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要 約

網膜視神経の虚血や変性などの障害に対し，神経保護

治療が新しい戦略として台頭してきた．我々は培養網膜

ニューロンとミュラ細胞を用いて，グルタミン酸アゴニ

スト［N-methyl-D-aspartate(NMDA)，L-α-amino-

-hydroxy--methyl--isoxazolepropionic acid(AM-

PA)］曝露に対する既存薬物の予防的神経保護作用の

有無を知り，その可能性を有する場合はその機作を探る

目的で，種々の実験を試みた．中でもカルシウムチャネ

ルブロッカーであるジルチアゼムとドパミン前駆体であ

る L-dopa前投与の，グルタミン酸アゴニスト曝露によ

る細胞死に対する影響を，TdT-mediated dUTP-

biotin nick end labeling method(TUNEL)法，comet

法を含めた方法で詳しく調べた．この二つの薬物は

NMDA，AMPA曝露のいずれに対しても神経細胞死

を抑制した．L-dopaは M 以上でおそらくNO産

生により細胞死を促進した．これに対し， M 以下

では細胞死は起こさず，この低濃度で細胞死を抑制し

た．同じ傾向はミュラ細胞でもみられた．この細胞死抑

制の機作について，ドパミン受容体を介した作用，NO

を介した作用，さらに神経栄養因子，神経成長因子を介

した作用について実験的，文献的に検討したところ，D

，D ドパミン受容体を介した作用が主である可能性

が推定された．これらの受容体についての検討，特に今

回初めて網膜細胞で示された細胞内粒子運動の超高感度

顕微鏡による解析で D ，D ドパミン受容体が相反的

挙動を示すことが示された．今後，D ，D 受容体を介

した神経保護作用を臨床に応用するためにも，ドパミン

の網膜細胞に対する保護作用は D ，D 個別に解析す

る必要がある．ちなみに，カルシウムチャネルブロッ

カーと L-dopaの網膜視神経の虚血性疾患への応用につ

いても言及した．(日眼会誌 ： ― ， )
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はじめに(神経保護の一般的理解)

神経保護(neuroprotection)という用語が認識され始

めたのは，1980年代後半ごろからの脳虚血に対する神

経保護薬物(neuroprotective agents)を探索しようとい

う戦略に端を発している ．20世紀治療医学の主流

は，癌の除去手術，あるいは抗生物質，抗癌薬，抗炎症

薬などに代表されるように，病原体や病原を取り除くこ

とに主眼が置かれた，いわゆる原因治療であった．それ

はかなり成功したといえるが，特に中枢神経系の疾患で

は原因は単純ではなく，したがって，原因を取り除くこ

とができないか，仮に一部原因を取り除けても不可逆的

変化を残すという事態が発生した．そこに「神経保護」，

「神経保護治療」という新しい治療のスタンスが出てき

たのである．中枢神経系の一部である網膜や視神経にこ

の考え方が応用されたのは自然のなりゆきである．つま

り，網膜，視神経の虚血や変性疾患が生じるのは避けら

れないが，その後の変化を最小限に留めようというの

が，神経保護治療の目標ということになる．

神経保護治療研究の戦略としては，疾患に関係する生

理活性物質を制御できるようにしたり，科学的に信頼で

きる治療トライアル研究を推進したり，適切な薬物の到

達システムを作成するなどが考えられる ．さらに，細

胞死の機序そのものに注目して，これを制御しようとす

る考え方 は最も本質的なアプローチのようにみえる．

しかし，そこに至るまでの長い道程を思うと，その可能
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three hypotheses for possible mechanisms for the
 

neuroprotection of L-dopa, i.e., interactions with
 

dopamine receptors, the anti-apoptotic action of
 

NO, and the actions of neurotrophic or nerve
 

growth factors.Neuroprotection appeared to occur
 

through the D or D receptors.From data obtain-

ed from video-enhanced microscopic recordings,

which can be used to observe real-time intracellular
 

movement of particles,the movement after adminis-

tration of a D receptor agonist was found to be
 

remarkably different than that seen after D

agonist administration. It is suggested that the
 

action of dopamine on retinal cell death should be
 

analyzed separately with respect to D and D

receptors. We also discuss clinical application of
 

these two agents in retinal and optic nerve is-

chemia. (J Jpn Ophthalmol Soc ： ― , )

Key words：Neuroprotection, Prophylactic neuro-

protective treatment, Retinal neurons,

Muller cells, Glutamate agonists, Ex-

citotoxic amino acid, L-dopa, D do-

paminergic receptor, D dopaminergic
 

receptor, Calcium channel  blocker,

Diltiazem,Neuronal cell death,TUNEL
 

method,Comet assay

 

Neuroprotective treatment is increasingly recom-

mended as a novel intervention for ischemic or
 

degenerative disorders in the retina and optic nerve.

To determine prophylactic neuroprotective action
 

and the mechanism of various agents against N-

methyl-D-aspartate NMDA- or L-α-amino--hy-

droxy--methyl--isoxazolepropionic acid(AMPA)-

induced cell death, experiments were con-

ducted on retinal neurons and Muller cells. The
 

effects of a calcium channel blocker,diltiazem,and
 

a dopamine precursor,L-dopa,on glutamate agonist
 

exposure were investigated using the TdT-mediated
 

dUTP-biotin nick end labeling(TUNEL) method
 

and comet assay.Prior administration of either one
 

of the above two agents showed that cell death was
 

prevented following exposure to NMDA or AMPA.

Isolated administration of L-dopa at a concentra-

tion of M facilitates cell death, probably
 

because of nitric oxide(NO)production.L-dopa con-

centrations of less than M did not result in
 

increased cell death,and glutamate agonist-induced
 

cell death was significantly suppressed by prior
 

treatment at these low concentrations. Similar
 

induction and suppression of cell death was also
 

shown in cultured Muller cells.Based on our experi-

ments and other published literature,we looked at
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性を示す多くの既存薬群から探し出す方法も選択肢とな

