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チャイニーズハムスター網膜における神経節細胞の細胞体の

大きさ及び数に関する研究

土 井 素 明

二重大学医学部眼科学教室 。第二解剖学教室

要  約

チャイニーズハムスター (Cricetulus griseus)の視神経に西洋ワサ ビペルオキシダーゼ を注入 して網膜の

神経節細胞のみを染色 し,視神経細胞層におけるそれらの細胞体の大 きさ及び数を測定 した。 1眼あたりの細

胞数は67′ 636～79`545個 (平均 73′ 575個 ,n=3)であった。細胞の密度 は網膜後極部で周辺部におけるよりも

高い傾向がみられ, とくに視神経乳頭のやや耳側で最 も高かった。細胞体の大きさは直径6～ 28μ m(平均13.0

μm,n=500)で あり,網膜後極部 には周辺部におけるよりも小さい細胞が多い傾向にあった。(日 眼会誌 95:

738-745, 1991)
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Abstract

The number and somatic size of retinal ganglion cells in Chinese hamsters were examined by

means of the horseradish peroxidase (HRP) staining method. The HRP staining is a method by which

only the retinal ganglion cells can be stained. The number of ganglion cells per eye was 67,636-79,545

(mean : 73,575, n:3). There was a tendency for the density of retinal ganglion cells to be larger in the

central than in the peripheral retina. The diameter of retinal ganglion cells was 6-28pm (mean : 13.0

pm, n:500) and there was a tendency for the number of small cells to be larger in the central than
in the peripheral retina. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 95 :738-745, 1991)
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I緒  言

ラット,マ ウス,ゴールデン′ヽムスターなど蓄歯類

の網膜の神経節細胞 (視神経細胞,網膜の多極神経細

胞)の大 きさや数に関する研究は,い くつか行われて

いる1)-5)。 しかし,こ れらの種 と同様に実験動物 として

繁用されている誓歯類であるチャイニーズハムスター

(Criceturus griseus)で は,そのような研究は行われ
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ていない.最近,さ まざまな書歯類網膜の神経細胞層

に多 くのアマク リン細胞 が存在す るといわれてお

り4)6),従
来のメチレンブルー染色やニッスル染色によ

る方法3)5)6)で は神経節細胞のみを観察 しているという

確証がない。そのため近年,西洋 ワサビベルオキシダー

ゼ (HRP)を 眼球外の視神経に注入し,その逆行性軸

索輸送により選択的に神経節細胞の細胞体及び樹状突

起を標識 して調べる方法が用いられている1)3)4)0)。 そこ

で,著者 もこの方法でチャイニーズハムスターの網膜

神経節細胞の細胞体の大きさ及び数を調べた.ま た,

本研究で得 られた所見と報告 されている他の薔歯類の

それとの比較を行った.

II 実験方法

外見上異常を認めない 3～ 6カ 月齢,体重30～ 40g

のチャイニーズハムスター10匹20眼を使用 した。麻酔

薬 として0.5%ペ ン トバル ビタールナ トリウム注射液

0.5mlを腹腔内に注射し,深部反射の消失を確認 した

後,実体顕微鏡下で上方の結膜を角膜輪部で約180度 切

開し,上直筋 と上斜筋を切断して眼球を下方に押し下

げ,直視下に視神経を捉えた。視神経周囲の結合組織

を除去 した後,マ イクロシリンジ(HAMILTON社製)

にガラスで作製 したマイクロピペ ットを取 りつけ,0.1

M燐酸緩衝漁 pH 7.4)に溶解 した50%HRP(SIGMA
社製)と 2%リ ソレシチンの混合液lμ lを直接視神経

に注入 した.そ の後眼球をもとの位置に戻 し,上下の

眼験を絹糸で縫合した.予備実験 として HRPの注入

後マウスを12,24,36,48,72,96,120ま たは168時

間生存 させ検討したところ,細胞体及び樹状突起の染

色には共に48時間が適当であ り,それ以外の生存時間

では細胞の変性消失が起 こった り,HRP反 応による

染色が不十分であった りした。そこで,HRPを注入し

てから48時間後に再び動物を麻酔 し,心臓 より還流固

定を行った。固定液として10%ホルマ リン(0.9%塩化

ナ トリウム溶液で希釈)200mlを 使用した。その後,標

本の上方に切れ込みを入れて網膜神経層 (以下網膜と

記す)を丁寧に網膜色素上皮層から剥離 した後,2.5%
グルタールアルデヒド(0.lM燐酸緩衝液に溶解,pH
7.4)に 15分間浸した。0.lM燐酸緩衝液 (pH 7.4)で

