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細胞のストレス応答と眼 (図 8,表 3)

若  倉  雅  登 (北里大学医学部眼科)

要  約
細胞のストレス応答は正常蛋白合成抑制と熱ショック蛋自 (HSPs)も しくはス トレス蛋白 (SPs)の 合成促

進という2つの事象から成立している。HSPsは はじめショウジョウバエで見出されたがその後ヒトを含むあ

らゆる生物の種々の細胞で,そ の存在が確かめられた。major HSPsと してはその分子量に従って HSP 90,

HSP 70,small HSP,お よびユビキチンの 4群に分けられ,他に多くの minor ⅡSPsが報告されている。こ

れらの多くは系統発生学的に保持されており,そ れゆえス トレス負荷時のホメオスターシスや熱耐性といった

生命維持にとって枢要な役割を細胞骨格蛋自の変化と相互的に働きながら果たしていると考えられる。本綜説

ではまずⅡSPsの発見から今日の研究に至る推移を概観 しながら,HSPsが どのようにして産生され,な にを

しているのか考えてみた。その上で近年多少蓄積されてきた眼組織とHSPsと の関係につき,筆者の研究成績

を含めながら紹介 した。水晶体では small HSPsを はじめとする HSPsがクリスタリンの構造に似ており,機

能的にも近いかもしれないことを述べた。網膜細胞 (ミ ューラー細胞,網膜ニューロン,色素上皮細胞)に お

いても,熱ショックやヘルペスウイルス感染後にHSPs産 生システムが稼動することを明らかにした。眼組織
においても細胞のス トレス応答の仕方,HSPs産 生の意義を検討 してゆくことは、眼の生理,病理を新 しい視
点から解明 してゆ くことになり,こ れからの重要なテーマの 1つ になると考えられる (日 眼会誌 93:

511-1523, 1989)

キーワード:ス トレス応答,熱ショック蛋白,ス トレス蛋白,網膜細胞,細胞骨格蛋白
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Cellular Stress Response in the Eye

Masato Wakakura
Department of Oflhthalmologt, School of Medicine, Kitasato Uniuersity

Abstract

The cellular stress response consists of general inhibition of normal protein synthesis and

enhancement of a group of stress or heat shock proteins (SPs or HSPs). Current studies show this
response system to be present in various cells from bacteria to man. A number of HSPs have been

described, and four are now regarded as universal, Three are described in terms of their molecular
weights of 90K, 70K and 20-30K daltons, respectively, and a fourth is known as ubiquitin. Most of
these have been highly preserved throughout evolution. One important role for HSPs is certainly
related to cellular homeostasis including thermotolerance. It is quite possible that cytoskeletal
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changes occurring during heat shock are involved in the regulation of HSP synthesis and that HSPs

themselves have cytoarchitectural roles, In this review, the history of research on heat shock proteins
was introduced to elucidate their functions. Cellular stress response in ocular tissues was also taken
into account. For example, immunocytochemical investigations have indicated that normally less

detectable glial fibrillary acidic protein in Miiller cells is expressed in response to neuronal injury,
degeneration, retinal detachment and under in vitro conditions. Current studies, including our own,
show the accumulation of HSPs or SPs in various retinal cells (e.g. Mtiller cells, retinal neurons, and

retinal pigment epithelia) following either herpes simplex infection or heat shock. the possible

clinicopathological signiflcance of the above cellular responses is discussed. (Acta Soc Ophthalmol Jpn
93 : 511-523, 1989)

Key words: Stress response, Heat shock protein, Stress protein, Retinal cells, Cytoskeleton

I緒  言

細胞が高温,感染原,毒性物質やある種の重金属な
どに暴露すると,その細胞内で種々の変化が起こる。

それが細胞応答 (cenular response)と いわれるもの

であるが,公式風にいうと,「ストレス (侵襲)に対す

る応答 (飢ress response)は正常蛋自群の合成抑制と

特定蛋白群の合成促進から成る」ことになる。この特

定蛋白群は熱ショックの研究から見出されたものであ

り熱ショック蛋白 (heat shock proteins,HSPs)と 呼

ばれる1)。 あるいはもう少し大きくとらえス トレス蛋

白(stress proteins,SPs)と 呼ばれることもある。HSPs

や heat shock responseの 研究は,近年細胞生物学の

ひとつの大きなトピックとなっており,細胞がいかに
して侵襲に耐え生きながらえるか,あ るいは耐え切れ

ず死の道を,1翌ぶかという問題が,ス トレスの種類,細

胞の種類ごとに解明が進みつつある
2).

