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有色家兎眼においてエン ドセリンー1(endothelin‐ 1,

ET‐ 1)を前房内に投与した場合の瞳孔径,房水蛋白濃度

に及ぼす影響を観察した。また,ET‐ 1の作用に対するプ

ロスタグランジン合成阻害薬(PG阻害薬)前処置の効果

についても検討するとともに,実験的ぶどう膜炎におけ

る房水中 ET‐ 1濃度も測定 した。その結果,房水蛋白濃度

は ET‐ 1濃 度 (10-埓 ,10-H,10-9お よび 10-7M)に 依存

的に上昇 し,投与後 1～ 2時間目にピークに達 し, 8時

間目にはほぼ正常に復 した。瞳孔径の変化も,10-7Mと
10~9M群の場合,投与後 1～ 2時間目に瞳孔径は最小と

なり,8時間目には対照眼と同じ瞳孔径に復 した。10-13

Mでは,房水蛋白濃度,瞳孔径ともに有意な変化は認め
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られなかった。また,PG阻害薬前処置によりET‐ 1の作

用はほぼ抑制された。内毒素誘因性実験的ぶどう膜炎惹

起眼における房水中 ET… 1濃度は,正常対照眼より高 く,

また,房水中濃度はいずれの群においても血中濃度より

高かった。以上の結果から,ET‐ 1はアラキ ドン酸カス

ケー ドを介して,前眼部炎症および瞳孔径の変化に関与

している可能性が示唆された。 (日 眼会誌 991631-
635, 1995)
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Abstract
We assessed the role of endothelin-l (ET-l) in the mental uveitis model, ET-1 concentration in the

development of anterior chamber inflammation in aqueous humor was significantly higher than that of
pigmented rabbit eyes. After the injection of ET-l normal controls as well as the plasma ET-l level.
(10 13, 10-", 10 e or lO-'M) into the anterior cham- These results suggest that ET-l is an important
ber, aqueous protein concentration increased mediator in the ocular inflammatory reactions
significantly in a dose-dependant fasion, with a peak through the arachidonic acid cascade. (J Jpn Oph-
at 1 to 2 hours after treatment, and it returned to thalmol Soc 99:631-635, 1995)

the normal level 8 hours after the injection. Pupil-
lary diameter was signiflcantly reduced when 10-eM Key words: Endothelin-1, Aqueous protein con-
or 10 7M ET-1 solution was injected. These effects centration, Pupillary diameter, Anti-
were blocked by pretreatment with anti-prostaglan- prostaglandin agents, Arachidonic
din agents, i.e., topical indomethacin or yenous acid cascade
diclofenac sodium. In the endotoxin-induced experi-

I緒  言

エンドセリンー1(以下,ET■ )は ,1988年 に血管内皮

細胞から抽出された強力な血管収縮作用を持つペプタイ

ドである1)。 その後,多 くの組織に存在することが知 られ

るようになったが,眼球内組織では,虹彩・毛様体・網

脈絡膜 。角膜内皮などにその受容体の存在が証明されて

いる2)3)。 全身的には高血圧4)や 冠攣縮4)5),脳血管攣縮6),
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肝・腎疾患7)と の関連が報告されており,眼科領域でも,

