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ドーパ ミン神経毒 MPTPの マウス網膜に及ぼす影響
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要  約

MPTPは 黒質の ドーパ ミン含有ニューロンを破壊 して実験的パーキンソン病を発症 させ る毒物 として知 ら

れているが,網膜 においてもドーパ ミン含有アマク リン細胞に作用すると言われている。今回我々は,網膜に

おけるドーパ ミンの役割を検討するために,総量 150 mg/kgの MPTPを C57 BL/6J系 マウスの腹腔内に投

与 し,投与前および投与後 10,30お よび50日 に ERGを 記録 し, さらに一部については,免疫組織化学的に

研究を行った。MPTP投与によりERGの 各波の振幅 は減弱 し,そ の程度は律動様小波において最も顕著であ

りb波 においてはそれに次 ぎ,a波 においては軽度であった (投与後 10日 )。 これらの ERGの変化は,投与

後 50日 目には投与前のレベル近 くに回復する傾向が見 られた。一方,免疫組織化学的検索によると,チ ロシン

水酸化酵素様免疫反応陽性細胞の数が投与後 10日 目には投与前の約 50%ま で減少 したが,50日 目になっても

回復 しなかった。 (日 眼会誌 96!767-775,1992)
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チロシン水酸化酵素様免疫反応
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Abstract
MPTP is known as a selective neurotoxin which destroys dopamine-containing neurons, and

induces a model of Parkinson's disease, In the retina, MPTP acts on the amacrine cells which contain
dopamine. In the present study, C57BL/6J mice were treated i.p. with MPTP (cumulative dose, 150
mg/kg), and the role of dopamine in the mouse retina was investigated electrophysiologically and
immunohistochemically. ERGs were recorded before and 10, 30 and 50 days after MPTP injection. The
amplitude of the oscillatory potentials was greatly reduced, and that of the b-wave to a lesser degree,
while the a-wave was slightly reduced 10 days after injection. These ERG changes tended to return
to the control level 50 days after injection. Immunohistochemical analysis showed that 10 days after
MPTP injection the number of tyrosine hydroxylase positive amacrine cells was reduced by approxi-
mately 5001, and, that these changes had lasted at least until 50 days after MPTP injection. (Acta Soc
Ophthalmol Jpn 96 : 767 -775, 1992)
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I緒  言

網膜には,他の中枢神経系 と同様に様々な神経伝達

物質が存在 し,視覚のメカニズムに関しても神経伝達

物質の面から研究が進んでいる。 ドーパ ミンはそのひ

とつであ り,一部のアマクリン細胞 と網状層間細胞に

存在 し,視細胞―双極細胞一神経節細胞の縦方向の興

奮伝達に修飾を加えている1)～3).1_methyl_4‐phenyl‐ 1,

2,3,6‐tetrahydropyridine(MPTP)|ま , ヒトオ6よ び

サルにおいて黒質の ドーパ ミン含有ニューロンを破壊

し,パ ーキンソン病を発症させることが知られている

が4)～6),MPTPを 投与した C57BLマ ウスもまたパー

キンソン病のモデル動物として評価できると報告 され

ている7)8)。 さらに,MPTPは網膜においても ドーパ ミ

ンの合有量を減少させること9),ま た tyrosine hydrox‐

yla∞ (TH)陽性アマクリン細胞の数を減少させるこ

と10)も 報告 されている。今までに,ハ ロペ リドールなど

の ドーパ ミン拮抗薬や局所投与で作用するモノア ミン

神経毒である 6-′ イヽ ドロキシ ドーパ ミンを投与 して

electroretinogram(ERG)を記録 した報告はあるが ,

律動様 小波 お よびb波 の振 幅が増大す るとい うも

のH)~")と 減少するというもの14)～ 16)と があり,結果は

一致していない。

今回我々は,パ ーキンソン病モデル動物として確立 し

て い る MPTP投 与 C57BL系 マ ウ ス を 用 い て

MPTP投与前後で ERGを記録 し,さ らに,一部のマ

ウスについては,ERGの記録後に抗 TH抗体を用 い

て網膜の免疫染色を行い,MPTPの 網膜に及ぼす影響

を電気生理学的,免疫組織化学的に検討した .