そしてこの問題は癌の温熱療法とHSPsの 関係3),

近年 SLEな どで注目されている4)5)よ うに種々の疾患
とHSPsの関連性,胎生期に一過性に発現する HSPs

の意義
6)な どさまざまな角度からアプローチされはじ

めてお り,秀れた綜説もここ4～ 5年の間に次々に発

表された2)7)～ 12).

しかしながらこの領域を眼科的立場で概観 している

ものはなく, このあた りで近年多少蓄積 されてきた

HSPsと 眼組織,眼における細胞のス トレス応答と
いった知識を整理してみるのも,眼組織,眼病理を従
来とは異った側面から捉えなおすという意味において

価値なしとしないであろう。本稿では HSPを中心に
まずその研究の歴史をめぐったあと,その役割につい

て考察する.ついで水晶体,網膜,視神経に関する研

究をこれらの研究の将来の方向性を占いながら紹介し

II HSPsの 発見とその種類

1962年 Ritossa13)はショゥジョゥバェの幼虫の環境

温度を一過性にわずかに上げることにより,唾液腺染

色体のある部分が膨 らむパフ形成が起こり,遺伝子活

動が劇的に変化することを見つけた。 この変化は温度
上昇後 1分以内に起こり,30～ 60分でピークに達する。

これが HSPs発見のはじまりである.こ の発見から12

年を経てこのパフ形成には特定の新しい蛋白質すなわ

ち HSPs合成が伴 うことが示されたのである“
).

ショウジョウバエでは連続した13の heat shock遺

伝子が知られてお り, 8種 の HSPsが報告されてい

る°)。 HSPsと遺伝子の関係は従って 1:1の対応では
なく,複数の遺伝子によって規定される場合があると

考えられる。ここで HSPsを 分子量によって大別して

みよう(表 1)10)11)15)。 主たるHSPsと しては分子量90

K付近の HSP 90,70K付近の HSP 70,22～ 30K付近
に分布するsmall HSPsがあり, これらは各々単一の

蛋自をさす●ではなく,分子量も反応性もよく似たい

くつかの蛋白群である。 これに最近新たに加えられた
ユビキチンを含めたこの 4群をmaior HSPsと よぶ.

これらのほか HSP 473),SP 5716)な どいわゆるminor

HsPsゃ “prompt“ HsPs17)な どがいくつも報告されて
いる。

さて1970年 代後半 になって HSPsは ショウジョウ
バエ特有の蛋自ではないことがわかってきた。単細胞

生物からヒトに至 る種々の細胞に,ほ ぼ例外なく
HSPs合成能が存在する。ではそれらの HSPsは種に

よって異なるのであろうか。HSP 70の アミノ酸配列

を大腸菌,イ ース ト菌,シ ョウジョウバエ,蛙および
ヒトのものについて較べてみると,互いに非常に似て

てみたい。
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表 1 主なheat shock proteinS(HSPS)も しくはStreSS prOteinS(SPS)と その特徴

( ):主な参考文献
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いて, ヒトの HSP 70の 配列は73%シ ョウジョウバエ

のそれに一致し,50%大腸菌のそれに一致するとい

ぅ2)。 またある種の HSPか ら作られた単クローン抗体
は他の種の HSPと交叉反応する場合が多ぃ1)18)。 この

ように HSPsは 下等生物からヒトに至 る系統発生上

ずっと保持されてきたいわば原始的な蛋白といえ,そ

れゆえ生命維持のための極めて重要な部分と関わって

いる蛋白にちがいないと考えられている.

冒頭にも触れたように,高温に暴露されたときとよ

く似た細胞の反応は,他の種々の侵襲によっても起こ

る (表 2)2)10)。 これらの細胞応答が互いに同一のもの

か否か結論するのは時期尚早であるが,種々の角度か

ら HSPsと 同一もしくは非常に近い蛋自が産生され

ることは確実であり,こ のことが HSPsと 呼称するよ

りもむしろstress proteins(SPs)と 一般化して呼ぶ方

が妥当だとの意見がある所以である。熱ショックと他

表 2 ストレス応答を惹起する物質,状態として
報告されているもの2)10)

の侵襲とでは細胞応答の仕方が厳密には違っていて

も,「正常蛋白合成抑制とSPsを 含む特定の蛋自の合

成促進がみられる」という共通項でくくれる応答様式

は,表 2に示した以外の病的状態にも普遍化しうると

思われ,筆者もSPsの 呼称を好んでいる。

III SPsの合成

SPsの 合成系はまだ完全に明確になっているわけで

はないが,種々の傍証からTanguay8)が わかりやすい

仮説を立て,シ ェーマにした。以後の話の理解を助け

るため,氏のご好意でこの図を拝借することにする(図

1).

