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要

成熟網膜神経節細胞の神経再生を検討するために実験

動物の網膜培養系を確立した。網膜培養により網膜神経

節細胞から神経突起が再生し,成熟後も神経再生能を持

つことが確認された。また,こ の網膜培養系により神経再

生促進因子の検討を行い,イ ンターロイキンや神経栄養

因子が網膜神経節細胞からの神経再生を促進することを

明らかにした.成人 ヒト網膜も培養により神経突起を再

生 し,こ れら神経再生促進因子はヒ ト網膜の神経再生を

促進することを明らかにした。さらに,肝実質細胞から分

泌 される新たな神経再生促進因子を見出し,こ の新規因

子が網膜神経節細胞からの神経再生を促進 し,さ らに,加

齢により低下した神経再生能を賦活する可能性を持つこ
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約

とを実験により証明した。いったん,障害されると再生し

ないとされてきた網膜の神経細胞も軸索を再生 し,こ の

神経再生を促進する物質が次々と見出されてきたことか

ら,今 日まで回復困難とされてきた視神経疾患に対し,こ

れら神経再生促進因子が治療効果を持つ可能性が開かれ

た。今後の神経科学の分野の進歩により,網膜視神経疾患

の治療に向けて,ま た,将来の網膜視神経移植を目指して

一層の研究進歩が期待 される。(日 眼会誌 100:972-
981,1996)

キーワー ド:神経再生,網膜神経節細胞,網膜培養,神経

再生促進因子,神経栄養因子

多肖i100 日本眼科学会総会 宿題報告 II

網膜視神経移植

網膜神経節細胞の再生

高 野 雅 彦

横浜市立大学医学部眼科学教室

共同研究者

堀江 秀典,樋川 直司,船橋 利也,中山  孝,飯島 康仁,宮田 信之

杉  央子,伊藤 典彦,佐藤真由美,伊藤 昔子,赤堀 良子,酒井偉久子

研究協力者

竹中 敏文,田 中富久子,加藤 尚彦,大野 重昭

Axonal Regeneration of Retinal Ganglion Cells

Masahiko Takano
Department of Ophthalmology, Yokohama City Uniuersity School of Medicine

Ahstract
We have developed retinal culture system of adult interleukins and neurotrophins enhanced neurite

mammals to investigate neural regeneration from regeneration from adult rat RGCs. We also found
adult retinal ganglion cells (RGC). In this culture that the adult human retina had the ability of
system, neurites were regenerated from RGCs of neural regeneration and that neurotrophins enhan-

adult retinal explants. Investigation of neurotrophic ced this ability. A novel neurotrophic factor secret-

effects on the neural regeneration showed that some ed by adult rat hepatocytes also enhanced neurite
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regeneration not only in adult mice but also in aged

RGCs. This result indicated the novel hepatocyte
secreted factor is an activator which enhances

neural regeneration of the aged retina. We conclud-
ed that even adult aged RGCs had the ability of
axonal regeneration after injury and that neurotro-
phic factors might enhanced these abilities. There-
fore neurotrophic factors might have practicable
applications in drug treatments for intractable
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disease of the neural retina and optic nerve. Future
progress of neuroscience is expected to rescue the
retina from various diseases, and to render possible

the transplantation of the retina and optic nerve. (J
Jpn Ophthalmol Soc 100 :972-981, 1996)

Key words: Neural regeneration, Retinal gan-
glion cell, Retinal culture, Neurotro-
phic factor, Neurotrophin

I緒  言

哺乳類においては中枢神経系の神経回路が完成するた

めに,生下後ある一定の期間を要するとされている。中枢

神経細胞は胎生期から新生期までに盛んに神経突起を発

芽伸長し,神経細胞間のシナプス形成により成熟し,こ の

神経間の連絡が完成した成熟期以降は軸索の障害を受け

ると軸索再生は困難であると考えられてきた1)。 しかし,

近年は脊髄の神経細胞も軸索再生が可能であり,脳の神

経細胞さえも成熟後にシナプスの可塑性を持っているこ

ともわかってきた2)3).網膜神経節細胞 も同じく,軸索再

生能を有していることも最近の研究から明らかにされて

いる4)。 このことは,網膜神経節細胞の軸索の東である視

神経が傷害されたとしても軸索を再生し,神経回路の再

構築の可能性があることを意味している。しかし,視神経

切断といった障害が再び回復するといった臨床例は報告

されておらず,現実的には不可能であるとされている(図

1)。 さらに視神経,眼球の移植は未だ夢物語である。で

は,一体視神経の再生は本当に可能であるのか?網膜神

経節細胞は軸索切断といった障害により,切 断後にどの

ような挙動を示すかを我々の研究結果から明らかにされ

成熟網膜神経節細胞
軸索切断

ている事実をあげていきたい。視神経が切断されると,網

膜から脳への神経連絡が断たれるのみならず,網膜神経

節細胞は急速に細胞死に至ることが知 られている5)～ 11).

