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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)
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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πυ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 .
ネコグηυ

"θ

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

L polyamines

\/
(])rnithine

(carbamyl

NOS

Citrulline

NO   Hヽ=    t,
fumarate aspartate

Argino-
succinate

N■ 2           H` 
‐

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。
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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‐

日眼会誌 100巻  12号
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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。
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