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士音養 ミュラー細胞の AMPA(α ‐amino‐ 3‐ hydroxy‐ 5¨

methyl‐ 4‐ isoxazole propionate)/KA(kainate):受 そ瓢本

の役割を知るため,ミ ュラー細胞と網膜ニューロンとの

受容体感度の差,ミ ュラー細胞に神経毒性ア ミノ酸

(KA)暴露後の挙動を検討 した。AMPA応答の差を細胞

内カルシウムイオ ン濃度変化測定で調べたところ,

ニューロンの AMPA応答はミュラー細胞より低濃度で

発現 し,常 にミュラー細胞 より発現率が高かった。ミュ

ラー細胞にKA(0.5mM)を暴露すると,形態変化も,培

養液中の乳酸脱水素酵素濃度上昇もみられず,高 濃度

AMPA投 与時の応答細胞はKA暴露細胞でむしろ多
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かった.以上から,ミ ュラー細胞ではAMPA受容体感度

は網膜ニューロンに比 して低 く,神経毒性アミノ酸に対

して強い抵抗性を有 しており,網膜の虚血などで過剰な

神経毒性アミノ酸が放出された際,ニ ューロンの防御反

応に積極的に参加する可能性が示唆された。(日 眼会誌

99:1214-1221,1995)
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I緒  言

ミュラー細胞は網膜のグリア細胞であり,視細胞層か

ら神経節細胞まで網膜の層構造を垂直に貫いて存在する

網膜の支持組織であるが,細胞外空間におけるカリウム

イオン濃度の調節や放出された化学伝達物質の不活性化

などに積極的に関与 している1).ニ ューロンにおいては

脳神経細胞と同様に,虚血下における病態生理の研究は

進んでいるが,グ リア細胞であるミュラー細胞には関心

が薄い。我々は,ニ ューロンにおいて,そ の病態生理が明

確になりつつある興奮性アミノ酸であるグルタミン酸に

注目し,脳細胞で報告されているグルタミン酸のグリア

毒性
2)3)に ついてミュラー細胞において検討してきた。

興奮性アミノ酸は,高 等動物の中枢神経系における神

経情報のシナプス伝達の中心であり4),興奮伝達物質 と

して作用する一方,細胞外に過剰に放出されると細胞内
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カルシウム濃度を過度に上昇せしめ,神経細胞を壊死に

陥れる毒性のあることが明 らかにされた5).特 に,グ ルタ

ミン酸は虚血後に生じる遅発性神経細胞壊死に大きく関

与してお り5)～ 7),例 えば,脳虚血5)8),て んかん重積状態9),

アルツハイマー型痴果10)な どの病態で生じる神経細胞壊

死に関与することが知られている。また,網膜神経細胞に

おいても,脳神経細胞 と同様 に興奮伝達物質 として作用

する他,細胞外に過剰に放出されると毒性を発揮するこ

とが示唆されている5)。 さらに,グルタミン酸の研究の中

でグルタミン酸受容体の脳内分布のパターンが虚血に脆

弱な神経細胞の分布 とよ く一致することも報告
8)さ れ

た。すなわち,脳 においても網膜においても虚血などによ

り細胞外に放出されたグルタミン酸がグルタミン酸受容

体を豊富に持っている神経細胞を選択的に破壊すると推

定される。

グルタミン酸受容体にはイオン直結型と代謝制御型と

があ り,前 者 はそのサ ブ タイ プ として,薬 理学的 に

NMDA(N― methyl‐ D‐ aspartate)に 応答す るNMDA型
と,AMPA(α ―amino-3-hydroxy‐ 5‐ methy卜 4‐ isoxazole

