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要

成熟哺乳動物の視神経線維は,外傷などでいちど損傷

されるとそのままでは再生 しない。したがって,視覚機能

の回復は望めなかった。しか し,最近の研究によって視神

経線維のおかれている細胞外環境を神経移植によって末

梢神経 と同じものに変えてやると,軸索再生することが

わかってきた。この末梢神経移植による視神経再生の研

究は,こ れまで小動物での形態学的研究が中心であった。

我々は将来の臨床応用の可能性をめざして,よ り高次の

視覚機能を持ったネコにおいて視神経の再生を実現 し,

その起始細胞である神経節細胞の形態学的特徴のみなら

ず,生理学的性質を明らかにしてきた。その結果,現在以

下のことが明らかにされた。① 軸索再生する神経節細胞

は約 2～ 4%であり,特にアルファ細胞が軸索再生しや

すい。また,ア ルファ細胞の軸索再生がしやすいのはそれ

が軸索切断に対して抵抗性を持っているからである.②

約

軸索再生した網膜神経節細胞は本来の樹状突起野を維持

しているが,再生軸索は正常に比べ細 く,無髄のことが多

い.③ 再生視神経線維は正常動物での光情報伝達機能を

維持 しており,生理学的にY,X,W細胞に分類できる。

④ 視神経切断後のパターン反転網膜電図(ERG)の振幅

の低下は,坐骨神経移植によってより緩徐になる。以上の

結果から,神経移植によってネコの網膜神経節細胞が逆

行変性から免れ,かつ視神経線維を再生させ,それらが生

理学的に機能することがわかってきた。さらに,そ れらを

長期 に生存 させ,本 来の脳内の標的である視覚中枢

ニューロンにシナプス形成させることが今後の課題であ

る。(日 眼会誌 100:956-971,1996)

キーワー ド:網膜神経節細胞,視神経線維,機能再生,Y,

X,W細胞,ネ コ
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Abstract
The optic nerve fibers of adult mammals, once with that of the peripheral neryous system, namely

injured, can not regenerate spontaneously. How- surrounded with Schwann cells, they can regenerate
ever, from recent studies it has become clear that their axons through the grafted nerve. Previous
when their extracellular environment is replaced studies on the optic nerye regeneration by periph-
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eral nerve transplantation illave been done nlostly in

rats or llarnsters. ハヽ/ith an expectation of clinical

application ill future, 、ve studied the optic nerve

regeneration of adult cats because a lgreat deal of

knoⅥ71edge on the optic nerve nbers and retinal

gangliOn cells had been accuコnulated. Froln recent

series of studies lre have obtained fo1lo、 アing results.

① Retinal ganglion cells that regenerated axons

constitute 2～ 49(∫ of the total pOpulation,and among

several types of ganglion cells, α cells lhave the

greatest capacity for axonal regeneration. The

ability Of α cells for axonal regeneratiorl is related

tO their relative resistance tO axotomy.②  Retinal

ganglion cells η/ith regenerated axons preserve

their origil.al dendritic nelds, but their axons are

thinner than normal,and nlostly unm.yelinatedo ③

957

sillg.le unit activities recorded frorn teased abers of

regenerated axons revealed tllat tihe units have

mostly normal receptive neld properties,enablillg― us

tO classify them into Y,X Or Ⅵr cells.④  Amplitude

reductiO■  Of pattern reversed electroretinograln

(ERG)after the optic nerve section was slowed,to

sOrne extent,by the peripheral inerve transplanta‐

tion.IIow・we can reconneCt these regenerated optic

nerve fibers to tlle target ineurons in the central

visual systenl is a n■ atter for future study。 (J Jpn

Ophthalmol Soc 100:956-971,1996)

Key words: Retinal ganglion cell, Optic Nerve
fiber, Functional regeneration, Y, X,
W cell, Cat

I緒  言

1.歴 史 的 背 景

一般に成熟 した哺乳動物の中枢神経系のニューロンは

軸索を損傷されると順行性,逆行性に変性が進行 し,中枢

神経回路が修復されることはないとされてきた。しかし,

今世紀の初頭 にすでに Ramon y Caialと その弟子の

Te■oは ,ウ サギの大脳皮質に坐骨神経組織片を移植 し,

中枢神経系のニューロンの軸索が移植片内部に長い距離

にわたって再生することを観察 し,末梢神経のシュワン

細胞から何 らかの神経栄養因子がでていることが再生に

とって必要であると考えていた1)2)。 っまり,少 な くとも

ある種の中枢ニューロンは潜在的に軸索再生能力をも

ち,適 当な細胞外環境を与えてやれば軸索再生するとい

える。大脳皮質組織の中への神経移植では,軸索再生させ

るニューロンの種類や再生軸索の投射する部位をコント

ロールするのは困難で,た とえ一部が再生した としても

それらの機能的な神経結合などについて研究することが

出来なかった。

1980年代になって,末梢神経移植による中枢神経の再

生が改めて注目されるようになってきた。それはカナダ

のAguayoら 3)の グループが脳幹,脊髄,視床などの中枢

神経組織の中に長い坐骨神経片の一端を差し込んで移植

すると,各種の中枢ニューロンがそこを通って長い距離

にわたって軸索再生することを逆行性標識法を用いて証

明したからである。神経回路の再建や機能回復の研究の

やりやすさを考慮して,彼 らは視覚神経系に着目し,網膜

の一部に傷 をつけ,そ の損傷部に坐骨神経片を吻合移植

し,軸索切断 された神経節細胞の軸索が長い距離にわ

たって再生することを逆行性標識法で証明 した4)。 それ

より少し以前 に,McConnellら 5)は 成熟マウスの網膜に

損傷を加えてもしばらくすると神経節細胞の軸索が網膜

内では再生 していることを渡銀染色法で証明 した5)。 ょ

く知 られているように,多 くの哺乳動物で綱膜神経節細

胞の軸索は視神経の中ではほとんどすべてが有髄線維で

あるが,網膜内では無髄である。そこで彼 らは,哺乳動物

の網膜神経節細胞は本来軸索再生能力を持つが,視神経

内で切断されると髄輸があるため,そ れによって再生が

阻止されているのだろうと考えた。

次いで,Aguayoら 3)の グループはラットの眼富内で視

神経を完全に切断し,そ の断端に坐骨神経を移植し,そ れ

に沿って軸索再生した網膜神経節細胞の数を全伸展標本

上で調べ,お およそ 3～ 5%が再生することを示した6)。

さらに,坐骨神経移植片の中枢端を上丘の中に導 くこと

によって,再生してきた視神経線維の終末が上丘ニュー

ロンと新たにシナプス形成することを horseradish per‐

Oxidase(HRP)の 順行性軸索標識法 を使ってつきとめ

た6)7)。 我々は末梢神経移植法によって再建されたハムス

ターの網膜一上丘路の視覚情報伝達機能が回復すること

を電気生理学的。行動学的に証明してきた8)～ 10)。

2.末梢神経移植のス トラテジー

図 lAに 示すように中枢神経ニューロンは軸索を切

断されると順行性のみならず逆行性に変性し,や がて細

胞体 も壊死に陥ってしまう。そのメカニズムは現在次の

ように解釈されている.つ まり,た とえ軸索切断端から局

所的発芽が起こったとしても,中枢ニューロンの軸索を

とりまいているオリゴデンドロサイ ト(稀突起膠細胞)と

それによって形成された髄鞘の膜成分が軸索再生を阻止

す る因子を出すため,や がて退縮 し逆行性変性 に陥

る11)12)。 上にも述べたように網膜内にある神経節細胞の

無髄の軸索は一度切断されても再生が容易に起 こり,長

い再生軸索を視神経乳頭に向けて伸ばす。ところが,視神

経乳頭まで来ると視神経に侵入せず,再生軸索が逆戻 り

する像が Sawaiら 13)に よって報告されている。

一方,切断された網膜神経節細胞の軸索,つ まり,視神

経軸索を末梢神経系の環境下に置 くと,シ ュワン細胞が
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図 1 軸索が切断された中枢神経細胞の変遷を示す概

念図 .

