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要

我々の虚血網膜の病態に関する研究は,22年前,眼内

圧上昇の網膜虚血状態での網膜電図および視覚誘発脳波

というmass response(マ ス反応)を用いた研究で,い く

つかの興味ある知見を得たのに始まる。1990年頃から,

我々は,ネ コ Jれ υわο網膜にイオン選択性微小電極を挿

入した状態で,直視下に網膜中心動脈閉塞を行い,虚血時

の網膜細胞外の水素イオン,カ リウムイオンなどの動態

に関する情報が詳細に得 られるようになった。同法によ

り,それまでのマス反応と違い,層状に網膜活動電位など

を記録 し,虚血の影響を細胞レベルまで深 く掘 り下げて

論ずることが出来るようになった。続いて我々は,網膜虚

血のモデルとして培養網膜細胞,主 にラッ ト由来のアマ

クリン細胞を用い,網膜神経細胞死の機序 とその調節因

子の役割について,細胞また,分子レベルでの解析を行っ

た.温血動物の網膜神経細胞の培養は,技術的に難 しいと

されてきたが,我々は,ラ ッ ト胎児網膜神経細胞の初代培

養に成功 し,こ の技術を興奮性アミノ酸 (EAA),特 にグ

ルタミン酸神経毒性の解明に進展 したものである。その

結果,網膜虚血に関するい くつもの細胞また,レ セプター

レベルでの重要な知見を得ることが出来た。それ以後の

我々の虚血網膜の病態に関する研究を 2つの流れに要約

する。1つ は,興奮性アミノ酸の作用により細胞内に多量

に流入 した Ca十 十に関するもので,こ の Ca+十 の流入が一

酸化窒素 (NO)合成酵素 (神経型)を持つアマクリン細胞

からNOを発生させて,半減期の短いNOが細胞膜を透

過して周囲へ直ちに拡散する.少量の NOはグルタミン

酸受容体の うち,N‐ Methy卜 D‐Aspartate(NMDA)受

容体を抑制 して Ca+十の細胞内流入を阻上 し網膜神経細

胞保護的に働 くが,多量に生 じた時はスーパオキシ ドと

約

反応 してベルオキシ亜硝酸を生 じ神経細胞死を誘発す

る.こ の一連のカスケー ドは,いろいろな内在性または外

来性因子によリコン トロールされることも示 した。神経

細胞では尿素サイクルに,そ れを構成するアルギニンか

らシ トル リンヘ,オルニチンをスキップした短絡代謝経

路があり,NOが その過程で産生される。つまり,網膜虚

血における NMDA受 容体を介 した Ca十
十の細胞内負荷

が,NOを橋渡 しとして活性酸素,フ リーラジカルの細胞

障害性と接点を持ち,虚血において 2つの機構が関連の

出来事として収敏することになった。もう 1つ は,代謝障

害に陥った組織に生じるラジカルおよび非ラジカル起炎

性物質によって引き起こされる血管障害機序である。網

膜血管の開塞で生 じる炎症反応が Ca++過剰負荷,ア シ

ドーシス,お よびフリーラジカル過剰産生の 3つ の引き

金となる。後者に関して我々は,分子生物学的手法を用い

て虚血再灌流時の蛋白代謝の変動をmRNAレベルで検

討し,イ ンターロイキン‐lα ,β が網膜グリア細胞および

好中球で著明に誘導発現されることを見出した。治療に

関 して い え ば,内 在 性 の dihydroxyphenylalanine

(DOPA),Mg++,Zn++,前 投与の supero対 de dismutase

(SOD),catalase(CAT),最 新 の知見 と して,Vitamin

B6,B12が網膜神経細胞の虚血障害に防御的に働 くこと

を明らかにした。(日 眼会誌 100:937-955,1996)

遅発性神経細胞死,Ca++,グ ル タ ミン酸,

N‐ メチル‐D‐ アスパラギン酸 (NMDA),
一酸化窒素 (NO),一 酸化窒素合成酵素

(NOS)
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We introduce our studies on the retinal ischema in
light of both pre- and post-Noell viewpoints. For
several years now, we have employed in uioo intrar-
etinal microelectrodes for this field of experiments.
This series of studies on the cat eye revealed that
the sensory retina as well as the retinal pigment
epithelium is severely damaged after only a ten-
minute stoppage of blood flow. This phenomenon in
usually masked in the routine electroretinogram, a
mass electrical response of the retina monitored
from the ocular surface. Our studies, employing
cultured amacrine cells from embryonic rat eyes,

revealed that ischemic changes in neural cells are
induced by an increase in extracellular glutamate.

Among the glutamate analogs, N-methyl-D-
aspartate (NMDA) is responsive to this change. An
influx of calcium through NMDA receptor channels
activates nitric oxide synthase (NOS), inducing
intracellular nitric oxide (NO) in selected amacrine
cells. Nitric oxide reacts with free radicals in the
cell and induces peroxinitrite, which is toxic. This
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Abstract

cascade triggered by ischemia is interrupted by
extracellular zinc, mag:nesium, hemoglobin, nitro-
prusside, s-nitrosocysteine, and some NMDA an-

tagonists. In terms of clinical application, there is a
possibility that dihydroxyphenylalanine (DOPA),

superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT), as

well as vitamins 86 and B12, are important candi-
dates for administration before an ischemic attack
for prevention of damage to the retinal neurons.

Gene expression of NOS, inter leukin (IL)-1, IL-6,
tumor necrosing factor (TNF), and transforming
growth factor (TGF)-beta in the ischemic retina
was inventigated in order to discover reaction sub-

stances common to ischemic change and
inflammation. (J Jpn Ophthalmol Soc 100:937-955,
1996)

Key words: Delayed neuronal cell death, Cat*,
Glutamate, N-methyl-D-aspartate
(NMDA), Nitric oxide (NO), Nitric
oxide synthase (NOS)

I緒  言

神経組織は虚血状態に陥った時,他の臓器,組織に比べ

て,機能障害を受けやすい。個体発生段階で高度に機能分

化した神経細胞は細胞内のグリコーゲンの備えが少ない

上,低 酸 素状 態 で Embden― Meyerhof pathwayか ら

adenosine triphosphate(ATP)の 供給を受けるものの,

とても本来の機能維持に間に合 う程のものではない。ま

た,そ の嫌気性の代謝過程で発生する乳酸によるアシ

ドーシスの処理にも神経細胞は遅れをとっている。この

ような虚血の網膜機能に及ぼす影響を,1950年代,科学

的に追究して見せたのが Werner Noellで あった。彼は

1。doacetatel),azide2)な どの毒物を使って網膜色素上皮

細胞を選択的に障害する研究の過程で,網膜の高い酸素

依存性を実証した。当時,今回述べようとする再灌流によ

る酸素毒性の考えはなく,酸素 100%善玉説で論旨が統

一されている。彼は,こ の分野でたくさんの論文を書いた

が,内容的に重複するものが多いので,こ こでは比較的入

手しやすい総説的なものをいくつか選んで挙げるに止め

る3)～ 7)。

この偉大なる先人,Noellの仕事に関して,著者自身の

交遊から感想を述べさせていただ くと,彼 は実にアイ

ディアに優れた研究者だったと思 う。プロフェショナル

の生理学者(M.D.で あるが臨床をしなかった)で ありな

が ら,流行の微小電極法を殆 ど使わず,Buraloや Kan―

sas Cityな ど,少 し田合に入った静かな町で,頭で勝負し

た人であった。可視光線による網膜障害を初めていった

の も Noellで あり鮮 1°),そ の後,こ れが大 きな研究テー

マとなり現在にまで至っている。ここでも,我々は彼の発

想に負うところが大きい。著者の最初の Association for

Research in Vision and Ophthalmology(ARVO)での

発表に対 しH),鋭い励 ましのコメントをもらったことが

著者にとって良い思い出となった。興奮 してくると,母国

語の ドイツ語が混ざってきて,ド イツ語を少 しは理解す

る著者にはとても親 しみが感じられた。1992年 10月 18

日,Kansas Cityで亡 くなったが,古典的な虚血網膜の代

謝研究で彼の残した仕事はエポックを画するものであっ

た。著者は,Noell前 とNoeH後 として,こ の問題を論 じ

ても良いのではないかと思う。

II 眼内での酸素濃度測定 と酸素の

分散・消費の問題

網膜 に虚血状態を作 るには,1)眼圧を上昇させて眼

内への血流入をブロックする,2)網膜中心動脈を硝子

棒な どで直接圧迫す る(Brown12)13)),3)ロ ーズベンガ

ル(Rose Bengal)色 素を静注し,網膜血管を強 く光照射
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して血栓 を作る14),4)単 に吸気の酸素分圧を下げる,な

どの方法が とられるが,そ れぞれについて,主 に electro―

retinogram(ERG)を 指標にして,盛んに機能的研究がな

されてきた (後述)。 しかし,データ解析上,い つ も問題に

されたのは,網膜での実際の酸素濃度がどの くらいなの

かということで,そ のために眼内局所の酸素濃度測定用

のポーラ ロ グ ラフィーが 工 夫 されて きた。例 えば,

Krauseら 15),Alnlら 16),Ernest17),Tsacopoulosら 18)の

方法があるが,い ずれも原理 は殆 ど同じである。日本で

も,例 えば,宮沢ら19)～ 22),上野 ら23),Sakaueら 24)がポ_ラ

ログラフィーにより酸素濃度を測定してきたが,現在は

簡便で安定性が良く,測定値の信頼性の高いものが市販

されるまでになっている.一方,組織障害をいとわない実

験研究で,イ オン感受性樹脂を詰めた微小電極により網

膜内の酸素分圧までも正確に測定することが可能になっ

た25)～ 27)。 これら酸素濃度測定に関する技術的な進歩が,

今から述べようとする網膜の虚血病態の解明に大きく貢

献した。また,一方,Wilsonら 28)が ポ_ラ ログラフィーと

は全く別な magnetic resonance imaging(MRI)を 使っ

た酸素濃度測定法を発表したが,実用化に至っていない。

我々が,眼の虚血を論ずる時,眼内での酸素分布 とその

移動が常に問題 となる。今まで様々な測定値が報告
29)-33)

されてきたが,眼 内を前房,網膜などと大きくとらえ,そ

の部位での濃度,消費に関する報告であり,特 に代表的酸

素消費源である網膜が集中的に研究されて来た34)～ 39)。 そ

の背景には,高濃度酸素が誘因 となる未熟児網膜症の発

生機序を知るため40)～ 47),眼内虚血の治療として行われる

網膜光凝固,冷凍凝固の網膜酸素消費,透過性に及ぼす影

響20)21)48)～ 51)を 知るため,な どの目的があった。

生理学的には,視細胞が暗所で脱分極し,明所で過分極

するという異例の特性を持つことが富田ら52)53)に よって

発見されたことが網膜の酸素消費動態を追求する上での

大きな問題堤起 となった。中でもRoy Steinbergら の環

境酸素濃度を変えて見た網膜の電気生理学的手法による

酸素分布 と消費に関する研究が注目される。彼のこの方

面の研究 は 1987年のFriedenwald lectureに まとめら

れている54)。 Mitochondria clusterと 結び付け,内節周囲

での生理的な虚血状態を明 らかにした彼の業積は,組織

としての網膜の酸素消費を考える上で大きな示唆を与え

た。Steinbergの グループから出た Linsenmeierら が,そ

の後酸素電極に技術的な改善を加えながら引き続きこの

問題を扱い興味ある知見を追加している25)～ 27)55)56)。
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て我々は,手術操作の物理的な許容限界を知る目的で,眼

球の牽引,回転を負荷する実験を行ったが58),こ れも虚血

の影響を見たものといえる。手術操作の眼内圧への波及

に関する研究 も,効 υグυθ眼での虚血に関連 したもので

ぁった59)。

他の研究者達によるERGを指標 とした虚血

に関する研究は,こ れまで枚挙にいとまがない程あるが,

ここでは,30年前の小野寺60),usami61),Fuiin。 62)ら
,岩手

医大グループによるもの63)～ 66)な ど,そ の一部を挙げるに

止める。虚血と網膜代謝の関係は古 くから,常 に新 しい問

題であり続けて現在に至っている。以上は2υグυθでの

虚血研究であったが,我 々はその後 グπυグ′っ でもっと直

接的な虚血の研究を行うに至った。

著者が実験研究で最初に扱った問題は,ラ ットの視神

経を摘出し,こ の電気刺激の伝導速度を指標にして,向神

経ビタミンの作用を見るというものであった。先輩か ら

実験装置を引き継ぎ,準備 している段階で「実験の能率

化のため,数本の視神経を摘出して生理食塩水中に保存

し連続して測定を行うと,浮 いていた神経の方が,沈んで

いた神経よりより元気が良い」ということを聞いた。この

状態の視神経の比重は1.0に近 く,付着組織の除去の仕

方によって,生食中で浮いたり沈んだりする。著者は,こ

の「浮いている」というのは空気 と接しているということ

ではないかと思った。そこで,ス トック用ボトルをガスで

攪拌してみると,こ の差がなくなることを知った (図 1).

