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グリセオール酸(CAMP-Phosphodiesterase阻

害剤)局所投与による眼圧変化の基礎的研究

第1報　グリセオール酸の点眼,結膜下注射
および硝子体内注入による眼圧動態

木　　内　　良　　明

広島大学医学部限科学教室(主任:調枝寛治教授)
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健常成熟白色家兎の片眼に, CAMP-phosphodiesterase阻害剤のひとつであるグリセオール酸

(GA)の点眼,結膜下注射,硝子体内注入を行ない,非投与眼をコントロールとして, GAの眼圧

下降効果について検討した。

0.5%GA (50/A)点眼では,わずかな眼圧下降しか得られなかったl%GA (50,ul)点眼では,

点眼後2時間の時点で, 2%GA点眼では, 1　時間後の時点で有意の限圧下降が得られた。処

置眼と非処置眼の最大限圧差(Mean±SEM)は, 0.5% GAの点限では1.2±0.58 mmHg, 1% GA

の点眼では2.0±0.57 mmHg, 2% GAの点眼では3.8±0.47 mmHgとなり用量依存性の眼圧下降

が認められた。

1%GA (100/A)の結膜下注射では,注射後4時間と5時間の2時点で, 2%GA (lOOjd)の結膜

下注射では,注射後3時間, 5時間および6時間の3時点で,処置眼の眼圧が有意に下降した。そ

の最大眼圧差は1% GAでは2.2±0.49mmHg, 2%GAでは2.9±1.04mmHgであった0

1%GA (10/Jl)の硝子体内注入では,著明な眼圧下降が注射12時間後からみられ, 36時間持続し

た。注射48時間後に最も眼圧は下降(4.2±0.76mmHg)し,その後,眼圧は徐々に上昇して6日後

に処置眼,非処置限問の眼圧差は無くなった。

cAMP分解酵素, phosphodiesteraseの阻害剤であるGAの単独投与で,今回初めて有意の眼

圧下降が得られたことを報告した。
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1972年, Neufeld　ら16)はエビネフリン,ノルエビ

ネフリン,イソプロテレノールの3種のβ-adrener-

gic agents　を家兎眼に点眼すると,前房水中の

cAMP活性が上昇すること,前房水中のcAMP活性

の上昇度に比例して眼圧の下降が得られるこ、とを初め

て報告した。続いて, 1981年, Gregoryら6)はレセ

プターを介して, adenylate cyclaseを不可逆的に活

性化するchorela toxinが,極微量でも房水産性を抑

制し,眼圧を著明に下降させることを報告している。

さらに, Caprioliら4)は陵レセプターを介さずに,直
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接adenylate cyclaseを活性化するforkolinが,点眼

でも有意に家兎,猿,人の眼圧を下げることを示した。

その機序として,房水産生抑制が考えられると延べて

いる。そのほか,ドーパミンがドーパミンレセプター

を介して,人眼あるいは牛眼の毛様体上皮のcAMP

活性を上昇させること5), dopamine receptor

agonistsが家兎の眼圧を下げることも報告されてい

る"。 Human choriomic gonadotropin (hCG)18),百日

咳菌毒素23)などのadenylate cyclease活性化物質も

眼圧を下降させる作用を有すると報告されている。こ
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Fig. 1. Structure of griseolic acid (C14H1308N5;Mr. 379), RKS-1035 and CAMP

Table 1. Formula of buffer solution

NaH2PO4 2 H,0

Na2HPO4 12 H,0

NaCl

MethyLp-hydroxybenzonate　　　2 6 rag

Propyl-p-hydroxybenzonate　　1 4 mg

Puned Water q. s.

Tota1　100 ml

(溶解後1-NNaOHでpH7.0としたO)

れらの点から考えて,眼圧の調節がcAMP系を介し

て行われている可能性が強いと思われるO

Cholera toxin, hCG,ドーパミン, forskolin,百日

咳菌毒素など, cAMP合成を促進する物質で眼圧が

下降するのであれば, cAMPの分解を抑制した場合,

眼圧はどう変化するであろうか。 cAMPの分解酵素

であるcAMP-phosphodiesterase阻害剤を用いて十

分な眼圧下降を得た報告はない。これまで,わずかに

Hoyngら8)がphosphodiesterase阻害剤の一つであ

るisobutylme也ylxantine (IBMX)を使用し,眼圧下

降実験を行ない, IBMX単独点限では有意な限圧下

降が得られなかったと報告している。しかし,細胞内

のcAMP　を増加させるβ-adrenergic agents (ェピ

ネフリン,ノルエビネフリン,イソプロテレノール)

とIBMX　を組み合わせると, adrenergic agentsの

もつ眼圧下降作用が増幅されたと報告しているがその

詳細は述べていない。

グリセオー/レ酸(GA)はSt坤tomyces griseoaumn-

tiacusから抽出された全く新しい,車力なcA叩P-

phosphodiesterase　阻害剤である　　GA　の構造は

cAMP　ときわめて類似しており, cAMP　と競合し,

CAMP-phosphodiesterase　の作用を阻害する(Fig.

