
事車 調網目位保護 の解析

岩事大学大学院連合農学研究科

生物資源科学専攻 生物機能開発学連合講撞

浅井信晴

200 9年 3月



自次

第 1輩緒論 2貫

第 2輩 連続光蹟射ラット網膜における TrkBのアイソフォーム発現の

変化と調細胞変性過轄との関わり

1 . はじめに

2. 実験材料および実験方法

3. 結果

4. 考察

7

5

0

0

9

d

o

o

 

-
E
t
a
-

第 3 新規網膜器官堵養j去の確立

1 . はじめに 2 3 

2. 実験材料および実験方法 2 5費

3. 結果 2 9露

4. 考察 3 3 

第4輩 新規網膜器官培養j去を用いた BDNF投与によりま音養上清中に分

泌されるタンパク質の解析

1 . はじめに 3 8貫

2. 実験材料および実験方法 38貫

3. 結果 45黄

4. 考察 4 7貫

第 5輩 総合考察 5 1貫

引用文献 5 3費

国表 6 9貰

謝辞

1 



第 1輩緒論

網膜iま光を護号事する中龍神経系の組織である。脊椎動物の網膜は、被数の層で構成さ

れており、内側から内境界膜(ILM)、神経繊維層(NFL)、網膜神経節細胞属(GCL)、内網

状層(lPL)、内頼粒層(lNL)、外網状層(OPL)、外頼粒層(ONL)、外境界膜(OLM)、視縮

駒内節(1旬、規細胞外節(OS)および網膜飽素上波細胞層(RPEs)となっている(園.1)。網

膜!こは特殊に分化した神経細胞が存悲し、視細胞、双極細胞、水平網砲、アマクリン細

胞および網膜神経節細胞と 5謹iこ大別される。また、網膜にはミューラー細胞と呼ばれ

る他の神経細胞の支持や生理調節を行うグリア細胞が存証している。ミミューラー細胞は

網膜全層に液り縦iこ脊在しており、観細胞の内節と呼ばれる部分の縁から、網膜内層の

縁!こまで及び、その基底膜により外境界膜および内境界膜が構成される。各層に分帯し

て蒋穫する神経細胞にはそれぞれ特殊な役割があるが、光を受容できるのは貌細胞のみ

である。角膜や水晶体を通過して眼内に到達した光は、網膜の調細胞の外節と呼ばれる

部分で受容される。視細胞で補是された光情報は電気信号として双髄細胞および網膜神

経節細胞に倍壊され、網膜神経節細胞の軸索で構成される視神経を過して脳に到達する。

水平細胞やアマクリン細胞は光情報伝達の細やかな調節を行っていると考えられてい

る。

網膜の主要なグリア細胞であるミューラー細胞は広範囲な機能を有している。当初、

ミューラー細胞は神経細胞の間隙を埋め、物理的な支持をしている細胞と考えられてい

たが、現在では多くの生理機能で網膜維持に童聖書な役割を担っている事が明らかになっ

ている。主な機能として、神経細胞での老廃物であるアンモニアの代謝や、神経舘達物

質として放出されたグルタミン酸やγ四アミノ酪酸(GABA)の取り込みとリサイクル、さ

らには細胞外イオン環墳の調節などが挙げられる[1-16]0また、網膜色葉上肢細胞

(RPE)は視細胞機能に特に重要である。 RPEは課縮胞外節を貧食し、外節の構造および

機能の維持を担っている[1下 19]0さらには光受容に必要なレチノイドの代謝と供給も

行っている[20-23]0 
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調細胞は光を補足する重要な細胞である。一方で、難治性網膜疾患である網膜色素変性

症や加齢麓斑変性症などで引き超ここされる失明時には調細胞のアポトーシスが超こる

事が報告されている[24-26]。網膜色葉変性器置は調細胞や RPE(こ特異的!こ発現してい

る遺佳子の異常で起こるとされており、現在までに、悶ドブシン、粁体 cGMPノア

オジエスアフーゼ、粁体サイクリックヌクレオチド感受性イオンチャネル、グアニル

酸シクラーセ¥アレスチン、およびRPE65などの原園選{宏子が同定されている[2ら34]0

しかし、これらの同定された遺佳子も網膜色葉変性症の極一部であり、多くは原閣不明

である。また、加齢貰斑変性症は高齢者の黄斑部に生じる疾患である。老化などにより

引き記こされる RPEの機能低下により、脈絡膜毛細畠管から新生曲響が生じ、その新

生盛管が RPE細胞下さらには規細胞と RPE間に侵入する。その結果、競液性もしくは

出盛性の網膜剥離を引き起こし、黄~1機能の消失による中心暗点、さらには調力の喪失が

記ニる。いずれの縞膜疾患も効果的な治療法はなく、その病態解明および治療法の開発

が望まれている。また、高強度の光の連続照射が規細胞特異的な障害をもたらし、視細

胞死を誘導することが報告されており [35]、この光障害は鏑膜色素変性症などの視細

胞死が原園となる網膜疾患のモヂルとして広く用いられている。この光傷害モヂルでは、

調細胞のアポトーシス、視細胞の核から成る外頼粒層の厚さの減少ならびに網膜竃位図

(ERG)における振幅の減少などが観察される[36-41]0一度、変性や脱落した親細胞

の機能を取り庚すことができないため、規細胞の変性を抑制、遅延させること、さらに

は規細臆の機能を再生させるような治嬢法が盟まれている。

そんな中、境基性繊維芽細胞増殖因子(bFGF)、毛様体神経栄養因子(CNTF)などの神

経栄養菌子、さらには神経成長閤子(NG町、ニュー口ト口アィン 3(N丁目3)および脳由来

神経栄養因子(BDNF)といったニュー口ト日フィンファミリ一分子が、網膜神経細胞の

保護に有効である事が多くの研提で報告されている。中でも百DNFは 1982年に靖製

された栄養園子であり[42]、分子量は約 141くDaで生体内ではホモエ量体で働く。 BDNF

は脳内のみならず眼内を含めた神経系で広く発現されている[43-47]0 BDNFは神経細
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聴の生拝、軸紫および樹状突桂成長やシナプス形成を曾む、神経発生の様々な側面を調

節していることが恭されている[48-56]0網膜においては、 BDNFIま網膜神経節細胞の

形態的成熟やアマクリン細胞の形態および神経化学的表現型に影響することが報告

れている目下59]0BDNFが喋々な士宮護神経細胞の生拝を促進することが報告されたこ

とから、神経網膜への応用も検討されてきた。 BDNFの鞘子体腔への投与により、光傷

審司王ヂJ~動物における視細胞死を抑制j し、外頼粒層や網膜電位図(ERG)嬢輔の保護効果

が示された[60-64]0また BDNF(封見細胞のみならず虚醜障害[65]やグルタミン酸毒

性[66-68]などの網膜内層におこる傷害!こ対しでも神経網膜保護効果を有することや、

軸索切断後の網膜神経節細胞の生存および軸索再生を促進することが報告されてきた

関与76]0さらには BDNFの投与方法として、鶴子体腔への投与だけでなく、 BDNF遺

信子を導入した RPEや虹彩色葉上皮細胞の網膜下への移植やアヂノ髄伴ウイルスによ

る遺{宏子導入による方法なども有効であることが報告されており、臨床応用への

ーチが多数なされてきている[77-84]0

ニニュー口ト口アィンは分泌タンパク質であり、その機能を発揚するには受容体が必要

である。ニュー口ト日アィン受容体!立大きくニ撞類に分類される。 1つは高親和性チ日

シンキナーゼ型受容体TrIく受容体である。 TrIく受容体は 3韓同定されており(TrkA、B、

C)、それぞれ特定のリガンドと結合する。 TrkA(まれ!GF，TrkBはBDNFとN下4/5そし

てTrkCはN下3と結合し、その解離定数(Kd値)は約 10叩 11Mである[85]。もう一方iま

種蕩壊死闘子受容体のファミリーで低親和性受容体 p75NTRであり、こちらはすべて

のニュー口ト口フィンと結合する。!くd値iま約 10-9Mである[85](図2)。網膜神経節細

胞に発現する p75NTRはNGFとの結合によってアポトーシスを誘導することが報告さ

れているが[86]、このことは Trk受容体と p75NTRは閉じニュー口ト日フィン受容体

でありながら、逆の機能を果たしている可能性を恭駿する。しかしながら、 p75NTR

による網膜神経節細胞のアポトーシス誘導は胎生期に限定されており、成熟網膜におけ

る網膜神経節細胞数には影響を与えない。つまり、両者の発現と機能は、発現部位や時
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期!こより微妙な調節がなされていると られ、 Trlく受容体と p75NTRが同時!こ存者E

する意義については、さらなる検討が必襲 られるo

BDNFIま主にTrkBを介して機能を発揮する。TrkBには嬢数のアイソフォームが存悲

し、細胞内ドメインを有する金長型 (TrkB干し)と細館内ドメインを欠失している型

(τrk品T1)が知られている[87、88]0TrlくB-FL(こ BDNFが結合するとニ量体化し、細

胞内に脊穫するチ口シンキナーゼ領域が活性化し、細胞内ドメインのりン酸化が超音る。

その細胞内リン酸化部位を介して Ras/MAPIくならびに PI31く/Aktカスケード、または

PLC-γが活性化され、その生理的作用が発聾される[89-92]0TrkB回 Fしを介して超こる

生理作用として、神経突起伸長の促進、神経細胞アポトーシスの抑制など多岐に漉る報

告がなされている[89、91]。一方、 TrkB-T1には細胞内チ口シンキナーゼドメインが

無く、丁r伐kくB.欄干僧

きたが、近年、 TrkB-T1独自のシグナル伝達を介して、;毎爵ニュー口ンにおける糸状

鮫足の形成、グザア細胞での Ca2+シグナルへの関与などが報告されてきている

[93-97](園3)。

TrkBは成熟ラット網膜においては網膜神経節細胞層ならびに内頼粒層での発現が確

認されている[98-100]。そのため、 BDNFがこれらの層に対じて保護効果を示すこと

が想定され、実際にE最盛や軸繋切断などでその効果が示されている[65、69-76]。一

方で、調細胞での TrkB発現は確認されていない。また、親細胞の堵養細胞に対しでも

BDNFは保護効果を恭さない[101 ]0しかしながら、生体内においては BDNFの投与は

観細胞死の抑制効果を恭す[60-64、77、78、80-84]。これらの結果は、 BDNFのも

たらす調細胞保護効果が、解剖学的に規細胞に接している細胞を介して、あるいはパ

リン作用が可能な因子などを介して誘導されていることを推測させる。この考えは、

BDNFが網膜内層やミニェーラー細胞での細胞内シグナル程遠物質の活性化を誘導する

が、観細胞内ではこれまでに知られた細胞内シグナル伝達を活性化させ怠いという報告

からも支持される[102]。また、 KCN田誘導性の網膜細胞死において、 BDNFのiくCN処
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理直前での投与では神経保護効果が観察されないが、エ目前の投与では細胞死抑制が見

られることからも、 BDNFが間接的に働いているという考えは支持される[103]0しか

しながら、 Bor、¥¥w、、¥¥

構として、傷害を受けた網膜の視細胞で Trk日発現が起こり、 Trk日発現をした観細胞

がBONFを受容するという可能性が考えられた。

連続光照射による縄膜変性時に bFGFやCNTFのmRNAの発現上昇が走塁こることや、

ミニ1ーラー細胞でのグリア細胞由来神経栄養因子(GDNF)の受容体が発現上昇されるこ

とが報告されている[104-106]0また、光傷害網膜において、マイク口グリア細胞と

ミューラー細胸間の相互作用が神経栄養因子の生成を調整し、視細胞の生脊に関わって

いることを示唆した論文も発表されている[107]0これらの報告から、栄養因子やその

受容体の発現は網膜保護に聾聾な役割をしている可能性があり、ミミューラー細胞がその

役割を演じる主聾な細胞である可能性が恭唆される。

本萌究では、 BDNFの規細胞保護機構の解明を目的とした。 BDNFによる課細胞保護

機構の解明は、栄養閣子を利用した難治性網膜疾患の治療法開発の糸口になると期待さ

れる。そこで、始めに連続光照射後のうット網膜において BDNFやすrkB発現が変化し

ているかどうかを検討した。次に、網膜器官培養;去の検討を行い、最後に網膜器官増養

を用いた BDNF投与で分泌が誘導されるタンパク質の解析を行った。
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第2輩 連続光照射ラット網膜における TrkB ソフォーム発現の変化と規細胞

