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要

プロスタグランジン (PG)と その関連物質,およびエ

ピネフリンを家兎の硝子体腔内に注入 し,血液網膜柵の

変化を検眼鏡検査,螢光眼底造影検査,vitreous■ uoro‐

photometry(VFPM)を用いて検討した。さらに,horse‐

radish peroxidase(HRP)を 使用し,血液網膜柵の変化

を光学顕微鏡と電子顕微鏡で観察した。PGE22.5μ gの

硝子体腔内注入後,網膜血管は拡張し,VFPMで硝子体

フルオレセイン濃度が著明に上昇した。一方,PGF2α 2.5

μgの硝子体腔内注入では検眼鏡,螢光眼底造影検査で

異常はなかったが,VFPMで軽度に硝子体フルオレセイ

ン濃度が上昇した。また,エ ピネフリン 0.625 mgの硝子

体腔内注入後,網膜血管の軽度の拡張があり,VFPMで
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約

も軽度の硝子体フルオレセイン濃度の上昇があった。し

かし,latanoprost(PhXA 41)2.5μ gの硝子体腔内注

入では,いずれの検査法でも異常はなかった。また,形

態学的にもPGE2 2.5μ gの硝子体腔内注入後に網膜の

障害があったが,PhXA 41 2.5μ gの硝子体腔内注入で

は網膜は正常であった。PhXA 41は PGE2,PGF2α やエ

ピネフリンに比べて,血液網膜柵に対 して安全である。

(日 眼会誌 99:412-419,1995)
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Abstract
The effects of prostaglandin (PG), a novel PG- fluorescein leakage in YFPM. But intravitreal injec-

related compound , and epinephrine on the blood- tion of latanoprost (PhXA41) produced no retinal
retinal barrier (tsRts) in the rabbit eye were vasodilation and no increase in vitreous fluorescein

examined by ophthalmoscopy, fundus photography, leakage in VFPM. After intravitreal injection of
fluorescein angiography (FAG), vitreous fluoro- PGEr, morphological changes in the retina were
photometry (YFPM) , light and electron micro- found, but intravitreal injection of PhXA41 did not
scopy, and the horseradish peroxidase tracer. induce morphological changes in the BRB or the
Intravitreal injection of PGE, produced retinal retina. PhXA4l was less destructive to the BRB and

vasodilation and large increase in a vitreous fluores- the retina than PGEr, PGFro, and epinephrine. (J

cein leakage in VFPM. lntravitreal injection of Jpn Ophthalmol Soc 99:.412-419, 1995)

PGFr" produced a small increase in vitreous fluores-

cein leakage in VFPM, but no retinal vasodilation. Key words: Prostaglandin, Rabbit, Blood-retinal
lntravitreal injection of epinephrine produced barrier, Vitreous fluorophotometry,
retinal vasodilation and a small increase in vitreous Horseradish peroxidase

I緒  言

近年,緑内障治療薬として期待されている物質にプロ

スタグランジン (PG)と ,そ の関連物質がある。PGは

点眼後,強い眼圧下降作用を示す1)2)が,起炎物質の 1つ

であると考えられていた3)4)。 その後,サ ブスタンス P5)ゃ

ブラジキニン6),ロ ィコトリエン7)も 起炎物質の主体であ

る可能性が報告されたが,PG群が眼内炎症にどのよう

に関係しているか詳細は現在でも不明である。このため,

PG群を緑内障治療薬 として臨床応用をする場合,眼内
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組織,特に血液眼柵に及ぼす影響を検討することは不可