バブルは酸素に限ったことではな く,空気でも同 じで

あった。このことから,摘出神経が気体 としての酸素を取

り込み利用することがわかったが,一方この実験は,リ ン

ゲルi7支のような人工液の酸素保有力がいかに小さいかを

示 した。人工液中で酸素は単純 に Henryの 法則 に従っ

て,他の気体 との分圧で物理的に溶けている。そこには何

の生物学的,化学的効率化が存在 しない。我々は,そ れま

でに,温血動物の グπ υグ″θ網膜培養システムを開発 し,

種々の興味ある実験データを得ていたが67)～ 81),こ の研究

過程で,摘出状態の網膜または視神経の活性を高 く保 と

図 1 ス トック視神経の活性 と撹拌効果.

人工液の中にス トックされた 1～ 3の摘出視神経の活

動性は 1が高 く,2,3で低い。ところが,空気または酸

素でバブリングをすると1,2,3の活動性に差がな く

なる.

虚血網膜の病態・本田

III 我 々の網膜虚血 現象 とのかかわ り

我々は約 20年前,家兎で眼圧上昇による虚血状態が,

網膜光変性 に影響を及ぼすか否かを追求 した ことがあ

る57)。 結論的にいえば,急性実験の範囲で,両者の干渉は

否定的であったが,そ の時,網膜は明所,暗所にかかわら

ず,盛 んに酸素を消費し続けていることを実感 した。続い
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も,菅の方法を追試 して,そ の正しさを確認 している。ネ

コ な ど大 きな眼 球 で
｀
は,Tazawaら 63)64),Niemeyer

ら89)～92),Ujiら 93)～ 95),Gourasら 96)が行った ように,眼 動

脈か らの灌流が可能であるが,ラ ットのような小眼球で

は菅の方法が優れている。

以上のような温血動物の網膜または全眼球 という組織

または器官の体外培養には,すべての外環境を人工的に

コン トロール出来るという利点があり,温度,イ オン配

合,薬物濃度97)な どの影響がより直接的に観察される。中

で も酸素供給が,他の組織に比べ網膜ではことの外重要

である。ただ,そ れまでの研究には,未熟児網膜における

血管新生での酸素の有害性がいわれた以外,再灌流によ

る酸素毒性という考えはなかった。

IV ネコ物 υグυθ眼の網膜層内記録で得られた

酸素消費に関する知見

ネコの ′ηυグυθ眼に脳定位法様に微小電極を挿入し,

網膜の電気現象を観察する方法は,Brownら 12)13)に より

開発され,さ らにStthberg54),Li“ enmei釘 ら25)～ 27)33)39)55)56)

の改良によって,電極が微細になり,イ オン電極の種類も

増え,K+,pHま でが正確に網膜各層内で相対的に記録出

来るようになった。この方法によって,Steinbergら が明

らかにした網膜内での局所代謝,なかんず く,酸素消費の

特異性に関する研究54)は ェポックを画するものであった

ことは先に述べた通 りである。教室の山本文昭は彼 との

2年間の共同研究からその方法を持ち帰 り,そ のシステ

ムを使って我々の所でも,臨床的な視点から高炭酸ガス,

低酸素のもたらす神経網膜の機能変化を多チャンネル方

式で同時記録して,い くつかの重要な新知見を得ること

が出来た08)-101)。 その多 くは,既 に原著論文 として発表さ

れているので,こ こでは高眼圧の作る網膜虚血下での変

化について,そ の一部を述べるに止める。

高眼圧虚血で,我々がこの新しい研究方法で明らかに

した ことの 1つ は,ERGの a,b,c波振幅の回復をもっ

て,あ たかも網膜機能が回復したかのように解釈してき

た今 までの仕事への反省があった。我々は,勿 論,網膜神

経節細胞がERG各波に関与しないことから,神経節細

胞の機能についてはvisual evoked potential(VEP)ま

たは外側膝状体電位をモニターとしてきたことはいうま

でもない。しかし,例 えば,図 3,4に示すごとく,10分の

虚血負荷後 160分経っても,1)視細胞機能を反映する

Vk+電位が回復 しておらず,2)網膜色素上皮細胞由来

の TEP c‐ waveも 回復が不完全,3)神 経網膜由来の

slow PIIIの回復も不十分なことがわかる。我々が今まで

c波回復 といってきたのは,極性を逆にする 2)と 3)の和

が,そ の障害を相殺 し合 うため,角膜上 と強膜後極との見

かけ上のネット流である表現上のc波に編されていたこ

とになる。Granit102)103)の PIIIの onを ERG a波 と考え,

「視細胞は虚血に強い」などとしてきたことは間違いで

図 2 灌流液への酸素吹 き込みと網膜活性。

我々の ブκ υ′ノЮ 網膜培養装置
67)で みた,家兎摘出網膜

ERGでの酸素供給遮断に関する研究から82)～ 84)。 実験

A,Bと もに上からtime mark,光 刺激モニター,ERG
の 3チ ャネル同時記録。実験 Aの上段で,光刺激 を中

断 して も200m1/minの 酸 素 供 給 C electroretino―

gram(ERG)は その間,全 く影響 を受けていない。しか

し,下段で,酸素供給を 2分中断 し,刺激光 も中断 した

後,刺激 を再開するとERG振幅は著明に減少する。そ

の間,バブ リングがないので反応のノイズが少 な く

なっている。中断 4分後か ら酸素供給を開始す ると,

ERG振幅は徐々に回復 して,6分後には,ほ ぼ元 に戻

る。実験 Bで,酸素のバブ リングを窒素の 100m1/min

のそれに置 き換えると,Henryの 法則に従って酸素分

圧が下がるから,ERG振幅が減少する.し かし,窒素中

断後数分 して,再び窒素でバ ブ リングするとERGが
一過性 に出現す る.こ れ は,網膜 に接する液面 の リ

ニューアルによる.さ らに下段に移 り,窒素を酸素に置

き換えると,ERG振幅は回復 に向かう.

(本 田 孔 士,根 本 昭,三 露 真 理 子 :日 眼 会 誌 82:

331-334,1978よ り改変引用 )

うと思えば,酸素を直接吹きつけるか (ま たは高酸素環境

を用意する),網膜 と接する液面を絶えず移動さす,す な

わち,流 れを作 ることが必要なことを示した82)～ 84)。
例え

ば,窒素によるバブリングでも,静的状態から一過性に網

膜の活動性を向上するというパラドックスは,こ の接触

面の更新 という現象によって説明することが出来る(図

2)。 これは,有赤血球の全血による灌流とは全 く異なる

世界の話で,効 υ′′御 での全眼球の機能維持に人工赤血

球など,酸素運搬に関する化学的な補助機能を導入 した

大塚ら85)86),Thoresonら 87)の
仕事の重要性を指摘 してお

きたい。摘出網膜の気体からの酸素取 り込みは,菅
88)の 実

験が最も良 く示 している。彼は,半閉鎖の wet chamber

に高濃度酸素を流すことによって,血管からの灌流なし

に,ラ ット眼を グπ υttθ で正常に機能させてみせた。我々

III I'VI II
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図 3 網膜内電極でモニター した虚血負荷前後の網膜

層状反応 .

ネコ 物 υあο眼で,inner limiting laminaか ら90%
の網膜深度 (ほ ぼ神経網膜下腔)に 電極 を進めての,

10分 間の虚血負荷 直前 (左 )と 負荷 解 除後 160分

(右 )の記録。

上段 はERG,2段 は神経網膜 由来 の電位で slow

PIIIに あたる。3段 目は色素上皮由来 の c波,4段
目は網膜下腔での光刺激誘発性の細胞外カリウムイ

オンの減少を示す。最下段 は 4秒の光刺激 (上向き

on).虚血の程度,光強度などの詳細 は文献 101に 示

す .

(frorrl Hiroi K,Yamal■ oto F,Honda Y:Invest

Ophthalmol Vis_Sci.35:656-663,1994)

…
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た,神経網膜下での水素イオン濃度のコントロールに関

する色素上皮の役割も知ることが出来たし98)99),さ らに,

網膜色素上皮細胞の虚血性変化を基底膜側 と繊毛側で

別々に論ぜられるようになったのも同法導入による進歩

といえる。現在,こ の方面でわかっていることを誤解を恐

れずに大雑把にいってしまえば,低酸素は視細胞内節の

NatK+ポ ンプを減速し,Na+の 代わりに細胞内に取 り込

まれるはずの K十が網膜下腔 にたまる。網膜色素上皮は

これを代償 して角膜側陽性 に電位増大(EOGの 上昇)す

るが,こ れは基底膜側の脱分極によるところが大きい。こ

の現象は,視細胞が光照射によって Na+‐ K+ポ ンプを減

速させ,視細胞外の K・を増加 さすのとポンプの作用 と

いう意味で類似している。そもそも,酸素分圧は視細胞外

節付近で は高 いが,内 節付近 では生理的状態で も5

mmHgと非常に低 く,し か も,内 節のミトコンドリアが

clusterを作って集中して存在することから,低酸素が誇

張され内節に敏感に伝わる。低酸素で解糖系を回してア

シドーシスを生むより,ATP要 求性を下げる方が細胞

の生き残 りに有利だからであろう。以上は,Steinbergら

の研究によるところが大きいが,ただ,こ のような病的ま

たは病変下での研究は,決 して生理学の中心的興味 とは

ならず,眼科医たる我々が追求せねばならない領域であ

る。生理学者が虚血を条件に使うのは,本来生理的な機能

を分離,脱落せしめるためで,病的代謝そのものへの興味

からではない。ここに臨床家の研究と基礎学の研究者の

発想の違い,根本的立場の違いがある。

V 興奮性アミノ酸 (EAA)の

網膜神経細胞毒性

グルタミン酸は哺乳動物の中枢神経系での興奮性アミ

ノ酸(excitatory amino acids,EAA)の 一つであるが,神

経毒性をも持ち合わせている.01ney104)が ,幼若マウスに

グルタミン酸を投与すると,視床下部弓状核の神経細胞

に変性が起 きることを見出してから暫 くして,そ れを支

持する報告
105)106)が

続いた。スナネズミで一過性虚血を負

荷すると,海馬 CAI領域の錐体細胞が特異的に脱落する

ことが発見され107),そ の局所に大量のグルタミン酸放出

があることが確認された108).我々はネコの 物 υわθ眼を

用い,眼圧 170 mmHg,60分 間の虚血を負荷 した時,黄斑

部直前の硝子体中に保持 した,半透析膜を持ったプロー

ブ内に流出してくるアミノ酸を経時的に測定 した。虚血

負荷前は表 1の ごとき濃度であったが,上記の虚血を負

荷した後,再灌流を行うと,表 2の示すごとく,グルタミ

ン酸のみが 500%を 超えて異常に増加するのを観察し

た109)。 グ リシン,gamma― aminobutyrate(GABA),ア ス

パラギン酸についても測定 したが,負 荷後 にせいぜい

150%に なる程度であった。以上では,セ リン濃度を同時

に測定し,そ の不変性を確認 し,対照とした。以上から,虚

血・再灌流により網膜内にグルタミン酸が一過性に急増

虚血網膜の病態 。本田
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図 4 虚血。再灌流後の構成電位の経過 .
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眼で,10分間の虚血 を負荷 した直後の神

経網膜由来電位 (最上段),色素上皮由来電位 (2段 ),網

膜下腔のカリウムイオ ンの動態 (3段),網膜静止電位

(最下段)の経過.各電位 に乗ったスパイクは 4秒の光

刺 に対する活動電位 (ERGな ど)。 10分間の虚血負荷

時に,微小電極は網膜から抜去 して保護,解除後同じ網

膜下腔に戻 し(*印 で示す)記録を続けた.

