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網膜における70kDス トレス蛋自の局在

遺伝性盲および正常ラットの比較
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要  約

70 kDス トレス蛋白 (Stress Protein 70,SP70)は ,生体のス トレス応答に伴って急速に発現 されて くるこ

とが知られている。その網膜における局在と意義を検討する目的で,免疫組織化学法を用い遺伝性盲 (Royal

College of Surgeons;RCS)ラ ッ トと正常 (Sprague‐Dawley;SD)ラ ットを比較 した。生後 2日 目から 15

日目までは,網膜 に層構造が形成 されるにしたがって神経節細胞,内網膜状層,外網状層,視細胞内節に SP 70

の発現が示された。生後 22日 目では,RCSラ ットの網膜色素上皮細胞に明らかな組織染色が出現 した。網膜

変性が進行 した生後 40日 目の RCSラ ットの網膜では,SP 70の組織染色は外網状層や視細胞層で減弱 し,網

膜変性が完成 した生後 90日 目の RCSラ ットでは,組織染色はわずかに内網状層と神経節細胞層にのみ残存 じ

ていた。SP 70は ,網膜変性の初期 に網膜色素上皮細胞に誘導 され,変性 した組織では存在が失われることが

示 された。 (日 眼会誌 96:197-203,1992)
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Abstract
The immunolocalization of 70kD stress protein (SP70) was investigated in the retinal tissues of

normal Sprague-Dawley (SD) rat and that of the Royal College of Surgeons (RCS) rat with inherited
retinal dystrophy. From postnatal day 2 to 15, SP70 was present in the maturing retinal tissues of both
rat strains. In the RCS rat retina of postnatal day 22, at the onset of retinal degeneration, SP70 was

expressed in the retinal pigment epithelium (RPE). At postnatal day 40, immunostaining for SP70 was
considerably reduced in the degenerating RCS retina. In the RCS retina at postnatal day 90, immuno-
staining for SP70 was completely lost except for the ganglion cells and the inner plexiform layers.
These results suggested that, at the onset of retinal degeneration, the RCS retina may have a state
of metabolic stress, which induced SP70 expression in the RPE. At the end stage of retinal degenera-
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tiOn, the ll■ munOstaining for SP7o ,「 as 10st, suggesting the lack of production of SP70 in the

degenerated retinal tissue。 (Acta Soc()phthalinol Jpn 96:197-203,1992)

Key words: Stress protein, Retinal degeneration, Royal College of Surgeons (RCS) rat, Retinal
pigment epithelium

