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要

3日 間連続光照射 したラットの網膜にみられる視細胞

のアポ トーシス反応に対するラットの週齢 (5～ 13週 )

の影響 について,TUNEL(TdT‐ mediated dUTP nick

end labeling)法 を用いて検索 した。一方,同 ラット網膜

におけるKi 67抗原 (細胞増殖のマーカー)の分布に対す

るラッ トの週齢の影響について,免疫組織化学的手法を

用いて検索した。眼球下側に比べ上側の網膜外顆粒層に,

より多 くのTUNEL陽性細胞 とK167抗原陽性細胞が

観察され,一般に週齢が高いラットほど,こ れらの陽性細
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約

胞は多 く観察される傾向がみられた。視細胞が変性 した

アポ トーシス小体を貪食処理するために,単球 。マクロ

ファージ系の細胞が網膜局所で増殖反応を起こしたもの

であろうと推定された。本研究によって,こ れらの反応の

程度は,一般的に週齢が高 くなるほど強 くなるらしいこ

とが判明した。(日 眼会誌 101:788-793,1997)

キーワー ド:ラ ット,網膜,ア ポ トーシス,K167抗原,組

織化学

連続光照射により網膜に引き起こされるアポトーシスおよび

細胞増殖反応に対するラット週齢の影響
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Abstract
The effects of age (5-13 weeks old) on apoptotic ber of positive cells increases with age in general.

changes in the rat photoreceptor cells induced try 3 The cells of monocytes/macrophages may locally
days of constant light exposure were examined proliferate in the retina to phagocytose the
using TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end la- apoptotic bodies owing to the degeneration of
beling). The effects on the expression of the Ki67- photoreceptor cells. The present findings revealed
antigen, which is a proliferative marker, in these that the rates of these reactions may generally
photoreceptor cells were also examined by immuno- increase with age. (J Jpn Ophthalmol Soc 101 : 788

histochemistry. The results suggested that the num- -793, 1997)

ber of positive cells in the outer nuclear layer of the
superior hemisphere is higher than in the inferior Key words : Rat, Retina, Apoptosis, Ki67 antigen,
nuclear layer in both the TUNEL reaction and the Histochemistry
distribution of the Ki67 antigen, and that the num-

I緒  言

ラットを連続光照射のもとに飼育すると,網膜視細胞

が変性する1)。 光による変性では,視細胞がアポ トーシス

に陥ることが報告2)さ れてお り,ア ポ トーシスは様々な

型の視細胞変性に共通にみられる現象である3)。 著者 ら

は先に,連続光照射によってラット網膜の視細胞の変性

が引き起こされつつある部位に,細胞分裂期に細胞核に

出現するとされているKi 67抗 原4)が
,免疫組織化学的に

陽性に検出される細胞が多数出現することを見出し

た5)。 これらの細胞は,視細胞変性に先立って網膜細胞が

増殖性の変化を起こしたものというよりも,む しろ変性

してアポ トーシスに陥った視細胞を貪食処理するために

単球 。マクロファージ系の細胞が網膜局所で増殖反応を
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起こした ものと推定された5).

ところで,ラ ットが高週齢 になるにつれ て,視細胞の光

に対する感受性が高まって変性 しやす くなると報告
6)さ

れてい る。この場合,ア ポ トーシスを起 こした細胞 や

Ki 67抗原陽性の細胞 も,よ り多 く検出され るようにな

る可能性が高い。そこで本研究では,ラ ットが高週齢にな

るにつれて,実 際に連続光照射 によってアポ トーシスを

引 き起 こす細胞が増加 す るのか とい う点 について,

TUNEL(TdT‐ mediated dUTP nick end labeling)法 7)