欠である。著者は先に,有色家兎に PGと その関連物質を

長期間点眼し, レーザーフレアセルメーターによる前房

フレア値
8)と 毛様体突起の形態学的変化8)9)を

検討し,PG
とその関連物質の血液房水柵に及ぼす影響を報告した。

今回,も う一つの血液眼柵である血液網膜柵に対する緑

内障治療薬 としての PG群の影響を検討したので報告す

る。

II実 験 方 法

1。 実験動物と薬剤

実験動物として,体重 2.5～3.O kgの健常有色家兎を

使 用 した。使 用 薬 斉」として,PG系 はlatanoprost

(PhXA 41),PGF2α ,PGE2を 用い,PG群と上ヒ較検討す

るためエピネフ リンを使用 した。PhXA 41は 分子量

432.58の PGF2α ~iSOprOpyl eSterの 誘 導体 で,13,14-

dihydro-15(R)-17‐ phenyl-18,19,20-trinor― PGF2α‐

isopropyl ester~C, Pharmacia(Sweden)か らi提供さオ́し

た。また,PGF2α とPGE2は フナコシ社製,エ ピネフリ

ンはSigma社製のものを使用した。PGF2α とPGE2はエ

タノールで溶解し,分注した後にエタノールを蒸発させ,

生理食塩液で溶解 し,50 μg/mlの 濃度になるように調整

した。エピネフリンは生理食塩液に溶解し,1.25%に な

るように調整 した。

2.実 験 手 技

1)Vitreous nuorophotolnetry(VFP卜 1)に よる事「価

実験開始前に, ミドリンP①点眼液を有色家兎に点眼

し,散瞳した後に細隙灯顕微鏡検査 と眼底検査を行い,

眼疾患がないことを確認した。 0.4%塩酸オキシブプロ

カイン (ベノキシール③)に よる点眼麻酔下に,手術用顕

微鏡直視下で,片眼の角膜輪部の 3mm後極側の強膜か

ら27G針で硝子体腔内中央にゆっくりと試験薬剤 50 μl

を注入した。すなわち,試験薬剤の注入量はPGお よび

PhXA 41は 2.5μ gで,エ ピネフリンは 0.625 mgで あ

る。また,他眼には同様の方法で同量の生理食塩液を注

入し,対照とした。試験薬剤の硝子体腔内注入 5時間後

に,有色家兎の耳静脈から10%フ ルオレセインナ トリウ

ム溶液 (フ ルオンサイト①,日 本アルコン社製)を ,10 mg/

kgの割合で静注した。一部の有色家兎では,静注前に眼

底撮影を静注後に螢光眼底造影を行った。VFPMは ,

Coherent社 製 Fluorotron Masterを 使用した。フルオ

ンセインナ トリウム (フ ルオンサイ ト①)静注後 1時間の

時点で,硝子体フルオンセイン濃度 (測定間隔 0.25 mm,

測定時間 100 msec)を 測定した。フルオレセインナ トリ

ウム (フ ルオンサイ ト①)静注 1時間後に耳静脈から約 4

ml採血し,得られた血液を遠心分離 (1,000G,10分間)

した。血漿中の蛋自非結合フルオレセイン濃度 (PUF)

を測定するため,得られた血漿を CF 25セ ントリフロー

(Amicon社)で限外濾過 (800G,10分間)した後,濾
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過液をpH 7.4の リン酸緩衝液で希釈した。希釈した濾

