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要  約

網膜複合糖質の生理学的機能, とくに光受容体間基質 (interphotOreceptor matr破 ;IPM)光応答の発現

におけるシアル酸の役割について解明する目的で,分子細胞生物学的研究 を行った。N‐ グリコシ ド結合型糖鎖

末端 にシアル酸を付加する酵素である,α 2,6‐ sialyltransferase(α 2,6‐ST)mRNA発 現について,in situ
hybridization組織化学的に検索 した。粁体視細胞優位のラット網膜では,生後 16日 目以降,視細胞内節で

α2,6‐ST mRNAがびまん性に強 く検出された。生後 16日 目に粁体周囲の IPMのシアル酸が増加すると考え

られる。一方,錐体視細胞優位の成熟 リス網膜の視細胞では,α 2,6‐ ST mRNAが散在性にしか検出されなかっ

た。錐体視細胞周囲の IPMに は,シアル酸がないことが示唆される。ラット網膜の粁体周囲の IPMの光応答

は,生後 16日 目に初めて発現するようになること,錐体周囲の IPMに は光応答が発現 しないことから,IPM
の光応答発現に,粁体周囲の IPM複合糖質糖鎖末端に存在するシアル酸が重要な役割を果た している可能性

が高い.一方,シ アル酸 を有するIPMは ,シ アル酸 を除去 したIPMに比べ電気抵抗が低いことから,シ アル

酸のない錐体周囲の IPMに 比べ,シ アル酸の多い粁体周囲の IPMの電気抵抗は低いことが推定 される。粁体

視細胞に特異的に観察されるIPMの光応答は,物質輸送の機能だけでな く,粁体外節の高感度な光受容性に

関係 している可能性 もある.次に,ラ ット網膜において,α 2,6‐ ST mRNAの明順応と暗順応 による発現分布

の差が検出された.す なわち,α 2,6‐ST mRNAは ,明順応網膜では内節全体にわたってびまん性に発現する

のに対 し,暗順応網膜では内節基底部に限局 して発現する.組織化学的に,IPMの 光応答第 2相 として同定さ

れる,光照射によって引き起こされる内節部の IPM蓄積像は,シ アル酸 を含有する N‐ グリコシ ド結合型複合

糖質の合成の増加に起因することが明 らかになった。一方,視細胞内節部の,遊離のリボソームの電子顕微鏡

的観察結果と対照 させると,明順応網膜にみられる散在性に分布するリボソームは活性型を,暗順応網膜にみ

られる集族性に分布するリポソームは不活性型を表 している可能性が高い.最後に,種々の異 なった型の視細

胞 変性が進行す る過程 で,共通 して α2,6‐ ST遺 伝 子発現が減少 す る像 を同定 した。 (日 眼会誌 97:

1370-1393, 1993)
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4ヽolecular Cell Glycobiology of the Retina
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The distribution of B-galactosid" ,r,u-rilrL"rl"rlsferase (a2,6-ST) mRNA in the retina was
examined using in situ hybridization histochemistry to study the relation of sialic acid to retinal
glycoconjugates. In rod-dominant rat retinas, the a2,6-ST, which was found to be newly expressed in
the photoreceptor inner segments on post-natal day (P) 16, appears to sialylate the rod-associated
interphotoreceptor matrix (IPM). In cone-dominant squirrel retinas, a2,6-ST mRNA was sparse,
which suggests that cone-associated IPM does not contain sialic acids. The light-response of the IPM
first occured between P14 and P16. The IPM around cone photoreceptors did not show the response.
These observations suggest that the presence of sialic acids on the termini of sugar chains around rods
plays an important role in generating the light response of the IPM. The electrical resistance of the
IPM is increased by removing sialic acids from the glycoconjugates of the IPM. The electrical
resistance of the rod-associated sialo-IPM may be lower than that of the cone-associated asialo-IPM.
The light response of the rod-associated IPM may not only facilitate the transfer of substances
between rod photoreceptors and the retinal pigment epithelium, but may also be involved in the
generation of the physiological features of rods. A difrerent distribution of a2,6-ST mBNA was
detected in light-adapted and dark-adapted rat retinas. The mRNA was diffusely distributed through-
out the inner segments in light-adapted retinas, but it was scarse in basal inner segments in dark-
adapted ones. The second phase of the IPM-light response, histologically detected as accumulation of
the IPM around inner segments, may be induced by an increase in the synthesis of N-glycoside linked
glycoconjugates containing sialic acids. Comparing this and the electron microscopic examination of
free ribosomes in the inner segments, the dispersed and clustered ribosomes correspond to active and
inactive types, respectively. A progressive decrease in the mRNA-expression of a2,6-ST was common-
ly observed in the process of various types of retinal degeneration. (J Jpn Ophthalmol Soc 9?:1370

-1393, 1993)

Key words: N'glycoside linked glycoconjugate, sialic acid, a2,6-sialyltransferase, Interphotore-
ceptor matrix, Light response

I緒  言

複合糖質は,糖を側鎖 としてもつ蛋白 (糖蛋自)あ
るいは脂質 (糖脂質)の総称で,単純な寄生微生物か

ら高度に分化 した動物細胞に至るまで遍 く細胞表面に

分布し,種 々の重要な生理学的機能に関与 している。

とくに複合糖質の糖鎖は,細胞内あるいは細胞間の物

質輸送,細胞増殖・ 分化,卵細胞の受精・ 着床,腫瘍

細胞の免疫監視機構からの逃避。浸潤・転移,細胞―細

胞あるいは細胞―細胞外基質問の接着,微生物の感染 ,

細胞保護,食細胞による異常細胞の貪食など,細胞間

の種々の相互作用,識別のための一種のアンテナある

いはシグナルとしての役割を果たしている1)-4).最 も

身近な例 としては,血液型物質があげられる。図 1に

その模式図を示したが,0型赤血球表面には H型抗原

と呼ばれる糖鎖が分布 してお り,そ の糖鎖の末端にさ

らに N‐ アセチルガラク トサ ミンがついたのが A型 ,

ガラク トースがついたのが B型である.こ のように,

たった 1つ の糖鎖の違 いによって血液型は決定 され

る3).血液型不適合輸血の際には,こ のささいな糖鎖の

違いが血清中に存在す る凝集素,すなわち,抗 A抗体

や抗 B抗体によって認識 されて,血液凝固が引き起こ

されてしまうわけである。

網膜は,多種類の細胞が複雑な層構造を形成してい

る。 とくに視細胞 と網膜色素上皮細胞 との間では,図
2の模式図に示したように,両細胞間の物質輸送・接

着,色素上皮細胞による視細胞外節の貪食など種々の

相互作用が働いてお り,その機能発現に視細胞表面,
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あるいは光受容体間基質に分布する複合糖質の糖鎖が

関係 している可能性が高ぃ5)6).ま た,そ れらの相互作

用が障害されると視細胞が変性する7)が ,その病態に

複合糖質異常が関与 している可能性もある.

ところで, レクチンは糖鎖構造を特異的に認識して

結合する性質を有 し,様表な組織の複合糖質の研究に

広 く用いられている8)9)。 著者らは,眼球, とくに網膜

の複合糖質の生理学的重要性に注目し,その機能 と病
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態を明らかにすべ く,今 日に至るまで 12年間,レ クチ

ンを用いた基礎的研究を継続 してきた6)10)～ 20)._方
,こ

れ らの研究結果を基礎にして,1991年 夏から1993年

6月 の第 97回 日本眼科学会総会宿題報告を目標にし

て,網膜複合糖質の分子細胞生物学的研究を進めてき

た。本研究報告では,最初に著者 らの網膜複合糖質の

レクチン組織化学的研究の流れについて概説し,次 に,

最近 2年間の分子細胞生物学的研究結果, とくに,網

膜光受容体間基質の光応答に注 目した研究結果につい

て報告したい。

II 網膜複合糖質のレクチン

組織化学的研究

1970年代にレクチンを用いた網膜複合糖質の研究

が開始され,当初は主 として網膜色素上皮細胞による

祝細胞外節の貪食機能に関連して,色素上皮細胞突起

表面の糖鎖や, ロ ドプシン糖鎖のマンノース残基に注

目した研究が行われた21)～ 24)。 著者 らも 1981年 から眼

組織のレクチン組織化学的研究を開始 し,同年夏,pea‐

nut agglutinin(PNA)25)が ,錐体視細胞内節。外節表

面に選択的に結合することを発見 した 10)。 続いて米国

の研究グループも,PNAの 錐体選択的結合性につい

て報告し26),その後の多 くの研究者による追試によっ

て,PNAが 錐体視細胞の選択的マーカーとなること

が確認されるとともに,PNAは錐体内節・外節表面だ

けでなく,そ の周囲の光受容体間基質 (interphotore‐

ceptOr matrix;IPM)に 結合することも明らかになっ

た16)17)27)。 _方 ,粁体内節・外節表面およびその周囲の

IPMには,シ アル酸あるいは N‐ アセチルグルコサ ミ

0型⊂判靡鎖

A型彦靱躊鎖

B型楊鰈鎖
○ フ コー ス

曜)ガ ラクトース

Cレ N― アセチルグルコサミン

③ N― アセチルガラクトサミン

図 1 血液型物質の糖鎖構造 .

0型の糖鎖末端は, ガラクトースにフコースだけが結

合している.A型では, ガラクトースにフコースのは

かに N‐ アセチルガラクトサ ミンが結合している.B型
では, ガラクトースにフコースのほかにさらにガラク

トースが結合している。

物質輸送  接着   貪食
色素上皮

外節

図 2 複合糖質を介した視細胞と網膜色素上皮細胞との間の主な相互作用.

視細胞と色素上皮細胞との間では,光受容体間ビタミンA結合蛋白によるビタミンA
の運搬など,種 々の代謝物質の輸送が行われる.視細胞と色素上皮細胞とは,光受容

体間基質を介して接着している.色素上皮細胞は,視細胞外筋表面の糖鎖構造を認識

して貪食する。

．・
ギ

ヽ
・．

内節

‐ 儘 , 』 D‐ ‐ ‐



電≫

平成 5年 12月 10日

レクチン染色
(PNA, WGA)

ン (GlcNAc)を 認識するレクチンであるwheat germ

agglutinin(ヽ VGA)28)が選択的に結合することが判明

した13)17)29).さ らに著者らは,上記の錐体 と粁体周囲の

レクチン染色性の差は,それぞれの周囲に存在する複

合糖質の糖鎖末端のシアル酸の含有量の違いによって

生じる可能性が高いことを初めて指摘 した13)。 この考

え方は,現在多 くの研究者 に よって支持 されてい

る30)～33).