A:切断された軸索は中枢神経系のオリゴデンドロ

グリア (希突起膠細胞)が形成する髄輸の表面では伸

長できず,やがて逆行変性 しその細胞体 も死滅する。

B:シ ュワン細胞を含んだ末梢神経を軸索の切断端

に移植すると,軸索は髄鞘内へ伸長し細胞体 も生存

する.C:標的細胞 とシナプスを形成することがで

きれば細胞体,再生軸索 ともにさらに安定化 する。

D:標的細胞がなくシナプス形成ができない と軸索

は再び変性 し,やがて細胞体 も変性する.

出す栄養因子によって再生不能であった視神経線維も再

生することができる(図 lB)。 これはシュワン細胞の表

面に軸索再生を阻害する分子が存在しないだけではな

く,シ ュワン細胞が再生を促進させる神経栄養因子を産

生しているためと考えられる14)15)。 次に,再生軸索の先端

が適当な標的細胞を見つけ,シ ナプス形成することが出

来れば,細胞は長期に生存 し,標的細胞との間に作る神経

回路 も機能 を再建することが可能である(図 lC)。 しか

し,適当な標的細胞とシナプス形成できなければ,再び逆

行性変性に陥り,細胞体 も長期には死滅してしまう(図 1

D)。 そこで,網膜神経節細胞 を長期に生存させ,ま た,視

覚情報を伝達し,視覚神経回路を再構築するためには,視

神経切断端に末梢神経を移植するのみならず,そ の中枢

端を視覚中枢に導 く,い わゆる架橋移植をすることが必

要である。

3.本研究での目標

我々はこれまで主としてラットやハムスターを用いた

研究において,切断された視神経の断端に末梢神経を移
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植することによって視神経を再生させ,さ らに,そ の再生

視神経の先端を視覚中枢に導 くことによって,中枢でシ

ナプスを再形成させて視覚機能を回復させることに成功

してきた8)～ 10)。 _方
,単一ニューロンレベルでの数多 くの

視覚情報処理の研究はネコやサルを中心に行われてき

た16)～ 18)。 これらの動物において,同様の移植によって視

神経再生が可能になれば,視覚機能再生のより詳細な研

究ができると同時 に,ヒ トヘの臨床応用の可能性が広

がってくる。以上の観点から,我々は末梢神経移植法に

よってネコの視神経線維が再生することをまず形態学的

手法で証明し,さ らに,再生したネコ視神経線維および網

膜の視覚情報伝達機能を調べてきた19)-24)。 また,移植に

よる効果をより明 らかにするため,対照 としての視神経

切断ネコでも,主 として形態学的に定量的解析を進めて

きた25)。 さらに,最近では網膜機能全体を調べるため,パ

ターン反転網膜電図 (ERG)を記録 し定量的に移植の効

果を調べている。宿題報告では我々が最近行ってきた坐

骨神経移植によるネコ視神経再生の研究を総括するとと

もに,現在進行している架橋移植実験の達成度について

も報告した。

II実 験 方 法

1.視神経切断および坐骨神経移植手術法22)

笑気 とハロセ ンの混合ガスで吸入麻酔 した成ネコ

(2～ 4 kg)の 頭部を脳定位固定装置に固定し,自発呼吸で

動物を維持した。前頭洞上面の前頭骨 を除去し,さ らに,

前頭骨眼富部を広 く切開し,手術顕微鏡下で脂肪組織 と

上直筋を除去して視神経鞘を剖出した。輸上面の長・短毛

様体神経を切断 しないようにして視神経輸を縦に開き,

左視神経を強膜から 3～6mmの所で眼科用剪刀で完全

に切断した。視神経切断ネコの場合には,次に述べる逆行

性標識用の色素注入以外はこのままで皮膚を縫合 し,抗

生剤を適用して手術 を完了した。移植ネコの場合には視

神経断端に同一個体の大腿から切 り出した坐骨神経前枝

(総勝骨神経,50～70 mm)の断面を,少 な くとも3か所

で微小手術用の縫合糸 (Ethi10n lo― o)で縫合 した。移植

神経の他端は,側頭筋を開いてその中に埋入し,筋 と皮膚

をそれぞれ縫合 して閉じた.移植神経を筋内に留置する

ことによって血管が浸潤し,シ ュワン細胞の生存 と軸索

の再生が促進されると考えた。

大脳皮質あるいは外側膝状体への坐骨神経の架橋移植

の場合にはそれぞれの大脳領野の硬膜を切開し,移植片

を露出させてその先端を直接あるいは特別のガイ ドを

使って脳内に挿入 し,10-0縫合糸で 2か所で硬膜に縫合

した。

2.逆行性標識および細胞内注入法22)

移植後約 60日 で移植ネコをペン トバルビタールナ ト

リウム(ネ ンブタール③)で麻酔し,HRP(15%)あ るいは

tetramethyl rhOdalnine co● ugated‐ dextran(TMRD,

軸索切断

T
｀く｀一希突起膠細胞

ヽ

/
“
ロ

B軸索再生
「

↓

目
目
薔
▼

A.逆行性変性

D.逆行性変性
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分子量 1万,10%)の溶液を移植神経に注入し,軸索再生

した網膜神経節細胞を逆行性に標識 した。標識物質を注

入 してから2日 後に動物を固定液で灌流し,網膜伸展標

本 を作製 した。HRPで標識 された細胞 はdiaminoben―

zidine(DAB)反 応で可視化し,TMRDで標識された細

胞は網膜を0.lMリ ン酸緩衝液内に封入して落射螢光

顕微鏡下で観察し,そ れぞれ数えた。さらに,逆行性標識

された細胞を螢光顕微鏡下で観察しながら,細胞内にル

シファーィエローあるいはHRPを注入 し,そ れぞれ細

胞の樹状突起の形態を観察した。

視神経切断ネコの場合には切断手術の際,そ の断端に

1,1′ ‐dioctadecyl‐ 3,3,3′ ,3′
―tetranlethylinodocarbocy―

anine perchlorate(DiI)を 注入しておき,数か月後動物を

深麻酔下で灌流固定 した。全伸展標本を作製して色素を

保持している細胞を生存細胞として同定した25).