(from Hiroi K,Yamamoto F,Honda Y:Invest
Ophthalmol Vis.Sci.35:656-663,1994)

あったことが,今回の Vk十の動態で明 らかである。視覚

系第 1,第 2ニ ューロンヘの虚血の鋭敏 なダメージは

我々の網膜の分層同時記録で,初めて明らかにされた。ま

I

l

|
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表 1 正常硝子体中のアミノ酸基礎量

日眼会誌 100巻  12号

いった消化酵素を使わず機械的に行い,150 meshの ステ

ンレス網で濾過し,細胞懸濁流を遠沈したこと,3)培養

8日 目に 10～5M/Lの cytosine arabinoside(Ara‐ C)を

加え非神経細胞を除去したこと,な どである。以下の実験

は,す べてこの初代培養細胞を用い,細胞死は トリパンブ

ルーの細胞外排除の有無をaH or noneで ,定量的に評価

した。すなわち,培養細胞をEAA(例 えばグルタミン酸)

に 10分間暴露した後,EAAを除いた溶液でさらに 1時

間培養 し,ト リパンブルー染色を行い,Ho“man干渉顕

微鏡で,色素を排出した細胞を生きた細胞,色素で染まっ

た細胞を死んだ細胞 として数を数え,定量的に判定した。

1時間培養と24時間培養で,細胞生死の割合に大差がな

いことから,遅発壊死の有無は,1時間で決着していると

考えた螂)。

グルタミン酸受容体はイオンチャネル直結型 と,G‐タ

ンパクと共役した代謝型 とに分類される117)。
後者につい

ては,そ の分子構造がサブ・タイプごとに決定され118),網

膜についてもその異常が変性疾患と関係するのではない

かと推定され,研究が進んでいる。虚血と関係するのはイ

オンチャンネル直結型で,こ れは N‐ メチルーD―アスパラ

ギン酸 (NMDA)型 とα―ア ミノ‐
3‐ ヒドロキシ‐5-メ チルー

4-イ ソキサゾールプロピオン酸(AMPA)型,お よびカイ

エン酸型などがある。これらは体内には実際に存在 しな

いグルタミン酸のアゴニス トで,チ ャネルの類型分けに

用いられるものである。ラット海馬で,脳虚血による遅発

性神経細胞死が,NMDA受容体を介するものであるこ

とが既に報告
119)さ れてお り,我々の実験系で,そ の特異

的拮抗薬であるMK-801を前投与してみたところ,典型

的に細胞死が抑制されることを観察した116)。 この細胞死

が培溶液中からCa++を 除去すると全 く見 られな くなる

こと(後述),Mg++で膜電位依存性にブロックされるこ

と(後述)を確認するに及び,我々はこの初代培養系を遅

発性網膜細胞死を見るのに適した実験標本であると結論

した116)。

VII 遅発性網膜神経細胞死 と

一酸化窒素 (NO)

一酸化窒素 (nitric oxide,NO)が ,細胞間の情報伝達物

質 として知 られて久 しい。Furchgottら
120),Garthwaite

ら121)122),snyder123),Bredtら 124)な どにより,1980年から

1990年代初めにかけてこの分野で次々と重要な発見が

なされた。グルタミン酸による神経細胞死が,NOを 介し

て活性酸素フリーラジカルと関連することが他の組織で

示唆されたのを受けて,我々の系でその関係を追求した。

まず,我々の培養細胞のホモジネー トで,ア ルギニンか

らシ トルリンヘの変換系を用いて,一酸化窒素合成酵素

(NOS)の 酸素活性 を測定 したところ 5± 3 pmo1/min/

mg proteinで あった。対照として測定した成熟ラット網

膜のそれは 14± 4 pmo1/min/mg proteinで あった。この

n=Э

アミノ酸 濃度 (μ M)

Glutamate
Serine

1.25± 0.41

17.08:士:5_76

表 2 60分虚血 。再灌流後に硝子体腔に出現するアミノ

酸量 (変化率 )

n=5

基礎量との百分率
ア ミノ酸

虚血時 再灌流時

Glutamate
Serine

178± 16.83

142± 13_23

514.85」 1140.22

151.94± 14.23

使用動物

使用組織

培養液

培養期間

細胞同定

妊娠 16～19日 のラット胎児

網膜

牛胎児または馬血清を添加した Eagle MEM
10～ 15日
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図 5 我々のラット網膜由来細胞の培養法

することが確認されたが,こ れは,Louzada‐ Juniorら
110)

が家兎眼で観察した現象と一致する。このグルタミン酸

の増加 と,網膜での虚血細胞壊死を結び付けるため,我々

は,さ らに次項以後の実験を行った。振 り返れば,こ こで

いう興奮性のアミノ酸 (EAA)の 一つであるグルタミン

の神経毒性を最初 にいったのは 1957年 の Lucasら lH)

で,ネ ズミ網膜での形態的な萎縮観察による。また,網膜

ではアスパラギン酸を用いると,ERGの III成分が分離出

来 ることが Furukawaら n2),Hanawaら n3)に よって発

見されており,我々は日常的にこれを実験に用いてきた。

このようにEAAの神経毒性の分野で,眼研究の先達は

パイオニアだったわけで,ただ,こ の現象を虚血・再灌流

と関係付ける発想がなかったことが悔やまれる。今,我々

の世代が,小脳での EAA毒性の発見を,逆 に網膜 の虚

血 。再灌流にグルタミン酸毒性として還元しようとして

いる。

VI 網膜神経細胞培養系での EAA毒性

EAAの一つ,グルタミン酸の神経毒性に関する研究

は,大脳,小脳において,培養細胞系を導入することによ

り著 しい進歩を遂げた。我々も,ラ ット網膜由来の初代培

養細胞から,図 5に示したごとき操作で,神経細胞を得る

ことに成功 した109)。 この培養細胞に対 し,組織化学的所

見,特 に HPC‐ I抗体による染色性からH4)115),そ の殆 どが

アマクリン細胞であると判定した109)116).我 々の培養法の

特色をいくつか挙げると,1)16～ 19日 という胎生期眼

を用いたこと,2)細胞の単離にパパイン,ト リプシンと
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collagen

反応系からnicotinamide adenine dinucleotide phos―

phate(NADPH)ま た は,Ca++を 除 くとNOS活 性 は認

められなくなった。また,NOS阻害薬の N― アルギニンを

加えてもNOS活性が低下 した。このように,NOSか ら

NOの存在 を追 うのは,NOがガス状態で半減期が 2

～ 3秒 と短いためで,我々は,安定 した酵素であるNOS
またはNO産生体の存在で NOの 出現・存在を推定 し

た125)～ 127)。

そもそも,中枢神経においては,尿素サイクルを形成す

るはずのオルニチン・ トランスカルバ ミラーゼの存在が

認められず,ど のような代謝ルー トでシトルリンを合成

されるのかわらなかったが,NOSに よるアルギニンか

らの合成ルー トが明らかにされ,中枢神経における尿素

サイクル不在の不思議が解決した (図 6)。 この尿素サイ

クルを横切る系以外の NO合成系は,今のところ発見さ

れていない.

NMDAに よる細胞死の NOと の関係を見極めるた

め,我々は,NOS阻害薬である N―アルギニ ンの作用,

NOを 捕捉するヘモグロビンの作用,NO生成薬である

ニ トロプルシド(SNP),S‐ニ トロソシステイン(SNOC)

を用いて実験を進めた128)。 その結果,我々の系で NMDA
からNO合成,そ してさらに活性酸素 と結合してペルオ

キシ亜硝酸合成 という細胞障害のルー トを証明し得た

(図 7)。 その中から特に強調 しておきたいのは,SNOC
の 50 μM/Lと いう中間濃度で,本来のNMDA毒性 と

は逆に保護作用を見出したことで,NOは毒性ばかりで

なく,初期の低濃度でNMDAチ ャネルからの Ca十■流入

943
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図 6 -酸化窒素合成酵素と尿素サイクル.

神経組織には尿素サイクルのすべての中間代謝産物が存在するが,オ ルニチンとカルバモイル燐酸か らシ ト

ルリンを作る酵素,オ ルニチン・トランスカルバ ミラーゼの存在が証明されていない。カルバモイル燐酸 を作

る合成酵素の存在 も認められていない。したがって,シ トルリンが何処から作られるのか,ま た,ア ルギノシ ト

ル リンが何処か ら作 られるのかが謎であった。ところが,ア ルギニンか ら一酸化窒素合成酵素 (NOS)に よっ

てシ トル リンが合成されることがわか り,尿素サイクルの一部は一酸化窒素 (NO)合成の基質 となるアルギ

ニンを供給する役割を果たしていることが明 らかである.
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図7 カルシウムイオン流入に始まる神経細胞障害の

フローチャー ト.

を防 ぐべ く,フ ィー ドバ ックをかけている。いい換 えれ

ば,NOの NMDA毒 性系での保護,障害の二面性 という

興味ある新知見を得た ことである127)。

VIII 網膜での遅発性細胞死に

防御的に働 くもの

神経細胞の遅発性細胞死のきっかけが NMDAチ ャネ

ルを介する Ca十 ■の細胞内流入によるものであることが

明らかにされてから,NMDAチ ャネルの特異的ブロッ

カーを用いて,こ の細胞死が防げないか,種々,検討が行

われて きた。網膜 では dextromethorphan129)～ 132),MK―

801133)134),nunarizine135)な ど,イ オ ンキ レー ト薬
136)137),

honghua138),1.。 nosialoganglioside c■41139)ヵ 、研F究されし

NO 8ynthas

Nllropruaaldo
S-nltroaocyalelne

diSmuLSe(SOD)
Superoxlde



図 8 細胞毒性 とカルシウム,マグネシウムイオンの

干渉 .

我々のアマクリン培養系でのEAAの作用が遅発性

細胞死であることを示す,Ca,Mgイ オ ンとのかか

わ り。A(glutamate),B(NM:DA)と もに,Caイ オン

がなければ細胞死が起 こらない(AB,各 右端).グル

タ ミン酸系では影響が出ないが (A,左 か ら 2列 ),

NMDA系 では Mgイ ォンが存在すると細胞死が起

こ らない(B,左 か ら 2列 )。 これ は Mgイ オ ンの

NMDAチ ャネルに対する膜電位依存性の特異的ブ

ロックによる116).

虚血発生前に投与 しておけば,そ れなりに有効であるこ

とが 動 物 実験 上 確 認 され た。Al10purin01140),Я upir_

tine141),barbiturates73)142),ま た,抗酸化薬 としてのSOD
(superoxide disinutase),CAT(catalase)143)～ 146),生

:,里

活性物質
147)ヽ 150)な ども研究されてきた。しかし,今 まで検

討されてきた NMDA措 抗薬には副作用が強 く151),臨
床

応用にまで至ったものはない。

我々は,前記の網膜神経細胞の遅発性細胞死のモデル

となる系を用いて,臨床的な視点から,そ の防御に結びつ

く可能性のある事項を検討してきた。以下,こ の方面での

我々の実験結果を述べる。

1. ca++,DIg+十

グルタミン酸,さ らに拡大 してEEAに よる遅発性細

胞死は Ca十■の細胞内流入がきっかけとなるから,細胞外

の Ca++を取 り除けば細胞死は起 こらない(図 8)。 しか

し,こ れは臨床的な視点から見ればあまり興味のない現

象である。我々がこの実験を行った目的は,我々の系が遅

発性神経細胞死現象を正しくとらえていることを示すこ

とにあった。生体で細胞外 Ca十 +が
零という事態は作 り得

ない。細胞外 Mg++も 細胞膜の分極状態に限っていえば,

電位依存性にNMDA毒 性 を強 く抑制 したH6)。 これ ら

は,他の NMDA措抗薬に優先するが,正常な生理機能を

期待 しながら細胞死を防 ぐという観点からは,治療 とし

ての展望は開け難いと思われる。

日眼会誌 100巻 12号
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図9 カイニン酸毒性とグルタミン酸毒性のカスケー ド.

2.イオン型グルタミン酸チャネルの拮抗薬

グルタミン酸および NMDAに よる細胞死 は,チ ャネ

ル拮抗薬である 10 μMの MK‐801を あらかじめ投与し

ておくことより,完全に防ぎ得たH6)。 さらに興味あるこ

とに,MK-801が作用 しないはずのカイニン酸系にも防

御的に働いた。これは,ス トリキニーネを加 え,細胞膜の

興奮性を抑制すると見られなくなることから,一度,カ イ

エン酸回路で放出されたグルタミン酸が他の細胞の

NMDAチ ャネルを興奮させるという連鎖の中で機能し

ているか らと思われた (図 9)。 以上のごとく,MK‐ 801

が,我々の培養系で NMDAチ ャネルの特異 的 ブロッ

カーであることは確実であるが,前述の他の拮抗薬同様,

副作用の問題から臨床応用には,未 だかなりの距離があ

る。その選択的ブロックにより,生命維持にかかわる現象

までもが抑制を受けるからである。

3.ドーパミン(DOPA)
ドーパ ミン(1～100 μM)を グル タ ミン酸 お よび

NMDA投与前およびその後の 1時間のインキュベー ト

に添加することにより,用量依存性に細胞死の保護作用

が観察されたH6)。 このグルタミン酸毒性に対するドーパ

ミンの保護作用はDl受容体拮抗薬の SCH 23390に

よって拮抗されたが,D2受容体の投与によっては拮抗

されなかった。これは,ド ーパ ミンがDlが受容体を介し

てグルタミン酸神経毒性に対する保護作用を発現するこ

とを示唆する。Dl受容体は細胞内でアデニール酸シク

ラーゼと共役しているので,ア デニール酸シクラーゼ刺

激作用を持つフォルスコリンを投与したところ,ド ーパ

ミンと同様の保護作用が観察された。したがって,我々は

ドーパ ミンはDl受容体 を介して細胞内cAMP産生を
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増加することにより神経保護作用を発現すると考 えた。