1)9)。 GAのcAMP-phosphodiesteraseを阻害する能

力は,ラットの脳を用いた実験によるとテオフイリン

の約2,500倍,パパベリンの約25倍'> IBMXの約40

倍22)ときわめて強力である。今回,強力なcAMP-

phosphodiesterase阻害剤であるGAが眼圧に与える

影響をみるた軌健常成熟白色家兎限にたいして点眼,

結膜下注射および硝子体内注入の3種類の異なる方法

で,各種濃度の　GA　を投与し,その眼圧動態を検討

したので概要を報告する。

材料　と　方法

1.使用薬剤

今回の実験では, GA　の眼内移行性を増すため,

GAのacyloxyalkyl ester誘導体でグリセオール酸の

8′位がpivaloyloxymethyl ester (8LPOM ester)を

形成したRKS-1035　を用いた(Fig. 1)。 RKS-1035

水溶液はTable lに示すリン酸緩衝液に溶解し,溶

解後1N-NaOHでpH7.0に調整した　RKS-1035

は限内で加水分解を受けGA　となって作用する22㌔

RKS-1035は三共株式会社から提供を受けた。

2.使用動物

健常成熟白色家兎(体重2.5kg前後)を雌雄の区

別なく用いた。

3. GA投与法および眼圧測定法

1)点眼:0.5, 1, 2%GA水溶液50JJlを右眼に点

眼し,左眼にはリン酸緩衝液を同量点眼した。点限直

前,点眼後30分,及び点眼後6時間まで1時間毎に,

pneumatonograph (PTG, Alcon社)を用いて眼圧

測定を行なった。

2)結膜下注射:前処置として,注射3,2,1時間

及び30分前に0.5%インドメサシン油性点限液50/Jl

を点限した1, 2%GA水溶液100ulを右眼の球結

膜下に注入し,左眼にはリン酸緩衝液を同量注入した。

点眼実験と同じく,点眼直前及び点限後30分. 1, 2,

3,4,5,6時間の8時点でPTG　を用いて眼圧を測

定した。
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3)硝子体内注入:前処置として注射前3,2, 1時

間及び30分に0.5%インドメサシン油性点眼液50〃1′

を点眼した1%GA水溶液10//1を右限角膜輪部か

ら2mmの部位に30ゲージ針を用いて,硝子体内に

注入した。左眼にはリン酸緩衝液10J′1を同様に注入

した。注射の直前,注射後30分, 1, 2, 3, 4, 5, 6,

8, 10, 12, 24時間の12時点と,その後, 24時間ごと

に6日間PTGを用いて眼圧測定を行なった。

どの実験でも,眼底検査と細隙燈顕微鏡下で結膜,

角膜,前房などの前眼部の観察を時間の経過と共に行

なった。瞳孔径の計測はHaab瞳孔計で行なった。

また,得られた結果は平均値±標準誤差で表わした。
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Fig. 2. IOP changes versus time after topical

application of griseolic acid. Values are mean

differences between the IOP of control eyes

and treated eyes. (*-p<0.05, **-p<0.01,

*-p<0.001)
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1 )点眼による眼圧動態

0.5%GA水溶液点眼では,コントロール眼に比し,

わずかな眼圧下降しか得られなかったが, 1%GA水

溶液点眼では点眼2時間後に,また, 2%GA水溶液

点眼では点限1-5時間後に,処置眼の眼圧は有意に

下降した(Fig. 2)。 6時間後には左右眼の眼圧差はな

くなった。各点眼液濃度での最大眼圧差は0.5%水溶

液では1.2±0.58mmHg, 1%　水溶液では　2.0±

0.57mmHg, 2%水溶液では3.8±0.47mmHg　とな

り,点眼液濃度と最大眼圧差の問には強い相関が認め

られた(r-0.97)(Fig. 3)。全例とも,節眼部,中間透

光体,眼底に著変は無かった。

2 )結膜下注射による眼圧動態

1%GA水溶液の結膜下注射では,注射直後から処

置眼の限圧は下降し,注射4時間及び5時間後の2時

点で処置限の眼圧は対照眼に対し,有意に下降した。

2%GA水溶液の結膜下注射では,注射3, 5及び6時
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Fig. 3. Linear regression of the maximum