変性i盈韓との関わり

上はじめに

ットを使用した連続光照射による網膜傷害は 1966年にNoellらによザ初めて

発表されて以来日町、今日までに視細胞変性モヂル動物として広く研究!こ用いられて

いる。 ζの調細胞変性モヂルは、難治性網膜疾患である網膜魯素変性症や加齢麓斑変性

症と同じ、調細臆の TUNEし陽性のアポトーシスを引き舘こすことから、これらの疾患

の病態解明や、治療法確立の研究材料として有用である。

脳由来神経栄養園子(BDNF)はニュー口ト口フィン 3(NT-3)などを含むニュー口ト

悶フィンファミリーの一員である。ニュー口ト口フィンファミリー分子は主に神経細胞

で発現しており、中極や末端神経系の両方でニュー日ンの分化、成熟、そして生存を調

節している[43-47]。この BDNF(ま棄に高親和性チ口シンキナーゼ受容体TrkBを介し

て機能を発揮すると考えられている[85]0TrkBには捜数のアイソフォームが存在し、

細胞内ドメインを有する全長型 (TrkB干し)と細胞内ドメインを欠失している型

(τ比呂田τ1)が知られている[87、88]0BDNFによる細胞内シグナル伝達は Trk品Fしを

介して誘導されていると考えられてきたが、近年では TrkB-T1も独自のシグナルで機

能を発揚することがわかってきた[9与97]。

BDNFを始めとする神経栄養因子の視細臨保護効果は形態学的分析を中心!こ報告さ

れてきたが[60-64、77、78、80-84]、調細胞臨身は TrkBを発現していない。その

ため、 BDNFがどのような機構で諜縮胞を保護しているかは不明である。者えられる機

構として、主!こ2つ挙げられる。 1つは、解剖学的に視細胞に接している細胞を介して、

あるいはパラクリン作用が可能な園子などを介して誘導されているという間接的な機

構である。この護者えは BDNFが網膜内層やミューラー細胞での細胞内シグナル倍達物質

の活性化を誘導するが、視細胞内ではこれまでに知られた細胞内シグナル伝達を活性化

させないという報告から支持される。もう一方iま、傷害を受けた調細胞がTrkBを発現
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するようになるという直接的な機構である。これらの機構に関して、詳しい解明は未だ

なされていない。しかしながら、光傷害後の網膜ミューラー細胞で他の栄養因子受容体

(GDNF rec告ptor)がup-regulationされることが報告されている[106]0このことから、

栄養圏子がもたらす視細胞保護にミューラー細胞が間接的に作用していることが示唆

される。栄養関子やその受容体発現は網膜保護に璽襲な設割をしている可能性があり、

その中で BDNF-TrkBシグナルも重要な役割を盟っていると若者えられる。

そこで本研買では、連続光顛射ラット網膜において、 BDNFおよびTrkBアイソフォ

ームの発現が変化するか検討した。

2圏実験材料および実験方法

2-1抗体

ザギポザク日一ナjルレ抗 BDf、、¥惇、、h

体(scひ叩12幻)、ウサギポリク口一ナル抗 TrkB四 T1抗体(sc-119)、ヤギポリ夕日ーナル抗

TrkB細臆外ドメイン抗体(sc由 20542)、マウスモノク口一ナル抗 Thy-l 抗体

(sc-19614)、マウスモノ夕日一ナル抗 GAPDH抗体(sc田 32233)およびウサギ通常免

疲グ日ブリン G(武田2027)はそれぞれ SantaCruz社から購入した。マウスモノ夕日一

ル抗 S-100β サブユニット抗体 (S件 B1 ) rま SIGMA社より購入した o

tetramethylrhodamine isothiocyanate isomer R (TRITC)目標識ブタ抗ウザギ免疫グ口

リン G抗体、 fluoresceinisothiocyanate isomer 1 (FITC)目標識ヤギ抗マウス免疫グ

口プリン G抗体、 horseradishperoxidase (HRP)目標識ヤギ抗ウザヰ、免疫グ口ブリン G

抗体およびalkalinephosphatase(AP)目標識ヤギ抗ウサギ免疫グ口ブリン抗体はDAIくO

社より購入した。

2-2実験動物

以下の動物実験 i立、弘前大学動物実験に関する指針に則って行った o
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Sprague-Dawleyラット(200田 250g)をチヤールスリバー社より購入した。これらの

ツトを 12時間点灯、 12時間消灯の条件下で銅帯した。餌料iま闇形餌料 MF(オリエ

ル酵母工業)を不断給餌し、飲料水はオートクレーブ(121
0

C，15分)で滅闘した水道

水を主事えた。床敷にはホワイトフレーク(オリエンタル工業)を用いた。

2-3連続光賠射処理

連続光照射の前の少なくとも 2日聞は約 100ルクスの自色光下のケージで錦背した。

連続光照射実験として、ケージ内が2500" ，3000)レタスになるような自色光告 8、旬、

24、48および 168時間連続して照射した。連続光照射後、ラットは

jレ(和光純薬)1こて安楽死させた。ラットより眼球を摘出し、各実験に用いた。比較検体

には連続光照射を行っていないうットを用いた。

乙4凍結切片の作製

摘出した眼球をダルベッコリン酸緩衝埴類溶液(DPBS)で洗浄後、 4%パラホルムアル

ヒドを含む 0.1Mリン酸緩衝液(PB，pH 7.4)で 20分間間定した。間定後の眼球から

前眼部(硝子体を含む)を除去し、後眼部を再び間定液に康し 4
0

Cで一晩圏定した。サン

ブjしを 10%および 20%シ召轄を含む PBに各 2時間浸した後、 OCTcompound(サ

クラ精機 Tissue午ek4583)中で凍結包理した。凍結サンプルからクリオスタット(ラ

イ力、 CM3050)で 10μmの切片を作製し、卵自アルブミンコートしたスライドガ

スにマウントした。切片は使用するまで之OOCで保存した。

2回 5TdT叩-dUTPterminal nick-end labeling (TUN正し)

アポトーシスを趨こした細胞を同定するため、アポトーシス検出キット(ApopTag™

Peroxidase In situ Apoptosis Det告はionKit， CHEMICON， S71 00)を使用した。事JI顕!ま

ットの説明書通りに行い、対比染色としてメチルグワーン染色を行った。 ONしの長
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さ200μmあたりの TUNEし陽性細胞数を無作為!こ選んだ 12箇所で計測し、 TUNEし

賜性細目語数(mean土SO)を決定した。

2-6ウエスタンブ口ッティング

光照射後のラット眼球から DPBS中で網膜を実体顕微鏡下で摘出し、溶解緩衝液

(137mM理化ナトリウム(NaCI)， 20mM トリス塩酸緩f胃液(Tris皿 HCI)pH 7固6，1%ポ

リオキシエチレンオクチルフェニルエーテル， 10%グリセ口一ル， 1 mM PMSF， 1 0μ 

g/mlアブ田チニン， 1μg/ml ，コイペブチン)に浸した。網膜を趨蕃波処理で破斡し、

10，000Xgで4
0

C，5分間の遠心分離後、上清を回収した。上清のタンパク賀濃度を

BCA protein assay kit (PIERCE)で決定し、申20
0

Cで保存した。 7.5%アクリルアミドゲ

ルで SOS田 PAGEを行い(30μg/Iane)、分子量マーカーとして PrecisionPlus Protein 

Oual Color Standards (BIO-RAO， #161-0374)を使用した。竃気泳動後、 PVOF膜

(BIO-RAO)1こ分離したタンパク質を範噂した。

転耳後の膜を TBST(10mMτris四 HCIpH 8.0， 150mM NaCI， and 0.1 % Tween 20) 

で洗浄後、非特異的結合を防ぐため BlockAce (大日本製薬， 2x)(こ浸し、一時間麓還し

た。 TBSTで五回洗浄後、一次抗体を含む溶液に濯し 4
0

Cで一晩震鍾した。一次抗体に

はウサギ抗 BONF抗体(1:500)もしくはヤギ抗 TrkB細胞外ドメイン抗体(1:500)を使

用した。 TBSTでま間洗浄後、 AP目標識ヤギ抗ウサギ免疫グ口プリン抗体(1:1000)(こ浸

し、皇室濃でこ時間の麓議後、 COP四 Stardetection reagent (Amersham Bioscience)を

使用し、 X回線フィルムにバンドを現像した。 TrkB抗体の特異性を調べるため、抗体の

5錨量のブ臼ツキングベブチド(SantaCruz， #武田20542P)を加え、 4
0

Cで一晩の吸収

処理した抗体で問様の実験を行った。我々はこれらの実験を 4---6回繰り返した。

2回7.mRNA回収と cONA合成

光賠射後のうツト自民球から網膜を摘出した。摘出した網膜より QuickPrepmicro 
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mRNA Purification Kit (Amersham Biosci日nces社)で mRNAを回収した。得た mRNA

より Fist-StrandcDNA Synthesis Kit (Amersham Bioscienes社)を用いてcDNAを合

成した。各キットは付属の説明書通り!こ用いた。

2-8リアルタイム PCRを用いた半定量性 R下PCR;:去

ット BDNF、TrkB・-干し、 Trk呂田T1およびGAPDH特異的ブライマーは表 1.A

配列を用いた。

PCR皮応iまExtaq polymeras日(TafくaRa，Kyoto， Japan)を用いて行った。 PCR反応、

'産物は SYBRGreen Idye (BMA， Rockland， ME)を用い、蛍光検出システム付きサーマ

ルサイクラ~(Smart Cycler; TalくaRa)lこより定量した。 PCR皮応条件は以下の通りで

あるoBDNF..TrIく思干しおよびTrkB午 1; 1サイクル-94oC 30秒， 35サイクル-94oC 15 

秒、， 57
0

C 30秒， 72
0

C 30秒， 87
0

C10秒、 GAPDH;1サイクjレ94
0

C30秒， 35サイ

クJレ15秒， 60
0

C 30秒730秒， 87
0

C10秒)PCR皮応後、 PCR反応生成物の特異的増

輔は、アガ口一スゲルによる竃気泳動から確認した(写真未掲載)。

2-9 TrkB免疫染色

作製した凍結切片を 0.05%Tween之Oを含むリン酸緩衝堪類溶液(TW-PBS)で洗浄

後、非特異的結合を防ぐため 3%ヤギ盛清を含む TW叩 PBS(以下、ブ日ツキング溶液)で

30分間処理した。 TW回 PBSで洗浄後、一次抗体を舎むブ口ッキング溶液で4
0

Cにで一

晩処理した。一次抗体にはウサギ抗 TrkB.園 FL抗体(1:100)、ウサギ抗 TrkB-T1 抗体

(1:100)、マウス抗 $-100sサブユニット抗体(1:500)、マウス抗Thy-1抗体(1:200)

を使用した。陰性3ント口一jしとしてウサギ通常免疫グ口ブリン G(1:200)を使用した。

TW-PBSでのサンプル洗浄後、ニ次抗体を含むブ口ッキング溶液で室温にてニ時間処理

した。ニ次抗体には丁RITC目標識ブタ抗ウザギ免疫夕、口ブリン G抗体(1:100)，FITC-諜

識ヤギ抗マウス免疫グ口ブリンG抗体(1:100)および HRP-標識ヤギ抗ウザギ免摸グ口
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リン G抗体(1:250)を使用した。霊堂光標識エ次抗体で処理したサンプルは TW四 PBS

で洗浄し、 VECTASHIELDMounting Medium with DAPI (Vector社、外1200)でカパ

をかけて封入し、蛍光顕微鏡(Leica，DM16000B)で観察し、ヂジタルカメラで

揚影した写真を画像解析ソフト (Leica，FW4000)で圃像処理した。 HRP標識ニ次抗体

で処理した切片は 0.02%diaminobenzidine(DAB)と 0.005%過酸化水農を含む

50mM Tris-HCI pH 7.5で、皇室溢にて5分間の皮応で、抗原を視覚化した後、メチルグ

リーンでの核染色、エタノーんによる脱水処理をした。疎水性封入剤(松j良輔子工業社、

MGK-S)でカバーガラスをかけて封入し顕微鏡観察した。

1 0 In situ hybridization 

TrkB-FLおよびTrkB-T1それぞれに特異的な領域をうラット網膜 cDNAより PCRで増

輔した。使用した primerは表 1.Bの通りである。話ま基配列をシーケンサーで確認した

のち、 Digoxigenin孔JTPlabeled RNAブ口一ブを DIGRNA Labeling Kit (Roche社)を

用いて作製した。 キットは付属の説明書通りに用いた。

連続光照射後のラットより摘出した眼球を DPBSで洗浄後、 4%パラホルムアルヂヒ

ドを含む O.lMりン酸緩衝液(PB，pH 7圃4)で40Cで 16時間固定した。圏定後の眼球か

ら前眼部(硝子体を含む)を除去し、後眼部を 10%および 20%シ晋糖を含む PBに各 2

時間漉した後、 5%CMC compound (株式会社ファインテック)中で凍結包壊した。

凍結サンプルからクリオスタット(ライ力、 CM3050)で 10μmの切片を作製し、卵自

アルブミンコートしたスライドガラスにマウントした。切片iま使用するまでそQOCで保

存した。

凍結切片iま前述の RNAブ臼ーブと ISHRStarting Kit (株式金社ニッポンジーン)を用

いて insi切 hybridyzation~去を行った。 キットは付属の説明書通りに用いた。得た標

本を蛍光顕微鏡(Leica，DM16000B)で観察し、ヂジタルカメラで撮影した写真を画像解

析ソフト(しeica，FW4000)で画像処理した。
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1 1統計解析

