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我々は眼における遺伝子発現 とその意義を遺伝子欠失

モデルの解析により検討 してきた.こ こではその概略を

発生,生理,病理に分けて記述 した。

発生では起源を同じくする眼瞼,結膜,角膜の上皮組織

の分化 と転写因子 NF‐КB,水 晶体の分化とmaf遺伝子

familyの 2つの実験系を検討した.

その結果は,特定遺伝子の欠失はその遺伝子の機能に

応 じた発生異常が表現されることを明瞭に示していた。

生理では光の On,Off刺激により早期発現遺伝子の一

つである c― fos遺伝子が網膜を構成する神経細胞におい

てそれぞれ異なる様式で発現すること,こ の発現に必要

な情報伝達経路が網膜細胞に存在することが明 らかに

なった。また,c― fos遺伝子の発現は視覚に関与する種々

の後期発現遺伝子の発現を誘導する可能性が推定 され

た。

病理では外傷刺激でも光刺激と同様に網膜に c― fos遺
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約

伝子が発現するが,発現 する細胞は Mdler細胞である

ことが示 された。また,転 写因子 c― Junの リン酸化が網

膜神経節細胞のアポ トーシスに関与することが推定され

た。

一方 ,虚血時などに惹起 されるグルタミン酸毒性に対

しては,グルタミン酉変トランスポーター GLAST,GLT―
1が網膜神経細胞の保護に重要な機能をもつことが示さ

れた。さらに,視綱胞変性網膜においては,ニ ューロ トロ

フィン受容体である trkCと p75が それぞれ視細胞保

護あるいは視細胞障害に働 くことが示された.(日 眼会誌

104:858-874,2000)

キーワード:遺伝子発現,ノ ックアウトマウス,細胞内情

報伝達,グ ル タミン酸 トランスポーター
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Abstract
IYe examined the role of the expression of the In this paper, the results are described in three sec-

various genes in ocular tis.sues using hnockout mice. tions : development, physiology, and pathology.

別刷請求先 :060-8638 札幌市北区北 15条西 7丁 目 北海道大学大学院医学研究科感覚器病学講座 松田 英彦

(平成 12年 10月 4日 受付,平成 12年 10月 11日 改訂受理)

Reprint requests to:  Hidehiko 14atsuda, lν I.I).    :Departrnent of(I)phthallnology, I::[okkaido University Sch001 0f

Medicine. Kita 15, Nishi 5, Kita― ku, Sapporo 060-8638,Japan

(Received October 4,2000 and accepted in revised forin October ll,2000)



平成 12年 12月 10日

Regarding development, the IKKcx in the develop-

ment of the ocular surface antl maf family genes in
the development of the lens were examined. We

clearly demonstrated that the deletion of some genes

results in disorganization in the development accord-

ing to the function of the genes.

Regarding physiology, c-fos gene was expre.ssed

in the subpopulation of retinal neurons under a
physiological light/dark cycle, and its expression is

dependent on signal transduction system in the reti-
nal cell,s.

Regarding pathology, focal retinal injury of the

retina inducetl the expression of c-fos mRNA in reti-
nal Miiller cells. There is a significant contribution
of Jun N-terminal phosphorylation to the induction
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of apoptosi.s of retinal ganglion cells after optic
nerve transection. GLAST is required for normal
signal transmission between photoreceptors and bi-
polar cells and both GLAST and GLT-I play a neu-

roprotective role during ischemia in the retina.
Blockage of the neurotrophin receptor p 75 rescue

photoreceptor apoptosis induced by light exposure

whereas the blockage of TrkC increased the photo-

receptor cell death. (J Jpn Ophthalmol Soc 104:858-
874, 2000)

Key words: Gene expression, Knockout mice, Signal

transcuction, Glutamate transporter, N-

eurotorophin

I緒  言

生物の生命活動が正常な遺伝子の発現によって営まれ

ていることは知識として我々は知っている。しかし,遺伝

子の発現 ということを考えてみると,こ れは生体を構成

する個々の細胞の中で起こっている現象である。ある刺

激が細胞に到達すると,細 胞内の情報伝達機構を通じて

DNAに それが伝わる。そ して,DNAに組み込まれてい

る遺伝子情報がmRNAに転写される.こ れが機能的な

蛋自質を作る.こ の過程を遺伝子発現という。これは細胞

の中で生 じていることであり,現象としては認知できな

い.こ の結果として,生 命現象としての個体の発生・分

化,ま たは個体を形成する組織・臓器の細胞の恒常性の

維持,刺 激に対する応答といった現象を我々は認知する。

遺伝子の転写を簡単に考えてみると,そ の最初のス

テップは転写因子という蛋白質が遺伝子の転写制御領域

(プ ロモーター)に結合することである.こ れが遺伝子に

スイッチを入れ,そ の遺伝子からmRNAが転写されて

出てくる。このmRNAを 検出することによって,遺伝子

が発現 したことを逆に知ることができる。組織のレベル

でこれを検出するにはれ sじサα hybridizationを 用いる.

しかし,こ れだけでは検出した遺伝子の機能はわからな

い。これを知るためには,こ の遺伝子を欠失 させる,ま た

はスイッチを入れる転写因子を働かせなくしてしまうな

どの条件を作 り,正常に働いた場合と,生体でどのような

機能の異常,形態の異常が起こるのかを調べることによ

り,こ の遺伝子の機能を推定する。このような研究対象と

なる遺伝子は,現時点ではごく限られた数の遺伝子にす

ぎない。

我々はそのような条件の下で,眼組織における遺伝子

発現の意義を検討してきた.実験方法および結果などの

詳細はそれぞれの原著にゆず り,こ こでは発生,生理,病

理の項 目に分け,その概略を紹介したい。

Ⅱ 発  生

1.Ocular surface発 生におけるIKKttIKBを 介 した

転写制御

眼瞼,角 膜,結 膜 の上皮組織 は同一の surface ecto―

dermか ら発生 。分化する.で は,こ の分化にどうのよう

な遺伝子が関与 しているのであろうか。我々は nuclear

ねctOr‐ kappa B(以 下,NF《B)と いう転写因子に注 目し

て,研究を進めてきた 1)。 これは特徴のある転写因子であ

り,通常は抑制因子 kBと 結合 して不活性の状態で細胞

質の中に保持されている。この細胞にある刺激が到達す

るとkB kinase(以下,IKK)と いう酵素が働き,阻止因子

が分解される。そうすると,こ の転写因子が細胞の核の中

に移行し,標 的遺伝子のプロモーターに結合する.そ うし

て,こ の遺伝子の発現を誘導する2)～ 5).で は,こ の系統の

機能をなくすると,何 らかの異常が出てくるはずである.

そこで,IKKα を支配する遺伝子を欠失させたモデルと,

IKKα が正常に働いているモデルで比較,検討を行った.

生後0日 の正常マウスでは眼球が眼瞼で覆われている

が,IKKα ノックアウ トマウスでは一見して眼瞼が形成

されていないようにみえた(図 1).