一方,カ ルシウム・イオノフォアのイオノマイシンは

NMDA受容体 と無関係に Ca+十の細胞内流入を誘発 し

て NOを介する神経毒性を発現する。ドーパ ミンはこの

イオノマイシンにより誘発される神経毒性に対しても保

護作用を発現 した。一方,SNPな どの NO生成試薬 によ

り誘発される神経毒性はドーパ ミン投与の影響を受けな

かった127)。 さらに,パ ッチクランプ法を用いた電気生理

実験において,記録に成功したすべての細胞において,静

止膜電位付近での膜電位固定下 に NMDA,カ イエン酸

は内向き電流を誘発したが,ド ーパ ミン(100 μM)は この

NMDA誘発電流およびカイニン酸誘発電流に対 して影

響を及ぼさなかった。

以上から,ド ーパ ミンはNMDAチ ャネルに直接作用

するのでなく,c―GMPを介して NMDA受容体刺激後の

細胞内反応のうち,NOSを 介するNO合成反応 を抑制

し,グルタミン酸毒性を防ぐ,ま た,NO合成に至ってし

まえばその防御作用は既に及ばないと結論した。

4. Zn++

Zn+・ を0.3～ 300 μM/Lの範囲で我々の培養系に加え

ると,濃度依存性にグルタミン酸毒性,NMDA毒性の防

止作用が認められた152)。 その作用は,0.3μ M/Lで 40%,

30μM/Lで ほぼ 100%に近 く,そ れ以上で飽和状態にな

る。Zn++そ のものの毒性は上記の範囲で見 られなかっ

た。以上の作用はカイエン酸チャネルでは見られなかっ

た。全細胞表面膜流を見る我々のパッチクランプ法によ

る観察では,Zn++に よるブロック作用は,Mg++程 ではな

いが分極の強い場合,膜電位依存性である。したがって,

Zn+十の結合部位 をチャネルの奥深い所とこだわるより,

表面近 くに膜電位依存性に可変の結合部位があるとした

方が合理的 と思われた.す なわち,網膜神経細胞 (こ こで

はアマクリン細胞)の NMDAチ ャネルには Zn・ +結合部

位は2つ あり,1つは深 く,1つ は浅 く存在するのであろ

う。これは,Choiら が脳細胞 で認 めた所見 と一 致 す

る153)154)。 中枢神経のシナプス腔には 200～300 μM/Lの
Zn+・の存在が知 られており155)156),我々の示した 30 μM/
Lでの保護作用は,生理的レベルで可動している可能性

が高い.Zn+・ は,生理的に綱膜後極部に高濃度に存在 し,

特にネコでは反射板を作る程である。加齢性黄斑変性患

者の血中の Zn濃度が検討され,Zn内服による治療の可

能性が検討され,賛否両論157)～ 160)が ある。体内での貯蔵や

血清中での結合体など難問題は残るが,我々の実験は,今

後,網膜変性の防御や網膜虚血障害の予防や治療で Zn

が関与する可能性を示したと考える。

5。 ビタミン B群
ビタミンB12に は欠乏症があり,そ の補給的な治療効

果は明らかであるが,そ の他に今まで,何 らかの薬理的な

神経保護作用があると期待されてきた。ただ,そ の作用機

序は必ずしも明 らかにされていたわけではなかった。

B12に は類縁体があ り2種の活性型,す なわち,メ チル

コバラミンとアデノシルコバラミンが知 られている。メ

チルコバラミンはホモシスチンをメチオニンに転換する

際のメチル基の供給源 となる。このメチオニン合成系で,

B12と 共役して S― アデノシルメチオニ ン(SMA)と な

る。我々は,メ チルコバラミンやSMAを初代培養開始 と

同時に培養液に投与 した場合 (以下,慢性投与と呼ぶ)の

グルタミン酸毒性 と,グルタミン酸 と同時に投与した場

合 (以下,急性投与 と呼ぶ)に ついて,そ の効果を検討 し

た。その結果は,日 下,投稿中(Kikuchi M,Kashii S,

Honda Y,Talnura Y,Kaneda K,Akaike A I Protec―

tive eifect of rnethylocobalarnin,a vitarnin B 12 ana―

10g,agoinst glutan■ ate‐ 11lduced  lleurotoxicity  in

retinal ceH culture,Invest Ophthalmol Vis Sci)で ある

ので,以下,要点を予報的に述べるに止めたい。

結論 として,メ チルコバラミン,SAMと も慢性投与時

にのみに,濃度依存性にグルタミン酸毒性を抑制した。急

性投与では,両者で効果が見られなかった。もちろん,メ

チルコバラミン,SAMそ のもの単独 100 μM/L濃度以

下の投与で,毒性がないことを確認 した上でのことであ

る。一方,シ アノコバラミンは 10μ M/L以上の単独投与

で培養系に抑制的に動 くため lμ M/Lでの観察である

が,慢性投与でやはリグルタミン酸毒性を防御した。以上

の慢性投与 という場合,グルタミン酸投与時には,既 に

B12類縁体は培養液か ら除去されているので,NMDA
受容体そのものへの作用ではあり得ない.イ オノマイシ

ンはNMDA受容体 と無関係にCa++依存性の神経細胞

死を誘発することを前に述べたが,メ チルコバラミンは

イオノマイシンのこの細胞毒性をも抑制 した。以上から,

我々は B12は慢性 (先行)投 与の場合 に限って NMDA
チャネルからの Ca++流入 という事態が起 こった以後の

段階,多分,NO合成過程で細胞死に防御的に働 くとの結

論に至った。B6についても慢性,急性両者について同様

の実験を行い,や はり濃度依存性に保護作用があること

を確認 した。その他の B群,Bl,B2で は前記の保護作用

が慢性でも,急性でも観察されなかった。

臨床的に,こ こでいう慢性型投与はビタミン本来の使

い方に近 く,実験とはいえ網膜神経細胞の遅発性死を特

異的に防ぐことが確認 されたことから,例 えば虚血性視

神経症が僚眼に来ることを防ぐなどの応用に直結する重

要な発見と考える。同様の目的で,副 腎皮質ステロイドホ

ルモンを投与する(も し,そ れが有効だったとしても)よ

りはるかに合理的で,し かも副作用は少なくて済むはず

である.こ こに示した B12,B6の網膜細胞の虚血に対す

る保護作用は,今後いくつかの検討すべき事項があるも

のの,高い臨床応用の可能性を持った発見 と確信する。

6。 活性酸素スカベンジャー・抗酸化薬

グルタミン酸による遅発性細胞死は NOSに よるNO
合成に直結することを先に述べた。NOの毒性閾値以下
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での NMDAチ ャネルヘの保護的なフィー ドバックとい

う,一見パラドキシカルな現象の発現についても先に示

したが,NOが決定的に細胞障害性を持つのは,多量のそ

れが活性酸素と反応してペルオキシン亜硝酸になってか

らである。したがって,一旦 NOが発生しても,再灌流に

よる活性酸素の供給 (増加することが知 られている161))

を断てば網膜障害が防げるはずである。そこで,各種の活

性酸素スカベンジャー・抗酸化薬が虚血治療薬の候補 と

なる。SOD,CAT,ビ タミンC,E,ユ ビキノンなどがそれ

である(図 7)。 このカテゴ リーで我々が検討 したのは,

SODと CATの みであるが,こ れらが事前 に投与 して

あった場合,虚血障害はグロスなERGレベルで起 こり

にくいことを明らかにすることが出来た162)。 この我々の

実験に,機序的に新しい主張はないが,活性酸素スカベン

ジャーや抗酸化薬の有効性は動物実験上,他にも広 く認

められている131)132)144)146)163)～ 165)。 ただ臨床応用には,事前

投与が必要であり,長期 となるとやはり副作用が問題 と

なる。

7.チオレドキシンまたは ADF(TRX/ADF)
活性酸素の処理という意味では前項の CATな どと同

列ではあるが,我々が特に研究してきたチオレドキシン

系について,こ こで項を改めて述べてみたい。Adult T―

cell leukemia(ATL)患 者のリンパ球培養上清から得ら

れた adult T‐ cell leukemia derived facter(ADF)は ,ヒ

トのチオンドキシン(hTRX)と 相同体で,強力な抗酸化

酵素の 1つ である166)～ 168).TRX/ADFは グルタチオン・

システムとともに 1‐ シスチンから1-シ ステインヘ変換す

るチオンドキシン・システムの主役で,機能的にはイン

ターロイキン(IL)‐ 2の 2Rα 鎖の発現に関与することが

知られている。TRX/ADFの 抗酸化作用に期待 して,虚

血および虚血。再灌流負荷時の,TRX/ADFの 網膜内局

在の変化を組織化学的に調べたところ,後者の負荷後,網

膜色素上皮細胞にTRX/ADFが特異的に増大すること

を発見 した169)。 それらは 2時間の虚血後,再灌流 2時間

で発現し,24時間,48時間 と著明に発現し続ける。リコン

ビナントの ADF(rADF)を 対照として,虚血網膜の神経

網膜 と網膜色素上皮細胞についてウエスタン・ブロット

を行った ところ,虚血・再灌流 した後者 (色素上皮)に の

み,対照 と同じ13 KDに TRX/ADFのバ ン ドが出現す

ることを確認 した。このようにTRX/ADFの 網膜色素

上皮細胞での出現は,再灌流のもたらす活性酸素増への

生体防御反応の一つで,ス トレスタンパクの出現などと

類縁の現象と考えられる。

我々はさらに,網膜色素上皮細胞内での TRX/ADF
発現部位を同定すべ く,ラ ットのローズベ ンガル血栓虚

血系
14)で

,電子顕微鏡組織化学法を用いて追求 したとこ

ろ,そ れが ミトコンドリアに集中して発現するのを観察

した(図 10)170)。 細胞質 には,負 荷後 もほ とん どTRX/
ADFの 発 現 を見 な かった。CuZn‐ SOD,M:n―SOD,Fe‐
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図 10金コロイ ド法で定量化 した網膜色素細胞 内

ADFの局在 .

ラット網膜で,一過性虚血を負荷 した時の網膜色素

細胞内の adult T‐cell leukemia derived facter

(ADF)陽性部位 を金コロイ ド法で定量的に調べた

もの。点は平均値で,縦線は標準誤差を示す。サイ ト

プラズマには,負荷前後で有意の変化がないが,ミ ト

コンドリアで 0.1%以下の危険率で有意差が認めら

れた。

(from Caunt C D,Ohira A,Honda O,Kigasawa K,

Fuiimoto T,ⅣIatsutani H,Yodoi J,Honda Y:

Invest Ophthalmol Vis.Sci.35:2916-2923,1994)

SODの うち,ミ トコンドリアに存在するのは Mn―SOD
で,Fe‐ SOD,CuZn― SODが細胞質に多いことを考え合わ

せると大変に興味ある所見と思われた。いい換えれば,虚

血で増加するのは CuZn―SODではなくMn― SODと いう

ことを示唆している。また,我々はヒトの網膜色素細胞の

培養系を用いて過酸化水素の有毒性に,ADFの存在が本

当に防御的に働 くかを追求し,濃度依存性に,ま た,先行

投与に限り有効なことを確認した。

IX 虚血網膜での一酸化窒素合成酵素

(NOS)の局在 と遺伝子発現

NOは極めて不安定なガス状ラジカルで 2～ 3秒以内

にその活性が半減する。したがって,生体内で NOそ の

ものを追いかけるのは難しい。そこで,そ れに代わるもの

として,現在知 られている生体内での唯一の NO合成酵

素であるNOSの局在を持って,NOの 局在を論ぜざる

を得ないことを先 に述べた。NOSの 局在論 は,1990年

Snyderの グループが単離・精製したラット小脳の NOS
に対する抗体を用いて,免疫組織化学的に中枢および末

梢神経について報告171)し たのに始まる。その中で,眼球

に関してはNOS陽性神経繊維が脈絡膜層に認められる

と記載されているのみで,網膜についての記述がない。現

在,NOSに は3種類のアイソザイムが知られてお り,神

経由来(nNOS),血管内皮細胞由来 (eNOS),そ して誘導

型 と考えられる大食細胞由来 (iNOS)の 3種類である。

これらの 3種類の NOSは ,す べて NADPH diaphorase

を補酵素とし,そ の結合部位は,3種のアイソザイムに共

通のC末端 にある。1991年,神経 由来の NADPH dia‐
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phoraseの 局在が NOSと 同一であることが発表された

が172),網 膜の NADPH diaphorase陽 性細胞は,1985年 ,

既に種に関わらず極めて普遍的に内顆粒層のアマクリン

細胞に散在性に認められることが報告
173)さ れていた。

NADPH diaphoraseを 追った我々の NOS局在に関す

る研究では,網膜の NOS陽性細胞の数は少なく,ア マク

リン細胞の一部が散在的に上記抗体に染まるのみであっ

た 1° 9)。 このことはNOが発生した時,ガ スである利点を

生かして細胞膜を荷電なしに自由に拡散 し,隣接した細

胞に情報を伝え,素早 く消滅するからであろう。すべての

細胞が同列 にNOを 作 る必要はな く,ま た,こ れで は

NOの情報としての価値と拡散の特色が失われる。ただ,

同上の染色法以外に我々は,今 ,形態的にNOS陽性のア

マクリン細胞を見分 けるすべを持っていない。以上 の

NADPH diaphoraseの アマクリン細胞局在に関す る

我々の研究結果はこれまでの局在報告
174)～ 178)と 矛盾しな

い.

我々のラット網膜からの初代培養細胞は各種マーカー

による細胞免疫化学的研究から基本的にアマクリン細胞

か ら構成されていることは先に述べたが,そ のNOS活
性 を成熟ラット網膜の NOS活性 と比べてみたところ,

前者 が 5± 3,後 者 が 14± 4 pmo1/min/mg proteinで

あった。NOSの生理活性は認められたが,培養系では活

性が 1/3に落ちていた。次に,虚血・再灌流を負荷して,成

熟 ラット網膜での NOS活性を経時的に調べたところ,

直後から減少し続けるものの,15時 間後に一過性に上昇

するのが確認された179)。 それは 3種の NOSの総計であ

るが,iNOSに 絞って虚血負荷網膜での変動を,mRNA
レ/′ミル

~ひ
reverse transcription― polylnerase chain reac‐

tion(RT― PCR)法 を用い,経 時的に測定 してみた180)。
対

照 としてβ―アクチンの発現を用いた (図 11)。 まず,眼動

M  3 12 24  3 12 24 3 12 24  3 12 24 3 12 24 M

iNOS

β‐aCtin

図 11 虚血負荷後の iNOS mRNAの 発現を示すゲル

写真 .