結果は means土standarddeviations (SO)で恭した。統計学的解析には Fisher's 

PLSOを利用した。 pく 0.05を有意差があるとした。

3.結果

3-1 TUNEL;:去による連続光照射による調細胞死の検討

連続光賠射による観細胞死を確認するため、 TUN正し法でアポトーシスを起こしてい

る細胞を検出した。図 4に恭す通り、通常網膜においては TUN正し陽性細胞はまったく

検出きれなかった。連観光照射 24時間では外頼粒層(ONL)で測定規野に数個の

TUN正L-陽性細胞が観察された(2土1個/200μmONL)。さらに長時間の連続光照射で

は多数の観細胞がTUNEし陽性を示した(48時間;42+ 14個、 72.時間 ;49土10錨)。

168時閣の連続光照射では ONしの厚さは著しく減少し、 TUNEし陽性細胞も 10数個

に減少していた(10土3個)。本条件の連続光照射では24時間から視細胞死が認められ、

ピークは 48--72時間であった。

3-2連続光照射ラット網膜における BONFのタンパク質発現量の変化

連続光照射後の網膜における BONF発現量をウエスタンブ日ツデイン夕、法で検討し

た結果、 14kOaの BONFのバンドが検出された(図 5)0BONF は連続光照射 6、12

および 24時間で通常網膜と比べて BONF発現量が減少していた。しかしこの減少は一

時的で、連続光照射 48時間で通常網膜と間韓鹿の発現量に回穫した。連続光照射 72

時間や 168時間でも通常網膜と間程度の発現量が観察された。

3-3連続光擦射ラット網膜における TrkBアイソフォームのタンパク質発現量の変化
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TrkB干LとTrk吉田T1の両方のアイソフォームを検出するため、両方!こ共通である網

臆外ドメイン!こ対する抗体を用い、ウエスタンブ口ッティングj去を行った。 正常ラット

網膜において約 250，140-145および95kDaの3本のバンドを検出した。抗原ペブチ

ドで吸収した抗体で行った場合!こは 140-145kDaと95kDaのバンドは検出されなか

った(園6A)。これらの結果から、 250kDaバンドは非特異的なバンドであると考えら

れ、さらに 140-145kDaがTrkB干し、 95kDaはTrkB-刊であると考えられた。

連続光鰯射処理したうット網膜において、 TrkB-FL(ま照射 24時間で通常網膜と比較

して有意に減少した(図 6B，6C)。また、連続光照射 168時間では Trk品Fしが

up-regulationされて観察されたが、連続光照射 168時間では観細胞死が著しく、網膜

金体の細胞組成が大きく正常と異なるため、完全な比較とは雷えない。その他の照射時

間では有意的な差は認められなかった。

TrkB-T1 ，ま連続光照射6時間でわずかな減少を示したが、通常網膜との比較では脊

意義は認められなかった。また、 48時間以上の連続光照射では通常網膜と比較して、

わずかな上昇を示したが、問様に脊意差は認められなかった(図 6B，60)。しかしなが

ら、連続光照射によって TrkBアイソフォームは一時的に down-regulationされ、そ

の後は回復することをこの結果は示唆すると考えられた。

3-4連続光賠射ラット網膜における BDNFおよびTrkBアイソフォームの mRNA発現

量の変化

連続光照射後の網膜で日DNFおよびTrkBアイソフォームの mRNA発現量を調べる

ため、リアルタイム PCR法による比較を行った(図 7)0BDNF mRNA発現量は連続光

照射 72時間までは通常網膜とほぼ同レベルであった。 168時間の連続光照射後では

BDNF mRNA発現は上昇していたが、この時間の照射では著しい規細胞死が起こってい

るため、正確な比較ではない。 TrkB干し mRNA発現も BDNFmRNAと同様の結果を示

し、 Trlく呂田FLmRNA発現の著しい変化iま見られなかった。対して、 TrkB-TlmR~仏発
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現量iま連続光自費射後8時間から上昇を恭した。しかしながら、この上昇に有意差は認め

られなかった。

3-5連続光頭射ラット網膜における TrkB四 Fしのタンパク質発現閤悲の変化

連続光照射処理をしたうツト網膜で TrkB四 FLおよびTrkB-Tl発現局症が変化するか

どうか、免疫組織化学法で調べた。 TrkBアイソフォームを区別するために、 TrkB干し

とTrkB-Tlでは細胞内ドメインが異なるため、それぞれに特異的なアミノ駿配列に皮

応屯する抗体を用いた。

正常ラット網膜において、 TrkB抽 FL免疫皮応iま神経繊維層(NFL)、網膜神経節細胞層

(GCL)、内網状層(lPL)、内頼粒層(lNL)および外網上層(OPL)で観察された(図 8A)。こ

れらの皮応は、一次抗体の代わりにウサギ通常免疫グ口ブリン G を用いた陰~主コント

四一)~で1ま観察されなかった(写真来掲載)。外頼粒層(ONL)、視細胞および網膜色素上

度細胞層(RPE)では TrkB-Fしは検出されなかった。

網膜神経節細胞(RGCs:GCLに細胞体が局荏し、軸索{ま NFしを構成している)のマー

カーである Thy四 1抗体とのニ霊染色で、 NFL、GCLそして IPLにニ璽染色性が観察さ

れた(図 8B)。この結果は RGCsがTrkB-FL発現細胞であることを示す。 NFしで観察さ

れる大きな免疫反応は軸葉の束であると考えられた(図 8B，失じり)。また、 INしの最も

内側に局在する細胞での TrkB干し皮応はThy-lとは重ならなかった(鴎 8B，矢印)。そ

の崩穫と合わせて考えると、こ.の TrkB干し はアマクリン細胞由来と推測される。また、

ミューラー細胞のマーカーである S-100 sサブユニット抗体とのこ霊染色も行った。

正常ラット網膜において、 S-100 sは NFしから外境界膜(OLM)まで伸びる突起と INL

中央に位置する細胞体で観察された(図 8C)。また、 OPL，OLMでも強い免疫皮応が観

察された。これらの免疫反応パターンはミューラー細胞特有のものである。 S-100 sと

のエ輩染色で、INL中央iこ局在する細胞体およびOPしでニ璽染色性が観察された(園8C，

矢印)。この結果から、ミミニヱーラー細胞も TrkB干し発現細胞であることが恭される。通
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常ラット網膜におけるすrk品FL発現局在はこれまでの報告と し、視細胞での

Trk日開FL発現iま認められなかった。

連続光顕射 6~24 時間では正常網膜と発現問主E(ま変化しなかった。しかし、 72 時間

の連続光照射では正常網膜での発現局在に加えて、 OLMでの発色と、 ONしで縦走する

発現が観察された。これらの発色は連続光照射 168時間でも観察された(図8Aヲ矢印)。

これらの連続光照射後に出現した TrkB-Fl噌局荏がミューラー細胞の形態と類似してい

たため、 S-100β とのニ藍染飽を行った。連観光照射 168時間処理したうット網膜で

のエ璽染色で、ONしを縦悲する多数の貰飽の讃光が観察された(図 80，矢じり)。また、

OLMでもニ璽染色性が確認された。これらの結果、連続光照射 72時間以降に、ミュ

ー『ー細胞の突起、特に視細胞周辺、でTrIのしがup-regulationされていることを恭

す。

さらに詳しく TrkB干し崩在を調べるため、 IPしを中心!こ OAB発色による TrkB干し検

出を行った(図 8E)。蛍光染色では IPL全域で点状の発色が検出され、観察時にそれら

が漉ざり合い IPL全域が蛍光発色していたために詳しい観察が困難であったので、 OAB

染飽を用いた。 OABによる TrkB干し検出で、正常ラット網膜において IPLの内側(GCし

に近い部位)で突記状の発色を観察した(図 8E，矢印)。これらの突起状発色は GCLに局

在する細胞から伸びていることがわかる場合もあった。 GCLの細胞から伸びていると

いう方向性や IPLの内側に主に局在していることから RGCsの突程であると考えた。連

続光鰻射処理が6時間の網膜ではこの RGCs突起様発色が観察されないか、もしくは著

しく減少していた。連続光照射 24時間でもこの発色{まあまり観察されなかった。連続

光瞭射 72時間や 168時間で、 RGCs突起状発住が再び観察された(図 8E，矢じり)。

これらの結果は、連続光照射によって、 RGCs突趨においてTrkB-FLの一時的な減少が

記こることを示す。
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3-6連続光照射ラット網膜におけるすrkB四刊のタンパク質発現局査の変化

連続光臆射処理をしたラット網膜でτrkB田口発現崩荏が変化するかどうか、TrkB-T1

の細胞内ドメイン!こ特異的!こ反応する抗体を用いて、免疫組織化学法で調べた(図 9)。

正常ラット網膜において、INLの内側!こ崩在する細胞のcytoplasmとOPLですrkB四τ1

免疫皮応が観察された(図9思， 9C)。また、RPEでもTrkB四T1が観察された(図9B，90)白

$-100βとTrkB同 τ1でのニ重量染飽でi立、 OPしで一部ニ璽染色が観察された(図 9G，

印)。この結果は OPLでの TrkB-T1免疫染色結果がミューラー細胞由来であることを

示す。また INしの内側!こ局在するという特徴と、 $-100β とのニ璽染色性がないことか

ら、アマクリン細胞がTrkB-T1発現細聴であると推測される。 GCLやONLに局在する

細胞では TrkB-Tl免疫反応は観察されないか極端に発現が少ないと考えられた。これ

らの結果から、 Trk品Tlはアマクリン細胞、ミニLーラー細胞、 RPEで発現されている

と考えられる。

連続光照射を与えたラット網膜において、連続光熊射与12時間では TrkB-T1(ま通

常網膜の場合と同様であった(写真未掲載)。しかし、光照射 24時間ではその INL中央

での免疫反応性が上昇し、より長時間の蹟射でも、この反応性は維持されていた(闘 9E，

9F，矢印)。アマクリン錨胞や RP巨でのTrkB-T1発現は連続光鰻射で変化することはな

かった。連続光照射処理した網膜における TrkB-T1と $-100sとのエ童染色で、 INL

中央のニ聾染色性が部分的に観察された(図 9H，91， ~三角)。これらの結果から、連続光

興射によってミミューラー細胞は Trk品Tlをup-regulationする主要な細胞である可能

性を示唆する。

3-7連続光照射ラット網膜における TrkBアイソフォームの mRNA発現崩荏の変化

TrkBアイソフォームのタンパク質発現局在の変化が免疫組織化学法で明らかになっ

たが、さらにmRNA発現局在を調べるため、それぞれのアイソフォームに特異的なRNA

ブ口一ブを用いた insitu hybridization ~去を行った(図 10)。
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通常網膜において、 TrkB四 FLnlRNA発現iま主!こ RGCsで観察された。連続光賠射 24

時閉までは TrkB出 FLmRNA発現局在iま変化しなかった。しかし、連続光膜射 48時間

後以降では INしにおける TrkB-FLmRNA発現が認められた(園 10A)。この連続光照射

を霊さげた網膜における INしでの TrkB-FLmRNA発現の出現!立、免疫組織化学法で観察

れたすrkB干しタンパク質のミミューラー細胞での発現上昇と一致する。

通常網膜において、 TrkB-T1mR~仏発現iま主に INしで観察された。また、 GCしでも

若干の mRNAが認められた。連続光照射8時間では INしでの丁rkB-T1mRNA発現が上

昇していた。その TrkB国 T1mRNA発現上昇は連続光照射 168時間後までも続けて観察

された(図 10B)。この連続光照射を受けた網膜における INしでの TrkB-T 1 mRNA発現

の上昇も、免疫組織化学法で観察された Trk自由T1タンパク質の INしでの発現上昇と一

致することから、ミューラー綿胞での発現上昇が起こっていると考えられる。

4.考察

本親究において、ラット網膜における TrkBアイソアオームの発現関荏を明らかにし、

らに連続光瞭射による視細胞変性時!こおこる Trk百発現について検討した。正常フッ

ト網膜では Trlく品Fしは RGCs，アマクリン細胞およびミミニlーラー細胞で発現し、

TrkB-T1 (まアマクリン細胞、ミニ工ーラー細胞そして RPEで発現しているが、親縄砲で

はどちらの TrkBも発現していないことを恭した(図 8および 9)。これらの結果は様々

な文献で報告されている TrkBmRNAや protein発現濁査とよく一致している

[98-100]0 しかし、これまでに Trk呂田Fしと TrkB由 T1 を態別しての網膜での局在を示

す報告がなかったが、今回はそれぞれの網膜内での局在を明らかにした。また、ミニェー

ラー細胞がTrkB-Fしと TrkB四 T1 の両方を発現しているが、それぞれ発現局在が異なる

ことも示した。

調細胞変性モヂjしとして、連続光照射による視細胞アポトーシスの誘導を行った。こ

れまでの報告通り、視細胞の TUNEし陽性アポトーシスが観察された[35-41]0連続光
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照射による課細胞変性誘導は、難治性網膜疾患モヂルとして広く用いられているもので