II 対象と方法

対象 として C57 BL/6J系 マウス雄 8週 齢,体重

20～ 25gの もの20匹 を用いた。MPTP(Research

Biochemical lncorporated)30 mgを 1日 量とし 1日

1回 , 5日 間連続して腹腔内に投与した。

1.ERG言己録

ERG記録は,各 々のマウスについて原則として右眼

に,MPTP投与前,最終投与後 10,30お よび50日 目

の同一時間帯に行った。マウスに塩酸ケタミン (ケ タ

ラール①,20 mg/kg),キ シラジン塩酸塩(セ ラクター

ル①,2.5 mg/kg)お よびウレタン (1,000 mg/kg)の

混合薬を筋注して全身麻酔を行い,10倍希釈の ミドリ

ンP③点眼後,30分間暗順応を行った。関電極として角

膜上にcotton wick電極を置き,不関電極として鼻部皮
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下に銀線電極を置いた。刺激光の光源は 150Wの ハロ

グンランプで,刺激光をグラスファイバーにより角膜

上に直径約 3mmの光東 として導出し,その最大照度

は角膜面で 3.0× 1041uxで ある.光刺激強度は,中性

フィルター (NDF)を用いて 6.0か ら0.0対数単位ま

で,0.6ご とに 11段階に変化 させた。刺激光と刺激装

置 (SEN 3301, 日本光電)を用いて 1秒間に 1回 20

msecの頻度で断続した。電位は前増幅器 (AVB-11,

日本光電)に より1.5か ら 300 Hzの帯域で増幅され ,

加算平均器 (QC‐ 11l J, 日本光電)で 20回加算された .

ERGの評価を以下のように行 った。a波および b波

の振幅,頂点潜時を測定し,ま た一定の振幅(a波では

25 μv,b波では 140 μv)を得 るのに必要な光刺激強度

を感度 と定義 して,各 々について測定した。律動様小

波に関して,NDFO.6の 刺激強度において 3番 目まで

の小波が明瞭であったので, 3番 目までを測定対象 と

して振幅を 1966年 の宇佐美 17)の 方法により測定 し,刺

激開始より各々の頂点までの時間を測定した。これ ら

の測定値は t‐tedに より平均値の比較検討を行った。

2.免疫組織化学的検索

ERGを記録 したマウスの うち,MPTP投与前,投与

後 10お よび 50日 に各々4眼 について抗 TH抗体 を

用いて免疫組織化学的検索
18)19)を 行った。マウスは

ERG記録時 と同様の方法の全身麻酔下で,第 1液 :

4%パ ラホルムアルデ ヒ ド,0.lMリ ン酸緩衝液 ,

pH 7.4,20 ml(4℃ ),次いで第 2液 :4%パ ラホル

ムアル デ ヒ ド,0.lM重炭 酸 ナ トリウム緩衝 液 ,

pH 10.4,30 ml(4°C)にて左心室から灌流固定 した。

眼球を摘出し,前眼部を切除 して眼杯を作成し,それ

を第 2液中で 3時間後固定 し, さらに 5～20%の シヨ

糖中に 4℃ において 12時間浸漬 した。クライオスタッ

トで厚 さ 20μ mの水平断凍結連続切片を作成し,1枚
おきに採取 してスライ ドグラスに貼 り付け,免疫染色

を以下のように行った。まず,3%正常ャギ血清,0.5%

TritOn X-100,0.lMリ ン酸緩衝液中で室温において

3時間の前処置を行った。抗 TH抗体(Eugene Tech.)