弱拡大の組織像でみると,IKKα ノックアウ トマウス

では,未分化な細胞から成る上皮層が眼瞼の表面から角

膜になだれ込んで,連続したシー トを形成していた.正常

マウスにみられる,眼瞼と角膜間の解剖学的な境界は不

明瞭であった.眼 瞼結膜 と球結膜の間のスペ ース も

IKKα ノックアウトマウスは欠如していた(図 1).

強拡大組織像では,正常マウスの角膜は2層 の扁平な

細胞から成る上皮と分化した実質細胞から成る整然とし

た形態がみられた.IKKα ノックアウトマウスでは,角 膜

上皮細胞は数層の九く,大 きい未分化な核を持った細胞

から構成され,角膜実質細胞の分化 も未熟であった(図 2

a,b).

この時期のもう一つの明らかな差異は結膜にもみられ
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図 1 生後 0日 の IKKα ノックアウ トマウス眼の形態。

生後 0日 の正常マウス(a,c)と IKKα ノックアウ トマウ

ス(b,d)の 実体顕微鏡写真(a,b)お よびヘマ トキシリンー

エオシン染色像.IKKα ノックアウ トマウスでは一見 し

て眼瞼が形成されていないようにみえる(b).IKKα ノッ

クアウトマウスの眼では未分化な細胞から成る上皮層が

眼瞼の表面か ら角膜用になだれ込んで,連続したシー ト

を形成してお り(d,arrowhead),瞼 結膜 と球結膜の間の

スペースは欠如 している(d,arrow).WT:Wild Type(正

常 マ ウス),IKKα
~/~(ノ

ッ ク ア ウ トマ ウス)(frOm

Yoshida K,et al:Invest()phthalrl101 Vis Sci 41:3665-

3669,2000)

た。正常マウス結膜は扁平な分化 した細胞がみられるの

に対 し,IKKα ノックアウトマウスでは核が丸く,大 きい

未分化な形態を示 し,扁平な分化 した細胞はみ られな

かった (図 2c,d).未熟な上皮細胞に発現するケラチン5

は,生後0日 の正常マウス結膜ではほとんど発現 してい

なかったのに対し,IKKα ノックアウ トマウスの結膜には

非常に強く発現しており,分化の欠如を示した(図 2e,f)。

さらに,角膜上皮に特異的なケラチン12抗体
。)お よび

結膜上皮に特異的なケラチン4抗体
7)を

用いて,正 常お

よび IKKα ノックアウトマウスの角膜 。結膜の分化を検

討した.正常角膜上皮にはケラチン 12が発現しているの

に,IKKα ノックアウ トマウスではごく僅かな染色が角

膜上皮の少数の細胞にみられるのみであった(図 3a,

b)。 ケラチン4も 正常マウスの結膜では強く発現 してい

るのに対 し,IKKα ノックアウ トマ ウスでは非常 に弱

かった (図 3c,d).

IKKα が角膜と結膜の分化の過程で,NF‐ 8活性を調

節 していることを確認するため,NF― KBと kBの局在を

免疫組織化学的に調べた.正常マウスでは,眼瞼の閉鎖部

位の結膜が分化 していく過程において NF‐ KB(p50)の

日限会誌 104巻  12号

WT IKKα
‐

角膜

結膜

ケラチン5

免疫染色

(結膜 )

図 2 生後 0日 の IKKα ノックアウトマウス眼の組織像.

正常マウスの角膜は,2層 の扁平な細胞か ら成る上皮 と

分化 した実質細胞か ら成る整然 とした形態がみ られる

(a).IKKα ノックアウ トマウスでは角膜上皮細胞は数層

の丸 く,大 きい未分化な核を持った細胞か ら成っている

(b,one asterisk).角 膜実質細胞の分化 も未熟である(b,

two asterisks).正 常マウスの結膜は扁平な分化 した細胞

がみ られるのに対 し,IKKα ノックアウ トマウスでは核

が丸 く,大 きい未分化な形態を示し,扁 平な分化 した細胞

はみ られない(d).未熟な上皮細胞に発現するケラチン5

は生後 0日 の正常マウス結膜ではほとんど発現 していな

いのに対 し,IKKα ノックアウトマウスでは非常に強 く

発現 している(e,f).缶om Yoshida K.et al:Invest Oph_

thalrnol Vis Sci 41:3665-3669,2000)

核への移動がみられた。IKKα ノックアウ トマウスでは,

同様の部位にNF― KB(p50)は細胞質に限局しており,核

の染色はみられなかった (図 4).kBの 発現は正常マウ

スの角膜 。結膜では低かったが,IKKα ノックアウトマ

ウスでは非常に高かった (図 5).

以上の実験結果から,IKKα 遺伝子を欠失させたため

に NF― KBが活性化されず,角 膜および結膜の発生・分

化の異常が起こったのであるという結論を出すことがで

きた。それでは,NF― KBと いう転写因子はどういう遺伝

子を支配しているのであろうか。これは未知の部分が非

常に多 く残されている。わかっていることは上皮組織の

分化に関与するケラチン遺伝子 3,5のプロモーターに転

写因子 NF-10が結合するということである8,9).ケ ラチ

ン遺伝子は大きなファミリーを形成しているが,その遺

WT IKK∝
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伝子支配がどのような転写因子によってコントロールさ

れているのかが判明すれば,一つの上皮組織から,なぜ眼

瞼上皮,角 膜上皮,結膜上皮が分化するかの謎が解明され

る日がくるであろうと考えている。

2.水晶体発生におけるmaf遺伝子を介した転写制御

水晶体の発生 。分化は胎生期の胚に起こっている。

我々はこの発生 。分化にmaf遺伝子ファミリーが関与

していることをすでに報告
1°

'11)し ている。

この m憂 遺伝子が作る蛋自質は転写因子のグループ

を形成し,maf結 合領域と呼ばれるプロモーターの塩基

配列を認識する 12)。 一方,水晶体の蛋白を産生するクリス

WT IKKα―

角膜
/cK12

結膜
/cK4

図 3 1生後 0日 の IKKα ノックアウ トマウスにおけるケ

ラチン 12およびケラチン 4の発現 .

正常の角膜上皮にはケラチ ン 12が発現 している (a)

が,IKKα ノックアウ トマウスではごく僅かな染色が

角膜上皮の少数の細胞にみ られるのみである(b).ケ

ラチン4も 正常では強 く発現 している(c)の に,IKKα

ノックアウ トマウスでは非常に弱い(d).しoln Yoshda

K,et」 :hvest Ophthahnol Ⅵs tti41:3“ 5-・3“9,2∝Ю)

wild-type

IKBα

眼 瞼

角膜

結 膜
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タリン遺伝子のプロモーターには maf結 合領域が存在

することがすでにわかっている13)。 もしそうであるとす

れば,水晶体の発生の過程でこの maf遺伝子が発現して

くるはずである。

WT IKKα
~

HE

NF― KB
p50

ケラチ ン

4

矢印は瞼裂部の分化した結膜上皮を示す。

図 4 正常マウスおよび IKKα ノックアウトマウスにお

ける NFボB(p50)の局在.

