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ロ

要

網膜は虚血が負荷されると,一定の潜時をおいて領域

特異的に網膜内層のアマクリン細胞および網膜神経節細

胞に遅発性神経細胞死が発現する。これは虚血再灌流に

よって網膜に興奮性伝達物質であるグルタミン酸が多量

に放出されることから始 まる。放出されたグルタミン酸

は,ま ず,非 NMDA(N‐ メチル‐D‐ アスパラギン酸)型受

容体を持つ網膜神経細胞の脱分極を生じさせる。この脱

分極に伴い NMDA型 受容体を抑制していた Mg2+の 阻

害作用がはずれ,NMDA型受容体を通 じて Ca2+の 細胞

内流入が生 じる。このうち,一酸化窒素合成酵素(NOS)

陽性アマクリン細胞において流入してきた Ca2+が NOS

第 99 日本眼科学会総会 宿題報告 III

1361

約

を活性化 し,一酸化窒素 (NO)を 発生させる。生 じた N0
は,細胞膜にかかわらず周囲へ直ちに拡散する。少量の

NOは NMDA型 受容体を抑制 してCa2+の細胞内流入

を阻止して網膜神経細胞保護的に働 くが,多量に生 じた

NOはスーパーオキシド(02・
~)と

反応 してペルオキシ亜

硝酸(ON00-)を生 じ,周囲の網膜神経細胞に障害性を

発揮 し,グルタミン酸誘発網膜神経細胞死 を発現する。

(日 眼会誌 99:1361-1376,1995)
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Abstract

Retinal ischemia induces a large increase in the produce nitric oxide (NO). NO at low concentrations
release of glutamate, which exerts its toxic action inhibits the NMDA receptors and thereby prevents

hy way of NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptors from retinal neuronal death. By contrast, NO at
onto amacrine cells and retinal ganglion cells. higher concentrations, interacting with oxygen
Glutamate released during ischemia and especially radicals, becomes toxic and mediates glutamate-
during reperfusion first stimulates non-NMDA induced delayed retinal neuronal death. (J Jpn
receptors and depolarizes the retinal neurons. As Ophthalmol Soc 99 : 1361-1376, 1995)

the membrane potentials are depolarized more from
the resting membrane potentials, the blockade of Key words: Retinal ischemia, Delayed neuronal
NMDA receptors induced by Mg'* was released. death, Glutamate neurotoxicity, NMDA,
Ca2*-influx through the NMDA receptors activates Nitric oxide

nitric oxide synthase of some amacrine cells, which
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I緒  言

一酸化窒素(nitric oxide,NO)は ,い うまでもなく気体

である1)。 その気体が生体内で生理的に重要な物質で,し

か も,細胞間の情報伝達物質としての機能を持つ という

発見は,従来の生体に対する考え方に大きな衝撃を与え

た2)。 NOに 関す る研究は,1980年 の F‐chgottら 3)の 血

管内皮由来弛緩因子 (EDRF)の 発見以来,も っぱら血管

系に関する神経薬理学的研究を中心に当初展開されてい

た4)。 _方
,可溶性 グアニシル酸 シクラーゼとの関連か

ら,1988年の Garthwaiteら 5)の 小脳でのEDRFの 遊離

実験を契機に中枢神経系へ と発展6)7)し ,1990年ついに

Bredtら 8)に よって中枢神経系の組織からNOの合成酵

素 (NO synthase,NOS)が 単離精製され,こ の数年間に

NOに 関する研究はめまぐるしく発展した。)。

NOは反応性の極めて高い不安定なフリーラジカルの

一つ (NO・ )である。活性酸素フリーラジカルは,古 くから

虚血性細胞障害の重要な担い手 であると目されてき

た10)～ 12)。 _方
,近年めまぐるしく発展した脳神経系の分

子神経生物学的研究によって,脳虚血は,興奮性伝達物質

の一つであるグルタミン酸を介して神経細胞を領域選択

的に遅発性に障害するということが明らかになってき

た13)。 この脳虚血におけるグルタ ミン酸誘発神経細胞死

の研究は NO・ を橋渡 しとして活性酸素フリーラジカル

との接点を見出し,虚血における 2つ の機構が一連の出

来事 として収飲してきた14)。

グルタミン酸による神経毒性はもともと網膜において

最初に発見された 15)。 しかし,そ の後は中枢神経系でもっ

ぱら研究され16),虚血性細胞障害 とグルタミン酸神経毒

性は脳神経系において結びつけられ注目されてきた13)。

一方,網膜においては,虚血の病態やグルタミン酸神経毒

性の研究は断片的で,両者を直接結びつける研究 はな

かった。そこで,ラ ット網膜の初代培養細胞を用いた研究

から,グ ルタミン酸による網膜神経細胞死が N‐ メチルー

D―アスパラギン酸 (NMDA)型受容体を介する現象であ

ることを見出していた著者ら17)18)は
,ま ず,虚血網膜が実

際にグルタミン酸を介して網膜傷害を引き起こすかどう

か れ υグυθ実験を行った。そして,虚血再灌流網膜 におい

て多量に放出されたグルタミン酸が NMDA型受容体を

持つ網膜内層のアマクリン細胞 と網膜神経節細胞を遅発

性に傷害することを確認し,そ の細胞内機構について,ア

マクリン細胞の培養細胞を用いて 物 υグυθ実験を行い,

NOの関与について検討した。

II実 験 方 法

1。 Lυわο網膜虚血実験

1)虚血網膜におけるグルタミン酸の定量

実験にはネコを用いた。外科的処置に先立って塩酸ケ

タミン(ケ タラール①,25 mg/kg)の筋注および硫酸ア ト
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ロピン(0.05 mg/kg)の 皮下注射後,カ ルバ ミン酸エチル

エステルを初回 200 mg/kg静注で麻酔を導入,そ の後手

術中は 20 mg/kg/hで麻酔を維持した。また,手術中は適

宜局所麻酔剤 2%リ ドカインを使用した。実験動物は気

管切開後,臭化パンクロニウム(0.2 mg/kg/h)で非動下

するとともに人工呼吸器で動脈血 pHが 7.35～ 7.45,酸

素分圧が 90 mmHg以 上に維持するように呼吸を管理し

た。また,ヒ ーティングパッドを用いて体温 を直腸温で

37～ 39°Cに維持した。1%ア トロピン点眼液で最大散瞳

を得た後,前房内に挿入したカニューンにつないだ滅菌

眼内灌流液の容器の高さを調整することによって眼内圧

を 170 mmHgに 維持 して網膜に虚血を導入し60分間負

荷 した。コンタクトレンズを挿入固定した角膜を通して,

検眼鏡的に直接眼底を観察することによって虚血および

再灌流 を確認 した。眼内圧 は虚血負荷 中を除いて 15

mmHgに維持した。動脈血は大腿動脈から持続的に監視

し90～140 mmHgに 維持した。毛様体扁平部から挿入し

た 15ゲ ージの皮下注射針の内腔を通じて導入 した分子

量 20,000以上を分離する膜長 3mmの半透膜を付けた

マイクロダイアリシスのプローベ (CMA/10,Probe,ス

トックホルム,ス ウェーデン)の先端を area centralis部

の網膜に接着させた。注射針とプローベの間は,眼内液の

漏れを防ぐためにシリコンを充填し,眼内の気密性を維

持 した。マイクロダイアリシス内は,塩化ナ トリウム(135

mM),塩化 カ リウム(5mM),硫 酸 マ グネ シウム(1.3

mM),リ ン酸水素ニカ リウム(1.24 mM),炭 酸水素カリ

ウム (26 mM)か ら構成された灌流液 (pH 7.4)を 2μ 1/

minで灌流させた。プローベ導入後 2時間待って,系 の動

作の安定を確認した後,実験を行った。透析された物質は

10分 間 隔 に 20 μlご とに回収(CMA/142,CMA/Mi‐

crodialysis AB,ス トックホルム,ス ウェーデン)し ,虚血

負荷終了後 90分 まで採取し続けた。採取したアミノ酸は

OPA(ophthalaldehyde)誘 導体化させ,高 速液体クロマ

トグラフィー(CMA 200/240 HPLCロ ボット)を通じて

螢光検知器(CMA/280)で高感度分析し,得 られたデータ

はクロマ トパック C―R6A(島津製作所)で処理 し,経時

的なアミノ酸濃度分析を行い,特 にグルタミン酸および

セリンについて定量 した。

2)網膜の虚血負荷後の経時的組織学的変化

ラットを用いて虚血負荷 。再灌流後の網膜の組織学的

変化について検討した。ペントバルビタール (ネ ンブター

ル①,50～75 mg/kg)を 腹腔内注射し麻酔 した後,ネ コの

実験 と同じ要領で前房内に挿入したカニューンを通じて

眼内圧を 130 mmHgに 上げて網膜に虚血を導入し60分

間負荷 した。虚血および再灌流は手術顕微鏡下に眼底を

観察 して確認した。網膜虚血 。再灌流後,1,4,7お よび

14日 目に眼球を摘出し,組織学的検査を施行 した。非処

置眼は,虚血操作に対する対照とした。眼球は,4%ホル

マリンおよび1%グルタルデハイド混合液 (カ コジル酸
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緩衝 pH 7.4)に 入れた後,10%ホ ルマリン(リ ン酸緩衝