このように,視細胞内節 。外節表面および周囲の

IPM複合糖質の組成は,錐体と粁体 とで異なっており,

錐体と粁体の間は外境界膜に対 して垂直方向に分断さ

れている.す なわち,IPMは網膜下腔全体にわたって

均一に分布するのではなく,IPM組成の違いによる垂

直性の heterogeneityが存在するといえる.一方,IPM
の組成は,視細胞内節・外節の先端部～基底部の各部

位によっても異なることが報告されている.すなわち,

IPMは外境界膜 に平行な層構造 (水 平性の hetero‐

geneity)を成す ことが, コロイ ド鉄染色などの種々の

組織化学的手法を用いて同定されている34)～37).こ れ ら

の 2種類の IPMの heterogeneityの 模式図を図 3に

示 したが,異なる方向性を持つ IPMの垂直性 と水平

性の heterogeneityが,互 いにどのような関係にある

かという点に関 しては,それぞれ専門 とする研究者の

視点が異なることもあって,し ば らくの間は不明で

あった。また,両者 とも形態学的には安定な,静的な細胞

外構造基質としてしかとらえられてはいなかった。

網膜複合糖質の分子細胞生物学 。上原

垂直性 Heterogeneity フκ平性 Heterogeneity
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レクチン染色 (RCA-1)
コロイ ド鉄染色など

著者は,鹿児島大学において IPMの垂直性 hetero‐

geneityの 研究に従事 した後,IPMの 水平性 hetero‐

geneityの 研究を専門とする,米 国カリフォルニア大

学サンフランシスコ校の MM LaVail教 授の研究室で

研究する機会を得た。そこで,垂直性 heterogeneityと

水平性 heterogeneityの 2つ の視点から同時に IPM
を眺めることによって,両方の heterogeneityの 概念

を融合することに成功 した。すなわち,ま ず,IPMは
静的で安定 した物質であるとい う概念の枠を越えて ,

その分布が明 。暗の光条件の違いに応答して変化す る

ことをラット網膜で発見した38)。 さらに,そ の変化する

成分は,主 として粁体周囲 IPMの N‐ グリコシ ド結合

型複合糖質成分であ り,暗順応網膜では視細胞外節部

全体から内節先端部にかけてびまん性に分布するのに

対し,明順応網膜では視細胞外節先端部および外節基

底部から内節部にかけてそれぞれ帯状に分布すること

を明らかにした39).こ れらの発見を基盤として,IPM
の複合糖質の垂直性 と水平性の heterogeneityは ,次
のように統一的な概念で説明できる。すなわち,錐体

と粁体の間 は糖鎖構造の違 いに よって垂直 に しき

られてお り,ま ず,普遍的に IPMの 垂直性 hetero‐

geneityが 存在する。そして,それを形成する 2つ の

要素の 1つである粁体周囲 IPMの うちの,N‐ グ リコ

シ ド結合型 複 合糖 質成 分 にのみ水平性 の hetero‐

geneityは 観察 され,かつ,その形が光に応答 して変

化するのである。これによって IPMの heterogeneity

図 3 光受容体間基質の 2種類のheterogeneity.

光受容体間基質は,分布する複合糖質の糖鎖構造の違いによって,錐体と粁体との間
で外境界膜に垂直に (垂直性 heterogeneity),視細胞内節・外節の部位によって外境

界膜に平行に (水平性 heterogeneity)分断されている。PNA:peanut agglutinin
VヽGA:wheat germ agglutinin RCA‐ 1:Rグαπι

`s 
σο,%″ク%お agglutinin‐ 1

G

1
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は,図 4の模式図のように統合的に概念化された。

さらに,粁体周囲 IPMの N‐ グ リコシ ド結合型複合

糖質成分の分布が明 。暗で変化す るのに対し,0‐ グ リ

コシ ド結合型複合糖質成分は,錐体周囲 IPM,粁体周

囲 IPMを問わず,明・暗の光環境が異なってもほとん

ど変化しなぃ39)こ とが判明した。このように,IPMの
N‐ グリコシ ド結合型 とO‐ グ リコシ ド結合型複合糖質

成分の光に対する反応性の違いから,両者はそれぞれ

異なった生理学的機能を分担 している可能性が高い.

ここで N‐ グ リコシ ド結合型 と O‐ グリコシ ド結合型

の一般的な特徴について簡単に述べておく.糖蛋白は

糖 と蛋自が共有結合してお り,糖一ペプチ ド結合の種

類に基づいて,N―グリコシ ド結合型 (血清型)と 0‐ グ

リコシド結合型 (ム チン型)と に分類される。N‐ グ リ

コシド結合型は,N‐ アセチルグル コサ ミン(GlcNAc)

がアスパラギンのア ミノ基に結合 したもので,0-グ リ

コシ ド結合型 は N‐ アセチル ガ ラタ トサ ミン (Gal‐

NAc)あ るいはキシロースがセ リンまたはスレオニン

の水酸基に結合 したものである。N‐ グリコシ ド結合型

糖鎖を認識するレクチンには,ガ ラク トース(Gal)β l,

4 GlcNAcに特異的な Rttπ 26 θο,π

`“

z%徳 agglutinin‐

1(RCA‐ 1)40)が ある。一方,0-グ リコシ ド結合型糖鎖

を認識するレクチンには,Galβ l,3 GalNAcに 特異的

な PNAがある25).

Neuraminidaseに よって引 き起 こされた網膜剥離

部の IPMを ,PNAと ,RCA‐1を用いてレクチン組織

化学的に検索 したところ,そ れぞれのレクチンが結合

するIPM成 分の有する機能が互いに異なることを示

唆する結果が得 られた6).す なわち,以下のように IPM
の複合糖質は大 きく2つ に分類で きることが判明 し

日眼会誌 97巻 12号

た。

1.PNAで認識 される成分 (0‐ グ リコシド結合型複

合糖質成分 ;ム チン型成分 )

光に対 して安定で,網膜剥離部の網膜下腔を視細胞

内節先端部 と色素上皮細胞突起表面 とを組状に結ぶ形

で同定される.静的な細胞外構造基質 として視細胞内

節・外節,色素上皮細胞の構造維持,お よび視細胞内

節先端部 (色素上皮細胞に貪食 される外節先端部では

ない)と 色素上皮細胞突起表面 との間の接着に関与 し

ているもの と推定される。共同研究者の鮫島は, この

ムチン型 IPMの分布について,電子顕微鏡的に同定

した結果を初めて報告した17)。 また,こ の成分は,生化

学的にはプロテオグリカンの一種で,0‐ グリコシ ド結

合型糖鎖の他にコンドロイチン硫酸を多く含有し41),

電子顕微鏡的には網膜下腔において網 目状構造物 とし

て同定される成分に対応するもの と考えられる17).

2.RCA‐ 1で認識される成分 (N‐ グリコシ ド結合型

複合糖質成分 ;血清型成分 )

シアル酸を含有する粁体周囲 IPMの 成分は,光に

応答してその分布が変化する39)。 網膜剥離部の網膜下

腔にびまん性に,視細胞から色素上皮細胞に向か うに

つれてその濃度が減弱する形で同定 される.ビ タ ミン

Aを運搬す る蛋白 Gnterphotoreceptor retin01 bind―

ing prOtein;IRBP)も N・ グ ソコシ ド結合型複合糖質

に属してお り42),か っ著者らは,明・暗によってその分

布が変化す ることを IRBPに 対す る抗体を用いて免

疫組織化学的に同定している38)。 視細胞と色素上皮細

胞間の種 々の物質輸送の機能に関係 している可能性が

高い。電子顕微鏡的には網膜下腔において顆粒状物質

として同定 される成分に対応す ると考えられる。すな

暗順応      明順応
図4 光受容体間基質の光応答 (2種類のheterOgeneityの 統合).

錐体と粁体の間は,外境界膜に垂直に分断されている.錐体周囲の光受容体間基質の

分布は明。暗で変化しないが,粁体周囲の光受容体間基質は,外境界膜に平行な水平

性の帯状分布として同定され,そ の位置が明・暗で変化する.
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III 網膜複合糖質の分子細胞

生物学的研究手法

1. はじめに

遺伝子は蛋自のアミノ酸配列を規定する。 したがっ

て, シアル酸を初めとする複合糖質の糖鎖部分は遺伝

子の一次産物ではないことから,分子生物学的手法を

用いて直接検索することはできない.し かし,糖鎖は

酵素蛋 自である種々の glycOsyltransferaseに よって

形成されるので,本酵素遺伝子発現について分子生物

学的手法を用いて検索することによって,間接的に糖

鎖に関する分子生物学的情報を得ることができる。N‐

グリコシ ド結合型糖鎖の形成は,シ アル酸あるいはフ

コースが糖鎖末端に付加 され ることによって終了す

る3).し たがって,IPMの 光応答に関与 していると考え

られるシアル酸を含有する N‐ グ リコシ ド結合型複合

糖質の発現に関する情報は,その生成の最終段階で働

く,N‐グ リコシ ド結合型糖鎖の末端にシアル酸を付加

する酵素,すなわち,Galβ l,4 GlcNAc α 2,6(あ るい

は α2,3)‐ sialyltransferase遺 伝子発現について検索

することによって得られることが期待される。幸いに

して ラットの Galβ l,GlcNAc α2,6・ sialyltransferase

(α 2,6‐ ST)の cDNAは既にクローニングされ,塩基配

列も決定されている43)._方 ,著者 らは IPMの光応答

の研究に主にラットを用いてきた38)39)こ とからも,今
回の分子細胞生物学的研究のための実験動物 として,

主としてラットを用いると都合がよいと考えた。

網膜は多種類の細胞が複雑な層構造を形成 している

ので,網膜全体の遺伝子発現について,例えば Nor‐

thern hybridization法 を用いて解析しても,IPMを産

生する視細胞層に限局した mRNA発 現の情報のみを

得ることは難 しいであろう.In situ hybridizatiOn組

織化学法を用いて組織切片中の mRNAを 検出する方

法は,分子生物学と組織学の両分野をつなぐ新 しい技

術 として注 目を浴びている44).本法を用いれば,視細

胞 層 単 独 の α2,6‐STを 初 め とす る種々の蛋 自の

mRNAを 検出することができるであろうと期待 され

る。

2.In situ hybridizatiOn組 織化学の実験方法

網膜, とくに視細胞層 (内節)の mRNA分 布を正確

に検出するために,凍結組織切片よりも形態学的に優

れた結果の得 られるパラフィン包埋組織切片を用いる

ことにした。一方,cDNAプ ローブや oligonucleOtide

プローブよりも安定なhybridizationの 結果が得 られ

図5 光受容体間基質複合糖質の機能に関する模式図.

光受容体間基質の○‐glycOside結 合型複合糖質成分
の網目状構造によって,視細胞と網膜色素上皮細胞
とは結ばれている。その間を,Nglycoside結 合型の

顆粒状の複合糖質成分が,光刺激に応答して外節か

ら色素上皮細胞へ向かって移動する。

わち,網 目状構造物が明・暗で変化 しないのに対 し,

この顆粒状物質は,暗順応下では視細胞外節周囲にび

まん性に分布 し,明順応下では色素上皮細胞突起表面

に集積することを,共同研究者の鮫島が第 95回 日本眼

科学会総会で報告 した。

以上をまとめると,0‐ グリコシ ド結合型複合糖質成

分が,視細胞外節 。内節と色素上皮細胞突起の間の網

膜下腔の細胞外構造基質としての網 目状構造物を形成

し,そ の間,あ るいは上を,光に応答して IRBPな ど

の N・ グリコシ ド結合型複合糖質成分である顆粒状物

質がすべるようにして動き,視細胞 と色素上皮細胞の

間の物質交換を行っているのではないかと推定される

(図 5).