を 2,000倍に希釈して 1次抗体 として,そ れを 4℃ で

12～ 24時間反応させた. 次いで, phosphate buffered

saline(PBS)で洗浄 (5分間 ごと3回 )し , ビオチン

化抗ウサギ IgG抗体 (Vector Labs.)を 50倍 に希釈 し

2次抗体 とし,室温で 3時間反応 させた。PBSで洗浄

(5分間 ごと 3回 )し ,次いで,100倍希釈の avidin‐

biOtin perOxidase complex(ABC kit,Vector Labs)

を室温で 2時間反応させた。PBS(5分ごと3回 )お
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30日 では 68%,50日 は83%で あった.ま た,b波感度

は投与前では 4.71 og単 位であったのに対し,投与後

m■ SE
XPく

0.05

よび 0.05Mト リス塩酸緩衝液 (5分間 1回 )で洗浄 し

た。diaminobenzidine(DAB)反 応は,0.03%,DAB,
0・ 01%H202,0・ 05Mト リス塩酸緩衝液を用いて発色

させた.0.05Mト リス塩酸緩衝液および蒸留水で洗浄

し,脱水,透徹,封入を行った。

結果の評価は,1枚おきに採取 した連続切片のうち ,

視神経乳頭を通 る切片を中心 として,上下 25枚ずつに

ついて TH陽性 アマク リン細胞の数を数える方法に

よった。THは カテコールアミン合成酵素であるが,網

膜においてはア ドレナ リンおよびノルア ドレナリンは

ほとんど存在せず,主要なカテコールアミンは ドーパ

ミンであるから2),TH陽 性細胞を ドーパ ミン作働性

細胞とみなした。

III 結  果

1. ERG

同一のマウスか ら記録した MPTP投 与前,投与後

10,30お よび 50の ERG波形の 1例を示す(図 1)。 投

与後 10～ 30日 には b波および律動様小波の振幅が著

しく減弱したが,50日 には回復する傾向がみられた。

次に 20眼の結果について総括 して示す。b波振幅 。光

刺激強度 (NDFの単数単位で表示)曲 線は,投与前後

ともに振幅 が光 刺 激 強度 の上 昇 に伴 い増大 し,

NDF3.0前後の光刺激強度で飽和 し,そ れ以上の強度

では緩やかに低下するという山型の曲線を示した (図

2)。 b波振幅は,投与前に比べ投与後 10日 では全て

の刺激強度領域にわた り有意に減弱 し,投与後 30お よ

び 50日 では回復傾向を示 した。ほぼ最大振幅を示す

NDF3.0の 光刺激強度では,投与前の 299.lμ Vに対

して,投与後 10日 では 143.4μ Vと 投与前値の 48%,

_/ヽ_´ _
y＼ ___
ν

´
ヽ____

ν
｀`

、 ___

sti mulua
__l roq,v

図 1 同一 の C57BL/6Jマ ウスか ら記録 された

MPTP投与前 と投与後 10,30お よび50日 のERG.

光刺激強度は中性フィルター(NDF)よ り11段階に

変化させた。NDFO.0は 3.0× 1041uxに 相当する。

6.0   4.3    3.6    2.4    1.2   0.0

光刺,敷 3圭度 (NDF:og unlt)

図2 MPTP投 与前と投与後 10,30お よび50日 にお

けるb波振幅。光刺激強度曲線 (平均値±標準誤差)

(ni投与前 =20,10日 =16,30日 =12,50日 =6).
b波振幅は投与前に比較して投与後 10日 では大 き

く減弱したが,30～ 50日 になると回復傾向を示 し

た。
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図3 MPTP投 与前と投与後 10,30お よび50日 にお

けるb波感度 (平均値士標準誤差)(ni投与前 =20,
10日 =16,30日 =12,50日 =6).
一定の振幅 (140 μV)を得るのに必要な光刺激強度

を b波の感度とした.投与前に比較 して投与後では

b波感度は有意に低下した。
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10日 では 3.41 og単位 と有意に (p<0.01)低下 した