decrease in the intraocular presure as a func-

tion of the logarithm of topical griseohc acid

dose. (r-0.97)
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Fig. 4. IOP changes versus time after sub-

conjunctival injection of griseolic acid. Values

are mean differences between the IOP of con-

trol eyes and treated eyes. (*-p<0.05,

・-p<0.01)

間後の3時点で有意な眼圧の下降が得られた。 1%

GAでは注射後5時間で　2%GAでは注射後3時間

で眼圧差は最も大きくなり,それぞれの最大眼圧差は

2.2±0.49 mmHg, 2.6±0.42 mmHg　であった(Fig.

4)。全例とも前眼部,中間透光体,眼底に著変は無か

as

3 )硝子体注入による眼圧動態

処置限の眼圧は対照眼に比して, 5日間にわたり有

意に下降した。注射12時間後から36時間にわたって著

明な限圧下降がみられ,注射48時間後に眼圧は覇も下

降した。その最大眼圧差は4.2±0.76mmHgであっ

た。眼圧は以後徐々に上昇し, 6日後にはほぼ対限(非

処置限)の眼圧に帰した(Fig. 5)。

GAの硝子体内注入では,縮瞳が観察された。瞳孔

はGA注入1時間後から縮瞳し始め,注射後10時間

で瞳孔径の左右差が最も大きくなり(3.7±0.35mm),

3日後にはほぼ左右差がなくなった(Fig. 5)。しかし,

結膜,角膜,前房,水晶体,眼底には異常はみられな

かった。

考　　　　　察

〟-Adrenergic agents16', choleratoxin6' forskolin4'

12,20)百日咳菌毒素23)など,毛様体上皮細胞中の

cAMP活性を上昇させる物質が眼圧を下降させるこ

とは,すでに数多く報告されている。では, CAMP

の分解を姐害し,限内のcAMP濃度を増加させたと

き,眼圧はどう変化するかという点は非常に興味深い。
t

しかし, cAMFLphosphodiesterase　阻害剤を用いて

細胞内のcAMPの分解を阻害し, cAMP濃度を上昇

させて有意な眼圧下降を得た報告は現在までない。今

回は,この観点から, CAMP-phosphodiesterase　阻

害剤の一つである　GA　を用いて眼圧下降実験を行な

った。 GA　は1985年に初めて報告された全く新しい

CAMP-phosphodiesterase阻害剤である15)。 GAの性

質,作用についてはIiiima　ら9)が検討を行なってい

る。ラ　ットの脳から得られた　cAMP-phos-

phodiesteraseに対するGAの阻害能力はテオフイリ

ンの約2,500倍,パパべリンの約25倍と強力で, GA

IOmg/kg　を皮下注射すると, 50分後には肝臓の

cAMP濃度は対照の5倍,血祭中のcAMP濃度は9

倍に増加する。さらに,彼らは,ラットの肝から粗製

されたcAMPLdependent protein kinaseにたいして,

agonist　としてもantagonist　としても全く作用せず,

血小板の凝集や,腸管平滑筋の弛緩も起こさなかった

と述べているが,詳細な実験成績は記載されていない。

GAはcAMP-phosphodiesteraseに対して特異的に

作用する強力な阻害剤といえる。

GAの投与は,限科臨床で頻用される投与法,すな

わち点眼,結膜下注射にて行なった。また,薬物の眼

球に対する真の作用を知るた桝こォサGA　を硝子体内

に注入し,その眼圧動態も検討した。その結果, GA

の点眼では点限後1-2時間で最も眼圧が下降し,処

置眼と非処置眼の最大眼圧差は　0.5%GAでは

1.2±0.58mmHg, 1%GAでは　2.0±0.57mmHg,

2%GAでは3.8士0.47mmHg　と用量依存性の眼圧

下降作用を認めた1%GAの結膜下注射では注射5

時間後に, 2% GAの結膜下注射では注射3時間後に,

最大の眼圧差が得られた。処置眼と非処置限の最大眼

圧差は1%GAでは2.2士0.49mmHg, 2%GAでは

2.9±1.04mmHg　であった。結膜下注射によって得

られた最大眼圧差は,点眼実験で得られた眼圧下降幅
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diameter of control eyes and treated eyes. (*-p<0.05, **-p<0.01, ***-p<0.001)