一部の網膜ではHRPの細胞内注入のあとDAB反応

を行った標本を垂直に切断し,樹状突起の広がっている

内網状層での亜層(a層 あるいはb層 )を 同定し,OFF‐ 中

心型,ON^中心型の区別を行った26)。

3。 再生視神経線維の電子顕微鏡 (電顕)解析
24)

末梢神経移植後約 60日 で動物を麻酔し,脳定位固定台

に固定し,3%バイオサイチン溶液を充填したハ ミル ト

ンシリンジを定位的に視神経乳頭に近づけ,10 μlを注入

した。20～ 24時間後に動物を深麻酔 し,1%パ ラフォル

ム,1.25%グ ルタールアルデヒドで濯流の後,移植片を

摘出しゼラチン包埋 し,ビブラトームで 50 μmの切片に

した。切片をさらに,HRP‐ ストレプ トアビジンで反応さ

せ,次 にDABと H202で反応させ,2%オ スミウムで固

定,脱水の後,エ ポン樹脂に包埋 した。超薄切片はクエン

酸鉛で染色し,JEM■ 00B電子顕微鏡で観察した。写真

撮影には10,000倍 ,軸索直径の計測には26,000倍 を用

いた.

4.再生視神経線維の電気生理学的記録法23)

移植後 60～90日 に移植ネコを全身麻酔下で側頭部の

皮膚,筋肉を切開し,移植神経を露出した。と同時に,周 辺

にミネラルオイルのプールを作 り,移植片が乾燥しない

ように絶えず注意 した。そのプールの中で手術用顕微鏡

下で移植片を遠位端からマイクロピンセットで細い線維

東に分け,フ ック型の銀線電極に乗せた。ユニットの自発

活動を生体アンプで増幅 し,ブラウン管上でスパイク波

形を観察すると同時に,オ ーディオモニターで発火活動

を聞いた。網膜神経節細胞の再生軸索のユニット活動で

あることは,光刺激に対する応答性で確認した。こうして

記録されたスパイク発火活動をもとに,眼前 57.3cmに

置かれたスクリーン上にスポット光を投影し,そ れを点

滅あるいは動かして,再生軸索をもつ神経節細胞の受容

野の大 きさや ON‐ 中心型,OFF―中心型などの光反応性

および同辺抑制野の程度を調べた。性質が同定された光

受容野 中心のスポットの光の点滅 に対 す る反応 を
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25～50回加算してヒス トグラムを作成した。

5。 パターン反転 ERG記録法

成ネコにペントバルビタールナ トリウム (ネ ンブター

ル③)(2 mg/kg/hr)の 持続点滴静注,ま たはハ ローセン

(0.5%)で麻酔を施行 した。ガラミン(2.5～5.O mg/kg/

hr)の持続点滴静注によつて眼球運動の抑制を行った。関

電極 としては直径 3mmの人工瞳孔付 きコンタクトレ

ンズ電極を用い左眼に装着 した。不関電極を右上眼瞼に

置き,右耳介に塩化銀皿電極を置きアースとした。右眼は

アイパッチで閉眼した.導 出された電位 は 0.5～ 50 Hz

のバンドパスフィルターとハムフィルターを通して生体

アンプで増幅し,パーソナルコンピューターで 256～ 512

回平均加算した。眼前 57.3cmに 垂直のスクリーンを置

き,直像鏡で視神経乳頭を投影した後,網膜中心の位置を

計算して決め,そ こにパターン刺激呈示用のブラウン管

(17イ ンチ,32 Cm× 24 cm)の 中心が くるように設置 し

た。パーソナルコンピューターを用いて時間的・空間的と

もに正弦波変調を加えた縦縞模様のパターン反転刺激を

提示し,空間周波数を0.1～10c/dの範囲で,時間周波数

を l Hz,2 Hz,4 Hz,6 Hz,8 Hz(反 転 周 期 で,2 Hz,4

Hz,8 Hz,12 Hz,16 Hz)の 範囲で変化させた。位置 x,時

間 t,最大輝度をLmax,最小輝度をLmin,縞の頂点間の

距離をえ,刺激周期をTと すると,管面の輝度 L(x,t)は

次式 によって表される。L(x,t)=1/2(Lmax―Lmin)cos

(2 πx/λ )cos(2 πt/T)+1/2(Lmax+Lmin)。 背 景 輝 度

は0.4cd/m2,コ ントラス トは約 100%に設定 した。加算

された反応の波形をフーリエ解析し,基本周波数成分 と

2倍周波数成分に分け,各々の振幅を計測した。

III 結  果

1.視神経切断後の生存細胞および軸索再生細胞の数

と分布

視神経切断後約 2か月生存 した網膜神経節細胞数と,

坐骨神経移植によって逆行性に標識された軸索再生細胞

を表 1に まとめた。坐骨神経移植ネコはTMRDを逆行

性標識に使った 2例のデータと,こ れより以前の HRP
で標識 した 4例での結果が掲げられている。後者の場合

には,ニ ッスル標本で HRPに標識されないが健常 と思

われる神経節細胞が,HRP標識細胞の約 3～ 4倍存在

したので,恐 らく,HRPの取 り込みが不十分であったと

考えられる。成熟ネコの網膜神経節細胞数 は網膜当 り

110,000～ 190,000と い わ れ て い る27)～ 29)の で ,

4,000～ 5,000細胞は全神経節細胞の 2.5～ 4%に相当

する。一方,4例の視神経切断動物での 2か月後の生存神

経節細胞数は平均 3,200程度であった。注目すべきは軸

索切断後 2か月たってもかなりの神経節細胞が生存して

いる点である。しかし,移植ネコの場合,逆行標識は移植

片から行ったので,そ こまで軸索再生していない細胞あ

るいは網膜内で生存しているが,軸索を移植片の中に伸

移植による視神経再生・福田
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表 1 坐骨神経移植ネコと視神経切断ネコでの逆行性標

識 された神経節細胞数の比較

生存日数  逆行性標識物質  神経節細胞数
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態を全伸展標本上で 1つ 1つ確かめていった。図 2に は

ルシファーイエローの細胞内注入法で染めだされた 3つ

のアルファ細胞,2つ のベータ細胞の例が挙げられてい

る。このように各網膜伸展標本において,数か所の領域に

あるすべての再生神経節細胞の樹状突起を,ル シファー

イエローの細胞内注入法で染めだし,樹状突起の形態か

らそのタイプを分類 し,そ の領域をそれぞれのタイプの

割合を求めた。図 3上段にその結果を示した。正常網膜で

のアルファ,ベータ,そ れ以外 (NAB)の細胞の出現頻度

(下段)と 比べると,軸索再生群ではアルファ(Y)細胞の

割合が特に高 くなってお り,ベータ(X)細胞の割合はあ

まり変わらず,そ れ以外の細胞が特に減っていた。軸索を

切断された神経節細胞の生存率を同様の方法で求めたと

ころ,ア ルファ細胞の割合は再生神経節細胞の場合と同

様に高かったが,ベータ細胞の割合は極端 に低かった25)

(図 3中段 )。 このことから,ア ルファ細胞の高い再生率は

その軸索切断後の比較的高い生存率と関係があると考え

られる。軸索切断に対して最も弱いベータ細胞の場合,移

植により生存自体も促進され,そ のため軸索再生する細

HRP
HRP
HRP
HRP
TMRD
TMRD

663

593

513

992

5,040

4,323

Ｄ

Ｄ

Ｄ

Ｄ

2,472

5,585

1,660

3,287

HRP : horseradish peroxidase

TMRD : tetramethyl rhodamine-conjugated dextran.
DiI : 1 , 1'-dioctadecyl-3,3 , 3', 3'-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate

'z)Watanabe et al., 1993.'?s)Watanabe et al., 1995.