るはずである．事実，緑内障や網膜の虚血を念頭に置い

て，これらの既存薬群やその他の候補薬の神経保護作用

に関する研究が近年次々に出されているものの ，ま

だ研究途上といえよう．また，このアプローチにも疾患

発生前から予防的に薬物を使う方法と，疾患発生後に使

う方法とが考えられる．著者は本宿題報告のテーマとし

て予防的治療法の可能性を既存薬から探し出すことに焦

点をあて，in vitroの実験系を作成して研究したので，

以下にその成績の概要を述べてゆく．

細 胞 培 養

家兎網膜の無髄無血管の部位からの網膜組織を約1×

1mmに細切した小組織片群を，高濃度グルコースを含

む培地中で1週間から10日間浮遊培養する．この間に

多くのニューロンは組織片から離れ培養液中に多数浮遊

するようになる．小組織片の方には主としてミュラ細胞

が残存しており，これを新鮮培地に移すと3～4日で組

織片がシャーレ底に付着し，組織片周囲から非ニューロ

ン細胞が伸長してくる．無髄無血管の部位にはアストロ

サイトがないため，この非ニューロン細胞はミュラ細胞

と考えられる ．この培養細胞がミュラ細胞であること

は，既に電子顕微鏡(図1)や免疫細胞化学，免疫電子顕

微鏡により確認されている ．このミュラ細胞をもう

一度継代培養するとニューロンの含まれないミュラ細胞

培養が得られる．

網膜ニューロンは，このミュラ細胞の上に混合培養す

る(図2)．生後1～4日の幼若ラット網膜を取り出し，

トリプシン処理の後，培養ミュラ細胞上に蒔き，7～20

日後に実験に供した．このニューロンは特定の網膜神経

細胞ではないが，確かにニューロンであることは免疫細

胞化学などで証明されている ．

細胞内カルシウム濃度の測定

細胞内カルシウム濃度は，Argus100/CAシステム

(浜松ホトニクス)を用いて測定した．Fura-2AM で遊

離カルシウムイオンを標識し，これを340nmおよび

380nmの励起フィルタで蛍光強度を測定，カルシウム

イオン濃度が反映される各部位の340/380nmの比が自

動的に算出され，画像解析結果が偽カラーで示されるよ

うになっている．また，測定は4秒毎に行われ，当該薬

網膜視神経障害に対する予防的神経保護治療・若倉

図 1 家兎ミュラ細胞電子顕微鏡写真．

左：生体内でのミュラ細胞の内層．内境界膜に基底膜(矢じり)がみられる．右：培養ミュラ細胞でも同様の

基底膜(矢じり)がみられる．文献11より

図 2 実験に使用したミュラ細胞と網膜ニューロンの混

合培養の位相差顕微鏡像．

背景にミュラ細胞が培養されており，その上に散在す

る小さな細胞がニューロンで，多くの細胞で神経突起

が観察できる．バーは10μm
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物投与前に2～4回(8～16秒)，投与後6回(24秒)以上

行い，各部位の時間的変化はグラフで示される ．

細胞死の検出

神経細胞死には，ネクローシス(necrosis)とアポトー

シス(apoptosis)とがある ．アポトーシスは遺伝子的

に規定されたprogrammed cell deathであることから，

ここ数年はこれに関する研究が8,000論文以上出ている

のに対し，ネクローシスという急性細胞死に関しては僅

かな研究しかない ．しかし，例えば網膜に虚血を起こ

すとネクローシスもアポトーシスも生じることは既によ

く知られた事実である し，両者の起こり方が細胞の種

類によって異なる可能性は脳虚血の研究で示されてい

る ．しかも，細胞死を抑制するためには，アポトーシ

スだけを抑制すればよいのではなく，急性期のネクロー

シスを抑制できなければ真の神経保護にはつながらない

し，この両者の密接な相互関係を示す研究も出始め

た ．このように，ネクローシス，アポトーシスを

同列に扱うことが重要と考え，本研究では以下の2つの

方法で細胞死の検出を行った．1つはアポトーシスを検

出する方法で，アポトーシスを起こした細胞のクロマチ

ンDNAはエンドヌクレアーゼにより特異的に切断さ

れ，180bpの倍数の単量体ヌクレオゾームが多数核内

に出現するが，このDNA断片を標識するterminal deoxy-

nucleotidyl transferase(TdT)-mediated dUTP；

(deoxy-uridine酸)-biotin nick end labeling method

(TUNEL法)といわれるものである ．いま1つは，

ネクローシス，アポトーシスであれ，DNAの断片化が

生じた細胞はすべて検出できる方法で，comet法と呼

ばれるものである ．

興奮毒性アミノ酸と細胞障害

興奮毒性アミノ酸神経毒性は，中枢神経系の虚血，外

傷や神経変性などの神経疾患の機序を模していると考え

られている ．興奮毒性アミノ酸の代表であるグルタミ

ン酸は脳においても網膜においても主な神経伝達物質で

あり，これが過剰に細胞外に放出されるとその受容体が

余分に作働し，組織内のイオン環境を変え，それに従っ

て，図3に例示するようなさまざまなカスケードを介し

て細胞死に導くことが推定される．特に重要なのは細胞

内カルシウム濃度が上昇することによって稼動する機構

である ．網膜においても同様の機序が働くことが多

くの研究で示されている ．さらに，非ニューロン

であるミュラ細胞にもグルタミン酸受容体が存在するこ

とが既に証明されている ．そこで，グルタミン酸イ

オンチャネル直結型受容体はN-methyl-D-aspartate

(NMDA)と non-NMDA(または L-α-amino-3-hydro
 

xy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid(AMPA)/kaina-

te(KA)受容体とに大別されるが，それぞれの代表であ

るNMDAとAMPAを今回の実験では興奮毒性アミノ

酸として用いた．NMDA受容体はカルシウムイオンの

透過性がよく，神経細胞死に直接的に関係していると考

えられており ，それは網膜においても同様であ

る ．一方，AMPA/KA受容体を介した細胞毒性に

ついては，この受容体がカルシウムイオンを通しにくい

ことなどから，NMDA受容体に比べると注目されてい

ない．しかし，AMPA/KA受容体を介した神経細胞の

アポトーシスも確かに起こるとするデータも蓄積されつ

つある ．ただ，こうした事情から網膜のAMP-

A/KA受容体を介した神経細胞死の研究はあまり進ん

でいなかった．我々はこの受容体もカルシウムイオンを

通すことは間違いないことを示し(図4) ，1998年

図 3 虚血から神経細胞死(necrosis，apoptosis)に至るまでに作動する機構の概略．
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Otoriら が低濃度のグルタミン酸が同受容体を介して

