
第5輩 総合考察

加齢黄斑変性症などの調細臨死を伴う難治性網膜疾患に対する効果的本j台・療法はな

く、一度、変性や脱落した視細胞の機能を取り戻すことができないため、調縮臆の護性

を掲昔話、 i塵鑑させること、さらには調細胞の機能を再生させるような治療法が望まれて

いる。そんな中、神経栄養閤子群が神経細胞死を抑制するという機能から、;台嬢応用へ

の期待が寄せられている。中でもBDNFは謙々な細胞死を抑制することが報告されてい

る因子であり、既に、網膜においては硝子体腔への投与だけでなく、昌DNF遺佳子を導

入した RPEや虹彩色素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佳子

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、臨床応用へのアブ口一チが多

数なされてきている[77-84]0

BDNFがその効果を発揮するには、受饗体であるTrkBが必要である。しかしながら

通常の課細胞はTrkBを発現しておらず、また、傷害を受けた観細胞でもTrkBの発現

をすることがないことを本研究において明らかにした(第2輩)[112]0これらのことか

ら、BDNFのもたらす視細胞保護効果は、解剖学的に説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。

実際に課細胞傷害時!こミューラー細胞でTrk自発現が変化することを発見した[112]0 

しかし、これまでにBDNFが発現誘導する親細胞保護因子の解析は行われていない。

ιで本研究においてBDNFにより網膜で発現が上昇するタンパク質の解析を行った。

解析を行うにあたり、Trk日発現が行われている細胞の単層培養系を用いた実験では、

増殖が行われるなど、通常の網膜で発揮されている機能とは著しく異なることが考えら

れたため、網膜の器官培養系を用いることを選択した。しかしながら、網膜器富士音養法

はほとんど確立されていない。特に堵地中に放出されるタンパク質の解析のため、無血

清堵地を用いることとしたが、無曲j青堵地でのま脅養例はなく、新規の堵養方法が求めら

れた。そこで本研究では選析膜を利用した新規の器官培養系を確立した(第3輩)。本器

官培養系を用いることで、無曲清士吉地においても48時間程度の網膜機能維持が可能に
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なり、この系を用いることで、調査したい試薬の純粋な効果を観察するだけでなく、構

養上溝の解析が可能になった。この新規の器官靖護系iま網膜のみ怠らず、様々な器官に

応用が可能と若者えられ、非常に有用な塘護法である。

本器官増養系を用いた網膜器官培養から得られた培養上溝中のタンパク質の解析を

行った。 BDNFで発現が増加したタンパク費のうち、同定されたのiま全部で 14種であ

った。これらの予想される主な機能は、代謝に関与するもの、シグナルイ去逮に関与する

もの、 Ca2+結合タンパク質および抗酸化タンパク費であった。これらの中で、最も課細

臨保護効果を発揮すると予想されるのは抗酸化タンパタ質である。酸化ストレスで舗網

臆死が誘導されることが多く恭唆されており、この抗酸化タンパク震の発現上昇は酸化

ストレスを軽減させると考えられた。またアポトーシス関連タンパク質では 14-3四 3

ァミリータンパク質が同定された。 14-3-3タンパク質の発現上昇がアポトーシスを抑

制することが報告されており、観細臆に対しでもその効果は発揮されているのかもしれ

ない。その他、エネルギー代謝や Ca2+結合タンパク質も同定され、これらのタンパク

質が規細胞保護効果を実際に有するかどうか、さらなる解析が求められる。

BDNFのもたらす視細胞保護機構の解明は、難治性網膜疾患に対する栄養因子を用い

た治療法のみならず、新たな創薬開発に寄与するものと考えられる。またミューラー細

目題が神経栄養閤子のもたらす細胞保護に大きく関与していると考えられたため、ミュ一

一細胞の反応!こも考慮したさらなる検討が必要であると考えられた。
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主な純度細胞 切片紛組厄j
{ヘマトキシレン11';fγン虫色色

網膜紳経節組問倍 一一一一→

ー内網状毎号 一
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内顕粒磨

f 錐停泊位
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図1.網膜層構造と細胞

脊椎動物の網膜は、複数の層で構成されている。内側から内境界膜(ILM)、神経繊維

層(NFL)、網膜神経節細胞層(GCし)、内網状層(lPL)、内頼粒層(lNし)、外網状層(OPL)、

外頼粒層(ONL)、外境界膜(OLM)、視細胞内節(IS)、視細胞外節(OS)および網膜色素上

皮細胞層(RPEs)となっているo 網膜には特殊に分化した神経細胞が存在し、視細胞、

双極細胞、水平細胞、アマクリン細胞および網膜神経節細胞と 5種に大別される。また、

網膜にはミューラー細胞と呼ばれるグリア細胞が存在している。
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図2.ニュー口トロフィンとその受容体
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ニュー口ト口フィン受容体は大きく二種類に分類される。1つは高親和性チ口シンキ