あるが、光の強度や照射時間によりその変性進行度iま変わってくる。今閥、我々が用い

た条件では連続光臆射 24時間後から TUNEし陽性細胞が検出され、そのピークは 48

'-72時間であった(閣の。 168時間の連続光顛射では ONLの摩さの著しい減少が見

られた。 ONLの摩さの減少は視細胞死の結果起こるものであり、多くの論文で報告

れている[35、78、80]0

連続光照射ラットにおいて、照射 24時間までは BDNFおよび Trk品FLタンパク質

発現量が減少していた(図 5および6)。また Trk品T1タンパク質も連続光照射6時間

で発現量の減少が見られた(国的。しかしながら、これらの減少は一時的であり、連続

光賠射 72時間以降は通常網膜と間レベルの発現量に回復していた白これらの一時的な

減少の理由は定かではないが、 TrkB-FLに関しては連続光照射 8時間から 24時間の閣

で、 RGCs突起での発現が一時的に減少していることを免疫組織化学法で明らかにした

(図 8C)。連続光照射6時間から 24時間では調細胞死が出現する前であり、 RGCsが網

膜の中では視細胞から最も速く!こ位置する細胞であることから、この一時的な減少は鵠

細胞保護に関与するものであるとは考えにくい。一つの可能性として、光刺激で規細胞

から双極細胞などの他の細臆を介して RGCsにシグナル伝達が行われ、最終的に脳に光

情報が到達するが、その光刺激によるシグナル伝達機構に BDNF午 rkBが関与している

ことが考えられる。このことiまBDNFが TrkB-Fしと平行して連続光熊射で一時的に減

少しているという今回の結果に加えて、 BDf¥JFが神経倍達物質の一つであるドーパミン

の分泌を調節するという報告からも[108]、BDNF-TrkBの網膜神経活動における役割

を恭唆する。また、 NMDA受容体の活性化が生後のうット網膜における BDNFとTrkB

南方の発現を増加させることが示されており[10旬、このことは課細胞から RGCsにシ

グナル倍達するグルタミン酸システムと BDNF-TrkBシグナルが何らかの椙互作用をし

ていることを恭唆する o Trk島T1 もウエスタンブ毘ツチィング法で一時的!こ

down目印gulationされることが推測されるが、どの細胞がその down四 regulationに寄
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しているかは免疫組織化学法で1ま識別できなかった。しかし、 TrkB-FLと同時期に

down闇 regulationされていることから、 Trk品Tl も正常の光刺激応答!こ関与している

のかもしれない。

連続光照射ラット網膜における BDNFおよび τrkBアイソフォームの m問、仏発現量

の変化については、 τrlくB-Tl で上昇傾向が見られたものの、有意差iま認められなかっ

た(図 7)。これらの結果は他の論文での連続光照射ト7日では τrkBmRNA発現量が変

化しないという報告と一致している[104]0タンパク質発現量の一時的な減少が観察さ

れたが、こちらも有意麓は無かった。これらの結果から、 BDNF-TrkB発現は微妙な調

節がなされていると選考えられた。

連続光照射を与えたラット網膜において、 TrkB-Fしがミューラー細胞突超で発現が見

られるようになること、そして、その発現変化が傷害部位である規細胞潤辺で起こって

いることを免疫組織化学法で明らかにした(国針。また、連続光賠射傷害後のミュー

一細胞で τrkB-Tlも発現が上昇することを示した(図的。これらの結果は視細胞傷害

を受けたうット網膜でミューラー細胞がTrkBアイソフォーム発現を変化させることを

恭す。このことは insitu hybridization 法での結果と一致する(図 10)。これらの結果

や、傷害後の網膜ミニェーラー細胞で他の栄養因子である GDNF受容体が上昇するとい

う報告から[106]、ミニヱーラー細胞が網膜機能維持における重要な役割を坦っているこ

とを示唆する。

一方、 BDNFによる視細胞保護機能の可能性として、傷害を受けた視細胞が TrkBを

発現するようになるということが考えられたが、今回の結果から、傷害を受けた裸細胞

でも TrkBが発現することはなかった。このことから、 BDNFの視細胞保護効果は直接

的に視細臆に作用しているのではなく、間接的な機構で発揮されていることが考えられ

る。そのため、間接的な機構として、網膜のほぼ全域に蒋在するミミニ工ーラー細胞が視細

臨近くで TrkBを発現することから、 BDNFがもたらす捜細胞保護効果はミューラー細

聴を介して調節されている可能性が考えられる。
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視細胞外節の貧食など視細胞機能維持に重要な役割を持つ RPEがTrkB午1発

現をしていることが今囲の結果から恭された。連続光照射による発現の変動iま見られな

かったが、RPEもBDNFの効果に関与している可能性がある。連続光照射により Trlの干し

とTrkB由刊の両方がミューラー細胞で発現変化されるが、それぞれ発現時期が異なる。

アポトーシス出現時期と比較すると、 Trk品刊は調細胞のアポトーシスが観察され始

めた比較的早期(今回の条件では連続光賠射 24時間)から、 TrkB干しはアポトーシス出

現頻度がピーク(連続光賠射48"，72時間)と患われるくらいのTrkB四丁1よりも遅れた時

期から調細胞近くで発現されるという違いがあった。このTrkB回 Fしと丁rkB田 T1間在と

発現時期の違いは、それぞれのTrkBアイソアオームによって機能が違うことを強く未

唆する。すなわち BDNFの刺激が同じ細胞に違う機能をあたえることが推測される。こ

のTrkBアイソフォームによる機能の違いは、海馬ニニュー口ンや神経芽細胞躍でも示さ

れており[93-97]、網膜においても機能の違いがある可能性が高い。

網膜における BDNF発現細胞として RGCs、アマクリン細胞およびミューラー細胞が

報告されている[98、99、110]0また、培養 RPEでも BDNF産生が行われている[84]0

BDNF産生細胞と TrkB発現細胞が一致することから、これらの細胞がオートクリン作

用で BDNF-TrkBシグナル伝達を行っている可能性が考えられる。また、これらの細胞

が隣接して存在することからパラクリン作用の可能性があり、まだまだ多くの検討が必

要であると考えられた。

今回i立網膜変性モヂルとして連続光照射を利用した視細胞変性ラットモヂルを利用

した。この変性モヂルは視細胞のTUNEL陽性細胞の出現など他の網膜変性疾患と共通

する視細胞変性機序を持っと考えられるが、今回の我々の検討より BDNFとTrkB受容

体の発現および視細胞のアポトーシス出現の時間的関係をおおまかに、 3つにわけて考

えた。すなわち、視細胞のアポトーシスが全く出現しない早期(1)、アポトーシスの出

現が急速に増加する時期 (11)、視細胞が消失する時期(111)である。 StageIはTrkBや

BDNFが一過性に減少し、 stage11では TrkB-Fしや BDNFの発現量は回復するが、
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TrkB-T1の発現がアポトーシスの出現に一致するように増加する。 Stage111では視網

臓が徐々に消失し Trk蕗-Fしが運れて増加してくる。この経過の中でTrk患の発現増加は

ミミューラー細胞を中心!こおこっていると著者えられた。

調細胞死による網膜変性時!こミューラー細胞が応答し、栄養因子受容体の発現を変化

させると考えられた。ミミューラー細胞は網膜を構成する主要な夕、リア細聴であるが、神

経網膜を保護する機能やグルタミン酸代謝等の網膜維持!こ聾聖書な役割を果たす一方、臨

球的には増殖性鶴子体網膜症などの疾患に関与することが知られている[111]0そのた

め、網膜変性の時期も者癒したミューラー細胞の皮応を検討することが重要であると考

えられた。
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第 3輩 新規網膜器官t曹養j去の確立

上はじめに

網膜iま親覚を謹う中櫨神経系組織である。網膜には特殊に分化した神経細胞が帯在し、

親細胞、双題細胞、水平細胞、アマクリン繍砲および網膜神経舗細胞と 5種に大別され

る。また、網膜にはミミューラー細胞と呼{ま、れる他の神経細胞の支持や生理調節を行うグ

リア細胞が帯主Eしている。

加齢黄擁変性や網膜色素変性症などの難治性縄膜疾患では規細砲のアポトーシスが

膿園で失明に蓋る[24-26]0しかしながら、これらの疾患に対しては効果的な治嬢法が

確立されていない白これら疾患は先進諸国における失明原国の上位であり、病態解明お

よび治嬢法の開発が望まれている。そんな中、神経栄養因子が治嬢応用に期待されてい

る。神経栄養因子は様々な傷害による網膜変性を抑制することが知られているタンパク

鷺である。中でも脳由来神経栄養因子(BDNF)は網膜を合めた中継神経系で広く分布し

ており、中駆神経系の発生や成熟、さらには生存といった多岐に渡り機能を発揮してい

る[43-47]0 

BDNFを始めとする神経栄養因子の観細胞保護効果は形態学的分析を中心に報告さ

れてきたが、通常網膜において調細胞自身は BDNF受容体である TrkBを発現していな

い[60由 64、77、78、80-84]0また、堵養した規細胞に対しても BDNFは効果を示さ

えEい[101]0さらには傷害を受けた規細胞でも TrkB発現は起こらないことを第2章で

した[112]0これらのことから、 BDNFのもたらす傷害後の調細胞保護効果が、解剖

学的に視細胞に接している細胞を介して、あるいはパラクリン作用が可能な因子などを

介して誘導されていることを推測させる。この考えは、 BDNFが網膜内層やミニ工ーヴー

細胞での細胞内シグナル倍達物質の活性化を誘導するが、規細胞内ではこれまでに知ら

れた細胞内シグナル伝達を活性化させないという報告からも支持される[102]0また、

観組組変性過韓でミミューラー細胞における TrkB発現局穫が変化すること、その変化が

傷害部位である視細胞周辺で起こったことから、ミューラー細胞が BDNFのもたらす視
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細胞変性の抑制!こ麓重要な役割を姐っていると考えられた。すなわち、 BDNFを受容した

ミミューラー細胞が視細胞保護効果を持った伺らかの困予を放出すると考えられる。

本研買では BDNFがもたらす視細臆保護効果!こミューラー細臆が霊童襲な役割を担う

と考え、 BDNF刺激で3ミューラー細胞から放出されるタンパク質の解析を計画した。し

かしながら、ミューラー細胞のみを単離することが困難であることや、暗養ミニL-吋一

細胞では、通常網膜で発揮されているミューラー細胞の機能が損なわれてしまう苛能性

があるという問題点が挙げられた。また、細胞士費養司王ヂ}~rま新しい処理法の研究iこ用い

られる始めのステッブとしてしばしば用いられているが、この方法にはいくつかの重要

な限定がある。細胞の分化の韓度は、その自然の組織特異的環境から移Eされているため

に生体内の状況とはかなりの違いがあり、そのため、細胞内の相互作用の効果は減少し

ているかもしくは消失している可能性が高い。実際、増養ミヰーラー細臨でも、 CRALBP

などの invivoでのミューラー細胞の特徴を維持しているが、正常網膜では起こらない

GFAP発現上昇、さらには未成熟神経細胞で発現されるようえま Tuj1の発現が起こるな

ど、正常網膜のミューラー細臨とは異なる性質を恭すという報告がなされている

[113四119]0さらには細胞堵養モヂルは、単一の細胞謹での調査でしかない。

これらのことから、我々は網膜器富士官養を計画した。器官培養法は、ま脅議した組織が

生体内と間諜な分化、正常な生理機能や組織特異性の維持をし本がら培養を行う方法で

ある。しかしながら、細胞培養と比べて、高度に分化し、多層状の組織である網膜は従

来の静的な培養では、不十分な栄養と酸素供給のため、その維持は困難である。初期の

網膜の器官ま曹養i立、金眼球のままや義IJ離網膜で試みられており、これらの報告では発生

段階の縄膜を用いて生体内と同様に分化できるかを試みている[120-123]。また、培

養方法も謙々検討され、脈絡膜-RPE四網膜嬢合体を用いるものなども報告されてきた

[124]0以来、陸からの網膜発生または遺佳子欠損動物の網膜の発生異常などの解析に

器官培養は用いられ、 BDNFを始めとする栄養因子や他の因子の網膜発生への関与など

も検討されてきたい 09，125-128]0
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我々は成熟網膜への BDNF投与で培地中に放出されるタンパク質の解析を盟的とし