pH 7.4)で固定した。固定後パラフィン包埋 し,視神経乳

頭を含む網膜表面に対して垂直な水平断によって6つ の

切片 (5μm厚 )を作成し,ヘマ トキシリン・ エオジン染色

を施した。虚血。再灌流眼および非処置眼 (対照眼)か らそ

れぞれ任意に 3切片を選び,光学的顕微鏡下の組織像を

コンピュータを用いた画像処理技術を利用して形状計測

学的解析 (morphometric analySiS)を 行った。視神経乳

頭の辺縁 か ら0.5～lmm以 内の網膜横断面 において

310× 330 μmの区画を各網膜切片につき 3か所を任意

に設定 し,そ の顕微鏡画像 を 3板式 Change Coupled

Deviceカ メラ 。モジュール (3 CCDカ ラー・ ビデオ・モ

ジュール XC‐ 009,ソ ニー製)を 介 してデジタル信号化

し,パ ーソナルコンピュータ(パ ワー・マッキントッシュ
,

米国アップル社製)へ転送 した。一設定区画の画像につ

き,コ ン ピュータ画像解 析 ソフ ト(NIHイ メージ,W.

Rasband)を 用 いて,網 膜 内 網状 層(IPL),内 顆粒 層

(INL),お よび外顆粒層(ONL)の各層の厚みを設定区画

内の任意の 3か所について測定し,ま た,設定区画内一横

径 330 μm当たりの網膜神経節細胞層の細胞核数を計測

し,lmm当 た りに換算 した数値を同層の直線細胞密度

(/mm)と した。したがって,一標本眼の網膜の各層の厚

みは9か所の測定の平均値で,網膜神経節細胞層の直線

細胞密度は 3か所の計測に基づく平均値で表 した。デー

タは,平均値 と標準誤差 によって表 し,Mann―Whitney

のUテ ス トによって統計解析 し,p<0.05を もって有意

差があると半」断した。

2.I“ υたrο グルタミン酸誘発遅発性網膜神経毒性実

験

1)網膜細胞培養法

実験には胎児ラット網膜の初代培養細胞 を用いた。胎

生 16～ 19日齢の胎児ラットの綱膜を実体顕微鏡下に氷

冷ハンクス液中に摘出する。摘出した網膜は,ハ ンクス液

(ca2■ ,Mg2+不含)を 入れたディッシュに集め,ク リーン

ベンチ内で培地を除去し,外科用メスを用いて細切・細断

する。細断 した細胞を再びハ ンクス液(Ca2+,Mg2+不含)

内に懸濁し,150 meshの ステンレスメッシュを通して濾

過する。濾過 した細胞懸濁液 を 100gで 3分間遠心し上

清を除去 した後,L‐ グル タ ミン(2mM),ブ ドウ糖 (11

mM),炭酸水素ナ トリウム(24 mM),HEPES(10 mM)

を加えたウシ胎児血清 (FCS,ギ ブコ社製)添加イーグル

MEM培地 (ニ ッスイ社製)に 細胞を懸濁する。細胞懸濁

液は培養密度が 4.5～ 6× 106個 /dishと なるよう希釈 し

た後,カ バースリップの入った培養用ディッシュに分注

する。培養細胞はインキュベーターで 37°C,5%C02で維

持し,培養開始後 9日 間は FCS添加イーグル MEM培
地に培養 し,そ の後はウマ血清 (阪大微研)添加イーグル

MEM培地で培養する。培養 8日 目にシ トシンアラビノ

シド(10μ M)を加え非神経細胞を除去した。実験には,組

活性酸素・フリーラジカルと眼疾患・柏井

織化学的および電気生理学的に使用できない塊状に集族

する細胞群 (cluster)は用いず,分離して存在する細胞の

みを用いた。本研究の培養条件下では,分離して存在する

培養細胞のほとんどが免疫細胞化学的研究によリアマク

リン細胞から構成されていることがわかつている17)。 実

験には,培養 10～ 12日 目の細胞を用い,37°Cの イーグル

液中で施行 した。

2)一酸化窒素合成酵素活性測定法

培養細胞および成熟ラット網膜組織から作成したホモ

ジネー トの一酸化窒素合成酵素 (nitric oxide synthaSe,

NOS)の 酵素活性は,教室の万代 ら19)が既報 した放射活

性物質[3H]で ラベルしたアルギニンからシ トル リンヘ

の変換率 より測定 した。培養細胞および網膜組織 は 5

μg/ml leupeptineを 加えた トリス塩酸緩衝液(pH 7.4)

に入れ超音波で処理 した後,30,000gで 5分間遠心 し,

上澄液をセファデックス G-25を 通し内在性のアルギニ

ンを取 り除いたものを測定に用いた.0.lMト リス塩酸

緩衝液(pH 7.5),10μ MBH4,lmM EGTA,l mM dith―

iOthreitol,10mM NADPH,20 nM[3H]ア ルギニン,10

mM L―ヴァリン,10μ Mア ルギニ ン,10 μg/mlカ ルモ

ジュリン,1.25 mM塩化カルシウムから構成された反応

溶液に 20 μlの検体試料を加えた全量 50 μlの混合溶液

を作成する。溶液を 25°Cで 10分間インキュベー トした

後,EDTA(4mM,pH 5.5)を 加 えた HEPES(40 mM)

300 μl溶液を反応液に加えて反応を終了させた。反応液

中の[3H]シ トル リンを,ダ ウェックスAG 50 W‐ X8を

用いて[3H]アルギニンから分離した後,放射活性を測定

した。

3)NADPHジ アホラーゼ細胞および組織化学的染色

法

培養細胞は,4%パ ラホルムアルデヒド(0.lMリ ン

酸緩衝液 PBS,pH 7.4)に 4°C10分間カバースリップ上

で反応させ固定した後,lmM NADPH,2mMニ トロブ

ルーテ トラゾリウムおよび 0.3%ト リトンX-100を 含

む 0.lM PBS(pH 8.0)の 染色液中で 37°C,30分間イン

キュベー トし,0.lM PBSで洗浄することにより反応を

停止した。

生後 8週 目のラット(200～ 250g)か ら単離 した網膜

は,氷冷した 0.3%グルタルアルデヒドおよび 4%パラ

ホルムアルデヒド混合溶液 (0.lM PBS,pH 7.4)に 7分

間反応固定 し,さ らに,4%パ ラホルムアルデ ヒ ド

(0.l M PBS,pH 7.4)に 一晩反応させた後,組織の氷結

防止のため 15%シ ョ糖液に移 した。固定 した組織塊 は

-18°Cの クリォスタット(ク リオ トーム,中 川製作所製)

で 6μm厚の切片を作成,ゼラチン/ク ロム明攀処置 した

スライドグラス上に載せた。組織切片を0.lM PBSで

洗浄した後,lmM NADPH,2mMニ トロブルーテ トロ

ゾ リウム,お よび 0.3%ト リ トンX■00を 含 む 0.lM

PBS(pH 8.0)の 染色液中に入れ,37° Cで 30～60分間イ
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ンキュベー トした。反応は,組織片を 0.lM PBSで 洗浄