本宿題報告においては,ま ず,光に応答してその分

布が変化する IPMの ,N・ グリコシ ド結合型複合糖質

成分の糖鎖末端のシアル酸に注 目して,分子細胞生物

学的にIPM光応答の発現機序の一端を明らかにした

結果について報告する。次に, シアル酸と網膜変性の

関係など,IPM光応答以外の網膜複合糖質の重要性を

示唆する研究結果についていくつか報告する。
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るRNAプ ローブを,比較的短時間に実験結果が得 ら

れることを期待して,非放射性の digoxigenin標識 し

て用いることにした。

1)α 2,6‐ sialyLransferaSeの cRNAプ ロープの調

整法

成 熟 Wistarラ ッ トの 肝 臓 か ら guanidium

thiOcyanate_phen01_chloroform抽 出 法0を 用 い て

RNAを 分離 し, oligo dTセ ルロースカラムを通 して

poly A RNAを 精製し,逆転写酵素を用いて c‐DNA

を合成 した。 これを鋳型 DNAと して,α 2,6‐ sialyl‐

transferase(α 2,6-ST)43)に 特異的 な一対の23塩 基

の プ ラ イ マ ー (:5′ ―CCTGCAGCCCCAGAGGGA 「́
‐

TAGC-3′ ;5′
‐GGGTCCCTCGCTAGGTACTCAAC―

3′ )と Ampli Taq DNA polymeraseを 用 い て

p01ymerase chain reactiOn(PCR)46)を 行った。 PCR

試料を 1.5%ア ガロースゲルで電気泳動し,DEAEセ
ルロース膜を用いて本酵素の DNAを 分離した.全長

DNAを まず Bluescript II KS(十 )(Toyobo)の Snla

I切 断部位に組み込み,JM 109 competent細胞にとり

こませた.Dideoxy法 17)に よって DNAの シークエン

スを決定 し,目 的 とするα2,6‐ STの塩基配列43)を有す

ることを確認 した.Pst Iと Bgl IIで消化して得 られ

た α2,6‐ST DNA断 片 (238 bp i 324‐ 561)を , Blue‐

script II KS(十 )の Pst I‐ BamH I切 断部位に組み込

み,subc10ningし た。Xba Iで この鋳型 DNAを直線

化し,T3 RNA polymeraseを 用いて antisenseの

RNAプ ローブを合成した。また,EcORVで鋳型 DNA

を直線化し,T7RNA polymeraseを 用いて senseの

RNAプ ローブを合成した。一方, これらのRNAブ
ローブは, 合成 と同時に digoxigenin‐ UTPを とりこ

ませることによって digOXigenin標識 した. さらに過

水分解処理を行い,プ ロープの長 さは約 120bに 調整

した.

2)Peripherin/rdsの cRNAプ ローブの調整法

ウシ網膜から 1)と 同様の方法で poly A RNAを 精

製 し,cDNAを 合成した。これを鋳型 DNAと して
,

peripherin/rds48)に 特異的な一対の 21塩基と 19塩基

の プ ラ イ マー (5′
‐TTTGACCAGAAGAAGCGG‐

GTC‐ 3′ ;5′ ‐TTCCAGGTCTCCGGCACGC‐ 3′ )を 用

いて PCRを 行 い,電 気泳動的 に peripherin/rdsの

cDNAを 分離 した。目的とする peripherin/rdsの 塩基

配列を有することを確認した後,Pst I断片 (272 bp)

を Bluescript II KS(十 )の Pst I切断部位に組み込

み,subc10ningし た.BamH Iで この鋳型 DNAを直
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線化し,T3RNA polymeraseを 用いて antiSenSeの

RNAプ ロープを合成,EcoR Iで 鋳型 DNAを直線化

し,T7RNA polymeraseを 用いて senseの RNAプ
ロープを合成,digoxigenin標 識 した。プロープの長 さ

は,α 2,6‐ STと 同様に約 120bに 調整した。

3)α (1,3/1,4)fucOsyltransferase(FT)."の cRNA
プロープの調整法

JOhn B.Lowe博 士から贈 られた FT cDNAの Pst

I断片 (279 bp)を Bluescript II KS(+)の Pst I切

断部位に組み込み,subc10ningし た。BamH Iで この

鋳型 DNAを直線化し,T3RNA polymeraseを 用い

てantisenseの RNAプ ローブを合成,EcOR Vで 鋳型

DNAを直線化 し,T7 RNA polymeraseを用いて

senseの RNAプ ロープを合成,digoxigenin標 識 し

た。プローブの長さは約 120bに調整 した.

4)In situ hybridiZatiOn組 織化学の方法

4%paraforrnaldehyde/0.1%diethylpyrocar‐

bOnate(DEPC)処 理燐酸緩衝液 (PBS),あ るいは

0.5%glutaraldehyde, 4%parafornlaldehyde/

DEPC処 理 PBSを 用いて,そ れぞれの実験条件下 (後

述)で ラットあるいはマウスを灌流固定した.眼球を

摘出し,灌流に使用した固定液で さらに一夜浸漬固定

した後,DEPC処 理 PBSに一夜浸漬,エ タノール脱

水,パ ラフィン包埋した。厚さ 8μ mの光学顕徴鏡用組

織切片を作製,脱パラフィン後,prOteinase K[20 μg/

mlDEPC処 理 PBS(0.68U/ml PBS)]を用いて 37℃

で消化処理 した(4%paraformaldehyde固 定標 本 :平

均 10分 間 :0.5%glutaraldehyde含 有固定標本 :平

均 40分間 :な お,予備実験的に種 々の消化時間につい

ても比 1'交 した).組織切片を DEPC処理 PBSで 洗浄

後,さ らに 5分間,4%parafOrmaldehyde/DEPC処 理

PBSで 後固定 した.Glycine含有 DEPC処 理 PBS(2

mg/ml)で 洗浄後,0.5%無 水酢酸含有0.lM trietha‐

nolamine溶液で 10分間処理, 2倍濃縮標準クエン酸

塩 (2 XSSC)洗浄,エ タノール脱水した.Antisense,

あるいは senseの digoxigenin l票識 RNAプ ローブ (1

μg/ml)を 含む hybridizatiOn溶 液 [50%脱 イオン化

fOrmamide,Denhardt溶 液,E.c01itRNA(l mg/ml),

201111√
′
rris‐ HClpH 8.0. 2.511lNI EDTA pH 8.0,

300 mM NaCl,10%dextran Sulfate,RNase阻 害剤

(60μ 1/mD]を ,各組織切片に 60 μlずつのせ,さ らに

カバーグラスをかぶせ,湿潤箱内で 45°C,36時間,ハ

イブリダイズさせた。次に.5o%fOrmamide/2 xSCC

で 45°C, 1時 間洗浄,RNAase(20 μg/ml 10mM
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Tris‐ HCl,pH 8.0,500 mM NaCl)で 37℃ ,30分間

消化 した後, 2 xSSC, 0.5 xSSC, 0.l xSCCで 50℃
,

各 30分 間ずつ洗浄 した。 1%ブ ロッキング緩衝液

(Boehringer Mannheim)に 室温で 30分間浸漬 した

後,alkaHne phosphatase(AP)標識抗 digoxigenin

抗体 (Boehringer Mannheim;4μ 1/m10.l M Tris‐

HCl,pH 7.5,150 mM NaCl)を 室温で 2時間反応 さ

せ,0.lM Tris‐ HCl,pH 7.5,150mM NaClで 3回液

を交換 しながら 1時間洗浄 した。AP発色液[nitroblue

tetrazolium salt(0.34 mg/ml), 5‐ bromo-4-chloro‐

3‐ indolyl phosphate t01uidiniunl salt(o.18 mg/ml),

0.l M Tris‐HCl,pH 9.5, 100 mMi NaCl,50 mM

MgC12]を 室温で 12時間反応 させ,antisenseお よび

senseプ ローブの結合分布について光学顕微鏡を用い

て観察,比較 した。以上の digoxigenin標識プローブを

用いた in situ hybridization組 織化学の原理について

まとめた模式図を図 6に示 した。

3.In situ hybridizatiOn組 織化学に用いる糸且織固

定液の検討

上記の in situ hybridizatiOn組 織化学を進める過程

で,い くつか実験方法上の問題点に遭遇した。In situ

hybridization組 織化学は,今後ますます,眼科領域の

基礎的研究にも利用されてい くことが予想 され るの

で,最初に筆者 らの経験で得 られた実験手技上の改良

点50)に ついて紹介しておきたい。

1377

In situ hybridization組 織化学用の固定液 として

は,4%paraformaldehyde/PBSが 広 く用いられてい

る。 しかしながら,著者 らがいく種類かの組織固定液

について比較,検討した結果,パ ラフィン包埋 した網

膜組織を検索する目的のためには,glutaraldehydeを

0.5%の 濃 度 で 4%paraformaldehyde/PBSに 加 え

て用いた方が優れていることが判明した50)。
すなわち,

4%paraformaldehyde/PBs単 独,で は, 0.5%
glutaraldehydeを 加えた場合に比べ,組織標本作製の

過程において網膜剥離が起 こる頻度が高かった。正常

網膜を検索する場合には,網膜剥離が起 こっても視細

胞外節が長いために内節部の hybridizationの 信号の

判別に支障は来さなかった。しかし,外節・ 内節が変

性短縮 した視細胞変性網膜では,組織標本作製の過程

で網膜景」離に引き続いて外節が,あ るものでは内節ま

で所 々脱落してしまい,hybridizationの 信号の判別が

難 しい傾向にあった。

一方,十分なmRNAの 信号を得るためには,組織切

片を proteinase Kで 消化 してmRNAの 周囲の蛋 白

を除去す る必要がある。そのmRNA露 出のための

proteinase K消 化の条件設定が,4%paraformalde‐

hyde/PBS固 定標本では困難であった。す なわち,

proteinase K消 化の時間が短いとmRNAの 露出が不

十分なだけでなく,逆に少 しでも長す ぎるとmRNA
そのものが蛋自とともに除去されてしまう傾向にあっ

網膜複合糖質の分子細胞生物学 。上原

AP
抗

標識―
Dig抗体

響
占 響

占
Dig l票言哉―probe

AP発色

抗原抗体反応

idization

図 6 Digoxigenin標 識プロープを用いた in situ hybridizationの 組織化学の原理.

Digoxigenin(Dig)標 識した cRNAプ ローブが,相補的な塩基配列を有する細胞質中
のmRNAに ハイブリダイズする. プローブの Dig部 分に,alkaline phOsphatase

(AP)標識 した抗 Dig抗体が結合する。AP発色によって間接的に,目 的とするmRNA
の分布が検出される。
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た。PrOteinase K消化時間を水平軸に,hybridization

の信号の強さを縦軸にプロットして得 られる曲線が山

型 となるために,曲線の頂点にあたる最適 と考えられ

る酵素処理の時間設定が,個 々の組織標本の微妙な固

定条件の違いから困難であった。それに対 し,0.5%
glutaraldehyde,4%paraformaldehyde/PBS固 定で

は,prOteinase K消 化時間を 4%paraforinaldehyde/

PBS単独固定に比べ 2倍以上に長 くしないといけな

いという欠点はあるが,一定時間以上消化すると, し

ばらくの間 hybridizationの 信号の強さがプラトーに

達するために,最適な条件設定が容易で,組織切片間

の ば らつ きもほ とん ど認め られ なかった。また,

2.5～ 5.0%の glutaraldehyde/PBS単独の固定液を用

いた場合でも,0.5%glutaraldehyde,4%paraformal‐

dehyde/PBS固 定 とほぼ同様の結果が得 られた.こ の

場 合,glutaraldehyde/PBSを 用いた灌流 固定 に先

立 って,ラ ットをまず PBSで 1,2分間灌流する必要

があるが,paraformaldehydeの粉末を加熱,溶解させ

IPL

日眼会誌 97巻 12号

pHを調整する手間が省略できることは大 きな利点で

ある.