正常マウスお よび IKKα ノックアウトマウスのヘマ ト

キシリンーエオシン染色像とケラチ ン4,NF‐ KB(p50)

の免疫染色像.正常マウスでは眼瞼の閉鎖部位の結膜

が分化 してい く過程で NF― KB(p50)の 核への移動が

み られる.IKKα ノックアウ トマ ウスでは,NF― KB(p

50)の 核への染色はみられない。aの矢印は分化 した結

膜 細 胞 を 示 す.(from Yoshida K,et al:Invest Oph‐

thdlnЮl Vis Sci 41:3665-3669,2000)

fl(lKα
‐/‐

遺伝子発現と眼・松田

HE HE IKBα
IKBα

(preabsorbed)

図 5 正常マウスおよび IKKα ノックアウ トマウスにおける kBα の局在 .

正常マウスおよび IKKα ノックアウ トマウスにおけるヘマ トキシリンーエ オシン染色,角 膜,お よび結膜の

kBα の免疫染色と抗―Id〕α抗体を lKBα peptideで 吸収 させてから反応させた陰性対照.IK:Bα の発現は正常

マ ウスの角 。結膜では低いが,IKKα ノ ックアウ トマウスでは非常に強い。鮨om Yoshda K,et al:Invest

Ophthalmol Vis Sci 41:3665-3669,2000)
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そこで,マ ウス胎生 16日 目の水晶体を用いて,maf― B

とc― mafと いう2つ の遺伝子の発現をれ s彦

“
hybridi―

zationで 調べてみた。maf― Bは水晶体上皮細胞に発現 し

ていたが,c― mafは水晶体線維細胞に限局して発現 して

いた(図 6).

同じmaf遺伝子ファミリーでも水晶体の中で発現す

る部位が違っているということになる。もし,こ の一方の

遺伝子を欠失させたとすると,当然そこに形成異常が出

てくるはずである。そこで,c― maf遺伝子をノックアウト

したマウスで確認するための実験を行った。

胎生 18日 の正常マウスの水晶体は,1層 の丸い上皮細

胞と規則正しく並んだ細長い水晶体線維細胞から成る整

然とした構築がみられた。一方,胎生 18日 の c― mafノ ッ

クアウトマウスでは,レ ンズ後方の細胞が伸展せずに,空

砲状の形を呈 していた(図 7c).細 胞増殖能を知るため

に,BrdU取 り込み実験 によ りDNAの 合成 を調べた。

BrdUは 細胞が S― 期にある時期にのみ取 り込むため,増

殖している細胞を反映する.正常マウスでは増殖 してい

る細胞は前方の上皮細胞に限られており,後方の細胞に

はみられなかったが,c― mafノ ックアウトマウスではレ

ンズ後方にもBrdU― 陽性細胞がみられた(図 7d)。 以上

の結果は,水晶体の分化に c― maf,maf― Bと いう2つ の

遺伝子が関与 しており,そ れぞれが別の働きをしている

こと,片方の遺伝子を欠失させると,そ れに応じた発生異

常が起こることを示している。我々は最近 c― maf遺伝子

の発現が転写制御因子 Pax 6に よって制御されているこ

とを報告
H)し ており,よ り詳 しい水晶体の発生機構が明

らかになりつつある。

眼の発生を考えると,その過程において,多 くの遺伝子

が関与 していることは論を待たない。その中の特定の遺

日眼会誌 104巻  12号

対照染色           maf― B             c― maf

*は 水品体上皮を示す

図 6 胎生 16日 目の水晶体における maf― Bと c― maf mRNAの発現 .

(a):bisbenzimide染 色.矢印は角膜を示す.maf― B(b)お よび c― maf(c)遺 伝子 の probeを 用いた れ sじια hy

bridization組 織像 .矢 印は水品体赤道部 を示す。(from Yoshida K,et al:Invest Ophthalmol Vis Sci 38

2679--2683,1997)

伝子を失活させる実験系を外眼部上皮組織の発生と水晶

体の分化の 2つ のモデルで検討したが,特定の遺伝子の

持つ働きに対応した先天異常が出現することを示す結果

が得られたと結論することができよう。

ΠI生  理

1.明暗変化に伴う網膜内 c― fos遺伝子の発現

c― おs遺伝子は早期発現遺伝子の一つであり,神経系組

織において研究が進んでいる遺伝子である15)。 そこで,

我々は網膜という神経組織で網膜特有の機能である光の

on,o■ の刺激を与えた時に c―おs遺伝子がどうのように

発現し,どのような生理的役割を果たしているかを検討

してきた“
)｀ 1".

ラツ トをLD 12:12(明 期08:00～ 20:00/暗 期 20:00

～08:00)の 明暗環境下で飼育し,暗期から明期に入った

30分後(08:30)に ラット網膜を取 り出し,れ s,れ hybrid―

izationを 行った。c― おs mRNAの 発現は内顆粒層と神経

節細胞層にみられた(図 8)。 c‐おs mRNAの発現は内顆

粒層においては層内全域にみられ,内側部に比べて外側

部により強い傾向を示 した(図 8C).神経節細胞層では,

c―おs mRNAの 局在を示す銀粒子は細胞体上に強く集積

していた(図 8C)。 外顆粒層では c― おs mRNAは暗期に

発現 した(図 8B)。 c― おs mRNAの 発現を示す銀粒子の

大部分は,外顆粒層内にはぼ均一に分布していた。

内顆粒層における c‐ おs mRNAの発現量を時間経過

で調べると,光照射を開始する直前 (08:00)と ,光照射を

開始してから5分後 (08:05)で は,c― おs mRNAの 発現は

ほとんどみられないが,15分後 (08:15)に 急激に増加 し

た。30分後 (08:30)に 最高値に達 し,2時 間後 (10:00)に

光照射前の値まで減少した(図 9)。 なお,神経節細胞層の

●
*

a ヽ
′

Ｌ
ｒ
Ｌ
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BrdU

WT

c-nnf

図 7 胎生 18日 目の正常と c‐ mafノ ックアウ トマウス

の水晶体 .

胎生 18日 目の正常 (a,b)と c― mafノ ックアウ トマ ウ

ス (c,d)水 晶体のヘマ トキシリンーエオシン染色像 (a,

c)と BrdU染色像 (b,d)。 胎生 18の 正常マウス水晶体

は 1層の丸い上皮細胞 と規則正 しく並んだ細長い水品

体線維細胞から成る整然とした構築がみられる(a).胎

生 18日 c― mJノ ックアウ トマウスではレンズ後方の

細胞が細長 くならず,空砲状の形になっている(b).正

常マウスでは増殖 している細胞は前方の上皮細胞に限

られてお り,後方の細胞にはみられない。c― mafノ ック

アウ トマウスではレンズ後方にもBrdU― 陽性細胞が

みられる(d).

c― おs mRNAの 発現もほぼ同様の経時的変化を示した.

外顆粒層における c― おs mRNAの発現量は,暗 期 に

入ってから30分後(20:30)に急激に増加 し,以 後,暗 期

の間,持続的に高い発現量を示 した(図 9).そ して,次 の

明期が始まって 30分後 (08:30)に 発現量は急激に減少

し,その後,明期の間は低値を示した。このように,外顆粒

層の c― fos mRNA発 現は暗期に高値で,明期に低値の周

期的変動を示すことが明らかになった.

