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我々は,家兎硝子体内に硫酸ネチルマイシン (ベクタ

シン①)を注入すると視細胞外節 と網膜色素上皮 を選択

的に障害することを前報で報告 した。その細胞障害はイ

ノシ トール・ リン脂質代謝 を行 うフォスフォリパーゼ C

の活性障害により起 こり, またその活性には Caイ オン

の存在が関与 していると考えられたので,硫酸 ネチルマ

イシンの網膜毒性を Caイ オンの付加により阻止可能で

はないかと思われた。本研究は硫酸ネチルマイシンとCa

イオン (CaC12)の 混合剤の硝子体内同時注入の網膜毒性

について検討 した。組織学的には,CaC12注入眼では網膜
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カルシウムおよび硫酸ネチルマイシンの家兎硝子体内注入による

網膜の形態学的変化

約

に異常をみなかった。一方,硫酸ネチルマイシンとCaC12

の混合剤注入では,CaC12が 200 μg/0.l mlに おいて視

細胞外節障害を軽減 し,1′ 000 μg/0.l ml以上では網膜

色素上皮障害を軽減 させた。すなわち,Caイ オンを付加

すると硫酸ネチルマイシンの網膜障害を軽減させること

が形態学的に示された。(日 眼会誌 98:150-156,1994)
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Abstrast
We reported previously selective damage of the any concentration. After an intravitreal injection

outer segment of the photoreceptors and retinal of netilmicin sulfate mixed with CaClr, the damage

pigment epithelium after intravitreal injection of in the photoreceptor outer segment was reduced at

netilmicin sulfate in the rabbit. The cellular damage a concentration of 200 pg/0.Lml and in the retinal

was thought due to active damage of phospholipase pigment epithelium at a concentration of 1,000 pS/

C enzeme, preventing it from performing phos- 0.1 ml. This showed that retinal damage due to
pholipid inositol metabolism, and to the presence of netilmicin sulfate can be reduced by the addition of

calcium. Therefore we investigated the retinal calcium. (J Jpn Ophthalmol Soc 98 : 150-156, 1994)

damage following after intravitreal injection of
calcium and netilmicin sulfate in the rabbit. Key words: Netilmicin sulfate, Ca ion, Retinal

Morphologically, the retina did not show any struc- toxicity, Photoreceptor outer seg-

tural change after intravitreal injection of CaCl, at ment, Retinal pigment epithelium

I緒  言

最近,薬理学分野において,多 くのホルモンや神経伝

達物質,成長因子などの細胞間伝達物質が細胞膜受容体

に作用して,イ ノシトール・ リン脂質代謝回転が充進す

ることが報告されている1)2)。 この代謝によ り細胞内に

Caイ オンが流入し,細胞内Caイ オン濃度が上昇して細

胞応答が行われる1)～4).

我々は,ア ミノグリコシッド系の薬剤である硫酸ネチ

ルマイシン(ベ クタシン①)を硝子体内に注入し,そ の網

膜毒性について研究したところ,視細胞外節と網膜色素

上皮を選択的に障害することがわかったので前報に報告
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した5)。

この薬剤は細胞のリン脂質代謝,特にイノシ トール・

リン脂質代謝の酵素活性に影響を及ぼす とされてい

る6)7)。 この代謝を促進する酵素 (フ ォスフォリパーゼ C:

PL‐Cと 略す)の 酵素活性 に は Caイ オ ンが関与す

る3)7)～ 9)。 すなわち,硫酸ネチルマイシンが一種の Caイ オ

ンブロッカーとして作用し,障害を起こすのであろうと

の報告
1°)も ある。

我々は, ア ミノグリコシッド系薬剤である硫酸ネチル

マインンの網膜障害に対して,Caイ オンが及ぼす影響を

形態学的に観察したので報告する。

II実 験 方 法

1.実験動物および実験方法

実験動物 としては体重 2～ 3 kgの成熟有色家兎を使用

した。塩酸ケタミン筋注ならびにペントバルビタールナ

トリウム (ネ ンブタール①)の静注による全身麻酔下に

て,手術用顕微鏡を用いて次の実験を行った。実験は各

5眼ずつ行った。

硝子体内一回注入方法 :前報 と同様に注入前に 27

ゲージ注射針にて前房穿刺を行い,0.l mlの 房水を排液

した.そ の後,27ゲ ージ注射針を輪部からlmm後方で

経球結膜,強膜的に硝子体内中央へ刺入し,薬液を約 10

秒かけて注入した。なお,注入時のジェット水流による

網膜障害を避けるために注射針の刺入口を水晶体方向に

向けた。

2.注入薬物と量

1)CaC12(分子量 :110.99)