実際にラットの網膜神経節細胞を螢光色素による逆行性

染色で標識 し,視神経を切断して網膜神経節細胞の変性

過程を検討した12)。 その結果,切断後早期に急速な網膜神

経節細胞の変性,細胞死が観察された。この変性した網膜

神経節細胞は網膜内の microghaの 活性化により速やか

に除去され,結果として細胞数の著 しい減少が起きると

考えられている12)13)。 切断された軸索の末梢側はWaner

変性により消失するが,軸索の中枢側では逆行性変性が

生じ,そ の変性はその細胞体まで及び網膜神経節細胞 に

不可逆的な細胞死をもたらす。このことから,網膜神経節

細胞はいったん切断されると軸索を再生 しないと考えら

れてきた。しかし,視神経切断後も一部の網膜神経節細胞

は細胞死を逃れ,数か月にわたり生存 し続けることが明

らかになってきた11)。 また,軸索切断された網膜神経節細

胞 内で は,β‐tublinな どの細胞骨格 蛋 白
14)や GAP-43

(growth―associated protein‐ 43)に 代表 される神経成長

にかかわる物質の生合成が高まっていること15)な どがわ

かってきた。こうした事実は,視神経切断後に網膜神経節

細胞のほとんどが変性,細胞死に陥る一方で,軸索再生に

向けての活動が網膜内でなされている可能性があること

を示唆 している。すなわち,網膜神経節細胞は成熟後 も軸

索再生の予備能は持っていると考えられるようになっ

た。近年,軸索切断後の網膜神経節細胞を細胞死から救済

する方法 として,神経栄養因子といわれる一連の物質が

注目されている16)。

神経細胞は標的器官か ら軸索を通 じ

てこの神経栄養因子の供給を常時受けていることが報告

され,軸索切断後の神経細胞の変性,細胞死は軸索の切断

により,こ の神経栄養因子の供給が停止 し,細胞体の神経

栄養因子が枯渇することによると考 えられている(図

2).枯渇 した神経栄養因子を補う目的で,視神経切断後

に神経栄養因子を硝子体内に注入することにより,細胞

変性をある程度 くい止めることが出来た との報告
17)～ 19)

がされている。また,視神経の代わりに末梢神経である坐

骨神経を用いて眼球 と上丘をバイパスすることで,網膜

神経節細胞の細胞数の減少をある程度 くい止められるこ

とも報告
20)21)さ れている。さらに,驚 くことにごく僅かで
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図 1 軸索切断後の網膜神経節細胞の挙動の模式図 .

軸索切断された成熟網膜神経節細胞 (左上)の多 くは速

やかに変性,細胞死に陥るが,少数 の細胞 は生存 し続

け,軸索を再生,標的器官に向かい軸索 を伸長する。し

かし,そ の過程 においても細胞変性,細胞死に陥る.現

在のところ,標的器官と神経終末をつ くり,機能回復す

ることは困難である。
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図 2 成熟神経細胞 (ニ ューロン)の模式図.