数回洗 った後,切れ込みを入れた ところを上にしてさ

らに数力所切れ込みを加え,ゼ ラチンを塗布 したスラ

イ ドグラスの上におき,十分に硝子体を取 り除いた後

少し乾燥 させて標本をスライ ドグラスに張 りつけ,網
膜の伸展標本を作製した。伸展標本はスライ ドグラス
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ごと蒸留水で数回洗った後,網膜を HRP‐TMB法 7)に

て染色 した (図 1).HRP‐DAB法8)(図 2)も 数眼試

みたが,考按で述べるような理由により,本実験では

TMB法 で染色された網膜を観察に供 した。

細胞体が網膜の全体にわた り均一に, しかも数多 く

染まっている 5眼 (標本 1～ 5)を選び,脱水前に乾

燥を防ぎながら網膜及び細胞の計測を行った。網膜の

面積の計測は,伸展標本の上に透明な方眼紙を置き,

lmm2の 升 目の網膜上における数をかぞえることによ

り行 った。細胞体の直径は,顕徴鏡下でマイクロメー

ターを用いて計測 し,縦 と横の長さの違 う細胞体では
,

両者の平均値をその細胞の大きさを表す数値 とした.

その後,HRP― TMB反 応産物の脱色の防止,長期間の

保存及び,汚染防止を目的 として,標本を 5%モ リブ

デン酸アンモニウムに15分間浸した。ついで,ア ルコー

ル,キ シレン系列で脱水 し,エ ンテランニュー①で封入

した.細胞の数は,封入後顕微鏡下でかぞえた。

III 結  果

伸展標本の弱拡大の写真を図 3に示 した.網膜の面

積の計測値は38± 4mm2(n=5)であった。次に,その

中から神経節細胞の染色 (HRP反応陽性)細胞数の多

い標本を 3枚 (標本 1～ 3)選び,神経節細胞の数を

かぞえた ところ,標本 1で は73,544個 ,標 本 2で は

79,545個 ,標本 3では67,636個 であ り,平均73,575個

であった.標本 2及び標本 3の 網膜上に0.2mm2の面

積を有する部域をそれぞれ図 4a及 び図 4bの ように

無作為に11な いし23カ 所選び,それぞれの部域内にお

ける HRP反応陽性細胞の数を調べた。 さらに標本 1

について,面積0.02mm2の 部域内に存在する神経節細

胞数を網膜全域にわたって多 くの場所で調べた (図 4

c).そ の結果,細胞の密度は,後極部で高 くて,周辺

部で低い傾向があ り, また視神経乳頭よりやや耳側の

領域において最 も高かった。

標本 1における HRP反応陽性細胞73,544個 の中か

ら無作為に抽出された795個 について細胞体の直径を

計測 し,その結果を ヒス トグラムで表 した (図 5a).細

胞体の直径は6～ 27μmの範囲内に分布 してお り,そ の

平均値は12.8μ mであった.さ らに上記 3枚の網膜伸

展標本 (標本 1～ 3)に 2枚の標本 (標本 4, 5)を
加えた 5枚の標本から,無作為に抽出された500個 の

HRP反 応陽性細胞の細胞体の直径を計測 した とこ

ろ,直径の最小値 (6μ m),最大値(28μ m),平均値 (13.0

μm)及びヒス トグラム (図 5b)の いずれも標本 1の場
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図 l HRP‐ TMB染 色によるチャイニーズハムスター網膜の伸展標本での神経節細

胞写真 (× 300)。

図 2 HRP‐DAB染色によるチャイニーズハムスター網膜の伸展標本での神経節細

胞写真.HRP・TMB法に比べ,細胞体の腫大が認められる (× 300).
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図3 チャイニーズハムスター網膜の伸展標本写真

(D:背側,N:鼻側,V:腹側,T:耳側,HRP‐TMB
染色,× 6).