過液中の PUFを Fluorotron Masterに 付属 している

キュベットを用いて測定した。また,同様の方法で試験

薬剤の硝子体腔内注入 23時間後に耳静脈からフルオン

セインナ トリウム (フ ルオレサイト③)を 静注し,24時間

後の硝子体フルオンセイン濃度を測定した。

2)形態学的変化

試験薬剤の硝子体腔内注入 6時間後および 24時間後

の家兎をペントバルビタールナトリウム (ネ ンブタールの

で静脈麻酔した。前報
8)9)と

同様に,ヘパ リン処理したポ

リエチレンチューブ (SP 10)を 内,外上顎動脈分岐部に

固定し,ポ リエチレンチューブ挿入回から末梢側で外上

顎動脈を結索した。生理食塩液 0.5 mlに溶解した horse―

radish peroxidase(HRP,Sigma社 ,type II)50 mgを

チューブからゆっくり注入した後,眼球を摘出した。摘

出眼球を毛様体扁平部で半割し,2%グ ルタールアルデ

ヒドで固定した後,注意深 く網脈絡膜組織を細切し,同
固定液で再固定した。KarnOvsky基質液 1°)で反応させた

後, 1%オ スミウム酸で後固定した。薄切後,光学顕微

鏡観察用にトルイジンブルー染色,電子顕微鏡観察用に

は硝酸鉛の単染色を行い観察した。

III 結  果

1.検眼鏡および螢光眼底造影所見

PhXA 41,PGF2α の硝子体腔内注入 5時間後および

23時間後 ともに,対照眼 と比較して検眼鏡検査で眼底に

異常はなく,螢光眼底造影でも異常はなかった。エピネ

フリンの硝子体腔内注入 5時間後では,軽度の視神経乳

頭周囲の網膜血管の拡張がみられたが,螢光眼底造影で

は拡張した網膜血管からの異常な螢光色素の硝子体腔内

への漏出はなかった。一方,PGE2の硝子体腔内注入眼で

は,視神経乳頭周囲の網膜血管は著明に拡張,蛇行して

おり,螢光眼底造影でも硝子体腔内への軽度の螢光色素

の漏出があった (図 lA～ D)。 しかし,エ ピネフリンお

よび PGE2の硝子体腔内注入 23時間後の観察では,網膜

血管の拡張は軽度であった。

2.VFPMによる評価

PGE2の硝子体腔内注入眼では,注入 6時間後の硝子

体フルオレセイン濃度は56.l ng/mlと 著明に上昇 した

が,24時間後の硝子体フルオンセイン濃度は 6時間後の

約半分の硝子体フルオレセイン濃度に減少していた。ま

た,PGF2α,エ ピネフリンの硝子体腔内注入眼では, 6

時間後,24時間後ともPGE2に比べ硝子体フルオンセイ

ン濃度の上昇は軽度であった。一方,PhXA 41の硝子体

腔内注入眼では,6時間後,24時間後 ともに硝子体フル

オンセイン濃度は対照眼 と同じレベルであった (図 2)。

3.形態学的変化

1)対照眼

正常対照眼の網膜色素上皮は,所々脂肪滴を有してい
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た。網膜色素上皮の先端部の表面には多数の微絨毛があ

り,視細胞外節まで先端を伸ばしていた。基底部では細

胞質内に陥入した多数の基底陥入があった。細胞内小器

官はよく発達しており,細胞質の先端側には視細胞の外

節の先端由来と考えられる貪食胞や,針状,楕円状の多

数のメラニン顆粒が観察された。また,視細胞外節は整

然と配列しており,細胞色素上皮との接合は良好であっ

た。内上顎動脈から注入された HRPは有窓性の脈絡膜

毛細血管を通過し,Bruch膜を通り,基底陥入を満たし

ていた。その後,網膜色素上皮細胞間隙を通過し,網膜

色素上皮の先端部に存在する閉鎖結合で侵入を阻止され

ていた (図 3A,4)。

2)PhXA 41硝 子体腔内注入眼

光学顕微鏡で観察すると,硝子体腔内注入 6時間後お

よび 24時間後ともに,網膜を構成する各層は対照眼と同

様で形態学的な異常はなかった。電子顕微鏡による観察

でも網膜の各層に形態学的な異常はなく,網膜色素上皮

細胞の形態や細胞内小器官にも異常はなく,視細胞外節

との接合も良好であった。注入された HRPは ,対照眼と

同様に網膜色素上皮細胞間隙の先端部に存在する閉鎖結

合で確実に止まっており,血液網膜柵の破綻を思わせる

所見は何 も認められなかった (図 3B,5)。

3)PGF2α 硝子体腔内注入眼

光学顕微鏡で観察すると,硝子体腔内注入 6時間後お

よび 24時間後ともに,網膜を構成する各層に異常はな

かった。電子顕微鏡での観察でも,対照眼 と同様に注入

された HRPは網膜色素上皮細胞間隙の先端部に存在す
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図 1 各種プロスタグランジン (PG)お よびエピネフリン硝子体腔内注入 5時間後の眼底写真.