そこで,外顆粒層における c‐ おs mRNAの 周期的変動

が連続暗黒の条件下でもみられるかどうかを検討 した。

863

ニッスリレ      暗期に入り     明期に入り
染色       4時 間後       30分 後

図 8 明暗変化に伴 う網膜内 c― fos mRNAの 発現 .

A:ラ ツト網膜標本のニ ッスル染色,B:LD 12:12条 件

下で,暗期に入って 4時間後(22:30)銀 粒子は外顆粒層

に分布する。C:LD 12:12条 件下で,照 明を開始 して 30

分後 (08:30)に おけるラット網膜内での c―fOs mRNAの

発現.銀粒子は内顆粒層および神経節細胞層に分布する.

o:外 顆 粒 層.i:内 顆 粒 層.gi神 経 節 細 胞 層.(from

Yoshida K,et al:Neuron 10:1049-54,1993)

%
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0

2000 暗期 0800 明期   2000

図 9 LD12:12に おける網膜 内 c― fos mRNA発 現の

時間経過.

横軸は網膜を採取 した時刻.黒 で表示 した時間帯は暗

期,自 で表示 した時間帯は明期.内顆粒層では最大値を

示 した 08:30の 値,外顆粒層では最大値を示 した 06:

30の値に対する各標本の値を百分率で表示 した.内顆

粒層の c― おs mRNAは 照明を開始 してか ら30分 後

(20:30)に 最高値に達 し,2時 間後 (22:00)に 光照射前

の レベ ル に減 少 したの に対 し,視 細 胞 内の c― おs

mRNAは ,暗期の間高い値を継続 した.(from Yoshida

K,et al:Neuron 10:1049-1054,1993)

○ :外顆粒層,□ :内 顆粒層

LD 12:12の 暗期(20:00～08:00)の 後,明期に入っても

ラットをそのまま暗黒下で飼育 し,08:30か ら経時的に

網膜 を採取 した.こ のような恒暗条件下でも,08:30～

20:00の 間,外 顆粒層の c― おs mRNAの 発現量 は減少

し,翌 日の 20:30以 降,外顆粒層の c― bs mRNAの 発現

量が再び増加した(図 10).

次に,網膜における c― おs mRNAの発現量が明暗の変

化に直接応答して増減するかどうかを調べるため,ラ ッ
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IIE

ゝ

ヽ
ヽ

ヽ
，
電

■
，

一■
ち
■

．鮮
メ‐

Ｌ
繊

::‐‐‐啄1顆
:`‐ .:ヽ .:辮

||1峯 ||li111‐
::‐

1呻

. .‐

ヽ

フ:●

′

d 資ゝ

警

Ｆ
●
・一一
一

Ｃ



Ｊ
Ｚ
０

〇
三
ツ
ｃ
一

０
一０
＞
０
一
く
Ｚ
“
Ｅ

り
０
」
３

●
２
■

一ｏ
α

864

%

100

80

60

40

2000             0800           2000           0800

Time of day

図 10 恒暗条件下での外顆粒層の c― fos mRNA発 現の

時間経過 .

LD 12:12の 暗期の後,ラ ットをそのまま連続暗黒下

で飼育 し,経時的に網膜を採取 した.LD 12:12の最大

値である 06:30の 値 に対する各標本の値を百分率で

表示 した。翌 日の 20:30以 降,外 顆粒 層の c― おsmR―

NAが再び増加 した.缶om Yoshida K,et al:Neuron

10:1049--1054,1993)

図 12 点滅光照射後の c‐ fos mRNA発現 .

Northern blotで は c― おs mRNAの発現量が点滅光照射

の後上 昇 してい る.(図 A).れ s"“ hybridizationで c―

fos mRNAは光を照射 しはじめてから30分後,内顆粒層

と神経節細胞層にみ られる(B,C).(from Yoshida K,et

al:J Neurochem 65:1499--1504,1995)

刻 (06:30)の 発現量に比べ減少していた (図 11).な お,暗

期(06:00)に 30分間光照射を行った網膜の内顆粒層お

よび神経節細胞層においては,LD 12:12の 明暗環境下

で照明を開始して 30分後 (08:30)の 網膜の場合 と同様

に,c‐おs mRNAの発現がみられた。

これらの所見は生理的な明暗周期において,網膜を構

成する各神経細胞は異なる様式で c―おs mRNAを発現

すること,そ の発現は明暗環境の外的変化と内因性時計

機構に依存していることを示す結果であった.

2.明暗変化に伴う網膜細胞の情報伝達

光の on,of刺激が網膜細胞に到達した時に,網膜細胞

内のどのような情報伝達路を通して遺伝子の発現を誘導

するのであろうか。これを検討するために我々はいくつ

かの実験を行った 17)20)2,)。

c― おs遺伝子の上流には転写制御領域 cAMP response

element(CRE)が 存在 し,こ れに結合する転写 因子 は

cAMiP response eleinent binding protein(CREB)と 呼

ばれている。そして,CREBの アミノ酸 Ser-133が リン酸

化されることによりc― bs遺伝子の発現が制御されるこ

とが知られている22)。 そこで,網膜に点滅光を照射 した時

の c― おs mRNAの発現とCREBの リン酸化を検討した。

まず,c‐ おs遺伝子の発現を暗順応網膜と点滅光照射後

の網膜で調べた。Northern blotで は c‐おs mRNAの 発

現量が光照射の後上昇 していた(図 12A)。 れ s″

“
hy―

bridizationで は c― わs mRNAは 光を照射 しは じめてか

ら30分後,内顆粒層の内側 と神経節細胞層にみ られた

(図 12C)。

次に,CREBが明暗変化に対応して網膜細胞でリン酸

化されているかを調べた。Western blotting法 では,リ ン

酸化 した CREBは 点滅光照射を開始して 1分後にみら

c‐fos

mRNA~
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図 11 -過 性 明 暗 環 境 の変化 に伴 う網 膜 内 c― fos

mRNAの発現 .