網膜神経節細胞の生存率を下げることを示したことで，

網膜の細胞死においてもこの受容体の意義は無視できな

いものになってきた．そこで，今回の実験では，マグネ

シウム非存在かつグリシンを加えたHanks液中でNM-

DA2mM に1時間曝露したものと，通常のHanks液

中でAMPA5mM に曝露した2つの方法で細胞死を誘

発して，実験を進めた．

神経保護候補薬と実験手順

まずパイロット実験として，ミュラ細胞と網膜神経細

胞の混合培養に対し種々の候補薬(10 , 10 M)を投与

して1時間培養し，その後グルタミン酸2.5mM に10

分間曝露，以後新鮮培養液中で6，24，72時間培養し

た．グルタミン酸曝露24時間の培養細胞は，対照培養

(図2)に比し，正常な神経突起を有するニューロンが減

少し，細胞体が腫脹しているものが目立つ(図5)．そこ

で，上記の各時間に全ニューロン数とその中の正常な神

経突起を有するニューロン数をカウントして比率を求

め，グルタミン酸のみに曝露した対照培養と比較した．

その結果を図6A(点眼薬)，B(内服薬)に示す．この結

果を参考にして，本宿題報告では，以下の2つの内服薬

をとりあげて実験を進めた．1つはカルシウムチャネル

ブロッカーdiltiazemである．これは，高血圧，狭心症

などに繁用されており，カルシウムL-channelを選択

的にブロックする．多数のカルシウムチャネルブロッカ

ーがあるが，本薬が水溶性で濃度コントロールが容易で

あることから選択した．なお，我々の用いた培養ミュラ

細胞の環境をHigh K 下に置く，すなわち細胞外のカ

リウム濃度を急上昇させると，カルシウムチャネルが開

いて細胞内カルシウム濃度上昇が起こる(図7)．これは

dihydropyridineの存在でブロックされた ことから，

図 4 培養ミュラ細胞(図の背景に測定部位の培養細胞像がみられる)に L-α-amino-3-kydroxy-5-methyl-

4-isoxazolepropionic acid(AMPA) mM 投与前後の細胞内カルシウムイオン濃度を Fura -AM で標

識して画像解析した結果．

縦軸は340nm/380nmのフィルタで励起された蛍光濃度測光比を示し，カルシウムイオン濃度変化に対

応する．横軸は時間(秒)で，矢印がAMPAを投与した時点．5種の色の四角形の細胞部位を測定し，細

胞像にスーパーインポーズされたグラフに対応する色のグラフでカルシウム濃度の時間的変化が示されて

いる．どの部位でも明らかにカルシウムイオン濃度が明らかに上昇している．文献14より

図 5 グルタミン酸( mM)への 分曝露後，新鮮

培養液に移し 時間後のミュラ細胞と網膜ニューロ

ンの混合培養位相差顕微鏡像．

図2と比較して神経突起を有するニューロンが減少

し，細胞体も腫脹しているものが多い．背景のミュラ

細胞にも形態変化が生じている．
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L-type channelであり，用いたミュラ細胞にもL-type

カルシウムチャネルが存在していることが明らかになっ

た．もう1つは，ドパミンには後述するように神経保護

作用が推定されているが，その前駆体であるL-dopa(L-

3,4-dihydroxyphenylalnine)を取り上げた．

図8はTUNEL法を用いた場合の実験手順である．

培養細胞に神経保護候補薬物を入れて1時間置き，その

後，高濃度のNMDAまたはAMPAに1時間曝露し，

新鮮培養液中に24時間静置したのち固定し，TUNEL

法を行った．我々が用いたTUNEL法は，DNA断片

の3’-OH末端にTdT(terminal deoxynucleotidyl trans-

ferase)の働きで，ジゴキシゲニン標識dUTP(deoxy-

uridine酸)を結合させ，次いでアルカリフォスファター

ゼ標識ジゴキシゲニン抗体を作用させて，この部位を発

色させるTUNEL変法である．図9は comet法の手順

である．Tavergen Comet Kitとして販売されているも

のを利用し，図8の手順で実験した細胞をアガロースゲ

ル中に集め，これをスライドガラス上に蒔く．次いで電

気泳動を行うと，断片化したDNAが核から泳動され，

核から核外に尾を引いた状態になる．これをサイバーグ

A  B

図 6 各種薬物前を二種の濃度で投与 時間後にグルタミン酸 mM に 分間曝露， ， ， 時間新

鮮培養液で培養したした時点での神経突起を有する細胞比率を示す．

比率は観察された全神経細胞を分母にし，そのうち明らかな神経突起を有する細胞を分子にして算出．前

投与薬物としてAでは点眼薬，Bでは内服薬を示す．対照は前投薬のかわりに対照液を投与したもの．

図 7 培養ミュラ細胞(図の背景に測定部位の培養細胞像がみられる)の環境をを高濃度カリウムにした前後

の細胞内カルシウムイオン濃度の時間的変化が示す．

表示の詳細は図4の説明を参照．どの部位でも明らかにカルシウムイオン濃度が明らかに上昇している．
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リーンで染め，顕微鏡で観察，解析した．

グルタミン酸アゴニスト実験結果

図10はTUNEL法で対照とグルタミン酸投与後の細

胞をみたものである．小さな細胞はすべてニューロン

で，後方に全体に淡く染まっている大きな細胞がミュラ

細胞であるが，この方法ではニューロンの細胞死のみを

調べた．グルタミン酸投与培養ではTUNEL陽性ニュ

ーロンが対照に比し明らかに増加した．一方comet法

による観察写真を図11に示す．正常な細胞の核は図11

図 8 TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
 

method(TUNEL)変法までの手順．

図 9  Comet法の手順．

図 10 TUNEL法の結果の例示．

Aは対照，Bはグルタミン酸2.5mM 投与後24時間における染色．黒く示される細胞がTUNEL陽性

ニューロン．バーは10μm

図 11 Comet法での陰性細胞(A)と comet陽性細胞(B)．

バーは50μm
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Aのように正常な核が染色されるが，何らかの原因で