神経細胞は成熟後に標的器官 (細胞)か ら常に神経栄養

因子の供給を受けている。神経栄養因子は神経終末付

近から取り込まれ,逆行性軸索輸送により細胞体に向

かって運ばれる。

・ :神経栄養因子 NGF(nerve growth factor)な ど

はあるが,網膜神経節細胞の再生軸索が坐骨神経の中を

伸長 し,上丘とシナプス形成を生じることが観察されて

いる22)～ 24)。 これらの実験事実から,い ったん完成した視

覚系においても,視神経が障害を受けたのちにも網膜神

経節細胞が軸索を再生 し,機能回復することが実現可能

であると確信して,多 くの研究者たちが中枢神経の軸索

再生,機能回復という極めて困難なテーマに取 り組んで

いる。こうした動きの中で,我々のアプローチとして中枢

神経細胞の初代培養,中 でも網膜組織を培養する器官培

養 という方法を用いて神経再生を解析 している。哺乳類

においても,胎生もしくは生後極めて早い時期に網膜培

養を行 うと再生神経突起が容易に観察できる。この神経

再生を促進する因子については,こ れまでに幼弱な個体

を使った網膜培養の研究から細胞外基質であるlaminin

にその効果がみられた との報告
25)ゃ ,schwann細胞26),

Muller細胞の存在
25)が

神経再生を促進 したとの報告が

されている。さらに,細胞死を抑止し得るとされている先

の神経栄養因子が神経再生促進効果も持つことが報告さ

れている。この神経栄養因子について同様に,幼弱な個体

を使った培養研究から,こ れまでにbasic― ■broblast gowぬ

factor(b‐ FGF)27),nerve growth factor(NGF)28),brain_

derived neurotrophic factor(BDNF)29)な どが神経再

生を促進するとの研究結果が報告されている。しかし,網

膜培養そのものが幼若な個体を用いてのみ可能で,成熟

した個体での網膜培養は依然困難であった。事実,我々は

幼弱なマウスを用いた網膜培養により,生後 2週間をす

ぎると網膜神経節細胞の神経突起再生能が著しく低下す

ること,神経再生能の低下は網膜の周辺部 より中心部の

方が早 く観察されることを明らかにした30)。 この生後 2

週間 という時期と網膜の部位による再生能の違いは視覚

における神経回路の完成 と密接な関係を持ち,生後,神経

回路が完成すると神経細胞の軸索再生能が著しく低下す

るという従来の報告 と一致 していた31)32).成 熟 した個体

日眼会誌 100巻  12号

での神経再生促進因子の効果の解析は,網膜培養の困難

さから十分になされていなかった。

我々は成熟動物を用いてあらかじめ視神経を切断,そ

の後,一定期間飼育 したのちに網膜を摘出,培養すること

によって再生神経突起の観察が可能であること,さ らに,

この再生した神経突起が網膜神経節細胞からの再生突起

であることを報告
12)し た。培養下においても網膜神経節

細胞は神経再生が可能で,成熟後 も網膜神経節細胞 は軸

索再生能を持ち続けていることを明らかにした.ま た,こ

の方法では神経再生能を再生突起の数で定量することが

出来るため,こ の培養系は神経細胞の再生に影響を与え

る因子,神経再生促進因子 (neurotophic factor)の 検索,

解析に有用な方法と考えられた。

今回,我々は成熟哺乳動物の網膜培養系を確立し,こ の

培養系を用いて様々な因子の網膜神経節細胞に対する神

経再生促進効果を検討,さ らに,新規の神経再生促進因子

について検討を試みた。

II 成熟哺乳動物の網膜培養系と

神経再生促進因子

1.対象ならびに実験方法

Wistar系 の成熟ラット(9週齢,体重 180～200g)を 用

いた。すべてのラットはペントバルビタールナ トリウム

(ネ ンブタール⑪)の腹腔内注射(40 mg/kg)で 麻酔の後,

左の視神経を眼富内,眼球から5mmの位置で,網膜循

環に影響を与えないように切断した。視神経切断後,手術

創を閉じ,動物飼育施設内で飼育 した。7日 後,動物 を

エーテルで屠殺,速やかに左眼球 (視神経切断側)を 摘出

し,無菌下で網膜 を単離した。視神経乳頭か ら1,000～

1,500 μmの部位の網膜を培養に用い,鋭利な剃刀の刃

で 16個の網膜片 (約 500 μm四方)を作製した。この網膜

片を4個ずつ poly― L‐ lysine(10 μg/ml,Sigma)を塗布し

た培養皿の上で type l conagenの 中に包埋した。Type I

conagenは ラット尾腱から調製 し,包埋は我々が以前に

報告した方法30)に 沿って行った。低温下に保持 した col‐

lagen混 合液に網膜組織片を浸 し,こ れを急速に 37°Cに

加温して conagenを ゲル化し,組織片を包埋 した。培養

液はminimum essential medium(MIEIM,GIBCO BRL)