して停止させた。

培養細胞および組織切片は,細胞形態ならび組織学的

評価を容易ならしめるためにNADPHジアホラーゼ染

色にエオジン染色を加え二重染色 した。なお,細胞ならび

に組織化学的対照実験 として,染色液中にNADPHを
欠 く反応溶液を用いて同様の実験を施行したが,何 ら染

色されてくるものはなかった。

4)神経細胞毒性の細胞化学的定量法

興奮性アミノ酸 (EAA)に よって引き起こされる網膜

培養細胞の神経細胞死は,既述の トリパンブルー (色素)

排除法に従って定量的に評価 した18)20)21)。 実験は,37° C,

イーグル溶液中で行った。EAAの うち,NMDAに よっ

て誘発される網膜神経細胞死は,Mg2+に よって抑制 され

るため17),NMDA溶
液を作成する際は,Mg2+不含液を用

いるよう特別な配慮をした。また,組織化学的実験 には,

大脳皮質細胞の培養実験結果22)か ら,NMDA溶液 には

グ リシンや ス トリキニーネは加 えていない。一 方,

NMDAお よび非 NMDA受容体両者に作用するグルタ

ミン酸を使用する場合は,Mg2■ を含む通常の培養液を用

いた。培養網膜神経細胞の生存率の算定にあたっては,培

養細胞を室温で 10分間 1.5%ト リパンブルー染色液に

反応させた後,直 ちに 2～ 4° Cの 等張ホルマ リン溶液

(pH 7.0)に 固定 した。トリパンブルーは,生細胞 におい

ては細胞外へ直ちに除去されるため,ト リパンブルーに

よって染色される細胞は,死細胞ないしは瀕死の細胞 と

みなすことができ,培養細胞の生存率を定量化するのに

広 く用いられている17)20)21).固
定 した培養細胞は生理食

塩水で洗浄した後,400倍のホルマ リン型干渉顕微鏡 (ニ

コン社製)下に観察した。培養細胞の生存率は少なくとも

200個以上の細胞 を数えることによって決定 した。生存

率は,数えた全細胞数に対する非染色細胞 (生細胞)数 の

割合を百分率表示した。また,各実験では,5～ 6枚のカ

バーグラスを用いて細胞の生存率に関する平均値 と標準

誤差を求めた。統計解析には,Dunnet two‐ teiledテ ス ト

を用いてp<0.01を もって有意差があると判定 した。

5)培養細胞の電気生理学的実験

膜電位固定下の whole‐ceH電 流を標準的パッチクラ

ンプ法で測定した23)24)。
灌流液には,塩化ナトリウム (165

mM),塩化カリウム(5mM),塩化カルシウム(2mM),
HEPES(5mM),D― ブ ドウ糖 (10 mM),お よびテ トロ ド

トキシン(0.3μ M)か ら成る混合溶液 (pH 7.3)を 用い

た。塩化セシウム(80 mM),フ ッ化 セシウム(80 mM),

EGTAセ シウム(10 mM),HEPES(10 mM)か ら成 る電

極内液 (pH 7.3)を入れたパッチクランプ用微小電極ガ

ラス管は,先端電極抵抗が 2～4MΩ のものを使用 した。

Whole― cen様式で実際の記録条件下では,全 シリーズ抵

抗は 5～15 MΩ であった。EAAは ,迅速に投与可能な氏

原の作成した U字管
28)を

細胞の近傍,約 50 μmに置き,

日眼会誌 99巻  12号

whole―ceH電流を誘発 した。NMDAの 投与 に当たって

は,グ リシン(10,M)お よびス トリキニーネ (10μ M)を

同時 に加 えた溶液 を用 いた。Whole‐ ceH電 流は,室 温で

CEZ-2200パ ッチクランプシステム (日 本光電社製)で記

録 し,出力信号はデジタルオシロスコープ (日 本光電社製

VC ll)で観察するとともに,MacLabデータ記録システ

ム (AD Instruments)を 用いてパーソナルコンピュータ

(マ ッキン トッシュIIci,ア ップル社製)へ取 り込 み保存

し,後 日データ解析に用いた。

III 結  果

1.」んυわo網膜虚血実験

1)網膜からのグルタミン酸遊離量の測定

手術の侵襲からの回復および測定系の動作の安定化の

ため手術後 2時間待って後,ネ コ網膜に虚血を負荷する

前 40分間(4× 10分 )透析試料を採取 し,基礎遊離量 を

測定 し対照値とした。虚血負荷前の対照用の透析試料中

のア ミノ酸濃度は測定時間の40分 を通 じて極めて安定

で,こ のうち測定対象のグルタミン酸に加えてセリンを

対照アミノ酸として測定比較した。グルタミン酸の基礎

濃度 は 1.25± 0.41μ M,セ リンの それ は 17.08± 5.76

μ:M(n=5)であった。

前房内に挿入したカニューンを通じて加圧し網膜に虚

血を導入すると,図 1の ように虚血負荷後 50～60分時点

でグルタミン酸の濃度が上昇した。虚血負荷中経時的に

採取 した透析試料の遊離量を虚血負荷前の基礎濃度 を

-{- Glu -+- Ser

Repertusion

Time(min)

図 1 網膜虚血再灌流実験における網膜からのグルタ

ミン酸およびセ リンの遊離濃度の経時的変化.

ネコ網膜に虚血 を 60分間負荷後,再濯流 し,マ イク

ロダイアリシス法で 10分間隔に 20 μlずつ回収 し

た透析試料当た りの網膜から遊離されるグルタミン

酸およびセリン濃度 を経時的に測定 した。測定系の

動作の安定後,虚血負荷直前に 10分間採取した透析

試料の濃度を基礎濃度 としその値 を 100%と した時

の各採取時点の濃度を%コ ントロールとして縦軸に

表 した。図は典型例の一つを表す。
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GCL

INL

ONL

100%と して表示 した%コ ン トロールでみると虚血

50～60分時において 238± 39%コ ン トロール(n=5)の

グルタミン酸の遊離量の上昇をみた。

眼内圧を正常圧に戻 し虚血負荷を取 り除 くと,網膜は

直ちに再灌流される(データは表示 しないが,レーザー

ドップラー血流計により確認している).虚血負荷後半か

ら増加し出したグルタミン酸の遊離は,再灌流後 もさら

に増加 し続け,最大遊離量は虚血負荷前の基礎濃度に対

し634± 141%コ ントロール(n=5)ま で上昇した。

一方,セ リン濃度は,虚血および再灌流を通じて安定し

ていた (図 1)。

2)虚血負荷後の網膜の経時的組織学的変化

ラットの右眼の網膜に眼内圧を上昇させて 1時間虚血

を負荷 した後再灌流し,そ の後一定期間後に眼球を摘出

活性酸素 。フリーラジカルと眼疾患・柏井 1365

すると当初判然 としなかった IPL内 層の非薄化および

GCLの細胞脱落が時間とともに明らかとなった (図 2)。

そこで,網膜虚血 。再灌流後,1,4,7,お よび 14日 目に

組織 を取 り出 し,IPL,INL,ONL各 層 の厚 みお よび

GCLの直線細胞密度を形状計測解析装置を用いて計測

し,経時的変化について比較検討した。正常ラット6匹の

右眼網膜 の IPL,INL,ONL各 層 の厚 みの実測値 は

31.1± 1.lμm,20.6± 0.8 μnl,41.9± 0.7 μnl,ま た,

GCLの直線細胞密度の実測値は 73.3± 2.9/mmであっ

た。各再濯流後の計測値の比較にあたっては,実験動物間

の個体差を考慮して,右眼 (虚血負荷再灌流眼)の各実測

値を左眼 (非処置眼)の実測値 と比較した時のその比を用

いて比較検討した。したがって,対照値は,正常ラット右

眼の各実測値を左眼のそれ と比較し左眼を基準に%表

IPL

R

図 2 網膜虚血誘発遅発性神経細胞死 .

虚血負荷後の再灌流期間による網膜の組織学的変化 (A)対照用の正常ラット網膜。網膜に虚血を 60分間負荷

後,再濯流 し 4日 目(B),7日 目(C),14日 目(D)に 組織を取 り出し固定 しヘマ トキシリン・エオジン染色を施

し光学的顕微鏡下に観察 した.GCL:網膜神経節細胞層,IPL:網膜内網状層,INL:網膜内顆粒層,ONL:
網膜外顆粒層,R:光受容器

図 3 NMDA受 容体阻害剤 MKⅢ 801に よる網膜虚血誘発遅発性神経細胞死の保護作用.