ばしていない細胞は標識されていないはずである。した

がって,そ れらを加 えると,生存細胞数はさらに増加す

る。これらのことから,坐骨神経移植は軸索再生および生

存維持にとっても有効であるといえる。事実,シ ュワン細

胞や末梢神経片の眼球内移植によって軸索切断された神

経節細胞の逆行性変性が阻止され,さ らに軸索再生を促

進させるという報告30)～32)がある。

次に,全伸展標本上で標識細胞の網膜内分布を調べた。

標識細胞の分布は,網膜の中心野と視神経乳頭付近に最

も密であり,こ の分布パターンは以前正常の網膜で報

告
27)～ 29)さ れている分布 とよく似ている。周辺網膜でもか

なりの標識細胞が存在するので恐らく,中 心網膜,周辺網

膜 ともに均等に視神経線維を再生させるのだろう。

2.軸索切断後の生存細胞と軸索再生細胞型の同定

初期の研究で,HRPで逆行性に標識 された再生神経

節細胞の細胞体の直径を計測したところ,ほ とんどが 20

μm以上の大きい所に分布 していることがわかった20)。

さらに,HRPの 細胞内注入法で樹状突起の細部 まで染

めだしたところ,再生神経節細胞の樹状突起の先端部分

が新たに伸びたり,一次突起の大部分が消失したと思わ

れる樹状突起も認められた22)。 同様の変化はこれまで,ハ

ムスター,ラ ットで も観察されている33)～ 35)。 この樹状突

起の変化は正常網膜では見られないので,軸索を切断さ

れたことによる反応 として生じた樹状突起の可塑的伸展

によるものと考えられる。とはいえ,次 に述べるように大

多数の細胞は,こ れまで正常網膜で報告されてきたアル

ファ,ベ ータ,ガ ンマ細胞36)な どの型に分類できた。

1)アルファ,ベータ,ガ ンマ細胞

アルファ(Y),ベータ(X),ガ ンマ(W)の 3種類のタイ

プ36)-39)が等しく軸索を再生しているか否かを,以下の方

法で検討した。つまり,逆行性標識された神経節細胞の形

図 2 伸展標本上での軸索再生網膜神経節細胞の写真.

神経節細胞 は移植片か ら逆行性 に標識 され,ル シ

ファーイエローの細胞内注入によって樹状突起形態

が観察 された。その形態学的特徴か ら 3つ のアル

ファ細胞 と,2つ のベータ細胞が同定できる.バーは

50 μm(渡部員三撮影 )

月

Ｆ

ゝ

E====コ
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図3 軸索再生網膜神経節細胞の出現比率の比較 .

正常網膜と,軸索切断,移植による軸索再生の場合での

比較.ア ルファ(α ),ベータ(β ),そ の他(NAB)の 細胞

の割合を示す。いずれもルシファーイエローの細胞内

注入により細胞型を同定した.

表 2 アルファ (Y),ベータ (X),そ の他の細胞群での

軸索再生率,細胞生存率の比較

細胞総数 細胞型の比率
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が明らかになった 81個の再生神経節細胞のうち 33個が

アルファ細胞で,そ のうち 29個 (88%)が OFF‐ 中心型で

あるのに対 し,24個のベータ細胞のうち 22個 (92%)が

ON‐ 中心型であった。しかしながら,アルファ細胞の一部

の樹状突起が欠損したために同定が不可能であった細胞

の多 くは ON‐中心型であったので,ア ル ファ細胞では

OFF‐ 中心型が優位とは一概にはいえない。この問題につ

いては再生視神経線維の視覚情報伝達機能の項でもう一

度ふれる。

3。 再生視神経線維の直径 と髄鞘形成

以前の研究で,移植神経の断面の電顕的解析により,再

生軸索がすべてシュワン細胞の細胞質か基底膜によって

取 り囲まれていることを報告
46)し たが,再生軸索のすべ

てが再生視神経線維であるとはいえない。なぜなら,視神

経切断端 と坐骨神経の接合部から,周 囲の末梢神経線維

が迷入再生 して,電顕の切片でその断面が再生視神経軸

索のものと区別がつかないからである。そこで,今回の研

究では,観察する軸索が真に再生した視神経線維である

ことを同定するため,眼球内の視神経乳頭から順行性に

運ばれたバイオサイチンによって標識された線維につい

てのみ,そ の直径と髄輪形成を調べた24)。 図 4は電顕写真

の 1例である。中央にある有髄線維とその右上にある無

髄線維の一部が順行性に黒 く標識されている。いずれも

シュワン細胞の細胞質によって囲まれている。左上側に

見られるように無髄の再生軸索は多 くの場合,複数の軸

索が同時に一つのシュワン細胞によって囲まれている

が,中央に見られるように有髄線維は常に一つのシュワ

ン細胞に取 り囲まれている。図 4の電顕写真のように軸

索断面での微小管が点の集合 として現われる場合は,そ

の軸索が垂直に切断されていると考えられる。511本の

再生視神経線維のうち,434線維は垂直断面であるとさ

れ解釈し,そ れらについて直径を測り,そ の分布を求めた

(図 5)。 無髄線維の直径 は 0.5μ mに ピークがあり,2.4

μmに至るなだらかな分布をする。一方,有髄線維の直径

分布 は0.7～ 1.6μ mと 2.Oμm付近にピークのある二

峰性の傾向がある。正常ネコでの視神経線維はすべて有

髄であり,そ の直径分布は 0.2μmか ら5～ 6μ mに及ぶ

と報告
47)48)さ れているので,再生軸索直径の分布は明ら

かに正常 と異なる。ここで注目すべきは,直径が 2.4μ m
もある太い無髄線維があること,ま た,有髄線維は直径が

0.7μ m以上のものしかないことである。今回の一連の

研究は移植後の生存日数を約 2か 月と限っているが,再

生軸索の有髄化がまだ不十分なのは術後日数が少ないた

めであるかも知れない。いい換えれば,生存期間をもっと

長 く保って電顕解析をすれば,よ り有髄化 した線維が多

くなるだろう。

4。 再生 した視神経線維の視覚情報伝達機能

1)軸索再生細胞の生理学的同定

正常ネコの網膜神経節細胞は,光刺激に対する反応性

0    2o   40   60   80   100

移植による視神経再生 。福田
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胞の割合も増えたものと考えられる。

次に,各細胞のタイプ毎の軸索再生率を算出した (表

2).表 2の上半分はすでに図 3で示したものと同じ各細

胞型での出現頻度である。正常 ネ コでの総細胞数 を

150,000と して各 細 胞 の出現 頻 度 を4.2%,40.4%,

55.6%と して各細胞の正常網膜での総数がでてくる。そ

の後に軸索再生細胞群での 3型 の比率,23.9%,50.3%,

25.7%を乗じることにより,各型の再生細胞の実数が算

出できる。両者をもとに各細胞型での軸索再生率を算出

した。その結果,Y細胞の 19.0%,X細胞の 4.1%,そ の

他の 1.6%が再生 したことになる。つまり,Y細胞が他

に比べ,軸索再生しやすいことが結論づけられた。なお生

存率についても,同様に,Y細胞で高いことがわかる。し

かし,一方,X細胞の場合,軸索切断による生存率が極端

に低いのが,移植によってかなり救済され,軸索再生する

のも事実である。

2)ON―中心型,OFF‐ 中心型での軸索再生能の比較

神経節細胞が ON― 中心型か OFF‐ 中心型かは,樹状突

起を内網状層(inner plexiform layer,IPL)の 内亜層 (b

層)あ るいは外亜層(a層 )の どちらに広げているか に

よって決定することができる40)～ 45)。 そこで軸索再生 した

神経節細胞で,細胞内注入によって細胞型を同定できた

細胞の垂直標本を作製し,樹状突起の内網状層での分枝

レベルを調べた26)。 HRP細胞内注入法で形態学的タイプ
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図 4 再生視神経線維の電子顕微鏡写真.