特に網脈絡膜の循環調節に関する研究
2)8)ヽ 15)が 多 くなさ

れている。前眼部に関する作用については,ET‐ 1が角膜

内皮16)。 上皮 17)の増殖因子であること,眼圧,瞳孔径,房

水蛋自濃度に影響すること18)～ 20)な どが報告されている。

しかし,ET-1投与による房水蛋自濃度の経時的変化は

明らかではない。また,ET-1は 虹彩毛様体に豊富に存在

し19),フ ォスフォリパーゼ A2の活性を高めることによつ

てアラキドン酸の放出を促進 し,プロスタグランジンの

合成を促進することが報告
21)さ れ,ET-1の アラキドン酸

カスケー ドヘの関与が推察されている18)。 しかし,前房内

炎症におけるET-1濃度とアラキドン酸カスケードの関

与は明らかになっていない。

以上の報告から,ET‐ 1の アラキドン酸カスケードを

介した前房内炎症への関与を調べるために,ET-1投与

による房水蛋白濃度・瞳孔径の経時的変化と, これらの

変化に対するプロスタグランジン合成阻害薬の影響を検

討した。また,内毒素誘因性実験的ぶどう膜炎における

房水中の ET-1濃度についても検討した。

II実 験 方 法

1.実 験 動 物

実験には,体重 1.5～2.5 kgの 有色家兎を雌雄の別な

く使用した。麻酔は,全例実験開始の 30～60分前に,ペ

ントバルビタールナ トリウム (ネ ンブタール①)と クロ

ルプロマジン (ウ ィンタミン①)を 1:2に混合 した麻酔

液を,l m1/kgの割合で耳静脈に注射して行った。

2。 方  法

1)実験 1

前房内に投与するET-1溶液の希釈には眼内灌流液

(ォペガードMA① ,千寿製薬)を用いた。そして,ET‐ 1

を溶解 した眼内灌流液 (ET-1溶 液)10 μlを ,容積 300

μlの 前房に投与することによって前房内での ET-1濃

度が 10-7M,10-9M,10-口 M,10‐ 3Mの 4種類になるよ

うに調整した。次に,0.4%塩酸オキシブプロカイン (ベ

ノキシール①,参天製薬)で点眼麻酔を行い,片眼に各濃

度の ET‐ 1溶液を,他眼には ET-1を 含まない眼内灌流

液のみ (対照液)を 10 μlず つ角膜輪部から30G針 を用

いて前房内に投与した (各 n=10)。 測定項目は瞳孔径・

房水蛋白濃度 とし,測定時間は ET‐ 1投与前,投与 30分 ,

1,2,4,8,12,24時 間後 とした。瞳孔径の測定は Haab

瞳孔計を用いて一定照度下で行い,右眼―左眼の瞳孔径

の差 (a)を求めた。そして,こ の値から術前の両眼瞳孔

径の差 (b)を 引いた値 (a― b)を 瞳孔径の差の変化 (c)

とした。また,房水蛋白濃度の測定にはレーザーフレア

セルメーター (LC‐ 1000①,興和)を用い,フ ォトンカウ

ント値をアルブミン濃度に換算 した。なお,ET‐1投与

時,30G針抜去後前房水の漏出のみられた場合,あ るい

は虹彩・水晶体に注射針が接触 した場合は対象から除外

日眼会誌 99巻  6号

した。

2)実験 2

ET-1に より瞳孔径・房水蛋白濃度の変化が,プロスタ

グランジン合成阻害薬 (以下,PG阻害薬)に よる前処置

によってどのように変わるかを比較するために,対象 と

した有色家兎を,次のような 3つ の群 に分けた (各 n=

5)。

A群 :ET-1の み投与 した群

B群 :イ ンドメタシン点眼前処置群

C群 :ジ クロフェナクナ トリウム静注前処置群

B群では,ET‐ 1溶液 または対照液投与の 2時間前か

ら 30分毎に計 4回,両眼にインドメタシン点眼を行っ

た。 また,C群では,ジ クロフェナクナ トリウム粉末を

37° Cに加熱した注射用蒸留水に混ぜ,1時間程度攪拌 し,

ET‐ 1溶液または対照液投与 30分前 にこの懸濁液 を 20

mg/kgで 25G針で耳静脈から投与 した.用 いた ET-1

濃度は実験 1と 同様の方法で調整 した 10‐M,109Mそ
して lo~1lMの 3種類 とした。そして実験 1と 同様の測

定を行った.