ラットを暗期 (06:00)に 30分間光照射 した後 と,明期

(14:00)に 30分 間暗黒下に移 した後に網膜を採取 し

た。明期 (14:00)に 30分 間暗黒下に移 したラツトの網

膜では外顆粒層の c― fos mRNAは LD 12:12の 明暗環

境下での同時刻 (14:30)の 発現量に比べ増加 していた

(第 5図 ).暗 期 (06:00)に 30分間光照射 したラツトの

網膜では外顆粒層の c― おs mRNAは LD 12:12の 明暗

環境下での同時刻 (06:30)の 発現量に比べ減少 してい

た.(iom Yoshda K,et」 :Newon 10:1049--10541"3)

卜を暗期 (06:00)に 30分間光照射 した後に眼球を摘出

したものと,明期 (14:00)に 30分問暗黒下に移した後に

摘出したものとで発現量を測定した。その結果,明期 (14:

00)に 30分間暗黒下に移 したラット網膜では,外顆粒層

の c― bs mRNAは LD 12:12の 明暗環境下での同時刻

(14:30)の発現量に比べ増加 していた。これに対して,暗

期 (06:00)に 30分間光照射 したラットの網膜では,外顆

粒層の c‐ おs mRNAは LD 12:12の 明暗環境下での同時

■1
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れた (図 13B)。 リン酸化されたCREBも 脱リン酸化され

た CREBも 言忍識す る#244 anti― CREB antibody23)で は

CREB蛋白(43 kDa)は 光照射前にも存在 し,光 を照射し

ても量に変化はみられなかった(図 13A).CREB immu―

nOreactivity(CREB― IR)は 内顆粒層と神経節細胞層にみ

られ,光照射前と照射後に違いはみられなかった (図 13

C,D).そ れに対 して phOsphOrylated CREB immunore―

activity(PCREB― IR)は 暗期の網膜ではどこにもみられ

なかった (図 13E)。 光照射後では,PCREB‐ IRは 内顆粒

層と神経節細胞層にみられた (図 13F)。 内顆粒層ではア

マクリン細胞が存在する内層にもみられた.

培養細胞を用いた実験によりcalcium― calmodulin de―

pendent protein kinase II(CaM kinase II)が CREBを

リン酸化することが知 られているので22)2),L‐ type Ca

channel activatorを 投与 した時の c‐ おs mRNAの 発現

とCREBの リン酸化お よびCaM kinase IIの 局在につ

いて検討 した.LD 12112明 暗周期の明期 (14:00)に Ca

channels activator Bay K 864(lmノ kg)を 腹腔注射 し

て,45分後では c‐ bs mRNAは視細胞やアマクリン細胞

と思われる内顆粒層の最内層の細胞,神経節細胞にみら

れた (図 14B)。 しかし,rod bipolar cellsが 分布する内顆

粒層の外層にはみられなかった。

次に,Bay K 8644に 伴 うカルシウム流入が CREBリ

Dark
Adapted

Flashing

Light

ン酸化を惹 き起こすかについて検討 した。Bay K 8644(1

mg/kg)を 注射 して 15分後には,PCREB― IRは 内顆粒層

と神経節細胞層 にみ られた (図 14D).内 顆粒 層では,

PCREB― IRは アマクリン細胞が分布する内側境界に局

在 していた。anti― CaM kinase II monoclonal antibodyを

用いて PCREB― IRと 二重染色すると,神経節細胞やアマ

クリン細胞が両方の抗体で染色 された (図 14E,D).

以上の結果 は,網 膜 に光刺激が到達す る と,L― type

channelを 介 したカルシウムの流入が CaM kinase Ⅱを

活性化 し,こ れが CREBを リン酸化する情報伝達系が網

膜に存在することを示すものであった。

3.網膜の視覚伝達とmetabotropic glutamtte recep‐

tor 6(mGluR 6)

c― おsの 発現が網膜の視覚伝達路を通 して行われてい

るのか,それ とも光の on,of刺激が直接それを誘導 した

のかを確かめる必要がある。そのためには視細胞 とその

次にある双極細胞間の刺激伝達がなければ,前述の現象

が起こらないことを確認すればよい.視細胞 と双極細胞

間の神経伝達物質はグルタミン酸であ り,こ れに対応す

る双極細胞のレセプターは mGluR 6である
25).

そこで,mGluR 6欠 失マウスと正常マウスを用い検討

した25).抗 mGluR 6抗体 を用いた免疫染色では,正常マ

ウスでは双極細胞が分布する外顆粒層で点状の染色性が

図 13 点滅光照射に伴 うcAMP respOnse element binding protein(CREB)リ ン酸化 .

CREB(A,C,D)お よびリン酸化 した CREBに対する抗体 (B,E,F)を 用いた western blot(A,B)と 免疫染色

(C～ F).(C,E)暗 順応 した網膜.(D,F)点滅光照射後の網膜.CREB蛋 白(43 kDa)は光照射前にも存在 し,光

を照射しても量に変化はみられない (A).CREB immunoreactivity(CREB― IR)は 内顆粒層 と神経節細胞層に

みられ,光照射前 と照射後に違いはみられない(C,D).リ ン酸化 した CREBは 点滅光照射を開始 して 1分後

にみられる(B).Phosphorylated CREB immunoreactivity(PCREB― IR)は 暗期の網膜ではどこにもみ られな

い (E)。 光照射後では,PCREB‐ IR内 顆粒層と神経節細胞層にみられる (F).GOm Yoshida K,et al:J Neuro―

chem 65:1499-1504,1995)
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wild-type rnGluR6-

図 15 1正常および mGluR 6ノ ックアウ トマウスにおけ

る c― fOs遺伝子発現 と CREBリ ン酸化 .

光照射後の正常および mGluR 6ノ ックアウ トマウス

網膜の mGluR 6免 疫染色および c‐ おs遺伝子 プロー

ブを用いたれ s"α hybridization.正 常マ ウス網膜を

mGluR 6に 対する抗体で免疫染色すると,視細胞 と双

極細胞とのシナプスが分布する外網状層に一致 して陽

性反応がみられるが ,ノ ックアウトマウスではみ られ

ない。正常マウスでは内顆粒層,神経節細胞に c― おsの

発現およびCREBリ ン酸化がみられるが,ノ ックアウ

トマウスではみられない.(from Yoshida K,et al:Mol

Brain Res 57:241-247,1998)

関与する情報伝達系について記述してきた。では,こ の遺

伝子は網膜でどのような生理的役割を持つのであろう

か。種々なことが推測される.

一つは c― おs遺伝子から作られる機能蛋白Fosは もう

一つの早期遺伝子であるjunねmlly遺伝子から作られ

1)

C ■■■ D

図 14 Ca channels activatOr投 与による c― fos mRNA
発現とCREBリ ン酸化 .

12:12の 明 暗 周 期 (LD 12:12)の 明 期(14:00)に Ca
channels activator Bay K 8644(l mg/kg)を 腹腔注射

して45分後では c― おs mRNAは 視細胞やアマクリン

細胞と思われる内顆粒層の最内層の細胞,神経節細胞
にみられる(B).Bay K 8644(l mg/kg)を 注射 して 15

分後には,PCREB― IRは内顆粒層最内層の細胞と神経

節細胞層にみられた(D).(A,C)同 時刻にPBSを腹控

投与した陰性対照.坑 CaM kinase II monoclonal anti―

bodyを 用いてPCREB― IRと 二重染色すると,神経節

細胞が両方の抗体で染色された(E,F)。 (from Yoshida

K,et al:J Neurochem 65:1449-1504,1995)

みれたのに対 し,ノ ックアウトマウスでは全く染色され

なかった(図 15)。 正常マウスでは持続光照射 5分後に

PCREB― IRが 内顆粒層 と神経節細胞層にみられたが ,

mGluR 6欠 失マウスにおいては持続光照射によって

PCREB― IRが誘導 される細胞はほとんどなかった (図

15)。 両方のマウスにおいて,c―おs mRNAは PCREB― IR

と同様 の分布 を示 した。この成績 は,c‐ fosの 発 現 と

CREBの リン酸化は mGluR 6を 介 した網膜細胞内の情

報伝達に依存 していることを示 している。

ここまで,網膜における c‐ おs遺伝子の発現と,そ れに
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平成 12年 12月 10日