視神経乳頭に注入されたバイオサイチンによって順行性に標識された再生視神経線維が黒 く標識されてい

る.中央の軸索は有髄で右上側のものは無髄である。いずれもシュワン細胞によって囲まれている.バーは

0.5μm(渡部員三撮影)

0.1  04    0.8    1.2    1 6    2.0    2.4

かつ transient(一過性)の反応をしており,ON―中心型 Y
細胞 と判定された。図 6Bに示したユニットもON‐中心

型受容野を持っているが,速い動きの光刺激には反応せ

ず,ス ポット光のONに対 して,brisk,か つ tonic(持 続

性)の反応を示すので ON‐中心型 X細胞 と判定された.

このようにして現在までに合計 286個のユニットで光反

応が確認され,そ の大部分が Y,X,W細 胞のいずれかに

分類可能であった。表 3に示すように,そ の内訳 はY型
が 142個 (49.7%),X型 が 113個 (39.5%),W型 が

19(6.6%)個 で,残 り12個 は分類不能であった。この実験

から,軸索再生した網膜神経節細胞の多くは正常に近い

光反応性を保ち,Y型細胞の軸索再生能が最も高いこと

がわかった。この結果は,上 に述べた形態学的研究の結果

とよく一致する。

2)受容野直径と偏心度の関係

次に,生理学的に同定された Y,X,W細 胞について,

それらの光受容野の直径が網膜中心から周辺に行 くにつ

れてどのように変化するかを調べた。以前報告した,正常

なネコ網膜での結果37)と 同じかどうか,ど のように異な

るかに興味が持たれた。図 7に今回の移植ネコでの結果

を示す。全体 として周辺網膜に行 くにつれて,や や受容野

が大きくなる傾向があるが,正常のネコのデータ37)と 比

べると,中 心網膜で,つ まり10度以内の偏心度での受容

野が全体 として大 きい。その傾向はX細胞で著明であ

る。正常ネコでのX細胞の場合,受容野中心直径は偏心

度 10度以内で,0.5～ 0.1度程度まで小さくなるのに対

し,移植ネコでは,高々0.5度程度である。Y細胞の場合

には,10度以内の偏心度でも直径が正常と同じ0.7度程
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図5 再生視神経線維直径のヒス トグラム.

A:無髄線維の直径分布。N=343,D=0.76± 0.38μ m.

B:有髄線維の直径分布。N=91,D=1.28± 0.39 μm.

サンプル線維数(N)と 平均直径(D)±標準偏差.

の違 いか ら,Y,X,W型 に分類 され,さ らに,そ れぞれ

ON― 中心型,OFF‐中心型,ON‐OFF‐ 中心型などに区別さ

れる37)38)。 我々は軸索再生 した網膜神経節細胞の光刺激

に対する反応性を詳細に調べ,正常な視覚情報伝達能が

保たれているかどうかを検討 した。図 6Aに 示 したユ

ニットは ON‐中心型受容野を持ってお り,速い動きの光

刺激に対 して反応 し,ス ポット光のONに対 して brisk,
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Spikes/sec

50

40

30

20

1

0

スポット光

Spikes/sec

スポット光

図 6 再生視神経線維からの光反応記録の 2例 .

A:ON―中心型 Y型再生線維の光反応.受容野中心の

直径 は 1.1・ .受容野中心に一致したスポット光を 5秒

間持続的に呈示した時のスパイク頻度を表すヒス トグ

ラム.刺激 と同時にスパイク頻度が急激に上昇するが,

刺激後 2～ 3秒で自発 レベルまで低下 してお り,一過

性の反応を示 している.B:ON― 中心型 X型再生線維

の光 反応.受 容野 中心 の直径 は 0.8° .刺 激 の持続 中

ずっと自発レベルより高いスパイク頻度 を保ち,持続

性の反応を示している。

度のものがあり,それほど拡大しているとはいえない。特

にX細胞において,受容野が拡大しているのは,恐 らく,

視神経切断によって逆行性変性に陥った X細胞が多 く,

それらへ興奮性入力を与えていた双極細胞からの興奮性

入力が視神経再生した X細胞に入力を収敏 したためと

考えられる。あるいは逆行性シナプスを介した,ア マクリ

963

ン細胞の細胞死のため周辺野への抑制性入力が解除され

たためかも知れない。

3)ON‐ 中心型,OFF―中心型での再生率の比較

電気生理学的研究では,Y細胞,X細胞 ともON‐中心

型が多かった ことから,ON―中心型 とOFF―中心型では

軸索再生能に違いがあることが示唆される(表 3).特 に,

OFF― 中心型 X細胞が全 く記録されなかった事実は重要

で,前項で述べ られている形態学的観察の傾向ともよく

一致する。ベータ(X)細胞での ON‐ 中心型優位は形態学

的研究と生理学的研究の間で一致していたが,ア ルファ

(Y)細胞の OFF―中心型優位は両者の間で一致 していな

かった。恐 らく,形態学的に分類不可能であった細胞はそ

の多くがアルファ細胞で,生理学的には ON―中心型 Y細

胞と同定されたものと考えられる。また,W細胞でも圧

倒的に ON― 中心型が多いので (表 3),全体 としてやはり

ON‐中心型神経節細胞が OFF― 中心型より軸索再生しや

すいものと考えられる。

5.神経移植によるパターン反転 ERGへの効果

Mareiら 49)50)の 研究以来,パ ターン反転 ERGが網膜

神経節細胞の機能を反映するといわれる。視神経切断あ

るいは移植後の神経節細胞の機能を全体として捉えるた

め,パ ターン反転 ERGを記録 し,視神経切断後の変化お

よび神経移植の効果を調べた。まず,予備実験 として正常

ネコにおけるパターン反転 ERGの記録を行い,時間・空

間特性を検討 したのち,本実験 として視神経切断のみの

ネコと視神経切断後坐骨神経移植を行ったネコでパター

ン反転 ERGの振幅の経時的変化を比較検討した。

1)正常ネコでのパターン反転 ERG
図 8はパターン反転 ERGの 記録例で,Aは時間周波

数 2 Hz,空 間周波数 lc/dでの記録を,Bは時間周波数 6

Hz,空 間周波数 lc/dで の記録を示す。我々が用いた時

間的正弦波変調の刺激を加えた場合に得られる波形は,

時間的矩形波変調の場合 と異なり,2 Hzに おいて も6

Hzに おいて も定常的 (steady‐ state)で 刺激周期に一致

した連続的な波の繰 り返しとなる。これにより,す べての

刺激頻度 において一過性 (transient)と 定常的 (steady‐

state)と を区別せずにパターン反転 ERGの振幅を評価

できる。また,高速フーリエ変換 (FFT)を 用いて波形成

分の解析を行 うと,刺激周期である基本周波数成分 と反

転周期である 2倍周波数成分が主たる成分であることが

B

移植による視神経再生・福田

表 3 再生軸索より記録 されたユニットの生理学的分類

ｍ
　
　
　
　
∞
　
　
　
　
網

20

Y(α ) X(β ) W(γ )