3)実験 3

房水中の ET-1濃度の測定を行った。測定方法として,

1989年に Suzukiら 22)に よって開発 された高感度サンド

イッチ酵素免疫測定法を用いた。対象は,サルモネラ・

エ ンドトキシン全身投与による実験的ぶどう膜炎惹起眼

(以下,エ ンドトキシン投与群)と ,正常対照群 とした (各

n二 6).サルモネラ・エンドトキシン (Lipopolysacchari―

de WS Thphimurium)を 注射用蒸留水に溶解 し,2.5

μg/kgを耳静脈か ら注射 した。2時間後にレーザーフレ

アセルメーターによる房水蛋白濃度を測定したのち前房

水 を採取した。正常対照群は,任意の時間に房水蛋白濃

度の測定を行ったのち検体を採取 した。 また,こ れらの

2群のうち任意の 3例ずつは房水採取時に血液 も採取

し,血中の ET‐ 1濃度測定を行った。なお,房水は片眼で

は少量であり,測定誤差が大きくなる可能性が高いため,

両眼合わせて一検体 とした。

III 結  果

1.実験 1

前房内 ET‐ 1投与による房水蛋白濃度の変化を図 1に

示 した。濃度 10-7M～ 10-1lMま では,対照群と比較して

有意な上昇を認めた (t検定,p<0.05)。 蛋自濃度の上昇

は ET-1濃度に依存的であり,ET-1投与後約 1～ 2時間

目にピークを迎え,8時間目にはほぼ正常に復した。ピー

ク時,つ まりET-1投与後 1時間の房水蛋白濃度は,10-7

M群 で 1,909.4± 700.7 mg/dl,10~9M群 で 1,744.4±

202.5 mg/dl,10~HMで 654.6± 410.7 mg/dlであった。

10-13M投 与群の場合は,正常対照群 と比較して有意な上

昇はみられなかった。

瞳孔径の変化を図 2に示した。10-7Mと 10-9M群 にお
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図 1 エン ドセ リンー1(ET‐ 1)前房内投与による房水

蛋白濃度 .

__:10-7M,‐ 一―:10~9M,一・― :10~HM,… …・:

10-13M,一 :対照,※ :P<0.05
ET-1投与後 30分～ 4時間にかけて,10-7M,10~9
M,10~HM各投与群における房水蛋自濃度は,対照

群のそれに比 し有意に上昇した (各 11=10).
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図 2 ET‐ 1前房内投与による瞳孔径の差 .

瞳孔径の差の変化 c=b一 aで表す。

a:投与前の瞳孔径の差 (右―左),b:測定時の瞳孔径

の差 (右―左 )

__:10-7M,一 一―:10-9M,一・― :10~HM,・…… :

10-13M

ET-1投与後 30分～ 4時間にかけて,10-7M,10~9M
投与群では縮瞳傾向がみられた。 (各 n=10)

いて縮小傾向がみられた。縮瞳のピークは投与後約 2時

間目で,10-7M群 では 0.75± 0.78 mm,10~9M群 では

0.75± 0.56 mmの縮瞳がみられ,8時間目にはほぼ ET―

1投与前と同じ瞳孔径に復した。

2.実験 2

PG阻害薬前処置の房水蛋白濃度に対する効果は図 3

に示した。インドメタシン点眼前処置を行った 10-7M群

のみ,蛋白濃度の軽度な上昇をみたが,他の濃度の群お

よびジクロフェナクナ トリウム前処置を行ったすべての

群では,房水蛋自濃度の有意な上昇はみられなかった。

瞳孔径の変化に対するPG阻害薬の効果を図 4に示 し

た。前処置を行わなかった場合 と比べて縮瞳の程度は小

さかった。

3.実験 3

検体採取直前に測定した房水蛋白濃度は,エ ンドトキ

0.5 1 24

時 間

図 3 プロスタグランジン (PG)阻害薬 と ET‐ 1の房

水蛋白濃度への影響 .

IND;イ ンドメタシン前投与,DF;ジ クロフェナク

則 投 与 ,一 ・ ― :IND+10~HM,― ― ― :IND+10~9

M,一― :IND+10-7M,× × :DF+10~1lM,△ △ :

DF+10~9ル 1, 
一

:DF+10~η√

PG阻害薬の前処置 によってほ とん どの群で ET-1

投与 による房水蛋 白濃度の上昇 は抑制 された (各

n=5)。

(mm)
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図 4 PG阻害薬と ET‐ 1の瞳孔径の差への影響 .

(凡例は図 3と 共通)

PG阻害薬の前処置によってET-1投与による縮瞳の

程度は小さくなり,ほ とんど縮瞳を示さない群も多く

みられた (各 n=5).

