眼底写真.

血管は収縮を反復する血管攣縮の所見を呈した。

A:ET‐ 1投与前の眼底写真.B:収縮時の眼底写真.Ci収縮の程度がやや減少した時

の眼底写真.D:再 び収縮した時の眼底写真 .
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図 3 後部硝子体内への中用量 endothelin‐ 1(lo―・

mole)投 与時,動静脈血管は分節状収縮を示 した。
A:動脈,V:静脈.矢印は分節状に収縮していると
ころを示す .

12.0    11.5     11.0    10.5    10.0

Endothe‖n-1投 与量|[」 og mole]

図 5 後部硝子体内への endOthelin_1投与による網
膜動脈の収縮反応の用量―反応曲線 .

横軸は投与した ET‐ 1の用量 (mole)を表す.縦軸
は投与前の血管径を 100%と した%標示で表 した血

管径を示す。各点と各バーはそれぞれ 6例の平均値
と標準誤差を表す。

体内への投与であったために,ET-1は血管外膜から

直接血管平滑筋に到達し,内皮細胞よりも血管平滑筋

に対する直接作用が優位に働 き,血管収縮のみが観察

された可能性が考えられる。

実験動物 において,ET‐ 1は脳血管攣縮3)や 高血

圧n),冠血管攣縮12)に 関与する可能性が報告 されてお

り,ET-1に よる血管平滑筋の異常収縮に基づ く血管
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図 4 後部硝子体内への高用量 endothelin‐ 1(lo-10

mole)投 与時の眼底写真 .

網膜血管は ET‐ 1投与後 1分以内に完全に閉塞し血

流は途絶した。

図 6 後部硝子体内への高用量 endothehn‐ 1(lo-1。

mole)投 与時の螢光眼底写真.

網膜動静脈が完全に開塞している。

攣縮が脳血管や冠動脈において実際に発生することが

示唆される.ま た,臨床的にもクモ膜下出血患者にて

脳血管攣縮と脳脊髄液中の ET‐ 1濃度の上昇 との関係

が示唆され13),急 性心筋梗塞時にも血漿中の ET‐ 1濃

度が上昇していると報告 14)さ れていることなどから,

やは りET‐ 1は血管攣縮の原因として重要な役割を持

つことが推察される。今回の実験でも ET‐ 1投与によ

り網膜血管において経時的に収縮を反復する血管攣縮
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の生じている所見が認められた。中用量投与時には高

度の血管収縮を起 こしている箇所 と殆 ど収縮を示さな

い箇所が同一の血管上で連続する, いわゆる分節状収

縮の所見が動静脈の両者において観察 され,さ らに,

高用量投与時には網膜血管の血流が途絶する完全閉塞

の所見も得られた。なお,ET‐ 1投与後 4時間の観察で

は網膜出血,網膜浮腫の所見は認められなかった。こ

れは,動脈および静脈 ともに同時に攣縮が起こること

と血流の再開までに要 した時間が静脈で 28± 11分 (平

均値±標準偏差),動脈で 54± 1分 と比較的短時間で

あったためと考えられる.

網膜血管閉塞実験に関するこれまでの方法は血管外

側から物理的作用により血管腔を閉塞せ しめるもの21)

が多 く,こ れらは生体で発生する血管閉塞 とは明らか

に異なった病態であると考えられる。一戸 ら22)は フル

オレセインナ トリウムの静注とアルゴンレーザー光線

の照射を併用し,血管内皮細胞に損傷を与え壁在血栓

により血管閉塞を起 こさせ,網膜および脈絡膜血管を

閉塞 させる方法を報告 しているが, これも, レーザー

照射による組織損傷が軽微ながら起 こることは無視で

きない。桜庭ら23)は
,家兎網膜血管に トロンビンを滴下

し,網膜血管内の血栓作成による火焔状出血を伴 う網

膜血管閉塞モデルを作成するのに成功 している。今回

我々は初めて,内 因性の血管収縮物質である ET‐ 1を

後部硝子体内に投与することによって,血管攣縮作用

による一過性の網膜血管の完全閉塞を起 こすことに成

功 した。さらに,ET‐ 1後部硝子体内注入により分節状

の網膜血管収縮が起 こることを初めて見出した。我々

の作成したこのモデルは,血管攣縮によって引き起こ

された一過性網膜血管閉塞モデルとして,眼内循環の

調節機能の研究や,網膜血管攣縮に対する治療薬の効

果の判定に有用であると考えられる。

本論文の要旨は第 96回 日本限科学会総会において発表

した。
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