何らかのス トレスが細胞にかかると, 4つ のステッ

プの応答が細胞内で生ずる。まずス トレスは標的蛋白

を介して,細胞骨格蛋白を正常型から活動型へ変える。

これがストレス応答の起動 (ス テップ 1)である。活
動型の細胞骨格蛋白は,核内の HSPs遺伝子の転写を

促進 し,HSPsの遺伝子を転写 したメッセンジャー
RNA(mRNA)を 核の外へ移動せしめる (ス テップ
2).一方ストンスは細胞質内で正常蛋自のmRNAと
リボゾームを分離することにより,正常蛋自の合成を

阻害する(ス テップ 3)。 この時生じた不活化 リボゾー

ムは,核外へ出た HSP mRNAと 結びついて醜訳し,
HSPを合成して機能させる(ス テップ 4).SPsは どの
ような機能を有するか謎であるが, ステップ 1～ 3を

何らかの形で修飾しているらしい。SPsと細胞骨格の

関係は第 4章で,具体的な SPsの機能については第 5

種  類 分子量 細胞骨格との関係 その他の特徴 眼組織との関係

HSP90(SP90) 80,000
 ヽ90,000

カルモデュリン,ア クチン
と結合 (34,35)

ステロイドホルモ

やチロシンキナー
つ く (2)

ン受容体
ゼと結び

ミューラー細胞,色素上皮
細胞,網膜ニューロンで同
定 (本文参照)

HSP70(SP70) 68,000
 ヽ74,000

種々の細胞骨格蛋白との相
互作用が推定されている
(本文参照)

熱耐性との関係深い (本文
参照)

SP74:視神経内
輸送で運ばれる
SP68: ミューラ
膜ニューロンで |

参照)

を遅い軸索
(74)
―細胞,網
同定 (本文

Small HSPs
(Sinall SPS)

22,000
～30,000 中間径線維と共存 (36) 比較的種特異性がある (2)

アミノ酸配列がクリスタリ
ンと似ている (本文参照)

a [++v 8,000
熱ショック後の変性蛋自分
解能を促進

'

HSP47 47,000

ニフトリ胎児線維芽細胞で
発見,コ ラーダン,血清ア
ルブミンに結合 (3)

57,000
～61,000 神経系に特異的な蛋白か?

ミューラー細胞,網膜ニュ
ーロンで同定 (本文参照)

エタノール

亜 ヒ酸塩

カ ドミウム

亜鉛

銅

水銀

スルフィ ドリル
グルココルチコイド

グルコサミン

デオキシグルコース

キレー ト剤

メチレンフルー

ピリドキシン

カルンウムイオノフォア

低酸素

グルコース飢餓

細菌感染

ウイルス感染

SP57
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CIEl時な

章でみてゆくことにする

IV SPsと 細胞骨格蛋白

SP 70の遺伝子は定常状態では恒常的に転写されて

いるが,翻訳の段階では抑制されている。つまりほと
んど発現 していないか, ごくわずかしか発現 していな

いとみることができる2)。 わずか発現した蛋白は通常

細胞質内に留まる。図 1でみたように細胞にス トレス

が加わると短時間 (10分以内とされる)に SPsが核内

とくに核小体に集合するといわれる。 ミユーラー細胞
にス トレスを与えた筆者らの実験でも

19)20),SPは確か

に核や核周辺に好んで局在 した(図 2).こ のときSPs

は細胞質の可溶性部分から核の非可溶性成分 (細胞骨

格成分)の部位に移動している。細胞や実験法により

違いはあるが,SP 70の産生量の時間的経過をみると,

ストレスを受けて数時間後にピークに達し21),そ の後

次第に減少し概ね24時間後には正常蛋自の合成も回復

し,SPはみられなくなる22)23)。 sPsははじめ核内に多
く局在しているがストレスから回復するに従って細胞

質に戻るという24).