propionate),KA(kainate)に 応 答 す るAM:PA/KA型

受容体 (別 名 :non― NMDA型 )と に分類 され4),_般 に

ニューロンにのみ存在すると考えられている。しかし,こ

のグルタミン酸受容体はミュラー細胞にも存在すること

が若倉 ら11)に より報告された。しかも,ミ ュラー細胞には

NMDA型 は存在せず,AMPA/KA型のみが存在するこ

とが明らかになった。

そこで我々は,なぜ AMPA/KA型受容体が ミュラー

細胞に存在するのか,病的状態においてどのような役割

を担っているのか,ま た,AMPA/KA型受容体 を介する

ミュラー細胞 とニューロンとの相互関係はいかなるもの

なのかを検討した。

II実 験 方 法

実験 1:ニューロン,ミ ュラー細胞の混合培養での細

胞内カルシウムイオン濃度変化におけるAMPA応答の

差

1)ミ ュラー細胞およびニューロンの培養

ミュラー細胞培養には,体重 2～ 4 kgの 自色家兎を用

ぃた12).ペ ン トバルビタール ナ トリウム (ネ ンブター

ル⑪)(25 mg/kg)の耳静脈内投与による全身麻酔を施 し

た後,両眼を摘出した。網膜組織片作成,培養は既報
13)に

従い行った。角膜および強膜 ,脈絡膜などを取 り去 り,次

に,水 晶体 と硝子体 を一塊 としてはず L serum‐ free

Glasgow lninimum essential Πledium(G:ME卜 1,Gibco,

東京)中 で網膜を単離,非髄輸部を選んで細切 した。これ

を 1,000回 /分,5分間遠心分離し,10%胎児血清を加え

たGMEM中 に置き,37°C,5%C02/95%airの 条件下

で 5～ 7日 間浮遊培養した。その後再び遠心分離し,新鮮

な培養液中でフィブロネクチン(20 μg/ml)を 塗布 した
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カバーガラス上に載せ培養し,10～ 14日 経過したものを

使用した。

ニューロン培養にはWistar系 の胎生ラット(21日 目)

もしくは生後 2日 目までのものを用い,既 報
14)に 従い

行った。21日 目の妊娠ラットにエーテル吸入麻酔を施 し

て取 り出した胎生ラットもしくは生後の幼若ラットを摘

出し,断頭した後眼球を摘出した。眼球後極部に割 を入

れ,水晶体 と硝子体を一塊としてはずし,GMEM液 中で

網膜を単離した。21番 レザーメスを用いて細切後,1,000

回/分,5分間遠心分離した後上清を捨て,0.25%ト リプ

シンを加え27ゲ ージ針に通 した。これをさらにピペッ

ティングで繰 り返 し粉砕し,さ らに遠心分離した。上清の

トリプシン液を捨て,新鮮培養液 (GMEM液 )を 入れて

トリプシン反応を止めた。ニューロンの効率良い培養を

得るため15),す でに上記のようにして得られていた細胞

密度の低い培養 ミュラー細胞にこれをまき,7～ 14日 経

過したものを使用した。

2)細胞内カルシウムイオン濃度分析

カルシウムイオン濃度解析装置 Argus 100/CA(浜松

ホ トニクス)を 用い,既報
16)に

従い測定した。カルシウム

濃度は,細胞内遊離カルシウムイオンに結合し,螢光を発

する螢光性カル シウム指示薬,acetoxymethyl ester

fura‐ 2(Fura-2AM,同仁化学)で標識 し,2つの異なる励

起光 (340 nmと 380 nmの 波長の光)で励起された螢光

強度を測定 し,そ の比 (F340/380比)は 自動的に計算さ

れて求められた。まず,カ バーガラス上の細胞は 5μ M,

Fura-2AM中 に 37°C,45～ 60分 静 置 した。Fura-2AM

を :Krebs‐ Ringer― HEPES― buffered solution(KRH液 ;