標本 2

l nm

V
4a 標本 2における0.2mm2あた りの細胞数 .

標本 3
D

l mm

V
4b 標本3に おける0.2mm2あたりの細胞数.
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V
4c 標本 1における0.02mm2あ たりの細胞数。(外側

の点線内 :2,000個 /mm2以 上,内 側 の点線内 :

4,000個/mm2以上)

図4 チャイニーズハムスター網膜での神経節細胞の

単位面積あたりの細胞数,細胞体の密度は視神経乳

頭よりやや耳側の網膜上が最も高く周辺の網膜上は

低い。

合 ときわめて類似していた。標本 4について,神経節

細胞の細胞体の大きさを視神経乳頭周囲の網膜と周辺

網膜 との間で比較 した(図 6a).視神経乳頭周囲の網膜

①に存在する神経節細胞体は直径6～ 20μm,平均10.8

μmで ,ヒ ストグラムで表すと図 6bの ようになった。

一方周辺網膜②に存在する神経節細胞体は直径6～ 28

μm,平均14.Oμmで ,そ のヒストグラムは図6cの よう

になった。網膜の周辺には視神経乳頭周囲に比べて,

細胞体の大きい神経節細胞が多い傾向があった。

IV 考  按

誓歯類の網膜神経節細胞の大きさや分布の研究は,

メチレンブルー染色5)ゃ ニッスル染色3)6)を 用いる方法

で行われていることも多いが, これ らの方法では網膜

の神経細胞層における神経節細胞 とアマクリン細胞を

完全に識別することは困難である。Dragerら 4)は マウ

ス網膜のニッスル染色を行い,神経細胞層に117,000個

の細胞を認めているが,少なくとも47,000個 (40%)
は神経節細胞ではない としている.同様 に,Linden
ら6)は ゴ_ル デン′ヽムスターの神経細胞層に存在す る
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N=795

平均 12.8μm

細胞体の直径 (μm)

5a 標本 1における細胞体の直径とその数の割合 ,

N==500

平均 13.Oμ m

20

細胞体の直径 (μm)

5b 標本 1～ 5に おける細胞体の直径 とその数の割

合.標本 1のみの結果 (図 5a)に類似している.

図 5 チャイニーズノ`ムスター網膜での神経節細胞の

大きさ,各網膜ではぼ同様な結果が得られた。

細胞の うち40%以上がアマクリン細胞であることを示

している。HRPに よる標識法は理論的に神経節細胞

のみが観察の対象とな りえる。

今回著者は,チ ヤイニーズハムスターで,HRPの逆

行性軸索輸送により網膜神経節細胞を標識 し,そ の数 ,

大きさ及び分布などを調べた。その際,神経節細胞の

細胞体及び樹状突起がより多 く,よ り鮮明に染 まる

(HRP反応が起こる)よ う工夫したが,ま ずそれにつ

いて考察する。

1.HRP法では,メ チレンブルー法などに比べ標本

作製に手間がかか り,染色ぐあいが標本により異なる

ことが少なくない。きれいな標本を作製するためのポ

イン トは,眼寓部の視神経へ HRPを 注入する際に血

管をできるかぎり損傷 しないように注意すること,網

膜の固定を工夫すること,硝子体を十分に取 り除 くこ

日眼会誌 95巻  8号

標本 4 D

V    lm
6a 標本4における計測部位 (① :視神経よりやや鼻

側の網膜上,② :鼻側周辺部網膜上).

①

N==385

平均 10.8μm

10 20

細胞体の直径 (μ m)

6b ①の部位における細胞体の直径とその数の割合.

直径10～ 1lμ mの細胞が多く,大 きい細胞は少ない。

②

N=362

平均 14.4μm

15 20 25

細胞体の直径 (μ m)

6c ②の部位における細胞体の直径とその数の割合.

①の部位よりも大きい細胞が多い。

図6 視神経の近くの網膜と周辺部網膜での細胞体の

直径とその割合.
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とであると思われた。一般に HRP染 色にはグルター

ルアルデヒド固定が適しているが,還流固定にこれを

使用すると網膜 と網膜色素上皮層を分離することが難

しいので,本実験では10%ホ ルマ リン溶液による還流

固定後,眼球を2.5%グルタールアルデヒドで再固定し

た。また,還流固定を行 うことにより赤血球などが洗

い流 され,HRP反 応による染色の際に神経節細胞以

外の細胞が染まる危険性が少なくなる。標本作製過程

で網膜及びその細胞の大きさに影響を及ぼすと考えら

れるものは,主に,固定,HRP染 色及び脱水である.