ナーゼ型受容体 Trk受容体である。Trk受容体は3種同定されており(TrkA、B、C)、

それぞれ特定のリガンドと結合する。 TrkAはNGF，TrkB はBDNFとNT-4/5そして

TrkC は NT-3と結合する。もう一方は腫霧壊死因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ロフィンと結合する。
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TrkB-FLにBDNFが結合するとこ量体化し、細胞内に存在するチロシンキナーゼ領域

が活性化し、細胞内ドメインのリン酸化が起きる。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

作用が発揮される。一方、 TrkB-Tl には細胞内チロシンキナーゼドメインが無く、

TrkB干しのドミナントネガティブまたはリガンドの隔離をしていると考えられてきた

が、近年、 TrkB-Tl独自のシグナル伝達が存在することが示されている。
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図4.TUNEL法による細胞死の検出

A-E:TUNEL法。通常網膜ではTUNEL-陽性を示す細胞は検出されなかった(A)oLD 24hr 

で ONLに局在する細胞の中に TUNEL-陽性細胞が測定視野毎数個観察された(8)0LD 

48および72時間では多数の TUNEL-陽性細胞が検出された(Cおよび D)。しD一週間

では ONLの厚さが著しく減少していた。また、 TUNEL-陽性細胞は検出されたが、その

数は十数個にとどまった(E)oGCL;ガングリオン細胞層， IPL;内網状層， INL;内頼粒層，

OPL;外網状層， ONL;外頼粒層， RPE;網膜色素上皮細胞層，バーは 50μm。

F : TUNEL-陽性細胞数(mean:t5D)0 LD 24時間からアポトーシスが検出され始め、陽

性細胞数のピークは 48-72時間であったo 48、72時間で 24時間や一週間後よりも

有意に TUNEし陽性細胞が多く存在した。 *Pく0.001。
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図5.BDNF western blotting 

12 24 

light exposure time (hrs) 

A: 14kDaバンドがBDNFである。

GAPDH (37kDa) 

48 72 1G8 

B:デンシトメトリーによる BDNFバンドの定量。BDNFタンパク質は連続光照射 6

時間で一時的にdown-regulationするが、その後はすぐに通常レベルにまで回復した。
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図6. TrkB western blotting 

A:TrkBの細胞外ドメインに対する抗体でのウエスタンブロッティング分析で、250，

145および 95kDaにバンドが検出された。抗原ペプチドで吸収した TrkB抗体では

250kDaにのみバンドが検出された。それゆえ、 250kDaバンドは非特異的なバンドと

考えられ、分子量から 145kDaバンドがTrkB-Fしで95kDaがTrkB-T1と考えられる。

B:両方のタイプの TrkBが一時的に down-regulationされるが、すぐに通常レベル

にまで回復した。

C : TrkB干しバンドのデンシトメトリーによる定量。連続光照射 24時間で TrkB-FL

は一時的に減少する。*p<O.OOl 0 

D : TrkB-T1バンドのデンシトメトリーによる定量。TrkB-T1は連続光照射 6時間

で一時的に減少したが、その後、通常レベルにまで回復した。
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図8.TrkB干し immunohistochemistry

A : TrkB-FL検出。通常網膜においてTrkB-FLはNFL，GCL， IPL， INLそして OPLで

観察される。 LD72時間と 168時間では加えて ONLとOLMでも TrkB-Fしが観察され

るようになった(矢印)。バーは 50μm。

B : Thy-1 (緑)と TrkB-FL(赤)の二重染色oThy-1免疫反応は NFL，GCL， IPLで観察

され、 RGCsを検出した。 NFLの大きな免疫反応は軸索の束と考えられた(矢じり)。

Thy-1とTrkB-Fしの二重染色性が NFL，GCL， IPLで観察された。 INLの硝子体側境界面

に局在する細胞は二重染色性を示さなかった(矢印)。バーは 50μmo

C: Sl 00-s (緑)と TrkB-FL(赤)の二重染色。S100-βでミューラー細胞を検出した。
S100-β とTrkB-Fしの二重染色性が通常網膜において INLで観察され、その形態は網