を用いて検索するとともに,Ki 67抗 原陽性 の細胞が増

加するのか という点について免疫組織化学的手法を用い

て検索 した.著者らは先に,8週齢のラットについて,本

研究に使用 した光源のもとでは,3日 間連続光照射 した

網膜 に TUNEL陽 性細胞 お よび Ki 67抗原陽性細胞が

最 も多数集積する像を観察 しているため,今回の研究で

は 4種類の週齢のラットに関 し,3日 間連続光照射 した

網膜 についてのみ,TUNEL陽 性細胞 とKi 67抗 原陽性

細胞の分布 をそれぞれ調べて,眼球の部位および週齢間

の差異について比較検討することにした。

II 方  法

4,6,8お よび 12週齢の白色 Wistarラ ット(雄 :九

動株式会社,熊本から購入)を ,そ れぞれ 4匹 ずつ通常の

光環境下〔12時間明(10 1ux)/12時間暗〕に1週間飼育し

た。36Wの 螢光灯を 2本 ,ケ ージの床面か ら50 cmの 位

置に固定 し,ケ ージ内が 1,100′ ■ヽ 500 1uxに なるように

して,5,7,9,お よび 13週齢 となったラットに連続光

照射 しなが ら,さ らに 3日 間飼育 した。正常対照 として,

7週齢のラットを 2匹 ,通常の光環境下に飼育 した。これ

らのラッ トを午前 10～ 11時の間に炭酸ガスを吸引させ

て安楽死 させ,IF苛 出した眼球 を 10%バ ッファーホルマリ

ン液麟 酸緩衝液 (PBS,pH 7.4)を 用いて約 3時間浸漬

固定 した。眼球を角膜側か ら網膜側に向かって縦方向に

切開することによって,鼻側 と耳側半球に 2分割 した後 ,

さらに一晩浸漬固定 した。それぞれのラッ トの片眼 (右

眼)の鼻側半球 をアルコール脱水,パ ラフィン包埋 した

後,5μ mの組織切片を作製 した .

1.TUNELの 方法
7)

組織切片 を脱パラフィン後 ,あ らかじめプロテナーゼ

K(Nacalai tesque,京 都 :20 μg/mlに PBSに 溶 解)を

用いて 37°C,15分 間消化 した後,TUNEL反 応混合液

(BOehringer Nl:anllheill■ ,ⅣIannheinl,lヾ イ ツ)を 37°C,

60分 間反 応 させた。対 照 と して は,あ らか じめ酵素

(TdT,terminal deOXynuCleotidyl transferase)だ けを

除いておいた TUNEL反 応混合液を同様 に反応 させた。

DNAの 切断部が螢光標識 された TUNEL陽 性 の細胞

核を有する細胞の,そ れぞれの週齢のラットの上方 と下

方の眼球赤道部の網膜組織 における分布について,螢光

顕微鏡を用いて観察した。
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2.免疫組織化学の方法

組織切片を脱パラフィン後,ク エン酸緩衝液に浸漬,加

圧・加熱処理 して抗原賦活 した後,0.2%過 酸化水素/メ

タノールを用いて内因性ペルオキシダーゼ活性 を,3%
ウマ血清/PBSを 用いて抗体の非特異的吸着をそれぞれ

抑制 した。一次抗体 として,3%ウ マ血清/PBSを 用いて

100倍希釈溶解 した Ki 67抗 原 に対す るマウスモノク

ローナ ル 抗 体 (MMl:Novocastra社 ,Newcastle,英

国)を室温で 1時間反応させた。対照 としては,非免疫マ

ウス血清 (PBSを 用いて 100倍希釈溶解)を 同様 に反応

させた。組織切片を PBSを 用いて洗浄 した後,二 次抗体

として,3%ウ マ血清/PBSを 用いて 100倍希釈溶解 し

たビオチン標識 した抗マウス IgG(免疫 グロブ リンG:
Vector Laboratories社,Burlingame,CA,米 国)を室温

で 1時間反応させた。Vectastain Elite ABC Kit(Vector

社)と ジア ミノベンチジンを用いてペルオキシダーゼ発

色 させた。光学顕微鏡を用いて,そ れぞれの週齢のラット

について,上方 と下方の眼球赤道部の外顆粒層か ら視細

胞層の Ki 67抗原陽性細胞の分布について観察 した。

III 結  果

図 1(A～ H)に ,4種類の週齢のラット網膜のTUNEL
反応像を示した。いずれの週齢においても,主 に外顆粒層

にTUNEL陽性細胞が観察された。上半球に関しては,

5週齢では散在性に陽性細胞が観察された(図 lA)の に

対 し,7週齢 (図 lC),9週 齢 (図 lE)お よび 13週齢 (図

lG)で は,陽性細胞が外顆粒層全体をほぼびまん性に近

く埋め尽 くすように観察された。一方,下半球に関 して

は,5週齢 (図 lB),7週 齢 (図 lD),9週齢 (図 lF)お よ

び 13週齢 (図 lH)と も,散在性 に陽性細胞が観察 され

た。

図 2(A～ H)に ,4種類の週齢のラット網膜の抗 Ki 67

抗原抗体の反応分布像を示した。いずれの週齢において

も,網膜の後極部から周辺部まで,Ki 67抗 原陽性細胞が

内顆粒層の内境界膜寄 りに 1～ 2層が比較的密に配列し

ている像と,内顆粒層の外境界膜寄 りに 1層が散在性に

配列している像が共通に観察された。一方,視細胞層から

外顆粒層にかけて K167抗原陽性細胞が分布している像

も観察されたが,そ の数は眼球の部位およびラットの週

齢によって異なってみえた。すなわち,上半球に関 して

は,Ki 67抗原陽性細胞が,5週齢では視細胞層に散在性

に観察された(図 lA)の に対 し,7週齢では視細胞層か

ら外顆粒層まで散在性に観察され (図 lC),9週齢 (図 1

E),13週齢 (図 lG)と 週齢が高 くなるにつれて,こ れ ら

の網膜層における陽性細胞の割合が増加するように観察

された。一方,下半球に関しては,Ki 67抗 原陽性細胞が,

5週齢ではほとんど目立たなかった (図 lB)の に対 し,

7週齢 (図 lD),9週齢 (図 lF)お よび 13週齢 (図 lH)
では散在性に視細胞層から外顆粒層に観察された。
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図 3Aに ,3日 間連続光照射 した 7週齢ラット網膜の