<atfr.
Unclassified 言十

ON-center
OFF-center
ON-OFF-center
Others

107

35

0

0

13

0

0

0

14

3

2

0

234

38

2

12

計 142(49.7%)113(39.5%) 19(6.6%)  12(4.2%) 286(100%)
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図 7 再生視神経軸索をもつ網膜神経節細胞の光受容野直径と偏心度 との関係。

偏心度はスクリーン上に視神経乳頭の投射部位から計算によって決め,網膜中心野の投射部位からの距離を

視角に換算 してプロットした。○ :ON Y‐ cell ● :OFF Y‐ cell ▽ :ON X‐ cell ▲ :W‐ cell +:
unclassined cell
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図8 パターン反転網膜電図(ERG)の 1例。

A:時間周波数 2 Hz,空間周波数 lc/dでの応答波形.B:時間周波数 6 Hz,空 間周波数 lc/dでの応答波

形。いずれも下にパターン刺激の反転の時間経過を示してある。

A

振幅

(μ V)

5.88
3.

B

振幅

(μ V)

時間周波数 時間周波数

図 9 正常ネコを用いたパターン反転 ERGの時間的・空間的周波数特性 .

パターン反転 ERGを フー リエ解析した結果,基本周波数成分 と2倍周波数成分の 2つ の成分に分けられる.

A:基本周波数成分の振幅は時間周波数が大 きくなるに従い大 きくなる。B:2倍周波数成分の振幅は 4 Hz

前後にピークを持ち,心理物理学的に測定されたコントラス ト感度曲線 と良く一致 している.2倍周波数成分

が網膜神経節細胞の機能を反映 していると考えられた.

空間周波数

(Crd)

空間周波数

(cノ d)
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A

振幅

(%)

965

明らかになった。

図 9は種々の時間周波数および空間周波数におけるパ

ターン反転 ERGを フーリエ解析 して得られた基本周波

数成分と2倍周波数成分の振幅を示す。図 9Aの基本周

波数成分では時間周波数が高 く,空 間周波数が低い所に

ピークを認めるが,空間周波数特性において高い所 も低

い所も両端で小さくなるという,網膜神経節細胞の受容

野特性に依存すると考えられるバンドパス型のチューニ

ングカーブ51)52)は 認められない。一方,図 9Bの 2倍周波

数成分において,は じめてバンドパス型のチューニング

カーブの空間周波数特性が認められた。さらに,時間周波

数が低い所 (1～ 4 Hz)に おいて 1～3.7c/d付近をピーク

としたより顕著なバンドパス型であるのに対 し,時間周

波数が高 くなる(6,8 Hz)と 空間周波数の低い方で も振

幅が大きくなり,空間周波数にかかわらず振幅が一定に

なる傾向にある。

以上のことから,時間的正弦波変調の刺激を用いた場

合には2倍周波数成分がパターンの要素を反映 し,網膜

神経節細胞の機能を最も良 く反映すると考えられた。上

に述べたように,ネ コの網膜神経節細胞はその生理学的

機能からY,X,Wの三つに分類 され,Y細胞は空間周波

数特性は低いが,時間周波数特性は高い性質があり,逆に

X細胞は空間周波数特性は高いが,時間周波数特性は低

い性質がある。W細胞は一般に空間周波数,時間周波数

特性ともに低 く,多 くの亜型を含む。これらの細胞の特性

を考慮すれば,図 9の二次元グラフ上の空間周波数が高

く,時間周波数の低い領域の振幅成分は主として X細胞

の活動を反映 し,空間周波数が低 く,時間周波数の高い領

域の成分は主 としてY細胞の活動を反映しているので

はないかと予想される.

2)視神経切断および神経移植ネコでのパターン反転

ERG
これまでの視神経切断後の末梢神経移植の研究から,

アルファ,ベータ,ガ ンマ型のいずれの網膜神経節細胞 も

移植片遠位端からの逆行性標識法により軸索再生 し得る

ことが証明され,さ らに,再生軸索における単一ニューロ

ンの光反応性の記録によって,個々の光反応がほぼ正常

なY,X,W型細胞 と同様の生理学的特性を保っている

ことを示してきた。しかし,こ れらの研究はいずれも視神

経切断部位か ら2～5cmに わたって軸索再生 した細胞

だけを対象 としている。短 く軸索再生したものも含め,生

存しているすべての網膜神経節細胞の機能を全体 として

評価するためにはパターン反転 ERGに よる評価が適切

である。

正常ネコで行ったと同じ方法を用い,視神経切断後の

ネコと視神経切断後坐骨神経を自家移植したネコとでパ

ターン反転 ERGの 比較検討を行った。図 10Aに視神経

切断後のネコのパターン反転 ERGの 結果の 1例 を示

す。手術前に正常のパターン反転 ERGを コン トロール

2 Hz
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4 Hz
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∞
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図 10 パターン反転 ERG(2倍 周波数成分)の経時的

変化の 1例 .

A:視神経切断後.術後 1週で 2 Hzと 4 Hzの反転

刺激による電位の振幅が 6 Hzの ものよりも先に減

少し,3週でどの空間周波数 ともコン トロールのほ

ぼ 10%前後 となった。■ :術前,□ :1週後,▲ :3
週後.

B:坐骨神経移植後.2 Hz反転刺激による電位 は術

後 2週でやはり30～50%の 減少を認めるが,4週に

おいても50%近 く残っ ている.4 Hz刺激の反応 は

変動が大 きいが,同様の傾向がある。■ :術前,□ :

2週後,▲ :4週後 .

として記録し,そ の後,約 4週間において左眼の視神経を

眼宙内で中心動脈を残 して完全に切断した。術後,1週間

目と3週間目にパターン反転 ERGを 記録 した。空間周

波数は 0.1～ 10c/d,時 間周波数は 2 Hz,4 Hz,6 Hzの 範

囲において得られたパターン反転 ERGの 2倍周波数成

分の振幅を縦軸に,術前コントロール記録の 2倍周波数

成分の振幅を 100%と して示してある。いずれの時間周

波数においても,3週 目にはコントロールに対して 20%

以 下 に振 幅 が 小 さ くな るが,1週 目で は 2 Hzで

25～55%,4 Hzで 20～ 40%,6 Hzで 65～ 100%程 度

残っていた。時間周波数が低い 2 Hz,4 Hz側 で早 くその

振幅が小さくなり,時間周波数が高い 6 Hzの 方が振幅

の減少は比較的ゆっくりであった。特に時間周波数 6 Hz

では空間周波数成分の低い0.17～2c/dの 領域におい
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表 4 網膜一大脳皮質問の架橋神経移植によって得 られ