SPsが核内に存在する意義については諸説がある

HS:P
mRNA

図 2 培養 ミューラー細胞に 4時 間の熱ショック
(42～ 43℃ )を与えた後のSP 68の局在.間接蛍光
法.核と核周辺に特に強い陽性部位がみられる (矢
F口 ).× 900

が25)～27),welchら 26)の観察は興味深い。彼らはSP 72

が核小体のリボゾーム前駆体を含む顆粒 と結びつき,

ス トレスから回復するにつれてその SPは細胞質内の
リボゾームの部に移動するとした。この様子は,SPが

日眼会誌 93巻  5号

HSP
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静田 展」貞

図l HSPs合 成系の仮説図(文献8を改変).ス トレスの加わった細胞は,①～④に
分けられる4つのステップで応答する.①ストレス応答の起動,②転写とmRNAの
移動,③正常蛋自の合成阻害,④翻訳によるHSPs合成とその活動化
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図 3 培養 ミューラー細胞 に1.5時 間の熱 ショック
(42～ 43℃ )を与えた後のビメンチンの局在.間接蛍
光法.核周辺に強い陽性部位がみられる (perinu‐
clear capping).× 600

反応が生ずる。SPsが反応した細胞骨格蛋白と共同作

業するらしいことは既に触れたが,いったいこの両者
は具体的にどのような作用をしているのであろうか。

Shlesingerら は低分子の SPsがクロマチンの安定化
に関与するのに対し,高分子の SPsは細胞骨格を安定

化させる作用があることを示唆 した10).Biessmamn

ら39)は もっと魅力的な説を提唱している.熱ショック

に際しまず細胞骨格 (ビ メンチン類似蛋白)に変化が

起こり,こ れが SPsの合成の制御に関わるというので

ある.Tanguayの 示した説 (図 1)も これによく似た

ものになっている。筆者らも細胞骨格蛋自の局在変化

が極めて早 く起こることから, これが細胞のストレス

応答の起動のキーになっているとい う説に賛成であ

り,図 3に示 した perinuclear cappingは核 と細胞質

問のコミュニケーションをコントロールしている像で

はないかと考えている20)。

V SPsの役割

SPs産生システムが下等動物にも, ヒトを含めた高

等動物にも存在するという事実から,SPsが生命維持 ,

種の維持に大変重大な役割をもっているはずだと多く

の人は信じている。そして前章でみたように,SPsが
細胞骨格蛋白などと協力して細胞内の蛋自合成系破壊

を防ごうとしているようである。ではこの機構が生体

にいったいどのように寄与しているのか,その具体例
はあるのだろうか。

最も明確な具体例は熱耐性である7)10)11)17)22)43)44).死

に至らない程度の高温下に置かれた細胞は一過性の熱

細胞の蛋自合成システムを保護しようとしているとも

受け取れる。これとは多少ニュアンスが違う考え方と

して,核などに含まれるSPsな どス トレス抵抗性蛋自

がス トレスに弱い蛋自の安定化作用をもつとい う

Mintonら の仮説がある28).も っとも Tanguayら 8)29)

も指摘しているように,SPsが核内に存在するからと
いって,SPsが核内で積極的な活動を行っていると,
必ずしも見なす必要はないのかもしれない。

さて SP 70を は じめとする SPsは核骨格15)25)30)の

みならず細胞骨格蛋白とも関係が深いという事実は一

考に値しよう30～36).た とぇば,SP 68の 酸性型は脳の

微小管と共に精製される蛋白と区別がつかないし,か
つ中間径線維の豊富な部分で見出される。'.SP 68は
形態的にアクチン線維と類似性が高いという観察32),

さらに SP 74が微小管および中間径線維と共に精製

され, タウ蛋自 (微小管関連蛋自の 1つ )に対する抗

体により沈降し, またカルモデュリンと結合するとい

う性質をもっ33)と ぃった成績が示されている。こうみ

てくるとSP 70ま たはその関連蛋白は,核や細胞骨格

(ま たはその蛋白)と 共存しやすく,何 らかの意味で共
同作業を行っているらしいことが推定 される。尚 SP

90や ,SP 100も カルモデュリンやアクチンと結合す

ること34)35)ゃ small sPsと 細胞骨格の関係も指摘され

ている詢.細胞骨格蛋自とSPsの関係は表 1に整理さ

れている。

一方細胞骨格側からみても,細胞骨格自体がストレ

スに敏感に反応 している事実も数多 く例証されてい

る。たとえば微小管蛋白自身が熱ショック時に disas‐

semblyを生ずる37)。 中間径線維のサブユニットである

ビメンチンもしくはビメンチン類似蛋白が熱ショック

後に細胞内局在変化を生ずることが, ショウジョウバ

エ Kc cel138)39)や 脊椎動物由来の細胞 40)41)で 観察され

た。筆者らも第 7章で述べる培養 ミューラー細胞20)ゃ

培養網膜色素上皮細胞42)の 熱ショック実験を行った

際,中間径線維蛋白が興味深い挙動を示すことを発見
した。すなわちいずれの細胞でもビメンチンはそれ自

身熱耐性を持ってお り,他 の中間径線維蛋白が熱
ショックによって検知しにくくなっても依然として細

胞内に同定された。さらに面白いことに, ビメンチン

は熱ショック後早期にその局在を変え,核周辺に集族
するperinuclear cappingと 呼ばれる特異な現象をし

ばしば示した (図 3).