図 16 穿孔性外傷 30分後の網膜における c― fos遺伝子

発現。

LD 12:12の明期 (14:00)に 穿孔性外傷を受けて 30分

後に c―bs mRNAの強い発現が網膜内にみ られる。c―

おs mRNAは 網膜全体にみられるが,穿孔創か ら離れ

た所 よりも穿孔創の近 くに強 く発現 している。(from

Yoshida K, et al:Invest Ophthahnol Vis Sci 36:

251-254,1995)

る蛋白質 Junと 結合 して,転写因子 AP-1を 作ることが

明らかにされている。我々はjun遺伝子が c‐ bsと 同じ

ように,光刺激によって網膜に発現することをすでに確

認している26)。 それで,網膜においても転写因子 AP‐ 1が

形成されていることは確かであろう。一方,こ れらの 2つ

の遺伝子から作 られた機能蛋白はheterOdimerを 作っ

て,AP-l siteと 呼ばれるプロモーターの塩基配列を認

知する.逆 にいうと,プ ロモーターに転写因子 AP-1が認

識する塩基配列を持っている遺伝子の発現を誘導する可

能性が考えられる:そ れでは,網膜ではどうであろうか.

視覚に関係するロ ドプシン遺伝子,phospho― diesterase

遺伝子などのプロモーターにはAP-l siteが あることが

わかっている27)28,.も し,こ れが正しいとすると,光刺激

による c― bsの発現はこれらの遺伝子の発現を誘導する

ことになり,網膜における重要な生理機能を支配 してい

ることが想像される。しかし,現時点ではこのことが正し

いとする確証は得られていない.こ れは今後に残された

大きな課題であろう。

IV病  理

視覚器,特 に網膜で病変が起こると,そ こではどのよう

な遺伝子が発現し,そ れがどのような役割を果たしてい

るのか,臨床面からも知 りたくなる。それで,我々はいく

つかの実験条件を設定してこの問題を検討してきた。

1.外傷に伴う網膜 M●1ler細胞の転写因子

網膜病変の代表として,動物の眼に赤道部から20ゲー

ジ針を穿孔させて,網膜に穿孔創を作るという単純な実

験条件を設定した。そして,30分後に網膜を取 り出して c

―bsの発現を調べた 2。 ).

867

矢印はミューラー細胞の核 (s100染色)を 示す

図 17 れ 話勉 hybridization前 に s‐ 100蛋 自の免疫染

色を行った組織像 .

c― おs mRNAは s-100蛋白陽性細胞にみられる。(■om
Yoshida lK, et al:Invest Ophthalmol Vis Sci 36:

251-254, 1995)

LD 12:12の 明期 (14:00)に は正常ラット網膜には c―

bs遺伝子は発現 していないことはすでに記述した。とこ

ろが,同 じ時間に穿孔性外傷を受けて 30分後の網膜では

c― おs mRNAの強い発現が網膜内にみられた (図 16)。 c―

fos mRNAは 網膜全体にみられたが,穿孔創から離れた

所よりも穿孔創のす ぐ近くの方が強く発現していた。ι7ι

s力

“
hybridizationの 前にs-100蛋 自の免疫染色 をする

ことにより,c― おs mRNAが Muller細胞に発現 している

ことが明らか になった(図 17)。 また,網 膜に穿孔創 を

作って 5分後には内顆粒層 と神経節細胞層に CREBリ

ン酸化がみられた (図 18)性

このことは,網膜では光刺激だけではなく,穿孔創とい

う外傷刺激によりc‐ fos遺伝子が発現し,さ らに転写因

子 CREBの リン酸化も起こること,こ の発現部位は網膜

のMuller細 胞が中心であることを示している。これが,

創傷治癒に結びつ くのかということは,未だ確認 してい

ない。これは今後の問題と考えている.

2.神経節細胞におけるJunリ ン酸化と綱胞死

Fos蛋 白 とJun蛋 白が heterodimerを 作 る と,AP-1

siteの 転写因子 AP-1に なることは前述した。最近,Jun

蛋 自のN端 の serines 63と 73が c Junリ ン酸化酵素

(JNKs)に よリリン酸化されるとアポ トーシスを誘導す

ることが報告
3“ 32)さ れるようになってきた。

眼球の後ろで視神経を切断すると,網膜の神経節細胞

はアポ トーシスに陥る。それでは,こ のJun蛋 自のリン

酸化を防ぐことができれば,視神経の切断があったとし

ても網膜の神経節細胞をアポ トーシスから防御できる可

能性がある.

これを確かめるにはどのようなことをしたら良いであ

ろうか。正常な c― Jun蛋 自のア ミノ酸配列 63番 目と73

番目の Serが リン酸化を受けることがすでにわかってい

るので31)32),こ の 63番 目と73番 目のアミノ酸 をSerか

遺伝子発現と限・松田
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図 18 穿孔性外傷 5分後の網膜における CREBリ ン酸

化 .

LD 12:12の 明期 (14100)に 穿孔性外傷 を受けて 5分

後にリン酸化 された CREBが内顆粒層と神経節細胞

層 にみ られ る。(iom Harada T,et al:Exp Eye Res

61:769-772,1995)

ら別のアミノ酸に変えればその目的に適合する.こ のよ

うな遺伝子操作をした動物を c― Jun(AA)ノ ックインマ

ウスと呼んでいる33).こ のマウスと正常マウスの 2系統

を用いて,両方とも視神経を眼球の後ろで切断し,ア ポ

トーシスが起るかどうか,c― Junの リン酸化が起こるか

を検索した.

正常マウスでもノックインマウスでも視神経切断 7日

後に c‐ Junに 対する抗体で免疫染色すると,神経節細胞

に陽性反応がみられた(図 19).同 じc― Junの 中でリン酸

化されたものにだけ反応する抗体で染色すると,正 常マ

ウスでは7日 後に陽性像がみられたが,ノ ックインマウ

スでは全 くみられなかった (図 19).さ らに,ア ポ トーシ

ス を特 異 的 に示 す TdT― mediated dUTP‐ biOtin nick

end labeling method(TUNEL)染 色を行 うと,正 常マウ

スの7日 後では陽性細胞数が非常に増えていたが,ノ ッ

クインマウスではTUNEL陽 性細胞の数は正常マウス

の 25%に減少していた(図 20)。

このことは c― Junと いう転写因子のアミノ酸配列の

一部を変換することによって,網膜の神経節細胞を死滅

から救うという方法が可能であるということを推定して

いるし,逆 に c― Junと いう蛋自質がリン酸化されると,

TUNEL

図 19 c‐ Jun(AA)ノ ックインマウスにおける視神経切

断後の c‐ Jun蛋自リン酸化の欠如 とアポ トーシスの

減少.