よりも少なく,最大効果発現時間も点眼に比べて結膜

下注射では遅れた。結膜下注射では薬物が徐々に限内

に移行すること7,21)(反射眼にも薬物が作用する可能

性があること2)を考えると,点眼と結膜下注射の効果

発現の差は,薬物の限内移行形式が異なるた桝こ生じ

たのではないかと思われる。一方, GAの硝子体内注

入では5日間にわたって有意な眼圧下降があった。そ

の最大限圧差も4.2±0.72mmHgと点眼,結膜下注

射によるものと比べて大きかった。 Chorela toxinの

硝子体内注入では,約2週間にわたって6),百日咳毒

素の硝子体内注入では5日間にわたって23)著明な眼

圧下降が得られている。また,ノルエビネフリンの点

眼ではio) 24時間後には処置眼と非処置眼との間に眼

圧差がなくなっているのに比べ,硝子体注入では5日

以上も有意な下降が続いている。硝子体内畦薬剤を注

入した方が他の投与法よりも強く,長期に渡る眼圧下

降が生じた。 Langhamら10)はなぜ,ノルエビネフリ

ンの硝子体内注入でこのように長期にわたる眼圧下降

が得られるか分からないと述べている。

点眼,結膜下注射では前眼孔中間透光体,眼底に

著変は生じなかった.一方, GAの硝子体内注入では

中間透光体,眼底に著変は生じないものの,強い縮瞳

現象が出現した　Alphen　ら1)は家兎の瞳孔括約筋の

β-レセプターを刺激すると瞳孔括約筋は弛緩すると

報告している。また,望月は14)イソプロテレノール,

dibutyryl cAMPを用いて瞳孔括約筋の弛緩が細胞内

cAMP量の増加によってもたらされることをあきら

かにしているが,今回,なぜGAの硝子体内注入で

縮瞳したか今のところ不明である。

さて, GAの眼圧下降機序は何であろうか。 β-Ad-

renergic agents, chorela toxin, forskolinなど毛様体

上皮のcAMP濃度を上昇させる物質は,毛様体上皮

からの房水産生量を減少させ,眼圧を下げるといわれ

る。また, 1975年, Neufeld　ら17)はエビネフリン,

dibutyryl cAMPを前房内に注入すると,房水流出量

が約2倍になることを報告している。また,

Mishima13'は文献的考察を行ない,猿眼は房水流出

量はcAMPの影響を受けると結論している。さらに,

第2の房水流出路として毛様体の組織間隙から房水が

上強膜腔に入り,そこから脈絡膜循環に吸収されたり,
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強膜組織内を移動して眼球外に出るという

uveoscleral outflow　がある。この　uveoscleral

outflowがエビネフリンのl作用で増大するという

報告がある3㌔　今回の実験の結果から, GA処置によ

る眼圧低下のメカニズムがはたして房水産生量の減少

なのか,房水流出抵抗の低下なのか, uveoscleral

outflowの増大なのかについて,現時点ではなにも言

及できない。この点については,今後の重要な検討課

題である。

今回,点眼,結膜下注射,硝子体内注入いずれの投

与法にても　cAMP-phosphodiesterase阻害剤である

GAの単独投与で有意な眼圧下降が得られた。過去に,

CAMP-phosphodiesterase　阻害剤単独投与で有意な

眼圧下降が得られた例はなく,今回初めて, cAMP-

phosphodiesteraseの作用を阻害するだけでも眼圧が

下がることを示した。
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Experimental Study on Changes of Intracular Pressure

by The Application of Grisseolic Acid

l. Intraocular pressure changes in albino rabbits

after treatment with Gnseolic acid

Yoshiaki KIUCHI

Department of Opthalmolgy, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. Kanji CHOSHI)

Changes in intraocular pressure (IOP) were studied in albino rabbits with topical application and subcon-

junctival and mtravitreal injection of griseolic acid, a potent CAMP-phodphodiesterase inhibitor.