以上の理由から,著者らは glutaraldehydeを 混合し

た paraformaldehyde液 , あるいは, glutaraldehyde

単独液を in situ hybridization組 織化学用の固定液と

して用いることを推奨 したい。

4.本研究で用いた in situ hybridiZatiOn組 織化学

実験系の特異性

次に,本研究で用いた in situ hybridizatiOn組 織化

学実験系の特異性について考察しておきたい
.

成熟ラットでは,シ アル酸を含有す る N‐ グリコンド

結合型複合糖質は,神経節細胞から視細胞に至るまで

はぼ網膜の全層に分布することをレクチン組織化学的

に確認している13).本研究において Galβ l,4 GicNAc

α2,6-sialyltransferase(α 2,6‐ ST)rnRNAの 分布は
,

成熟ラット網膜では視細胞層だけでな く,神経節細胞

層,内・外顆粒層にも観察された (図 7a).ゆ えに,

これらのすべての細胞で α2,6‐ STは産生 され,N― グ

鰺
一

IS

一
１

L攣ぶ00♂麟lb C d ―一―

図7 種々のcRNAプ ロープを用いたラット網膜のin ttu hybridizationの 組織化学像 .

a:α 2,6‐sialyltransferase mRNAに 相補的なcRNAプ ロープは,視細胞内節,外顆粒層,内顆粒

層,神経節細胞層にハイブリダイズしている。b:peripherin/rds mRNAに 相補的なcRNAプ ロー

プは,視細胞内節と,外顆粒層外境界膜寄 りにハイブリダイズしている.c: α (1,3/1,4)‐

mcOsyltranstra∞ mRNAに相補的なcRNAプ ロープは,網膜のどの層にもハイブリダイズしな

い.d:α (1,3/1,4)‐ fucOsyltransferase mRNAと 同じ塩基配列を有するsenseの cRNAプ ロープ

も,網膜のどの層にもハイブリダイズしない。
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minidaseを 作用させると消失すること55)か ら,そ の発

現にシアル酸が重要な役割を果たしている可能性があ

る.一方,ラ ットの IPMの光応答は生後 16日 前後に

初めて発現するよ うになる56)。 その時期 に一致 して

IPMの レクチン染色性が変化する。すなわち,生後 16

日前 後 に,粁 体 周 囲 の IPMに 対 す る,Galβ l,4

GlcNAcを 認識するレクチンである RCA-1の 結合性

が減弱するとともに,シ アル酸を認識するWGAの 結

合性が逆に増大する19).そ の機序 として,粁体周囲の

IPM複合糖質糖鎖末端のシアル酸が増加することが

考 え られ る.そ こで,α 2,6‐ sialyltransirase(α 2,

6‐ST)の mRNAの ラット視細胞層における発現が,

生後 16日 前後に増加 しているかどうか検索 した。すな

わち,生後 1日 日から 6週齢までの Wistarラ ットを

明順応下に灌流固定 し,網膜の α2,6‐STの mRNA発
現分布について検索 した。

生後 1日 目においては,視細胞層か ら内顆粒層まで

の分化・形成はないが,神経節細胞は既に形成されて

お り,そ こには α2,6-STの mRNAが 発現 している像

が観察 された.生後 8～ 10日 目には視細胞内節が,

12～ 14日 目には視細胞外節も同定できたが,ま だ視細

胞内節において α2,6-STの mRNAは 発現 していな

かった.当初の予想 どお り,生後 16日 目になって初め

て,視細胞内節部に強 くα2,6‐ STの mRNAが 発現し

ている像が観察 された54).

生後 16日 前後に,視細胞層の N― グ リコシ ド結合型

複合糖質の Galβ l,4 GlcNAcに シアル酸が分布する

ようになるために,RCA‐ 1の結合部位がマスクされ,

その視細胞層への結合性が減弱す るもの と考 えられ

る。成熟網膜 では,組織切片をあ らか じめ neura―

minidase処理することによって視細胞層への RCA‐ 1

の結合性が増大する13)39)こ とからも,生後 16日 日以降

は視細胞層の N― グ リコシ ド結合型複合糖質糖鎖末端

にシアル酸が存在 していることが示唆 される。

ラット網膜は,粁体視細胞が 98%を 占めている57)こ

とから,本研究で α2,6‐STの mRNAが 同定された視

細胞のほとんどは,粁体視細胞であると考えられる.

α2,6‐ STの mRNAは , これまでのレクチン組織化学

的研究から,錐体視細胞には発現 しないと予想される

が,それを確かめるために,錐体視細胞が 95%以上を

占めるリス網膜58)について,in situ hybridization組 織

化学的に検索してみた。α2,6‐STの mRNAは ,神経

節細胞層には強 く,びまん性に発現していたが,視細

胞層には弱く,散在性にしか発現していないことが確

リコシ ド結合型糖鎖の末端にシアル酸が付加 され,そ
の N― グ リコシ ド結合型複合糖質は網膜のほぼ全層に

分布するのであろうと考えられる.ま た,成熟視細胞

においては内節部に α2,6‐ STの mRNAが とくに強

く発 現 して いた が,こ れ は オ プ シ ンや IRBPの

mRNAが 視細胞内節部に分布する報告51)52)と _致 し

ている。視細胞内節に リボソームが豊富に局在するこ

とから,視細胞の核および細胞質が分布する外顆粒層

よりも内節の方にこれ らの mRNAの 分布が強 く検出

されたものと考えられる。α2,6-STは リボソームで合

成された後,同 じく内節に局在するゴルジ体まで輸送

され,Galβ l,4 GlcNAcに シアル酸を転移する機能を

発現するのであろう。

ところで,peripherin/rdsは ,視細胞外節円盤膜にの

み分布す ることが免疫組織化学的に同定 されてい

る53)。 本研究において,peripherin/rdsの mRNAは
α2,6-STと は異なり,確かに視細胞,と くに内節部に

限局 して発現することが確認された (図 7b).オ プシ

ン,IRBPや α2,6‐STと 同様に,外顆粒層よりもリボ

ソームが豊富に局在する視細胞内節部に強 く検出され

たのであろ う.

一方, lα (1,3/1,4)fucosyltransferaseは 成ワiヽ ラッ ト

網膜には分布しない49).本
研究において,こ の mRNA

はラット網膜で発現しないことが確認された(図 7c).

さらに, 目的とするmRNAに はとんど相補性のな

い sense RNAプ ローブをハイブリダイズさせて得ら

れる組織切片の信号は微弱でしかなかった (図 7d).

したがって,本実験方法のハイブリダイズと洗浄の条

件下では,antisense RNAプ ローブは相補性の高い特

異的な mRNAに のみ結合 し,相補性の低い mRNA
への結合は解離しているものとみなすことができる。

以上の如 く,今回用いたすべての antisense RNAプ

ロープは,それぞれの組織化学的所見から期待される

ような,あ るいは予盾 しない mRNAの 発現分布を示

したことから,本研究で用いた in situ hybridization

組織化学実験系の特異性は高いものと判定される。

IV 光受容体間基質 (IPM)光応答の

分子細胞生物学的研究

1.IPM光 応答発現 とシアル酸 !生 後早期の α2,

6‐ sialyltransferase mRNA発 現の変化54)

ラットIPMの N‐ グリコシ ド結合型複合糖質成分の

光応答は, シアル酸を糖鎖末端に含有すると考えられ

る粁体視細胞の表面のみで観察 されること39),neura_
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認された。したがって,錐体には α2,6‐ STの mRNA
は発現 しないものと結論できる。

参考のために peripherin/rds mRNAの 発現につい

ても,ラ ットとリスの網膜を比較 した。この場合には
,

α2,6‐STと は異なり,両種の視細胞内節にびまん性の

mRNA発 現が観察された59).外節円盤膜は,粁体,錐

体 ともに共通のperipherin/rds蛋 白によって構成 さ

れているものと考えられる。

以上の研究によって,IPMの 光応答が初めて発現す

るようになる時期に一致 して,粁体視細胞で α2,6‐ ST
の mRNAが 強く発現することが明らかになったこと

から,粁体周囲 IPMの光応答の発現にシアル酸が重

要な役割を果たしている可能性が,以前にもまして高

くなったといえよう.

ところで,N― グリコシ ド結合型糖鎖の core部 分の

糖鎖 を形成す るβl,4 galactosyLranstraseの 発現

は,組織特異性はなく,そ の promoter部 にはいわゆる

house keeping遺伝子にみられる,生体に広範に分布

する転写因子の結合部だけがあるのに対 し,糖鎖末端

に転移する α2,6‐STを含む terminal glycosyltrans‐

feraseは ,組織特異的に,あ るいは細胞分化の特定の

時期に発現することが多いと報告されている60)。 そし

てその発現には,promoter部 の転写因子結合部の特

異性が関与 しているのではないかと考えられている。

上記の研究で明らかになった ように,網膜では α2,

6‐STの mRNAが まず神経節細胞に発現 し,次 に粁体

視細胞に発現するようになるが,錐体視細胞には成熟

して も発現することはない。この細胞分化における
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α2,6‐ STの mRNAの 発現の調節機構 については,

α2,6-ST遺 伝子の promoter部 ,あ るいは enhancer

などを解析することによって,今後,明 らかにされて

いくであろう.

2. 2相 性 IPM光応答発現とシアル酸 :明 。暗によ

る α2,6・ sialyltransferase mRNA発 現の変化

IPM光応答の明順応部分について詳細に検討 した

ところ, 2相性の成分に分けられることが先に判明し

た。すなわち, まず第 1相 として,光刺激に迅速に応

答 して IPMが外節先端部および基底部 (内 節先端部

を含む)に分離する。光照射の時間がのびると,第 2

相 として,外節周囲の IPMは両端に分離したままで,

視細胞内節の基底部周囲まで IPMが分布,集積する61)

(図 8).こ の第 2相 目の光応答は,IPMの 単なる分布

の変化を表しているのか,あ るいは内節におけるシア

ル酸を含有する N‐ グ リコシ ド結合型複合糖質の産生

が増加し,内節周囲へ蓄積しているのか, 2つの可能

性が考えられる。そこで,明・暗の光条件の違いが α2,

6_sialyltranstrase(α 2,6‐ ST)の mRNAの ラット視

細胞層における発現に及ぼす影響について検索するこ

とにした.

6～ 8週齢の Wistarラ ットを,以下の実験条件で

暗順応,あ るいは明順応下に灌流固定 し,IΠ に記載 し

た方法で網膜の α2,6‐ STの mRNA発 現分布につい

て検索した。

まず, ラットを 8匹ずつ 4つの群に分け, 6時間(7

PM～ lAM),12時間(7PM～ 7AM),18時間(7PM
～lPM),24時間 (7PM～ 7PM)ずつ暗順応させた

図8 2相性の光受容体間基質光応答の模式図.

光応答第 1相 :光刺激に応答して,粁体周囲の光受容体間基質 (IPM)は外節先端部

と基底部に分離する.光応答第2相 :光刺激に緩徐に応答して,IPMは視細胞内節基

底部まで分布するようになる。錐体周囲のIPMは明。暗で変化しない。
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明順応条件下で,視細胞内節部に基底部から先端部ま

でびまん性に α2,6-STの mRNAの 強い発現が観察

された (図 9a)。 一方, ラットを暗順応 させた場合 ,

時間の経過 とともに 1時間まで視細胞内節部における

α2,6‐STの mRNAの 発現の強さが減弱し,内節基底

部に限局した発現が観察 された。そして,それ以上暗

順応 させてもα2,6-STの mRNAの 発現の強さと分

布は変化せず,27時間まで(明順応順応開始前を含む)

ほぼ同定度の軽度の発現が内節基底部に観察され続け

た (図 9b).