シン投与群で571.7 mg/dl,対照群で 27.5 mg/dlと ,エ

ンドトキシン投与群で有意に上昇していた (t検定,p<
0.01)。 房水 ET-1濃 度は,正常対照群が 6.90± 0.91×

10-13M/1で あったのに対し,エ ンドトキシン投与群では

9。 78± 1.08× 10-13M/1と 有意に高かった (t検定,p<
0.05)。 また,血漿中の濃度は3匹ずつで測定し,正常対

照群で 3.06± 0.04× 10-13M/1,エ ンドトキシン投与群で

6.65± 0.31× 10-13M/1であり,常 に戻水中の濃度の方が

血漿中濃度より1.5～2.5倍高かった。

IV 考  按

ET‐ 1の眼組織における作用は,特に網脈絡膜の循環

調節に関する研究
2)8)～ 15)に よって示 されているように,

強力かつ持続的な血管収縮作用が主な もの と考 えられ

る。 しかし,そ の他にも眼圧,瞳孔径,房水蛋自濃度に

影響すること18)～20)が
報告され,ET-1の アラキドン酸カ

グ
′

ノ

4
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スケー ドヘの関与18)21)が 推察されている。そこで今回,

ET‐ 1を前房内に投与 した時の瞳孔径・房水蛋白濃度の

変化 と,そ の変化に対するPG阻害薬の影響を調べ,ET―

1ア ラキドン酸カスケー ドヘの関与について検討した。

房水蛋自濃度については,こ れまで,ET‐1投与の一定

時間後に房水を採取 して蛋白濃度を測定した報告
18)19)が

主なものであり,ET-1投与後長時間にわたる経時的な

変化に関する報告はみられない。そこで今回,我々はレー

ザーフレアセルメーターを用いて,房水蛋白濃度の経時

的な変化を測定した。その結果,ET‐ 1投与後約 1時間を

ピークとして房水蛋白濃度の上昇がみられ,ほ ぼ 8時間

後に正常化した。そして,こ の変化はPG阻害薬の全身投

与および局所点眼といった前処置によって抑制され, こ

の点から,ET-1のアラキ ドン酸カスケー ドヘの関与が

推察された。これまでの報告のうち,MacCumberら 19)

は,2.5μgの ET-1を 含んだ balanced salt solution 10

μlを 前部硝子体に投与 し,48時間後に房水を採取した場

合,対照眼と比較して房水蛋白濃度が上昇していたと報

告 している。また,Granstamら 18)の
報告 によると,

0.2～ 4 pmolの ET-1,ET-2,ET‐ 3を前房内に投与し,

その 20分後に房水を採取 した場合,対照眼と比較して有

意な房水蛋自濃度の上昇を認め,こ れは血液房水柵の破

綻が生じたためとしている。また,4 pmolの ET-1を 前

房内に投与し,そ の 13分後に採取した房水中の PGE2の

濃度は,対照眼に比べて有意に高く,他臓器の場合と同

じように,エ ンドセリンがプロスタグランジンや他のエ

イコサノイドの増加をもたらす可能性があると述べてい

る。今回の実験でも,房水蛋白濃度の上昇がプロスタグ

ランジン合成阻害薬の前処置により抑制されたことか

ら,ET-1プ ロスタグランジンを介した前眼部炎症への

関連が推測される。Abdel‐Latifら 21)に よると,家兎の虹

彩平滑筋においては,ET-1に よって遊離されたアラキ

ドン酸は,シ クロオキシゲナーゼ系および リポキシゲ

ナーゼ系のいずれの系にも代謝されると述べている。ま

た,こ のアラキドン酸放出にはフォスフォリパーゼCよ

りもフォスフォリパーゼ A2に よる部分が大 きいといわ

れている。今回の我々の実験では,シ クロオキシゲナー

ゼ阻害薬であるインドメタシンとジクロフェナクを使用

したが,リ ポキシゲナーゼ阻害薬 (ア モキサノクス)の使

用による検討も今後必要 と考えられる.