(A)対照の正常ラット網膜,(B)網膜に虚血を60分間負荷して再灌流し7日 目に網膜を取 り出しヘマ トキシ

リン・エオジン染色した組織の顕微鏡写真。(C)虚血負荷実験 30分前にラットにMK-801を 3.O mg/kg静 注

した後,同様の虚血負荷後再灌流 7日 目に取り出した網膜の組織像.
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示 した数値 (n=6)で,各層の厚みは,IPL:100.8± 7.0%
コン トロール,INL:100.7± 3.6%コ ン トロール,お よ

び ONL:98.5± 2_0%コ ン トロール とな り,GCLの 直

線細胞密度は 104.9± 4.3%コ ントロールだった。再灌流

後の組織学的な変化は IPLの 厚みおよび GCLの直線細

胞密度において有意な差が認められた。虚血負荷再灌流

後 1日 目に細胞の膨化に基づ くと思われるINLの厚み

が約 20%非処置眼の対照 より増大 したが,4日 目には

INLの 厚みは対照 と有意な変化は認められなくなった。

再灌流 4日 目からGCLの直線細胞密度が対照値に比 し

有意 に減少 し出 し,さ らに,7日 日か ら IPLの 非薄化が

有意 となった。虚血再灌流後 7日 目において,IPLの 厚

みは 50.0± 8.3%コ ン トロール値お よび GCLの直線細

胞密度 は 48.9± 4.9%コ ン トロール値 と約半分 となっ

た。その後,再灌流 14日 目の各数値はほぼ同様で,7日 目

と 14日 目において有意な差はなかった。したがって,薬

物処置の影響をみる実験においては,再灌流後 7日 目の

組織の各数値を比較 した。

NMDA受 容体の特異的拮抗剤である MK-801(3 mg/

kg)26)を 実験動物 に虚血負荷 30分前 に静脈内注射 して

お くと,虚血負荷再灌流後 7日 目に認 められる虚血に基

づ く組織学的変化は生 じず,網膜の各層の構造が保存 さ

れた (図 3)。 生理食塩水の静注で前処置 した実験動物の

iS

ONL

OPL

INL
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図4 成熟ラット網膜(A)お よびラット初代培養網膜神経細胞(B)の NADPHジアホラーゼ染色.

(A)網膜内顆粒層内層に位置するアマクリン細胞にNADPHジ アホラーゼ陽性細胞を認める。IS:視細胞内

節,ONL:外顆粒層,OPL:外網状層,INL:内 網状層,(B)培養網胞神経細胞には散在性にNADPHジアホ

ラーゼ陽性細胞を認める。バーは 50 μm。

蜀

塾爾

虚血負荷後 7日 目のIPLの 厚みは48.3± 6.5%コ ント

ロール値 (n=6)で,GCLの 直線細胞密度は 57.3± 7.4%

コントロール値(n=6)だ った.MK-801を 虚血負荷 30分

前に0.3～3.O mg/kg静注 した動物においては,IPLの

厚みおよび GCLの直線細胞密度は用量依存性に保存さ

れ,3.O mg/kgで はIPLの 厚 み は85.3± 1.2%コ ン ト

ロール値 (n=6),ま た,GCLの 直線細胞密度 は 91.9土

4.0%コ ントロール値 (n=6)と 生理食塩水静注群に比較

し有意に回復 した.

2.Iれ υたrOグルタミン酸誘発遅発性網膜神経毒性実

験

1)NOS活性

綱膜培養細胞のNOS活性をラット網膜組織のそれと

比較 した。培 養網膜細 胞 の NOS活 性 は,5± 3 pmO1/

min/mg proteinで あった。一方,成熟ラット網膜組織の

NOS活性は,14± 4 pmo1/min/mg proteinで あった。反

応溶液から,NADPHあ るいはCa2+を取り除 くと,NOS
活性は測定できなかった。また,NOS阻害剤であるNω‐

ニ トローL‐ アルギニン(N‐Arg,lmM)を 反応液 に加 える

とNOS活性 は抑制された。

2)NADPHジ アホラーゼ染色

ラット網膜組織標本において,内顆粒層内層および網

膜神経節細胞層において NADPHジ アホ ラーゼ陽性

，
１
１
１
１
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ニューロンを認 めた (図 4A)。 これ らNADPHジ アホ

ラーゼ陽性ニューロンは,分布場所およびその形状から

アマクリン細胞ないしは神経節細胞層内に変移した dis―

placedア マクリン細胞 と考えられた。

培養網膜細胞 において も,図 4Bの ようにNADPH
ジアホラーゼ陽性ニューロンを認めた。

3)グルタミン酸およびNMDA誘 発網膜神経細胞死

におけるNOの関与

培養細胞をグルタ ミン酸(lmM)に 10分間暴露 した

直後 に,ト リパ ンブルー染色を行って Hofman干渉顕

微鏡下に観察すると大多数の細胞は色素を排出し,染色

される死細胞はほとんどない(図 5B)。 ところが,グルタ

ミン酸 (lmM)10分間暴露後,今度はグルタミン酸を含

まない溶液でさらに 1時間培養した後,ト リパンブルー

染色すると多数の細胞が染色され,著明に遅発性細胞死

が発現した(図 5C)。 培養網膜神経細胞に対するEAAの

神経細胞毒性の定量的な評価には,こ の トリパンブルー

排除法 を用いた17)18)20)21).我 々の実験条件下では,EAA
の網膜神経細胞に対する細胞毒性の評価にあたって,1

時間培養群 と24時間培養群の間に有意の差はなかっ

た17)。 したがって,EAAに よって誘発される網膜神経細

胞毒性に対する薬剤の保護作用の評価は,以下のような

条件で決定した.培養網膜細胞をグルタミン酸(lmM)
あるいはNMDA(lmM)に 検討対象の薬剤を添加 した

溶液に 10分間暴露 して後,対象の薬剤は入っているが,

EAAを含まない溶液にさらに 1時間培養した時点で評

価した。

培養網膜神経細胞を NMDA(lmM)に 10分暴露直後

では培養細胞の生存率に変化はないが,NMDA不含溶

液でさらに 1時間培養すると著明に生存率が低下 した

(図 6B)。 ここで,NMDA(lmM)に NOS阻害剤である

N―Arg(300 μM)を加えた溶液に 10分 間暴露して,培養

細胞を NMDAは含まないが,N―Arg(300 μM)は含む培

養液で 1時間培養すると細胞死が著明に抑制された (図

6C)。 ヘモグロビン(Hb)は 強力なNO捕捉剤であるが,

Hb(20μM)を NMDA(lmM)と 同 時 に加 え,10分 後

NMDAを 含まない Hb(2.Oμ M)の み含む溶液で 1時間

培養するとNMDAに よって誘発される細胞死は著明に

抑制 された (図 6D)。 これ らN‐Argお よび Hbの EAA
誘発網膜神経細胞毒に対する作用の定量的評価の結果を

図 7に まとめた。グルタミン酸(lmM)あ るいはNMDA
(lmM)に培養網膜細胞を 10分間暴露 し,そ の後それら

を含 まない溶液で 1時間培養すると,細胞の生存率は著

明に低下 し,常 に60%以 上の細胞死 を生 じた。N―Arg

(300 μM)お よび Hb(20μ M)の 同時投与 によってEAA
による網膜神経細胞死が著明に抑制された。したがって,

我々の培養網膜神経細胞 において,NMDA受容体を介

するグルタミン酸誘発網膜神経細胞死 にNOが関与 し

ていることが示唆された。

活性酸素・フリーラジカルと眼疾患・柏井 1367

図 5 培養細胞神経細胞におけるグルタミン酸誘発遅発性神

経細胞死 .

(A)対照用の非処置群。(B)ラ ット初代培養網膜神経細胞を

グルタミン酸 (lmM)に 10分間暴露 した直後に 1.5%ト リ
パンブルー染色 しホフマ ン干渉顕微鏡で撮影 した写真.

(C)10分 間のグルタミン酸 (lmM)暴露後,グルタミン酸を

含まない溶液中で更に 1時間培養 しトリパンブルー染色 し

た顕微鏡写真.色素を体外に排出できずに染色 される細胞
は死細胞,染色 されない細胞 は生細胞 と見なせ る。バーは

50 μnl.
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図 6 NMDA受 容体を介する網膜遅発性神経細胞死における一酸化窒素 (NO)の関与 .