(図 3).a波の振幅・光刺激強度曲線も,b波 と同様に

振幅が光刺激強度の上昇に伴って増大し飽和に達 し,

それ以上の強度では緩やかに減弱するという山型を示

した (図 4).a波 振 幅 は,投 与 後 10日 で は

80

投 与 前

10日

30日

50日

miSE
*Pく

0.05

6.0 4.8    3.6    2.4    1.2    0.0

光刺激強度 (NDF lo9 unit)

図4 MPTP投与前と投与後 10,30お よび50日 にお

けるa波振幅。光刺激強度曲線 (平均値士標準誤差)

(ni投与前=20,10日 =16,30日 =12,50日 =6).
投与後 10日 目では投与前に比較してNDF3.0か

ら0.6の 光刺激強度において,a波振幅は有意に低

下した。

*pく 0.05

m=SE

イ

0.OL
日lj 10       30
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図 5 1MPTP投与前と投与後 10,30お よび50日 にお

ける a波感度(平均値士標準誤差)(n:投与前 =20,

10日 =16,30日 =12,50日 =6).
一定の振幅 (25μ V)を得るのに必要な光刺激強度を

a波の感度とした.投与前に比較 して投与後 10お よ

び 50日 において a波感度は有意に低下した。
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NDF3.0～ 0.6の 光刺激強度領域で有意 (p<0.05)に

減弱した。ほぼ最大振幅を示す NDF2.4の 光刺激強

度では,投与前の 65.8μVに対 し,投与後 10日 目では

38 μVと投与前値の 57.7%であった。また,a波感度

は投与前の 3.7 1og単位に対 し,投与後 10日 では 3.3

log単位に有意に (p<0.05)低下 した (図 5).律動様

小波の 3成分 01,02,03の 振幅は,3成分とも投与後

10日 には有意に(p<0.01)減弱し,01では投与前値の

43%,02で は 30%,03では 47%であった(図 6).b波

頂点潜時 は,光 刺激強度 の増 加 に伴って短縮 し,

NDF2.4～ 1.2以 上の光刺激強度で定常状態に達 し

た.投与後 10日 では,NDF3.6～ 1.2の 光刺激強度で

有意 (p<0.05)に 延長したが (図 7),投与後 30お よ

び50日 になると有意差は認め られなかった (図略 )。

a波では,投与前後の頂点潜時は全刺激強度において

有意差は認め られなかった(図 8)。 律動様小波 3成分

の頂点潜時の うちでは,03頂点潜時が投与後 10日 に

有意 (p<0.05)に延長 した (図 9)。
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図6 :MPTP投与前と投与後 10,30お よび50日 目に

おける律動様小波 01,02お よび03の振幅(平均値士

標準誤差)(n:投与前=20,10日 =16,30日 =12,

50日 =6).
投与前に比較して投与後 10日 では振幅は 3成分と

も有意に減弱しており01で は投与前の値の43%,

02では 30%,03では47%で あった。
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平成 4年 6月 10日

。投与前

。10日

50

ネpく 0.05

miSE

0
4.8    3.6    2.4    1.2    0.0

光刺激強I隻|(NDF lo9 unit)

図7 MPTP投 与前と投与後 10日 におけるb波頂点

潜時。光刺激強度(平均値士標準誤差)(ni投与前=
20,10日 =16,30日 =12,50日 =6).
投与前に比較 して投与後 10日 では,NDF3.6か ら

1.2の 光刺激強度で有意にb波潜時が延長した.
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図 9 'MPTP投与前と投与後 10,30お よび50日 目に

おける律動様小波 01,02お よび03の頂点潜時(平均

値±標準誤差)(ni投与前 =20,10日 =16,30日 =
12,50日 =6).
投与前後で頂点潜時延長に有意差が認められたのは

03の投与後 10日 のみであった。

表 l MPTP投 与前と投与後 10お よび50日 の網膜

の免疫組織化学的検索

MPTPの網膜への影響・高綱他 771

02

７ｏ
１

６ｏ
ｌ

尋

Ｊ

　

ｏｏ
１

９ｏ
１

４
r

O■

01 'F.o.os

（ｏ
Ｅ
）
歯
拠
モ
嘔
祭
ぬ

■

１

辞
　
文

卜
　
ｉ

“
　

，

卜

ｉ

（の
Ｅ
）
歯
撫
■
μ

I

03

I贅

」“削

（ｏ
Ｅ
）
士
拠
モ
隅
集
● MPTP投与後

の日数

TH
アマク

(平均値

反応陽性
リン細胞数
士標準誤差)
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197.0± 9.3

106.8± 4.4拿

111.3± 7.8・

ネp<0.01

各 5々0枚の切片についてTH陽性細胞の合計数を求めた.