瞳孔径に関しては,Granstamら 18)は 家兎眼において,

ET-2投与で縮瞳がみられたが,ET_1お よび ET‐ 3では

瞳孔径に影響を及ぼさなかったとしている。また,前部

硝子体投与によるMacCumberら 19)の やは り家兎眼に

おける報告では,ET‐ 1では散瞳し,ET-3では縮瞳する

というように,エ ンドセ リンの種類により瞳孔に対する

影響が異なると述べている。そして,こ の現象の原因の

一つとして,ET-1は ET-3よ り強い血管収縮作用をもつ

ため,よ り高度な虚血が起 こり,瞳孔括約筋が収縮しな
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いためではないかと推察している。 しかし,我々の実験

ではET-1投与後 30分から縮瞳を示し始め,2時間目を

ピークとし,房水蛋自濃度と同様に約 8時間で正常に復

した。また,PG阻害薬の前処置により縮瞳は抑制されて

おり,や はりET-1の瞳孔に対する作用はアラキ ドン酸

カスケードを介 したものであると考えた方が良いように

思われる。これまでにもPGElや PGE2投与によりsub―

stance Pが放出され,縮瞳をもたらすといわれてお

り23),ET-1の 投与によって PGElの 産生が促進 され,

substance Pを介して縮瞳を生じたことが考えられる。

また,ET-1の硝子体投与を行った奥ら10)の報告では,

ET‐ 1投与時に散瞳剤を使用したためかも知れないが,

ET‐ 1投与直後は散瞳し,そ の後縮瞳したと述べている。

そして,こ の縮瞳は散瞳剤に反応しなかったことから,

エンドセリンにより神経終末か らsubstance Pや VIP

などのペプタイドが放出されたためであろうと述べてい

る。このように各報告で結果が異なった原因を推察する

と,硝子体投与の場合,投与部位によって硝子体内の拡

散の差がみられ,そ の結果,エ ンドセリンの局所濃度が

異なり,作用発現の程度に差があった可能性が考えられ

る。

なお,Granstamら 18)は ェンドセリンの前房内投与直

後に眼圧が上昇し,13分前後で最高値に達したと報告し

ているのに対し,ET-1を前部硝子体内に投与した Mac‐

Cumberら 19)は ,ET-1投与後 48時間目に眼圧が 48%低

下したと述べているが,投与直後数分から数時間後 まで

のデータは示されていない。したがって,両者の結果の

違いが眼圧測定時間の違いによるのか,投与部位の違い

によるのか不明だが,PGElを 投与すると一過性の眼圧

上昇に引き続いて長時間にわたり眼圧下降作用が生 じる

ことが知られており24)～ 26),ET-1の 場合も,そ の投与に

よって PGElの 産生が促進され,眼圧の二相性の変化が

生じている可能性があると考えられる。残念ながら我々

の実験では,眼圧への影響に関しては一定した傾向が得

られず,今回は結果を示さなかったが,今後検討を重ね

たい。

正常家兎眼の房水 ET-1濃度に関する報告はこれまで

みられないが,今回の実験 3の結果からは,正常対照群

における房水中の ET‐ 1濃度が 6.9× 10-13M/1で あった

のに対し,エ ンドトキシン投与群における房水中の ET―

1濃度が 9.8× 10-13M/1と 高 く,実験的に生じたぶどう

膜炎によって,前房中でのET-1の産生が充進したか,あ

るいは血管からの ET‐ 1漏出が増加 した可能性が考えら

れた。しかし,房水中の ET‐ 1濃度は正常眼でも実験的ぶ

どう膜炎惹起眼で も常に血中濃度 より1.5～2.5倍高

かったことから,エ ンドトキシンの全身投与によって,

ET‐ 1前房内での産生が充進し,前房内炎症に関与 して

いる可能性が示唆された。また,今回の実験では,投与

した ET‐ 1の前房内濃度が 10~1lM以上になると,房水蛋
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t992.
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自濃度 の上昇 と縮瞳 を示 し,こ れ らの変化 は投与 した

ET-1の濃度 に依存的であった。 しか し,10-13Mで は,

蛋白濃度・瞳孔径 ともに変化 を認 めなか った。 したがっ

て,房水 中の ET‐ 1濃度が生理的濃度 を越 えると,房水蛋

自濃度 の上昇や縮瞳 を生 じるので はないか と考 え られ

た。 しか し,今回は,組織学的検索 は行 ってお らず,今

後,組織 中の濃度 について も検討が必要 と考 えられ る。
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