ている。そのため、これまでの報告のような発生段階の網膜を用いたものや、脈絡膜

田 RPE-網膜接合体でのま音養などは適さない。また、これまで‘の網膜を含む器官のま音義伊j

では培地に鹿清などのタンパク質成分を多量に含む栄養の添加を行っており、無届清暗

地での報告伊Hまない。しかし、増地中!こ放出されるタンパク賞の解析には、外来性のタ

ンパク質成分は解析を困難にする。縄膜のように多種の神経細胞が一定の配列で機能を

発揚している組織では、金層の構造を保ったままで、埼養することが理想、であり、そのた

めに培養器および培養環境の歪適条件を見いだす必要がある。

そのため、我々は無由清培地での成熟網膜器官増養j去を確立することとした。始めに

通常の単一細胞での培養で用いられる堵養ヂィッシュで‘の培養を検討した後、透析膜を

利用した新規の器官堵護方法を開発し、網膜!こ適した培地および酸素濃度の検討、さら

にinvivoでの機能を維持できているかを検討した。

2.実験材料および実験方法

2-1埼養ヂィッシュによる網膜器官靖麓

F署殺場より購入したブタ眼球より余分な肉を除去し、 70%エタノ醐レで5秒間滅菌

した。 DPBSで3囲洗浄後、前眼部を除去し、アイカップにした。使用する培地中でア

イカッブを 2等分した。 2等分したアイカッブから約 2cm2角の網膜を摘出した。摘出

した網膜を 2mlの Eagle'sMEM (Nissui， Tokyo)を入れた 3.5cmdish (greiner 

bio四 one，Tokyo)1こ、調細胞側を下にしておいた。胎児ウシ盛清(FBS)を加える場合に

は最終濃度を 5%とした。 Dishを CO2インキュベーター!こ置き、 5%CO2.. 370

Cで培

養した。 士宮養開始後 12および 24時間後に培養網膜は組織観察を行うため、凍結切片

作製に用いた。
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2-2透析膜前処理

適当な大きさに切った透析膜を 70%エタノール(1時間、 3囲)， 10mM炭酸水素ナ

トリウム潜液(1時間、 2囲)， 1 mM EDTA潜;疲れ時間)および薬事留水(1時間)にI1債に漉

した。その後、ミリ Q7kで軽く洗浄し、ミリ Q水中でオートクレーブ(1210

C、20分

間)した。オートクレーブ後、室温!こ冷却したものを培養!こ用いた。

2-3透析膜系網膜器官増養

躍殺場より購入したブタ眼球より余分な肉を除悲し、 70%エタノールで5秒間滅菌

した。 DPBSで3回洗浄後、前自艮部を除去し、アイカッブ!こした。使用する培地中でア

イカップを 2等分した。 2等分したアイカッブか品約 2cm2角の網膜を摘出した。あら

かじめ前処理をした透析膜!こ 2mlの培地を入れ、透析膜中に網膜片を加え、両端を結

び培養バッグとした。ま昔養バッグに重りを縛り付け、 300mlの塘地中iこ沈めた。場養

バッグを入れたピーカーを密閉可能なチャンパー!こ置き、チャンパー内を滅菌水で埋め

た。酸素濃度を調節したガス(50ml/分)を繋いだチューブを培地内に過し、 t曹養中iま常

にチャンバーを 37
0

C(こ設定したウォーターパスに設置し、 t吉養開始とした(閣 11)。

2-4培地の検討

無血清堵地での網膜器官堵養を行うにあたり、堵地の検討を行った。基本培地として

Eagle's MEM (阿部ui，Tokyo)を用いた。また添加栄養として、グルコースを添加する

場合、最終グルコース濃度を 3g/L(3倍量)、 5g/L(5倍量)もしくは 10g/し(10倍

量)とした。各グルコース濃度の堵地での 24時間の暗養後、士吉養網膜は凍結切片作製

に用いた。

2与酸素条件の検討

成熟網膜の透析膜器官培養における気相条件を検討するにあたり、 95%酸素/5%ニ
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酸化炭素(酸素ガス)と 95%聾素/5%エ酸化炭葉(蓋葉ガス)を用いて条件を設定した。

酸素濃度 20%では酸素ガス: 1 : 3、酸葉濃度 50%では 1、酸素濃度

70%では 2: 1、酸葉濃度 95%では酸葉ガスのみを用いた。各酸葉条件で 24時閣の

塘養後、堵養網膜は凍結切片作製に用いた。

2目 6i脅養時間の検討

検討した条件で、の透析膜茶器官堵養において、どのくらいの期間の培養が可能である

かを検討した。堵養iま24、48および 72時間行い、培養後の縄膜を凍結切片の作製に

用いた。

2-7器官堵養における連続光賠射による鵠細胞変性誘導と BDNF投与

生体内での現象を器官堵養網膜でも観察されるかどうか検討するため、器富士宮養にお

いても連続光照射による裸細胞変性誘導が可能か検討し、さらに外来性の BDNFが視細

臨死を抑制するかどうか検討した。

連続光照射処理として、自飽光でチャンパー内の光強度を約 3000.-v4000ルクスに

調整した。暗条件では士宮養開始後にチャンパー!こ光が当たらないように遮光した。BDNF

投与実験では堵養バッグの中!こリコンビナントヒト BDNF(rhBDNF， Alomone Labs 

Ltd.) 10ng/mlを加えた。ょこれらの条件での培養後、網膜は凍結切片作製に用いた。

2-8凍結切片作製

堵養後の網膜を取り出し、 2聞 5%グJレタールアルヂヒドを含む 0.1M PB pH 7.4に浸

して室温で一晩の固定を行った。闇定した培養後網膜より 5mm2角の網膜片を得てサ

ンブjしとした。培養には約 2cm2角の網膜を用いているが、網膜片の端はハサミで切断

した部佳であり、物理的なダメージが大きいと考えられたため、中央部からサンプルを

取った。サンプルを 10%および 20%シ召糖を含む P患に各 2時間浸した後、 OCT
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compound(サクラ精機 Tissue午ek4583)中で凍結館理した。凍結サンプルからクリ

オスタット(ライ力、 CM3050)で 8μmの切片を作製し、卵自アルブミンコートしたス

イドガラスにマウントした。切片{ま使用するまで-200Cで保存した。

2-9ヘマトキシリン/エオジン染魯

凍結切片で組織観察を行うため、ヘマトヰシレン/エオジン染住j去を用いた。作製し

た凍結切片をリン酸緩衝食堪水(PBS)で‘洗浄後、ヘマトキシレン;容液に 15分間浸した。

水道水で、十分に洗った後、 ジン溶液に 5分間浸した。再び水道水で‘十分に洗浄し

た後、 70、80、90および 100%エタノ幽づレにI1慣に浸し脱水処理をした。最後にキシ

レンに潰した後、疎水性封入剤(松浪硝子工業社、 MGK-S)でカバーガラスに封入し顕微

鏡観察した。各士宮養条件による実験を少なくとも 3回行い、そのうち、最も良く網膜層

構造が保帯された箇所を用いて組織評価を行った。

2-10網膜タンパタ質の回収

以下の操作は 40Cもしくは氷上で、行った。培養前もしくは堵養後の網膜を回収し、

DBPSで洗浄した。網膜を 1mM EDTA， 1.mM EGTA， 5mM 2-メルカブトエタノールお

よび0.25Mスク口ースを禽む 20mMTris-HCI pH 7.5中で、ガラス E ラユア口ンホモジナ

イザーで破碑した。遠心管{こ移し、 1，500Xgで5分間、 4，500Xgで 10分間、

20，000xgで 20分間の遠心分離を11債に行った。上清を 100，000xgで 1時間の趨遠

心を行い、得られた上清を試料として回収した。網膜から放出されたタンパク質濃度は

トリク口問酢酸-::J-Jレ酸(TCA田 cholate)沈殿法としowry法[129]を組み合わせた方法

により測定した。 TCA四 cholate沈殿法は Bensadounらのヂオキシコール酸ナトリウム

を使用する方法[130]を改変したタンパク質沈殿法である。 1.5m1Iッペンドルフチュ

ーブに放出されたタンパク質を入れ、蒸器水で 550μI1こ合わせた。 1%コール酸溶液

を 50μi加え撹持、し、 15分間，聾濃で静覆した。その後、 24%トリ夕日日酢酸溶液を
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200μi加え撹持し、 12，000Xg，2分間， 150Cで、遠心した。遠心後、アスピ

によりよ清を吸引し、続けてしowry5去を行ない、タンパク賀濃度を決定した。得られ

た試料はグルタミン合成酵素活性に用いた。

2-11グルタミミン合成酵素(GS)活性の測定

グルタミン合成酵素活性測定iまMeisterA.の方法を参考に行った[131]090μiの&

応、液(100μMADP、5μMMnClz、5mML-グルタミン、 25mMPB pH 7固2、50μM

2ミダゾーjレ塩酸緩衝液 pH7.2および100μMヒド口キシルアミン白水酸化ナトリウム

pH 7.2)に 2-10で得た試料 10μ1，を加え、 370Cで2時間皮応、させた。 150μiの準

化鉄溶液(370μMFeCI3、200mMTCAおよび 670μM塩酸)を加えよ援持した後、

10，000Xgで 5分間の遠心分離を行った。上清を回収し、波長 535nmの吸光度を測

した。本条件下で生成原応物(γ 四 glutamylhydroxamicacid)が 1μ モルのとき

535nmの吸光度が 0.34であるとして、本条件下での酵素活性をμmol/15分間/

mg proteinとして算出した。

2-12TUN正L法

ポトーシスを起こした縮穂を同定するため、アポトーシス検出キット(ApopTag™

Peroxidase In situ Apoptosis Detection Iくit，CHEMICON， S71 00)を使用した。事JI績は

ットの説明書通りに行い、対比染色としてメチルグリーン染色を行った。染色後のサ

ンブルを顕微鏡観察した。

3個結果

3目 1塘養ヂィッシニLによる網膜器官堵養

通常の細胞壊養に広く用いられている増養ヂィッシュによる網膜器官堵養を試みた。

無盛清堵地による培養では 12時間の培養後、視細胞外節の脱落が見られた(図 12，蒜
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矢印)。また、 INしでの空洞が多数観察された(図 12，黒矢印)024時間のt審議ではさら

に網膜金体で盟洞が観察され、さらに膨潤化が見られた。一方、 FBSを添加した場合、

12時間t曹養後も網膜層構造は良く保帯されていた。しかし、 24時間の培養では網膜

内層、特に IPLでの膨潤が起こっていた。これらの結果から、塘議ヂィッシュを用いた

ま曹養では無臨清土産地での堵議は不可能と考えられた。また、栄養成分として FBSを投

，ーした場合でも長時間のt審議が不可能であることから、網膜の器官培養には新たな堵養

系が感重要であると考えられた。

3-2透析膜系網膜器官培養

無曲j青増地での網膜器官堵養を確立するため、透析膜を利用した培養系を考案した。

透析膜の分子量 12，000-"1 6，000以上の分子を透過させないという性質で組織を告む

ことにより微小畳間を作り出し、その微小空間内で組織自身から放出されたタンパク費

本どは微小空間中に留まるが、主な老廃物であるアンモエアやニ酸化炭素は外に透過さ

せることができるため、組織の維持に最適であると考えた(図 11)。気相は直接士宮地に

設定したガスを吹き込むことで、酸葉供給を満たした。ガスを直接吹き込むことによっ

て透析膜のバッグが浮かんでしまうのを避けるため、重りをつけた。また、;愚慶条件を

一定iこするため、ウォーターバス!こチャンバーを入れた。

始め!こ、作製した透析膜系の器官培養で網膜の層構造が維持されるかを検討した。新

しい系での培養のため、最適条件は不明であったので、まずは、 Tamaiらの文献を参

考!こ、酸素濃度は 50%、;轟鹿iま370Cで培養を行った[121 ]0培地には標準的な細胞塘

養で用いられている Eagle'sMEMをそのまま用いた。本器官堵養での堵養後の網膜よ

り凍結切片を作製し、組織観察を行った。

塘養前の網膜ではきれいな核の 3層構造(GCL，I削~トN、\t泊汎吐札、4剖孔乱n札礼l困.

24時闇のt靖昔養後の網膜でも 3層構i造竃は見られたo しかしながら、 INしでの空洞化が多

数観察された(図 13，矢印)。さらに網膜内層(lLM-..INL)の膨;習が超こっていた。これ
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らのことから、無凪清増地中 24時間の器官培養でもある程度の層構造維持は可能であ

るが、網膜内層、特に INL(こ局証する細胞にダメージが超こったと考えられた。

3-3網膜器官増養における最適堵地の検討

透析膜系の器官培養において、無凪j青塘地を用いてもある程度の組織維持が可能であ

ることがわかった。そこで、さらに最適な条件を検討するため、まずはま費地の改変を試

みることとした。網膜は中根神経系の組織であり、ニュー口ンが豊富な組織である。ま

た、網膜は酸素要求性が高い組織であると考えられているが、グルコース貯蔵が少ない

組織である。そこで、我々は非タンパク質性の栄養成分としてグルコースの添加を検討

した。 通常の Eagle'sMEMでのグルコース濃度は 1g/しであるが、我々は3および5

借量(最終濃度 3g/L、5g/し)のグルコースを添加した堵地での器官培養を行った(図

14)。

通常の Eagle's MEMでの培養では網膜内層での空洞化や膨潤が見られたが、 3倍量

の夕、ルコース添加した場合、 INLでのEEj同が減少した。また、内層の膨;閣も改善されて

いた。さらに 5倍量のグルコース添加した堵地では空洞化や膨潤はほとんど観察されず、

堵養前のような構造が観察された。これらの結果から、グルコースの添加は網膜器官培

養に効果的であることが恭された。

3-4網膜器官塘麓!こおける最適酸素濃度の検討

透析膜系の網膜器官増養において、グルコースを添加した無臨清培地での堵養が可能

であることがわかった(図 14)。これまで、の検討では Tamaiらの文献を参考に酸素濃度

50%に設定してま昔養を行ってきた[121]0網膜は酸素善要求性が高いことが知られ、

また本器官増養でも主要なエネルギー漉であるグルコースの添加が有効であったこと

から、野気呼吸iこ必須である酸葉の供給は網膜機能維持に童饗な要因であると考えられ

た。そのため、次に供給するガスの酸素濃度を検討した(図 15)。
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酸葉濃度 50%では前述の通り、ま審議による著しい傷審のない網膜層構造の維持が観