120 rnNI NaCl,5rnⅣ I KCl,1.21nM A/1gS04,1・ 2 rnlⅥ

KI12P04,0・ 5 rnヽ l CaC12,6 rnヽ l glucose,251nM :N‐ 2‐

hydroxyethlpiperazine‐ N′―ethanesulfonic acid,pII

7.4)で洗浄し,カバーガラスを培養皿〔カバーガラスにシ

リコン壁(Flexperm,Heraus,Germany)を つけたもの〕

に移しKRH液中に静置し,倒立型落射螢光顕微鏡 (オ リ

ンパス,IMT-2)ス テージに置いた。標識された細胞の螢

光は上記装置内の超高感度テレビカメラ(SITカ メラ,

C2400-08H,浜 松ホ トニスク)に より捕えられ,こ の像を

もとに細胞内カルシウムイオン濃度測定ソフト(細胞内

カルシウムイオン濃度解析ソフトウエア U3390-02,ver―

sion 3)で螢光強度比 340/380比 が求められ,画像解析が

施された。較正は次のように行った。生理食塩水 とFura‐

2AMを混合 した較正液を作 り,こ れをパラフィンオイ

ルの中に小液滴 として懸濁し,細胞 と同じと想定 し螢光

上ヒを測った。AMPA(Cambridge Research B10chemi_

cals,Cheshire,England),1,0.1,0.05,0.01,0.001 nllⅦ

を各々投与し,30～50秒間に 3～ 5秒 ごとにミュラー細

胞およびニューロンのカルシウムイオン濃度変化測定を

行った。各 実 験 を 5回 以上 繰 り返 し,340/380比 が

AMPA投与前の 110%以 上上昇するものを陽性 とし,
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各実験毎に同一視野内での陽性細胞数の全細胞数に対す

る割合を求めた。各実験で定量された総細胞数は,ニ ュー

ロンでは65～ 112個 ,ミ ュラー細胞 では 120～ 215個 で

あった。有意差検定はt検定を用いた。

実験 2:ミ ュラー細胞におけるカイニン酸 (KA)暴露

実験

1)培養

ミュラー細胞を実験 1と 同様に培養した。

2)KA暴露実験

培養開始後 10～ 14日経過 した ミュラー細胞 を使用し

た。KA(Sigma Chemical,USA)0.5mMを 10分間暴露

し,10分後,60分後,24時間後の形態観察を位相差顕微

鏡で行った。また,培養液中の乳酸脱水素酵素 (lactate

dehydrogenase,LDH)値 測定を,乳酸を基質 とする紫外

部吸収法によって,KA暴露 10分後 と24時 間後 に行っ

た。次に,24時間後におけるAMPA投与後の細胞内カ

ルシウムイオン濃度測定を実験 1と 同様に行った。カル

シウムイオン濃度変化はAMPA l,0.5,0.1,0.05,

0.01 mMを投与 し測定した。陽性細胞の割合 も実験 1と

同様に求めた。各実験で定量された総細胞数は,125～ 265

個であった。

III 結  果

実験 1:ニューロン,ミ ュラー細胞の混合培養での細

胞内カルシウムイオン濃度変化におけるAMPA応 答の

差

混合培養での位相差顕微鏡写真を図 1に 示す。ミュ

ラー細胞上にニューロンは樹状突起を伸ばし,シ ナプス

を形成している。

較正曲線を図 2に 示す。図に示すように340/380比 が

0.5付近から 1上昇すると,カ ルシウムイオン濃度はお

よそ 20～ 1,000 nMま で変化した。

図 1の ような培養細胞におけるAMPA O.05 mM投

与前後のカルシウムイオン濃度変化の 1例を図 3に示す

(青系から赤,自へ向かう変化がカルシウムイオン濃度上

昇を示す)。
ニューロンではカルシウムイオン濃度上昇が

みられるが,ミ ュラー細胞ではほとんど変化がみられな

い。このように測定したが,ま ずカルシウムイオン濃度上

昇が細胞外からのカルシウムの流入かどうかを確かめる

ために,カ ル シウム フリー培 養液 にEGTA(ethylene

glycol bis― N,N,NlN′ ‐tetraacetic acid,5mM)を加えた

細胞外カルシウム遮断の状態で AMPAを投与 した。そ

の結果,カ ルシウムイオン濃度上昇はほとんどみられず,

細胞外からのカルシウムイオンの流入であることがわ

かった。ニューロンのAMPAに 対 す る細胞 応 答 は,1

mM,0.lmM,0.05 mMで 100%,0.01 mMで 30%の

細胞でカルシウムイオン濃度上昇がみられ,o.001 mM

でも27%の細胞で応答がみられたが,ミ ュラー細胞では

lmM 55%,0.lmM 32%,0.05mM 20%,0.01 mM
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1.2%の 応答であり,0.001 mMで は全 く応答はなかっ

た (図 4).各濃度の AMPA投与により応答のみられた

細胞のカルシウムイオン濃度上昇の程度は,ニ ューロン

では l mM 155%,0.l mM 139%,0.05 mM 124%,0.01

mM 126%,0.001 mM 148%,ミ ュラー細 胞 で はlmM
152%,0.l mM 120%,0.05 mM l19%,0.01 mM 137%

と各濃度でのニューロンとミュラー細胞の間に有意差

(p>0.05)は認められなかった(図 5).