Reverse transcription― polynlerase chaill reactioll

(RT‐ PCR):法 |こ て,inducible nitric oxide synthase

(iNOS)mRNAの虚血負荷後,3,12,24時 間でとっ

たサンプルでの泳動。上段の記号については,データ

の解釈 とともに本文中で述べた。
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脈 を結 紫 した場 合 (LI),再 灌 流後 12時 間 で iNOS

mRNA出現が著しい。眼内圧上昇による虚血下でも,12

時間で mRNAの発現が著明で,24時間で もその発現が

引き続き見 られた (PI)。 これに対し結紫して再灌流しな

かった時 (LOD),ピ ンセットで眼動脈に不可逆なダメー

ジを与えた場合 (FOD),ま た,そ れを切断してしまった

場合 (OT)な どでは再灌流が行われないためか,NOSの
mRNAの発現が全 く見 られなかった。対照 としたβ―ア

クチンには以上のいずれの操作でも発現に変化が認めら

れなかった。さらに,iNOSの mRNA虚血負荷網膜内で

の局在を ′2s′″ハイブリダイゼーション法で調べて見

ると虚血負荷後,網膜内層では神経節細胞でない細胞,お

そらくアマクリン細胞,内 層では誘導型の細胞,お そらく

好中球 と思われるものの中にその発現を見た。この現象

が,前述の 12時 間以上経過 した時点での iNOS増加に

連なっている可能性が高い。

X 虚血・再灌流網膜 での,い くつかの

サ イ トカイ ン (ILな ど)の遺伝子発現

神経の虚血・再灌流で iNOSの 発現が神経固有の細胞

でなく,浸潤した炎症系の細胞やグリア細胞にあること

が示されたが,さ らにいくつかのサイ トカインILな ど

について,同 処理後のmRNAレベルでの遺伝子発現を

調べてみた181)。 まず IL―Iであるが,IL-lα,IL-lβ ともに

再灌流後,6～ 12時間で著明に増加 した。その出現型は

前者で立 ち上 りが早 く,持続 も長い。後者ではピークが

12時 間頃 に来たが,さ らに遅い 96時 間に もう一つの

ピークがあるかに見えた。対照 として測定 したβ―アクチ

ンには全経過を通して発現に変化が見られなかった.IL―

lα ,IL-lβ につき,効 s′″ハイブ リダイゼーション法

で,網膜内でのmRNAの発現を調べたところ,IL-lα に

ついては技術的な問題があったのか組織上でその局在が

証明出来なかった。IL‐ lβ については再灌流 12時 間の

ラット網膜で経時的に出現した好中球と思われる内網状

層の細胞 と,神経細胞層ではグリア細胞,ま た網膜血管の

内皮細胞にmRNAの 発現が認められた181)(図
12).IL‐ 1

は免疫反応,炎症反応の主役を勤める活性物質であり,こ

の所見は虚血 と炎症の共通部分の存在を示唆するもので

ある。IL-1受容体の網膜内分布が証明されていないが,

各種の血管病変,血管新生病変とNOSと の関係を論ず

る上で,上記は有力な証拠 と考えられる。また,今後,こ の

現象の本質に迫ることによって,こ れらの疾患に共通の

治療が出てくる可能性がある。さらに,我々の実験による

と179),tumor necrosing factor(TNF)は 12～ 48時 間後

にmRNA発 現のピークが あ り,IL‐ 6は 12時間,trans―

forming growth factor(TGF)β -1は遅れて 6時間後頃

から出現 し,96時間後にピークがあった(図 13)。 mRNA
の発現が,必ずしもそれぞれのサイトカインの合成へ連

なるという保証はないが,材料の少ない網膜でノーザン

虚血網膜の病態 。本田
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ブロットからのタンパ ク質分析は容易でな く,reverse

transcript‐ polymerase chain reaction(RT‐ PCR)法 を

使った我々の方法は簡便にある程度の経時的定量性を示

した と考える。このように各サイトカインごとに出現経

過は異なるものの,虚血。再灌流のもたらす生体反応は,

我々が同様な手法で調べてきた本来の炎症反応182)と
類

似 した面を持っている。また,サ イトカイン同士でも相互

の干渉,ク ロス トークがあると考えられ,今後,こ れらの

データを統合する理論の構築が必要 と考える。スター ト

時点におけるそれぞれの疾病の特色 と,途中から反応系

を共有 というパターンが予測されるからである。

XI 網膜での遅発性神経細胞死と

アポ トーシス

以上のように,虚血性の遅発性神経細胞死が,途中から

炎症または免疫反応 と共通の系によっては進行する可能

性が示唆されたが,網膜の虚血による細胞死はいわゆる

綺麗な計画死ではないかとBuchiら 183)184)に よって特に

日眼会誌 100巻 12号

A

B

CR3L

IPL ・ ∠

L

.ヽ

図 12 虚血前後の IL‐ lβ mRNA発現 .

左側は,A:虚血。再灌流 12時間後の interleukin(IL)‐ l β messenger ribonucleic acid(mRNA)の 発現を示

す 物 sグ″ ハイブリダイゼーションオー トラジオグラフィの暗視野像.B:対照.網膜内層にmRNAの 出現

が見 られ,内顆粒層,外顆粒層,網膜色素上皮には発現 を見ない。左側 Aを拡大 して明視野で見ると(右側

AB),mRNAが出現しているのは神経繊維層の核濃染のグリア細胞 (▽ 印),網膜内層の血管内皮細胞 (▼ 印),

そして内網状層にある多核自血球 (黒矢印)で ある。

GCL:神経節細胞層,IPL:内 網状層,INL:内顆粒層,ONL:外顆粒層 .

(froln Hangaiヽ 4,Yoshimura N,Yoshidaヽ4,Yabuuchi K,Honda Y:Invest Ophthalmol Vis.Sci.36:

571-578, 1995)

強調されてきた。アポ トーシスの原語,ap―ptosis(落葉が

落下する)に は,ptosisと いう言葉が入ってお り185),我 々

眼科医は親 しみを感ずるところであるが,最近ではアポ

トーシス特有の deoxyribonucleic acid(DNA)の ラダー

化 (断端化)を簡単に検出するTUNEL法が出て,網膜で

も大変に研究がしやすくなった186)。
今まで示されたデー

タから,虚血。再灌流,グ ルタミン酸毒性,NO合成,活性

酸素との反応によるペルオキシ亜硝酸出現,細胞死 とい

う一連の現象にアポトーシスの概念が導入されると,臨

床的な種々な疾患が虚血 との関連で眺められ,治療 とし

ても統合されてくる(図 14)。

XII 結  語

以上は,第 100回 日本眼科学会での同名の特別講演に

加筆したものである。全体を通して総花的,レ ビュー的な

記載で,広 く専門外の人にわかっていただけるよう極力,

平易に書いたつもりである。それぞれの実験方法,デ ータ

の解析は省略したが,我々のそれは,出典を明確に示した
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Time after Reperfusion (Hours)

平成 8年 12月 10日

N1 0 1/41/2 1 6 12 24 4896168

lL‐ 6

1FN‐γ

TGFβ l

β‐aCtin

N1 0 1/4 1/2 1 6 12 2448168

丁NF

B-actin

図13 虚血後のいくつかの生理活性物質 mRNA発現。

R´I｀
―PCRで ,interleukin(IL)‐ 6,interferon(IFN)‐

γ,transforming growth factor(TGF)‐ βl,tulnOr

necroshg factor(TNF)mRNAの 発現 を経時的に

定量化 して見たグルの シリーズ写真.β‐actinは 対

照で,す べての経過で変化 を見ていない。IL‐6は 虚

血。再 灌流後 12時間,TGF―βは 6時 間以 降,TNF
は 12時 間以降にピークが出現する。INF‐ γについ

ては測定時間範囲で遺伝子発現を見なかった。

(froln Hangaiヽ 1,Yoshimura N,Honda Y:Oph‐

thalmic Res.28:248-254,1996)

の で (文 献 11,24,57～ 59,67～ 84,97～ 101,109,116,

125～128,152,162,169,170,179～ 182),興 味 を持たれた

方は,そ れぞれの原著にあたっていただきたい。これらの

研究成 果 の一部 は,す で にARVO総会 で,1993年 に

Hondaが I)elayed ischen■ ic retinal cell death:λ 4echa_

nisms and treatmentと 堤堕する Special lnterest Group

(SIG)Meetingを Marmor教授 とともに組織する機会

を与えられた際に,さ らに,1994年 には,ARVOの メイ

ンイベ ン トの一つである Sunday Seminarの “Nitric

oxide in eye"で,NOの第一人者である RF Furchgott

教授 とともにHondaが遅発性細胞死の立場からNitric

oxide and retinal neuronと 題しての指名講演として発

表済みのものである。また,今回は使用データに直接関与

した方々の名前だけを共同研究者として挙げさせていた

だいたが,こ れ以外にも,こ の一連の研究を支えてくれた

共同研究者がたくさんあることを記しておきたい。

視点は異なるが,前任の塚原 勇教授の第 30回 日本臨

床眼科学会,第 23回国際眼科学会,第 87回 日本眼科学会

での特別講演は脈絡膜循環に関したもので187)-189),色
素

上皮の視点で,統合的に虚血の問題を扱ったものと見る

ことが出来る。今回の著者の虚血に関する研究では,神経

網膜に主眼を置いたのと,分子生物学の手法を取 り入れ
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glutamateな ど ´神経保護
EAAの大量放出

す
物質と薬

網膜神経細胞死

(necrosisと apoptosis)

図 14 眼疾患 と網膜虚血障害。

虚血 。再灌流から,グルタミン酸受容体を介して大量の Ca十
の網膜内流入が起 こり,遅発性細胞死が起る。そこでは壊死 と

アポ トーシスが混在し,神経変性が進む。この流れ と,治療,疾

患のかかわりを示す図.

物質 を追 って,よ り現象の本質 に迫 ろうとした こ とを特

色 として挙 げ られると思 う。また,臨床的な応用 とい う視

点で,こ の現象 を見続 けて きたのが基礎の研究者 との大

きな相違点である。

網膜の虚血問題 を扱っていて特に感 じたのは,こ の方面の

情報量の多さと進歩の速さであった。学生時代に,湯川秀樹氏

の reference nothing(参 考文献なし)と いう論文を読み,何時

かこういう仕事をやってみたいものだと思ったことがあった

が,今,我々のやっていることは全 くその正反対で,情報の海

を泳いでいるようなものである。時にはその高波に溺れそう

になる程である。多 くの情報の中か ら,重要なものを選んで,

正 しく効率的な研究の方向性を見据 えるのが教室を預かる者

の大切な仕事 と思ってきた。

最後に,第 100回 という記録すべき時に特別講演の機会を

与えていただいた日本眼科学会評議員各位,日 眼会員の皆様

に感謝したい。また,こ の研究を支えて くれた共同研究者達 と

京大眼科同窓会の研究助成に感謝の意を表したい。また,こ の

一連の研究は,文部省の科学研究費「一般研究 (A)…課題番号

06404062」 ,「一般研究(C)… 課題 番号 07671914」 ,「 一般研究

(C)… 課 題 番 号 07671915」 ,「基 盤 研 究(A)(2)… 課 題 番 号

08407055」 ,厚生省特定疾患網膜脈絡膜萎縮症調査研究費,新

技術事業団先端技術展開制度などの支援を受けた。

文  献

1)Noell WK:: ′
「

he erects of iodoacetate On the

Vertebrate retina.J Cell Comp Physio1 37:283-

307, 1951.

2)Noell lVK: A.zide― sensitive pOtential difference

across the eye‐ bulb.Am J Physi01 170:217-238,

1952.

3)NoelIヽVK,Chinn HI: Failure of the visual
pathway during anoxia.Am J Physiol 161:573-

虚血網膜の病態 。本田

護
薬

保
と

経
質

神
物

網膜動・静脈閉塞,糖尿病網膜症,加齢性

黄斑変性,緑内障などの眼疾患

網膜虚血

(低酸素 と低血糖 )

glutamate受 容体の過剰刺激

(大量の Ca十細胞内流入)

Time after Reperfusion (Hours)

**riprrtr

‐ 嚇 ‐ ‐ ― ― ― ‐ ‐ ‐

Ⅲ
… 摯 ― |“■ "

― |…
…

."… 轟 ._‐ ‐
`‐



95()

590, 1950.

4)Noell WK:: Experilnentally induced toxic effects

on structure and function of visual cells and pig‐

ment epithelium.Am J Ophthalmo1 36(Part II):

103-114, 1953.

5)Noell lⅣ K: The origin Of the electroretinograln.

Am J Ophthalmo1 38(Part II):78-93,1954.

6)Noell WK: NIetabolic injuries of the visual cell.

Am J Ophthalmo1 40(Part II):60-70,1955.

7)Noell WK:  Studies of visual cell viability and

direrentiation.Ann NY Acad Sci 74:337-361,

1958.