に 2.7 mg/ml glucose,5μ g/1nl insulin,16.lμg/ml

putrescine,792 μg/ml bovine serum albumin(Sigma),

5.2 ng/ml Na2Se03,3.7 mg/ml NaHC03お よ び 3.6

mg/ml HEPES(DOJIN)を 添加 したものを用いた。培養

は 37° Cに維持 した 5%C02/95%airイ ンキュベータ内

で行い,培養液は2日 毎に新しい液 と交換した。再生突起

の観察は倒立位相差顕微鏡(TMD,NIKON社 製)を 用

いて行った。

1)イ ンターロイキン

我々が先に報告した螢光色素の逆行性標識による視神

経切断後の網膜神経節細胞の変性・細胞死の過程の実験
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において軸索切断約一週間後に網膜内で ミクログリアが

観察された12).我 々はこのミクログリアが神経再生に何

らかの影響を与えているとの仮説を立てて,ミ クログリ

アの主要生産物であるインターロイキン lβ (IL‐ lβ)お

よびインターロイキン 6(IL‐ 6)を 培養液に添加 し,こ れ

らの神経再生効果を網膜培養系を用いて検討した。

約 9週齢の成熟 ラット(Wistar系 ,180～200g),18匹

18眼を用いた。網膜培養は同様にコラーゲン培養法を用

い,無 血清培養液 に様々な濃度 の ヒ ト型合成 IL-lβ

(GZM)(1～ 100U/ml,lU=5 pg)と ヒ ト型 合 成 IL-6

(GZM)(0.1～ 10U/ml,lU=250 pg)を 加えて培養した。

さらに,イ ンターロイキンの阻害実験のために,中和抗体

として家兎ポリクローナル抗 IL‐ lβ 抗体 (GZM)と 家兎

ポリクローナル抗 IL‐6抗体(GZM)を用いた。

2)神経栄養因子

神経栄養因子として,NGFフ ァミリーの NGF,BDNF,

NT-3(neurotrophin-3),お よびNT-4(neurotrophin‐ 4)

について,そ れぞれ我々の成熟網膜培養系を用いて,そ の

神経再生促進効果の有無の検討を行った。約 9週齢の成

熟 ラット(Wistar系 ,180～200g),24匹 24眼 を用いた。

網膜培養は同様にコラーゲングル培養法を用い,培養液

に NGF,BDNF,NT-3お よび NT‐4を ,そ れ ぞれ 100

μg/mlの 濃度で添加 し,神経突起の再生数を計測した。

2.結  果

1)イ ンターロイキン

培養翌日より培養網膜片から突起が再生してきた(図

3)。 この突起はコラーゲングル中を二次元的に伸長 し,

日を追う毎にその数 と長さを増して,長いものは3.Omm
を越 えるものも観察 された(図 4)。 この再生突起 は抗

neuronlament抗 体に陽性であり,さ らに,網膜内の神経

節細胞に特異的である抗 Thy l.1抗体33)34)に 陽性であっ

た (図 5)。 このことから,観察された再生突起が神経突起

図 3 培養網膜組織片から再生 した神経突起 .

培養 1日 目の培養網膜の位相差顕微鏡像.再生突起は

成長円錐 と呼ばれる神経突起に特有の先端構造を持っ

ていた。バーは 100 μm
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であり,網膜神経節細胞からの再生神経突起であること

が確認された。培養液にインターロイキンを添加 した場

合には,こ れら再生突起が対照に比べより多 く観察され

た。図 6に IL‐ lβ を 1,3,10,30お よび 100U/mlの 濃

度で添加 した培養における再生突起数を対照に対する相

対比で示 した。神経突起再生 はIL-lβ が 10U/mlの 濃

度のとき最 も強 く促進され,こ の濃度では培養 3日 目の

再生突起の本数は綱膜組織片当たり平均 14.3本 ,対照は

1357
days in cuiture

図 4 再生神経突起の本数 .

培養網膜から再生した神経突起の本数を平均 と標準誤

差で示す。再生神経突起の本数は日を追 うごとに増加

した。

図 5 抗 Thy l.1抗 体による螢光染色像 .

培養 9日 目の培養網膜の位相差顕微鏡像 (上図 A),螢

光顕微鏡像。(上 図 B)。 抗 Thy l.1抗体 による免疫組

織染色により再生神経突起のみが染色された。再生神

経突起 は網膜神経節細胞 由来であることを示 してい

る.バーは 50 μrn

網膜神経節細胞の再生 。高野
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[IL‐ lβ
]

図 6 1L‐ lβ の効果 .