実験 2:ミ ュラー細胞におけるカイニン酸 (KA)暴露

実験

ミュラー細胞に KA(0.5mM)を 10分間暴露後,24時

間で形態変化はなかった。ただし,わずかに培養液中に残

存 していたニューロンは,す べて形態変化 を起 こした り

消失 したりした(図 6).培養液中の LDH値 は,暴 露前

(67.385± 5■061U/L),10分 後 (62.231± 5.1541U/L),

24時間後 (64.769± 4.7631U/L)と 上昇はみられなかっ

た。24時間後における細胞内カルシウムイオン濃度

(340/380比 )は,KA非暴露細胞 (0.984± 0.309),KA暴

露細胞 (0.952± 0.283)と 差がなく,KA暴露直後には細

胞内カルシウムイオン濃度上昇がみられた と思われる8)

細胞を含めてすべての ミュラー細胞が 24時間後には非

暴露細胞と同じレベルに帰していた。KA暴露,非暴露細

胞におけるAMPA O.5mM投与前後のカルシウムイオ

ン濃度変化の 1例 を図 7,8に示す。この図では,KA暴
露細胞はおよそ70%の細胞でカルシウムイオン濃度上

昇がみられたのに対 し,KA非暴露細胞ではおよそ30%

の細胞で変化がみられた。KA暴露,非暴露細胞の各濃度

の AMPA投与によるカルシウムイオン濃度上昇陽性細

胞率を図 9に示す。このようにAMPA濃度が高い場合

にKA暴露,非暴露細胞 とも反応する細胞 は増加した。

特に,KA暴露細胞では0.5mM以上で非暴露細胞より

応答細胞が明らかに多 く,AMPA濃度依存性に応答細

胞数の上昇がより顕著であった。各濃度の AMPA投与

で反応を示した細胞のカルシウムイオン濃度上昇の程度

は,KA暴 露細胞 で l mM 123%,0.5 mM 125%,0.1

mM 122%,0.05 mM 123%,KA非 暴 露 細 胞 で lmM
121%,0.5 mM 125%,0.l mM 124%,0.05 mM l19%と

投与 されたAMPA濃 度 による差異はみ られず,ま た,

KA暴露,非暴露細胞群間にも有意差 (p>0.05)は 認めら

れなかった。

IV 考  按

本実験は,ニ ューロンおよびミュラー細胞において,細

胞内カルシウムイオン濃度分析により,グルタミン酸毒

性に対するAMPA/KA受容体の動態を検討 し,病 的状

態におけるミュラー細胞の受容体の役割を明らかにしよ

うとしたものである。

まず始めに,使用 した培養細胞であるが,胎生期,新生

児期のラットからニューロンを,成熱家兎か らミュラー
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図 1 胎生ラット網膜ニューロンとミュラー細胞の混

合培養.

神経突起はミュラー細胞上に発達し,ネ ットワーク

を作る。バーは50μ m

A

10      100      1,000    10,000

カルシウム濃度 (nM)

図 2 Argus 100/CAに よるカルシウムイオン濃度較

正曲線.

340/380比 が 0.5付近から1上昇するとカルシウム

イオン濃度はおよそ 20～ 1,000 nMま で変化する.

図 3 A:網 膜ニューロンとミュラー細胞の混合培養

で の AMPA(a‐ amino-3-hydroxy-5-methyl‐ 4-

iSoxazole propionate)投 与前,カ ルシウムイォン濃

度分布 :疑似カラー表示.バーは 100 μm
BI AMPA投与後,カ ルシウムイオ ン濃度分布.疑

似カラー表示.バーは 100 μm
C:細胞内カルシウムイオン濃度の経時変化.矢印の

部分で AMPA O.o5mMが 加えられた。ニューロン

ではカルシウムイオン濃度の上昇がみ られるが,

ミュラー細胞ではほとんど変化がみられなかった。

B

C

27.00 ,`.0●

N
金

M

□

,.00

'1"E(3●
●)

.a.---.1.---']l.---.+-.--+---.{

f'--:.:!--: -'t"-.-!..-..--t- -!'---- -._ ____.__ ___.-_- -_i_--__.