なお,視細胞内節部の mRNAの 発現の強さについ

ては,組織写真をカラースキャナ (Epson GT‐ 8000)

で取 り込み,Macintoshの 画像解析 ソフ ト (Image,

NIH)を用いて,各々の光の条件について 20か所ずつ

濃度測定 し,平均値 と標準偏差値 とを算出した (図

10).明 順応網膜と暗順応 60分,暗順応 120分 の網膜

との間にそれぞれ有意の差をみたが,暗順応 120分 と

180分の間,お よび明順応 5分,30分 ,60分の間では
,

有意の差をみなかった。すなわち,上記の観察結果を

統計的にも裏付けることができた。また, このような

後,そ れぞれ lAM,7AM,lPM,7PMに おいて 5,

10,30,60,120,180分 間明順応させ,ラ ットを灌流

固定した。一方,そ れぞれの群 (時間)の 明順応開始

5分前および明順応終了 5分後に,暗順応を継続 させ

たラットを,眼球を遮光 したままの状態で灌流固定し

た。

次に,ラ ットを 8匹ずつ 4つの群に分け,18時 間(7

AM～ lAM),24時 間(7AM～ 7AM), 6時 間(7AM
～lPM),12時間 (7AM～ 7PM)ずつ明順応させた

後,そ れぞれ lAM,7AM,lPM,7PMに おいて 5,

10,30,60,120,180分 間暗順応させ,眼球を遮光し

た状態で灌流固定した。また,それぞれの群 (時間)

の暗順応開始 5分前および暗順応終了 5分後に,明順

応を継続させたラットを明順応下で灌流固定 した .

上記のすべての実験条件下で,神経節細胞層で強 く,

内顆粒層で中等度に α2,6-STの mRNA発 現が検出

された.し かし,視細胞内節部における α2,6-STの

mRNA発 現の強さは,明 順応 と暗順応の時間に依存

して変化 した。すなわち,明 順応 5分後から 3時間後 ,

あるいは 27時間後 (明順応継続の分)ま で,すべての

．瘍爛鰈‐
・

‥
ｂ

鼈

図 9 明順応,暗順応ラット網膜の α2,6‐ sialyltransferase mRNA発現分布.

明順応 (a),暗順応 (b)網膜 ともに,外顆粒層,内顆粒層,神経筋細胞層にmRNA
の発現像が観察される。視細胞内節に関しては,明順応 (a)網膜では内節部全体にび

まん性の,暗順応 (b)網 膜では内節基底部に限局した mRNAの 発現像が観察される.
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Units

60分  120分 180分 30分  60分

図 10 ラット視細胞 内節部 α2,6‐ sialyltransお rase

mRNA発現の,明順応,暗順応の時間1経過に伴う変イヒ

縦軸は,画像解析によって得られた,そ れぞれの光

条 件 下 で の視 細 胞 内節部 mRNA発 現 の濃 度

(units)を 表している。暗順応の時間の経過ととも

に,緩徐にmRNA発 現が減少する。明順応によっ

て,急激にmRNA発 現が増加する。t検定により,

明順応網膜と暗順応 60分,120分の網膜との間に
,

mRNA発 現の程度に有意の差が検出される (p<

0.001).

視細胞内節部の α2,6‐STの mRNAの 発現の強さは,

灌流固定した時刻には依存 しないことも確認された。

本研究結果から,視細胞内節部の α2,6‐ ST mRNA
の発現がサーガディアンリズムに無関係に,局所的効

果 としての光照射によって急速に増加 し,光遮断に

よって緩徐に減少することが明らかになった。この実

験結果 とIPM光応答の発現 との関係について考察 し

てみたい。

まず,第 1相 目の IPM分布の変化は,光に応答 して

増加 した α2,6‐ STに よって糖鎖末端にシアル酸が付

加され,いわゆる epitopeの変化が起こるために視細

胞外節中間部の IPMの 免疫組織化学的染色性が弱 く

なる, という現象を表 している可能性がある。 この考

え方が正しいとすれば,視細胞外節中間部においてシ

アル酸を認識するレクチンであるWGA染 色像は増

強 し,かつ,組織切片を neuraminida∝ 処理してから

Galβ l,4 GlcNAc(N‐ グ リコシ ド結合型糖鎖のシアル

酸を除けば最末端に位置する)を認識するレクチンで

ある RCA‐ 140)で 染色すると, この部位の IPMは暗順

応網膜 と同様にびまん性に染色されるはずである.し

かしながら,先 に報告
38)39)し たように,WGA染 色像 ,

お よ び組 織 切 片 を neuraminidase処 理 した 後 の

RCA‐1染色像ともに,明順応網膜の粁体外節中間部の

IPMの 染色は弱いことから,こ の考え方は否定できる
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であろう.し たがって,第 1相 目の IPM光応答では
,

IPMの N― グリコン ド結合型複合糖質成分そのものの

局在部位が変化するものと考えられる。 この局在部位

変化の発現の機序については, シアル酸の陰性荷電に

注 目して次の項 (V)で詳細に考察する。成熟ラットの

粁体視細胞においては,生後早期 (16日 以前)と 異な

り,い ったん N‐ グ リコシ ド結合型複合糖質の糖鎖が

Gal β l,4 GlcNAcま で形成された場合,そ のまま一挙

に α2,6-STに よってシアル酸が付加 されるであろう。

すなわち,α 2,6-ST mRNAの発現の増加は,N‐ グリ

コシ ド結合型複合糖質産生の増加をそのまま反映して

いるといえる。実際に,光照射で増加する N‐ グリコシ

ド結合型の複合糖質 としてレクチン組織化学的に同定

されるのは内節部の IPMであ り, この第 2相 目の光

応答を,光に応答 した α2,6‐ STの mRNAの 発現の増

加によって説明できるであろう。通常の組織化学的手

法では,既に産生されていた成分と新 しく産生された

成分とを区別することはできないので,in situ hybri‐

dization組 織化学の手法が有用な武器 となり得たとい

える.

ところで,実験的,あ るいは遺伝性視細胞変性網膜

を用いた研究結果から,IPMの光応答の発現には正常

視細胞外節の存在が必要であ ることが判明 してい

る62)。 したがって,順序としては,ま ず外節に存在する

ロドプシンで光が受容され,そ れに引 き続いて IPM

の分布の変化が迅速に起こり〔次の項 (V)で詳細に考

察〕,さ らに IPMの N‐ グリコシ ド結合型複合糖質成分

が新しく産生 され,次第に内節部に蓄積するものと考

えられる.

オプシンmRNAの 発現が光照射で増加するとの報

告51)が ある。オプシンは,N末端側に 2か所,N‐ グリ

コシ ド結合型糖鎖の結合部位を有 している63)こ とか

ら,N‐ グリコシ ド結合型糖蛋自である.し かし,そ の

糖鎖 には,GlcNAc, マ ンノース64)65)と ガ ラク トー

ス66)67)は 含まれるが,シ アル酸は含まれなぃ68).し た

がって,本研究で同定された α2,6‐STは ,オ プシンの

糖鎖形成には関与 していないものと考えられる。

一方,成熟マウスを 2週間暗順応 させると,IRBP
mRNA発 現が半分に減少することを,northern blot

を用いて検出した報告がある69).IRBPは ,RCA‐ 1で

認識される N‐ グ リコシ ド結合型糖鎖を有 し,かつ,そ

の末端にシアル酸が存在する42)こ とから,本研究で同

定された α2,6‐ST mRNA発現の明 。暗順応における

変化は,一部 IRBP mRNA発現の変化を反映してい
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外節

暗順応 明順応

内節

遊離のリボソーム

集族型 分散型

粗面小胞体

図 11 視細胞内節 リポソームにおける蛋白合成の模

式図.

視細胞内節基底部の粗面小胞体では,持続性に蛋白

が合成される。暗順応網膜の視細胞内節の遊離のリ

ボソームは,集鉄型分布を示し,蛋自合成は不活発

である.明順応網膜の遊離のリボソームは,分散型

分布を示し,蛋白合成が活発である.

situ hybridization組 織化学の結果 と,電子顕徴的所見

とを対比した限 りにおいては,分散型の リボソームが

蛋白合成している活性型ではないかと考えられる。図

11に,こ れらの研究結果に基づいた視細胞内節 リボ

ソームにおける蛋白合成に関する模式図を示 した.す
なわち,視細胞では,通常,内 節基底部の粗面小胞体

に結合した リボソームで蛋白が持続的に合成されてい

るが,光照射など特別の場合には,遊離の リボソーム

も活性化されて,蛋自合成が促進 されるという仮説を

提唱したい。

V 光受容体間基質 (IPM)

光応答の発現機構

N‐ グリコシ ド結合型複合糖質糖鎖末端のシアル酸

が,IPM光応答の発現に重要な役割を果たしている可

能性について前項で述べた。ここでは,シ アル酸の有

する陰性荷電に注 目して, さらに電気生理学的側面を

含めて考察したい。なお,本作業仮説の原型について

は先に報告70)し た。

IPMの光応答は,拝体視細胞外節の光受容に続発し

て,粁体周囲のシアル酸を含有する N‐ グリコシ ド結合

型複合糖質成分に起 こる。光受容によって,粁体外節

は過分極,すなわち細胞外の IPMに 比べ相対的に陰

性荷電が増大 した状態になる (実際にはカチオン流入

の減少としてとらえられる)。 単純に考えれば,こ の増

る可能性が高い。暗順応網膜では,暗順応の時間の経

過 とともに,α 2,6-STの mRNAの 発現 は減少 した

が,完全に抑制されたわけではなく,内節基底部に発

現の継続 している像が観察された。長期間 (～ 1か月)

暗順応 させた網膜で も同様の α2,6‐ STの mRNAの
発現が持続 して観察 された ことか ら,α 2,6‐ STの

mRNAの 半減期が長 く,内節基底部にとどまったと

い うわ けで は な さそ うで あ る。peripherin/rdsの

mRNAの 発現は,明 。暗に無関係に,あ るいは日内変

動もなく,強 く持続的に発現していた。peripherin/rds

は,糖鎖がアスパラギン結合するためのア ミノ酸配列

を持っていることから,N‐グリコシ ド結合型の糖蛋白

であるとみなされている48).暗順応下でも弱いながら,

内節基底部で mRNAが 継続発現 し,合成 され続けて

いる α2,6‐ STは ,peripherin/rdsな どの暗順応下でも

その mRNAが 発現 し続ける N― グ リコシ ド結合型の

糖蛋自の糖鎖形成に関与 している可能性が高い.ま た ,

IRBPの mRNAの 発現 も暗順応下で完全に抑制 され

るだけではなく, これらの糖鎖形成にも関与 している

であろ う.