投与後 10お よび50日 ではTH陽性アマタリン細胞が有

意に減少している.

終末の層を形成しているのが観察された(図 10)。 視神

経乳頭を中心にして合計 50枚 の切片について TH陽
性細胞数を検討したところ,投与前に比較して投与後

10日 では有意に (p<0.01)TH陽性細胞数が減少 し,

投与後 50日 でもほとんど回復 していなかった(表 1).

また,MPTP投 与後に残存するTH陽性細胞には著

しい形態変化は認められず,神経終末の分布密度も投

与前とほぼ同じであった (図 11).
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与

１０

５０

投

光刺激強度 (NDF:og un:t)

図8 MPTP投 与前と投与後 10日 の a波頂点潜時・

光刺激強度 (平均値士標準誤差)(ni投与前=20,

10日 =16,30日 =12,50日 =6).
a波頂点潜時は投与前後で有意差は認められなかっ

た.

2.免疫組織化学的検索

MPTP投与前,す なわち正常の C57BL/6J系マウ

スでは,TH陽 性細胞は網膜内顆粒層の最内層に存在

する大型のアマクリン細胞で,内網状層に緻密な神経

, I

I
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MPTPは黒質・線条体の ドーパ ミンニューロンを選

択的に死滅 させ, レセルピンあるいは 6ハ イドロキシ

ドーパ ミン投与による場合よりもはるかに実際の ヒト

のパーキンソン病に近い動物モデルを作 り出したこと

で注 目されている毒物である22)。 作用機序に関して ,

MPTP自 体は神経毒性を発揮 しないが,容易に血液脳

関門を通過し脳のグリア細胞に存在するモノア ミン酸

化酵素 B型により酸化されて MPP十 に変換され,こ れ

が ドーパ ミン作働性ニューロンに能動的に取 り込まれ

て毒性が発揮 されると考えられている5)6)22)。 このパー

キンソン病モデル動物である MPTP投与 C57 BLマ

ウスで,ERGは MPTP投与後 10日 に異常を示 し,

30～ 50日 後には回復傾向を示 し,ア マクリン細胞 の

日眼会誌 96巻  6号

図 10 MPTP投与前の網膜.TH抗体による免疫染色.

TH陽性の大型の細胞体が内顆粒層の最内層に認められ,内網状層に密なTH陽性の神経終末突起

の分布が認められた。(a× 14,b× 182,c× 743)

post‐ synapticな 応答の集合 と考 えられている律動様

小波への影響が最も顕著で(図 6),次いで b波への影

響が大きかった (図 2, 3)。 律動様小波の各小波は,

各々発生源が異なると考えられているが23),今 回 ,

MPTP投与前後で振幅減弱 と頂点潜時延長の両者に

有意差があったのは 03であるか ら (図 6, 9),03と

ドーパ ミンの関連が示唆される。b波 においても最大

振幅が 50%以下に低下し,頂点潜時も中等度の光刺激

強度では延長 した(図 2,7)。 b波は K+電極として働

くミューラー細胞に双極細胞の電気応答が加わった電

位と考えられている20)24).こ の b波への影響は一つに

は ドーパ ミン作働性アマクリン細胞 とシナプスした双

極細胞により惹起されたものと考えられるが,MPTP
が ミューラー細胞へ影響を及ぼした可能性も否定はで

きない.一 方,a波 において は,投与前 に比 して
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MPTP投与後では振幅は強い光刺激強度では有意に