IL‐ lβ を添加 した網膜培養の結果を示す。培養 5日 目

における IL‐ lβ の再生神経突起の本数について濃度

毎に対照を 1と した相対比をとり,平均 と標準誤差で

示す。IL‐ lβ は 10U/mlで最大の効果を示 した。

0.1    0.3    1     3    10 U/rnl

[IL‐ 6]

図 7 1L‐ 6の効果.

IL‐ 6を添加した網膜培養の結果を示す。培養 5日 目に

おける IL‐ 6の 再生神経突起の本数について濃度毎に

対照を 1と した相対比をとり,平均と標準偏差で示す。

IL‐ 6は lU/mlで最大の効果を示した.

9.0本 であった。培養 5日 目には IL-lβ が 34.9本,対照

は 23.5本 ,培養 7日 目にはそれぞれ 44.6本,29.6本 と

増加 していた。培養 3～ 7日 目にかけて IL-1が 10U/ml

の濃度で再生突起数は対照に比べ約 40%増加した。

IL-6を 0.1,0.3,1,3,お よび 10U/mlの 濃度で添加

した培養における再生突起数を対照に対する相対比で図

7に示した。神経突起再生はIL-6が lU/mlの 濃度のと

き最 も強 く促進され,こ の濃度では培養 3日 目の再生突

起の本数は網膜組織片当た り平均 30.8本 ,対照は24.4

本 で あった。培 養 5日 目には IL‐6が 57.9本,対 照 は

39.8本 ,培養 7日 目にはそれぞれ 66.3本 ,47.5本 と増加

していた。IL‐61U/mlの 濃度では培養 3～ 7日 目にか

けて再生突起は対照に比べ約 50%増加 した。

IL-lβ による神経再生促進効果は家兎ポリクローナ

ル抗 IL-lβ 抗体 (10 μg/ml)を IL-lβ (10U/ml)を 含 む

培養液に添加することにより阻害された。同様に,IL-6

による神経再生促進効果は,家兎ポリクローナル抗 IL‐6

' Ipく 005

☆. :pく 0001

1357
days in culture

図 8 神経栄養因子の効果.

上か ら囃 NGF□対照,m BDNF□ 対照,m NT‐ 3

□対照,m NT‐ 4□対照 を添加 した網膜培養の結果

を示す。各神経栄養因子の再生神経突起の本数 を平均

と標準誤差で示す。培養網膜からの再生神経突起数は

BNDF,NT^4に よりいずれの計測日において も約 2

倍に増加 していた。

5

.5

亜

Ｔ
ぬ
Ｉ

Ｔ
▲
▼
⊥

Ｎ
Ｅ
Ｅ

ヽ
∽
Φ
〓
」
っ
Φ
⊆

」
０

」
０
０
Ｅ

う
Ｃ

日眼会誌 100巻 12号

7

亜
" Ｔ

▲
▼
■

Ｔ
Ｏ
■

Ｔ
●
Ｉ

Ｎ
Ｅ
Ｅ

ヽ
∽
Φ
〓
」
う
ｏ
Ｃ

」
０

」
０
０
Ｆ
一う
Ｃ

Ｎ
Ｅ

Ｅ

ヽ
∽
Φ
〓
」
ぅ
Ｏ
Ｃ

」
０

」
０
０
Ｆ
一
ぅ
Ｃ

00

3       5

days in culture

35
days in culture

35
days in culture

★  lpく 005

★★:pく 00001

●
Ｃ
〓
」
コ
Ｃ

Ｃ

」
０

」
０
つ
″こ

コ
Ｃ

Ｏ
＞
〓
“
一０
」

Ｔ
●
⊥

0 ヽ
Ｅ
Ｅ

ヽ
∽
Φ
〓
」
５
０
Ｃ

」
Ｏ

」
０
０
Ｅ

Ｄ
Ｃ

0

7

00



平成 8年 12月 10日

抗体 (10 μg/ml)を IL‐6(lU/ml)を 含む培養液に添加す

ることにより阻害された。培養下における成熟ラット網

膜か らの IL-lβ および IL‐ 6に よる神経再生促進効果

は,いずれ もそれぞれの中和抗体により明らかに阻害さ

れた。

以上の結果から,培養下において軸索切断後の網膜神

経節細胞か らの神経再生は IL‐ lβ および IL‐6に より促

進されることが示唆された35).