膜を縦走していた(矢印)。

D:連続光照射 168時間ではさらに ONしでも縦走するこ重染色性が観察された(矢

じり)。また、INLに局在する cytoplasmでの TrkB干しは S100-β と重ならなかった(星

印)。バーは 50μmo168時間のみバーは 30μm。

E: 網膜内層における TrkB-FL。通常網膜の内層では GCLから IPLに伸びる突起状

のTrkB-FL免疫反応が観察された(矢印)。しかし、しD6および 24時間では、突起状

の発色は消失するが、 LD72時間と一週間では再び突起状発色が観察されるようにな

った(矢頭)。バーは 50μm。

NFL;視神経繊維層， GCL;ガングリオン細胞層， IPL;内網状層， INL;内頼粒層， OPL;

外網状層， ONL;外頼粒層， OLM;外境界膜， RPE;網膜色素上皮細胞層。
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図9. TrkB-Tl immunohistochemistry 

DAPIによる核の検出(A)。通常網膜において TrkB.T1免疫反応は INしの硝子体側境

界面に局在する細胞の細胞質、 OPしおよびRPEで観察された(B，CおよびD)。連続光

照射 24時間および一週間ではさらに INLの中央でTrkB.Tlが観察された(EおよびF，

矢印)05100-sとの二重染色性が通常網膜では OPLで観察された(G，矢じり)。連続

光照射 24時間および168時間ではさらにINL中央でも二重染色性が観察された(Hお

よび 1，矢じり)。

バーは 50μm，Cのみ 30μm。

GCL;ガングリオン細胞層， IPL;内網状層， INL;内穎粒層， OPし;外網状層， ONL;外頼

粒層， OLM;外境界膜， RPE;網膜色素上皮細胞層。

7 8 



A 

GCL 

l~L 

ONL 

民PE

B 

GCL 

l~L 

ONL 

RPE 

sense Ohr lhr 3hr 6hr 

;r~ 

ーi GCL 

~~L 
ONL 

RPと

12hr 24hr 48hr 72加・

図 10.TrkBのアイソフォームの insitu hybridization 

A: TrkB-FLo B: TrkB-Tl 0 TrkB-FL連続光照射により両TrkBアイソフォーム mRNA

はINL中央で発現が上昇する。 INLの中央という局在からミューラー細胞でTrkB発現

が起こっていると考えられる。バーは40μmo

GCL;ガングリオン細胞層， INL;内頼粒層， ONL;外頼粒層， RPE;網膜色素上皮細胞層。
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図 11.透析膜を利用した新規器官培養系
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p，・e-culture 12hr FBS (ー) 24111' FBS(ー)
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ONL 

os 

12hr FBS (+) 24hr FBS (+) 

図 12.培養ディッシュを用いた網膜器官培養

活養ディッシュを用いた無血清培地による培養では組織への傷害が多く、網膜の培養

には不向きと考えられた。

NFL; :神経繊維層， GCL;ガングリオン細胞層， INL;内頼粒層， ONL;外頼粒層， 05;視

細胞層。
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図'3.透析膜系器官培養後の網膜像
新規網膜器官培餐にて培地は Eagle'sMEM、酸素濃度は 50%、温度は 370Cで培養

を行った。24時間の培養後の網膜でも3層構造は見られた。しかしながら、 INLでの

空洞化が多数観察された(矢印)。さらに網膜内層(lLM'-INL)の膨潤が起こっていた。

ILM;内境界膜， GCL;ガングリオン細胞層， IPL;内網状層， INL;内頼粒層，ONL;外頼

粒層，OS;視細胞層。
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図 14.グルコース添加による網膜組織の維持

5g / L 

新規網膜器官培養にて、酸素濃度は 50%、温度は 37tで24時間の培養を行った。

グルコースを添加することで網膜内層での傷害が軽減された。

GCL;ガングリオン細胞層， INL;内頼粒層，ONL;外穎粒層。
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図 15.網膜器官培養における酸素濃度の検討

95% 

新規網膜器官培養にて、培地はグルコース添加(5g/L)Eagle's MEM、温度は 37
0

Cで

24時間の培養を行った。酸素濃度が 20%では空洞化が見られた。また、 70%以上の

酸素濃度でも網膜内層での膨潤が観察された。これらの結果から、酸素濃度は 50%が

最適と考えられた。

GCL;ガングリオン細胞層， INL;内頼粒層， ONL;外頼粒層。
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Pre-culture 24hr 48hr 72hr 