細胞の核内のDNAが傷つくと，断片化したDNAは電

気泳動されて図11Bのように核の部位から外へcom-

et，すなわち彗星状の尾を引いているのが観察される．

この方法ではネクローシスかアポトーシスかの確実な鑑

別はできないが，核が膨化して形態的変化が著しいもの

はおそらくネクローシス，形態変化のほとんどないもの

はアポトーシスを起こした細胞ではないかと推定してい

る．Cometの尾の長さが核の径の2倍を超えるものを

＋＋，それ以下のものを＋としてカウントし，全体の細

胞数で除した．Comet法ではニューロンとミュラ細胞

を合わせて評価をしたが，ミュラ細胞と思われる大きな

細胞のみをカウントした解析も同時に行った．

1．Diltiazem前投与の結果

Diltiazem前投与後2mM のNMDAに曝露した実験

では，10 M の diltiazem前投与が神経毒性アミノ酸曝

露のみ行った陽性対照と比し(t検定)明らかに細胞死を

抑制し(p＜0.001)，TUNEL法では10 M でも有意な

抑制がみられた(p＜0.001)．一方，5mM AMPAへの

曝露実験では，TUNEL法で10 M の diltiazem前投

与のみが細胞死を抑制し(p＜0.001)，10 M では有意

差がなかった．また，comet法ではNMDA曝露に対

する10 M diltiazemで陽性細胞が有意に減少したが，

その他の条件では，diltiazem前投与はNMDA，AM-

PA曝露のいずれでも有意な細胞死抑制はみられなかっ

た．この実験結果の代表例として，Diltiazem 10 M 投

与におけるNMDA，AMPA曝露時のTUNEL法と

comet法での陽性細胞出現比を図12に示す．なお，前

投薬も神経毒性アミノ酸曝露もしていないHanks液の

みを投与した陰性対照でも細胞死がみられたが，NMDA,

AMPAのみの投与に比し，それはいずれも有意に少な

かった．

2．L-dopa前投与の結果

L-dopa単独投与後では，TUNEL法，comet法とも

に10 M でHanksのみを投与した対照に比し明らかに

細胞死が増加した(図13，p＜0.01)．しかし，10 M 以

下では細胞死の増加はみられなかった．L-dopa前投与

後NMDA曝露実験ではL-dopaの 10 ，10 M でいず

れの方法でも，興奮毒性アミノ酸のみの投与培養に比し

明らかに細胞死が減少した(いずれもp＜0.001)．TU-

図 12 Diltiazem M 前投与後N-methyl-D-aspartate(NMDA)，AMPA曝露 時間後の TUNEL

法，comet法での陽性細胞出現比．

Diltiazem前投与で細胞死が部分的に抑制されている．

図 13 L-dopa単独投与 時間後のTUNEL法，com-

et 法での陽性細胞出現率．

対照(溶液のみ投与)培養との間で t検定を行ってい

る． ：p＜0.01， ：p＜0.001，n.s.：有意差なし．

10

8

6

4

2

0

(％)

10 M 10 M 10 M
 

L-dopa単独投与

陽
性
細
胞
出
現
率

対照

陽
性
細
胞
出
現
率

0

10

20

30

40

50

〔TUNEL法〕

〔Comet assay法〕

n.s.
n.s.

＊＊

＊＊＊

n.s.n.s.

850 日眼会誌 105巻 12号



NEL法では10 M でも有意差があった(p＜0.001)が，

10 M では差が消失した．Comet法でミュラ細胞のみ

の細胞死を検出すると，やはり細胞死が減少しており，

10 M(p＜0.001)でも10 M(p＜0.01)でも陽性対照に

比し有意差があった．L-dopa前投与後AMPA曝露実

験では，TUNEL法で，10 ，10 M でのみ細胞死が

有意に抑制され(p＜0.001)，これより高濃度の10 M

と，低濃度の10 M では有意差が検出できなかった．

一方，comet法ではL-dopa10 M 前投与(p＜0.01)，

10 M(p＜0.001)ともに細胞死抑制がみられた．Comet

法でミュラ細胞のみを検討すると，10 M で細胞死の

減少傾向がみられ(p＜0.05)，10 M では明らかに細胞

死を抑制した(p＜0.001)．L-dopa10 M 前投与におけ

るNMDA，AMPA曝露時の陽性細胞出現比を図14に

示す．以上のように，L-dopaは高濃度では細胞死を誘

発するが，低濃度では網膜ニューロン，ミュラ細胞の興

奮毒性アミノ酸による細胞死に対し，明らかな抑制効果

を有していた．

カルシウムブロッカーが神経保護作用を

有する理由

上記の培養網膜細胞を用いた実験で，L型選択的カル

シウムチャネルブロッカーであるdiltiazemが興奮毒性

アミノ酸誘発の細胞死に対し予防的神経保護作用を有す

ることが示された．脳虚血や脳外傷においてカルシウム

チャネルブロッカーが神経保護的な役割を果たしている

ことは，多くの研究が示している ．網膜視神経に

関しては緑内障との関係でカルシウムチャネルブロッカ

ーが視神経乳頭循環を改善するとのデータは，近年の新

しい点眼薬の出現とともに主として日本から多数報告

されたが，循環を介さない網膜細胞を直接焦点とし

たカルシウムチャネルブロッカーの研究は少なかった．

これに関する研究は，Osborneら がベータブロッカ

ー緑内障薬として用いられている薬物ベタキソロールが

実験的NMDA毒性および網膜虚血による細胞死を抑制

することを示した研究の考察で，この薬物が有するカル

シウムチャネルブロッカーとしての役割に言及したこと

に初まると思われる．L型カルシウムチャネルブロッ

カーであるニフェジピンがラット網膜におけるNMDA

誘発カルシウム流入を抑制することを，その後このグ

ループは示している ．また，別のグループ も新しい

カルシウムチャネルブロッカーがNMDA誘発またはカ

イニン酸誘発のラット網膜毒性を抑制することを示して

いる．網膜におけるグルタミン酸毒性の第一段階はカル

シウムイオンの細胞内流入に他ならないが，その流入は

NMDA受容体やnon-NMDA受容体のいずれかを介し

ても，あるいはグルタミン酸誘発の脱分極後に電位依存

性カルシウムイオンチャネルを通じても起こり得

る ．こうした中で，Melenaら はラット網膜では

あらゆるカルシウムチャネルの中でL型を通じた細胞

内カルシウムイオン流入がほぼ50％を占めるとしてい

る．カルシウムチャネルブロッカーが神経保護の役割を

果たすのは，こうしたことから一応首肯できることであ

る．しかし，NMDA受容体やnon-NMDA受容体に直

結したカルシウムイオンチャネルを介したカルシウムイ

オン流入が果たす役割も無視できないし，電位依存性カ

ルシウムイオンチャネルと種々のグルタミン酸受容体の

相互作用を示す研究も出始めている ．さらに，先

に引用したベタキソロールによる細胞死抑制のメカニズ

ムもカルシウムブロッカーとしてだけでは説明が難しい

ようであり ，カルシウム流入の一つをとっても，必ず

しも単純化して考えることはできないようである．

図 14 L-dopa M 前投与後NMDA，AMPA曝露 時間後の TUNEL法，comet法での陽性細胞出

現比．

L-dopa前投与で細胞死抑制が顕著にみられている．
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なお，虚血性網膜疾患でも頻度が多い網膜中心静脈閉