I緒  言

生体は,急激な環境の変化に対 して普遍的な防御反

応を有してお り, このような反応はス トレス応答 と呼

ばれている。 このス トレス応答に伴って急速に発現 さ

れてくる一群の蛋白質があ り,ス トレス蛋白 (stress

protein;SP)と 呼ばれている。たいていの SPは平常

状態でも細胞の構成成分として発現されてお り,細胞

の生存に必須の多 くの代謝系に関与している。例えば,

蛋白質の膜透過,い くつかのサブユニットの会合, レ

セプターを介するエンドサイ トーシス,ス テロイ ドホ

ルモンレセプターやある種のプロテインキナーゼの活

性の調節などに関わっている0～3).SPは SDS一 ポ リア

ク リルア ミド電気泳動の分子サイズで特定 されてお

り,こ の うち SP 70フ ァミリーに関してはとくに研究

が進みつつある。SP 70フ ァミリーには,す くな くとも

4つの主要なス トレス蛋白が存在 し,いずれ もATP
と結合する方法で機能 している。分子量が 72 kDの

SP 72は ,ス トレスを受けた後で誘導され(inducive),

変性した蛋白質に作用し,組織損傷の修復を行 ってい

る.ま た分子量が 73 kDの SP 73は ,平常時に正常細

胞に構成的 (constitutive)に 存在する蛋自で,蛋白質

を膜を通過できる状態に保つ機能を有している4)～ 7)。

網膜は様々な生理作用を営んでいるが,臨床的に観

察される病的状態はさまざまなス トレス応答を惹起 し

ていると考えられている.網膜では,熱や光などのエ

ネルギーによるス トレスに対 して,SPが抵抗性を発

現していることが知られている。Barbeら 8)は ,ラ ット

に高体温を負荷 しス トレス蛋 白を誘導させることによ

り,網膜の光による障害を阻止 しうることを報告 した。

また SPは,細胞の発生 と分化に関わっていることが

知られているが1)～ 3),発達期の網膜組織における局在

に関する報告はない.し たがって,発達期の網膜組織

やある種の病的状態における SPの 組織内局在を調べ

ることは意義があると考えられる.

Royal College of Surgeons(RCS)ラ ット|ま , 常染

色体劣性遺伝の網膜変性を起 こし,網膜色素変性症の

動物モデルとして知られている9)～ 12)。 このラットの網

膜色素上皮は,脱落した視細胞外節を貪食することが

できない。そのため視細胞外節が網膜下腔に蓄積し,

その結果生後 2カ 月までに視細胞が 2次的に変性消失

する13)～ 17)。 今回,RCSラ ットの網膜変性をス トレス状

態 と考え,代表的 SPである SP 70の 眼組織内局在を,

生後種 々の発達時期において免疫組織学的に検討し,

正常 Sprague‐Dawley(SD)ラ ットと比較 した。

II 方  法

実験動物 として,12時間の明暗周期下に飼育された

SDラ ットおよび RCSラ ットを使用 した。生後 2,8,

15,22,40,90日 の SDラ ットおよび RCSラ ットに致

死量の pentobarbital sodium(Nembutal ③)を腹腔内

注射 して屠殺し,直ちに眼球を摘出しCarnoy液 に浸

漬固定 した。次いで固定された眼球をバラフィンに包

埋 し,10μ の切片を作成 した。免疫組織化学は,SP 70

に対す るマウスモノクローナル抗体 (N27F3-4)を 用

いて行 った18).本抗体は,constitutiveと induciveの

両方の SPと 反応する。はじめに,切片を脱パラフィン

後,0.3%過酸化水素溶液で 10分間反応 させ内在性ペ

ルオキシダーゼの阻止処理を行い,さ らに非特異的反

応を除 くために 20%ヤ ギ血清を 1時間浸漬 させた.次

いで リン酸緩衝溶液で十分に洗浄し, 4℃ の湿箱中で

マウスモノクローナル抗体 と 16時間浸漬反応させた。

この時点で一次抗体を除いたものをコン トロールとし

た。 リン酸緩衝溶液で洗浄後,ベルオキシダーゼ標識

ヤギ抗マウスIgG抗体 と 2時間浸漬反応 させた。次い

で組織切片を トリス塩酸緩衝溶液で洗浄 し,0.01%過

酸化水素加 diaminobenzidine(DAB)溶 液で 10分間

発色させた。 リン酸緩衝溶液で反応を止め,組織切片

をエタノールとキシレンで脱水透徹後,封入し観察し

た。

III 結  果

RCSラ ットおよび SDラ ットの生後 2日 目の網膜

では,未分化の神経網膜全層と,分化 したばか りの神

経節細胞に明らかな SP 70免 疫組織化学染色が認め

られた (図 lA,B).生後 8日 目の網膜では,組織染
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図lA 生後 2日 のRCSラ ットの網膜では,SP 70の 免疫組織化学染色は未分化の神経網膜全層と分
化直後の神経節細胞に認められる。
B 生後 2日 のSDラ ットの網膜にも同様の組織染色が認められる。(GCL;神経節細胞層,NE:神
経上皮)× 220

図2A 生後 8日 のRCSラ ットの網膜では,組織染色が神経節細胞に加えて,分化を終了したばかり
の内網状層,外網状層,お よび形成されつつある視細胞内節に認められる.