Topical application of 0.5% griもeolic acid showed no significant ocular hypotensive response. But, a

significant reduction m IOP was observed at 2hr after topical application of 1% griseolic acid. And the

ocular hypotensive response lasted 5 hrs after topical application of 2% griseolic acid. IOP in rabbits was

reduced m a dose-related manner following topical ocular application of concentrations of 0.5% to 2%. Sub-

conjunctival injection of l% and 2% griseolic acid also reduced IOP in rabbits significantly. A prolonged and

marked decrease in IOP, lasting 5 days, followed the intravitreal injection of l% griseolic acid.
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グリセオール酸(CAMP-Phosphodiesterase

阻害剤)局所投与による眼圧変化の基礎的研究

第2報　グリセオール酸エステル点眼後の房水循環動態の変化

木　　内　　良　　明

広島大学医学部眼科学教室(主任:調枝寛治教授)

受付　平成1年10月18日

受理　平成1年12月16日

白色家兎に, CAMP-phosphodiesterase阻害剤の一つであるグリセオール酸エステル(GAェス

テル)を投与し,その眼圧下降機序とGAエステル点限の血液房水関門に対する影車を検討した。

フルオロフォトメトリー角膜法で求めた房水産生量は, GA処置限では2.63±0.27jul/min,対象

眼では3.35±0.27/AJminとGA処置眼で有意に減少していた(p<0.05)。房水流出率,ぶどう膜

強膜流出量,房水蛋白濃度にはGAェステルを点眼しても影響がなかった。

GAエステルの限圧下降秩序は,主として房水産生の抑制によるものと考えられたO　また, GA

エステルの点眼は,血液房水関門に大きな影響を与えないと考えられた。

Key words : CAMP-phosphodiesterase inhibitor, Gnseolic acid, Intraocular pressure,

Aqueous humor dynamics

cAMP　の合成を促進させる。コレラ毒素14,20.23)

フォルスコリン12,35)の限局所投与で家兎,サル,ヒ

トの眼圧が有意に下降することが報告され, CAMP

を介する系が限圧の調節機構の中で重要な役割を演じ

ていると考えられるようになった21,24,32-84)

グリセオール酸(GA)はcAMP分解酵素の働きを

強力に阻害する物質である15)。既にGAおよびGA

のエステル誘導体(GAエステル)を限局所に投与し

ても,白色家兎の眼圧が有意に下降することを報告し

た18,22)。そこで今回, GAエステルの眼圧下降機序を

調べるため, GAエステル点眼後の白色家兎における

房水産生量,房水流出率,ぶどう膜強膜流出量の変化

を検討した。また, GAエステル点眼の血液房水関門

に対する影響をみるため, GAエステル点眼の血液房

水蛋白濃度を測定した。

^^^Hfufl　　　監

1.使用薬剤

前報と同じく18,22) GA　の8'の位がpivaloyloxy-

methyl ester　を形成したGAエステルを0.04Mリ

ン酸緩衝液(pH7.0)に溶解し,実験に使用した(Fig.

211

w

2.使用動物

雄性健常白色家兎(2.0-2.5kg)を用いた。

3.房水産生量の測定

房水産生量の測定はフルオロフォトメトリー角膜法

にて行なった。フルオレセインはイオントフォレ-シ

ス(iontophoresis)で角膜内に移行させたO塩酸ケタ

ミン(20mg/kg)とクロルプロマジン(2mgノkg)を筋

注した後, 0.4%塩酸プロカインを点眼し,フルオレ

セインゼリー(2%寒天, 10%フルオレセイン)を角

膜中央部にあて, 1mAの電流を1分間通電した。イ

・∴千十・∴..

H3C慕 COCHzOC

IJ ll

0　　　0

Fig. 1.

OH

Structure of GA-ester
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オントフォレ-シスの12時間後から角指莫および前房水