このようにス トレスによって SPsが産生されると

同時に, ビメンチンなどの細胞骨格蛋白にもストレス
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耐性を獲得し,ひ き続く通常では死に至る高温刺激に

も耐えることができる。この時の HSPs合成と熱耐性

の相関,HSPs減少と熱耐性消失 との相関が,多 くの細

胞で確かめられている.さ らに近年 HSP 70に対する

抗体に暴露された細胞は熱耐性を失 うという極めて重

要な観察が示された45).

では熱耐性 という生体の防御機構はすべて HSPs

によって司られているのかとい うと,そ うではない0.

細胞それ自身の遺伝的性質にも左右されるのである.

さらに細胞に対し熱による前処理を行って得られる

熱耐性のピークは HSPs産 生のピークより早 くみ ら

れるとい う観察
43)‐ゃ, 2度 目の熱ショック時には

HSPs産 生増加はみられなぃ20)21)と の観察など,HSPs
そのものが熱耐性を直接発揮 しているというよりは ,

細胞に熱耐性を獲得させるべ くHSPsが稼動 してい

ると考えた方がわかりやすいデータが少なくない。な

お HSP 70は 確かに熱耐性と深 く関わっているが,他
の SPsに関 してはどの程度関わっているのかまだ結

論的でない。

SPsの役割はまだ不明の点が多い。熱耐性のほかに

も今後種々の具体例が明らかになるであろう。眼組織

における役割は次章以降みてゆ く積 りであるが,SPs
の機能をいつもホメオスターシスという方向からばか

り見てゆくと;と んだ誤りをおこすかもしれない。SPs

の種類,細胞の状態によっては細胞障害性に働 く場合

もあるかも知れないという視点も,筆者自身はなお捨
て切ってはいない.

VI 水晶体 と SPs

De Jongら 21)は水晶体に対するストレスの影響を調

べることが大切である理由を次のように述べている.