A:対照眼の眼底写真,B:latanoprost(PhXA 41)硝 子体腔内注入後の眼底写真,C:エ ピネフリン硝子体

腔内注入後の眼底写真,D:PGE2硝子体腔内注入後の眼底写真
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図2 各種 PGおよびエピネフリン硝子体腔内注入後

の硝子体フルオレセイン濃度.

黒四角 :PGE2,黒 丸 :エ ピネフリン,黒 三角 :

PGF2α ,黒菱形 :PhXA 41,黒 逆三角 :対照 (平

均値士標準偏差)

る閉鎖結合で止まっていた。

4)PGE2硝子体腔内注入眼

光学顕微鏡で観察すると,網膜の各層には異常はな
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A

図 3 各種 PG硝子体腔内注入 24時間後の網膜の光学顕微鏡 (光顕)写真 .

A:対照眼の光顕写真.B:PhXA 41硝 子体腔内注入眼の光顕写真.対照眼と比べ異常はない。C:PGE2硝
子体腔内注入眼の光顕写真.網膜色素上皮層 と視細胞外節との接合性が低下 している.バーは 40 μm

図 4 対照眼の網膜色素上皮の電子顕微鏡 (電顕)写真.

Horseradish peroxidase(HRP)は ,有窓性の脈絡膜毛細血管を通過し,Bruch膜 (BM)を通り基底陥入

を満たしている.ま た,HRPは ,網膜色素上皮 (RPE)の 細胞間隙に入り込んでいるが,そ の先端部に存在

する閉鎖結合で止まっている (矢印)。
バーは 1.Oμm

かったが,網膜色素上皮層 と視細胞の外節 との接合性は

整然 とした像 を示さず,何 らかの異常を思わせた。電子

顕微鏡で観察すると,HRPは 網膜色素上皮細胞間隙の

先端部の閉鎖結合で止まっていたが,網膜色素上皮細胞

質内に HRPを 取 り込んだ管状構造が多数出現 してい

た。 この管状構造は,網膜色素上皮細胞の基底部のみな

らず,頂部細胞質にもみられ,基底部にある場合には基

底陥入に連続していることもあった。また,視細胞外節
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の構造に部分的な乱れがみられ,網膜色素上皮細胞層と

の接合性が低下していた (図 3C,6)。 これらの変化は,

硝子体腔内注入 24時間後のものが 6時間後のものより

著明にみられた。

IV考  按

1977年 にCamrasら 11)が PGE2の点眼により家兎の眼

圧が下降するのを報告 して以来,PGは強い眼圧下降作

用を持つ緑内障治療薬 として期待されている。しかし,

PGは眼内炎症に関係しているという報告3)4)も ある。

Miyakeら 12)13)は ,ア ラキドン酸代謝のシクロキシゲ

ナーゼ系を抑制する抗炎症剤が自内障手術後の類嚢胞黄

斑浮腫の発生を抑制したと報告し,類嚢胞黄斑浮腫の発

生に PGが関与していることを指摘した。また,自 内障手

術後 の前房水中の PGF2α,PGE2が 高値 を示 したた

め14)15),PGや
他のeicosanoidsが硝子体腔を通 り網膜に

広が り,血液網膜柵に障害を及ぼしたという仮説を立て

ている。渡辺ら16)は ,PGE2を家兎眼の強膜内に注入し,

特発性中心性脈絡膜症に類似した血液網膜柵障害を作製

したと報告している。

緑内障治療薬であるエピネフリンを無水晶体眼に長期

間点眼すると,黄斑症を生ずることはよく知 られてい

る17).ェ ピネフリン点眼後に前房水 と硝子体中の PGE2
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図 5 PhXA 41硝子体腔内注入 24時間後の網膜色素上皮の電顕写真 .