中のフルオレセイン濃度の測定を,スリットランプ型

フルオロフォトメーター3)を用いて1時間ごとに10時

間行なった。フルオレセイン濃度測定開始後3時間と

6時間の時点に, 2%GAエステル60〝1を1限に点

眼し,同量の0.04Mリン酸緩衝液(pH.7.0)を他限

に点眼した。また,フルオロフォトメトリー開始前,

開始後3時間, 5時間, 8時間の時点で

pneumatonograph (PTG, Alcon社)で眼圧を測定し

た。得られたデータの解析はJones & Mauriceの第

2法16)を用いて行なったoすなわち,角膜と前房水

中の総フルオレセィ.ン量をMtとしたとき,眼球か

らフルオレセインが減少する率はdMt!dtと表現され

る。角膜中のフルオレセインはすべて房水中に移行す

るため,眼球からのフルオレセインの消失は全て房水

を介して行なわれる16)房水中フルオレセイン濃度を

Ca,前房水容積をVa,前房からのフルオレセイン排

出率をKo　とすると,

dMt/dtニーCa- Va Ko

と表現される。

Aを限球からのフルオレセイン減少率とすると,

dMt/dt- -A - Mt

がなりたつ。よって,

A-Mt-Ca Va Ko

Va- KO-A - Mt/Ca

房水流量をfとすると,

f-Va-KO-A MtノCa

ここでVc　を角膜容鼠　cc　を角膜内フルオレセイン

濃度とすると,

Mt-Va- Ca+Vc - Cc

となる。 ③式を①式に代入すると,

f-Va-A+Vc -Cc -A/Ca

角膜,前房水中のフルオレセインの減少率をそれぞれ,

AcとAaで表わすと,両者は経時的なフルオレセイ

ン濃度の測定から別々に求められるので,

f-Va-Aa+Vc- Cc-Ac/Ca

となる。また,角膜と前房水中のフルオレセイン濃度

Ca　と　ccには,適当な時刻における実際の濃度を代

入したO前房水容積Va,はフルオレセイン濃度の測

定終了後, 26G針にて前房水を採取し測定した。角膜

容積Vcは,前房水採取後角膜を切離し, 0.1Mリン

酸緩衝液(pH. 7.4)でみたした内径約3mmのチュー

ブに入れ,増加した体環をマイクロピペットで測定し

た。最初の4眼での角膜容積の平均値が約80ulとな

ったため,以後,角膜容積Vcは80/11として計算L

m

4.房水流出率の測定

房水流出率の算定のために, PTG　を用いてトノブ

ラフィーを行なった。塩酸ケタミン10mg/kgをトノ

ゲラフィー開始10分前に筋注した。トノゲラフィーは

2%GA 50/11点眼前と点限2時間後に行なった。測

定記録から房水流出率の算出には標準換算表を用い

た12)。

5.ぶどう膜強膜流出量の測定

ぶどう膜強膜流出量の測定は, Suguro　ら36)の方法

に準じて行なった,2%GAエステル50iA　を1眼に,

0.04Mリン酸緩衝液(pH.7.0)を他眼に点眼した後,

インドメサシン油性点限液を30分毎に,両眼に点眼し

た　2%GAエステル点眼後1.5時間の時点で,塩酸

ケタミンを40mg/kg筋注した。筋注後約10分の時点

で両眼の前房に23G注射針を刺入し,前房水を採取し

た後,. 0、.1Mリン酸緩衝液(pH.7.4)で調整した

10-4 M fluorescein isothiocyanate-dextran (FITC-

dextran) 70,000　を満たしたリザ-バーに連結した。

湾流圧15mmHgで30分間潅流した。薬殺後,速や

かに限球を摘出し,結膜,角膜,眼球周囲組織を除去

し,虹彩表面のFITC-dextran　を生理食塩水で洗浄

した。小シャーレ内で眼球から強膜とそれ以外の組織

(ぶどう膜,網膜,硝子体,後房水,上脈絡膜腔液)

に分けた。各組織は努刀にて細切した後, 2mlの

0.1Mリン酸緩衝液(PH7.4)を加えた。組織をホモ

ゲナイザ-で粉砕均等化し, 12,000×gで20分間遠心

分離した。得られた上溝の蛍光強度を日本分光

FP-550型蛍光光度計で測定した。あらかじめ作成し

ておいた基準曲線からFITC-dextran 70,000の濃度

を求めた。ぶどう膜強膜流出量は以下のように計算し

!二、、

ぶどう膜強隈流出量

FITC-dextran 70,000濃度(上溝) ×上清量

FITC-dextran 70,000濃度(濯流液) ×湾流時間

強膜中,および強膜以外の組織から,それぞれに計算

されたぶどう膜強膜流出量を合計し,全ぶどう膜強膜

流出量とした。

6.前房水中蛋白濃度の測定

GAエステル点眼の血液房水関門に対する影響を知

るために, 2%GAエステル50JJlの点眼前と点眼後

1, 2, 3時間の時点で前房水中の蛋白濃度を測定し

た28)。一眼には0.04Mリン酸緩衝液(pH.7.0)を点

眼してコントロールとした。蛋白濃度の測定はBrad-

fordのmicroassay法11)にて行なった。前房水の採

取は26G針を角膜から前房に刺入し,針先と虹彩の接

触を避けながら行なった。 50倍に希釈した前房水0.8
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mlにCoomassie Brilliant Blue G-250を0.2 ml加