(A)非処置群。(B)NMDA(lmM)に 10分間暴露 した後,NMDAを含 まない溶液に 1時間培養しトリパ ンブ

ルー染色 した顕微鏡写真.色素 に染色される死細胞 を多数認める。(C)NMDA(lmM)に NOS阻害剤 Nω―

nitro‐ L‐ arginine(N‐ Arg,300 μM)を 加 えて 10分 問培養細胞 を反応 させた後,NMDAは 含 まない N‐Arg

(300 μM)の みの溶液で 1時間培養 しトリパ ンブルー染色 した顕微鏡写真。(D)NO捕捉剤ヘモグロビン

(Hb,20μ M)と NMDA(lmM)に 10分間暴露 し,そ の後 NMDAを 含 まない Hbの みの溶液で 1時間培養

した後,ト リパンブルー染色 した培養網膜神経細胞.バ ーは 50 μm.

A
non― treated

Glu

Glu+N‐ Arg

non‐ treated

Glu

Glu+Hb

B
non‐ treated

NMDA
NMDA+N― Arg

Viab‖ ity(%)
0 50

non‐ treated

NMDA
NMDA+Hb

図 7 Nω‐nitro‐ L‐arginine(N‐ Arg,300 μM)お よ

びヘモグロビン(Hb,20μ M)の グルタミン酸(A)お

よび NMDA(B)誘発網膜神経細胞死に対する効果

の定量的評価 .

横軸は培養網膜神経細胞の生存率.各円柱および横

棒は平均値と標準誤差(n=5)を示す。培養細胞はグ

ルタミン酸 (Glu,lmM)あ るいはNMDA(lmM)
に暴露後それらを含まない溶液で 1時間培養し定量

した。薬物は,興奮性アミノ酸に暴露中および暴露後

の正常溶液中に入れた.

4)NO生成試薬による網膜神経細胞死

NO生成試薬であるニ トロプルシッド(SNP)お よび

S―ニ トロソシステイン(SNOC)を用いて,NOの培養網

膜細胞に対する影響をみた。培養細胞を SNP(500 μM)

に 10分間暴露した直後では,培養細胞の生存率に変化は

なかった。ところが,SNP(500 μM)を 10分間投与 して

後,そ れらを含まない溶液中でさらに 1時間培養して後,

生存率 をみると,著明な細胞死が発現 した (図 8B)。 NO
生成試薬 は,グルタミン酸誘発網膜神経細胞死 と同様の

遅発性細胞死を生じることがわかった。そこで,EAAの

神経細胞毒性の評価 と同様,培養細胞 を種々の濃度の

NO生成試薬に 10分間暴露後,NO生成試薬を含まない

溶液中でさらに1時間培養した時点で生存率を計測した

(図 9).低 濃度 の 5な い し50μ Mの SNPあ るい は

SNOCで は,培養細胞の生存率には影響 を与 えなかっ

た。しか し,高 濃度 の SNP(500 μM)あ る い はSNOC
(500 μM)では,著明な遅発性細胞死が発現した。ここで,

NO捕捉剤のHb(20 μIM)を SNP(500μ :M)と 同時に投

与したところ,細胞の生存率は著明に回復 し(図 10),N0

生成試薬から発生 した NOを 介する現象であることが

示唆された。

5)Ca2+流入とNO発生
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Viab‖ ty(%)

non-treated

SNP spu

SNP sorrt,t

SNP soopu

SNOC 5μ M

SNOC∞μM

SNOC 500μ M

図 9 NO生 成試薬誘発遅発性網膜神経細胞死の定量

的評価 .

培養網膜神経細胞 をニ トロプルシッド(SNP)お よ

び S― ニ トロソシステイ ン(SNOC)に 10分 間暴露

後,正常溶液中で 1時間培養 した。横軸は培養網膜神

経細胞の生存率.各 円柱および横棒は平均値 と標準

誤差 (n=5)を示す。

Viab‖ lty(%)
50 100

non‐treated

SNP alone

SNP+C`+‐free

SNP+MK801

SNP+Hb

図 10 ニ トロプルシッド(SNP)誘発網膜神経細胞死

に対する外液中の Ca2+除去,MK‐ 801お よびヘモグ

ロビン(Hb)の 影響の定量的評価 .

培養細胞は SNP(500 μM)に 10分間暴露 し,そ の後

SNPを含まない溶液中で 1時間培養 した。Ca2+は ,

SNPを加えた溶液およびその後の 1時間培養に用

いた SNP不含溶液のいずれか らも取 り除いた。薬

物 は,SNP含 有溶液お よび SNP不 含溶液 に加 え

た。

とはできず,網膜神経細胞死が発現した(図 10)。

6)NMDAあ るいはNO生成試薬誘発網膜神経細胞

死におけるスーパーオキシド要求性

NOは含酸素ラジカルであるため,生体内では,直ちに

ス~パ ~オ キシド(02~)と 反応 してペルオキシ亜硝酸

(ON00~)と なり,速やかに消去される27)。 そこで,02・
~の

NMDAあ るいはNO誘発網膜神経細胞死の影響を調べ

るため,02・
~消

去剤であるスーパーオキシ ドディスム

ターゼ(SOD)の効果 をみた。網膜培養細胞 をSOD(100

U/ml)の みに 1時間暴露 しても細胞の生存率は 84.1士

0.7(%)で ,非処置群 の生存率 88.6± 0.2(%)と 差 はな

く,SOD単独では培養細胞に影響 はなかった。しか し,

図 8 NO生 成試薬誘発遅発性網膜神経細胞死 .

(A)非処置群 (B)培養網膜神経細胞 をニ トロプルシッ

ド(SNP,500 μM)に 10分 間暴露後,正常溶液中で 1

時間培養し,ト リパンブルー染色 した干渉顕微鏡写真 .

(C)ヘモグロビン(Hb,20μ M)を SNP(500 μM)と 同

時 に培養細胞 に 10分 間暴露 し,そ の後 Hbを 含 む

SNP不含溶液で 1時間培養し,ト リパ ンブルー染色 し

た顕微鏡写真.バーは 50μ m.

我々の培養網膜神経細胞におけるNMDA受容体を介

するグルタミン酸誘発網膜神経細胞死の発現には,細胞

外液 中の Ca2+の 存在が必須であることがわかってい

る17).SNP誘
発神経細胞毒性は,Hb(20μ M)の同時投与

によって抑制されたが,培養溶液から Ca2■ を取 り除いて

も,あ るいはNMDA受 容体の拮抗剤であるMK-801を

同時に投与しても,SNP誘発神経細胞毒性を抑制するこ
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Viability(%)
0 50 100

non‐treated

NMDA

NMDA+SOD

non―treated

SNOC

SNOC+SOD

図 1l NMDAお よ び S‐ ニ トロ ソ シ ス テ イ ン

(SNOC)誘発遅発性網膜神経細胞死に対するスパー

オキシド・ディスムターゼ(SOD)の 効果の定量的評

価 .

培養網膜神経細 胞 は,NMDA(lmM)あ るいは

SNOC(500 μM)に 10分間暴露し,そ の後それらを

含まない正常溶液中で 1時間培養 した。SOD(100

U/ml)は ,NMDAあ るいはSNOC含有溶液中に加

えるとともに,そ の後の 1時間培養での正常溶液中

にも入れた。

Viab‖ity(%)
0 50 100

non-treated

NMDA(lmM)

NMDA(rmtvt)
+SNOC(spt',t)

NMDA(rmtt)
+SNOOtsouut

NMDAtrmul
+SNOClsoopr',,r1

図 12 NMDA誘 発遅発性網膜神経細胞死に対する

S‐ ニ トロソシステイン(SNOC)の用量別効果。

培養網膜神経細胞 は NMDA(lmM)に 10分間暴露

し,そ の後 NMDA不 含溶液中で 1時間培養 した。

SNOCは ,NMDA含 有溶液および NMDA不 含溶

液の両者に加えた。

NMDA(lmM)あ るい はNO生 成 試 薬 の SNOC(500

μM)に培養細胞を 10分間暴露する際,SOD(100U/ml)

を同時に添加し,そ の後の NMDAあ るいはSNOCを 含

まない溶液でそれぞれ 1時間培養する際にもSOD(100

U/ml)を 加えて培養すると,図 11の ように,NMDAあ
るいはSNOC誘発網膜神経細胞死が抑制され,網膜神経

細胞の生存率が著明に回復した。

7)NOの NMDA誘 発網膜神経細胞死の保護作用

NMDA誘発網膜神経細胞死に対するNOの作用をみ

た(図 12).5μMの SNOCは,NMDA誘発網膜神経細

胞死には影響はなかった。一方,50μ Mの SNOCは単独

では細胞の生存率に影響 はなかった (図 9)が,NMDA

曰眼会誌 99巻 12号

ViabilIW(%)

non― treated

SNOC(50μM)

NMDA

SNOC before NMDA

SNOC with NMDA

SNOC ater NMDA

図 13 S‐ニ トロソシステイン(SNOC)の投与時機に

よる NMDA誘 発遅発性網膜神経細胞死の措抗作

用 .