視神経切断後 7日 目の正常および c― Jun(AA)ノ ック

インマウス網膜の抗 Jun抗 体 と抗 リン酸化 Jun抗体

を用いた免疫染色お よび Td T― mediated duTP― biO_

tin nick end labelng method(TUNEL)染 色.正常マウ

スでは c― Jun,phospho― c‐ Junお よび TUNEL陽 性像

は視神経切断 7日 後に多 くの神経節細胞にみ られる

が,ノ ックインマウスでは phOsphO― c― Jun陽性像はみ

られず,TUNEL陽性細胞も少ない.

wild―t5pe      cJun(AA)

図 20 視神経切断後の TUNEL陽 性細胞の数 .

c― Jun(AA)ノ ックインマウスではTUNEL陽性細胞の

数は正常マウスの25%に減少している.

網膜の神経節細胞がアポ トーシスに向かうという裏返し

も理解できる。

3.視覚伝達とグルタミン酸 トランスポーター

網膜を含めて中枢神経の興奮性神経伝達物質の大部分

はグルタミン酸である.こ れは,プ レシナプスから放出さ

れてポス トシナプスのレセプターに到達して刺激の伝達

に働 くが,こ のグルタミン酸が組織間隙やシナプス間隙

に高濃度に存在すると,興奮毒性を起こし,逆に機能を阻

害することが最近わかってきた。そこで,シ ナプス間隙の

グルタミン酸を常に一定濃度に保つ機能が必要になる。

この役割を果たしているのが,グ ルタミン酸 トランス

ポーターである3● ～36).中
枢神経では,現在 5種類ほどの

グルタミン酸 トランスポーターの存在が知 られている

が,そ のうちグリア細胞に発現するGLASTと GLT-1が

特に重要な機能を持つと考えられている37)～ 41).
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平成 12年 12月 10日

まず,網膜におけるGLASTお よび GLT‐ 1の分布を免

疫染色により調べた.そ の結果,網膜ではグリア細胞 (主

にMuller細 胞)に 強 く発現す るのはGLASTで あ り,

GLT-1は 視細胞・双極細胞に発現する神経細胞型の 1

つと考えられた(図 21).

では,網膜においてこれらがどのような働きをしてい

869

るのであろうか。そ こで,GLASTお よび GLT-1の 遺伝

子欠失マウスの網膜電位図を調べ てみた。GLAST欠失

マウスでは律動様小波 とb波の減弱がみられたが,GLT
-1欠失マウスでは正常であった (図 22).

次に,GLT-1お よび GLASTの遺伝子欠失マウスの網

膜を用いて虚血負荷実験を行った ところ,GLT-1欠 失マ

ウスでは正常マウスの約 2倍 ,GLAST欠 失マウスでは

正常マウスの約 3倍 に及ぶ網膜内層の非薄化 (網 膜神経

細胞死)が 観察 され た (図 23).GLAST欠 失マウスで は

GLT-1欠失マウスより強い網膜内層の障害がみられ,内

顆粒層までがほぼ消失 していた。

この実験結果は,次のように解釈することができよう。

正常マウス網膜では神経伝達物質グルタミン酸が組織間

隙に放出されると,Muller細 胞に発現する トランスポー

ター GLASTに よって処理されるが ,ノ ックアウ トマ ウ

スではこの処理がで きず,過剰なグルタミン酸が組織 間

隙の中に存在する。そ して,網膜電位̂ 図 の波形に変化を起

こす程度の障害が生 じる。さらに,網膜に虚血という条件

が生 じた時にはグルタミントランスポーター GLASTと

GLT-1の 両者が協調 して働いて網膜組織を保護すると

も考えることがで きよう.

4.光変性網膜における視細胞死 とニューロ トロフィ

ン受容体

網膜視細胞は強い光によってアポ トーシスを起 こし,

変性 ,脱 落する 19)12)。
最近になり,多 くの神経栄養因子に

抗アポ トーシス作用があること,神 経細胞の生死が標的

器官か ら放出される栄養因子に依存 していること,ま た

それが発生時のシナプス形成にも関与することが明 らか

となっている13)t栄
養因子の重要 なメンバーであ る

ニューロ トロフ ィン(NGF,BDNF,NT-3,NT-4)と その

受容体 (高 親和性 trk受容体 :trkA,trkB,trkC,お よび

低親和性 p75受容体 )は網膜および視覚中枢に広 く分布

してお り,そ の発達 と形成に重要 な役割 を果た してい

る15).ま た,外傷や遺伝性疾患などによる網膜変性におい

GLT-1

wild

遺伝子発現と眼・松田

GCL

IPL

INL

OPL

ONL

HE

GLAST

GLT-1

図 21 マウス網膜におけるグルタミン酸 トランスポー

ター GLASTおよび GLT-1の分布 .

(A～C)GLASTお よび GLT-1欠失マウスの網膜層構

造に変化はみられない。(D― I)GLASTは Muller(グ リ

ア)細 胞に,GLT-1は 視細胞および双極細胞に分布す

る.各 々のノックアウ トマウスでは免疫陽性像の消失

が確言忍、された.衝om Harada T,et ali Proc Natl Acad

Sci USA 95:4663-4666,1998)

GLAST

OP2＼ -b-wave
B

GLAST― /―   GLT‐ 1-/―

+/+  OPl

A

＼

―/―

0.2 mv l_
20 ni、 sec

図 22 GLASTお よび GLT-1欠失マウスの網膜電位図 .

GLAST欠失マウスでは律動様小波とb波の減弱をみる(A)が ,GLT‐ 1欠失マ ウスの網膜電位図には変化が

みられない (B)。 (iOm Harada T,et al:Proc Nad Acad Sci USA 9514663-4666,1998)
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GLAST_/

D

図 23 GLASTおよび GLT-1欠失マウスにおける虚血負荷後の網膜組織像.

(A)対照の正常マウス網膜.(B～ D)虚 血 を 60分 間負荷 し,再 潅流 して7日 目の網膜。(B)正常マウス,(C)

GLT-1欠失マウス,(D)GLAST欠 失マウスの光学顕微鏡写真 (ヘ マ トキシリンーエオシン染色 )。 (■om Ha―

rada T,et al:Proc Natl Acad Sci USA 95:4663-4666,1998)

正常網膜 光変性網膜

TrkC TrkC TrkC+GS

p75 p75

control wild GLT‐ 1-/
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p75+GS

図 24 光変性網膜におけるニューロ トロフィン受容体の発現 .

(A,D)生後 35日 齢の正常網膜.(B,C,E,F)生 後 35日 齢の光変性網膜.TrkCは 網膜内層側(B,矢印),p75は
網膜外層側(E)で 増加 している.グ ルタミン合成酵素(GS)と の二重染色により,こ れらの部位は Muller細胞
の細胞突起であ る ことが確認 された (C,F).バ ー は 30 μm。 (from Harada T,et al:Neuron 26:533-541,

2000)

ては,ニ ューロトロフィンが神経細胞の保護作用を持つ

ことが注目されている。一方で発生のごく初期において

は,NGFが p75と 結合することによってアポ トーシス

が誘導されることがわかってお り,同 じニューロ トロ

フィン受容体でありながら,Trk受容体とp75受容体は

逆の役割をしていることが推定されている46)。 しかし,
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平成 12年 12月 10日

成体における p75の働 きはこれまで不明であった。

我々は光変性網膜におけるアポ トーシスにもp75が

正常網膜 光変性網膜

外顆粒層

TrkA

TrkB

TrkC

G3PDH

図 25 Laser capture microdissectiOn法 を用いた視細

胞の遺伝子発現 .