塞症の患者で，早期に発見され初期治療が行われ，十分

な光凝固も受けている症例で，発症当時高血圧などで，

カルシウムブロッカーを内服していた人と内服していな

かった人とで，視力の時間的推移が異なるかどうかを調

べてみた(図15)．発症2.3か月後に，内服していたグ

ループの方が多少視力回復がよい印象があったが，症例

数が少ないこととばらつきが大きいため，どの時点でも

統計的有意差は得られなかった．

L-dopaの二面性

L-dopaは抗パーキンソン薬として実際に用いられて

いるが，近年弱視 や前部虚血性視神経症 に応

用している臨床データが多くみられる．今回の実験で，

L-dopaの 10 M という高濃度では明らかな細胞毒性を

示した．これに対し，NMDA，AMPA毒性に対する抑

制効果は程度の差はあれ，10 ～10 M という非常に

低い濃度で証明された．L-dopaは in vitro実験で神経

毒性を示すとの研究が多い ．そのメカニズムとして

酸化的ストレスが主としていわれている．また，カルシ

ウムを除去したり，マグネシウムを加えた条件下では細

胞毒性が抑制され，またL-dopa投与後に培養液内のグ

ルタミン酸濃度が上昇するとの成績から，グルタミン酸

受容体刺激による毒性も推定されている ．Akeoら

は網膜色素上皮細胞培養を用いてL-dopaの種々の濃度

を培養液内に投与した実験で，その細胞毒性がNOと

スーパーオキシドラジカルに由来していることを示して

いる．In vivoにおいては，同様の細胞毒性が生じてい

るとの証拠は未だなく ，ラットの腹腔内にL-dopa

を投与した実験でも組織でNOが産生されているデー

タは得られていない ．過去に in vitroでL-dopa毒性

がみられたのは10 ～10 M での実験であり ，

10 M で毒性が示された我々のデータとほぼ一致してい

る．すなわち，L-dopaの細胞毒性はこの濃度以上で起

こるが，通常の投与方法ではこの濃度が血液脳関門，血

液網膜関門を越えて組織に到達しないため，組織障害は

起こらないのではないかと推定される．一方，今回の実

験結果から10 M 以下では興奮毒性アミノ酸による網

膜細胞死を明らかに抑制することが示され，特に10 ，

10 M というかなり低濃度のL-dopaが保護作用を有

していた．このように，L-dopaはその濃度によって二

面性を有するということができる．

ミュラ細胞の関与

先のL-dopa前投与実験結果で示されたように，細胞

死に関する挙動はミュラ細胞と網膜ニューロンとは並行

的であった．また，ミュラ細胞の多い培養と少ないそれ

の上に網膜ニューロンを混合培養し，高濃度のグルタミ

ン酸やATP(adenosine 5’-triphosphate)を作用させる

と，ミュラ細胞の豊富な方がニューロンの生存率が高い

という結果が得られた(図16)．すなわち，ミュラ細胞

は網膜ニューロンの生存に寄与する可能性があるが，細

胞生存，細胞死については両者は運命共同体である可能

性が高い．

ミュラ細胞が従来考えられていたよりも，ずっと多機

能な細胞であることが近年わかってきた ．例えば，

これまで一般にニューロンにしかないと思われていた神

経伝達物質受容体がこの細胞にもあることが次々証明さ

れた ．また，イオンチャネルも，カルシウム

チャネルの他，カリウムチャネル ，ナトリウムチャネ

ル，クロールチャネルなど種々のものが確認され，これ

らは虚血などに際して変化することが知られている．グ

ルタミン酸が細胞外に過剰に残存すれば毒性を発揮する

ことになるが，これを処理する機構として重要なグルタ

ミン酸トランスポータがミュラ細胞に存在し ，これ

図 15 網膜中心静脈閉塞症の患者視力(logMARで表

示)の時間的推移．

カルシウムブロッカーを内服していた人(N＝8)と内

服していなかった(N＝10)とでどの時点でも有意差は

検出できなかった．

図 16 ミュラ細胞の多い培養(Muller-rich culture)と

少ない培養(Muller-poor culture)の上に網膜ニュー

ロンを培養し， mM グルタミン酸(左)や mM の

ATP(adenosine ’-triphosphate，右)を作用させ

時間後のニューロンの生存率．

ミュラ細胞が豊富な方が生存率が高い．
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も虚血などに際して変化することが示されている．さら

に，種々の神経栄養因子もミュラ細胞に発現し ，

あるいはそれらに対する細胞応答が存在する ．このよ

うな網膜の多機能細胞が，網膜ニューロンに対する虚血

や興奮毒性アミノ酸曝露など種々の侵襲に対し，保護的

に作用することは容易に推定でき，事実それを裏づける

研究成績が多くでている ．ミュラ細胞と網

膜ニューロンとが運命共同体であったという今回の我々

の結果もそのことに対応しており，神経細胞死阻止の前

提として，ミュラ細胞が健全である必要があることを強

く示唆している．しかるに，ミュラ細胞を介した神経保

護作用のメカニズムを考察することは，機能的，効率的

な神経保護を治療に取り込む上で有効な方略の一つであ

る．

ここで，これに関連して行ったミュラ細胞に特異的に

発現する遺伝子を検索する試みを紹介する．まず，ラッ

トの培養ミュラ細胞のmRNAから脳組織のRNAを引

き算してミュラ細胞に特異的なmRNAをみつけようと

cDNAサブトラクション法を行った(図17)．ミュラ培

養細胞と脳組織から抽出されたmRNAを cDNAに変

換し，これを脳組織cDNAが大過剰になるように双方

を混ぜ合わせ，サプレッションpolymerase chain reac-

tion(PCR)法を用いて片方のcDNAにしか存在しない

遺伝子のみを特異的に増幅することによってミュラ培養

細胞により多く発現する遺伝子の断片を得，これをクロ

ーニングしてシークエンスすることによって同定を行っ

た．cDNAサブトラクション法によって38個のクロー

ンが得られ，このクローンをすべてシークエンスして塩

基配列を解析すると，ミュラ細胞のマーカーにも使われ

るビメンチンを含め，膜蛋白質，酸化酵素，成長因子，

転写因子など多くの既知遺伝子が見つかり，さらに8個

の未知遺伝子と思われるものが発見された．その一つで

特に発現量の多い，クローンM1についてさらに解析を

進めた．ミュラ培養細胞と6つの異なる組織での発現量

を正確に測定するために，まず定量PCR法を行った．

この定量PCR法とはPCR法を使ってサンプル内の目

的遺伝子のコピー数を定量する方法である ．あらか

じめコピー数がわかっているスタンダード・サンプルに

よって検量線を作成し，これをもとに未知サンプル内の

遺伝子コピー数を計算する．なお，PCR反応液中に含

まれるcDNA量の差を補正するインターナルコント

ロールとして18Sリボゾーム遺伝子を利用した．こう

して定量された未知遺伝子M1のミュラ培養細胞と脳組

織での発現量を示すPCR曲線で，両サンプルが一定の

傾きで増加している範囲の中から特定のPCR産物量を

一つ決めて，この量に達するのに必要なPCRサイクル

．

図 18 未知遺伝子M のミュラ培養細胞と各組織での

発現量．
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数から検量線を利用してM1遺伝子のコピー数を計算し