網膜を固定後スライ ドグラスに固着 させた場合,脱水

による標本の長さの収縮率は 5%以下 と報告されてい

る。)。 しかし少 しでも影響を少なくするために,網膜及

び細胞の計測は脱水前に乾燥を防ぎながら行った。

2。 この方法では,視神経に注入された HRPが視神

経線維に取 りこまれ,細胞体に達 した細胞 しか染まら

ないため,全ての神経節細胞が染まっているとはかぎ

らない。より多 くの細胞を染めるためには,Arkinら 1。 )

が行ったように,HRP溶 液に リソレシチンを加えて

HRPの視神経線維への取 り込みを増加 させることが

有益であると考えた.著者はまず Arkinらの方法 1° )を

そのまま用いて,細胞体あるいは樹状突起を染めるこ

とを試みたが うまく行かず, とくに樹状突起に関して

は不可能であった。その理由は,彼 らが用いた変温動

物 (マ ッドパピー)と 異なり,恒温動物であるマウス

では,Arkinら 10)の ように HRP注入後低体温で長期

間生存させておくことができないからではないかと考

えられた。チャイニーズハムスターにおける網膜神経

節細胞の細胞体及び樹状突起の染色には48時間の生存

期間が適当であったが,Mesulamll)は ,哺乳類での逆

行性軸索輸送 は84～ 113mm/日 であ ること,お よび

HRP注入後の生存期間は24～ 72時間が適当かつ十分

であって, 5～ 7日 を越えるとHRPの活性が弱 くな

り十分に染まらないことを指摘 している.HRP法 で

哺乳類の神経節細胞の細胞体あるいは樹状突起の染色

が行われている研究では,生存期間 として48～ 72時間

が多 く1)3)4)6)12)16),本
研究における生存期間もこの範囲

内にはいる.チ ャイニーズハムスターのような視神経

の細い動物では, この神経への HRPの 注入は容易で

な く,注入時のマイクロピペ ットの先の位置の微妙な

違いにより,多 くの細胞体が染まっている標本や,染
まっている細胞数は少なくても樹状突起はよく染まっ

ている標本が存在 した。著者は, このような染まり方

の違いは生存期間よりもHRPが視神経線維へ取 り込
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まれる量によると考えた。つまり,多 くの視神経線維