薬物濃度は低濃度から高濃度,すなわち 200 μg,1,000

μg,2,000 μg/0.l mlの 3種類 とし,人工灌流液 (オ ペ

カードMA⑤)に溶解し,そ の 0.l mlを 家兎硝子体内に

注入(家兎硝子体内Caイ オン濃度 :1.lmM,5.3mM,
10.6mM)し た。この濃度での pH,浸透圧はそれぞれ

200μ gi pH 7.2, 305 mOsn1 0 1,000 μg:pl―17.0, 465

mOsm◆ 2,000 μg:pH 6.8,659 mOsmで あった。

2)硫酸ネチルマイシン (分子量 :720,77)

硫酸ネチルマイシンは 500 μg/0.l mlの 濃度 とし,オ
ペガードMA③に溶解し,そ の 0.l mlを硝子体内に注入

した。この濃度でのpH,浸透圧は pH 7.2,303 mOsm

であった。

3)CaC12と 硫酸ネチルマイシン混合液

硫酸ネチルマイシン500 μg/0.1:mlと CaC12(200 μg,

1,000μ g,2,000μg/0.lml)の 混合剤をオペガー ドMA③

に溶解し,そ の 0.l mlを硝子体内に注入した。この濃度

で pH,浸透圧は硫酸ネチルマイシン 500 μg± CaC12 1・ 1

mM:pH 7.0,305 mOsm,硫酸ネチルマイシン500 μg+
CaC12 5.3mM:pH 6.8,470 mOsm,硫酸ネチルマイシ

ン500 μg+CaC12 10・ 6mM:pH 6.6,665 mOsmで あっ

た。
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4)対  照

対照として d― ソルビトール (分子量 :182.17)500 μg/

0.l mlを オベガー ドMA③に溶解 し,その 0.l mlを 硝

子体内に注入 (硝子体内濃度 :1.6mM)し た。この濃度

での pH,浸透圧はpH 7.2,567 mOsmで あった。

3.観 察 方 法

観察は前報 と同様に注入 24時間後に細隙灯顕徴鏡に

て前眼部,前房,水晶体を,ま た倒像検眼鏡による眼底

検査ならびに螢光眼底造影にて硝子体および網膜を臨床

的に観察した。

4.組織学的観察

注入後 24時間で眼球摘出を行い,眼球内の肉眼的観察

図 l a CaC12200 μg硝子体内注入,光学顕微鏡所見.

神経線維層の軽度空胞変性はみられるが,視細胞外節

ならびに網膜色素上皮には異常をみない。バーは 20

μm.ト ルイジン青染色

図 l b CaC12200 μg硝子体内注入,電子顕微鏡所見.

視細胞外節ならびに網膜色素上皮細胞には異常をみな

い。バーは 2μm.OSi視 細胞外節



152

とともに眼球組織の組織学的検索を行った。摘出眼球は
,

前報と同様に 2.5%グ ルタールアルデヒドならびに2%
オス ミウムで固定後エタノール系列で脱水 し,エ ポン

812で包埋の上,薄切切片を作 リトルイジン青で染色し,

光学的顕徴鏡 (光顕と略す)で観察した。また,超薄切

片も前報 と同様に酢酸ウラニルと鉛染色液で二重染色を

行い,透過型電子顕微鏡 (電顕と略す)で観察 した。
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III 結  果

1.眼 底 所 見

対照眼およびすべての薬物注入眼では,倒像検眼鏡な

らびに螢光眼底造影にて注入後 24時 間までには網膜に

異常をみなかった。

2.組織学的観察

1)CaC12 200 μg投与

光顕では神経線維層に軽い空胞変性 (2眼)がみられ

たのみで,視細胞外節ならびに網膜色素上皮には異常を

図 3a CaC12 2,000 μg硝子体内注入,光学顕微鏡所見.