た長期にわたるパ ターン反転 ERGの残存 と逆行性標

識 された神経節細胞数の関係

(%)    2Hz
時間周波数

4Hz 6Hz
140

120

80

60

40

20

0

イヽ コ

No
ERGの 振幅 (μ V)1

時間周波数 (Hz)一――――一――――― 標識細胞数
2週   15週振

幅

#37

#38

6.30

1.09

7.19

0.99

0.77

0.28

4_84

0.58

0.17    2
05 343510 01705 2 34.3510 01705 2 343510

1.空間周波数 lc/dの パターン反転で記録された

ERCの 2倍周波数成分

6。 再生視神経による視覚中枢の再支配

これまでの研究から,ネ コの視神経が切断されても同

一個体の坐骨神経の移植によって再生 し,視覚情報を伝

達することがわかった.し かし,再生軸索は,視覚情報を

中枢神経系に伝達 しなければ,移植動物の個体 としての

視覚機能の回復につながらない。また,再生視神経線維の

末端が中枢神経細胞 とシナプスを形成 しない場合には,

再生神経節細胞は最終的には逆行性に変性して死滅する

(図 1)。 これまで我々を含めていくつかの研究グループ

が,ハ ムスターあるいはラットを用いた実験で,視神経切

断端 と視蓋前域や上丘を末梢神経で架橋 し,シ ナプスを

再形成させることに成功してきた。これらの研究で,縮瞳

反射,明暗弁別 といった正常動物で見 られる機能が架橋

移植 を受けた動物 で再現できることが証明されてい

る10)53)。

本研究において我々はネコにおいても,末梢神経の架

橋 によって軸索再生 した神経節細胞 の終末が,中 枢

ニューロンとシナプスを再形成させることを試みた。現

在のところ,標的の視覚中枢としては外側膝状体,大脳視

覚領を対象としている。この他に,直接前頭葉への結合も

試みている。架橋移植による再生視神経線維と標的中枢

神経細胞 とのシナプス形成の証拠はまだ不十分である

が,1例でERGの長期残存と神経節細胞の長期生存の

証拠が得られた (表 4)。 視神経断端 と大脳灰白質 との間

を末梢神経で架橋 した個体#38では,術後 15週でもかな

りの数の神経節細胞が生存 じ機能 していることが,パ

ターン反転 ERGの 記録 とその 5週後に行った逆行性標

識法で示された。#37は 架橋移植が不成功に終わった 1

例であり,ERGの振幅は低下してお り,逆行性標識細胞

も極めて少ない。

架橋移植を外側膝状体へ導くことによって長期間生存

している神経節細胞 には,中型のベータ(X)細胞 も多 く

見 られ (図 12),恐 らく中枢神経細胞 とシナプスを形成し

たことによって,軸索を切断された神経節細胞 も長期間

生存したものと考えられる.さ らに,長期生存していた細

胞の樹状突起の形態が,正常な網膜の神経節細胞のそれ

とあまり変わらないことも,ル シファーイエローの細胞

内注入法でわかった (図 13).術後 140日 のベータ細胞の

空間周波数υd)

図 11 坐骨神経移植ネコでのパ ターン反転 ERG(2
倍周波数成分)の経時的変化 .

5匹の移植ネコでの平均.2,4,6 Hzと も8週後でも

60%前後の振幅が維持 されている。

■ :術前 ◆ :2週後 ▲ :4週後 ● :8週後

て,3週 目においても比較的残る傾向にあった。この結果

からは,X細胞の領域から振幅が低下し,Y細胞の領域

では比較的残る傾向にあると予想される。図 10Bに 示す

ように 1例の移植ネコではむしろ2 Hz側 の方がゆっく

りと減少 し,4週間後においても2週間後と変わらない

程度の振幅が維持されている。したがって,移植により網

膜神経節細胞の機能の低下が明らかに軽減されることが

わかった。このネコの場合,特に 2 Hz側で移植の効果が

顕著なことから,X細胞の機能残存が強く示唆される。

正常ネコ網膜 と坐骨神経移植ネコ網膜の各神経節細胞

型の出現頻度を比較した図 3の形態学的なデータにおい

て,ア ルファ細胞の軸索再生能が他の細胞に比べ高いこ

とが示されている。これは生理学的に単一線維記録を

行った結果,Y細胞の出現率が高いこととよ く一致す

る。図 3の正常網膜 と軸索切断網膜を比較すると,ベータ

細胞の生存率が軸索切断によって極端に低下するが,移

植によってその生存が著明に促進されたことを示してい

る。このことはパターン反転 ERGの解析の結果である,

低時間周波数成分の振幅の低下が移植ネコで比較的に軽

度である事実とよく一致していた。

我々は現在 までに図 10Bに示した 1例 を含めて移植

群 5例において,術後 2週間目,4週間目,8週間目のパ

ターン反転 ERGの記録を得ている。図 11は 5例の移植

ネコでのパターン反転 ERGの相対振幅のデータを平均

した結果をグラフにしたものである。平均すると図 10B

の 1例 と異なり,2 Hz側 と6 Hz側 で振幅の残存率の違

いは不明瞭になるが,い ずれ も8週 目においても各空間

周波数域において 40～80%の範囲に残存しており,移植

によリパターン反転 ERGの 振幅の低下が緩徐になるこ

とは明らかである。しかし,ベータ(X)細胞の残存から期

待される2 Hz側 と,アルファ(Y)細胞の生存から期待さ

れる6 Hz側での振幅の低下の程度には差がなかった。

ンヽ瑯
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図 12 視神経断端と外側膝状体の間を末梢神経で架

橋し,140日 後に移植神経に螢光色素を注入 して,逆

行性に標識 した神経節細胞 .

視神経乳頭(OD)の 近傍の網膜伸展標本.バーは 100

μm(渡部員三撮影)

図 13 視神経断端 と外側膝状体の間を末梢神経で架

橋 し,140日 間生存 して い た神経節細 胞 の,ル シ

ファーイエロー細胞内注入によって得られた樹状突

起の形態 .

一つのアルファ細胞 と二つのベータ細胞が明 らかで

ある。バーは 50 μm(渡部員三撮影)

樹状突起はやや退縮 しているが,ア ルファ細胞の樹状突

起の形態は正常 とあまり変わらなかった。このように,軸

索を切断された神経節細胞 も,中枢神経組織 との間に末

梢神経を架橋移植することによって再生軸索の終末が恐

らく中枢でシナプスを形成 し,そ のため,さ らに長期間生

存できた もの と考えられる。ネコにおいて再生軸索の中

枢でのシナプス再形成は未だ電顕 レベルでは証明できて

いないが,神経節細胞が 4か月以上生存 していた ことか

ら,シ ナプスの再形成は間違いないだろう。
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IV 考  按

最初に述べたように,Ramon y Cajalは 哺乳動物で中

枢神経系のニューロンが軸索再生しないのは,末梢神経

系のニューロンのように細胞外環境 としてシュワン細胞

がなく,そ れからの神経栄養因子が欠如 しているためだ

と考えていた。確かに多 くの末梢神経の移植実験で,中枢

神経ニューロンでもシュワン細胞の豊富な環境に置 くと

長い距離にわたって軸索再生することがわかってきた。

我々の視神経に関する一連の研究か ら,ラ ット,ハ ムス

ターのみならずネコの視神経も坐骨神経の移植によって

再生することが明らかになった。したがって,さ らに高次

の視覚系を持つ霊長類での視神経の再生 も現実的課題に

なってきた。しかしながら,現在の移植方法では軸索再生

するのは全神経節細胞のうち,数パーセントにすぎない

のも事実である。この末梢神経移植法ではなぜ一部の神

経節細胞だけが再生 して,残 りの多 くは再生しないだろ

う。さらに,今回のネコでの軸索再生細胞の単一ニューロ

ンレベルの解析から,網膜神経節細胞の中でも細胞型に

よって軸索再生能力に違いがあることも明らかになって

きた。この細胞型による再生能力の違いは何を意味 して

いるのだろう。これらの点についてまず考察し,次 に現在

知 られている軸索再生を促進させる因子についてふれ,

最後に今後の課題について言及したい.