察される。 50%より低い、醸素濃度 20%では INしで聾洞が多数観察された。また、網

膜内層の膨潤も観察された。この結果から、地上気椙よりも高濃度の酸葉が必重要である

ことが恭唆された。

酸素濃度 50%よりも高い酸素濃度 70%では INLの皇室洞はほとんど怠いものの、網膜

内層、特!こ ILM~GCL、での膨;闘が観察された。さらに高濃度の酸素濃躍t(95%)では INL

でのEEj問、網膜内層での膨潤iこ加えて、 OPLおよびONしでの空洞も観察された。これ

らの結果から、網膜器官増養における最適酸葉濃度は 50%であることが恭された。

3-5網膜器官培養のま審議時間

本器官堵養系を用いたま昔養で、どのくらいの期間の培養が可能か検討した(図 16)。

増養条件はグルコース添加(5g/L)Eagle'sMEM、酸素濃度は 50%、;轟度iま37
0

Cで行

った。 72時間の塘養でも 3層構造は良く保たれており、空洞化や膨潤は観襲警されなか

った。しかしながら、 TUNEL~去による縮胞死を調べた結果、 72 時間の塘養後で{ま GCL

および INしで TUNEし陽性細胞が検出された(園 16矢印)。この結果から、本器官塘養

系で、 48-72時間の塘養が可能であると考えられた。

3-6培養後網膜における GS活性の維持

網膜生理機能維持を調べるため、グルタミミン合成酵葉(GS)活性を測定した。 GS(まミ

ューラー細胞に存在し、神経伝達物資であると問時に興醤毒性を有するグルタミン酸を

無毒なグルタミンに変換する酵素であり、生体内で網膜機能維持に重要な役割を控う酵

葉の一つである。そこで、我々は器官培養後の網膜でも GS活性が維持されているかど

うか検討した(園 17)。培養前の網膜では 18.81士2.10μmol!15分間/mgのGS活性

を示した。器官t曹養後の網膜でも場養前の網膜と同韓度の GS活性を示した(24時間;

18綱45士1.56、48時間;18幽71土O回94)。これらの結果から、無自清培地での透析膜
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茶器富士曹養で、網膜生理機能が維持されていることが恭された。

3-7網膜器官培養における連続光照射による視細胞死の誘導と BDNF投与

透析膜系網膜器官培養j去により無凪溝堵地での場養が可能であることを層構造の観

察およびGS活性測定で恭した。次!こ生体内での現象を器官培養網膜でも再現できるか

検討するため、連続光照射による調細胞死誘導が可能であるか調べた(圏 18)。細胞死

の判別には TUNELi去を用いた。

塘養前の網膜では TUNEL司暢性細胞は検出されなかった。連続光照射条件下で 48時

閣のま曹養後でも ONしにおける TUNEし楊性細胞はほとんど検出されなかった。しかし、

72時間の培養後では ONしで多数の TUNEし陽性細胞が検出された(図 18，矢印)。ま

た INしでも TUNEし四陽性細胞が検出された(図 18，矢じり)。一方、連続光鰯射の対照実

験として暗条件下で 72時間の培養を行った場合、 ONしでは TUNEL町陽性細胞は検出さ

れなかったが、 INしに崩査する細胞で TUNEし陽性細胞が検出された。この結果から、

器官培養網膜でも生体内で起こるような連続光照射による視細胞死が超こることが恭

された。また、 BDt、、¥w‘、、、t、、‘、、

iはま蕃しく;減戚少した。しかし、 INしでの TUNEし陽性紹胞数には変化が無かった。これら

の結果から、本器官培養においても BDNFが視細胞死抑制効果を恭すことが示された。

4.考察

本研究において成熟網膜への BDNF投与で塘地中に放出されるタンパク質の解析を

行うため、無凪清増地での器富士宮養菜の確立を試みた。これまで、の報告では成熟網膜単

体でかつ無血清増地での器富士審議を行った例はなく、新規の方法が必饗であると考えら

れた。始め!こ通常の細胞堵養に広く用いられている士宮養ヂィッシュでの器官培養を検討

した。 ま音養ヂィッシ止を用いた器官士宮養において、無血清培地では調細胞外節の脱落な

ど、網膜傷害が見られた。また、 FBSを投与した場合でも 24時間以上の培養では網膜
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内層での傷害が観察された。これらの結果から、新しいま曹養系を構築するお襲があると

られた。

こで我々は透析膜を利用した士曹養系を考案した。本器官士費養系では透析膜で組織を

包むことにより微小空間を作り出している。分子量 12，000--1 6，000以上の分子を透

過させないという透析膜の性質!こより、告まれた組織由選手から放出されたタンパク費えま

どは微小盟間中!こ留まるが、主な者鹿物であるアンモニアやエ酸化炭素は外!こ透過さ

ることができる。また、これまでの報告例から、十分なガス供給が網膜には必襲である

ことが考察されていたが、本器官増養系では直接的にガスを培地に吹き込むことで、そ

の条件を満たした。

本器官t曹養系を用いた網膜の無農清堵養を試み、最適な条件として、グルコースを添

加したま吉地、そして酸葉濃度 50%という条件を見いだした。本器官培養では翠IJ離網膜

をま告義に用いている o しかし、生体内で網膜翠IJ離が起こると親細臨死が記こる

[132-134]0また、視神経切断iまRGCsの傷害となり、網膜内層の変性が起こる[69-76]0

そのため、単離した網膜を用いた本器官培養においても、 RGCsおよび課細胞に多大な

傷害が起こると考えられた。しかしながら、 24時間の培養後に見られたのは主に INし

での空洞化であり、予想された RGCsや視細胞の脱潜などは特に観察されなかった。生

体内でも多撞の組組で構成される網膜には 1つの襲国に対して脆弱な部位とそうでな

い部位が蒋在すると考えられるが、本器官堵養iまRGCsや視細胞の維持に過したもので

あった可能性が恭唆される。 INしでの空洞化を改善するため、タンパク賞成分以外の栄

養を添加することとし、主要なエネルギー源であるグルコースを添加した。生体内にお

いて、網膜内層!こは毛細血管が存在し、その自管を通じて網膜内層への栄養供給を行っ

ている。しかし、摘出した網膜では血液循環がなく、そのために起きるエネルギー欠乏

が INLでの空洞化を引き超こしていると考えられたこと、また、網膜にはグリコーゲン

貯蔵が他の組織に比べて少ないことから、エネルギー源となる夕、ル:J-.... えを選択した。

グJlt:Jースの添加により濃度依存的に INしでの空洞化が改善された。 24時間の堵養で
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iま59/しで十分な効果が見られたが、さらに長時間の士宮養を見据え 109/しのグルコー

ス添加を最適濃度とした。

また、網膜は酸素喜要求性が高い組織であるため、酸葉濃度の検討も行った。地上気相

に近い 20%では INしでの空洞が多数観察された。この結果は、グルコース添加前の培

養と問機の結果であった。このことから、十分なグル3ースが拝在しでもエネルギーと

して利用する貯気呼吸が十分に行われていない可能性が考えられため、地上よりも高い

酸素濃度が必要と考えられた。そのため、酸棄j濃農鹿 50%で

前と閑隷の組織{像象が観襲されたoこの結果から、酸素供給が璽聾であると護者えられたが、

さらに高濃度の酸素(70および 90%)では、網膜に空洞化が見られた。このことから、

70%以上の高濃度の酸葉条件下での培養では酸化ストレスが走塁こり、 INしに傷害を与え

る結果となったと考えられた。これらの結果から、本器官堵養では酸素濃度は 50%が

最適であるとした。

これまでのグルコースを添加した塘地で酸素濃度 50%の条件下でどのくらいの期間

の堵養が可能であるか調べた。塘養後の組織切片の観察では 72時間の培養後でも網膜

層講造は良く保たれていた。しかし、 TUNEL法での細胞死の観察では GCLおよび INし

の最も内側に局窓する細胞にアポトーシス細胞が認められた。;これらの局荏から、 RGCs

とアマクリン細胞がアポトーシスを起こしていると考えられた RGCsは軸索切断を受

けているため、生体内と同様に細胞死を起こしたと考えられた。生体内おける軸索切断

では切断した後、数日後から RGCsのアポトーシスが起こるが、我々の器官堵養では

48時間の生存が見られた。この結果{ま、本器官培養系において網膜が生体内とほぼ問

機の現象を示すと考えられる。アマクリン細胞のアポトーシスの原閣は不明であるが、

直接相草作用していると考えられる RGCsの脱落により、{可らかの影響を受けたためと

考えられる。少なくとも、これまでの検討から、透析膜埼養j去を用いた無臨j青堵地によ

る網膜器官で、 48時間の堵養が可能であることが恭2された。

さらに我々は、器官増養中の網膜が生体内と問機の機能や動向を恭すかどうか検討し
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た。生体内における網膜ではグルタミン酸は主要な興響性の神経録達物質として機能し

ているが、一方では過剰なグルタミン酸は NMDA型受容体を介した興奮毒性を恭し、

神経細臨死を引き起こすιとが知られている[67]。その興欝毒性およびア

性iこ対する生体防御として、グルタミン合成酵素(GS)が重警警な働きを担っている。 GS

はグルタミン酸とアンモニニアを代謝して無毒怠グルタミミンにする酵素である。網膜内で

はミミューラー細胞がGSを発現している[135，136]0シナプス聞に分潟、され、その神経

{去達物賞としての機能を果たしたもの、また過剰に分泌されたグ)~タミン酸を、ミュ一

一細胞が細胞膜で発現しているグルタミン酸トランスポーターを介して細胞内に取

り込み、取り込んだグルタミン酸を GSで無毒化している。この GS活性が器官士宮養後

の縄膜でも保たれているかを調べたところ、 48時間の培養後の縄膜でも培養前と間程

度の GS活性を示した。次に生体への連続光照射で‘親細胞のアポトーシスが記こること

は第 2輩でも恭したが、器官増養網膜でも同様に視細胞死が起こるか検討した。連続光

顛射を与えた器官培養で、 48時間では ONしでの TUNEL陽性細胞は検出されなかった

が、 72時間の培養では ONLlこ多数の TUNEし陽性細胞が観察された。対賠実験で、行っ

た暗条件下での堵養では 72時間でも ONLにTUNEし甲陽性細胞は認められなかった。

この結果から、本器官増養においても連続光照射による視細胞死が誘導できることが示

された。また、器官培養においても BDNFが鵠細胞保護効果を発揮するか検討したとこ

ろ、図 18で示すように BDNF投与により器官培養網膜における連続光頭射による規細

臨死を抑制された。これらの結果から、本器官増養で、網膜生理機能が保たれているこ

とが恭された。

網膜のように多額の神経細胞が一定の配列で機能を発揮している組織では、金属の構

造を保ったままでま寵饗することが理想、であるが、我々は成熟網膜でそれを可能にする新

規の器官堵養方法を確立した。また、網膜に関しては、成熟網膜を用いた無臨清塘地で

のま音養が可能なこと示した白無耳E清増地を用いることができれば、外来性でかつ不明な

成分が多いウシ胎児血清などを用いることなく、語的の試薬の効果を純粋に評価できる。
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実際、我々は器官増議網膜において BDNFの投与による説細臨死の抑制を観察した。本

萌究で、新規の網膜器官t審議j去を確立したが、 48時間以上の培養では細胞死が多数観

察された。士費養に用いたのは親神経切断され、かつ RPEとの義IJ離がえEされている単一

網膜である。調神経iま網膜からの光構報を脳!こ伝達するだけでなく、脳からの栄養分を

輸送する重要警な役割を持っている。この観神経切断は、栄養供給を途絶えさえるととも

に、調神経は RGCsの軸索で構成されているため、この細胞に物理的な傷害を主事える。

また、調網臓の外節部分iま通常では RPEと結合しており、 RP正iま外節を貧食している

[1下19]0この貧食作用iま外節の維持!こ必要であり、貧食作用の欠損iま外節の崩壊を引

き組こし、最終的には視細胞のアポトーシスを誘導する[137]0摘出した網膜単体では

これらの傷害を受けることとなり、いくら栄養分を添加しても外部環境の機能不全のた

めに、長期間のt審議は困難である可能性が高い。実際、曲清を添加した場地を用いた場

合でも、錦細胞外節の脱落や RGCsアポトーシスが憩こる事が報告されている[138]0

しかしながら、今回のように 48時間の培養が可能であれば、投与した試薬の短期的な

効果だけでなく、試薬に応答した選保子発現なども観察できると考えられ、非常に有用

であると著者えられる。本研究では網膜以外の組織は検討していないが、この透析膜を利

用した器官士宮養系は他の組織にも応用が可能であると考えられ、新規の培養系として期

待される。
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第4輩 新規網膜器官t曹養j去を用いた BDNF投母iこより士宮養上清中に分泌されるタ

ンパク鷺の解析

仁はじめに

先進諸閣における失明原閣の上住である加齢黄斑変性症や網膜色素変性症などでは、

調細胞の不可逆的な変性が起こるため、失明に査る。これらの疾患に対しては効果的な

治嬢jまがなく、その病態解明および治療法の確立が望まれている。そんえま中、脳由来神

経栄養園子(BDNF)が治撰応用に期待されている。 BDNF(討晃細目題保護効果を有するが、

通常網膜において視細胞自身は BDNF受容体である TrkBを発現していない。また、傷

害を受けた視細胞でも TrkB発現は記こらないιとを第2輩で示した[112]。さらには、

調錨臆変性過程でミューラー錨胞における TrkB発現局在が変化すること、またその変

化が傷害部位である調細胞周辺で起こったことから、ミミューラー細胞がBDNFのもたら

す課細胞変性の抑制に霊襲な役割を担っていると考えられた[112]0すなわち、 BDNF

を受容したミューラー細砲が調細胞保護効果を持った何らかの圏子を放出する可能性

が考えられた。

しかしながら、ミニヱーラー細胞単体での解析は、培養ミューラー細胞では生体内とは

異なる性質を恭すことなどから、解析には不向きと考えられた。そのため、我々は BDNF

刺激で、網膜から放出される規細胞保護タンパク質の解析を計画し、新規網膜器官培養系

を確立した。次に、本輩では新規網膜器官培養系を用い、 BDtザ刺激で堵地中に放出さ

れるタンパク質の同定を試みた。

2個実験材料および実験方法

2-1成熟網膜の透析膜茶器官増養

透析膜の前処理および透析膜系器官堵養は第2輩 2-2および 2-3と同様に行った。

暗養条件には、増地は 10g/Lグルコースを含む Eagle'sMEM、酸素濃度 50%、増養
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議室度37
0
Cで、行った。BDNF投与群!こは終濃度 10ng/mlのrhBDNF(AlomoneLabs Ltd.) 