ところで,α 2,6-STの mRNAが ,明順応網膜では

内節全体に,暗順応網膜では内節基底部に限局して観

察されるのはなぜであろうか.通常,視細胞内節基底

部に リボソームを含む粗面小胞体が局在 し,そ れ以外

にも内節先端部まで遊離の リボソームが分布する.暗

順応網膜の視細胞で必要 とされるα2,6‐STは,粗面小

胞体に結合した リボソームにおける蛋白合成だけで十

分足 りるために,そ の mRNAの 発現分布は内節基底

部に限局 しているのかも知れない。明順応下では,

IRBPな どが多量に必要 とな り,そ のシア リル化に多

量の α2,6‐ STを必要 とし,内 節全体に分布する遊離の

リボソームまで動員されるために,α 2,6-ST mRNA

は内節全体にわたってびまん性に検出されるのかも知

れない。

これに関連 して,電子顕微的に明順応 と暗順応網膜

を比較すると,内節先端部に分布する遊離の リボソー

ムの分布様式が異なっていることが,最近,共同研究

者の鮫島,大久保らによって確認された(第 97回 日本

眼科学会総会一般講演で報告 )。 暗順応網膜では,リ ボ

ソームが リング状に集族 し,いわゆるポ リソームの形

態をとるのに対 し,明 順応網膜ではびまん性に散在し

て分布する.従来,ポ リソームの形態をとるリボソー

ムが蛋白を合成しているとする説と,逆の説 とがあり,

未だ明確な結論は得 られていないが,上記の網膜 in

暴

銀

拳
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大した陰性荷電によって,粁体周囲のシアル酸を含有

する IPMの 陰性荷電成分が排斥される形で,第 1相

目の光応答は起こるのではないかと考えたい。細胞表

面の複合糖質のシアル酸は陰性荷電をもつために, カ

チオンをカチオンチャンネル近 くに保持する機能を有

している。第 1相 目の光応答で,仮に 1つ の粁体外節

周囲の IPMの シアル酸含有複合糖質の分布が変化 し

た場合,それに伴って IPM中のカチオンも引っ張 ら

れて,光量子を受容した粁体に隣接する粁体外節形質

膜のカチオンチャネル周囲のカチオンが減少する可能

性がある.cGMPの酵素カスケー ド系を介したカチオ

ンチャネルの閉鎖が起こらなくとも,細胞外のカチオ

ンの減少に続発する形で外節内へのカチオン流入が減

少すれば,それが電気的には外節の過分極の状態を引

き起 こしたのと同じ状態になるのかも知れない。この

ような形で,次々とシアル酸分子の動 きが減衰するま

で,あ るいはシアル酸を含有 しない錐体視細胞周囲の

IPMにぶつかるまで,粁体外節の過分極の情報が伝達

されるのではないかと考えたい。

ところで,仮に 1個 の光量子が 1つ の粁体外節のロ

ドプシンで受容され,信号が cCMPの酵素カスケー ド

系を経て増幅され,そ の粁体外節が過分極 し,軸索終

末部からの トランスミッターの放出が減少,停止した

とする。通常,複数本の粁体視細胞の軸索が, 1つ の

双極細胞にシナプスを形成 しているので, 1本 の粁体

視細胞軸索からの定常的な トランスミッターの放出が

減少,停止したとしても,その他の粁体視細胞の軸索

から トランス ミッターが多量に放出され続ける限 りに

おいては,シナプス後膜 (双極細胞)の変化は起こら

ないのではないかと考えられる。確かにcGMPの酵素

カスケー ドの増幅機構で,粁体視細胞単独の光受容の

高感度は説明される。しかし,次の双極細胞に光受容

の情報が伝達されない限 り,視覚生理学的には光を受

容した ことにならないのではなかろうか。 もし,複数

本の粁体視細胞の軸索からの トランス ミッターの放出

の減少,消失が同時に起 これば,次のニューロンの双

極細胞に光受容の情報が伝達されるであろう。複数の

粁体視細胞の外節部分も軸索部分 と同様に IPMを 介

して機能的につながって, 1つ のユニットを形成して

ヽヽ る
‐
可能 性 があ る. Copenhagenら 71)|ま , snapping

tu■leを実験動物として用いて, 1個の粁体視細胞の

過分極の変化が隣接する粁体視細胞へ直接伝達 される

ことを,電気生理学的実験から明らかにしている。彼

らは,snapping turtleで 形態学的に観察される粁体視

日眼会誌 97巻 12号

細胞のteleodendriaに よって情報が伝達 されるもの

と考 えているが,IPMを 介している可能性 もあ り,

ラットでもこのような電気生理学的現象が起こってい

る可能性があるであろう。IPMを 介した隣接粁体視細

胞間の光受容の情報の伝達が,複数の粁体視細胞と双

極細胞を含めた系で機能 していると仮定するならば,

この IPM異常, とくに陰性荷電を有するシアル酸の

異常が,視細胞の形態変化やロドプシンの異常などを

伴わない暗順応障害の発現に関与 している可能性があ

る。

一般的に,分子が “生きている状態"と “死んでい

る状態"の違いは,分子間に協調が起 きるか起きない

かの違いであるとされている。例え本作業仮説が誤 り

であったとしても,少なくとも外節形質膜のカチオン

チャンネルが,その周囲のイオン環境の変化を受けな

いはずはないであろ う。網膜下腔内の pHその他の,光

によって引き起こされる変化を測定,比較 した研究報

告 もいくつかみ られる72)73)。 今後 とも個 々の視細胞外

節だけでなく,周 囲の IPMを含め複数の視細胞,あ る

いは色素上皮細胞間の相互作用を考慮に入れた研究を

進めるべきである.ただし,網膜下腔内の物質測定を

行 う場合,著者 らの光に応答した IPMの 分布の変化

まで考慮に入れると,単一の網膜下腔 として扱 うので

はなく,い くつかの異なった部位 (外節先端部,内節

基底部 :錐体周囲～粁体周囲)について測定,比較す

る必要性があることを強調しておきたい。

最後に,間接的にではあるが,シ アル酸の電気生理

学的な重要性を示唆する実験結果を紹介して, この項

は終わ りにしたい.糖 タンパクであるたtuin(シ アル酸

を含有)と asialoたtuin(シ アル酸を含有 しない)の 同

一モル濃度の蒸留水溶解液の電気抵抗を,マ ルチテス

ター (AP‐50,三和電気)を用いて測定,比較し,t検

定を行ったところ,前者 (13.7± 0.5 KΩ)の方が後者

(24.5± 1.lKΩ)に比べ有意に低かった (p<0.001)。

ウシ網膜からIPMを 蒸留水によって抽出し,無処理

のもの,neuraminidase処理したもの,neuraminidase

処理 してかつ透析によってシアル酸を除去したものに

ついて電気抵抗を測定,比較し,t検定を行った。Neura‐

minidase処理 してかつ透析によってシアル酸を除去

したもの(196.7± 15.lKΩ )は,無処理のもの(29.5±

2.lKΩ ),お よ び neuraminidase処 理 だ け の もの

(29.3± 0.9KΩ)に比べ電気抵抗が有意 に高かった

(p<0.001)。 すなわち,シ アル酸を含有する方が,含

有 しない場合に比べ電気抵抗はすべての場合について
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化学的に検索 した .

一方,視細胞外節円盤膜の構造維持に重要な,N― グ

リコシ ド結合型糖蛋 自であるperipherin/rdsの 遺伝

子異常が,″′z・πα′″ιttπ勿 励πsあω マゥス78)～80)ゃ
,

一部の常染色体優性遺伝の網膜色素変性症患者
81)82)の

視細胞変性の発現に関与していると報告されている。

そこで,種 々の型の視細胞変性網膜における periphe‐

rin/rds蛋 自の mRNAの 発現 につ いて も,in situ

hybridization組 織 化 学 的 に 検 索 し,α 2,6‐ STの
mRNAの 発現に関する結果 と比較 した。また,peri―

pherin/rdsは 視細胞だけで発現することが,正常網膜

の in situ hybridization組 織化学的検索によって判明

したので,一部の変性網膜については,全 RNAを抽出

し,northern hybridization法 を用いた解析も実施 し

た .

2.連続光照射 によって引き起 こされた視細胞変性

網膜の分子細胞生物学的解析83)

ケージ床面か ら 60 cmの 高さに保持 した 2本 の 37

W白 色螢光灯 (ケ ージ部照度は 1,100～ 1,5001x)照

明下に,Wistarラ ット(8週齢)を 3日 間～ 2か月間

飼育した。螢光灯光連続照射 3日 間,5日 間,1週間 ,

2週間, 1か月間, 2か月間の時点でラットをそれぞ

れ灌流固定し,網膜の形態について調べるとともに
,

in situ hybridization組 織化学的に,網膜の α2,6‐ST
およびperipherin/rdsの mRNAの 発現状況について

検索 した。

3日 間光連続照射 した網膜では,下半球の視細胞外

節にはほとんど形態変化をみなかったが,上半球の外

節は軽度ながら短縮 していた.α 2,6‐STお よび peri‐

pherin/rdsの mRNAの 発現は,両者 とも上半球の周

辺部から後極部網膜では内節部には とんど検出され

ず,外境界膜付近の外顆粒層には散在性に発現してい

た。一方,下半球の周辺部から赤道部の網膜では,外

境界膜付近の外顆粒層に散在性に,内節基底部にびま

ん性 にα2,6‐ STお よび peripherin/rdsの mRNAの
発現が検出された。 3日 間光連続照射した網膜では,

視細胞外節,内節は高度に変性・ 短縮 し,外顆粒層 と

外網状層も薄 くなっていた。網膜のいずれの部位にお

いても,α 2,6-STお よびperipherin/rdsの mRNAの
発現は検出されなかった.それ以降,光照射期間が長

くなるに従い,視細胞外節,内 節 は消失 し,上記の

mRNAの 発現が再び検出されることはなかった。一

方,光連続照射に伴 うperipherin/rds mRNA発 現の

減少については,northern hybridiZatiOn法 によって

低 く, シアル酸が存在する方が電気が流れやすいとい

える。サルの網膜を剥離し,視細胞側の電気抵抗を網

膜の異なる部位について測定,比較 し,t検定したとこ

ろ,黄斑部 (64.8± 3.6KΩ )の方が赤道部 (41.6± 4.8

KΩ )よ りも電気抵抗が有意に高かった (p<0.001).