た．M1遺伝子はミュラ培養細胞で脳組織よりも8サイ

クル早く増幅されており，ほぼ2の8乗倍のコピー数，

すなわち約250倍含まれていると考えられる．この方法

でミュラ培養細胞と6つの組織から抽出された全RNA

に含まれるM1遺伝子数を測定したところ以下の結果を

得た．未知遺伝子M1は前述のようにミュラ培養細胞で

脳組織よりも約250倍の発現量が確認され，さらに他の

組織と比較しても著しく発現量が高いことが確認された

(図18)．ここで興味深いのは，M1は正常な眼の組織自

体には全く発現しておらず，したがって生体内のミュラ

細胞にも発現していないことがわかった．この遺伝子の

解析を進めた結果，最終的にコラーゲンⅤに相当する既

知遺伝子であることが判明した．この遺伝子の下流が遺

伝子バンクに登録されていなかったため未知遺伝子と当

初考えたのであった．この結果は，ミュラ細胞が培養な

どある条件下におかれるとコラーゲンを産生する能力を

潜在的に有していることを示したものであり，池田ら

も同様の結果を発表している．これが，病的な状態を示

しているのか，あるいはストレス条件下に置かれた細胞

が生存するのに必要な細胞保護に関与するものか，今後

明らかにしていきたい．残りの7つの未知遺伝子につい

ても順次明らかにしていく予定である．

L-dopaにおける予防的神経保護作用の

発現機序

ここで，L-dopaの予防的神経保護作用の発現機序に

つき，以下の3つの仮説を検討してみたい．

１)ドパミンとしての作用．

２)NOを介した作用．

３)神経栄養因子を介した作用．

１)ドパミンとしての作用

L-dopaはドパミン前駆体である ．しかも，ドパミ

ンは神経保護作用を有していることが以前から指摘され

ていた ．柏井ら はパッチクランプ法を用いて網

膜に対するグルタミン酸毒性に対しドパミンがD1サブ

ファミリーを介して神経保護的に作用することを示し

た．一方，別の研究は網膜へのドパミンによるグルタミ

ン酸曝露に対する作用に，ドパミン受容体を介さない経

路があることを示している ．ここでまず，L-dopaが

示した予防的神経保護作用がドパミン受容体を介してい

る可能性を考慮しなければならない．ドパミン受容体サ

ブタイプは遺伝子学的に少なくとも5つが同定され，D1

サブファミリーとD2サブファミリーとに大別される ．

生体ではD1，D2が圧倒的に多く分布している．D1は

受容体が賦活すると興奮性GTP結合蛋白質Gsを介し

て細胞内カルシウム濃度が上昇する．図19は我々の培

養網膜ニューロンにD1アゴニストであるR(＋)-

SKF38393を投与した時の細胞内カルシウム上昇を示

図 19 培養網膜ニューロンに D アゴニストである R(＋)-SKF を投与した時の細胞内カルシウム上昇．

表示の詳細は図4の説明を参照．青で囲まれた部位以外は，アゴニスト投与後時間差を持ちながら細胞内カル

シウム濃度が上昇している．

854 日眼会誌 105巻 12号



したものである．この反応はアンタゴニストの存在で明

らかに抑制された．これに対し，D2は抑制性G蛋白質

を介し，カリウムチャンネルを活性化する．これまで

ラット網膜にD1，D2受容体が主として存在しているこ

とが示されている ．しかし，ミュラ細胞にはD2

受容体の存在を推定した研究があるのみである ．

我々はD1アゴニストを投与し，細胞内カルシウム濃度

上昇が起こり，これがアンタゴニスト存在で抑制された

ことから，ミュラ細胞にはD1受容体も存在している可

能性をはじめて示した．今回はD1，D2の両方の受容体

に注目して実験を進めた．

細胞はその機能を維持するために小胞輸送やミトコン

ドリアの輸送など細胞内でのさまざまな動き，そして細

胞自体の動きが必須となる．それを司っているものが分

子モーターと呼ばれるものである ．近年，超高感度

高倍率顕微鏡を用いて，細胞内粒子運動をリアルタイム

に観察することができるようになった．その研究の先鞭

は軸索輸送の研究にある ．この方法(図20)を用

いてD1，D2アゴニスト投与時の細胞内粒子運動の超高

感度ビデオ画像による解析を行った．ミュラ細胞では，

D1アゴニスト投与後粒子運動が抑制され，D2アゴニス

ト投与では運動が明らかに促進された．すなわち，D1

とD2とでは正反対の挙動をとった(図21)．この結果

は，家兎培養ミュラ細胞にD1，D2受容体ともに存在す

る可能性を示したものと解釈している．ニューロンの軸

索輸送でも同様の傾向であったが，ニューロンではアゴ

ニストを投与しても変化しないものがあり，これらはド

パミン受容体が存在しない細胞と推定された．L-dopa

投与時のミュラ細胞内の挙動はほとんどが投与直後に粒

子運動が抑制された(図22)．このように，多くのミュ

ラ細胞での挙動はD1受容体賦活時の挙動と類似した．

一方，ニューロンにL-dopaを投与した場合は軸索輸送

が亢進するものが比較的多くみられ，これはD2類似の

応答であるが，抑制されるものやまた変化しないものも

あり，さらなる検討を要する．

さて，ドパミンの神経保護作用を我々の系でTUN-

図 21 培養ミュラ細胞における D ，D アゴニスト投与前後の単位時間当たりの粒子運動変化．

図 20 細胞内粒子運動の超高感度ビデオ画像による解

析システム．

図 22 培養ミュラ細胞における L-dopa投与前後の単

位時間当たりの粒子運動変化．
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EL法と comet法を用いて検討した結果を次に示す．ま