既に分化した水晶体線維細胞は決して壊れも置き変 り

もしないので,その構築と機能を生涯保つため種々の

侵襲に対するしっかりとした防御機構を備えている必

要がある筈である。また血流によるコントロールが効

かない所に位置し侵襲を受け易い場にある。さらに,

古い水晶体線維細胞は核もリボゾームも消失 してお

り,それ自身では侵襲に対する応答機構を持ちえない。

水晶体はこうした特殊な環境,性質を有しているので ,

そのストレスに対する防御機構の研究は重要だという

のである。

水晶体 とSPsの 関係が注 目されはじめたのは In‐

goliaと craig48)が ショゥジョゥバェの 4つ の small

SPs(SP 27,26,23,22)の ア ミノ酸配列の50%以上が ,

日眼会誌 93巻  5号

水晶体蛋自の概ね35%を 占めている″crystalHnの そ

れに相同であることを報告 してからである。しかも熱

ショック後のショウジョウバエ幼虫と培養細胞からの

抽出物は ″crystalHnに対する単クローン抗体に交叉

反応を有することも明らかになった
49)。 またヒトSP

27が α‐crystaninに特に相同性の高いこと50)51),α _

crystanin自 体が SPsと 同様に系統発生学的に保持さ

れて きた ことが指摘 され る
51)な どsmall SPsと

crystaninの構造的,機能的近似性が強く示唆されて

いる。α‐crystaninは蛋自合成能を消失している古い

水晶体線維細胞においては SPsの代役をするのでは

ないかというde Jongら 51)の推定は納得できるもので

ある。

この
`′

まか SP24に対する抗体が内因性水晶体蛋白

lens P 24と 免疫学的に交叉反応するというデータが

ある。しかもこの lens P 24の 近傍にβ‐crystalHnも 泳

動してくることから両者の関連性も推定できるのであ

る02)。 rcrystalhnと SP 70と の近似性も報告されて

いる.カ エル由来のアI‐ Crystallinと ショウジョウバ

エの SP 70と の間に約26%ア ミノ酸配列の相同性が

あるという53)。

水晶体クリスタリンとSPsが相似の系統発生学的 ,

遺伝学的基盤を有し,構造的にもかなり似ているとい

う事実は,おそらく非常に重要な発見である。なぜな

らばク リスタリンもしくは SPsが単独であるいは共

同で,水晶体という血管のない組織を生涯維持するた
めの重要な役割を果たしている可能性が推定できるか

らである。 このシステムが病的状態,加齢に際し具体
的にどのように働いているかは大変興味深い今後の課

題である。

VII 網膜に対するストレスとSPS

網膜細胞にストレスが加わるとどのような変化が生

ずるであろうか。 ミューラー細胞が病的状態で増殖し

てくる可能性のあることは古 くから指摘されてはい

る54)が ,細胞レベルでその抗原性や酵素活性の変化が

問題にされはじめたのはつい最近のことである。

免疫細胞化学的方法を用いた ミューラー細胞の抗原

性については,別稿65)56)で詳述したように中間径線維

蛋自であるビメンチン,GFAP(glial■ brinary acidic

protein), S‐ 100蛋 白, carbonic anhydrase‐ C,

glutamine synthetaseや いくつかの単クローン抗体が

検討されている。この中で GFAPは正常な状態ではほ
とんど検知されないレベルにあるが,組織傷害

57)58),変
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の一部とみなすことができよう。ここで前章までにみ

てきた SPsが,網膜細胞においても一定条件下で産生

されうるのかどうかをみてみよう.筆者らは成熟家兎
より得た純粋な ミューラー細胞培養系

56)を用い, これ

に単純ヘルペスウイルス (HSV)を 感染させる実験を

行った。この HSVを はじめ17)32)66)～68),ア デノウイル
ス。9),simian virus 40や polyma virus70)な どの DNA
ウイルス,Newcastle disease virus71)な どRNAウ イ
ルスの感染が,熱ショック類似の細胞応答を誘発し,
SPs産生が起こることが知られている。 ミューラー細
胞にも同様の SPs産生システムが存在するであろう

かというのが我々のもつ問いである。表 3に示すプロ

トコールに沿って実験は行われた
19)。 この結果感染 6

時間後には25～ 40%の培養 ミューラー細胞で 3つの単

クローン抗体で定義される SPs(SP 57,SP 68,SP 90)

が陽性に標識され,感染後24時間では約50%の 細胞が

陽性化した(図 4)。 これらの SPsは感染前にも15%前

後の細胞に弱く標識されており,恒常的に発現してい

ることを示しているものと考えられた。感染後の SPs

の局在は核,核周辺および細胞質にビマン性に認めら

れ,形態変化 (cytopathic erect)が 少ない細胞でも

SPs発現が明らかなものがみられた(図 5)。 この間図

4に示すように GFAPは次第に検知されなくなった
が,二重標識法で SP 57と GFAPが 同時に陽性化する

ものも少なくなく,同一細胞で正常蛋白とSPsが同時

に発現している時期があることが確認された.こ のこ

とは SPsの機能が真に発揮されるのは,正常蛋白がま

だ存在しているうちであるといわれているので
20),甚

だ重要な観察である。

図 5 単純ヘルペスウイルス感染後24時 間の培養
ミューラー細胞19).SP 57が 核を中心に標識されて

いる(間接蛍光法).形態変化の少ない中央の細胞も

陽性である.× 220

性59)～ 61),あ るいは網膜剥離
62)な どに際して陽性化する

ことが明らかになり, さらにミューラー細胞の培養系

においても陽性化することが確認された
06).

ま た 酵 素 組 織 化 学 に よって 上 野
63)は K+‐

independent paranitrOphen01 phOsphatase (non iK+‐

NPPase)および Glucose-6‐ phosphatase(G6Pase)と

がモルモットの ミューラー細胞の小胞体に限局するこ

とを明らかにしてきた。そして光凝固
64)や 眼内手術

後65)に G6Pase活 性が変化することも指摘されてい

る。

このようにいろいろな場面で,た とえ形態学的変化

がないか軽微でも細胞内酵素,蛋自の合成や活性,局

在に変化が生ずることも,ス トレスに対する細胞応答

表3 ミューラー細胞への単純ヘルペスウイルス
感染実験プロトコール

1)成熟家兎眼より網膜の非有髄部非血管部を得る

2)網膜を細切し培養液ヘ

3)1週後フィブロネクチン塗布カバーガラス上へ再培養
4)得 られた培養細胞中に単純ヘルペスウイルス1型

を混入させ 1時間静置

5)洗浄

6)感染 6時間,24時間後および, コントロールとし

て非感染細胞をアセトン固定 (-20° C)

