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要

ウシ網膜細動静脈,毛細血管,および非血管組織のエ

ン ドセリン受容体を1251_エ ンドセ リン‐1(1251_ET‐ 1),

ET‐ 1,ET‐ 3,BQ 123(ETA受 容体措抗薬),sarafotoxin

S6c(ETB受 容体作働薬)を用いた定量的受容体オー トラ

ジオグラフィー法で検討 した。定量は,コ ンピュータラ

ジオルミノグラフシステムとイメージングプレー トを用

いた方法で行った。この方法で,ウ シ網膜細動静脈,毛

細血管,非血管組織ともに ET‐ 1の高親和性の特異的結

合部位の存在が明らかになった。網膜細動静脈と毛細血

管との間には結合親和性である解離定数 (Kd)に差を認
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めなかった。また,網膜細動静脈と毛細血管は BQ 123で

置換され,一方,網膜非血管組織は sarafotoxin S 6cで
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I緒  言

エンドセリン (ET)は ブタの血管内皮細胞培養上清中

から同定された 21ア ミノ酸残基から成るペプチ ドで,血

管平滑筋細胞内のCa2+を増加 させて強力な血管収縮作

用をはじめ,多彩な作用を示すことが知られている1)。 眼

内にもETが存在することが明らかにされ2)-5),ま た,そ

の受容体 を介 して様々な作用を示すことがわかってき

た6)7)。 しかし,眼領域における受容体研究 を行 うにあ

たって,従来の膜分画受容体結合法では多量の試料を必

要とするため,少量の試料 しか得にくい眼組織では受容

体の存在を明らかにすることは困難であった。

そこで本研究では,コ ンピュータラジオル ミノグラフ

イメージングプレー トシステム8)を 用いたペ レット法定

量的受容体オートラジオグラフィー法9)～ 12)を応用するこ

とで,ウ シ網膜の血管成分,非血管成分におけるET受

容体を測定 し,そ の特性を検討した。

II実 験 方 法

網膜血管の採取はMeezanら 13),Danaireら 14)の 毛細

血管採取法を参考にし,さ らに網膜細動静脈 も採取でき

るように改変した15)。 屠殺後すぐに摘出し,冷凍運搬して

きたウシ眼球 40眼を解凍 し網膜を取り出した後,氷冷し

たショ糖緩衝液に浸した。これを剪刀で細切後,polytron

homogenizer(PT 10,Kinematica)で 6,500回転,2分

間,次 に tenon―glass homogenizerで 10往復ホモジナイ

ズを行い,ま ず 108 μmナ イロンメッシュで濾過 した。濾

過物質をさらに 55μ mナ イロンメッシュで濾過 し,メ ッ

シュ上 に残った物質 を再 び polytron homogenizerで

6,500回 転,1分問ホモジナイズし,55μ mナイロンメッ

シュで濾過を行った。この操作をもう一度繰 り返して,

最後に 55 μmナ イロンメッシュ上に残った毛細血管を

得た。回収率を上げるために,は じめの 108 μmナイロン
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メッシュ上に残った物質を集め,polytron homogenizer

で毛細血管部を切 り取 り,それを 108 μmナイロンメッ

シュで濾過し,55 μmナ イロンメッシュで集めるという

操作を繰 り返 した。また,最初に 55μmナ イロンメッ

シュで濾過された物質を非血管組織 として,最後に 108

μmナイロンメッシュ上に残った物質を細動静脈 として

得た(図 1)。

得られた網膜血管,非血管組織を 16,500gで 5分間遠

心し,沈澄に embedding matrixを 0.l ml加 え,よ く撹

拌した後,日径 2mmのチューブに移し,1,300gで 5分

間遠心した。これを冷凍しチューブから抜き出し,沈澄

部を用いてクライオスタットで厚さ 10 μmの連続凍結

切片を作成し,ゼ ラチン塗布スライドグラスに貼付した。

これを一晩, 4°Cで真空乾燥したものを受容体結合実験

に用いた。

受容体結合はpH 7.4の浸漬用緩衝液で前浸漬 を 10

分間行った後,1251_ET‐ 1(New England Nuclear,USA)

を標識 リガン ドとして含む浸漬用緩衝液 (100 mM

NaCl,10mM EDTA‐ Na,l mg/ml bacitracin,4μ g/

ml leupeptin, 2μ g/ml chymostatin, 10 μlM phospho‐

ramidon,0.2%BSAを 含有した 50 mM Tris― HCl)中

で置換物質として 1.0～ 1.Oμ Mの濃度の ET-1,ET‐ 3,

sarafotoxin S 6c(ペ プチド研究所,東京),BQ‐ 123(高有

製薬,東京)を用いて,4°C,pH 7.4,48時間浸漬を行っ

た16)17)。
浸漬後,氷冷した緩衝液中で洗浄し,冷風下で一

晩乾燥した後,感光用カセット内でイメージングプレー

ト (Type BAS―III,富士写真フィルム,東京)に密着感

光した。この際,既知のリガンド濃度を含むスタンダー

ドの切片 ([1251]micr。 _scales,Amersham,UK)を 浸

漬した切片と同じカセット内で同時に感光させた。 これ

より得られた標準曲線から検体組織の感光度をdpmに

換算した。フジックスバイオイメージングアナライザー

BAS 2000(富士写真フィルム,東京)を用いて画像解析を
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行った。