を透析膜バッグ!こ投与した。

2-2塘養上清の回収

48時閣の器官培養後の塘養バッグよりま音養上j曹を囲収した。回収したよ清を 1，500

×臼で 5分間の遠心分離を行い、細胞片を除いた。上清を 20，000xgで 20分間の遠

心分離にかけ、上清を回収した。さらに 100，000xgで 1時間の趨遠心を行い、上清

を間l寂した。上清を DPBS中で透析した。透析した上清を限外漉過(filterYM10， 

MILLlPORE)で濃縮した。濃縮後、 Lowry;:去でタンパク質定量を行い、タンパク質濃度

を決定した。この方法で得たt曹養上清を試料として解析!こ用いた。

2-3網膜の細胞膜タンパク質(Plasmamembra円台:PM)の回収とアフィニティーカラム

作製

細胞膜タンパク質の闘収は Rayらの方法を参考に行った[139]0以下の事JI債は 4
0
Cで

行った。ブタ眼球 30個から前眼部を除去しアイカッブより義，IJがした網膜に

homogenate buffer(0.25M sucrose in SmM HEPES， pH7岨0)を加えた。浮遊している

RPEや色葉頼粒を取り除輩、網膜 1枚あたり 1mlの homogenatebuffer中で、ガラ

口ンホモジナイザーにより組織を破砕した。 homogenateの上清を 1，SOOXg，

5分閣の遠心分離を行い、核を除いた。その上清を 4，500xg，10分間の遠心を行い、

ミミトコンドリアを除いた。その上清を 20，000>くg，20分間で遠心を行い、リソソーム

を除いた。再び上清を 20，000>くg，20分間の遠心を行い、残存したりソソームを除い

た。さらに上清を 100，000>くg，l時間の趨遠心を行った。沈殿!こ 3mlの homogenate

bufferを加えて沈殿を再懸濁させた。10f音量の Hypotonicbuffer (SOmM mannitol in 

5mM HEPES， pH7.0)を加え撹持し、ホモジナイザーで組織を粉砕した。 homogenate

iこ1/100量の 1M CaCI2を加えて 10分間， 4
0
Cで撹祥した。 homogenateを 2，500
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xg，15分間の遠心を行った。回収した上清を再び遠心した(2，500>くg，15分間， 4
0C)。

さらに上清を 40，000xg，30分聞の趨遠心を行った。沈殿(PM園分)fこ1mlのcoupling

buffer(0.2M NaHC03， 0.5M NaCI， pH8.4 in 3% Emulphogene Bじ720)を加え撹持後、

氷中で 30分間静置しタンパク質を可溶化させた。 30分後、 15事000rpm，20分間の遠

心を行い、上清を affinitycolumnの結合リガンドとして用いた。上記の PM圏分と

HiTrapTM Affinity columns HiTrap NHS-activated，l ml(Pharmacia， Sweden)費用

いアフィニティーカラムを作製した。事JI債はキットの説明書通り!こ行った。ただし、各

Bufferに3%Emulphogenを添加させたものを使用した。

2-4課細胞外節(photorec己ptorouter segment : POS)の分離とアフィニティーカラ

ム作製

POSの探取は Papermasterらによる方法を参考にして施行した[140]030眼の

の眼球より、網膜を摘出し、 50mlのBufferA (1.23M sucros告， 65mM NaCI， 2mM 

MgClz7 5mM Tris-.acetate buffer pH7.4)で懸濁した。網膜をガラス田チフ口ンホモジナ

イザーで破砕し、 POSを分離するために 1，000Xgで 5分遠心分離した。上清を困収

し、沈殿に BufferAを80ml添加して懸濁し、再度ホモジネートを施行後 1，000xgで

5分遠心分離した。再び上清回収し、回収量の 2倍量の 10mMTris-acetate 

buffer(pH7切4)を添加し、懸濁した。 25，000xgで 20分遠心分離を行い、上清を捨て

た。沈殿!こ bufferA 40mlと1OmM Tris-acetate buffer(pH7.4) 80mlを添加して懸

濁し、 25，000X9で 20分遠心分離を行った後、上清を捨て、沈殿!こ 40mlの Buffer

B (0.77M sucrose ， 1 mM MgClz， 1 OmM Tris-acetate buffer pH7.4)を添加し、ホモ

ジネートした。これを 26ゲージ針付審シリンジ!こ移して、針を過すことによりさらに

外節の断片を粉斡した。これに BufferBを加えて 45mlにし、外節;容液とした。遠心

管!こ 1.14M、1.00M、0.84Mのsucrose(1 mM MgClz型
10ri1M Tris-acet羽田 buffer 

pH7鴎4を含む)を 15mlずつ移して濃度旬配のある層を形成し、その上に外節j寄液を注
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君子、 100，000x 9 で 45 分の遠心分離を施行した。 0~84M と 1.00M の関に脊在する

物質の層をぜペットエイドで吸引し(分離された外節)、 21音量の 1OrriM PBSで懸濁し

た。 20，000x9で 20分遠心分離し、探取された POSを-20
0

Cで保存した。

自~文した POS を affinity columnの結合リガンドとして用い、 HiTrap™ Affinity 

columns HiTrap NHS田 activated，lml(Ph詰rm昌cia，Sweden)でアフィニニティーカ

著作製した。事JI慣はキットの説明書通り!こ行った。ただし、各 Buffer1こ 3%

Emulphogenを添加させたものを使用した。

2-5 7 ィニティーカラムによるタンパク質の分画分け

PMもしくは POSアフィニティーカラムに 10mlのDPBSを流してカラムを平衡化し

た(流速は O圃5ml/min)。堵養上清タンパク質 500μgをベリスタポンブで、吸って力

ムに流し、吸着させるために 1時間静置Eさせた。その後、 DPBSをカラム!こ流し、カ

ムに吸着しない unboundなタンパク質を潜出させて回収した(unbound分画)。各 3ml

のelutionbuffer (0.5M NaCI in DPBS， 4M MgClz in DPBSおよびO阻2MGly-HCI buffer， 

pH乙5)で結合タンパク質を溶出し、フラクシ吾ンコレクターで 5ド口ッブ(約 250μり

ずっ分取した。その後、280nmを測定してピークがある試験管を集めて各分画とした。

各分聞は PBSで透析を行い、 SDS-PAGE(こ用いた。

2由 5SDS-PAGEと銀染色

各アフィニティーカラムで溶出した堵養上清タンパク質をそれぞれ限外j慮過(filter

YM 1 0， MILLlPORE)で濃縮した。濃縮後の各分薗は、 280nmの吸光度でタンパク質j農

産を測定した。 A280nmが 1.0を恭すときのタンパク質濃度を 1mg/mlとした。

SDS四 PAGEへ用いるタンパク質量は、unbound分画は 2μg、0.5MNaCI分闘は 5μg、

4M MgClz分聞は 5μg、Gly回 HCI分聞は 3μgになるようにした。 15%アクリルアミド

ゲルを使用し、分子量マーカーには PrecisionPlus Protein Standards Dual Color 
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(BIO四 RAO)を用いて電気泳動を行なった。泳動終了後、 silverstrain MS kit (Wako， 

Osa知)で染色しバンドを検出した。事JI債はキットの説明書通りに行った。

2-6ニ次充電気泳動

堵養上清 100μgタンパク費分!こ、等霊の 40%TCA溶液を加え、氷上で 30分間静

した。その後、 15，000xgで 15分間の遠心分離を行い、上清を捨てた。沈殿した

ンパク質!こ冷エタノール 1mlを加え、 15，000>くgで 5分間の逮IL¥分離を行い、上

j曹を捨て余分な TCAを除去した。この操作を 2国繰り返した。 洗浄したタンパク質沈

殿を軽く乾燥させ、 125μiのニ次元竃気泳動用サンブルバッファー(7M尿葉、 2%

CHAPS、2Mチオ原義)に溶解した。その溶液に 2固5μlの IPGBuffer pH 3-10 (GE 

Healthcare UIくしtd.)および 1.5μ!のlMOTI溶液を加えニ次先竃気泳動サンプルとし

た。

ニ;欠先電気泳動サンプルを聾気が入らないようにストリップホルダーに入れ、 7cm

Immobiline Ory Strip Gel (pH 3-10， GE healthcare)をセットし、シワコーンオイル(信

越化学工業株式金社， tokyo)を加えた。そのまま 20
0Cで一晩静置し、ゲルを膨潤させ

た。その後、 20
0CでトータJレ6300Vhの泳動を行った。泳動後、 Orystripゲんを蒸

留水で洗浄後、平衡化バッファー(2%SOS、6M原素、 30%グリセ口ール、 0.002%ブ

臼モフェノールブルー、 50mMTris-HCI buffer pH 6.8)(こ潰し、 30分間震撞させた。

その後、 OryStripゲルを 12-%アクリルアミドゲルにのせ、ニ次先日の SOS-PAGEを

行った。 SOS平AGEのゲルiまsilverstrain MS kit (Wako， Osaka)で、染色しスポットを

検出した。事j績はキットの説明書通りに行った。

2-7ゲル内トリブシン消化

銀染飽したタンパク質バンドもしくは spotをゲルから切り出し、 Hellmanらの方法

に若干の修正を加え、ゲル内トリブシン消化を行った[141 ]0タンパク質バンドを銀染

42 



告ゲんから切り出し、細片化し、 200μlの脱色液 (silverstrain MS kitの脱色液Aと

脱色液 8の等量漉合溶液)を加える 15分間擦とうした。脱色液を取り除宮、 500μi

のミリ Q7J<で 3囲洗い、 50%アセトニトリルを舎む 25mM炭酸水嚢アンモニウム溶

液を200μi加え、 5分間諜とうした。上清を取り除輩、 100%アセトニトりんを 200μi

加え、 5分間静置した。上清を除若君、ゲル片の入ったチニヱーブ、を遠心式濃縮機 (Speed

Vac) 1こ約 50
0

Cで 15分間かけ真壁乾燥させた。

200μiの還元溶液(0.1M炭酸水素アンモニウム、 10mMジチオスレイトー)1.;:DTT) 

を加え、ブ口ック型インキュベーター(ThermoAlumi Bath， Iwaki:社)を用い 56
0

Cで

45分間保温した。還先溶液を取り除宮、 200μ!のアルキル化溶液 (0箇 1M炭酸水素ア

ーウム、 55mM::ヨードアセトアミド)を加え、遮光し 30分間静置した。アルヰニ

)1.;化潜j読を取り除き 500μ!のミミリ Q7J<で、 2闇洗った後、 50%アセトニトリルを含む

25 mM炭酸水蒸アンモニウム溶液を 200μi加え、 10分間接とうした。上清を除き

100%アセトニトザんを 200μi加え、室温で 5分間静置した。上清を除き 0.1M炭酸

水素アンモニウム溶液を 200μi加え、室温で 5分間静置した。上清を除昔、 100%

アセトニトリルを 200μi加え、室温で 15分間静置する。上j青を除宮、遠心式濃縮機

に約 50
0Cで 30分間かけ、ゲル片を真空乾燥Zさせた。乾燥させたゲル片に 0.01μg/ml

のトリブシン溶液 (Promega社)をゲルが浸る程度加え染み込ませ、 37
0

C(こ設定した

櫨温機で 20時間インキュベートした。

ゲル内トリブシン消化されたペプチドを回収するため、 50%アセトニトリルを含む

25mM炭酸水素アンモニウム;容;疫を 200μi加え 15分間接とうし、上清を回収した。

さらに50%アセトエトリルを含む5%トリフルオ口酢酸潜液200μlをゲル片の入った

チューブに加え、 15分間諜とうし、上清を閤収した。回収したペプチドが入ったチュ

ーブを遠心式濃縮機(約 500
C)にかけ、濃縮乾燥させた。
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2-8ペプチド;容液における脱嘩操作