B 生後 8日 のSDラ ットの網膜にも同様の組織染色が認められる。(GCL:神経節細胞層,IPL:
内網状層,INL;内顆粒層,OPL;外網状層,ONL;外顆粒層,IS:視細胞内節)× 220
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図 3A 生後 15日 の RCSラ ットの網膜では,組織染色が神経節細胞,内網状層,外網状層,視細胞内

節にとくに強く限局する傾向が認められる。

B 生後 15日 の SDラ ットの網膜にも同様の組織染色が認められる。(GCL:神 経節細胞層,IPL i

内網状層,INL:内 顆粒層,OPL:外網状層,ONL;外 網粒層,IS i視細胞内節)× 220

図 4A 生後 22日 の RCSラ ット網膜では網膜色素上皮にも中等度の組織染色が出現する.視細胞内

節の組織染色は短縮している。(矢印)

B 生後22日 の SDラ ット網膜の組織染色は生後 15日 の SDラ ットの網膜 と同様である。(GCLi

神経節細胞層,IPL:内 網状層,INLi内 顆粒層,OPL:外 網状層,ONL:外 顆粒層,IS:視細胞

内節)× 220
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図5A 生後 40日 のRCSラ ットの網膜では,組織染色は構造の壊れた外網状層と視細胞層に減弱し

て認められる。

B 生後 90日 のRCSラ ットの網膜では,網膜外層の組織染色はほぼ消失している。(GCL:神経節

細胞層,IPL:内網状層,INL;内顆粒層)× 220

図6A SDラ ットでは,生後 90日 でも神経節細胞,内網状層,外網状層,お よび視細胞内節に明らか

に免疫組織化学染色が認められる.

B コントロールでは組織染色性は認められない.(GCL:神経節細胞層,IPL i内 網状層,INL:
内顆粒層,OPL;外網状層,ONL:外顆粒層,IS:視細胞内節)× 220
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色が神経節細胞に加えて分化を終了しつつある内網状

層,外網状層,お よび形成されつつある視細胞内節に

認められた(図 2A,B).生後 15日 目の網膜では,組

織染色が神経節細胞,内網状層,外網状層,お よび視

細胞内節にとくに強 く限局する傾向が認められた (図

3A,B)。 この時期までは,SDラ ットとRCSラ ット

の間に免疫組織化学的な差は認められなかった。生後

22日 目では,両者に差が出現 し,RCSラ ット網膜色素

上皮細胞 に明 らかな組織染色が認め られたが (図 4

A),SDラ ットではこの染色は見 られなかった (図 4

B).網膜変性が進行した生後 40日 の RCSラ ットの網

膜では,SP 70の 組織染色は変性 しつつある外網状層

や視細胞層で減弱 して示され (図 5A),網膜変性が完

成した生後 90日 目の RCSラ ットの網膜では,免疫組

織化学染色は内網状層と神経節細胞層に弱く認められ

た (図 5B).SDラ ットでは,生後 90日 目でも神経節

細胞,内網状層,外網状層,お よび視細胞内節に明ら

かな組織染色が示された (図 6A).コ ントロールでは

組織の染色が見られなかったことから,上記の染色部

位は SP 70に対する抗体が特異的に給合 した もの と

判定した (図 6B).

IV考  按

日眼会誌 96巻  2号

らの光エネルギーより過酸化反応が生じている.正常

フッ トで`セま, superOx:ide disnlutaseや perOxidaseな

どの還元酵素,vitamin Aや vitamin Eな どの抗酸化

剤が過酸化反応を中和 していると考えられている。し

かし,大量の不飽和脂肪酸を含有する視細胞外節が網

膜下腔に異常に蓄積す る RCSラ ットでは,過酸化脂

質,過酸化水素,活性酸素などの組織毒性酸化物質が

産生され, これが網膜細胞を障害し変性に至 らしめる

と考えられている20)。 _方
,こ れらの物質は,培養細胞

において実験的にSPを 誘導することが知 られてい

る。過酸化水素 |ま SalinOnella typhiinuriumrや E.Coli

で数種類の SPを発現させ,Drosophilia細 胞で SP 70

を誘導す ることが報告 されている21)22)。 また chinese

hamster卵 巣細胞や ヒト繊維芽細胞も過酸化水素への

暴露によりSPを誘導することが報告されている23).