7)SPSを定義する 3つのモノクローナル抗体と抗
GFAPポ リクローナル抗体を用いて間接蛍光法
8)定性的観察のはか 150の細胞を数えこのうち何こ

が陽性かを調査

p68

sp57

sp

Uniniected !ni∝ t“   :ni∝ ted
6hrs    2 4hrs

図 4 培養 ミューラー細胞に単純ヘルペスウイルスを
感染させた前後の SPsお よびGFAP陽性細胞の頻
度,3種の SPsが感染後陽性率上昇がみられるのに
対しGFAPは低下する.
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これと酷似した細胞応答は熱ショックによってもみ

られた (図 2)20)。 っまり全く同じ培養系を42～ 43℃ 下

に1.5～ 4時間置き,全 く同じ抗体を用いて調べると,

先程 の 3つ の SPsが 産 生 され,一 方 GFAPや
vimentinは抑制されたのである(図 6).た だし厳密に

みると標識パターンや強弱が HSV感染の場合 と異な
る点があり,細胞応答には共通部分と侵襲の違いによ

る特異部分があるだろうことを伺わせた.以上のよう

に網膜の ミューラー細胞には確かに SPs産 生システ

ムが存在 した .

次に上皮や グ リアのように細胞分裂を行わない

ニューロンについても同様なシステムが存在するかに

ついて検証してみよう。ホ乳類の脳内で 74Kの SPが

示された報告72)73)ゃ ヒト脊髄からの培養細胞で SP 57

が証明された報告17)が中枢神経系の細胞で SPの存在

を示すことができた主な研究である。一方同じ中枢神

経系でも網膜ニューロンに関する研究はさらに乏 し

ぃ. clarkと Brown74)ヤま家,電 |ンこLSD(D‐ lysergic acid

diethylamide)を投与して体温を上昇せしめ,脳内で

発見された 74Kの SPが視神経のホモジェネー ト中

,00

Untr●ot“   Troot“   Tr。。1劇
cet:s         cells        celis

ll.5 hrsi   {4 hrsi

図6 培養ミューラー細胞に熱ショック (42～ 43℃ )
を与えた前後の 3種の SPsと 2種の中間径線維蛋

白 (GFAPと ビメンチン)に強く標識された細胞の
頻度。SPsは 3種 とも熱ショック後陽性率が上昇す
るが,中間径線維蛋白陽性細胞は低下する。
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にも認められることを示し, さらにその時間と量の関

係から, この蛋白が遅い軸索輸送に乗っていることを

推定した。この成績はその後に示された 74Kの SPが

細胞骨格蛋白と深い関係にあり
33),_般 に細胞骨格蛋

白は遅い軸索輸送に集るので75)76),SPが細胞骨格蛋白

と結合してニューロン内を遅い軸索輸送で運ばれてい

るとも考えることができる。しかしながらSPsが視神

経内を軸索輸送されるからといってこの蛋自が網膜神

経節細胞で産生されたものと早まってはならない。な

ぜならば網膜のグリアからニューロンヘ SPsが受け

渡されている可能性が示されているからである77).

筆者らは幼若ラットからの培養網膜ニューロンを独

自の方法で作製し78)(図 7), これに HSVを感染させ
る実験を行った

79)80)。 抗ニューロフィラメントペプタ

イ ド抗体で培養細胞が確かにニューロンであること,

また抗 HSV抗体で培養細胞に HSVが感染したこと

図 7 ミューラー細胞との混合培養 7日 目に得られ
た,網膜ニューロン細胞群.ニ ューロンがネットワー

クを作っている。bar=2μ m

図 8 SP 57が陽性化した単純ヘルペスウイルス感染
24時間後の培養網膜ニューロン.× 450

ヽ
為

ヽ
「
０
〇
一
Ｃ
ｏ

こ
υ
ｏ
●

〓
一ゝ
，
Ｏ
Ｃ
〓
零
ス
】
ｏ
一　
輌
〓
Ｏ
υ

一０
一い

`

・一一一・一心



平成元年 5月 10日 細胞のス トレス応答と眼 。若倉 519

カニズムとして存在しているものと想像される.

Barbeと Tytellは ラットに光を暴露する前に高体

温を経験させると,網膜の光に対する障害を阻止され
ることと,高体温に際し網膜外節と網膜層以外の部位
に SP 70が同定されることを結びつけて,SP 70が光

障害を防御する可能性を示した86).今後網膜における

SPの 役割の中に,光障害に対する耐性の獲得とい う

観点がとり入れられ,研究が進展することになろう。

VIII ス トレスに よる細 胞 応 答 と臨 床 (お
わ りにかえて)