TUNEL反 応像の強拡大像を示 した。弱拡大像 と同様

に,TUNEL陽性細胞が外顆粒層全体をほぼびまん性に

近 く埋め尽 くすように観察されたが,そ れらの陽性細胞

の螢光群の間に暗 く抜けてみえる部分(Ki 67抗原陽性

細胞に相当すると考えられる)が散在性に観察された (図

3A)。 図 3Bに ,そ の陰性対照像を示したが,ほ とんど微

弱な螢光しか観察されなかった。図 3Cに ,3日 間連続光

照射した 7週齢ラット網膜の抗 Ki 67抗原抗体反応像の

陰性対照像を示 したが,ほ とんど微弱な反応像 しか観察

されなかった。図 3Dに ,そ の陽性網膜組織を光学顕微鏡

の光コンデンサーをスライドグラスから遠ざけることに

よって,外顆粒層の小細胞の輪郭が現れるようにして撮

影した強拡大像を示した。TUNEL陽性細胞に対応する

ものと考えられる小細胞に比べ,視細胞層か ら外顆粒層

にかけて分布 しているKi 67抗原陽性細胞は大 きくみえ

日眼会誌 101巻  10号

図 1 3日 間連続光照射 した 4種類の週齢のラット網膜の TUNEL(TdT‐ mediated dUTP nick end label‐

ing)反応像 .

A:5週 齢の眼球上方赤道部,B:5週 齢の眼球下方赤道部,C:7週 齢の眼球上方赤道部,D:7週 齢の

眼球下方赤道部,E:9週 齢の眼球上方赤道部,F:9週 齢の眼球下方赤道部,G:13週齢の眼球上方赤

道部,H:13週齢の眼球下方赤道部.0:外 顆粒層,i:内顆粒層.バーは 50 μm

るとともに,近傍の小細胞が一部重なって観察された (図

3D)。 図 3Eに ,光 を連続照射していない 7週齢ラット網

膜の抗 Ki 67抗 原抗体反応の強拡大像を示 した.内顆粒

層の内境界膜寄 りに 1～ 2層が比較的密に配列している

像 と,内顆粒層の外境界膜寄りに 1層が散在性に配列 し

ている像が観察された (図 3E)。

IV 考  按

本研究で外顆粒層に検出されたTUNEL陽性細胞は,

形態学的に正常の外顆粒層の細胞よりも小さく,そ れら

の表面が何種類かのレクチンGacalinな ど)で染色され

る像 を著者らは観察 しており5),細 胞膜 は保存されてい

るものとみなされることから,ア ポ トーシス小体であろ

うと考えられる。一方,外顆粒層に検出された K167抗原

陽性細胞は,こ れらのアポトーシス小体に対応すると考

えられる細胞よりも大きい傾向がみられ (図 3D),単球・

多
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一方,ア ポ トーシスは,細胞周期のM期への移行が障

害された ときに起きる現象ではないかと考 えられてい

る8)。

特に癌細胞で,細胞周期が G2期 か らM期へ入 ら

ずに,S期 に戻 りDNA合成を繰 り返すことによって核

の多倍体化が起 こり,多倍体細胞がアポ トーシスによっ

て排除されるのではないか と考えられている。Ki 67抗

原は,細胞周期のGl,S,G2と M期に細胞核 に出現す

ることから,こ れらのDNA合成を繰 り返 している細胞

にも検出されるものと考えられる。したがって,本研究に

おいてもアポ トーシスを起 こす前段階の細胞が K167抗

原陽性 となった可能性も否定はできない。しかしながら,

前項で述べたようにKi 67抗原陽性細胞の集積 よりも

TUNEL反応の方が先に起 こっているのではないかと

推定されることから,こ の可能性は低いのではないかと

考える。

ところで,本研究の実験条件下では,い ずれの週齢の

F

H
図 2 3日間連続光照射 した 4種類の週齢のラット網膜の抗 K167抗原抗体の反応像.