ず，ドパミン自体に細胞死を誘導する作用が知られてい

る ので，D1，D2アゴニスト自体に毒性がないことを

確かめる必要がある．10 M でのD1，D2アゴニスト

とも細胞死がやや増える傾向にあったが有意差はなかっ

た．そこで，実験は10 M 以下の濃度で行った．ミュ

ラ細胞を用いて，高濃度グルタミン酸アゴニスト曝露時

のD1，D2アゴニスト前投与の効果をcomet法でみる

と，AMPA，NMDAとも10 M のD1，D2アゴニス

ト前投与で，有意な細胞死抑制効果がみられ，10 M

でもD1アゴニスト前投与後のAMPA曝露の場合以

外，いずれも有意な細胞死抑制効果がみられた．D1ア

ゴニストの10 M 前投与した場合を例に，高濃度NM-

DA，AMPA曝露細胞のTUNEL法，comet法での

各々陽性細胞出現比を図23に示す．D1アゴニストは網

膜ニューロンのグルタミン酸毒性に対し抑制的に作用し

たが，特にNMDA誘発毒性抑制効果が最も明確に検出

された．D2アゴニストを前投与し高濃度AMPA曝露

によるグルタミン酸アゴニスト誘発細胞死に対する抑制

効果も(図24)，NMDA，AMPAいずれの誘発毒性に

対してもみられた．TUNEL法でみる限り，D1アゴニ

ストがNMDA，AMPA誘発毒性ともD2よりも強く抑

制する傾向がみられたが，その傾向はcomet法では明

らかでなかった．以上から，L-dopaの細胞死抑制効果

の機序として，D1，D2ドパミン受容体を介する可能性

は十分あると考えられた．ところで，細胞内粒子の運動

をみても，D1，D2受容体を介した作用は対称的であ

り，両者の拮抗的薬理作用も知られている ．その

一方でD1，D2の協同的作用も報告 されている．し

たがって，これらの受容体の網膜細胞における相互作用

図 23 D アゴニストの M 前投与後NMDA，AMPA曝露 時間後の，TUNEL法，comet法での

陽性細胞出現比．

図 24 D アゴニストの M 前投与後NMDA，AMPA曝露 時間後の，TUNEL法，comet法での

陽性細胞出現比．
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が，相加的か拮抗的かなどについては今後に残された課

題である．

２)NOを介した作用

次にL-dopaは自家酸化によりNOを放出する ．

NOは気体であるが網膜においても神経伝達物質として

作用する可能性が指摘されている ．また，アポトー

シスに関してはこれを誘導する作用がある一方，抑制作

用もあるという二面性がある ．このことは，網膜

ニューロンにおいても推定されている ．

L-dopaが高濃度で細胞毒性を有したことは，フリー

ラジカルとしてのNOが細胞障害性に作用したと推定

したことは既に述べた．しかし，NO自体にアポトーシ

ス抑制作用があることに注目し，強力なNOスカベン

ジャーであるcarboxy-2-phenyl-4，4，5，5-tetramethyl-

imidazoline-1-oxyl-3-oxide(C-PTIO，200μM)を L-

dopaとともに前投与する実験を行った．まず，L-dopa

(10 M)をC-PTIOと同時に投与した上で，グルタミン

酸アゴニストに曝露したニューロンを調べた．NMDA

に曝露したものでは，C-PTIOを同時に投与しなかった

場合と比較して有意差は生じなかった(図25)．一方，

図 25 L-dopa( M)前投与時に carboxy-2-phenyl-4,4,5,5-tetramethyl-imidazoline-1-oxyl-3-oxide

(C-PTIO)を同時投与と非投与とでの網膜ニューロンにおけるNMDA誘発細胞死抑制作用の比較

(TUNEL法)．

両者間に有意差なし(n.s.)

図 26 L-dopa( M)前投与時に C-PTIOを同時投与と非投与とでの網膜ニューロンにおけるAMPA誘

発細胞死抑制作用の比較(TUNEL法)．

この実験ではC-PTIOの存否で僅かに有意差があるが，C-PTIO単独でも対照に比し同様の有意差がある

ので，結果の解釈はむずかしい． ：p＜0.05
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AMPAに曝露したものでは，C-PTIO同時投与ではC-

PTIOなしのL-dopa前投与に比べ有意にTUNEL陽性

細胞が増加した(図26)．この結果は，AMPA曝露に対

するL-dopa前投与での細胞死抑制効果にはNOが関与

している可能性を推定するが，この実験系では，C-

PTIO自体に細胞障害性がないことを確認できなかった

ので(図26)，結論は確定的ではない．

３)神経栄養因子を介した作用

種々の神経栄養因子や成長因子が神経保護的に作用す

ることは多くの研究が示している ．このうち，網

膜においてはnerve growth factor(NGF)が神経保護的

のみならず ，神経細胞死促進的に作動するとのデ

ータもある ．これに対し，brain-derived neuro-

trophic factor(BDNF)は専ら神経保護的に 働く

ようである．L-dopaやドパミンとこうした因子を結び

つける研究は非常に限られている．L-dopaが BDNF
 

mRNAの発現を上昇させるとの in vivoでの研究 や

ドパミンアゴニストがマウスの培養アストロサイトで

BDNFやNGFの発現を増加させる との研究，また

発生過程で神経栄養因子の受容体であるチロシンキナー

ゼ受容体をドパミンが制御しているとのデータがあ

る ．しかし，一方でドパミンアンタゴニストがNGF

遺伝子の発現を誘導する といった，先述の研究 と

相反する成績も出ており，まだ謎の多い領域である．網

膜においては，この点に注目した研究はまだ出ていない

が，我々は次のような実験を行った．

まず，培養細胞に対して間接免疫蛍光法を試みた．

NGFはミュラ細胞単独では陰性であったが，ニューロ

ンとの混合培養ではミュラ細胞，ニューロンともに陽性

であった(図27)．そこで，ニューロンとミュラ細胞の

混合培養を用いて，L-dopa10 M で3時間培養した細

胞に対しNGFの免疫蛍光法を行ったところ，陽性所見

が得られたが，L-dopaを投与しない対照細胞に比して

明らかな強陽性は示さなかった．次にBDNFの免疫蛍

光では，やはりミュラ細胞単独では陰性であったが，混

合培養では主としてニューロンに陽性であった(図28)．

ここでL-dopa10 M 投与3時間後でのBDNF発現を

みるとやはり陽性を示したが，対照細胞と比べて違いが

明確でなかった．そこで，mDNAレベルでBDNFの

発現が増強しているかどうか，Norhtern blotting法

(slot blotting法，図29)で調べた．これは目的とする

mRNAをジゴキシゲニン標識のBDNFのプローブ(和

図 27 Nerve growth factor(NGF)の間接免疫蛍光法．

ミュラ細胞単独培養では陰性(A)であるが，ニューロンとの混合培養では陽性(B)を示す．バーは20μm

図 28 Brain-derived neurotrophic factor(BDNF)の間接免疫蛍光法．

ミュラ細胞単独培養では陰性(A)であるが，ニューロンとの混合培養ではニューロンを中心に陽性(B)を示

す．バーは20μm
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歌山県立医大第2解剖学仙波恵美子教授ご提供による)