すなわち,シ アル酸を含有 しない錐体周囲 IPMの多

い黄斑部の方がシアル酸を含有する粁体周囲 IPMの

多い赤道部より電気抵抗が高いといえる。したがって,

粁体周囲 IPMの方が,錐体周囲 IPMに比べ電気が流

れやす く, 1個の粁体の電気生理学的な変化は,隣接

する梓体に電気生理学的な影響を及ぼす可能性が高い

といえるかも知れない。それに対 し,錐体視細胞はそ

の周囲の IPMに よって電気的に絶縁 されているのか

も知れない。今後, さらに微小電極を用いた実験など

を進める必要性があるが, この単純な実験結果から,

IPMの シアル酸が電気生理学的にも重要な役割を果

たしているのではないかという問題を提起 したい。

VI 視細胞変性網膜複合糖質の

分子細胞生物学的研究

1. はじめに

著者 らは,複合糖質異常 と視細胞変性 との関係につ

いても研究を進めてきた。すなわち,共同研究者の内

匠は,ラ ット網膜に N‐ グリコシ ド結合型糖鎖に結合す

るレクチン (WGAあ るいはRCA‐ 1)を 作用させた場

合,視細胞変性が発生する74)の に対 し,0‐グリコシ ド

結合型糖鎖に結合するPNAで は発生 しなぃ75)こ とを

明らかにした。また,N‐グリコシ ド結合型糖鎖形成の

抑制作用を有す る tunicamycinを 網膜 に作用 させ る

と,新生される視細胞外節根部が空胞化するという報

告
76)も ある。これらの研究結果から,0‐ グ リコシ ド結

合型 よりN‐ グリコン ド結合型複合糖質成分の方が,視

細胞の形態を維持するために, より重要な役割を果た

して い る こ とが推 定 され る。一 方,著 者 らは,

sialyltransirase(ST)活 性修飾剤,あ るいは neur―

aminidaseを 網膜に作用させ,複合糖質糖鎖末端のシ

アル酸部分を修飾することによっても,視細胞の形態

異常が起こることを観察 している55)77)。 したがって,

N‐ グ リコシ ド結合型複合糖質の異常,と くにその糖鎖

末端のシアル酸の異常が,原発性あるいは続発性に視

細胞の変性を促進 している可能性がある。そこで,N‐

グ リコシ ド結合型糖鎖末端にシアル酸を付加するα2,

6‐STの遺伝子の,種 々の型の視細胞変性網膜における

発現異常の有無について,in situ hybridization組 織
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も確認された。本研究の要旨については,共同研究者

の柳田が第 97回 日本眼科学会総会一般講演で報告 し

た。

3.糖鎖修飾性薬物によって引 き起 こされた視細胞

変性網膜の分子細胞生物学的解析

1)Neuraminidaseを 硝子体内に注入した網膜

塩酸ケタ ミン (20mg/kg)筋 注,ペ ントバル ビター

ルナ トリウム(20mg/kg)腹腔内注射麻酔下に,neura‐

minidase(01o前ridium permnges V型 :ナ カライ)

を2U/ml濃度 に PBSに 溶解 した液を 40 μlず つ
,

26‐gaugeの 注射針を用いて Wistarラ ット硝子体内に

注入した。注入後 6,12,24時間後に,ラ ットをそれ

ぞれ灌流固定し,網膜の形態変化 と,α 2,6‐ STお よび

peripherin/rdsの mRNAの 発現状況とについて検索

した。

予備実験的に注入後 6時間では,視細胞層のレクチ

ン染色性が IPMを含めて変化す ることから,neura‐

minidaseが網膜下腔まで到達 し,IPMお よび視細胞

表面に作用 している。)と 考えられるが,注入後 6時間

ではまだ網膜視細胞の形態変化は起 こっていなかっ

た。しか しながら,α 2,6‐ STお よびperipherin/rdsの

mRNAの 発現は,既 に軽度減少 している像が検出さ

れた.注入後 12時間では,視細胞外節が軽度短縮 して

いたが,その他はとくに網膜の形態変化は観察 されな

かった。視細胞内節には形態変化はみられなかったが
,

α2,6-STお よびperipherin/rdsの mRNAの 発 現 は

ごく微弱にしか検出されなかった.注入後 24時 間で

は,視細胞外節の短縮化がさらに著明となったが,依

然 として網膜のその他の層の形態変化は観察 されな

かった。 α2,6‐ STお よ び peripherin/rdsの mRNA
の発現は全 く検出されなかった.本研究の要旨につい

ては,共同研究者の中嶋が第 97回 日本眼科会総会一般

講演で報告 した .

2)レ クチンを硝子体内あるいは網膜下腔内に注入

した網膜

塩酸 ケタ ミン (20 mg/kg)筋 注,ベ ントバル ビター

ルナ トリウム(20 mg/kg)腹 腔内注射麻酔下に,WGA
あるいは PNAを l mg/ml濃 度に PBSに溶解 した液

を 50 μlず つ,30‐ gaugeの 注 射針 を用 い て Widar

ラット網膜下腔内に注入した。注入後 6,24,72時間

後に, ラットをそれぞれ灌流固定し,網膜の形態変化

と,α 2,6‐STお よびperipherin/rdsの mRNAの 発現

状況 とについて検索した。 レクチンを網膜下腔内に注

入した場合,WGAは IPMを 含む視細胞外節全体の表
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面に結合するのに対し,PNAは錐体周囲の IPMにの

み結合することを確認 している20).

WGAを 作用させた場合,注入後 24時間では,視細

胞外節の長 さが軽度短縮す るとともに,内 節部 の

α2,6‐ STお よびperipherin/rdsの mRNAの 発現が

軽度減少 している像が観察 された。注入後 72時間で

は,外節は高度に短縮し,内節部の mRNAの 発現はほ

とんど検出されなくなった。

一方,PNAを作用させた場合,注入後 72時間まで

観察 した限 りにおいては,視細胞の形態変化も内節部

の α2,6‐ STお よびperipherin/rdsの mRNAの 発現

減少像 も検出されなかった。本研究の要旨については
,

共同研究者の菅田が第 97回 日本眼科学会総会の一般

講演で報告した。

4.遺伝性視細胞変性網膜の分子細胞生物学的解析

遺伝性に視細胞変性が起 こるnervous(π )マ ウ

ス84), ふ∫ょびPurkinie cell degeneration Oたグ)_マ ウ

ス84)を ,生後,経時的に灌流固定 し,網膜の形態変化 と,

α2,6‐ STお よびperipherin/rdsの mRNAの 発現状

況とについて in situ hybridization組 織化学的に検索

した。

π/マ ウス,ρ″ マウスともに,生後 2か月では中等

度に, 4か 月では高度に視細胞外節が短縮している像

が観 察 され た。α2,6‐STお よび peripherin/rdsの

mRNAの 発現も,経時的に減少 してい く像が観察 さ

れたが,生後 4か 月 目の時点では,ま だ これ らの

mRNAが 内節基底部に発現 している像が検出され

た。

5。 視細胞変性網膜複合糖質の分子細胞生物学的考

察

まず,視細胞変性 とIPMの光応答 との関係につい

て考察 したい。種々の遺伝性視細胞変性動物網膜や,

過度の光照射した網膜の視細胞変性の過程で,共通し

て IPMの 光応答は消失 し,視細胞内節・外節周囲にび

まん性に IPMの シアル酸含有 N‐ グリコシ ド結合型複

合糖質成分が分布することを先に報告した62).外
節が

変性に伴って異常にな り,正常に光を受容で きな く

なったために,IPMの 分布の変化が起こらなくなるの

であろ う。IPM光応答の異常は,色素上皮細胞と視細

胞の間の物質交換の障害を引き起こし,視細胞の変性

過程を促進する可能性がある。

錐体視細胞周囲の IPMは,シ アル酸含有が少ない

ことから陰性荷電が少な く,視細胞外節の電位に東縛

されず,明 。暗の光条件に無関係に自由に拡散が起こっ
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の 糖 鎖 形 成 に 関 与 す るglycosyltFanSferaSe群 の

mRNA発 現が減少 し,そ れに続発する形で最終的に

α2,6‐STmRNAの 発現が減少するのかも知れない。

これらの遺伝子発現の減少は,時間的にはほぼ同時に

起 こっているのかも知れない。

一方,遺伝子発現の減少の速さは,視細胞変性の型

によって異なっていた。すなわち,持続性螢光灯光照

射や neuraminidase注 入によって引 き起 こされる視

細胞変性などのように,急激に視細胞外節が消失する

場合には,それに先行 して既に α2,6-STと periphe‐

rin/rdsの mRNAが ほ とんど消失 している像が観察

された.外節新生にあずかる種々の遺伝子の発現が完

全に阻害されたために,正常な円盤膜が形成・補給さ

れずに,外節はそのまま早急に消失してしまったので

あろう。一方,遺伝性視細胞変性マウス網膜を観察し

た結果,緩徐に視細胞外節が変性・消失する過程にお

いては, α2,6-ST,peripherin/rds mRNAの 発現は
,

漸減 してはいくものの,外節変性の末期に至るまで軽

度ではあるが,内 節基底部に観察された。これらのこ

とから,貪食,破壊,その他によって消失する円盤膜

と,新 しく内節から構成タンパクの供給を受け新生さ

れる外節根部の円盤膜 との量の差をもって,外節の全

長は短縮していくのではないかと推定される。共同研

究者の鮫島は neuraminidaseを作用 させた網膜を電

子顕微鏡的に検索 して,色素上皮細胞内にとりこまれ

た外節円盤膜の数が増加 しているのを観察 している

(第 97回 日本眼科学会総会一般講演で報告).Neura‐

minidase注 入によって急速に視細胞外節が短縮化す

るのは,内 節の機能が抑制されて外節が新生しないだ

けでなく,色素上皮細胞による外節貪食の増加が加

わっているためではないかと推定される。

内節の遺伝子発現の抑制に,先 に述べたように本研

究報告の主題である IPM光応答の異常が関与 してい

る可能性もある。この場合,遺伝子の promoter部 ,あ

るいは enhancer部や suppressor部 を媒介 している

可能性がある。視細胞で発現している種々の遺伝子は,

肝臓の場合60)と 同様にそれぞれ共通の promoter部 を

有 しているのかも知れない。内節に蓄積 した IPM成

分,あ るいは外節変性に伴って変化する種々の因子が,

たとえば heat shock,重 金属,ス テロイ ドなどの効果

などと同様に,promoter部 に影響を及ぼ しているの

かも知れない。

一方,遺伝子発現が抑制されるのは,promoter部を

媒介していない可能性 もある。視細胞の変性過程にお

ているのではないかと考えられる。一方,暗順応下で

は,粁体外節は過分極 していないので,陰性荷電の多

い粁体周囲 IPMも ,錐体周囲 IPMと 同様に比較的自

由に拡散できるのか も知れない.光に応答 した IPM

分布の変化は,光があたった直後に起こるビタミンA
などの運搬に関与 している可能性が高い。光が照射さ

れ続ける限 りにおいては,陰性荷電の多 い粁体周囲

IPMの動きは外節の陰性荷電によって制限 され,IPM

成分の蓄積が持続 し,視細胞と色素上皮細胞 との間の

物質交換が阻害されて,視細胞変性の進行が促進され

る可能性がある.し かし, この場合でも,視細胞外節

円盤膜の新生が抑制されない限りにおいては,完全に

視細胞が変性に陥ることはないであろ う。IPM成分が

内節周囲に蓄積することによって,膜 の receptorを 介

して,あ るいは内節で産生 された IPM成分が網膜下

腔へ分泌されるのが阻害 されて,内 節内部に蓄積する

ことによって,種 々の遺伝子発現が抑制 されるのかも

知れない。事実,他の組織では,細胞外基質の変化が

細胞内の遺伝子発現に影響を及ぼすことが報告 されて

いる35)～ 87)。 また,本研究で網膜下腔に注入 した WGA
は,粁体周囲の N‐ グ リコシ ド型の IPM複合糖質をび

まん性に凝集させ,そ の動 きを抑制するように働いた

のではないかと考えられる。PNAは ,錐体周囲の O‐ グ

リコシ ド型の IPM複合糖質を凝集させたはずである

が, もともとこの型の複合糖質は視細胞 と色素上皮細

胞 との間の接着に関与していると考えられ,その力が

強まっただけで,N‐ グリコシ ド型の複合糖質の動きは

阻害 されなかったために,PNAの 作用は視細胞を変

性させる方向に働かなかったのかも知れない。

ところで,N‐ グ リコシ ド結合型糖蛋自である peri‐

pherin/rdsの糖鎖部分が,視細胞外節円盤膜の形態保

持に重要な役割を果たしているのではないかと考えら

れている03)。 また,tunicamycinを 正常網膜に作用させ

て,N‐ グ リコシ ド結合型糖鎖の形成を阻害すると外節

の変性が起きる76)こ とから,N‐グリコシ ド結合型糖鎖

の形成に関与す る種々の glycosyltransferase遺 伝子

の発現異常によって視細胞の変性が起 こる可能性があ

る。 しかし,今回使用 した変性網膜では,α 2,6‐ST
mRNA発 現の消失が peripherin/rdsの mRNA発 現

の消失に先行している像を明確にとらえることはでき

なかった。α2,6‐ST mRNAの発現が原発性に抑制さ

れるとい うよりは,む しろ peripherin/rdsや IRBPな

ど種 々の視細胞特異的な N‐ グリコシ ド結合型複合糖

質のタンパク部分の mRNA発 現が減少 し,次に core
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いて,ま ず最初に,明 順応の状態にありながら,視細