したがって RCSラ ットの網膜下腔に蓄積 した過酸化

脂質,過酸化水素,活性酸素などの組織毒性酸化物質

が,網膜色素上皮細胞や視細胞に酸化ス トレスを与え

て SPを 誘導 させる機序が推測される.

これまでの研究によれば,SP 70は 熱ショックやア

ミノ酸アナログ,重金属, ミトコンドリア代謝機能阻

害剤や抗癌剤の投与,発熱,炎症,虚血, ウイルス感

染などの生体の病的状態において誘導され,蛋白質の

会合,膜の通過,膜を通過 してきた蛋白質の再会合を

助ける分子シャペロンとして機能すると理解されてい

る。すなわち SP 70は ,膜を通過 されるため蛋白質の

高次構造を一次元的なポ リペプチ ドまでに分解する

unfoldase,膜の内側ではそ うして膜を通過 してきたポ

リペプチ ドをもう一度組み直 して三次元的な高次構造

にす る foldase,蛋 白質の多量体形成を うながす as‐

semblaseと して機 能 して い る と考 え られ て い

る24)～27).損
傷を受けた蛋白質は,細胞質内で SP 70に

より,一次元的なポ リペプチ ドにされ,小胞体や ミト

コン ドリアに送 り込まれ,正常な状態に修復 されると

考えられている24)～27)。 したがって,RCSラ ットの変性

が進行 しつつある網膜組織においても,酸化物質によ

る障害に対 してなんらかの役割を果たしていることが

推測される。網膜変性が完成 し,視細胞が消失すると

同時に RCSラ ット網膜の SP 70免 疫染色は著 しく減

弱していた. これは変性が完成した網膜では SPの産

生が消失することを示す所見 と考えられた。

このように SP 70が 網膜組織に分布し,組織の変性

というス トレス状態によりその発現が誘導されること

は,外傷,虚血性疾患,腫瘍性疾患などのさまざまな

SP70は ,細胞 と発生と分化においても重要な役割

を有することが知 られている。すなわち SP 70の 遺伝

子の転写が細胞周期 と深い関連のあることが報告 さ

れ,細胞分裂周期の初期には SP 70の mRNAが 他の

時期の 10か ら 15倍に増加することが明らかにされて

いる19)。 したがって発達期の組織に認められる SP 70

は, この時期の活発な細胞分裂 と関連があると考えら

れている1)～ 3)。 これらの報告 と同様に,今回明らかにさ

れた生後 2日 目から8日 目までに網膜組織における

SP 70の 動態は,SP 70が 網膜においても組織の発達

に関わっていることを示唆するものと考えられる。

今回の研究結果で特に興味深 く思われた点は,RCS
ラットの網膜変性が始まる時期 とされている生後 22

日目の網膜で網膜色素上皮細胞 に SP 70の 免疫組織

化学染色が出現 したことである。RCSラ ットの網膜色

素変性の原因が網膜色素上皮細胞 (RPE)の 貪食能の

異常にあ り13)～17),RCSラ ットの網膜は生後約 20日 頃

までに正常に発育するものの,その後網膜下腔に視細

胞外節が異常に蓄積する。これは組織学的には debris

として認められる。視細胞外節は多量の不飽和脂肪酸

が含まれてお り,脈絡膜から供給 される酸素と外界か
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臨床的疾患 における SPの重要性を示唆 していると考

えられ る。 ラットに熱シ ョックを与えて,あ らか じめ

SP 70を 誘導 してお くことで,網膜の光障害を阻止 し

えた との報告は8),ス トレス応答の臨床的利用を想起

させ るものである。SPに関す る基礎医学的研究が今

後臨床的な応用にまで発展 してい くことが望まれる。

稿を終えるにあたり,御校閲を賜 りました東北大学眼科
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