培養網膜神経細胞は NMDA(lmM)に 10分間暴露

し,そ の後 NMDA不 含溶液中で 1時間培養 した。

SNOC(50μM)は ,NMDA暴 露直前 10分 間反応 さ

せ た (SNOC before NMDA)群 ,NMDAと 同時 に

10分間反応させた (SNOC with NMDA)群 ,お よび

NMDAに 10分 間暴露直前 に 10分 間反応 させた

(SNOC after NMDA)群 に分け,そ れぞれ NMDA
投与後 1時間目に定量的に評価した。

と同時に投与するとNMDA誘 発網膜神経細胞死を抑制

し,細胞 の生存率が著明 に回復 した。しか し,SNOCの 濃

度が 500 μMに増加するとNMDA誘 発網膜神経細胞死

に対する抑制効果は認め られず,細胞の生存率 は低下 し

た。

NMDA誘 発網膜神経細胞毒性に対 して保護作用の認

めらオ
´
した 50μ Mの SNOCについて,NMDA暴露とSNOC

投与時機 との時間的関係 を調べた(図 13).培養細胞 を

NMDA(lmM)に 暴露す る前 10分間 SNOC(50μ M)に

反応 させてお くと,NMDAに よって誘発 される網膜神

経細胞死 は抑制 され細 胞 の生存率 は回復 した。また,

SNOC(50μ M)と NMDA(lmM)を 同時 に入れた溶液

に 10分 間暴露 し1時間後 に生存率をみると,NMDAに
よって誘発 される細胞死 は抑制された。一方,NMDA(1
mM)に 10分間暴露 した後,SNOC(50μ M)を 10分 間投

与 して も網膜神経細胞死 は抑えられず,生存率は低下 し

た。

8)パ ッチクランプ法 によるNMDA誘 発電流に対す

るNOの効果

NMDA(5oμ M)を ,Mg2+非 存在下 に細 胞 膜 電位 を

-801nVに 固定して,培養網膜神経細胞 に 3秒間投与す

ると 2相 性 の大 きな内 向 き電流が誘発 された (図 14

Aa).NMDA投 与に先立 って SNP(500 μM)を 3分間投

与 した後,直 ちにNMDAを 投与すると電流 は誘発 され

ずに抑制 された (図 14 Ab)。 そこで,細胞の反応性の回復

をみるため,SNP投与後 5分後にNMDAを 再び投与す

ると,電流が誘発された (図 14 Ac)。 一方,非 NMDA受
容体刺激剤のカイエン酸 (5oμ M)を培養網膜神経細胞に
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く,ま た,組織学的評価についても再現性良く多 くの施設

で用いられている眼球内圧上昇法30)31)を 用いて網膜の虚

血実験を行った。

網膜が短時間の虚血の後,再灌流されると虚血による

組織学的な変化は,再灌流 4日 目からGCLの細胞数の

減少が有意に認められるようになり,再灌流 7日 目には

神経節細胞は半減するとともにIPLの厚みも半分に非

薄化し,網膜内層に著明な変化が出現した。このように網

膜虚血後,時間をおいてから細胞死が発現 し,し かも,網

膜に虚血が加わると,網膜が均一に障害されてすべての

細胞に壊死が生 じるのではなく,網膜のうちの限られた

神経細胞,つ まり,網膜内層に分布する神経細胞が領域特

異的に選択的に障害される。この網膜における一定部位

のニューロンが虚血に対して選択的に脆弱で,一定の時

間経過後に細胞死が発現する現象は,中枢神経系におけ

る脳虚血後の遅発性神経細胞死32)33)と
同様の現象である

と考えられる。一方,こ の虚血によって選択的に障害され

た網膜内層は,1957年 Lucasら 15)が
最初に見出し,そ の

後,01neyら
16)が網膜から中枢神経系へ と発展させたグ

ルタミン酸の持つ興奮性毒性によって障害される網膜内

層 と一致し,網膜虚血 とグルタミン酸誘発網膜神経細胞

死が深 く関わり合っていることが示唆される。

では,網膜虚血においてグルタミン酸が実際に放出さ

れたのだろうか。マイクロダイアリシス法を用いてグル

タミン酸の細胞外液中の濃度をネコ網膜において測定し

た。網膜の細胞外グルタミン酸濃度は虚血負荷後半にお

いて増加し出し,さ らに,再灌流後に著明に増加し約 6倍

のピーク値に達 した。虚血後にグルタミン酸の放出が著

明となることは,家兎網膜においても報告
34)さ れており,

虚血負荷後,直ちにグルタミン酸の細胞外濃度の上昇が

認められる中枢神経系35)と 対照的である。これは,網膜か

らの遊離をみる際は,マ イクロダイアリシスのプローベ

の先端は網膜に接 しているものの,一部は粘性の硝子体

を介して試料を採取 しているのに対し,中枢の実験では,

脳組織中に完全にプローベを埋没させて採取しているこ

とが原因として考えられる。ただ,中枢神経系でもスナネ

ズ ミ海馬 CAl野 において側脳室にカイニン酸 を注入

し,シ ナプス前神経終末を除去してシナプス後神経細胞

のみにした時報告されている虚血性細胞外グルタミン酸

濃度の経時的変化36)は網膜 とよく似ている。海馬 CAl
野シナプス後神経細胞のみでは虚血中にグルタミン酸は

放出されるものの,シ ナプス前神経終末存在時よりは少

な く,ま た,虚血後のグルタミン酸の放出の遷延化を来

し,網膜における経時的変化に類似している。我々の網膜

虚血実験は明室下で施行したことと考え合わせると興味

深い。

虚血再灌流後,細胞外に放出された高濃度グルタミン

酸は,領域非特異的に観察される。では,ど うして,網膜内

層の限られた神経細胞のみが障害されるのだろうか。グ

A

bb

喘淵弾蘭哺刷

B
a a_

珈牌‖r

C

‖ヽ戸響声

OpA

2 sec

図 14 培養網膜神経細胞におけるニ トロプルシッド

(SNP)の NMDA(A)お よびカイニン酸 (B)誘発電

流に対する影響 (文献
24)よ り転載 ).

標準的パ ッチクランプ法により培養網膜神経細胞の

膜電位 を-80 mVに 固定 し,NMDA(50μ M)お よ

びカイニン酸 (50μ M)を 3秒間投与した時誘発 され

る whole cell電流を記録 した.記録上の細い横線は

それぞれ の興奮性 ア ミノ酸 の投与期間 を表 す.

NMDAは Mg2+不 含液 に溶 か した。(a)対 照実験 ,

(b)SNP(5oo μM)を 3分間投与 した直後 に各興奮

性ア ミノ酸 を投与 し誘発電流 を記録した。太い横棒

はSNPの 投与 を示す.(c)SNP投 与後 5分 経過 し

た時点の各興奮性アミノ酸による誘発電流の記録 .