1

□

□

り

ヽ

璃

F
ヒ

「
―
∃

¬

」

「

^ヽ
申

い
ｏｌ
Ｌ̈

■ 」 睡

」…… 口」戯

,.1・・釧
Ｊ

鞭
´
ヨ

覇
輩
―

」

Ｐ
甦

閑

¬



1218 日眼会誌 99巻  11号

図 6 KA(kainate)0.5mMを 10分間暴

露 した前後のミュラー細胞 .

ミュラー細胞自体は形態的変化や発育の

抑制はみられないが,矢印に示されてい

る小 さな細胞 (ニ ューロンと思われる)は

形態的変化を起こし,消失している。バー

は 25 μm

1日寺「ll   ヽ 24時間

A                                B

図 7 A:ミ ュラー細胞 (KA暴露細胞)での AMPA投与前 ,カ ルシウムイオ ン濃度分布.疑似 カラー表示.

バーは 100 μm
B:AMPA投 与後,カ ルシウムイオン濃度分布.疑似カラー表示.お よそ 70%の細胞でカルシウムイオン

濃度上昇がみられた。バーは 100 μm

A

図 8 A:ミ ュラー細胞 (KA非暴露細胞)でのAMPA投 与前,カ ルシウムイオン濃度分布.疑似カラー表示.

バーは 100 μm
B:AMPA投 与後,カ ルンウムイオン濃度分布.疑似 カラー表示.お よそ 30%の 細胞でカルシウム イオン

濃度上昇がみられた.バーは 100 μ nl
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図9 ミュラー細胞におけるKA暴露,非暴露細胞で

のAMPA投与によるカルシウムイオン濃度の上昇

がみられた細胞の割合(%)の比較.

⑮ :KA暴露細胞,■ :KA非暴露細胞

終共通路になると考えられている18)～ 20)。 _方,細胞内フ

リーカルシウムイオンの指示薬が利用できるようにな

り,虚血により細胞内フリーカルシウムイオンが増加す

ることは確実 とされるようになってきた21)。 このような

ことから,培養細胞を用いて細胞内カルシウムイオ ン濃

度を測定する研究法が多方面で行われてお り22),我 々も

最近繁用されるようになってきた細胞内カルシウムイオ

ン濃度画像解析装置を用いて本実験 を行った。実験 1の

結果では,ミ ュラー細胞 とニューロンの混合培養におい

て,AMPA O.05 mMで はニューロ ン は 100%応 答 が

あった が,ミ ュラー細 胞 で は 20%の 応 答 で あった。

AMPAO.001 mMで はニューロンは 27%応答があった

のに対 し,ミ ュラー細胞は無応答であ り,AMPA投 与後

のカルシウムイオン濃度の上昇 は ミュラー細胞 よ りも

ニューロンの方が低濃度までみられた。いずれの細胞で

も細胞内カルシウムイオン濃度上昇は主に細胞外からの

流入によると考えられ,ま た,カ ルシウムイオン濃度の上

昇率には各々の AMPA濃 度投与で差がなかったので,

細胞内カルシウムイオン濃度上昇機構自体はニューロン

とミュラー細胞で似てお り,受容体の感度だけが異なる

可能性が高い。生体内の網膜ニューロンが生理的応答 を

するグルタミン酸濃度は,は っきりしていないが数 μ:M

～数+μMか ら局所的には数 mMと いう説さえある。し

かし,生理的濃度はおそらく一般に低 く,グルタミン酸が

大量放出されるような状態はむしろ病理的状態 と考える

のが妥当 とすれば,ニ ューロンが AMPA lμ Mで 応答

するのにミュラー細胞はこの濃度で応答 しないという事

実は意味がある事象と考えられる。すなわち,ニ ューロン

とミュラー細胞ではおそらくAMPA受 容体の親和性に

差があり,ミ ュラー細胞は生理的状態 よりも病理的状態

100

0.001  0.01   0.05   0.1    1

AMPA濃度 (mM)

図4 網膜ニューロンとミュラー細胞の混合培養での

AMPA投与によるカルシウムイオン濃度の上昇が

みられた細胞の割合(%)の比較.