視細胞外節 (OS)と 網膜色素上皮の接合は良好で,網膜色素上皮の細胞内小器官にも異常はない。また,HRP
は対照眼と同様に網膜色素上皮細胞間の閉鎖結合で止 まっている (矢印)。 バーは 1.Oμm

の濃度は上昇しており18),ェ ピネフリン点眼により前部

ぶどう膜からPGEが遊出し,血液網膜柵に障害を引き

起こしたのではないかと考えられた。Wanensteinら 19)

は,PGEl,PGF2α を硝子体腔内に注入した後の網膜電図

と視性誘発反応の変化を検討し,PGElで網膜電図の b

波の減弱が生じ,視性誘発反応のslow negative waveの

振幅の減少が生じたとし,PGに よる網膜障害を指摘し

ている。一方,最近になって,サ ブスタンス P5)ゃ ロィコ

トリエン7)が炎症の本体である可能性が報告され,PGは
炎症を惹起する化学物質を増強する働きを持つことが明

らかになった20)。 しかし,PGが眼内炎症にどのように関

係しているか,そ の詳細は現在でも不明な点がある。ま

た,PGを緑内障治療薬 として臨床応用する場合,PGを
無水晶体眼にも使用する可能性 もあり,PGの血液網膜

柵に及ぼす影響を検討することは必要不可欠である。今

回,使用した PGの濃度は臨床応用が期待されている濃

度
21)を 参考にした。また,PGと の比較のため使用したエ

ピネフリンの濃度は,本邦において臨床で緑内障治療薬

として使用されている濃度を用いた。Peymanら 22)は
,

PGF2α ,PGE2の硝子体腔内注入で網膜出血,網膜血管の

閉塞,網膜剥離が生じたと報告した。今回の実験では,

PGF2α は対照眼 と比べ変化はなかったが,PGE2で網膜

血管の拡張があり,螢光眼底造影でも硝子体腔内への螢
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光色素の漏出があった。一方,PhXA 41で は検眼鏡でも

螢光眼底造影でも異常はなく,PhXA 41は 今回の実験に

使用した濃度では安全であると考えられる。Bitoら 23)

は,家兎眼では PGElの硝子体腔からの半減期は 3時間

で,PGは毛様体 と血液網膜柵を通って排出されると報

告している。このため,今回の実験ではVFPMは PGの

硝子体腔内注入 6時間後 と24時間後に行った。また,血

液網膜柵の障害の程度を最も反映する F′ (60,3)値
24)25)(網

膜から3mm前方への,ベースライン補正 した 60分後

の硝子体フルオレセイン濃度)を評価の対象とした。フ

ルオレセイン静注後に,硝子体腔内に漏出するフルオン

セイン量は蛋白非結合フルオレセイン濃度に影響され

る24)25)。 フルオレセインの蛋自結合率は個体間でかなり

ばらつきがあるため24),今
回はCF 25セ ントリフロ_26)

を使用し,限外濾過により除蛋白後の値を測定した。ま

た,蛋白非結合フルオレセイン濃度測定のための採血は

一時点のみで実用上は十分 と報告
26)さ れているため,今

回はフルオレセイン静注 1時間後の血漿蛋白非結合フル

オンセイン濃度 (P値 )26)を 測定した。対照眼においてフ

ルオンセイン静注後の F′ (60,3)値 は血漿蛋白非結合フルオ

レセイン濃度にほぼ比例したため,血漿フルオレセイン

濃度の違いによる誤差を補正する目的で,藤武 ら27)の 方
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法に準じて P値の平均値 (Pm値 )を求め,個々の F′ (60,3)