投与すると大きな内向き電流が,3秒間の投与期間中減

衰することな く誘発された。カイエン酸投与 に先立ち

SNP(500 μM)を 3分間投与 した後,直 ちにカイニン酸

を投与すると同様に大きな内向き電流が誘発され,SNP
はカイニン酸誘発電流には影響を与えなかった28)。

IV考  按

網膜虚血における一酸化窒素の役割を知るには,ま ず,

網膜虚血とグルタミン酸誘発網膜遅発性細胞死について

知る必要がある。虚血実験を行 うにはグπυあθでの実験

が必要で,網膜の虚血実験には,こ れまで,網膜 を灌流す

る血管を眼球外で直接結紫する眼動脈・網膜中心動脈結

紫法,ま た,眼球の特徴を生かした眼球内圧を網膜の灌流

血圧より上昇させて虚血を導入する眼内圧上昇法や眼底

の透見性と光化学反応を利用した光照射誘発血栓法など

が用いられてきた29)。 これらの方法のなかでは,虚血の導

入および再灌流の設定管理が容易で手術的侵襲が少な
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ルタミン酸の受容体はイオンチャンネルと連動 したイオ

ンチャンネル型 とGタ ンパ ク と共役した代謝型の 2つ

に大きく分類できる37)38)。 さらに,イ オンチャンネル型グ

ル タ ミン酸 受 容 体 は,N‐ メ チ ル‐D‐ ア スパ ラ ギ ン酸

(NMDA)型 と非 NMDA型 (AMPA/カ イニン酸型受容

体,AMPA:α―アミノー3-ヒ ドロキシ‐5-メ チル‐4‐ イソキサ

ゾールプロピオン酸)に 分かれる。このうち NMDAは ,

当初 01neyら 16)が
最も強い神経興奮性毒であると指摘

し,そ の後,NMDA型 グルタミン酸受容体拮抗剤 APH
(2‐ アミノ‐

7‐ フォスフォノヘプタノエイト)の ラット海馬

注入によリー過性頸動脈結紫による虚血によるCAl錐

体細胞の細胞死を抑制すること39)が知られ,脳虚血によ

る遅発性細胞死がグルタミン酸受容体のうち,NMDA
型受容体を介する現象であると考えられるようになって

きた14).我々のラットを用いた虚血実験で NMDA受 容

体の特異的拮抗剤,MK-80126)の前投与によって虚血負

荷後の網膜内層の遅発性神経細胞死が抑制 された。これ

はグルタミン酸の受容体のうち,NMDA受容体が網膜

内層に位置する網膜神経節細胞およびアマクリン細胞

(on‐ o∬ 一過性応答型)に 分布 しているこ とと符合す

る40)。 以上の 物 υ′υθ網膜虚血実験から,虚血再灌流によ

り網膜に多量に放出されたグルタミン酸が,NMDA型
グルタミン酸受容体を介して網膜内層に分布する神経細

胞に遅発性神経細胞死を発現すると考えられる。では,ど

のようにこのグルタミン酸誘発網膜神経細胞死が N0
と関連するのだろうか,そ の細胞内機構を知るには,培養

細胞による わ υzレθの実験が必要である。

NOは ,ガス状のラジカルで,そ の存在そのものをみる

には極めて扱いにくい。その NOが生体内で発生するこ

とが明らかとなってきたのには,生体内に,L― アルギニン

と分子状酸素を基質として NOを発生させる酵素 NOS
が同定されたことに大きく依っている7)。 我々の培養網

膜神経細胞は,生化学的実験から,成熟ラット網膜組織の

約 3分の 1に 当たるNOS活性があることがわかった。

この培養細胞の NOS活性は,NADPHお よび Ca2+依存

性で,ま た,NOS阻害剤の N―Argに よって,そ の活性は

完全に抑制された。分子生物学的なNOSの構造解析か

ら,NOSに は 3つ のアイソフォームが存在することが

現在わかっている41)。 神経細胞に内在する構成型 (ア イソ

フォーム I)と サイ トカインなどによって大食細胞に誘

導される誘導型 (ア イソフォーム II),そ して血管内皮型

(ア イソフォームIH)の 3種類が現在精製・ クローニング

されている。このうち,Ca2■ _カ ルモジュリン要求酵素で

N‐Argに よって抑制されたことから,我々の培養細胞が

網膜神経細胞から構成されていることを考慮すると,こ

の培養細胞の NOSは ,構成型のアイソフォーム Iであ

ると考 えられ る41)。 また,我々の培養網膜神経細胞の

NOSの発現については,NADPHジ アホラーゼ染色に

よって細胞化学的にも確かめられた。当初,NOSの抗体
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を用いた Snyderの グループの Bredtら 42)の
免疫組織化

学的研究では,網膜における陽性細胞の記載はなく,脈絡

膜や網膜色素上皮細胞に接して分布する神経突起に免疫

学的反応を認めたとのみ報告
42)さ れた。その後,中枢神経

系において,ア ルデヒド固定標本 において認め られる

NADPHジ アホラーゼ陽性構造が NOSで あることが

ゎかった43)44)。 ところが,こ のNADPHジ アホラーゼ陽

性細胞は,す でに網膜においてラットからヒトに至るま

で,種 にかかわらずアマクリン細胞に普遍的に存在する

ことをSandel145)が報告している。Snyderの グループは

改めてラット網膜でのNOSの 免疫組織化学的染色 と

NADPHジ アホラーゼ組織化学染色に関して,内顆粒層

内層のアマクリン細胞および網膜神経節細胞層の dis‐

placedア マクリン細胞に両者の陽性細胞が認められる

ことを報告
46)し た。我々も,滋賀医科大学薬理学教室の戸

田昇教授および吉田和秀博士が Synderら が単離 した

NOSの抗体を用いて染色 したイヌ網膜において NOS
陽性細胞とNADPHジアホラーゼ細胞が内顆粒層内層

のアマクリン細胞および網膜神経節細胞層の displaced

アマクリン細胞に認められることを確認した47)。 同様の

結果は白色家兎網膜でも報告
48)さ れており,中枢神経系

と同様に網膜においてもNADPHジアホラーゼ組織化

学染色は網膜神経細胞の NOSに対するマーカーと考え

てよい。以上の NOSの 酵素活性および細胞化学的研究

に加えて,我々の培養網膜細胞の大多数がアマクリン細

胞で構成されている17)こ とから,我々の培養網膜神経細

胞には構成型 NOSを 持つアマクリン細胞があ り,内 因

性にNOを発生 させる潜在的能力があることがわかっ

た。

そこで,NOが グルタミン酸誘発網膜神経細胞死 に関

与 しているか どうかをみるために,NOS阻害剤の N‐

Argお よび NO補捉剤である Hbの グルタミン酸誘発

網膜神経毒性に対する影響を培養網膜神経細胞を用いて

調べた。いずれもグルタミン酸誘発網膜神経細胞死 を抑

制 し,培養細胞の生存率を回復させた。また,NMDA誘
発網膜神経細胞死の場合も同様に N‐Argお よび Hbの

投与により細胞死は抑制され網膜神経細胞は保護 され

た。これらの結果は,NOが NMDA誘発網膜神経細胞死

に関与していることを示唆する。一方,Zeevalkら 49)は雛

胚の網膜において NOの合成経路は存在するが,N―Arg

(100 μM)は NMDA誘 発網膜神経毒性に影響がなかっ

たと報告
49)し ている。この違いは,彼 らは N‐Argを ,我々

の用いた濃度の 3分の 1の 100 μMのみしか調べておら

ず,ま た,実験動物の種が違っていることも関係 している

ものと思われる。

続いて,NOが実際に網膜神経細胞死を生じさせるか

どうかをみるために,NO生成試薬であるSNPあ るい

はSNOCに培養網膜神経細胞を暴露しその効果を検討

した。いずれの NO生成試薬 も,暴露直後では網膜神経
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細胞の生存率に影響を与えなかったが,そ の後,それらの