え　595nmの波長における吸光度を測定した。あら

かじめ作成された基準線から前房中の蛋白濃度を求め

た。

成　　　績

t.房水流量測定

点眼前の房水流量は処置限では3. 38±0.41 ′∫l/min

(Mean±SEM),対照限では3.70±0.37 〃1/minで,戻

水流量に差は認められなかった。 2%GAェステルの

点眼側では,房水流量は2.63±0.27fiVminとなり,

処置前と比較して有意に減少した(p<0.05)。しかし,

対照眼では3.35±0.27fiVmin　と変化がなかった。

2% GAエステル点眼後,処直限(2.63±0.27M/min)

と非処置眼(3.35±0.27ftVmm)の問でも有意に差が

あった(p<0.05)(TableD。フルオロフォトメトリー

の経過中,処置眼の限圧は点眼後5時間で

Table 1. Change in aqueous flow rate following

topical 2% GA-ester application

Aqueous flow rate

jul/min

before treatment after treatment

treated eye　　3. 38±0. 41‡　　2. 63±0. 27‡*

control eye　　3. 70±0. 37　　　3. 35士0. 27*

Mean±SEM (N-8)

p < 0.05 between treated eyes and control eyes.

‡ p < 0.05 between pre-treated eyes and post-treated

eyes.
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5.03±0.93mmHg,点眼後8時間で　5.38±0.78

mmHgと,著明に眼圧は下降した(Fig. 2)0

2.房水流出率の測定

実験中に処置眼の眼圧は,点眼によって

15.5±0.62mmHg (Mean士SEM)から11.2±0.31

mmHg -と著明に下降した(p<0.001)しかし,房水

流出率は処置限,非処置眼の間にも,処置前後にも有

為な差は認められなかった(Table 2)。

3.ぶどう膜強膜流出量の測定

Table 2. Change in outflow facility following

topical 2% GA-ester application

Outflow facility

〃1/min/mmHg

before treatment after treatment

treated eye 0. 13士0. 01　　0. 12±0. 01

control eye 0. 19±0. 04　　　0. 14±0. 02

Mean±SEM (N-6)

Table 3. Uveoscleal outflow following topical

2% GA-ester application

Uveoscleral outflow

uVmm

treated eye 0. 277±0. 053

control eye 0. 268±0. 045

Mean±SEM (N-8)

(N-6)　(N-6)　(N-5)　(N-5)
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Fig. 3. Change in protein concentration of

aqueous humor following topical application of

GA-ester
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2%GAェステルの点眼後1.5時間で, GA処置眼

の眼圧は2.69士0.48mmHg下降した(p<0.01)。と

ころが,ぶどう膜強膜流出量は　GA　処置眼で

0.277±0.053 ftllmin,対照眼で0.268士0.045 ul/min

と差はなかった(Table 3)。

4.前房水中蛋白濃度

GAェステル点眼の有無にかかわらず,前房水中の

蛋白濃度に変化はなかった(Fig. 3)。

考　　　　　察

房水産生量の測定はJones & Mauriceの第2法16)