8)Noell WK,Delmelle nl,Albrecht R: Vitainin A

denciency erfect on retina: IE)ependence on light.

Science 172: 72-76,1971.

9)NoellヽVK,Albrecht R: Irreversible effects of

visual light on the retina: Role of vitarnin A.

Science 172: 76-80, 1971.

10)NoellヽVK,ヽralker VS,Kang BS,Berman S:

Retinal dan■age by light in rats. Invest()phthal―

mo1 5: 450-473, 1966.

11)I10nda Y:  Solne observations on the elrects of

ouabain upon the ERG of mammals.ARV0
abstract boocklet,Electrophysiology and PsychO_

physics,Retinal slow potentials and gangliOn cell.

Lorrin A Riggs(Chairninan), Holiday lnn, Sara‐

sota,FL,Apri1 24-28,1972.

12)Brown]KT,Wiesal TN: Localization of origins

of the electroretinogranl conlponents by intra‐

retinal recording in the intact cat eye. J Physi01

158: 257-28(), 1961.

13)Brown KT: The electroretinogram:Its colnpo‐

nents and their origins. Vision Res 8: 633-677,

1988.

14)Nanda SK,IIatchell DL,Tiedeman JS,Dutton

JJ,IIatchell lVIC,IMcAdoo T: A new method for

vascular occlusion: :Photochernical initiatiorl of

thrOrnbosis. Arch ()phthalnlol 105: 1121-1124,

1987.

15)Krause AC,Goren SB: 
′
rhe effects of hypoxia

and hyperoxia upon the oxygen tension in the

vitreOus humOr Of the cat Am J Ophthalmo1 42:

764-769, 1956.

16)Alm A,Bill A: The oxygen supply to the retina.

I. Effects of cllanges in intraocular and arterial

b100d preSSureS,and in arterial PC)2 and PC(1)20n

the oxygen tension in the vitreous body of the cat.

Acta:Physiol Scand 84:261-274,1972.

17)Ernest JT: Iπ υグυθ lneasurement of the optic
disk Oxygen tensiOn.Invest()phthalrnol 12:927-

931, 1972.

18)Tsacopoulos A, Lchimenkuehler A: A double‐

barrelled  iPt‐ microelectrode  for sinlultaneous

rneaSurrnent Of IPC)2 and biOeleCtriCal aCtiVity in

excitable tissues. Experientia 33: 1337-1338,

1977.

19)宮沢文明 :硝子体酸素分圧の研究.眼紀 32:2027
-2036, 1981_

20)飯塚俊明,宮沢文明,林  優,阿川忠郎 :硝子体酸

日眼会誌 100巻  12号

素分圧の研究。 2.光凝固による分圧の変化 につい

て。眼紀 33:858-865,1982.
21)林  優,飯塚俊明 ,宮沢文明,阿川忠郎 :硝子体酸

素分圧の研究.3.冷凍凝固による分圧 の変化 につい

て。眼紀 34:763-770,1983.
22)矢部 緑 :実験的網膜色素変性症眼における硝子体

酸素分圧 と脈絡膜酸素分圧.眼紀 41: 266-272,
1990.

23)上野則夫,田野保雄 ,山本保範,清水芳樹 ,真鍋礼三 ,

萩原文二 :動
'″

での家兎前房内酸素分圧 の測定

(予報 )。 眼紀 3312102-2107,1982.
24)Sakaue H,Negi A,Ionda Y i Comparative

study of vitreous oxygen tension in hun■ an and

rabbit eyes.Invest()phthalnlol Vis Sci 30:1933-

1937, 1989.

25)Linsemmeier RA,Yancy CM: Improved fabri―

cation of double― barreled recessed cathode oxy―

gen nlicroelectrodes.J Appl Physio1 63: 2554-

2557, 1987.

26)Braun RD, Linsenmeier RA, Goldstick TK:
(:)xygen cornsun■ ption in the inner and outer retina

of the cat.Invest()phthalinol Vis Sci 36:542-554,

1995.

27)Haugh‐Scheidt LDl,Linsenmeier RA,Grif ER:

(1)xygen cornsun■ ption in the isolated toad retina.

Exp Eye Res 61:63-72,1995.

28)ヽrilson CA, Berkowitz BA, MicCuen BW II,

Charles IIC:  4ヽeasurernent of preretinal oxygen

tension in the vitreconlized hull■ an eye using

nuorine_19  rnaglletic resonance spectroscopy.

Arch(1)phthalnlol l10: 1098-1100, 1992.

29)Alder VA,Cringle SJ: Vitreal and retinal oxy―

genation.Graefes Arch Clin Exp Ophthalrno1 228:

151-157, 1990.

30)Alder VA,Yu D,Cringle SJ: Vitreal oxygen

tension imeasurer〕■ents in the rat eye.:Exp Eye Res

52:293-299, 1991.

31)Cringle SJ,Yu D,Alder VA: Intraretinal oxy―

gen tension in the rat eye.Graefes Arch Clin iExp

(:)phthalrno1 229: 574-577, 1991.

32)Shonat RD,恥rilson DF,Riva CE,Cranstoun

SII): E:rect of acute increases in intraocular

pressure on intravascular optic inerve head oxy―

gen tensioll in cats.Invest(3)phthalnlol Vis Sci 33:

3174-3180, 1992.

33)Ahmed JA,Linsenlmeier RA,Dunn R Jri The
oxygen distributioll in the prelanlinar optic nerve

head of the cat.Exp lEye Res 59:457-466, 1994.

34)Alder VA, Cringle SJ, Constable IJ: 'The

retinal oxygen profile in cats.Invest(:)phthalnlol

Vis lSci 24: 30-36, 1983.

35)Alder VA,Ben‐ Nun J,Cringle SJ: P02 prOnles

and oxygen collsunlption in cat retina 、vith an

occluded retinal circulation. Invest C)phthalnlol

Vis Sci 31: 1029-1034, 1990.

36)Pournaras CJ,Tsacopoulos M,Riva CE,Roth
A: IDirusion of C)2 in normal and ischenlic

retinas of anesthetized rrliniature pigs in nornlox―

ia and hypoxia.Crafes Arch Clin Exp O‐ phthallnol



平成 8年 12月 10日

228: I38 142, 7990.

37) Ahmed JA, Braun RD, Dunn R Jr, Linsenmeier
RA : Oxygen distribution in the macaque retina.
Invest Ophthalmol Vis Sci 34 : 516 521, 1993.

38) Medrano CJ, Fox DA: Oxygen consumption in
the rat outer and inner retina: Light- and
pharmacologically-induced inhibition. Exp Eye

Res 61 : 273-284,7995.
39) Braun RD, Linsenmeier RA: Retinal oxygen

tension and electroretinogram during retinal
artery occlusion in the cat. Invest Ophthalmol Vis
Sci 36 : 523-541,1995.

40) Patz A: The effect of oxygen on immature
retinal vessels. Invest Ophthalmol 4 : 988-999,
1965.

4l) Patz A,: The role of oxygen in retrolental fibro-
plasia. Trans Am Ophthalmol Soc 66: 940-985,
1968.

42) Ashton N : Some aspects of the comparative
pathology of oxygen toxicity in the retina. Br J
Ophthalmol 52 : 505-531, 1968.

43) Gole GA, Browning J, Elts SM: Oxygen-
induced retinopathy: Ultrastructure of vitreous
new vessels in the kitten model. Curr Eve Res 9 :

741-748, 1990.

44) Penn JS, Tolman BL, Lowery LA, Koutz CA:
Oxygen-induced retinopathy in the rat: Hemor-
rhages and dysplasias may lead to retinal detach-
ment. Curr Eye Res 11 : 939-953, 1992.

45) Penn JS, Henry MM, Wall PT, Tolman BL:
The range of PaO2 variation determines the
severity of oxygen-induced retinopathy in new-
born rats. Invest Ophthalmol Vis Sci 36 : 2063-
2070, 1995.

46) Reynaud X, Hansen RM, Fulton AB: Effect of
prior oxygen exposure on the electroretinogra-
phic responses of infant rats. Invest Ophthalmol
Vis Sci 36: 2077-2079, 1995.

47) Holmes JM, Duffner LA: The effect of post-
natal growth retardation on abnormal neovas-
cularization in the oxygen exposed neonatal rat.
Curr Eye Res 15: 403 409, 1996.

48) Molnar I, Poitry S, Tsacopoulos M, Gilodi N,
Leuenberger PM: Effect of laser photocoagula-

tion on oxygenation of the retina in miniature
pigs. Invest Ophthalmol Vis Sci 26: 1470-1414,
1985.

49) Stefansson E, Hatchell DL, Fisher BL, Suther-
land FS, Machemer R: Panretinal
photocoagulation and retinal oxygenation in nor-
mal and diabetic cats. Am J Ophthalmol 101 : 657

664, 1986.

50) Alder VA, Cringle SJ, Brown M: The effect of
regional photocoagulation on vitreal oxygen ten-
sion. Invest Ophthalmol Vis Sci 28 : 1078-1085,
1987.

51) Kawahara J, Nakamura R, Wakabayashi Y,
Nakano E, Agawa T, Usui M: Effect of trans-
pupillary argon laser cyclophotocoagulation on

951

anterior charnber oxygen tensiOrt in rabbit eyes.

Jpn J Ophthalmo1 34:450-462,1990.

52)'romita T: Electrophysi010gical studies of

retinal Cell funCtion (Proctor 4ヽedal Lecture).

InVeSt()phthalrnol 15: 171-187,1976.

53)Tomita T: RetrOspective review Of retinal cir―

cuitry.Vision Res 26: 1339-1350, 1986.

54)Steinberg iR: Monitoring cOnl■ lunications

bet、ス′een phOtOreceptors and pignlent epithelial

cells:EffeCtS Of“ Inild''systenlic hypoxia(Frieden―

wald Lecture).Invest ophthalm01 vis sci 12:1888

-1904, 1987.

55)Linsenineier RA: :Electrophysi01ogical cOnse‐

quenCeS Of retinal hypoxia.Graefes Arch Clin Exp

(I)phthalmo1 228:143-150,1990.

56)Ⅱ augh‐ Schmidt LiM,Grill ER,Linsemmeier RA:

Light―evoked oxygen responses in the isolated

toad retina.Exp Eye:Res 61:73-81,1995.

57)本田孔士 :眼圧上昇の網膜光変性 に及ぼす影響 に関

す る研究 (予期 )。 日眼会誌 79:217-226,1975.
58)Kawano S, Honda Y, Negi A, 1〔 itsuyu :M:

Vulnerability Of the rabbit eye tO tOrsiOn and

pulling― out― A functional study, 1110nitored by

ERG and VECP.Ophthalnlic Surg 12:830-833,

1981.

59)IIonda Y,Kawano S,Negi A:Pressure pronle

of ophthalmic surgical procedure:All experirnen‐

tal study.(1)phthalコ nic Surg 13:387-391, 1981.

60)小野寺重季 :網膜循環 とERGと の関連 に関する研

究,循環動態の変化 に伴 う加圧 ERGの 変化 に就 い

て。 日眼会誌 63:2310-2321,1964.
61)IJsanli E: 

′

「
he ilfuence Of the pressure On ERG

of a rabbit, especially on a‐ 、vave and and oscil‐

latory potential.Jpn J Ophthalrno1 9:108-115,

1965.

62)Fujino T,IIamasaki DI: Effect Of intraOcular

pressure on the electroretinOgrarn.ノ rヽcl1 0phthal―

n■o178:757-765, 1967.

63)田 沢 豊 :酸素不足が各種哺乳動物 の ERG各 波並

び に網膜常存電位 に及 ぼす影響。 日眼会誌 70:
1536-1547, 1966_

64)Tazawa Y,Seaman AJ: The electrOretinogram

of the living extracorporeal bovine eye. 
′
I｀he

influence Of anOxia and hypotherrnia. Invest

(I)phthalnlol ll:691-698,1972.

65)今泉亀撒,田沢 豊 ,米良博量,大塚忠弘 ,今泉博雄 :

牛摘出潅流眼 ERGと 酸素―潅流液 の検討―.眼紀

25: 481-485, 1974_

66)高橋洋司 :牛潅流眼 ERG発現維持 に必要 な最少酸

素量。 日眼会誌 79:1167-1176,1975.
67)Honda Y: Rhythmic wavelets recOrded from an

グπυグ′″ο preparation of rnaminalian retina.:Exper‐

ientia 25:551-553, 1969.

68)][londa Y,Nagata lM:: Electrical activity of the

human retina tt υ′′%ο .Am J Ophthalmo168:925-

929, 1969.

69)IIonda Y: ′
rhe n■ ode of action of insulin upOn

the electrical activity of rnarnrnalian retinas グπ

υグ′%ο .E:xperientia 27:395-396, 1971.

虚血網膜の病態 。本田



952

70)IIonda Y: Studies on electrical actidities of the

rnarnrnalian retina and optic nerve グ′η υグ′%O I.

Factors agecting activity of the retina. Acta

Ophthalmol Jpn 73: 1865-1899, 1969.II.The

mode and site of actioll of iodoacetic acid upon

the ′
・
π υ′″%ο preparation of rabbits retina. Acta

Ophthalnlol Jpn 74:302-316,1970.III.The effects

Of acetylcholine upon the lERG of rabbits retinas

グ%υι
・
″ο.Acta Ophthalmol Jpn 751 1164-1171,

1971.