胞内節の遊離の リボソームが,いわゆる不活性型と考

えられる集族型の形態 となっている像を,共同研究者

の大久保は観察している(第 97回 日本眼科学会総会一

般講演で報告 )。 これは,視細胞変性進行の過程で リボ

ソームそのものが障害を受け,非特異的に内節で発現

す るmRNAが すべて減少 している可能性を示唆す

る。遺伝性視細胞変性マウスなどでは,内 節基底部に

局在する粗面小胞体は,変性後期まで障害されにくく,

変性視細胞では,内 節の基底部だけには peripherin/

rds mRNAや α2,6‐ ST mRNAは発現 し続けるのか

も知れない。

いずれの機序が働 いてい るにしろ,も し内節 の

mRNAの 発現の減少を抑制できるならば,あ る程度

の長 さの外節を維持できる可能性がある。最近, ロド

プシンやペ リフェリンの遺伝子異常が常染色体優性遺

伝の網膜色素変性症の一部の患者の発現に関与 してい

る可能性が示唆されている82)33)88)。 この場合でもいっ

たんは外節は形成されるわけであるから,何 らかの機

序で内節の機能が抑制 されて正常な円盤膜の新生機能

が障害 されない限 り,視細胞変性は進行 しないはずで

ある.網膜色素変性症の原因遺伝子の同定に関する研

究は,種 々の候補遺伝子について現在世界中で進めら

れてお り,いずれ個々の症例に応 じた原因療法 (遺伝

子治療)が実施可能 となるかも知れない。 しかし,多

くの網膜色素変性症に共通 した,対症療法 としての内

節機能維持のための処置 も価値があると考える。実験

的には硝子体内,あ るいは網膜下腔内への細胞増殖因

子投与によって,RCSラ ットや,持続螢光灯照射 した

ラットの視細胞の変性速度が遅延する89)90).膜 レセプ

ターを介して,視細胞の遺伝子が抑制 されないように

制御 されるのかも知れない。イデベノン (Co Ql。 同族

体)投与によって網膜色素変性症患者の視機能障害の

進行が抑制されたとの報告 もある").ミ トコン ドリア

の呼吸促進,あ るいは過酸化脂質の生成の抑制が,残

存す る内節機能の維持に役立っているのか も知れな

い。一方,臨床的に広 く用いられているロドプシン吸

収光波長をカットす る調光 レンズの使用 も有用であ

る92)03).IPM光応答 との関係で考察すると,ロ ドプシ

ンで吸収 される光波長がカットされると,明順応下で

の IPMの 内節周囲への蓄積が抑制され,内 節機能の

抑制の程度が軽くてすむのではないかと期待される。

今後, よりいっそ うの研究が期待される.
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VII 網膜複合糖質研究の現状と展望

0-グ リコシ ド結合型 (ム チン型)複合糖質は,網膜

では視細胞 と色素上皮細胞との間の接着に関与してい

ると考えられる.Neuraminidaseを 網膜に作用させる

と,粁体 と色素上皮 との接着が切断 される0)94)こ とか

ら,と くにシアル酸が重要である。今回検索した N‐ グ

リコシ ド結合型複合糖質と同様に,分子細胞生物学的

研究を進める必要がある.0‐ グリコシ ド結合型糖鎖末

端 に シアル酸 を付加す るα2,3-sialyltransferaseの

cDNAも , Paulson博三士の研究 グループによってク

ローニングされ,そ の塩基配列が最近報告された95).著

者 らは現在,そ の cDNAを α2,6‐STと 同様にPCR
によって分離,cRNAプ ローブを合成 し,綱膜視細胞

における発現に関する検索を進めている。一方,neura‐

minidaseを 作用させると,網膜色素上皮細胞による外

節の貪食が増加する。色素上皮細胞 と視細胞の相互作

用において,シ アル酸は,光受容体間基質の光応答(物

質輸送を含む),接着,貪食のすべてに重要な役割を果

たしているといえる。

このような生理学的に重要なシアル酸に異常が起こ

れば,網膜視細胞の異常が起こってもおかしくないで

あろうという視点から,シ アル酸 と視細胞変性との関

係について検索 したわけであるが,今回使用した動物

の変性網膜では,視細胞の変性の過程で α2,6‐STの遺

伝子発現が減少するが,それが peripherin/rds蛋 白遺

伝子発現の減少に先行している像を明確にとらえるこ

とはできなかった.し かし,少 なくとも,種 々の異なっ

た型の視細胞変性が進行する過程で,共通 してこれら

の N‐ グ リコシ ド結合型複合糖質の形成に関与する遺

伝子の発現が減少 し,そ の速さに比例 して視細胞外節

の短縮化が進行することが明らかになった。貪食,破

壊,そ の他によって消失する円盤膜 と,新 しく内節か

ら構成蛋自の供給を受けて新生される外節根部の円盤

膜 との量の差をもって,外節は短縮 していくものと推

定される。

視細胞変性の成因の 1つ として,原発性のシアル酸

異常が存在する可能性の有無についても検討する必要

がある.そ のためには,遺伝子操作によってシアル酸

の異常を動物に引き起こし,視細胞の形態変化の有無

について調べるとよいであろう.具体的には,現在 ,

優性遺伝病の実験モデルの作製には, トランスジェネ

シス法が,劣性遺伝病の実験モデルの作製には,遺伝

子の targeting法 が用いられている96)。 これらは,遺伝
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子治療 に も使用 しうる実験技術 として注 目されてい

る.

共 同 研 究 者 の 池 松 は,最 近,α l,3‐ galactoWl・

transたrase(α l,3‐GT)遺伝子 を強制的に発現 させ

た トランスジェニックマウスを作製することに成功し

た.α l,3‐ GTは α2,6‐ STと 競合 し,シ アル酸 α2,6

Gal βl,4 GlcNAc糖鎖の生成を阻害 し,代わ りに

Galα  l,3 Galβ l,4 GlcNAc糖 鎖の生成を促進する97).

すなわち,N‐ グ リコシ ド結合型糖鎖末端に,シ アル酸

の代わ りにガラクトースを付加する。αl,3‐GTは正常

の成熟網膜では発現しないが,本 トランスジェニック

マウスの網膜では,α l,3‐ ガラク トースを特異的に認

識する Griffonia simplicifoHa isolectin‐ B4が視細胞

外節部に強 く結合したことから,視細胞において αl,

3‐GT遺伝子が発現していることが確認された。しか

し,シ アル酸 とGlcNAcを認識するWGAで も依然 と

して視細胞外節部が強 く染色されたことから,α 2,6‐

STと αl,3‐ GTと を競合させるだけでは,糖鎖末端の

シアル酸を少 し減少させることはできても,消失させ

ることはできないものと考えられる.ま た, 8週齢の

αl,3‐GT遺伝子が発現 した トランスジェニックマウ

ス網膜の組織像について検索 したところ,視細胞の形

態にとくに異常は認めなかった.しかし,シ アル酸の

減少によって視細胞の寿命が短 くなる可能性はあ り,

高月齢のマウスについても検索する必要がある.

劣性遺伝形式の視細胞変性の原因の一つに, シアル

酸転移酵素遺伝子異常がなり得るかどうか明確にする

ためには,α 2,6‐ ST遺伝子そのものをtargeting法 に

よって欠失 させ,それに伴 う視細胞形態変化について

調べる必要がある。現在,共同研究者の柳田によって,

glycosyltransたrase遺伝子 targetingの 研究が進行中

である.遺伝子 targeting法 を用いた研究は,種 々の劣

性遺伝性疾患の原因解明に,今後,大 きな威力を発揮

するであろ う。

一方,共同研究者の鵜木が,網膜色素変性症患者 リ

ンパ球の種 々の glycosyltransfera∞ 活性について測

定し,sialyltrans“ rase活性が低値を示す症例が存在

することを先に報告した98)。
今後,こ れらの患者につい

ては,酵素遺伝子の塩基配列まで調べる必要があるで

あろう。 シアル酸異常と視細胞変性 との関係に関する

最終的な結論を得るには, これ らの研究結果を待たな

ければならない。

VIII 総  括

レクチ ン組織化学的手法 と,本 研究で報告 した

glycosyltransferase mRNA`[)in situ hybridization

組織化学的解析を組み合わせることによって,複合糖

質糖鎖の動態を動的にとらえることが可能 となった。

すなわち,N‐ グリコシ ド結合型糖鎖末端にシアル酸を

付加す る酵素であ る,α 2,6‐ sialyhransferase(α 2,

6‐ST)の 遺伝子の視細胞における発現の変化につい

て,生後の,あ るいは明 。暗順応の時間を軸にして動

的に検索することによって,粁体周囲光受容体間基質

(IPM)の N‐ グリコシ ド結合型複合糖質成分の光応答

発現に,糖鎖末端のシアル酸が重要な役割を果た して

いる可能性が高いことを示す ことができた。一方,シ
アル酸の有する電気生理学的な意義について指摘する

とともに,IPMの 光応答発現機序に関する著者 らの仮

説を提唱 した。さらに,in situ hybridization組織化

学的検索に電子顕徴鏡的検索を組み合わせ,それぞれ

の結果を対照させることによっ■ mRNAの 発現す

る活性型 リボソームは,ポ リソームの形態ではなく,

散在性の分布形態をとることを明らかにした。また,

色素上皮細胞 と視細胞の相互作用において, シアル酸

は,光受容体間基質の光応答 (物質輸送)だ けでなく,

接着,貪食の機能の発現にも重要な役割を果た してい

ることを指摘 した。このような重要なシアル酸に異常

が起これば,網膜視細胞の形態変化が起こってもおか

しくないであろうとい う視点から,シ アル酸 と視細胞

変性 との関係について検索 した。今回使用した動物の

変性網膜では,視細胞の変性の過程で α2,6-STの 遺伝

子発現が減少するが,そ れが peripherin/rds蛋 白遺伝

子発現の減少に先行している像を in situ hybridiza‐

tion組織化学的には明確 に とらえることはで きな

かった。 しかし,少 なくとも,種々の異なった型の視

細胞変性が進行する過程で,共通してこれらの N‐ グリ

コシ ド結合型複合糖質の形成に関与する遺伝子の発現

が減少し,その速さに比例 して視細胞外節の短縮化が

進行することを明らかにし得た。貪食,破壊,その他

によって消失する円盤膜 と,新しく内節から構成蛋白

の供給を受け新生される外節根部の円盤膜 との量の差

をもって,外節は短縮 していくものと推定された.最

後に,現在進行中の遺伝子操作による網膜変性症の実

験モデルの作製に関する研究について紹介した。
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