値にPm/Pを 乗 じた値を最終的な硝子体フルオレセイ

ン濃度とした。

PGE2の硝子体腔内注入 6時間値のVFPMで は,強い

硝子体フルオンセイン濃度の上昇があった.24時間後の

硝子体フルオレセイン濃度は 6時間値の約半分に減少し

ていた。また,PGF2α およびエピネフリンの硝子体腔内

注入後のVFPMでは,硝子体 フルオンセイン濃度の上

昇 は軽 度 で あった。Senら 28)は ,各 種 の adenylate

cyclase系 の刺激活性を持つ試験薬の硝子体腔内注入後

のVFPMを行い,PGE2は過去の報告
22)よ り極めて少な

い 0.33 μgでも血液網膜柵を障害させるとしている。今

回の結果では Senら 28)の
報告を裏付ける結果であった。

しかし,PhXA 41の 硝子体腔内注入では硝子体フルオン

セイン濃度は上昇せず,エ ピネフリンと比較しても血液

網膜柵への毒性は少ないと考えられた。

PGの血液網膜柵への障害を形態学的に検討した報告

も幾つかある29)30)。
増永29)は,100～ 1,000 μgの PGE2を

硝子体腔内および上脈絡膜腔内に注入したところ,基底

陥入の拡大や網膜色素上皮細胞間の開鎖結合の離解が生

じたと報告している。塚原ら30)は
,10～ 100 μgの PGEl,

PGF2α を結膜下注射すると視細胞外節の消失や空胞化 ,

プロスタグランジンと血液網膜柵・小坂

図 6 PGE2硝子体腔内注入 24時間後の網膜色素上皮の電顕写真 .

視細胞外節 (OS)の構造に部分的な乱れ (*印 )があり,網膜色素上皮 との接合性は低下 している。網膜色

素上皮細胞質内に HRPを取 り込んだ管状構造 (矢 印)があり,一部は基底陥入に連続 している (矢 じり).
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色素上皮細胞のミトコンドリアの膨化,円形化が生じた

と報告している。 しかし,緑内障点眼薬として点眼され

た PGは硝子体腔を経て拡散し網膜に達する。この経路

を考えると,過去の実験は使用した PGの濃度が極めて

濃 く,結膜や上脈絡膜を経た投与方法にも問題がある。

今回の実験では,PGE2の硝子体腔内注入で HRPは 基底

陥入と連続した管状構造に取 り込まれていたが,網膜色

素上皮の細胞間隙の側面先端部の閉鎖結合で止まり,よ

り硝子体側への侵入は阻止されていた。しかし,視細胞

外節の構造の乱れや,網膜色素上皮層と視細胞外節との

接合性の低下があった。このことから,PGE2の この程度

の量では増永
29)が

報告したような網膜色素上皮層の閉鎖

結合の離解は生じないと考える。しかし,PGE2の硝子体

腔内注入で視細胞外節の構造の乱れ,網膜色素上皮層と

視細胞外節の接合性の低下があったことは,PGE2の 場

合は少量の投与でも網膜組織に障害を及ぼす可能性を示

している。一方,PGF2α の硝子体腔内注入眼で,VFPM
で硝子体フルオンセイン濃度は上昇 したが,HRPを使

用した形態学的観察では変化がみられなかった。これは,

フルオンセインナ トリウム (フ ルオンサイト⑥)は分子量

332.3,分子径 5～ 10Å で,こ れに対 しHRPは分子量

40,000,分 子径 20～40Å であるため,そ の分子量,分子

径の差により血液網膜柵に対する性格が若干異なってい

るためと考えられる。しかし,PhXA 41の硝子体腔内注

入では検眼鏡検査,螢光眼底造影,VFPM,HRPを使用

した形態学的検査のいずれの検査方法でも異常がみられ

なかったことは,血液網膜柵を含めた網膜組織に対 して

機能的にも形態学的にも安全であると考える。

終わりに,ご校閲頂いた調枝寛治教授に深謝いたします.ま

た,ご指導頂いた三嶋 弘助教授,な らびにご助言頂いた広島

大学医学部解剖学第二講座の片岡勝子教授,お よび教室の木

内良明先生にお礼申し上げます.
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