71)IIonda Y: Qualltitative analysis Of solne effects

of auabain upOn the electrical activity Of rnarn‐

n■alian retina. Invest()phthalmol ll: 699-705,

1972.

72)IIonda Y: Sollle observations of the mode of

action of ouabaill llpon the electrical activity Of

rnanllnalian retinas.Invest()phthalrnol ll:706-

710, 1972.

73)IIonda Y,Nagata PI: Some observations of the

eff‐ects of barbiturates upon the electroretinograrn

of rabbits.(1)phthalrllol Res 4:  129-136, 1973.

74)IIonda Y,Becker B,Podos SIM: 
′

「
he effects of

diphenylhydantoin on the electroretinogram of

rabbits. I. Eifects of concentration. Invest Oph‐

thallnol Vis Sci 12:567-572,1973.

75)IIonda Y,Becker B,PodOs SM: The effects of

diI)henylhydantoin on the electroretinogram of

rabbits. II. :Effects of hypoxia and potassiunl.

Invest(Dphthalrnol Vis Sci 12:573-578,1973.

76)Negi A, Honda Y, Kawano S: Erects of
intraocular irrigating solution on the electro‐

retinOgraphic B― 、vave: A investigation of essen‐

tial factors.Am J Ophthalmo1 92,28-37,1981.

77)IIonda Y,Negi A,Kawano S: lon■ lovenlent in

and out of the vitreous space follo、 ving vitrec‐

tOnly. Invest Ophthalinol Vis Sci 21: 126-130,

1981.

78)Negi A,Honda Y,Kawano S: Importance of
bicarbonate ion in the vitreous space. Arch(E)ph‐

tllalmol 100: 1839-1843, 1982.

79)Honda Y, Negi A, Kawano S: :M:ode of ion

nlovements into tlle vitreous space:Equilibration

after vitrectomy.Arch(Dphthallnol 101:105-111,

1983.

80)IIonda Y,Enoch Jl〔 : ■
｀
he appearance of rhyth―

rnic wavelets on the l巨 )RG of alpha― chynnotrypsin

poisoned rnarnrnalian retina. I)oc (:)1)hthalrn01

lF)roc Ser 2:91-104, 1973.

81)Honda Y,Negi A,Mitsuyu M,KawanO S: IrOn
poisoillg and deferoxarnine:Experin■ ental studies

on acute iron poisoning of the retina. Arbeits‐

rnedizinische Frage in der (Dphthalrnologie,

Societas Ergophthalrnologica lnternationalis(ed

by Merte HJ)Karger,ヽ′Iunchen,671-682,1982.

82)本田孔士 :摘出網膜 の酸素摂取に関す る諸問題.眼
紀  29:726-728,1978.

83)本田孔士,根木 日召,三露真理子 :摘出網膜潅流にお

ける酸素供給の二,三の問題点。日眼会誌 82:331
-334, 1978.

日眼会誌 100巻  12号

本田孔士 ,根木 昭,三露真理子 :摘出網膜への酸素

供給制限 と窒素ガス,空気吹 き込みの影響。日眼会誌

82: 411-414, 1978.

大塚忠弘 :牛摘出癌潅流への人工赤血球の応用。 日

眼会誌  77:1102-1115,1973.
Imaizulmi K,Tazawa Y,Otsuka T,Imaizumi H:

PreservatiOn of ERG in the isolated perfusing eye

by nuorocarbon as the erythrocyte substitute.:Doc

(1)phthalrnoI Proc Ser 10:225-233,1976.

Thoreson WB,Purple RL: Effects of using the

oxygen‐ carrying nuorocarbon,FC43 on the iERG

of the arterially perfused cat eye.Curr Eye Res 8:

487-498, 1989.

菅 誠― :摘 出ラッ ト眼の研究 (1)― ERGか ら見

た保存条件の検討―。日眼会誌  76:884-892,1972.

1ヽTiemeyer (31:  Intracellular recording frorn the

isolated perfused rnarnrnalian eye.Vision Res 13:

1613-1618, 1973.

Nielmeyer G: ERG dependence on no、 v rate in

the isolated and perfused inamlnalian eye.Brain

Res 57:203-207,1973.

Nielmeyer G,Gouras P: Rod and cone signalsin

S‐potentials of the isolated perfused cat eye.

Vision Res 13:1603-1612,1973.

1ヽTiemeyer G:  Neurobiology of perfused nlarn―

rnalian eyes. J Neurosci Methods 3: 317-337,

1981.

Niemeyer G,Gerber U,Uji Y: Vヽirkung vOn

beta― 〕Blockern auf die lヽ こetzhautfunktion グ,c υグ′%ο .

Klin卜Ibl Augenheilk 192:391-394,1988.

Uji Y,Nielmeyer G,Gerber U: The effect of

beta― adrenergic agonists on cone systenns in the

cat eye.(I)phthalrrlology 70:77-87,1988.

Miyamura N,Doi M,Uji Y:Effects of carteor―

ol on ERG in the perfused cat eye.lDoc Ophthal―

nllo1 84; 97-103, 1993.

Gouras P,IIof iM:: Retinal function in an iso―

lated, perfused rnarnrnalian eye. Invest(Ξ )phthal‐

11lc)1 9: 388-399, 1970.

IIonda Y:  
′

「
he rnode of action of neurotoxin

and sonle comnlon chernicals upon the electro‐

physiological properties of perfused rnarnnlalian

retina.IE)oc Ophthalrnol Proc Ser 15:3-11,1978.

Kiryu J, Yamamoto F, Honda Y: EFects of
sodiul■ l iodate on the electroretinogram c―wave in

tlle cat. √`isiorl Res 32: 2221-2228, 1992.

Yamamoto F,1[Ionda Y: Erects of intravenOus

iodoacetate and iodate on pII outside rod photo―

receptors in the cat retina.Invest()phthalrnol Vis

Sci 34:2009-2017, 1993.

Hiroi K,Yamamoto F,Honda Y: Analysis of
electroretinogranl during systemic hypercapnia

、vith intraretinal K+― microelectrOdes  ill cats.

Invest()phthalrnol Vis Sci 35:3957-3961,1994.

Hiroi K,Yamamoto F,Honda Y: Intraretinal

study of cat electroretinOgram during retinal

ischenlia― reperfusion with extracellular iK+ con‐

centration lnicroelectrodes. Invest (1)phthalinol

Vis Sci 35:656-663,1994.

84)

85)

86)

87)

88)

89)

90)

91)

92)

93)

94)

95)

96)

97)

98)

99)

100)

101)



102)

平成 8年 12月 10日

Granit R: 
′
I｀he corllponents of the retinal action

potential in rnarninals and their relatiorl to the

discharge in the optic nerve.J Physio1 77(Part I):

207-224,(Part II):224-239,1933.

Grallit R: Sensory rnechanisrns of the retina.

OxfOrd Univ Press,London,1947.

01ney JW, Charpe I」 G: Brain lesions in an

infant rhesus monkey treatedヽ ″ith rnonosodiulll

glutarnate.Science 166;386-388,1969_

C1lol lWl): Calciurn― rnediated neurotoxicity:

Relationship to specinc channel types and role in

iscllernic darnage.Trends Neurosci ll:465-469,

1988.

Mieldrum B, Garthwaite J: Exitatory anlino

acid neurotoxicity and neurodegenerative disease.
′
I｀rends IPharrnacol Sci ll:379-387,1990.

Kirino T: Delayed neuronal death in the gerbil

hippocarnpus following ischenlia.Braill:Res 239:

57-69, 1982.

Benveniste H,Drejer J,Shousboe A, Diemer

NII:  Elevation of the extracellulary concentra‐

tions of glutanlate alld aspartate in the rat

hippocarnpus during transient cerebral ischel■ lia

rnonitored by intracerebral nlicrodialysis.J Neur‐

ochern 43:1369-1374, 1984.

柏井 聡 :活性酸素, フ リーラジカル と網膜疾患―

虚血網膜 における一酸化窒素の役割 について.日 眼

会誌  99:1361-1376,1995.
Louzada‐ Junior〕P,11)ias JJ,Santos lⅣ F,I」achat

JJ, Bradford IIF, Coutinho‐ Netto J: Gluta‐

rnate release in experilnental ischel■ lia of the

retina:An approach using nlicrodialysis.J Neuro‐

chen■ 59:358-363, 1992.

Lucas DR,Newhouse JP: The toxic effect of

sodiunl L‐ glutainate on the inner layers of the

retina.Arch Ophthalnlo1 58:193-201,1957.

Furukawa T,IIanawa I: Erects of some coln―

morl cations on electroretinograrn of the toad.Jpn

J Physio1 5:289-300,1955.

IIanaw・ aI,Tateishi T: The efect of aspartate

on the electroretinogranl of the vertebrate retina.

Experientia 26:1311-1312,1970.

Akagawa K,Takada pl,IIayashi II,Uemura K:

Calcium― and voltage―dependent potassiuin chan―

nel in the rat retirlal arnacrine cells identined グκ

υグ′%。  using a cell type_specinc nlonoclonal anti_

body.Brain:Res 518:1-5,1990.

Barnstable CJ,IIofstein R,Akagawa K: A
nlarker of early ainacrine cell developl■lent in rat

retina.E)ev Brain iRes 20:286-290,1985.

Kash五 S,Takahasihi IMI,Mandai】 旺,Shinlizu II,

IIonda Y, Sasa l〔 , et al:  Protective action of

doparnine against glutarnate neurotoxicity in the

retina. Invest Ophthalrnol Vis Sci 35: 685-695,

1994.

Gasic GP, 1[lolllnann ll: 4ヽ1olecular neuro―

bi010gy Of glutainate reCeptOrS.ハ Lnnu:Rev iPhysiol

541 507-536, 1992_

1ヽTakanishi S: lヽolecular diversity of glutarnate

953

receptors and irnplicatiolls for brain function.

Science 258: 597-603, 1992.

Coyle JT, Puttfarcken iP: ()xidative stress,

glutaFnate, and neurOdegelleratiVe diSOrderS. SCi‐

ence 262: 689-695,1993.

Furchgott iRF,Zawadzki JV: 
′

「
he obligatory

role of endothelial cells in the relaxation of arte‐

rial sn■ ooth n■ uscle by acethylcholine.Nature 288:

373-376, 1980.

Garthwaite J, Charles SL, Chess‐ Ⅵrilliams iR:

Endotheliunl‐ derived relaxing factor release on

activation of Nゝ′IE)A receptor in the brain.1ヽ Tature

336: 385-388, 1988.

Garthwaite J: Glutarnate,nitric oxide and cell‐

cell signalling in the nervous system. 
′
I｀rends

Neurosci 14: 60-67, 1991.

Snyder SII:  Nitric oxide:Firstin a ne、 ′class of

neurotrallsnlitters P Science 257:494-496, 1992.

Bredt]DS,Snyder SII:  Isolation of nitric oxide

synthase, a calrnodulil■‐requiring enzyrne. :Proc

Natl Acad Sci USA 87:682-685,1990.

Miandai pl,Yoshilnura N,Yoshida pl,Iwaki■ 1,

IIonda Y: 
′
I｀he role of nitric oxide synthase in

endotoxin‐induced uveitis: Effects of N― nitro L

arginine. Invest(Dphthalrllol Vis Sci 35: 3673-

3680,1994.

ⅣIandai Ⅳl, IIittag TW, Kogishi J, Iwaki 11,

Ⅱangai 11,Yoshimura N: Role of nitric oxide

synthase isozyrnes in endotoxin‐ induced uveitis.

Invest()phthallllol Vis Sci 37:826-832,1996.

Kashii S, Miandai M, Kikuchi M, Honda Y,

Tamura Y,Kaneda K,et al: Dual actions of

nitric oxide in N‐ rnethyl―D― aspartate receptor―

rnediated neurotoxicity in cultured retinal neu‐

rons. 13rain Res 711:93-101, 1996.

Ujihara H,Akaike A,Tamura Y,Yokota T,
Sasa l〔 , Kashii S, et ali  lBlockade of retinal

NlνIIDA receptors by sodiurn nitroprusside is prob‐

ably due to nitric oxide forrnation. Jpn J Phar―

nlaco1 61: 375-377, 1993.

lroon YII, IIarmor ■I:Fi:  I)extron■ ethorphan

prOteCtS retina againSt iSChemiC iniury′
・
π υグυο.

Arch Ophthalnlol 107:409-411,1989_

菅原岳史 ,森 敏郎,亀井俊也 ,田沢 豊 :家兎網膜

虚血に対す る dextromethorphanの 予防効果。 日眼

会誌 96:90-95,1992.
Gupta lLY,1larmor lIF:  4ヽannitOl,dextrometh‐

orphan, and catarase!n■ inilΥ、ize ischernic danlage

to retinal pigrnent epithelium and retilla. Arch

(])phtlla111lol lll:384-388, 1993.

CaoヽV,Zaharia A,Dlrulnheller A,Casanova C,

Lafond G,Brunette JR, et al: Erects of dex―

trornethorphan on ischei「lia induced electroretino―

grarn changes in rabbit.Curr Eye Res 13:97-102,

1994.