各々の試料は Bradford18)の 方法で蛋白質量を測定し,

さらにスタンダー ドから得られた標準曲線から感光度を

dpmに換算した。

画像解析で得 られた値は,さ らにLIGANDプログラ

ム19)で受容体解析を行った。

III 結  果

採取された網膜非血管組織,血管組織を図 2に 示した。

網膜細動静脈は直径 10～50 μmで,網膜毛細血管は直径

2～ 8μmの血管であった。我々の血管採取法では,ウ シ

眼球 40眼から約 2 mgの 網膜毛細血管を採取すること

ができた。

図 3に 1251_ET‐ 1結合部位のオー トラジオグラムの一

部として,1251_ET-1のみを含んだ緩衝液に浸漬した全結

合(I),同濃度の1251_ET‐ 1と 10-6Mの 非標識 ET‐ 1を含

んだ緩衝液に浸漬した非特異的結合 (II),既知のリガン

ド濃度を含むスタンダードの切片 (HI)を示す。 4種類の

置換物質を用いたすべての濃度のオートラジオグラムを

BAS 2000で感光度を測定した。さらに,ス タンダー ドに

よりdpmに換算した後,全結合から非特異的結合の差と

して得られた特異的結合の値を用いて描いた置換曲線で

は網膜細動静脈,網膜毛細血管の1251_ET‐ 1結合は非標識

ET‐ 1,ET-3,BQ‐ 123で濃度依存的に抑制されたが,sar‐

日眼会誌 99巻  5号

図2 網膜血管と非血管組織の位相差顕微鏡写真.

A:網膜細動静脈,B:網膜毛細血管,C:網膜非血管組織.バーは 50 μm

I

b
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図 3 網膜組織のペレットから得られたラジオルミノ

グラム.

I:全結合, II:非特異的結合 (10-6M非標識 ET‐

1存在下で得られた),III:standard scale

A:網膜毛細血管,B:網膜細動静脈,C:網膜非血

管組織

afotoxin S 6cでは置換 されなかった。一方,網膜非血管

組織は非標識 ET‐ 1,ET,3,sarafotoxin S 6cで ともに濃

度依存性に抑制され,BQ 123で置換 されなかった (図

4)。 Scatchard解析での解離定数 (Kd)は網膜細動静脈

が 0.303± 0.038nM,網 膜毛細血管は 0.337± 0.086nM,

網膜非血管組織は0.215± 0.039 nMと ,三者に有意差を

雑.
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図 4 網膜組織における特異的1251_エ ンドセリン‐1結合の置換曲線.

A:網膜細動静脈,B:網膜毛細血管,C:網膜非血管組織

自丸 :エ ンドセリンー1(ET‐ 1),黒丸 :ET‐3,自三角 :sarafotoxin S 6c,黒 三角 :BQ-123

網膜細動静脈と網膜毛細血管は BQ‐ 123で置換され,網膜非血管組織はsarafotoxin S 6cで 置換されている。

表 1 置換実験から得られた1251_エ ンドセリン‐1の網膜組織への結合親和性

Peptide
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Kl
11ヽ1

網膜細動静脈

網膜毛細血管

網膜非血管組織

0.303二上0.0380

0.337± 0.0855

0.215±[0.0387

504± 41.6a

454± 54.2b

l.36」
=0.0736C

ND
ND

5.43± 0.895

341± 0.375

2.75± 0.175

ND

網膜血管と網膜非血管組織は明らかに結合親和性が異なるが,網膜細動静脈 と網膜毛細血管との

間には有意差を認めなかった.