によりhybridizationして化学発光を検出する方法であ

る．このプローブは図30のように高い特異性を示した．

培養細胞はいずれも混合培養で行ったが，ニューロンの

多い場合，ミュラ細胞の多い場合などニューロンとグリ

アの比を変えて4回繰り返して実験した．BDNFは対

象とした培養細胞の分布がどのような場合でも，対照細

胞，AMPA曝露細胞，L-dopa曝露細胞ともに確かに

発現した．しかし，対照細胞に比し，曝露細胞において

BDNF発現の増加は確認できなかった(図31)．なお，

glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)

は，多くの組織で比較的一定量の発現がみられ，GAP-

DH RNAの量は刺激条件によらず全RNA量に比例す

図 29  Nothern blotによる RNA発現の検出法．

図 30 使用した probe(和歌山県立医大第 解剖学仙波

恵美子教授ご提供)の特異性．

対照の glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH)はラットの遺伝子を鋳型にして作られたプ

ローブを利用している．

図 31 培養細胞に薬物投与した場合の BDNF発現を

示すNothern blotting．

1．AMPA,L-dopaで
培養細胞を刺激

2．回収した細胞から
RNAを抽出

3．Nylon membrane上
にRNAを blot

4．UV照射にてRNA
をmembraneに
共有結合させる

5．Digoxigenin標識 cRNA probeによる
培養細胞を刺激

6．Phosphatase
期質による
化学発光

7．Ｘ線フィルムで
発光を検出

Nylon membrane

 

Northern blot(slot blot)によるRNA発現の検出
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ることから，本法の対照によく用いられている．このバ

ンドの濃度と各条件でのBDNF RNAのバンド濃度の

比をとってみたが，やはり有意な変化は検出されなかっ

た．

以上のことは，L-dopa投与は培養網膜ニューロンと

ミュラ細胞との混合培養において，NGF，BDNFの発

現増加は明らかには生じないという結論に導ける．一

方，免疫蛍光法で示されたように，NGF，BDNFとも

ミュラ細胞単独では陽性とならず，網膜ニューロンとの

混合培養においてのみ陽性となった点は，ニューロンか

らグリアへの信号伝達の間接的証明となっていて興味あ

る所見と思われた．

以上から，培養網膜ニューロンとミュラ細胞におい

て，L-dopaがグルタミン酸曝露に対し予防的神経保護

作用を有する機作として，NOのアポトーシス抑制作用

や神経栄養因子，神経成長因子などを介したものも完全

には否定できないものの，むしろD1，D2受容体を介し

た保護作用の可能性が高いと考えられた．

お わ り に

著者は網膜視神経障害など神経眼科疾患に対する神経

保護的治療を意識して宿題報告に取り組み，特にミュラ

細胞の神経保護作用に注目するとともに，既存薬の中か

らカルシウムチャネルブロッカーとL-dopaの作用に焦

点を当てながら，上記の問題を考察した．中でも，L-

dopaは先にも述べたように，実際に非動脈炎性前部虚

血性視神経症患者に使用されている ．本症は米国で

の研究では年間人口10万人対10.3人の発症率で発症

し，視力予後の不良な疾患である ．また，視力低下

が遅発性に進行する場合もあり ，他眼の発症もまれ

でない 治療法が確立されていない疾患であること

から，今回の我々の実験で予防的神経保護作用が示され

たL-dopaを，保護治療的に臨床応用したい．そこで，

我々も本症の慢性期症例に対し，本薬の投与を試み，玉

井らにより低視力評価用に開発された low vision eva-

luator(LoVE) を利用して検討した．今回は赤のダイ

オードで9種類の intensityで無作為に各々3回合計27

回発光させ，患者が発光を認識できたら，ブザーを鳴ら

す方法で，刺激の総和をLoVE値として算出した．す

なわち満点は27である．なお，3回の未発光刺激があ

り，患者にエラーがあった場合は表示されるので，再検

査を行った．Levodopaと carbidopaが 10対1で配合

されている製剤メネシットを用い，同意の得られた患者

に対し1日1錠L-dopaとして100mgを3週間投与し，

3週間休薬後300mgを3週間投与した．図32に投与し

た9例の平均LoVE値の経過を示す．3錠投与中有意に

値が上昇し，投与後には有意差が消失した．投与中のみ

効果があることは，おそらくドパミン受容体などを介し

た神経賦活作用であろうと推定できる．今後，一眼に発

症した患者の治療と，他眼発症の際の神経保護を期待し

ての予防的投与に関するデータを，患者の協力を得て蓄

積したいと思う．

以上，予防的神経保護薬の候補として，カルシウム

チャネルブロッカーとL-dopaの in vitroでの保護作用

の存在を我々の研究成績で示しつつ，これらを通じて予

防的神経保護作用の機序についても総説的に概観した．

本宿題報告を終えるに当たり，この機会を与えて下さいま

した日本眼科学会評議員の皆様ならびに座長の労をおとり下

さいました猪俣 孟教授に感謝いたします．また，研究推進

に当たっては，多くの方々のご指導，ご協力を得ましたが，

特に終始ご鞭撻いただいた恩師石川 哲北里大学名誉教授，

自由に研究する機会と場を与えていただいた清水公也北里大

学教授ならびに井上治郎井上眼科病院院長にお礼を申し上げ

ます．

本研究は旧厚生省特定疾患網膜脈絡膜視神経萎縮症研究班

(班長本田孔士教授，玉井 信教授)，旧科学技術庁目標達成

型脳科学研究(班長福田 淳教授)，旧文部省科学研究費，失

明予防協会助成金および北里大学医療系大学院プロジェクト

研究費の援助をそれぞれ受けました．
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