へ中等度に HRPが取 り込まれれば,樹状突起までは

染まらないが多 くの細胞体が染まり,数や大きさを調

べるのに適 した標本が得 られ,他方,特定の線維に多

量の HRPが取 り込まれれば少数の細胞で樹状突起が

よく染まり,神経節細胞全体の形態の観察に適 してい

る。そこで,本研究では樹状突起は染まっていなくと

も細胞体が網膜の全域で均一に, しかも多 く染まって

いる標本を 5枚選んで観察した。いずれにしても, リ

ソレシチンを用いた方が細胞体及び樹状突起の染まり

がよく, この物質を使用 しても,神経節細胞のみが標

識 され,血管を介 してあるいは直接強膜を通 しての

HRPの 網膜への浸潤は認められなかった。

3.HRP反応 により発色 させ る方法 として HRP―

DAB法 8)と HRP‐TMB法 7)が よく使用されているが,

どちらの方法 も細胞体を腫大 させるとい う報告があ

る3,0)。
著者の経験でもDAB法3)で は細胞体のかな り

の腫大が認め られ, この方法は大きさを調べる研究に

は適さないと考えられた (図 2).さ らに,TMB法 で

は細胞体の腫大が DAB法によるよりも軽度であ り,

HRPに対す る感受性が高いために染色される細胞の

数が多かった。 このような理由で,本実験では TMB
法を用いた.ま た,著者は本実験のまえに TMB法 で

の染色に用いる薬品の濃度や反応時間を変えて細胞体

や樹状突起を染めてみたが,チ ャイニーズ′ヽムスター

の場合は Mesulam7)の 原法がよいようである.なお,

HRPは細胞に取 り込まれた後,細胞体及び樹状突起

で顆粒 として存在することが明らかにされてお り13),

TMB法 で染色した場合でも,細胞体及び樹状突起が

点状あるいは斑状に染まりやすい傾向があるとも言わ

れている13)。 しかし,こ の研究で用いた方法は,細胞体

の数及び大 きさの観察以外に も標本を選べばチャイ

ニーズハムスター網膜の神経節細胞の形態学的分類に

も使用できると思われる。

今回行った研究の結果を,HRP法 ですでに行われ

てい るラット1)2),マ ゥス3)4)及 び ゴールデ ンハ ムス

タ_6)で の研究結果 と比較 してみた。チャイニーズハ

ムスター網膜の面積は,マ ウスのそれより広 く, ゴー

ルデンハムスターやラットと比べると小さい。神経節

細 胞 の 数 は チ ャイ ニ ーズ ハ ム ス タ ーで は

67,636～ 79,545個 (今 回 の観 察 結 果),ラ ットで は

113,000個 2),ゴ _ル デ ン ハ ム ス タ ーで は

61,525～ 92,500個 6),マ ウスでは39,000～ 65,000個 3)と

網膜の広い動物ほど多い傾向がある.ま た,チ ャイニー
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ズハムスターでは視神経乳頭に近い網膜において細胞

の密度が高かった。とくに,視神経乳頭のやや耳側で

もっとも高 く,周辺に至るに従 って低 くなった。 ラッ

ト1),マ ゥス3)及 びゴールデン′ヽムスタ_6)で も同じ傾

向が認められている。細胞体の大 きさに関して, ラッ

トでは直径が6～ 34μ mにわたってばらついてお り(平

均12μ m),9～ 13μ mの細胞が最 も多ぃ1)2).マ ウスでは

直径がほぼ7～ 28μ mの範囲内にあって平均12μ m,そ
の最頻値 (最 も多 く存在した細胞の直径)は 10μ mであ

り3),ゴ _ルデンハムスタ_6)で は,直径が6～ 20μmに

わたってばらついてお り,10～ 1lμ mの細胞が最 も多

いと報告されている。今回著者が調べたチャイニーズ

′ヽムスターでは,直径は6～ 28μmの範囲内にあって平

均13μm,そ の最頻値は11～ 12μmであった (図 5)こ

とを考慮すると,ゴ ールデンハムスタ_6)を 除き,広い

網膜を有する動物では狭い網膜をもつ動物に比べて細

胞体の大 きい神経節細胞が存在す る傾向があるもの

の,細胞体の直径の平均値は上記の誓歯類の全種を通

じて類似してお り,網膜の広 さと神経節細胞の細胞体

の大きさとの間には,はっきりした関係は認められな

いことがわかる。ただし,ラ ット1),ゴ ールデンハムス

タ_6)で は直径 10μ mく らいの細胞体を有する細胞の

割合が25～ 30%で あるのに対 し,マ ゥス3),チ ャィニ_

ズハムスターでは,10～ 15%し かないという違いはあ

る。今回の観察で,チ ャイニーズハムスターにおいて

は周辺部の網膜には中心部の網膜におけるよりも細胞

体の大きい神経節細胞の存在する割合が高いことが判

明した (図 6)が, ラット1), マゥス4)で も同様な傾向

が認められている。

ラット,マ ウス, ゴールデンハムスター及びチャイ

ニーズハムスターなどの超歯類では,網膜の大きい動

物ほど神経節細胞の数が多 くはなるが,細胞体の大き

さや,密度には顕著な差は認められない。このことは,

少なくとも書歯類では,同 じ大 きさの細胞は動物種に

かかわらずよく似た形態をしてお り,類似の働きをし

ていることを示唆しているものと考えられる。網膜の

神経節細胞の細胞体及び樹状突起の形態をもとにした

神経節細胞の分類は,薔歯類においてはラット1)14),マ

ゥス15)16)を 除いてほとんどなされていないので,他の

種でも行 う必要があると思われる。著者は, この研究

で得られた経験をもとに,樹状突起の形態観察に適 し

た標本を用いてチャイニーズハムスターでのそれに関

する研究
17)も 行ったので,次の論文で述べる予定であ

る。
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