レーザー光を用いて視細胞層のみを採取 した後,RT―

PCR法 を組み合わせて検討.光変性網膜においては正

常網膜にはみられない TrkCの発現がみられる.(Ha―

rada T.et al:Neuron 261533-541.2000よ リー部改

変)

正常網膜

871

関与するかどうか検討してきた・ )。 まず,ラ ットの光変性

網膜におけるニューロトロフィン受容体の遺伝子発現量

の変化を定量的 reverse transcription‐ polymerase chain

reaction(RT― PCR)の 手法を用いて検討 した.光変性 に

よる視細胞の脱落は生後21日 からみられ,生後35日 に

は視細胞層は正常の約半分の厚さになった。この生後 35

日の時点で,trkCと p75が著明に増加 していた。次 に

trkCと p75の 光変性網膜における蛋白レベルでの発現

を免疫染色で検討 した。trkCは 内網状層に強く発現 し,

一方 p75は視細胞層全体に強 く染色 された.ま た,Mu―

1ler細 胞を特異的に認識するグルタミン合成酵素との二

重染色により,trkCは網膜内層側,p75は外層側の,いず

れもMuller細胞の細胞突起で増加することが確認され

た (図 24).

さらに,trkCと p75が視細胞で発現 しているかを調

べた。網膜切片から視細胞層のみをレーザー光を用いて

切 り出し(laser capture microdissectiOn),ニ ューロ トロ

フィン受容体の遺伝子発現をRT― PCRで検討したとこ

ろ,正常網膜の視細胞層にはすべてのニューロトロフイ

ン受容体遺伝子が存在しないのに対 し,光変性網膜の視

細胞では trkC遺 伝子のみが発現 していた (図 25)。 した

がって,光変性網膜ではMuller細 胞に加え,視細胞に発

現した trkCに 対 してニユーロトロフィンが直接作用す

る可能性も考えられた.

そこで次に,trkCと p75が この光変性網膜の視細胞

に対 してどのような役割を果たしているのかを検討 し

た。生後 35日 の光変性網膜では,TUNEL法 により視細

胞層に限局してアポ トーシスがみられた (図 26).trk受

容体阻害剤,p75中 和抗体をそれぞれ生後 32日 の光変

性網膜眼に硝子体内注射し,3日 後に網膜のアポ トーシ

スを調べた。Enzyme― lillked mmmosorbe■ aヽ町(ELISA)

法による定量を行ったところ,trk受 容体阻害剤では約

光変性網膜
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図 26 ニユーロ トロフイン受容体阻害による視綱胞のアポ トーシスの変化 .

光変性網膜では正常網膜にはみられない視細胞のアポ トーシス (TUlq〕 L陽性細胞)が多数観察 される.Trk

受容体阻害剤の眼球内投与によリアポ トーシスは増加 したが,p75受 容体の中和抗体投与で逆にアポ トーシ

スは減少した.(原田高幸 ら,神経研究の進歩 44:394-401,2000よ り)
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bFGF    CNTF     TNF     iNOS

図 27 ニューロ トロフィン受容体阻害剤の眼球内投与

による各種因子産生能の変化 .

p75中 和抗体の眼球内投与で網膜での bFGF産生量

は増加するが,Trk受容体阻害剤の投与で逆に bFGF
産生量は減少する。*:p<0.05(Studentis t― test).

(from Harada T,et al:Neuron 26:533-541,2000)

□ :p75中和抗体,■ :Trk受容体阻害剤

80%ア ポ トーシスが増加 した。逆に p75中和抗体の投 与

によリアポ トーシスは約 25%減 少し,p75は 光変性網膜

においては細胞障害性に働いていることが推定 された。

さらに,p75中和抗体の複数回投与により視細胞変性 を
‐部J「制することができた。

以上のように,trkCと p75は視細胞変性 に対 して反

対の作用を示すことが明らかになったが,そ の機序 とし

て,こ れらを介して Muller細胞からの栄養因子あるいは

細胞障害性物質の放出量が制御されている可能性が考え

られる。

そこで,各種因子 basic ibroblast growth facbr(bFGF),

ciliary neurotrophic factor(CNTF),tumOr necrosis fac―

tor(TNF),inducible nitric oxide synthase(lNOS)に つ

いて検討 したところ,bFGFの みが p75中和抗体の硝子

体内投 与で増加,trk受 容体阻害剤投 与で減少 した (図

27)。 また,bFGFは NGF,NT-3の硝子体内投 与でもそれ

ぞれ減少,増加 した。培養 Muller細 胞の実験系では,細胞

内の bFGF遺伝子発現量および上清中の bFGF蛋 白量

の変化は,硝子体内投 与実験 と同様の結果となった。

以 ヒの実験成績 は,光 変性網膜 で は trkCと p75が

Muller細 胞で増加するが,二次的に bFGFの 生産量 をコ

ン トロー ルす るこ とで trkCは 視細胞保護的 に,逆 に

p75は 視細胞障害的 に働 くことを示 している。また ,

ニューロ トロフィンがグリア細胞を介 した間接作用によ

り,ニ ューロ トロフィン受容体を発現 していない神経細

胞の生死にも影響を与え得るという新 しいメカニズムの

存在を示唆 している。さらに,p75へ の リガン ドの結合

を阻害することによって視細胞の変性を一部抑制できた
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ことから,p75を介 したアポ トーシスの制御が網膜色素

変性症を含む網膜変性疾患に有効である可能性が示され

たことになる。

V結  語

近年,生物学における遺伝子関連研究の伸展はめざま

しいものがある。医学領域でも遺伝子を主題にした研究

はまさに百花績乱であるし,臨床医学においても,その恩

恵に浴す時代が近づいていることを感じざるを得ない .

我々の研究結果 も遺伝子の役割は先天異常の病因のみ

でな く,視覚器の恒常性の維持にも重要な働 きをしてい

ることを明瞭に示す ものであった。もちろん,こ れらの仕

事はその端緒についたばか りにすぎない。今後,こ の領域

の研究が益々発展 し,眼科臨床に還元される日が くるこ

とを期待 したい。

稿を終えるに当たり,特別講演の機会を与えていただいた

特別講演演者選考委員会各位,眼科学会評議員各位,眼科学会

会員の皆様に感謝いたします。

また,こ の研究を支えてくれた共同研究者および研究材料

の提供をいただいた中西重忠京都大学教授,Glimcherハ ー

バー ド大学教授,川村光毅慶應義塾大学教授に感謝の意を表

したい。この研究は文部省科学研究費 (課題番号 07457408,

10470360,12771003)の 支援を受けた。
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