神経線維層の空胞変性はみられるが,視細胞外節ならびに

網膜色素上皮には異常をみない.バ ーは 20 μm.ト ルイジ

ン青染色

図 3b CaC12 2′ 000 μg硝子体内注入,電子顕微鏡所見 .

視細胞外節ならびに網膜色素上皮細胞には異常をみない。

バーは 2μm.OSi視 細胞外節

図 2a CaC121′ 000 μg硝子体内注入,光学顕微鏡所見.

神経線維層の軽度空胞変性はみられるが,視細胞外節なら

びに網膜色素上皮には異常をみない.バ ーは 20μ m. トル

イジン青染色

図 2b CaC121′ 000 μg硝子体内注入,電子顕微鏡所見.

視細胞外節ならびに網膜色素上皮細胞には異常をみない。

バーは 2μm.OSi視細胞外節
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性をみたのみで,視細胞外節ならびに網膜色素上皮には

異常をみなかった (図 3a).ま た,電顕でもすべての注

入眼 (5眼)において,視細胞外節ならびに網膜色素上

皮に異常をみなかった (図 3b)。

4)硫酸ネチルマイシン投与

光顕では内網状層,内顆粒層に空胞変性 (2眼)をみ

た。すべての注入眼 (5眼)において視細胞外節に著し

い配列の乱れがみられたが,網膜色素上皮には異常をみ

なかった (図 4a)。 しかし,電顕では前報と同様に視細

胞外節の一部脱落消失がみられ,網膜色素上皮細胞内に

多数の phagolysosomeがみられた。 ミトコン ドリアの

変性はみなかった (図 4b)。

5)硫酸ネチルマイシンとCaC12 200 μgの混合投与

光顕では神経線維層の軽度空胞変性 (2眼)がみられ

たのみで,視細胞外節ならびに網膜上皮には異常をみな

かった (図 5a)。 電顕においては,注入眼 5眼中 4眼で

は視細胞外節には異常をみなかったが,網膜色素上皮細

みなかった(図 la)。 また,電顕、でもすべての注入眼(5

眼)において,視細胞外節ならびに網膜色素上皮に異常

をみなかった (図 lb)。

2)CaC12 1,000 μg投1与

光顕では神経線維層に軽い空胞変性 (3眼)がみられ

たのみで,視細胞外節ならびに網膜色素上皮には異常を

みなかった(図 2a)。 また,電顕でもすべての注入眼(5

眼)において,視細胞外節ならびに網膜色素上皮に異常

をみなかった (図 2b)。

3)CaC12 2,000 μg投与

光顕では注入眼すべて (5眼)に神経線維層の空胞変

図 4a 硫酸 ネチルマイシンは 500 μgの硝子体 内注

入,光学顕微鏡所見.

内顆粒層 と内網状層に空胞変性がみられ,ま た視細

胞外節の配列の乱れがみられるが,網膜色素上皮に

は異常をみない。バーは 20μ m. トルイジン青染色

図 4b 硫酸ネチルマイシン 500 μgの硝子体内注入 ,

電子顕微鏡所見 .

視細胞外節の脱落消失と網膜色素上皮細胞内に多数

の phagolysosomeが みられる。バーは 2μm.OS!
視糸田胞外節, IPg:phagolyososorne

図 5a 硫酸ネチルマイシン 500 μgと CaC12 200 μg
の混合液,硝子体内注入,光学顕微鏡所見 .

神経線維層の軽度空胞変性はみられるが,視細胞外

節ならびに網膜色素上皮には異常をみない.

図 5b 硫酸ネチルマイシン 500 μgと CaC12 200 μg
の混合液,硝子体内注入,電子顕微鏡所見 .

視細胞外節には異常はみられないが,網膜色素上皮

細胞内に多数の phagolysosOmeが み られる。バー

は 2μm.OS:視細胞外節,Pg:phagolysOsOme
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図 6a i硫酸ネチルマイシ ン 500 μgと CaC12 1,000

μgの混合液,硝子体内注入,光学顕微鏡所見 .

神経線維層の軽度空胞変性はみられるが,視細胞外

節ならびに網膜色素上皮には異常をみない。バーは

20 μm.ト ルイジン青染色

図 7a硫 酸ネチルマイシン 500 μgと CaC12 2′ 000

μgの混合液,硝子体内注入,光学顕微鏡所見 .