INL 

図 16.透析膜系器官培養での培養期間

新規網膜器官培養にて、培地はグルコース添加(5g/L)Eagle's MEM、酸素濃度は

50%、温度は 37
0

Cで倍養を行った。72時間の培養でも層構造はよく保たれていたが、

GCしおよびINLでTUNEL陽性細胞が認められた(矢印)。

GCL;ガングリオン細胞層，INL;内頼粒層，ONL;外頼粒層。
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図 17.グルタミン合成酵素(GS)活性測定

48hr 

新規網膜器官培養にて、培地はグルコース添加(5g/L)Eagle's MEM、酸素濃度は

50%、温度は 37tで培養を行った。器官培養後の網膜でも培養前の網膜と同程度の

GS活性を示した。(n=S)
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Constant Light Expose 
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図18.透析膜系培養における連続光照射による視細胞死誘導と BDNFの効果

新規網膜器官培養にて、培地はグルコース添加(5g/L)Eagle's MEM、酸素濃度は

50%、温度は370Cで培養を行った。連続光照射により ONLでのTUNEL陽性細胞が出

現するが(矢印)、 BDNF投与でその細胞死が抑制される。暗条件での培養では ONLで

の細胞死は観察されない。

INし;内頼粒層，ONL;外頼粒層。
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図 19. Affinity columnによる培養上清タンパク質の分離

A: PM affinity columnによる分離。 5つのタンパク質ピークが観察された。

B: POS affinity column による分離。3つのタンパク質ピークが観察された。
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図 20.PM affinity column溶出ピークにおけるタンパク質の比較

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

bandを検出し比較した。ピーク 1、2および4では bandパターンに差はなかった。

しかし、ピーク 3では約38kDaにBDNF投与で増加するbandが観察された(band①)。

また、ピーク 5では4つの bandでBDNF投与で増加が見られ、それぞれの分子量は約

130，58，37および27kDaであった(band②ー⑤)。
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図21. POS affinity column溶出ピークにおけるタンパク質の比較

POS affinity columnで得たタンパク質の各ピークを SDS-PAGEにかけ、銀染色で

bandを検出し比較した。ピーク 1では bandパターンに差は見られなかった。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(図 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)。またピーク 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)。
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図22.二次元電気泳動による spotの比較
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10 

培養上清の二次元電気泳動を行い、得られたタンパク質spotをBDNF投与と非投与

で比較した。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spotl-4とした。
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8and Predicted 

No. identify Accession 10 Sorre Coverage function 

Not identify 

2 Not identify 

3 GOP dissociation inhibitor 1 [Homo sapiens] gil4503971 99 37 signaling 

4 Chain A.トlumanBrain Fructose 1.6イBis)phosphateAldolase (C Isozyme). gil61680382 99 41 metabolism 

tyrosine 3/tryptophan 5 -monooxygenase activation protein. zeta polypeptide 

5 [Homo sapiens].(14-3-3 Zeta) gil4507953 99 68 signaling 

Chain A. 14-3-3 Protein 8eta (付uman) gil67464627 99 66 signaling 

Calbindin 2 [Homo sapiens] gil15930083 99 37 CaZ+ -binding 
stratifin [Sus scrofa] (14-3-3sigma) gil113205700 91 11 signaling 

6 fructose七isphosphatealdolase C gil4885063 91 31 metabolism 

SET [Homo sapiens] gil145843637 99 25 signaling 

7 PHAPI2b protein gil1498227 97 15 signaling 

Chain A. 14-3-3 Protein 8eta (Human) gil674646271 95 30 signaling 

8 Not identify 

9 peroxiredoxin 1 [Homo sapiens] gil55959887 71 20 antioxidant 

recoverin [Homo sapiens] gil4506459 69 8 Ca2にbinding

Spot 

No. identify Accession 10 Sorre Coverage 

phosphoglycerate kinase 2 [Sus scrofa] gi147523276 95 17 metabolism 

Z Not identify 

3 Not  identify 

4 nonイnetastaticcells 1. protein (NM23A) expressed in isoform b [Homo sapiens] gil4557797 78 32 unknown 

2衡 ら b誼nd spotの解析で関ま置さ

14~撃であったが、同

もの(3

櫨)および抗酸化作用

C告IIs1， prot告in(N糊23A)expr時$思din isoform b 
ちず、童三えま機能は推定で脅えまかった。
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