低下 した (図 4)が,感度低下の程度は b波に比べて

小さく (図 5),頂点潜時はほぼ不変であ り (図 8),

a波への影響は少なかった といえる。 ドーパ ミン拮抗

薬は a波には影響を与えないとする報告15)が ある。し

かし,視細胞や色素上皮細胞には D2レ セプターが存在

し,硬骨魚類では ドーパ ミンが通常のシナプス伝達の

他に,拡散により視細胞や色素上皮細胞 にいわゆる

neuromodulatorと して作用するとい う報告
25)も ある

ので, ドーパ ミンの a波への影響に関しては今後検討

の余地がある。

10μm
……写

=′ プ

また,こ れまでに MPTPを 投与して ERGを記録し

た報告は,著者 らの知 る限 り2編ある。Wongら 26)は
有

色 ウサギにMPTPを投与 し,投与直後 と慢性投与後

の ERGを記録した。彼 らは慢性投与実験において,

ERGは律動小波 とb波の著 しい振幅の減弱が認め ら

れた と報告しており,本報での MPTP投与後 10日 目

の結 果 と傾向が一致 している。また Wongら は,

MPTP投与直後の ERGは投与後 15分で b波振幅の

一過性の増大を示したが 2～ 3時間後になると減弱し

たと述べている.一方,Pnebladら 27)は ,MPTP投 与

後 1時間までは一過性に ドーパの合成が充進するけれ

図 1l MPTP投与後 10日 (a,b)お よび50日 (c,d)の 網膜.

TH抗体による免疫染色。MPTP投与後に残存しているTH陽性細胞体は,投与前

(図 10)と 比べて著しい形態異常を示さず,そ の神経終末の分布密度も投与前とはぼ同

程度であった。c,dに示す TH陽性細胞は,外網状層にも突起を伸ばす (矢印)内 網

状層間細胞と思われる。(a× 252,b× 965,c× 252,d× 965)
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ども,そ の後は逆に顕著に低下 していくと報告してい

る。b波振幅の一過性増大 とドーパ ミン代謝の一過性

克進 とは時間的に深 く相関していると考えられる。こ

れまでのハロペ リドールや 6-ハ イ ドロキシ ドーパ ミ

ンの投与実験11)16)は 主 として急性期を対象 としている

ので,薬物投与からERG記録までの時間を考慮して

実験結果を評価する必要があると思われ る。また,

Harnoisら 28)は サルの律動様小波では,MPTP投与後

47日 に01の 成分が有意 に減弱 した ことか ら,01と

ドーパ ミンは深 く関係すると述べている。 しかし,律

動様小波のどの成分が ドーパ ミン作働性細胞由来なの

かを決定するにはさらに細胞単位での実験系が必要で

あろ う。

免疫組織化学的検索では,MPTP投 与後 10日 目に

TH陽性細胞の数が投与前の約 54%に減少 していた

(表 1)。 この結果は Tattonら 10)の 報告 と同様な傾向

である。しかし,ERCの 変化は 30～ 50日 目になると回

復傾向を示したのに対 し,TH陽性細胞数は 50日 目で

も回復がみられず ERGの結果 と免疫組織化学的検索

結果 とは一致しなかった。一方,MPTP投与後 30～ 40

日目に,マ ウスで線条体の ドーパ ミンの量が部分的に

回復する傾向がみられた とい う報告3)が ある。本報で

は TH陽性細胞数が減少 した。これは細胞の TH活性

低下を表 し間接的に ドーパ ミン合有量の低下を示唆し

ているが,必ず しも ドーパ ミン作働性細胞の消失 と結

びつ くものではない。一方,MPTP投与後に残存する

TH陽性細胞からは著 しい形態変化は認め られず,神

経終末の分布密度 も投与前 と同程度であったこと (図

11)か ら,細胞 1個あた りの神経突起が代償性に増大

している可能性も考えられた。

本論文の要旨は第 95回 日本眼科学会総会にて発表した.
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