神経線維層の空胞変性はみられるが,視細胞外節な

らびに網膜色素上皮には異常をみない。バーは 20

μm.ト ルイジン青染色

図 7b硫 酸ネチルマイシン 500 μgと CaC12 2,000

μgの混合液,硝子体内注入,電子顕微鏡所見 .

視細胞外節には異常はみられないが,網膜色素上皮

細胞内に phagolysosomeが わず か にみ られ る。

バーは 2μm.OSi視 細胞外節 .

教なかったが,注入眼 5眼中 1眼において網膜色素上皮

内に phagolysosomeをわずかにみるのみであった。ま

た, ミトコン ドリアの変性はみなかった (図 7b)。

8)d‐ ソルビトール 500 μg投与

光顕ならびに電顕においても,すべての注入眼(5眼 )

において視細胞外節ならびに網膜色素上皮には異常をみ

なかった (図 8a,b)。

図 6b i硫酸ネチルマイシ ン 500 μgと CaC12 1′ 000

μgの混合液,硝子体内注入,電子顕微鏡所見 .

視細胞外節には異常はみ られないが,網膜色素上皮

細胞 内に phagolysosomeが わずかにみ られ る。
バーは 2μm.OS:視細胞外節

胞内に多数の phagolysosomeがみられた。また,ミ トコ

ンドリアの変性はみなかった (図 5b)。

6)硫酸ネチルマイシン CaC12 1,000 μgの混合投与

光顕では神経線維層に軽い空胞変性 (3眼)をみるの

みで,視細胞外節ならびに網膜色素上皮には異常をみな

かった (図 6a)。 電顕にて観察すると,すべての注入眼

(5眼 )において視細胞外節には異常はみられず,注入眼

5眼 中 2眼 において網膜 色素上皮細胞 内 に phagO_

lysosomeをわずかにみるのみであった。また,ミ トコン

ドリアの変性はみなかった (図 6b)。

7)硫酸ネチルマイシンとCaC12 2,000 μgの混合投与

光顕ではすべての注入眼 (5眼)において神経線維層

の空胞変性をみたのみで,視細胞外節ならびに網膜色素

上皮には異常をみなかった(図 7a)。 電顕で観察すると,

すべての注入眼 (5眼)において視細胞外節には異常を
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ル‐4‐一 リン酸 (PIP)や ホスファチジル・イノシ トールー

4,5‐ニ リン酸 (PIP2)が存在するが, これらはイノシ トー

ル・ リン脂質のわずか 1～ 3%にすぎない12)。 しかし,

この PIPな らびに PIP2は形質膜のリン脂質二重構造の

内層に局在し,細胞膜構築上重要な役割を果たしている

との報告13)がある.

網膜において リン脂質は視細胞外節の細胞膜や網膜色

素上皮細胞内の lysosome内 に存在している14)。 また,牛
の視細胞粁体外節細胞膜は 60%の 蛋自質と40%の リン

脂質から成 り,その うちイノシ トール・ リン脂質は 2

～6%にすぎないとの報告15)が ある。

このイノシ トール・ リン脂質代謝過程 (PI response)

はGTP蛋 自質が細胞膜上の受容体に結合することによ

り活性化が起こる1)16)。 また,そ の作用とPL‐Cの活性化

により細胞膜内の PIP2の加水分解を引き起こし,イ ノシ

トールー1,4,5-三 リン酸 (IP3)と ジアシルグリセロール

(DG)が生成される1)9)11)。 その後,IP3は細胞内 Caイ オ

ン貯蔵部位に作用し,Caイ オンの細胞内への遊離を促

し,ま たDGは細胞外からの Caイ オンの流入を促す17)。

すなわち,PI respOnseは 細胞内 Caイ オン濃度の上昇を

来し,細胞応答を引き起こす重要な反応過程であると報

告13)さ れている。

また,PL― Cが活性化するには GTP蛋 自質の活性以外

に Caイ オンが必要で,眼科領域における虹彩平滑筋の

収縮や涙腺の腺分泌などは細胞外 Caイ オンに依存 して

いるとの報告
18)19)が

ある。また,PL‐Cが活性化を起こす

には至適 pH:5.5～ 7.0で,Caイ ォン濃度 が 0.5～ 1

mM必要との報告9)15)も ある。

硫酸ネチルマイシン500 μg硝子体内注入における視

細胞外節ならびに網膜色素上皮障害は,イ ノシ トール・

リン脂質代謝における PL‐Cの活性阻害を起こすため
,

視細胞外節の細胞膜破壊が起こり脱落消失を来す20)21)と

考えられる。またその結果,受容体作動性 Caイ オンチャ

ンネルの作用が低下し細胞内 Caイ オン濃度の上昇が遅

れ,そのために細胞内情報伝達が障害される。また, こ

のことが脱落した外節を貪食した網膜色素上皮細胞の消

化能の低下を促し,多数の phagolysOsOmeが細胞内に

存在するようになったと考えられる.