■ :ニ ューロン,m:ミ ュラー細胞
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図 5 網膜ニューロンとミュラー細胞の混合培養での

AMPA投 与によるカルシウムイオン,1農 度の上昇率

(%)の比較。

□ :ニ ューロン,■ :ミ ュラー細胞,*:有意差なし

(p>0.05)

細胞を培養 した。その培養ニューロンは形態,お よび免疫

細胞化学的にニューロンの性質を有していることが確認

されている14)17)。
培養 ミュラー細胞はすでに電子顕微鏡

的にも,グ リアマーカーを用いた免疫細胞化学的にも,

ミュラー細胞 としての機能を保持していることが確認さ

れている13).

今回の実験では,神経細胞障害の動態を細胞内カルシ

ウムイオンの動態を調べながら間接的に調べた。細胞外

のグルタミン酸濃度の過度の上昇は受容体を介して細胞

内でのフリーのカルシウムイオンの上昇 として変換さ

れ,細胞内ではカルシウムイオンが神経細胞の損傷の最
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でより作用すると考えれば,こ の差の説明がつ くと思わ

れる.

実験 2で は,ミ ュラー細胞に神経毒性の強い KA23)0.5

mMを暴露 しても培養液中の LDH値 は 10分後,24時

間後で上昇せず,ま た,形態的変化や発育抑制も起 こらず

毒性は発揮されなかった。これは,ニ ューロンと思われる

細胞が形態変化を起こしたり消失したのと極めて対象的

であった。この KA濃度は網膜毒性を発揮するのに十分

なものであり24),ミ ュラー細胞にも細胞内カルシウムイ

オン濃度上昇を起 こさせる濃度であるH)。 また,Romano
ら24)に よりKA暴露後,網膜か らの LDHの 漏出が有意

に上昇したと報告があるが,我々の実験で,大部分が ミュ

ラー細胞の培養下ではLDH上昇がなかったことか ら,

Romanoら の実験での LDH上昇はおそらく網膜細胞の

中でもニューロンの崩壊によると考えられる。つ まり,

ミュラー細胞はKA暴露に際し一見変化を起 こさない

ようにみえるだけでなく,LDHも 漏出せず,さ らに,KA
暴露後 24時間後には,細胞内カルシウムイオン濃度は非

暴露細胞 と同じレベルに戻っている。これは,ミ ュラー細

胞の神経毒性アミノ酸に対する高い抵抗性と考 えられ,

ミュラー細胞が神経興奮性アミノ酸に暴露された時,防

御的に作用するとすれば,網膜にとっては非常に有利な

機構が存在することになる。事実,ミ ュラー細胞において

虚血により基底細胞膜側にグルタミン酸が局在すること

が報告され,形態学的にも病的状態におけるミュラー細

胞 とグルタミン酸 との関連が確認されている25)。

一方,AMPA投与によリカルシウムイオン濃度上昇

がみられた細胞は,KA暴露細胞では非 KA暴露に比 し

特に高濃度の AMPA投与時,そ の割合が高かつた。もし

ミュラー細胞 において,KA暴露 に際 しAMPA応 答 を

示す細胞のうち,AMPAの どの濃度でも一様 にカルシ

ウムイオン濃度上昇がみられるのであれば,KA暴露に

よってAMPA受容体の感度 を上 げることによ リミュ

ラー細胞がニューロンを救出する方向に設置されると考

えることができる。では,AMPA投与濃度が高い場合の

み応答細胞が増加 したことはどう考えるべきであろう

か。おそらく生理的に近いグルタミン酸濃度ではニュー

ロンは必ずしもミュラー細胞の救助を要さず,グ ルタミ

ン酸濃度が高い時のみ効率的に応答するといった機構が

形成されているのかも知れない。つまり,KA暴露により

低親和性のAMPA受容体が新たに表出したと考えるこ

ともでき,ミ ュラー細胞のAMPA受容体は病理的状態

で作用することが,こ のことからも支持されると思われ

る。

以上の結果から,グルタミン酸調節機構において,ミ ュ

ラー細胞は網膜に広 く存在する支持組織であ りながら,

神経毒性アミノ酸に対して強い抵抗性を持ち,網膜毒性,

網膜変性などに際しニューロンの防御反応に積極的に参

加している可能性が示唆された。

日眼会誌 99巻 11号

稿 を終 えるにあた り,御指導 と御校閲を賜 りました本学医

学部 眼科学教室石川 哲教授ならびに御助言 ,御協力いただ

きました本学看護学部機能形態学教室山本 昇教授 に深謝い

た します。
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