A:5週齢の眼球上方赤道部,B:5週 齢の眼球下方赤道部,C:7週 齢の眼球上方赤道部,D:7週 齢の眼

球下方赤道部,E:9週 齢の眼球上方赤道部,F:9週 齢の眼球下方赤道部,G:13週齢の眼球上方赤道部 ,

H:13週齢の眼球下方赤道部.0:外顆粒層,i:内顆粒層。バーは 50 μm

マクロファージに対する抗体が反応する細胞 と同じよう

な大 きさであることを著者 らは観察 していることか

ら5),変
性 してアポ トーシスに陥った TUNEL陽 性の視

細胞を貪食処理するために,単球 。マクロファージ系の

細胞が網膜局所で増殖反応を起こしたものである可能性

がある。この観点からすれば,Ki 67抗原陽性細胞の集積

は,外顆粒層の細胞の TUNEL反応よりも後に生じたも

のであろうと推定される。本研究では,光 を3日 間連続照

射したラットしか検索していないので,厳密なことはい

えないのであるが,7週齢以上のラットにおいては,い ず

れもTUNEL陽性細胞が外顆粒層全体をほぼびまん性

に近 く埋め尽 くすように観察されたのに対 し,Ki 67抗

原陽性細胞はまだ高週齢ラットほど多いように観察され

たことも,TUNEL反応の方が Ki 67抗 原陽性細胞の集

積よりも先に起 こり,飽和状態に陥ることを支持する所

見ではないかと考える。
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図 3 7週齢のラッ ト網膜の組織像 (A～D:3日間連続光照射,E:通常の光環境下に飼育)。

A:TUNEL(TdT― mediated dUTP nick end labehng)反 応像,B:Aの 陰性対照,C:Dの 陰性対照 ,

D,E:抗 Ki 67抗原抗体の反応像.0:外顆粒層,i:内顆粒層.バーは 50μ m

ラットにおいても眼球赤道部の上方が下方よりも光感受

性が高 く,よ り多 くの TUNEL陽性細胞 とKi 67抗 原陽

性細胞が外顆粒層に観察された。これ らの網膜変化の

上・下半球による違いは,連続光照射による網膜変性が

下半球よりも上半球に強 く引き起 こされるという過去の

研究報告
1)に 一致 している。それぞれの週齢のラット網

膜 の上半球 と下半球 に分 けて,外 顆粒層 に分布す る

TUNEL陽性細胞 とKi 67抗原陽性細胞の定量を行った

方が,よ り厳密にこれらの陽性細胞出現に対する週齢の

影響について考察できるのであるが,そ の場合,陽性細胞

数の全細胞数に対する割合を求める必要があった。陽性

細胞数だけなら,顕微鏡下に比較的容易に計測できたが,

全細胞数については,図 3Dに示 したように外顆粒層に

分布する大細胞 と小細胞が重な り合った りしていたた

め,厳密な計測が困難であった。したがって,本研究にお

いては統計学的な有意差検定は行わずに,単純に陽性細

胞数だけを比較 してみた。この場合,TUNEL陽性細胞

数 とK167抗原陽性細胞数がラットが高週齢になるにつ

れて一般的に増加する傾向がみられた。これは,高週齢の

ラットほど網膜視細胞の光感受性が高いというRappら

の過去の研究報告
6)に 一致 している。彼 らは,生後 90日

と60日 のラットの間よりも,生後 60日 と30日 のラット

の間で,は るかに大きな光感受性の違いがみられると報

告している。著者らの研究結果では,上半球の外顆粒層の

TUNEL陽性細胞に関しては,5週齢のラットと7週齢

以上のラットの間では明 らかに差があるようにみえた

が,7週齢以上同士の間では,い ずれも外顆粒層全体を埋

め尽 くすようにTUNEL陽性細胞が観察され,ほ とんど

差はないようにみえたことから,Rappら の結果 と同様

の傾向を示していると考えられる。5週齢 と7週齢以上

のラットの網膜問,お よび上・下半球の網膜間の解剖学

的,生化学的差異について明らかにすることによって,光

による視細胞変性の仕組みと網膜変性の抑制のためのヒ

ントが得られる可能′
性がある。

また,内顆粒層に層状に配列しているのが観察された

Ki 67抗 原陽性細胞は,図 3Eに も示したように連続光
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照射 して いないラッ トや家兎 の網膜 にも観察 され る5)9)。

したが って,ラ ッ ト網膜 の内顆粒層 には層状 に配列す る

分裂 しつつ あ る細胞が普通 の状態で も存在 し,そ の中に

は ミュー ラー細胞 な どが含 まれ ている もの と考 え られ

る。今後 ,免疫組織の二重染 色法 な どを用 いて,具体 的に

どのような細胞が網膜内顆粒層で分裂 し続 けているのか

という点 についても明 らか に してい く必要があ る。

本研究 は,文部省科学研究費 (基 盤 C09671809)の 補助 に

よって行 った。
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