CaC12の 硝子体内注入において,神経線維層の空胞変

性のみで視細胞外節や網膜色素上皮細胞内の ミトコンド

リアに変化がみられなかったことにおいては 2つのこと

が考えられる。 1つには硝子体内に注入された高濃度の

Caイ オン (2,000 μg)は網膜の内境界膜でブロックされ

るが,pHの酸性化の影響が直接神経線維層に及び組織

破壊され,空胞変性を来したと思われる。また, ブロッ

クされることにより網膜内へ移動するCaイ オン濃度が

低下し,視細胞外節細胞膜や網膜色素上皮細胞膜での

Naイ オン‐Caイ オン交換機構の限界閾値を越えずにい

たため,組織破壊が起こらなかったと考えられること,

図 8a d‐ ソルビトール硝子体内注入,光学顕微鏡所見.

視細胞外節ならびに網膜色素上皮には異常はみられない
`

バーは 20μ m。 トルイジン青染色.

図 8b d¨ ソルビトール硝子体内注入,電子顕微鏡所見 .

視細胞外節ならびに網膜色素上皮には異常はみ られない.
バーは 2μm.OS:視細胞外節

IV考  按

細胞の刺激伝達機構には細胞内に存在するCaイ オン

が関与 し,細胞内情報伝達物質 (セ カン ドメッセン

ジヤー)と して使用 しているとの報告が多数み られ

る2)3)。

細胞の Caイ オンチャンネルの一つとして受容体作動

性 Caイ オンチャンネルがあ り,その発現には細胞膜 リ

ン脂質の代謝,特にイノシ トール・ リン脂質の代謝回転

が関与 していると報告1)2)0)11)さ れている。このイノシ

トール・リン脂質のなかにはホスファチジル・イノシ トー
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もう1つには Naイ オン‐Caイ オン交換機構を介して流

入した Caイ オンを,Caイ オン‐Mgイ オンATPaseを

介した Caイ オンポンプにて細胞外にCaイ オンを盛ん

に流出することによって細胞機構が保たれたと考えられ

ることである。

また,硫酸ネチルマイシンに CaC12を同時に投与 して

Caイ オンを付加させると,視細胞外節ならびに網膜色素

上皮の障害を軽減させることができた。理由としては,

イノントール・ リン脂質代謝において PL‐Cが活性化す

るのには Caイ オンが必要9)15)で, このCaイ オン濃度は

ホスファチジル・イノツトールー4,5。ニ リン酸 (PIP2)と

結合している濃度に左右されている13)。 また,ア ミノグル

コシッド系類似のネオマイシンが PIP2と 結合するとい

う報告
22)か ら推測すると,硫酸ネチルマイシンとCaイ

オンが競合することによって,PIP2に結合する Caイ オ

ンの量が減少するように思われる。また,そ のために

PL‐C活性が低下して リン脂質代謝がうまく行われなく

なったと考えられる。すなわち,硝子体内にCaイ オンを

加えて注入し,PIP2と 結合する Caイ オンを増加させ,リ

ン脂質代謝回転をうまく行えるようにしたところ,視細

胞外節ならびに網膜色素上皮の障害を軽減することがで

きた。

以上のことから,硫酸ネチルマイシン500 μgを硝子体

内注入したときに副作用として生じる視細胞外節および

網膜色素上皮細胞障害に対して,Caイ オンを付加させる

ことにより網膜障害の発生を少なくすることが可能と思

われる。今後,細菌性眼内炎の硝子体手術の際に行われ

る抗生剤の硝子体内注入に Caイ オンの併用投与を考慮

することが薬物による網膜障害の軽減に役立つ と思われ

た。

本論文の要旨は第94回 日本眼科学会総会にて発表した。
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