以上概観してきたように, ス トレスに対する細胞応

答は多くの共通部分と多少の特異部分から成ってお

り,SPs産生システムはほとんどすべての細胞に具備
されており眼組織もまた例外でないことがわかった。

種々の SPsの 役割,機能は多分各々異なっているので

あろうが,網膜細胞においては熱,光,感染などを含
むストレスに対する抵抗性に SPsが深 く関与 してい

るであろうことは,まず間違いのないところである。
ストレス細胞応答システムと臨床との関わりについて

の研究は, まだ端緒を開いたばか りで,見るべきもの

は少ない。しかしこの領域の研究は今後増加してゆく

であろうし,そ うあるべきである。そしてストレスの

内容も,我 々の知っている眼疾患や眼病理に普遍化さ

れ,眼科臨床にこうした新たな側面から光が当てられ

ることが望まれる。これまで謎であった種々の現象 ,

たとえば前章で触れたように HSV感染が何故潜伏感
染に移行するのかという疑間が,細胞のストレス応答
や SPsの機能の概念を導入することで,謎解きの糸が

ほぐれるかもしれない.マ ウスを用いた実験的脱髄性

視神経炎において不明の蛋自の軸索輸送が増加する

が76)87),こ の不明の蛋自の候補に SPsを挙げてみては

ど うであろ う.脱髄性視神経炎で よくみ られ る

Uhtho“ 現象は高温時増悪という謎の現象であるが,

これとSPsは無関係なのだろうか。種々の神経毒に対

し視神経はさまざまの変化を示す76)が ,こ の時 SPsは

何か機能しているであろうか。筆者は本稿を書き乍ら

いろいろ想像を展開してみた。ス トレス応答機構とい

う捉え方は極めて深遠で魅力あるものらしいことが,

読者に少しでもわかっていただければ幸いである.臨

床,研究における謎解きに,細胞のもつこの魅力ある
システムの存在を思い起こしていただくのも,‐アイデ

アではなかろうかと思う次第である。

欄筆にあたり石川哲教授のご校閲に感謝致します.

をそれぞれ確認した上で,感染後 SP 57の 産生が促進

されることを間接蛍光法によって明らかにした (図

8).ニ ューロフィラメントの標識率は感染後顕著に低

下したことを考え合わせると,網膜ニューロンにおい

てもストレスによる「正常蛋自の合成阻害とSPsの産

生促進」という公式に見合 うシステムが存在すること

が確かめられた。

では HSVに感染 した網膜ニューロンが産生す る
SPsは ,い ったい何をやっているのであろうかという

のが次の問いである。高温による前処置が培養家兎角

膜細胞の HSVに よる lytic infectionを抑制し latent
inictionにする可能性を指摘した興味深い成績があ

る81)。 _方マウス角膜への HSV感染後長期経過して
から,角膜自体は臨床的に正常に復している時期に網

膜からHSVが分離されたとの観察82)は ,眼表面への
HSV感染が網膜を含む眼組織に HSVの潜伏を惹起
する可能性を示唆している。しかも HSVが視神経内
を輸送されうることはよく知られた事実であり33)84),

これらのことを総合して筆者らは次のような観点をも

つ に至って い る。す なわ ち SPsは HSV感 染 の
latencyを コントロールする有力な要素であり,眼組

織や中枢神経系に対するHSVに よる破壊を抑制して
いるのではないかということである79)80).

第 4章で見たように SPsの 役割の 1つ として熱耐

性は最もよく研究されている領域である。培養ヒト網

膜色素上皮に,培養家兎 ミューラー細胞に熱ショック

によって惹起されると同様な形態学的変化を起こさせ

るには,ミ ューラー細胞におけるより3℃以上も高い,

45～ 46℃ の熱ショックが必要である
85).こ の網膜色素

上皮の有する熱耐性は多分細胞が本来持っている性質

で,SPs産生システムとは無関係と思われる。これら
の細胞を軽微な高温 (40°C)に暴露すると,細胞骨格
蛋自であるケラチンやビメンチンにはほとんど変化を

起 こさないまま,SP 90が産生克進 されることがわ
かった。そして引き続 く45～ 46℃ の環境下でも形態変

化をほとんど起こさず,かつ SP産生もしないという,
さらに高度の熱耐性を獲得したわけである

42)85)。 っま

り網膜色素上皮は本来高い熱耐性を持っている上,わ
ずかな高温で SPを産生するという,熱に対して二重
の防御機構を持っていると解釈できよう。網膜色素上

皮細胞は光刺激に際して代謝活動が活発になり, また

種々の病的状態で増殖することもしられている。網膜

色素上皮細胞のこうした細胞反応と,熱に対する二重
の防御機構は無関係ではなく,おそらく合目的的なメ
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