によって行なった。前眼部のフルオロフォトメトリー

は,フルオレセインの投与法の違いによって全身投与

法と局所投与法がある11)。全身投与されたフルオレセ

インは極早期からダルクロンサン抱合を受け,真の蛍

光濃度を測定するのが困難である17)。局所投与法でも

Jones & Maurice16)の第1法では,フルオレセイン

投与後早期のフルオレセイン濃度の測定が重要である

にもかかわらず,フルオレセイン投与後早期の角膜中

フルオレセイン濃度が均一になるのにかなりの時間が

かかるため,第1法では多くの誤差要因が入る2)。そ

のため今回は, Jones & Mauriceの第2法16)で房水

産生量の測定,計算を行なった。その結果,フォルス

コリン12,19)やコレラ毒素14)を投与したときと同様に,

GAェステルの点眼で房水産生が抑制されることがわ

.か--1 ;*二。

房水の流出機構における　cAMP　の役割について

揺,統一された見解がなく,議論の分かれるところで

ある　Neufeld　ら29)は,ヒト,サル,家兎の繊維

柱帯を含む強角膜リングにβレセプター刺激剤を作

用させると,組織中のcAMP濃度が上昇することを

示した　Wax　ら38)トも　織維柱帯にβ　レセプターが

存在することを報告している。さらに, cAMP27>や

フォルスコリン4)を前房中に注入すると,房水流出量

が増加することも報告され,房水流出の調節にも

cAMP　を介する系が関与する可能性が示されている。

しかし,一方で, Lee　ら<¥　Caprioli　ら12)は,フォ

ルスコリン点眼後,家兎でもサ/レでも房水流出量に変

化がおこらなかったと報告し,イソプロテレノールの

点限も同様に房水流出率に影響を及ぼさないとされて

いる。さらに, β　レセプター遮断剤点眼で房水流出

率に変化が生じないことが広く認められており26):戻

水の流出にはcAMPを介する系が積極的には働いて

いないとする意見も少なくない。この混乱は,無侵製

で房水流出率を測定する方法がトノゲラフィーしかな

いにもかかわらず,そのトノグラフイ一に理論上の欠

陥が多く含まれているためと思われる25)。今回の実験

では, GAェステルの投与後,房水流出率に変化はな

かった。しかし,房水流出の調節に, cAMP　を介す

る系がどのような役割をはたしているかは今後の検討

を要する問題であるO

房水の流出経路には織維柱帯, Schlemm管を通る

経路と, Schlemm管を介さないぶどう膜強陵流出路

がある5-10)。家兎眼におけるぶどう膜強膜流出量はそ

れを算出した実験方法でかなり差がある131Jで標識

したアルブミンを用いたBill　の方法では　0.lluV

mm"であるが, FITC-dextranの強膜通過性から計

算された方法では0.78uVminササで, Fattらが水の強

膜通過性から計算した方法では0.74ul/minI3)であっ

た。今臥　ぶどう膜強膜流出量の測定は, Suguro　ら

の方法36)に準じて行なった。その理由として,ラジ

オアイソトープを用いるかわりに　FITC-dextran　を

用いるため簡便であること,特別な装置を必要としな

いこと36>, FITC-dextranは分子量が均一であり溶液

中のフルオレセインの解離が極めて少ないため,デキ

ストランの量をフルオレセインの蛍光強度測定で知る

ことができるというトレーサーとしての利点があるか

らである37)

エビネフリンのβ作用でぶどう膜強膜流出量が増

大するという報告3)があるが,今回の実験ではGA

エステル処置眼のぶどう膜流出量は　0.277±0.053

〟I/mmで,対照眼では0.268±0.045/d/minであり,

両者の間には有意な差がなかった。

分子量の大きな物質は強膜を通りにく　く,

FITC-dextran 70,000　を使用する本方法では実際の

値より過小評価されると,大原ら30)は発表しているO

また,鼠織の中のFITC-dextranを100%回収できな

い点もある。これらを考えると,実際のぶどう膜強膜

流出量は今回の値より,もう少し大きな値となる可能

性が高い。しかし,薬物投与眼と非投与眼のぶどう膜

強膜流出量に差が生じるかどうかを検討するには,本

法は十分な方法であると思われる。

GAエステルの点眼による眼房水動態の変化を検討

した結果,房水産生量だけが有意に減少した0本実験

の結果からGAエステルの眼圧下降機序は,主とし

て房水産生の抑制によるものと考えられる。

また, GAェステルの点眼後,前報18)と同じく家

兎眼に炎症所見を認めなかった。またGAエステル

を点限しても房水中の蛋白濃度に変化がなかった。こ

のことから, GAエステルの点眼は血液房水関門に何

ら影響を及ぼさないと考えられる。
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Experimental Study on Changes of Intraocular Pressure

by the Application of Griseolic Acid

2. Effect of gnseolic acid-ester on aqueous

humor dynamics in rabbits

Yoshiaki KIUCHI

Department of Ophthalmology, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. Kami CHOSHI)

The mechanism of griseolic acid-ester (GA-ester), a potent CAMP-phosphodiesterase inhibitor, in lowering in-

traoci血r pressure (IOP) was studied using albino rabbits.

The mean aqueous flow rate measured by fluorophotometry was significantly lower in GA-treated eyes than in

control eyes. Topical application of GA-ester did not alter tonographic outflow or uveoscleal outflow measured us-

ing fluorescent isothiocyanate labeled-dextran.こNo differences in aqueous humor protein concentrations between

GA-treated eyes and control eyes were observed.

A GA-ester IOP lowering mechanism may be attributed to the decrease in aqueous inflow. Topical applica-

tion of GA-ester does not induce an inflammatory response in the eye nor cause changes in the blood aqueous bar-

ners.