2)神経栄養因子

インターロイキンの場合 と同様に,神経突起の再生は

24時間以内に観察された。培養 1,3,5お よび 7日 目に

再生神経突起の本数を計測 した。神経栄養因子を添加し

た培養で も添加していない培養のいずれにおいても,日

を追う毎に神経突起の本数 は増加した。培養液にNGF
を添加 した場合,再生神経突起の本数は培養 1,3,5お

よび 7日 目のいずれの時点においても対照 と有意な差は

みられなかった(図 8)。 また,NT-3を添加 した場合も同

様に,神経突起の本数に有意な差はみられなかった。しか

し,BDNF,NT-4を 添加 した場合,再生神経突起の本数

は対照に比べ約 2倍の増加を示した。この神経突起の増

加は培養 7日 目まで観察され,いずれの時点においても

対照と有意差があった (p<0.01)。 これらの結果から,神

経栄養因子の BDNF,NT‐ 4は網膜神経節細胞からの神

経再生を促進する効果があることが明らかになった。し

かし,NGF,NT‐ 3に は神経再生促進効果がないと考え

られた。

3.考  按

1)イ ンターロイキン

ミクログリアは感染,外傷,変性および脱髄など多くの

中枢神経疾患で出現し,こ の炎症細胞は中枢神経系にお

けるサイ トカインの供給源 として神経組織の創傷治癒の

調節に深 く関わっているとされている36).実
際,脳損傷後

にこの ミクログリアが分泌するIL-lβ および IL‐ 6の生

体内における発現量は,他のサイ トカインに比べてより

急速に増加するとの報告
37)が されている。ミクログリア

から分泌される IL‐ lβ は,さ らにアス トログリアを活性

化し,ア ス トログリアは NGFや他の神経栄養因子を分

泌する38)。 これら神経栄養因子は,中枢神経細胞の生存と

神経再生 を誘導するとされている16)。

同様 に,IL‐ 6は直

接アス トログリアを活性化 し,ま た,培養下において,IL‐

6は 神経細 胞の生存維持効 果 を持 つ ともされてい

る39)40)。 活性化されたアス トログリア自身 も障害を受け

た神経の生存維持および軸索の再生を誘導すると考えら

れている41)42)。 このため,中枢神経の障害後に分泌される

インターロイキンは神経再生を促進する可能性があると

考えられた。しかし,実際に神経再生におけるインターロ

イキンの役割は,生体内においても培養下においても未

だ十分に解明されていない。我々の網膜神経再生モデル

の研究結果では,IL‐ lβ およびIL-6は網膜神経節細胞か
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らの神経再生を明らかに促進した。このモデルにおいて,