El‐ Asrar Al〔 ,Morse PII,■ lail■one D,Torczyn‐

ski E,Reder AT: ルIK‐801 protects retinal neu‐

rons fronl hypoxia and the toxicity of glutarnate

and aspartate.Invest Ophthalrnol Vis Sci 33:3463

虚血網膜の病態 。本田

119)

120)

121)

103)

1()4)

105)

106)

107)

108)

111)

112)

113)

114)

122)

123)

124)

125)

109)

110)

126)

127)

128)

129)

130)

131)

132)

115)

116)

117)

118)

133)



954

134)

135)

136)

137)

138)

139)

140)

141)

142)

143)

144)

145)

146)

147)

3468, t992.

Weber M, Bonaventure N, Sahel JA: Protec-
tive role of excitatory amino acid antagonists in

experimental retinal ischemia. Graefes Arch Clin
Exp Ophthalmol 233 : 360-365, 1995.

Takahashi K, Lam TT, Edward DP, Buchi ER,
Tso MOM: Protective effects of flunarizine in
ischemic injury in the rat retina. Arch Ophthalmol
110 : 862-870, 1992.

Gehlbach P, Purple RL: Enhancement of
retinal recovery by conjugated deferoxamine
after ischemia-reperfusion. Invest Ophthalmol Vis
Sci 35 : 669-676, 1994.

Ophir A, Berenshtein E, Kitrossky N, Averbukh
E : Protection of the transiently ischemic cat
retina by zinc-desferrioxamine. Invest Ophthal-
mol Vis Sci 35: 1212-1222,1994.
Romano C, Price M, Bai HY, Olney JW : Neuro-
protectants in honghua: Glucose attenuates
retinal ischemic damage. Invest Ophthalmol Vis
Sci 34 : 72-80, 1993.

Weber M, Mohand-Said S, Hicks D, Dreyfus H,
Sahel JA: Monosialoganglioside GM 1 reduces

ischemia-reperfusion-induced injury in the rat
retina. Invest Ophthalmol Vis Sci 37:- 267-273,
1996.

Peachey NS, Green DJ, Ripps H: Ocular is-

chemia and effects of allopurinol on functional
recovery in the retina of the arterially perfused

cat eye. Invest Ophthalmol Vis Sci 34 : 58-65,
1993.

Osborne NN, Schwarz M, Pergande G: Protec-
tion of rabbit retina from ischemic injury by
flupirtine. Invest Ophthalmol Vis Sci 37: 274-280,
1996.

Pulido JS, Fukuda M, Howe CA, Puro DG:
Barbiturates protect retinal cells from hypoxia in
cell culture. Arch Ophthalmol 107 : 1809-1812,

1989.

Szabo ME, Droy-Lefaix NT, Doly M, Braquet
P: Ischaemia- and reperfusion-induced Na', K+,

Ca'* and Mg'z* shifts in rat retina: Effects of two
free radical scavengers, SOD and EGB 761. Exp
Eye Res 55: 39-45, 7992.

Nayak MS, Kita M, Marmor MF: Protection of
rabbit retina from ischemic injury by superoxide
dismutase and catalase. Invest Ophthalmol Vis
Sci 34 : 2018-2022, 1993.

Klaeger C, de Sa L, Klaeger AJ, Carlson EJ,
Good WY, Epstein CJ: An elevated level of
copper zinc superoxide dismutase fails to prevent

oxygen induced retinopathy in mice. Br J Ophthal-
mol 80 : 429-434, 7996.

Ueda T, Ueda T, Armstrong D: Preventive
effect of naturated and synthetic antioxidants on

lipid peroxidation in the mammalian eye. Ophthal-
mol Res 28 : 184-192, 1996.

Siliprandi R, Canella R, Carmignoto G: Nerve
growth factor promotes functional recovery of

日眼会誌 100巻  12号

retinal ganglion cells after ischemia. Invest Oph-

thalmol Vis Sci 34:. 3232-3245, 1993.

Unoki K, LaVail MM : Protection of the rat
retin from ischemic injury by brain-derived neur-

otrophic factor, ciliary neurotrophic factor, and

basic fibroblast growth factor. Invest Ophthalmol
Vis Sci 35: 907 915, 1994.

Zhang C, Takahashi K, Lam TT, Tso MOM:
Effects of basic flbroblast growth factor in retinal
ischemia. Invest Ophthalmol Vis Sci 35: 3163-
3168, 1994.

Perlman JI, McCole SM, Pulluru P, Chang C,

Lam TT, Tso MOM: Distrurbances in distribu-
tion of neurotransmitters in the rat retina after
ischemia. Curr Eye Res 15 : 589-596, 1996.

Olney JW, Labruyere J, Wang G, Wozniak DF,
Price MT, Sesma MA: NMDA antagonist neur-

otoxicity: Mechanism and prevention. Science

254 : 1515-i518, 1991.

Kikuchi M, Kashii S, Honda Y, Ujihara H, Sasa

M, Tamura Y, et al : Protective action of zinc

against glutamate neurotoxicity in cultured
retinal neurons. Invest Ophthalmol Vis Sci 36 :

2048-2053, 1995.

Chouristine CW, Choi DW: Effect of zinc on

NMDA receptor-mediated channel currents in

cortical neurons. J Neurosci 10: 108-116, 1990.

Legendre P, Westbrook GL: The inhibition of
single N-methyl-D-aspartate-activated channels
by zinc ions on cultured rat neurons. J Physiol
429: 429-449, 1990.

Assaf SY, Chung SH: Release of endogenous

ZnZ* from brain tissue during activity. Nature
308 : 734-736, 1984.

Howell GA, Welch MG, Fredrickson CJ:
Stimulation-induced uptake and release of zinc in
hippocampal slices. Nature 308: 736 738, 1984.

Newsome DA, Swartz M, Leone NC, Elston RC,

Miller E: Oral zinc in macular degeneration.
Arch Ophthalmol 106 : 192-198, 1988.

The Eye Disease Case-Control Study Goup:
Risk factors for neovascular age-related macular
degeneration. Arch Ophthalmol 110: 1701 1708,

\992.
West S, Vitale S, Hallfrisch J, Monoz B, Muller
D, Bressler S, et al : Are antioxidants or supple-

ments protective for age-related macular degener-

ation ? Arch Ophthalmol 112: 222-227, 1994.

Stur M, Tittle M, Reitner A, Meisinger V :

Oral zinc and the second eye in age-related
macular degeneration. Invest Ophthalmol Vis Sci

37 :7225-1235, 1996.

Ophir A, Berenshtein E, Kitrossky N, Berman
E, Photiou S, Rothman Z, et al: Hydroxyl
radical generation in the cat retina during reper-

fusion following ischemia. Exp Eye Res 57: 351

357, 1993.

Yamamoto F, Hiroi K, Honda Y: Effects of
intravenous superoxide dismutase and catalase on

148)

149)

150)

151)

152)

153)

154)

155)

156)

157)

158)

159)

160)

161)

162)



平成 8年 12月 10日

electroretinogram in the cat postischemic retina.
Ophthalmic Res 26 : 163-168, 1994.

Szabo ME, Droy-Lefaix MT, Doly M, Carre C,

Braquer P: Ischemia and reperfusion-induced
histologic changes in the rat retina. Invest Oph-
thalmol Vis Sci 32: 1471 1478, 1991.

Bron AM, Maupoil Y, Garcher G, Guyonnet G,

Chelqi EH, Rochette L: Modification of vita-
min E during ischemia-reperfusion in rat retina.
Invest Ophthalmol Vis Sci 36 : 1084 1087, 1995.

De La Paz MA, Zhang J, Fridovich I: Antiox-
idant enzymes of the human retina : Effect of age
on enzyme activity of macula and periphery. Curr
Eye Res 75:273-278, 1996.

Yodoi J, Uchiyama T: IL-2 receptor dysfunc-
tion and adult T-cell leukemia. Immunol Rev 92 :

135 156, 1986.

Yodoi J, Turst T: ADF, a growth-promoting
factor derived from T cel1 leukemia and
homologous to thioredoxin: Involvement in
lymphocyte immortalization by HTLV-I and
EBV. Adv Cancer Res 57: 381 411, 1991.

Yodoi J, Uchiyama T: Disease associated with
HTLV 1 virus: IL-2 receptor dysregulation and
redox regulation. Immunol Today 13 : 405-411,
1992.

Ohira A, Honda O, Gauntt CD, Yamamoto M,
Hori K, Matutani II, et al : Oxidative stress
induces adult T cell leukemia derived factor/
thioredoxin in the rat retina. Lab Invest 70 :279-
285, 1994.

Gauntt CD, Ohira A, Honda O, Kigasawa K,
Fujimoto T, Matsutani H, et al: Mitochondrial
induction of adult T celi leukemia derived factor
(ADF/hTx) after oxidative stress in retinal pig-
ment epithelial cells. Invest Ophthalmol Vis Sci
35: 2976 2923, 1994.

Dawson TM, Bred DS, Fotuhi M, Hwang PM,
Snyder SH: Nitric oxide synthase and neuronal
NADPH diaphorase are identical in brain and
peripheral tissues. Proc Natl Acad Sci USA 88:
7797-7807,799r.
Hope B, Michael GJ, Knigge KM, Vincent SR:
Neuronal NDAPH diaphorase is a nitric oxide
synthase. Proc Natl Acad Sci USA 88: 2811-
2814, 1991.

Sandell JH: NADPH diaphorase cells in the
mammalian inner retina. J Comp Neurol 238 : 466

-472, 1985.

Sagar SM : NADPH-diaphorase reactive neu-

rons of the rabbit retina: Differential sensitivity
to excitotoxins and unusual morphologic features.

J Comp Neurol 300 : 309-319, 1990.

Mitrofanis J, Robinson SR, Ashwell K: Devel-
opment of catecholaminergic, indoleamine-
accumulating and NADPH-diaphorase amacrine
cells in rabbit retinae. J Comp Neurol 319 : 560-

955

585, 1992.

Yamamoto R,Bred DS,Snyder SII,Stone RA:
′
I｀ he localization of nitric oxide synthase in the rat

eye and related cranial ganglia_Neuroscience 54:

189-200, 1993.

Osborne N:N, Barnett lNL, :Herrera AJ:
NADPII diaphorase localization and nitric oxide

synthetase activity in the retina and anteriOr uvea

of the rabbit eye.Brain Res 610:194-198,1993.

Koistinaho J,Sagar SMi: Nノ IヽDPII‐ diaphOrase―

reactive neurones in the retina. Progress in

Retinal and Eye iRes 15:69-87,1995.

IIangai l咀 ,Yoslhilnura N,1:Ionda Y: Increased

cytokine gene expression in rat retina followillg

transient iscllernia.()phthallΥ lic Res 28:255-259,

1996.

IIangai PI,Yoshimura lN, IIIiroi K, IIandai lM:,

IIonda Y: Inducible nitric Oxide synthase in

retinal ischeinia‐ reperfusion iniury.Exp Eye Res

(in press).

Hangai lMi,Yoshimura N,Yoshida l〔 ,Yabuuchi
K,IIonda Y: Interleukin-l gene expression in

transient retinal ischenlia in the rat_Invest Oph―

thalrnol Vis Sci 36:571-578,1995.

Ybshida lⅣ I,Yoshimura N,IIangai lI,Tanihara

H,Honda Y:  Interleukin‐ l alpha,interleukin l

beta,and turnor necrosis factor gene expression in

endotoxin‐ induced uveitis.Invest()phthalrnol Vis

Sci 35: 1107-1113, 1994.

B●chi ER: Cell death in the rat retina after a

pressure‐ induced  ischaernia‐ reperfusion insult:

An electron rnicroscopic study. I. Garlglion cell

layer and inner nuё lear layer.Exp Eye Res55:605

-613, 1992.

]Bichi ER,Szczesny IPJ: Necrosis and apOptOsis

in neuroretina and pigrnent epitheliurn after

diffuse photodynarnic action in rats:A light and

electron inicroscopic study_Jpn J(Dphthalrno1 40:

1-11, 1996.

Kerr JFR,恥ryllie AH,Currie AR: Apoptosis:

A basic blological phen01nenOn with wider_

ranging ilnpliCatiOnS in tissue kinetics.Br J Can‐

cer 26:239-257, 1972.

Gavrieh Y, Sherman Y, Ben‐ Sesson SA:
Identincation of progralnined cell death グπ sグ′z

specinc labeling of nuclear E)NA fragmentation.J

(:〕ell:Biol l19:498-501, 1992.

塚原 勇 :網膜色素上皮の病変.臨眼 311 329-
345, 1977.

Irsukahara I: I)isorders of the retinal pigrnent

epitheHum(main themes chapter 2).IniShmizu K

(Ed):XXIII ConcШum Ophthalmologicum Kyoto

1978 Acta Part I, EXCepta /ヽ1edica, AInsterdain‐

(3)xford,167-175,1979.

塚原 勇 :網膜色素上皮細胞の機能。日眼会誌 88:
1-21, 1984.

虚血網膜の病態 。本田

163)

164)

165)

166)

167)

168)

169)

170)

176)

177)

178)

179)

180)

181)

182)

183)

184)

185)

186)

187)

188)

189)

171)

172)

173)

174)

175)