ゲル片から囲収したベブチドを、 0.1%トリ 口酢酸 20μiで懸濁した。その試

料から糧を除くため、 ZipTipC1 8 (standard b吋、 Millipore社)を用い脱壊操作を行

った。 P20のマイク悶ピペットに ZipTipをつけ、 50%アセトニニトリルを吸い上げ、廃

液崩チューブ!こ捨てた。この操作を 5回繰り避した。 75%アセトニトリル/乱1%トリ

同酢酸を吸い上げ、廃液用チューブiこ捨てた。この操作を 5囲繰り返した。 0.1%

トリアルオ臼酢酸を吸い上げ、廃液用のチヰーブに捨てた。この操作を 5闇繰り避した。

試料をゆっくりと 30田ピペッティングし、樹脂!こ添着させた。 0.1%トリアルオ口酢

酸を吸い上げ、廃液捕のチューブに捨てた (5回繰り遮す)0 500μ!チューブに 75%

セトニトリル/0聞 1%トリフルオ口酢酸を 10μl加え、ペプチド試料を吸着させた

Zip丁ipをそのチューブ内で 10闇ピペッティングし、樹脂から溶出させた。約 50
0Cで

$阿倍dVacにかけ、濃縮乾燥させる。 0.1%卒、酸を 20μiずつ加え懸濁した。各試料を

ートサンブラーパイアルへ移し、キャッブをはめた。パイアルを設置し、しじMS/MS

解析を行った。

2-9 LC-MS/MS解析

得られたペプチドi立、自立液体夕日マトグラフ賞量分析計(トねnoFrontierLD;自立

ハイテクノ口ジ一社)を使用し、 LC-MS/MS解析した。ゲル内トリプシン消化および

脱埴操作を持ったペブチド溶液 (0.1%ギ酸に懸濁)を、 C18キャピラリーカラム (75

mm x 1 00 mm; GL Science社)に添加した。キャピラリーカラムに吸着したベブチド

iま、流速を 200nL/min 1こ設定し、 A液 (2%アセトニトリル/0.1%ギ酸)および B

液 (98%アセトニニトリル/0.1%ギ酸)を用いたリニアグラジエント法で溶出した。

与40%8液を 42分間、 40%四 100%8液を 3分間、 100%8液を 5分間、 I1債に流すこ

とで、夕、ラジエントを作成した。リニアグラジエントによりペプチドがキャピラリーカ

ムから諸露出され、そのマススペクト口メトリーは、 NanoFrontierLDマススベクト臼
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メーターで行った。

2-10タンパク質の間建

しじMS/MS解析で得られた MS/MS

を用いてNCBIヂータベースを碁!こ denovo

た。

3.結果

リストから、 PEAKSStudio (lnfocom社)

ンシングとヂータベース解析を行つ

3-1アフィニティーカラムによるタンパク質の選別

網膜器官堵養から得たま音議上清に含まれるタンパク質のうち、細胞膜に結合するもの

を選別するため、細胞膜タンパク質アアィニティーカうム(PMaffinity column)を作成

し、タンパク質の分圏分けを行った(図 19A)0 PM affinity columnでは 5つのピーク

が検出され、それぞれ、 unbound、0.5MNaCI、 4M MgClzおよびGly-HCI溶出 Aま

たは B分画として回収し、 SOS問 PAGE(こ用いた。

また、 POSに結合するタンパク質を選別するため、 POSaffinity columnを作製し、

開嫌にタンパク質分画分けを行った(図 19B)0POS affinity columnでは 3つのピーク

が検出され、それぞれ unbound、O傭 5Mr、、¥‘、ね、

SOS回平PAGE{にこ用いた0

3-2タンパク質ピークにおける検出 bandの比較

PM affinity columnで得たタンパク質の各ピークを SDS-PAGEにかけ、銀染告で

bandを検出した。得られた bandパターンを、BONF投与と非投与で比較した(図 20)。

ピーク 1、2および4では bandパターン!こ差はなかった。しかし、ピーク 3では約

38kOa IこBDNF投与で増加する bandが観察された(図 20，band①)。また、ピーク 5

では4つの bandで BONF投与で増加が見られ、それぞれの分子量は約 130，58， 37 
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および 27kDaであった(図 20，band②回⑤)。

POS affinity columnで得たタンパク質の各ピークも同様!こ bandの比較を行った(図

21 )。ピーク 1では bandパターンに還は見られなかった。ピーク 2では BDNF投与で

増加しているbandが4つ観察された。それぞれの分子量は約37、36、27および17kDa

であった(閣 21，band⑥由⑧)。そのうち、 37および 36kDaのbandは一つにして MS

解析に用いた(band⑥)。また官ーク 3においても BDNF投与で増加する bandが観察

された(図 21，約 23kDa，band⑨)。これらの 9つの bandを切り出し、 LC-MS/MS解

析を行い、タンパク質の同定を試みた。

3-3ニ;欠先竃気泳動 spotの比較

塘養上清の解析のため、ニ次充寵気泳動を行い、得られたタンパク質 spotを BDNF

投与と非投与で比較した(図 22)。得られた spotで pH4-7聞の 37kDa以上の領域で

は多くのタンパク質が集中していたため、詳しい spot解析は出来なかった。しかしな

がら、 BDNFで増加した spotが4つ観察でき、それぞれを spotト 4とした。これら

4つの spotを切り出し、 LC-MS/MS解析を行い、タンパク質の同定を試みた。

与4BDNF投与で増加したタンパク質バンドおよび spotのしじMS/MS解析

BDNF投与で増加の見られた band9っと spot4つのタンパク質の間定を試みた。用

いた 9つの bandと4つの spotのうち 5つは同定することが出来なかった(表2)。し

かしながら、 f患の bandおよび spotからはタンパク質が同定された。同定されたタン

パク質は GDPdissociation inhibitor1、 Fructose-bisphosphate aldolase C， 1 4-3田 3

ァミリータンパク質(Beta，Sigma : stratifinおよび Zeta)、calbindi円、 SET

(Phosphatase 2A inhibitor f2PP2A).. PHAPI2b protein、peroxiredoxin1 (Prx1)、

recoveri円、 phosphoglyceratekinase 2および non-metastaticcells 1， protein 

(NM23A) expressed in isoform bであった。
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4.考察

本研究において、新規網膜器官堵養で得られた塘養上清中のタンパク質のうち、BDNF

投与で出現もしくは増加したものの同定を試みた。解析した 13撞のタンパク質 band

もしくは spotのうち、同定されたものは8つであった。一つの bandから穣数のタ

パク質が同定される場合があったが、これは解析に用いた band中にほぼ同じ分子量の

タンパク質が摸数脊悲していたためと考えられた。高いスコアで同定されたタンパク質

は全部で 14撞であったが、これらを予想される主な機能で分類すると、エネルギー代

謝に関与するもの(3麓)、シグナル舘違に関与するもの(7種)、 Ca2+結合タンパク質(2

種)および抗酸化作用タンパク鷺(1種)であった。 norトmetastaticcells 1， protein 

(NM23A) expressed in isoform bに関しでは詳しい解析が行われておらず、主な機能

iま推定できなかった。

これらの同定されたタンパク質のほとんどは細胞質に局在すると著者えられているも

のであった。このことは本研究における塘養上清解析が分泌タンパク質の解析に不向き

であった可能性を示唆する o しかしながら、光受容体問マトリックス

(interphotoreceptor matrix : IPM)と呼ばれる、規細胞の内節および外節の外周を取り

巻いて占める部分!こ存症するタンパク鷺の網羅的解析においても、典型的!こは細胞質に

脊在すると考えられているタンパク質が同定されている[142]0実際、本研究で同定さ

れたもののうち、 GDPdissociation inhibitor1、Fructo間四bisphosphat臼 aldolaseC， 

14-3-3 7ミリータンパク質(Betaおよび Zeta)、calbinain、recoverinおよび

phosphoglycerate kinase 2はIPMタンパク質の解析でも同定されている[142]0また、

peroxiredoxinのアイソフォーム(2および 5)もIPMで同定されている[142]0IPM fま

親締胞-RPE閤の代謝産物の輸送や交換を行う場であり、視細胞の機能と維持に必襲と

されるいくつかの聾饗な活動に深い関わりを持つとされている。例えば、網膜の接着、

光受容体の整列、成長因子の提示、レチノイド輸送、貧食作用における光受容体外節の
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認識などである[143-149]0実際、視細憶保護効果が恭されている bFGFが IPM1こ局

在するζ とも恭されている[146]0また、小臆体タンパク賀と考えられていた 78kDa 

glucos母国regulat日dprotein(GRP78)が IPMfこ局悲していることが免痕組織化学法でも

観察されている[142]0これらのことから、 IPMには分泌タンパク費や細胞外骨格関連

ンパク質以外!こも、多種のタンパク質が脊荏することが恭唆2される。これらのことは

本研斑で開定された BDNFで増加したタンパク麓も IPMに崩桂することで、視細砲維

持に関与している可能性を示唆する。

間定されたタンパク質のうち、最も親細胞死抑制効果が期待されるものとして

peroxiredoxin1 (Prx1)が挙げられる。 Prx1はチオレドキンシン茶抗酸化タンパク質フ

ァミリーの一つであり、活性酸素種(ROS)の除去を担っている。細胞は酸素を利用して

エネルギーを得ているため、常に ROSが産量生Eされている。ROSはその高い反応性から、

タンパク質、脂質および DNAなどの酸化を引き起こし、細胞機能の傷害を誘導する。

そのため、細胞は ROSIこ対する紡御機構を備えているが、細胞内外で過剰に産生され

る ROSを十分に処理できない時、酸化ストレスが生じる。神経性疾患の発症や進展に

ROSが関与しているとされており、特に神経細胞の酸化ストレスiこ対する脆弱性が指

摘されてきている。網膜においても、加齢貰斑変性症や糖原病網膜症などで、酸化スト

レスが細胞傷害となることが示唆されている[150-153]0また、光照射は視細胞にと

って霊襲な酸化ストレスであることが指摘されている[154，155]。実際、網膜で発現

されているグルタチオンの減少で説細胞のアポトーシスが起こることが報告されてい

る[156]0その網膜における酸化ストレスに対し、 αートコフェ口一ル[157]、ルテイ

ンやゼアキサンチン[158]およびドコサヘキサエン酸[159]などの抗酸化作用を有す

る物麓が、細胞保護効果を示すことが近年報告されている。これらのことから、酸化ス

トレスに対する抵抗性を高めることは親細胞死の抑制に効果的であることが示唆され

る。また、 BDNFが連続光照射による課細胞死を抑制するが、一方で、 rdマウスなどの

一部の遺能性網膜変性動物における視細胞死には BDNFはほとんど効果を恭さない
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[61，160]0 これらのことから、 BDNFは酸化ストレスを軽減させる作用で視細胞を保

護している可能性が著者えられる。今回同定された Prx1が BDNF.誘導性の視細臨保護に

している可能性がある。 Prxファミリ一分子は細胞質もしく{まミトコンドリア!こ崩

していると考えられていたが、 Prx2および 5fまIPMで発見されていることから

[142]、Prx1もIPMrこ局悲し、視細胞周辺の ROSを減少させることで、視細胞保護効

果を発揮しているιとも考えられる。 Prx1の網膜における発現と騎査は不明であるが、

脳においての発現が確認されている[161]0また、 Prx1が活性化したマイク口グリア

で発現され、過酸化水薬による綿砲死を抑制することが報告されている[162]0このこ

とは網膜内の主聾なグリア細胞であるミューラー細胞が BDNFで刺激され、 Prx1の発

現上昇を起こす可能性を恭唆する。

また、同定されたタンパク質で、最も多かったのは 14-3-3タンパク質ファミリーであ

った。 14-3四 3タンパク質iま真核細胞生物聞で構造が良く保拝されたタンパク質であり、

特に脳中に高濃度の存在が矢口られている[163]0また、動物の 14-3-3タンパク質!こは

9つのアイソフォームが知られており、これらは、チ口シン水酸化酵素およびトリブト

ァン水酸化酵素の活性化、ブ口テインキナーゼCの阻審等に代表される神経系や細胞

内の情報伍違に重要な生理的役割を担っている。 さらには 14-3-3タンパク麓は数々の

ポトーシス誘導園子と結合して不活性化することで細胞生蒋を促進している o

14-3-3タンパク質機能の抑制では細胞死が促進され、一方で 14-3由与タンパク質の発

現上昇は細胞死を抑制することが報告されている[164，165]014四 3-37ァミリータン

パク質も IPMで同定されている[142]0また、 14-3-3sigma (別名 stratifin)は細飽か

ら分泌されるとの報告もある[165，166]。これらのことから、本研提で思DNFによっ

て発現上昇するタンパク質として同定された 14-3-3 7ミリータンパク質が犠縮臨

死抑制!こ働いている可能性が示唆される。

さらにはエネルギー代謝に関する酵素群も同定された。これらの発現上昇が細胞にど

のような機能を及ぼすかは不明であるが、エネルギー産生は細胞生存に重要であるので、
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エネルギー産生の上昇を誘導している可能性がある。網膜は酸素要求性が高く、中でも

鵠細胞は代謝が活発な細胞であると考えられている。これらのことから、エネルギー産量

生の上昇が視細胞自身を活性化させ、揖抗力を高めているのかもしれない。

また Ca2
+結合タンパク質である calbindinや recoverinも同定された。これらのタ

パク賞の錨臆生存への関与は不明であるが、いずれも網膜での発現が認められ、 IPMで

も同定されている[142，168-173]0 recoverin (ま光受容物費である日ドブシンの活性

調節に関与することが知られている。 BDNFは課細胞死の抑制のみならず、その機能の

維持にも効果がある。それゆえ、これらの Ca2
-+結合タンパク質は親細胞の機能維持!こ

関与している可能性が考えられた。

本研究により、 BDNFがもたらす観細胞維持に関与するタンパク質が推定された。こ

れらのタンパク質が網膜内のどの細胞で発現が誘導されているか、また、その機能は不

明な点が多いが、さらに解析を進めることで、 BDNFのもたらす規細胞保護機構を解明

することが可能である。
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