培養網膜組織片は二次元的にコラーゲングル中に保持さ

れることにより,そ の構造および神経―神経膠細胞の連

関は培養期間を通 して,十分に保存 されている。それゆ

え,我々はこの神経再生モデルは生体における軸索障害

後のグリア系の活性化反応36)を も再現しているものと考

えている。この研究結果から,神経障害後のグリア系の活

性化反応は単に創傷治癒だけではな く,軸索切断後の神

経再生を促進する役割を果たしている可能性があると考

えられた。

我々の神経再 生 モデルにおいて,IL‐ lβ で は 10U/

ml,IL‐ 6で は lU/mlが最も高い効果を示 した。これよ

り高い濃度では濃度依存性に再生促進効果は減弱 し,高

濃度のインターロイキンは神経再生において促進効果を

示さなかった。今後,中枢神経の軸索再生に対するイン

ターロイキンの役割と神経障害後のグリア系の活性化反

応における詳細な機構については,さ らなる検討が必要

であると考えられた。

2)神経栄養因子

末梢神経系の知覚神経である後根神経節細胞は NGF
によく反応し,NGFを加えることにより,神経細胞の生

存,軸索再生が促進されることがよく知られている43)。 ま

た,運動神経 もNGFお よび NT-3の 添加による応答が

確認されている。NGFが中枢神経系である海馬の神経

細胞の神経再生 を促進するとも報告
16)さ れている。しか

し,一般的にいって中枢神経系の神経細胞はBDNFお
よび NT‐4に 反応するといわれてお り,網膜神経節細胞

も例外ではない。網膜培養系において BDNFが軸索障

害後の網膜神経節細胞の生存率を高めることが報告
44)さ

れている。また,生体系においても網膜内での軸索再生を

促進していることも報告
18)さ れている。NT‐4も 同様の

効果を示す可能性があることが報告
45)さ れている。今回

の我々の検討においてもBDNFお よびNT-4に神経再

生促進効果があることが確かめられた。この強力な神経

再生促進作用は今後,神経疾患に対する臨床応用を期待

させるに十分であると考えられた16)。 しかし,こ れ ら神経

栄養因子の作用機序は未だ詳細に解明されておらず,現

状ではただ単に現象を観察しているだけにすぎないとも

いえる。近年,NGFの 2種の receptorが発見され,低親

和性 receptor46)47)で あるp75と 高親和性 receptor48)の

trk Aで あることが明らかになった。また,BDNFお よ

び NT-4の 高 親 和 性 receptor49)50)は trk B,NT-351)は

trk Bと trk Cで あり,い ずれ も低親和性 receptorの

p75の関与 も考 えられている。今後は網膜におけるこれ

らreceptorの 存在 とその分布,さ らには障害時における

発現を検索し,こ れらと培養系で得 られた神経再生促進

因子との一致を確認する必要がある。さらに,未知の分野

であるreceptorを 介 した細胞内情報伝達機構 (signal

transduction mechanism)と 併せて,今後の検討課題で

網膜神経節細胞の再生・高野



ある。

III 新しい神経再生促進因子 とヒトヘの応用

1.肝由来神経活性化因子

ここ数年来の研究から,我々は肝実質細胞の培養上清

に神経の再生促進,生存維持にかかわる未知なる因子が

含まれていることを見出した。また,こ の因子は末梢神経

である脊髄後根神経節の神経再生促進,生存維持効果を

示すことが判明した52)。 そして,こ の因子がこれまでに報

告されている既知の因子とは異なる全 く新しい神経栄養

因子であることを突き止め,肝由来神経活性化因子 (Liver・

derived neural activater:LDNA)と 命名 した53)。 しか

し,こ の因子の活性は末梢神経系の神経細胞で確認 され

たものであり,中枢神経系の神経細胞に対する効果は未

知なるものであった。

そこで,我々は成熟マウスおよび老化マウスを用い,こ

の新しい神経再生促進因子であるLDNAの網膜神経節

細胞に対する再生促進効果を検討 した。約 3か月齢の成

熟マウス(C57/BL系 )2匹 4眼,お よび我々の施設で長

期飼育により作成 した約 24か 月齢の老化マウス(C57/

BL系 )2匹 4眼を用いた。網膜培養はコラーゲングル培

養法を用い,培養液にLDNA粗分画を添加し,神経突起

の再生数を計測 した.そ の結果,LDNAを 培養液に添加

した培養では,成熟マウス網膜片から24時間以内に神経

突起の再生が観察された。LDNAを培養液に添加 してい

ない成熟マウス網膜片では,培養 3日 目まで神経突起の

再生は観察されなかった。老化マウスでも同様の傾向が

観察された。成熟マウス網膜の再生突起の本数は,培養 3

日目にはLDNAを添加 した培養 とLDNAを 添加 して

いない対照の神経突起の再生数には有意差がなかった。

培養 6日 目には LDNAを添加 した培養では,再生突起

の本数は対照に比べ約 20%増加 し,培養 10日 目には約

30%の 増加が観察 された。培養 6,10日 目において,

LDNAを加えた培養では再生突起の本数は対照に比べ