p<0.01(a>c,b>c),平 均値±標準誤差,n=4  ND:nOt detected

認めなかった。各々の抑制濃度 (Ki)は ,ET‐ 3では網膜

細動静脈 504± 41.6nM,網膜毛細血管 454± 54.2nM,

網膜非血管組織 1.36± 0.07 nM,sarafotoxin S 6cで は

網膜非血管組織 5.43± 0.90 nM,BQ‐ 123で は網膜細動

静脈 3.41± 0.38 nM,網膜毛細血管 2.75± 0.18 nMと ,

いずれも網膜細動静脈と網膜毛細血管には有意差を認め

なかった (表 1)。

IV考  按

エンドセリンは眼組織にも様々な作用を及ぼすことが

知られてきてお り2)～ 5),そ の受容体の存在も確認されて

いる0)7)。 しかし,他のペプチ ド受容体研究と同様に,エ
ンドセリン受容体解析を行うにあたって,従来の膜分画

受容体結合法では,特に網膜血管のようにごく少量の試

料しか得られない場合には非常に困難である。そこで,

以前から血液中の単核細胞,胸腺細胞,牌臓細胞, リン

パ球,血小板 な どの受容体研究 に応用されている方

法9)～ 12)に
準 じて網膜血管をembedding matrixに 包埋

し,そ の切片を試料として用いた。

今回,我々が用いたコンピュータラジオルミノグラフ

イメージングプレートシステム8)は ,フ ィルムの代わ り

に螢光体 (BaFBr:Eu2■ )を 塗布 したイメージ ングプ

レー トを用いるもので,こ のイメージングプレー トに取

り込 まれた情報 をモニター画面上 に画像化 し,コ ン

ピュータ解析することができる。また,得られる画像も

従来のフィルムを用いたオートラジオグラフィーに匹敵

するものであり,感光時間はフィルムの約 5分の 1で済

む。前回我々は, これらの方法を組み合わせて網膜血管

のアンギオテンシンII受容体の存在 と特性を明らかにす

ること力Sで きたH).

エンドセリン受容体にはETA受容体,ETB受容体の 2

種類のサブタイプが確認されている。ETA受容体は ET‐

1の みに強い親和性があり20),こ れに対して,ETB受容体

は ET‐ 1,ET‐2,ET-3に対してともに同等の親和性を有

している21)。

今回の実験では,網膜には網膜血管,網膜非血管組織

のいずれにもエンドセリン受容体の存在が認められた。

網膜細動静脈,網膜毛細血管は,いずれもET-1お よび

ETA受容体のアンタゴニス トであるBQ-123で強 く置換

され,ET‐ 3ではET-1に比し高濃度でしか置換されず,

ETB受容体のアゴニス トであるsarafotoxin S 6cで はほ

とんど置換されなかった。 ところが,網膜非血管組織は

ET‐ 1,ET-3,Sarafotoxin S 6cで置換されたが,BQ 123
では置換されなかった。このことから,網膜血管は主に
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ETA受容体 を有 し,非血管組織 は ETB受容体が主である

ことが明 らかになった。

ETA受容体は血管平滑筋に多 く分布し,血管収縮作用

を引き起 こすことが知られている20)。 また,平滑筋を持た

ない毛細血管には,壁細胞に ETA受容体が確認 されてお

り22),我々の結果も網膜細動静脈,網膜毛細血管 ともに

ETA受容体 を認め,こ れらを支持するものであった。網膜

において もエンドセリンは網膜細動脈,毛細血管に収縮

を起 こし,網膜循環に深 くかかわっていると思われた。

今回の方法では,そ の局在 までは明らかにすることはで

きなかったが,網膜細動静脈 と網膜毛細血管の ETA受容

体の親和性 に有意差が認 め られなかった ことは興味深

い.ETA受容体が壁細胞に存在するとすれば,網膜毛細血

管において,壁細胞はその支持機能以外に血管収縮作用

の機能 もあると考えられる。

一方,ETB受容体は脳ではグ リア細胞に存在 し,細胞分

化の調節を行っている可能性が示唆されている23).網
膜

でもJuanら 24)が ETB受容体の存在を確認 してお り,網

膜におけるエンドセリンによる神経伝達および調節作用

の役割のあることを示唆 している。ただ,彼 らは網膜血

管と網膜非血管組織 との分離は行っていない。今回得ら

れた網膜非血管組織は,神経細胞 とMuner細 胞 を含む

グリア細胞 と考えられる。網膜でも脳 と同様 に ETB受容

体はグリア細胞に存在する可能性が大きいと考えられる

が,神経細胞にも存在する可能性を否定できない。いず

れにしろ,神経伝達に何 らかの形でかかわっていると推

測される。

今回,我々が行った血管凍結標本のコンピュータラジ

オル ミノグラフイメージングプレー トシステムを用いた

定量的オー トラジオグラフィーでは,網膜血管のように

ごく少量の試料でも,エ ンドセ リン受容体解析 を迅速に

かつ簡単に行 うことができた。

稿を終えるにあたり,エ ンドセリンETA受容体拮抗薬 BQ‐

123を頂いた萬有製薬 (株 )つ くば研究所,矢野光夫博士,な

らびに実験の御指導を頂いた長崎大学医学部薬理学第二教

室,丹羽正美助教授,谷山紘太郎教授に深謝いたします。
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