1.神経節細胞細胞型による軸索再生能力の違い

坐骨神経移植によってなぜ数パーセントの視神経線維

しか再生せず,残 りの 90%以上の軸索が変性に陥るのだ

ろう。まず初めに,多 くの軸索がその切断端の付近にある

視神経内の髄輸成分やオリゴデンドログリアにより突起

伸展が阻止され,成長円錐の崩壊が起こり,やがて逆行性

に変性すると考えられる。あるいは末梢神経移植片内の

シュワン細胞から放出される神経再生促進因子が量的に

不十分なため,すべての細胞にいきわたらないため,逆行

性細胞死に陥るとも考えられる.次に,移植する坐骨神経

の中に含まれていたシュワン細胞の筒の数 (つ まり,も と

あった末梢神経線維の数)がある一定数しかないため,そ

れが制限条件になって,高々数千の線維 しか再生しない

のかも知れない。

今回のネコでの実験から,坐骨神経移植によって軸索

を再生しやすいのは,大型の細胞体 と広い樹状突起野を

もつアルファ細胞であることが明らかになった。さらに,

視神経切断のみを行った網膜でも,大型の細胞体をもつ

アルファ細胞の中に長い期間にわたって生存するものが

比較的多いことを見出した25)。
同様の大型細胞が軸索切

断に対して抵抗性をもつことは他の研究者によっても確

認されている。例えば,Cotteら
54)は ネコの視神経を挫滅

した後 2年以上にわた り,ア ルファ細胞の約半数が生存

することを報告している。しかし,何故アルファ細胞が軸

索切断に対して抵抗性を示すのか,今のところ不明であ

移植による視神経再生・福田
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る。ラットの網膜でも,視神経切断後,大型の神経節細胞

が小型の細胞より多く生存することが報告
33)55)56)さ れて

いる.一方,ラ ットの視神経において,我々は視索を切断

後,直径の太い視神経線維がより長期に生存することを

電気生理学的に証明した57)。 したがって,哺乳動物におい

て,一般に視神経切断に対 して大型の神経節細胞,つ まり

太い視神経線維が抵抗性を示すといえる。他方,小型の細

胞は軸索切断により逆行性変性に陥りやすい。我々の一

連の実験では,移植手術を行ってから50～80日 という長

い期間を経てから軸索再生 した細胞を調べているので,

より早い時期に各細胞がどういう運命をたどっているか

は伺い知ることが出来ない。しかしながら,ネ コで見た

X細胞の場合,グ ルタミン酸を伝達物質とする双極細胞

からのシナプス入力が多いといわれるので,グ ルタミン

酸毒性の機構がより強 く働いて,そ のため細胞死に至る

ものと考えられる58)。 しかし_方で,ラ ットの研究では大

型の神経節細胞ほど,NMDA受容体を介 したグルタミ

ン酸毒性が強いという報告
59)も ある。

2.神経節細胞の生存維持・軸索再生を促進する因子

成熟ラットの網膜神経節細胞は,そ の軸索が眼富内で

切断されると15日 で 76%が変性 し,そ れから 3か月に

かけて 90%以上が変性するといわれる60)。 先に述べたよ

うに軸索再生させるためには,そ の前提としてまず細胞

体の生存を維持しなければならない。そこで,視神経切断

後に起こる網膜神経節細胞の逆行性細胞死を阻止する方

法が最近盛んに研究されている。つまり視神経切断後,そ

の断端あるいは眼球内に種々の神経栄養因子が注入さ

れ,そ の効果が調べられている。これまで生存維持に有効

とされ て い るの はbFGF61),NGF62)63),BDNF64)～ 68),

CNTF66)な どである。それらの効果を受け取る側,つ まり

神経節細胞自体における受容体の発現の研究 も進んでき

た.網膜神経節細胞における NGF受容体,BDNF受 容

体のtrkフ ァミリーの存在についてはすでに幾つかの研

究グループから報告69)～ 73)がなされている。

一方,Thanosら 56)74)は
,視神経を切断し末梢神経を移

植した側の眼球にマクロファージの抑制因子を投与する

と,有意に神経節細胞の生存維持と軸索再生が促進され

ることを見出した。また,そ の傾向が網膜内のマイクログ

リアの増殖の抑制効果 と並行 していることを報告した。

つまり,神経節細胞の軸索再生をマイクログリアが抑え

ているのを取 り除くことによって再生が促進できたと考

えた.こ のように,生存維持因子 と軸索再生促進因子に関

して様々な実験が行われているが,そ れらの作用機序に

関してはまだ研究が行われていない。

3。 今後の課題

ネコのように視覚のよく発達した成熟哺乳動物におい

ても,末梢神経の自家移植により切断された視神経が再

生し,本来の視覚情報伝達が回復することがわかった。さ

らに,坐骨神経の大脳皮質や外側膝状体への架橋移植に

日眼会誌 100巻  12号

よって網膜 ―視覚 中枢路が再形成 され る可能性がでて き

た。とはいえ,ネ コの場合 もハムスターの場合 も軸索再生

した神経節細胞 の数 は全神経節細胞数の数パーセ ン トに

過 ぎず,特 に小型 の神経節細胞 は極 めて軸索再生 しに く

い。したがって,再建 した綱膜―視覚中枢路での視覚情報

伝達能 も,全体 としてみた場合,正常動物 に比べる と極 め

て劣 っている.特 に視覚 にとって重要 な空間視力や,上丘

での網膜空間部位対応 の再現が未 だ不完全である。これ

らを改善 してゆ くには,ま ず何 よ りも軸索 を再生 す る細

胞 の数を増やす必要 が ある。したが って,ま ず第一 に,軸

索切断による逆行性細胞死 を阻止 す る因子 を探 し,軸索

を再生する細胞の数 を増や してゆ く研究が極めて重要で

あ る.第二に脳 内での シナプスの再形成 をより促進 させ ,

よ り多 くの視党 中枢 ニ ューロンが視覚情報 を受 け取 るよ

うに しなければな らない。この二 つが今後の大 きな課題

であ り,そ れ らが ク リアーされれば,ネ コにおいて も神経

移植 によって再生 した視神経線維 が,外側膝状体 を経 由

して大脳皮質視覚領 に光情報 を再 び伝達 し,よ り高度 の

視覚機能の回復が望 まれるようになるだろう.

稿 を終えるに当た り,宿題報告の機会 をお与え下 さいまし

た,日 本眼科学会評議員各位,第 100回 日本眼科学会総会長増

田寛次郎先生,座長の労をお取 りいただいた安達恵美子先生

に心から感謝申し上げます。また,こ れまでの研究に対 してご

支援いただいた,三菱財団,三井生命科学財団,上原科学財団 ,

内藤科学財団,日 本失明予防協会,日 本限球銀行協会,日 本医

師会の各位および文部省に深 く感謝いたします。
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