有意差があった。一方,老化マウス網膜の再生突起の本数

は成熟マウスの場合 と同様に,培養 3日 目には両者に差

はなかったが,培養 6日 目には約 30%,培 養 10日 目には

約 20%の増加が観察された。老化マウスにおいても培養

6,10日 目において,LDNAを加 えた培養では再生突起

の本数は増加 しており,こ の差は対照に比べ有意であっ

た。また,培養 3,6,10日 目のいずれの時点においても

老化マウス網膜からの神経再生突起数は成熟マウスに比

べ約 2分の 1以下 と有意な低下を示し,老化により網膜

の神経再生能が低下している可能性が示唆された。これ

らの実験事実か ら,新 しい神経栄養因子であるLDNA
は成熟マウス網膜からの神経再生を明らかに促進 し,さ

らに,老化により低下した神経の神経再生能 をLDNA
は活性化する働きがあることが示唆された。

日眼会誌 100巻 12号

2. ヒトヘの応用

我々の実験により,神経栄養因子が培養下において軸

索損傷後の成熟ラット網膜神経節細胞の神経再生促進効

果を示すことが明らかになった。この強い神経再生促進

効果から,神経栄養因子は実際にヒトの神経疾患の治療

に応用出来る可能性が考えられた。これ ら神経再生促進

因子は神経再生機構の解明のみならず,今後,神経損傷 ,

変性疾患,緑内障などの各種神経疾患の治療に向けた臨

床応用 と,さ らに将来の網膜視神経移植の実現への有力

な手段 として,そ の適用が期待されている。しかし,ラ ッ

トといった実験動物で確認された効果 もヒトで効果が確

認できなければ,臨床応用は極めて厳 しいと考えぎるを

得ない。成人ヒトの網膜 は培養下で軸索再生が可能であ

ることがすでに知 られているが54),未 だかつてヒト網膜

に対 してこの神経栄養因子の効果を検討 されてはいな

かった。我々は実際にヒト網膜を用いて培養下で神経突

起の再生を観察,ま た,同時に神経栄養因子の効果を検討

する機会を得た55)。 実験 に用いたヒト網膜 は,左眼富悪性

腫瘍の診断で横浜市大医学部附属病院脳神経外科で眼富

内容除去術を施行された 70歳 の男性から提供を受けた。

網膜の提供に当たって術前に患者本人,家族に対し十分

な説明をし,摘出眼球か ら網膜の一部をこの研究に用い

ることについて同意 を得た。ヒト網膜の培養はラット網

膜 と同様に組織培養を行い,同時に神経栄養因子のうち,

高い神経再生促進効果 を示したBDNFを 100 ng/mlの

濃度で培養液に加 え,そ の効果を検討 した。その結果,

BDNFを培養液に添加 した培養では網膜片から24時間

以内に神経突起の再生が観察された。BDNFを培養液に

添加 していない対照では培養 3日 目まで神経突起の再生

は観察されなかった。再生神経突起の本数は培養 3,6,

9日 目のいずれの時点においても対照に比べ神経栄養因

子の BDNFを 加えた培養では約 10倍 に増加 し,そ れぞ

れの再生突起の本数 には有意差があった。また,BDNF
の神経再生促進効果は培養 9日 日以降 も観察された。70

歳 と高齢のヒト網膜でも培養下で神経節細胞からの軸索

再生が可能であり,BDNFは この神経再生を明らかに促

進 していた。この ことか ら,成人 ヒ ト網膜 において も

BDNFは神経再生の過程に有効であるとの結論を得た。

これらの事実は,現在,有効な治療薬がない外傷などによ

る視神経の損傷や脱髄変性疾患などの薬物治療に際し

て,BDNFを はじめとする神経再生促進因子が新しい治

療薬 となり得る可能性 をも示唆している。しかし,未だこ

れ ら神経再生促進因子の網膜神経節細胞への生存維持,

軸索再生効果における詳細なメカニズムは明らかにされ

ておらず,将来の神経再生促進因子の臨床応用について

は今後,さ らなる検討が必要である。

稿を終えるにあたり,宿題報告の機会を与えて下さいまし

た日本眼科学会評議員各位,日 本眼科学会会員ならびに第

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
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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。こ

の神経培養の研究 を最初に指導 して頂 きました横浜市 の湯田

兼次博士,網膜組織の培養研究 を終始指導 して頂いた堀江秀

典講師 (横浜市大第一生理 )に 深 く感謝 いた します。本研究全

般 にわた り貴重な助言 と多大な協力 を下 さいました大野重昭

教授 (横浜市大眼科),な らびに諸先輩 ,教室員の皆様 に厚 く御

礼申し上げます。さらに,本研究 は横浜市大第一生理,第二生

理,第一生化,そ の他,多 くの教室 との共同研究 によ り成 され

た ことを付記 して深謝いたします .

なお,本研究には文部省科学研究費補助金一般研究 C(課題

番号 07671930)な らびに財団法人横浜総合医学振興財団か ら

研究助成 を受 けた ことを付記 して謝意 を表 します。
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