試薬を含まない正常の溶液中で 1時間培養すると培養細

胞の生存率が著明に低下し,グ ルタミン酸やNMDA誘
発網膜神経毒性の場合 と同様に,遅発性細胞死が明 らか

となった。このNO生成試薬による網膜神経細胞の遅発

性細胞死は,NO捕捉剤の Hbの投与で抑制されたこと

か ら,生成された NOに基づ く現象であると考えられ

た。NMDA誘発網膜神経毒性には細胞外液中の Ca2■ が

必須で,培養液からCa2+を取り除 くとNMDA誘発網膜

神経細胞死は生じない17)。 しかし,NO生成試薬誘発網膜

神経毒性には,外液中のCa2+除去や NMDA受容体措抗

剤の MK 801の同時投与は無効で,網膜神経細胞死は抑

制で きなかった(図 10)。 つまり,NMDA受容体刺激 に

よって一旦 NOが 生 じると,い くらNMDA受 容体 を

MK 801で抑制しても,ま た溶液からCa2+を取 り除いて

も網膜神経細胞死を防 ぐことはできず,NOを補捉でき

る Hbで しか,細胞死を抑制できないことを意味する。し

たがって,NOが NMDA受 容体刺激 によって誘発 され

る網膜神経細胞死の引き金になっていると考えられる。

NO生成試薬誘発およびNMDA誘 発網膜神経細胞死

ともにスーパーオキシド消去剤の SODに よって抑制さ

れ,細胞の生存率が回復した。NOは ,生体内では,直ちに

02・
~と

反応してペルオキシ亜硝酸(ON00~)と なる27).投

与 した SODは ,0ダ
~を

消去しON00~の生成を抑制す

る。したがって,こ の結果は,SODに よって02~を 取 り

除きNO単独にしても,NOそ のものには網膜神経細胞

に毒性がないことを意味し,NOが網膜神経細胞に毒性

を発揮するには 02・
~と

反応してON00~が生成される

ことが必要であることを示唆する.ON00~の神経細胞

の直接障害作用は中枢神経系の培養細胞においても観察

されており50)51),我々の実験結果からも,NOは網膜神経

細胞死への引き金とはなるが,NO自体には毒性はな く,

NOが 0ダ
~と

反応 して生 じたON00-が NO誘発網膜

神経細胞死を発現させるものと考えられる。

さらに,NOと NMDA誘 発網膜神経毒性の相互作用

から興味深い結果を得た。単独投与では網膜神経細胞の

生存率 に影響を与 えない低濃度 (50μ M)の NO生成試

薬 を,NMDA投 与 前 あ るいは同 時 に投与 す る と,

NMDAに よって誘発 されるべき遅発性網膜神経細胞死

が抑制され,細胞の生存率が回復 した。一方,パ ッチクラ

ンプ法による膜電位固定化のwhole cen電流測定実験

で NMDA誘発電流が NOに よって抑制された28)。 この

whole ceH電 流抑制作用はNMDA受 容体に特異的で,

NOが NMDA受容体に作用してイオンチャンネルを抑

制することに基づいている。したがって,低濃度の N0
の NMDA誘発網膜神経細胞毒性に対する保護作用は,

NOが NMDA受容体 を抑制することによってCa2+の

細胞内への流入を阻止することによると考えられる。

以上の培養網膜神経細胞の結果をまとめると,グルタ

活性酸素・フリーラジカルと眼疾患・柏井 1373

ミン酸はNOS陽性アマクリン細胞のNMDA受 容体刺

激によって生 じた NOが,低濃度の時は,周 囲の網膜神

経細胞 (我々の培養細胞の場合は,主 にアマクリン細胞)

のNMDA受 容体 を抑制してCa2+の細胞内流入を阻止

して神経細胞保護的に働き,NOが多量に生じた場合は,

02・
~と

反応して生 じた ON00~が神経細胞障害的に働き

グルタミン酸誘発網膜神経細胞死が発現すると考えられ

る。NOの持っているこの相反する二面性は,網膜神経細

胞 だ けでな く,中 枢神経系の培養細胞 にお いて も,

Liptonら 51)の グループが報告している。彼 らは NMDA
受容体を構成しているチオール基 (一 SH)を 中心 とする

酸化還元調節部位が,NMDA受容体のイオンチャンネ

ルの開閉を制御し,NOは 自身の酸化/還元状態によって

チオール基の酸化/還元状態を変化させ,神経細胞保護性

あるいは神経細胞障害性の方向性を決定していると提唱

した。すなわち,チ オール基が酸化されジスル フィッド

(S―S)結合が形成されると,NMDA受容体は抑制され細

胞保護的方向へと向かい,一方,還元されるとNMDA受
容体のイオンチャンネルが賦活され Ca2+流入が促進さ

れ細胞障害性へ と向かう52)。 NOは ,外来性 に投与 した

SNPやニ トロソチオール (RS‐NO)の ような内在性物質

のNO担体中ではニ トロソニウム陽イオン(NO十 )と し

てイオン化された酸化状態にある。この酸化型 NO+は

NMDA受容体のチオール基を酸化し細胞保護的に作用

し,NO+を 還元して得られるラジカル型の NO・ は,直 ち

に Oダ
~と

反応 して ON00~を生 じるため細胞毒 となる

と考え,NOSに よって生成された NOは その場の環境

に応 じて酸化型 NO+あ るいは還元型 NO° とな り二面性

を発揮すると提唱した.我々が網膜神経細胞において見

出した NMDA受 容体の NOに 感受性のある部位が,

Liptonの いう中枢神経細胞の NMDA受容体の酸化還

元部位 と同一かどうかは,今後の検討を要する。

パッチクランプ法による我々の電気生理学的研究か

ら,培養アマクリン細胞のNMDA型受容体は,大脳皮質

細胞 と同様,通常の静止膜電位付近ではMg2+に よって

抑制されているが,脱分極されるとともにMg2+の 抑制

がはずれ,NMDA型受容体が活性化される17)。 網膜虚血

により多量に放出されたグルタミン酸は,非 NMDA型
受容体の脱分極を生じ,そ れに伴い NMDA型 受容体の

Mg2+の阻害作用がはずれ,Ca2■の細胞内流入が生じる。

ca2+の流入によりNOS陽性アマクリン細胞からNOが

発生 し,生 じた NOは ,細胞膜に拘わらず周囲に直ちに

拡散する。少量の NOは NMDA受容体を抑制 してCa2+

の細胞内流入を阻止して網膜神経細胞保護的に働 くが,

多量に生 じた NOは 02・
~と

反応 してON00~を 生 じ周

囲の神経細胞に障害性を発揮することになる。NO生成

試薬は速効性降圧剤の Niprideや 狭心症発作のニ トロ

グリセリンなど古 くから臨床で用いられてきた薬剤で,

NOの持つ神経保護作用をいかにうまく引き出すかが,
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網膜虚血疾患の治療 の興味 ある今後 の課題 といえる。ま

た,臨床的 には網膜 中心動脈閉塞症や糖尿病網膜症で の

微小血管閉塞症 といった網膜虚血疾患への応用 もさるこ

となが ら,高眼圧 を負荷 す る網膜虚血実験 は,急性緑内障

発作 を人工的に誘発す る実験 ともいえる。また,サルを用

いた慢性高眼圧眼では後部硝子体中のグルタ ミン酸濃度

が上昇 していることが報告
53)さ

れ,グ ル タ ミン酸誘発網

膜遅発性神経細胞死 が緑 内障の病態 を考 える上で,新 た

な視点 を提供 した54)55).緑
内障眼で は網膜神経節細胞 の

うち,外側膝状体の大細胞系へ投射す る M cen系 の選択

的障害が知 られている
50)57)が ,NMDAを 介する網膜神経

節細胞死では神経節細胞 の うち,大 きな細胞が障害 され ,

10μm以下の小細胞 は保存 されることが ラッ トで報告
58)

されている。したがって,緑内障の病態 に NMDA受 容体

を介す るグルタ ミン酸誘発神経細胞死 が関与 している こ

とが示唆 される。ことに虚血再灌流後,あ るいはグルタ ミ

ン酸暴露後,一定の潜時 を もって遅発性 に網膜神経細胞

死が生 じることは緑 内障の病態を考 える上で興味深い。

本研究は,赤池昭紀教授 (京都大学薬学部薬理)の 指導の下 ,

NOSの生化学的分析および組織化学的実験は万代道子 (京都

大学医学部眼科),網膜虚血実験のグルタミン酸定量および組

織化学的研究は正井宏和 (京都大学医学部眼科),上 田睦明 (京

都大学薬学部薬理),足立 圭 (京都大学薬学部薬理),培 養細

胞の細胞化学的実験は田村 豊 (福山大学薬学部神経薬理),

菊地雅史 (京都大学医学部眼科),培養細胞の電気生理学的実

験は氏原久充 (高知医科大学精神科),笹 征史 (広島大学医学

部薬理)の各氏 との共同研究に基づいている。また,本研究全

般にわたって貴重な助言 と多大な協力を下さった本田孔士教

授 (京都大学医学部眼科)に心から感謝するとともに赤池昭紀

教授はじめ各氏の暖かい協力に深謝する.
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