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は じ め に

グ ル タ ミ ン 酸 は主要な興奮惟神経伝達物質 の 一

つ で あり ,
グ ル タ ミ ン 酸′受容体チ ャ ネ ルを介し て

,

中枢神経系 に おける速 い シ ナプ ス 伝達を担う . こ

の 受容体チ ャ ネル には
,

い く つ か の サ ブ タイ プが

存在するが
,
その

一

つ で ある N M D A ( N - m et h yl-

D - a s p a r t a t e) 型受容体 は
,
高 い カ ル シ ウ ム 透過

性と電位依存性 の 活性調節と い う特性を持ち
,

シ

ナ プ ス 伝達 の 可塑性や
,
記憶や空間学習 な ど の 脳

高次機能に関与する こ とが示 され て い る
1 1

. 近年
,

虚血状態 で 過剰分泌され る グ ル タ ミ ン 酸により誘

導される細胞内カ ル シ ウ ム 濃度 の 増加が神経細胞

死を引き起 こ し て い る こ とが指摘 さjl
, 様 々 な 分

野にお い て そ の 機序 の 解析が進め られ て い る . 目艮

科領域 に お い て も
,
視機能予後 に 重要な影響を与

える緑内障や網膜 血管閉塞等 によ っ て 生ずる網膜

神経細胞死に
,
グ ル タ ミ ン 酸が関与 し て い る と い

う報告がなされ て きた2)
. 例え ば高 カ ル シ ウ ム 状

態の 培養液 中 の 神経節細胞が その 阻害剤 で あ る

M K -8 01 の投与 に よ っ て 細胞死が抑制 さ れ る こ と

が報告さ れ て い る
3)

. し か し
,
---

･ 方
,
A P V で は そ

の 効果を認めなか っ た
4) 5) と い う報告 もあり

,
そ

の 真相は明確 で はな い . い ずれ に し て も
,

こ れ ら

の 実験 は間接的なも の で
,
その 分子機序 は不 明 の

まま で あり
, 現在もその 根本的な証明 な し に 議論

が なされ て い る状態 で ある .

本研究の 目的は
,
N M D A 型 グ ル タ ミ ン 酸受容

体が網膜神経細胞死 に どの よう に 関与 し て い る の

かを分子 レ ベ ル で 明らか にする こ と で あ る . こ の

ため に
,
N M D A 型受容体 を構 成し て い るサ ブ ユ

ニ ッ トの うち網膜 に 局在 し て い る G l u R ∈ 1 及び

E 2 サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝子を欠損 した マ ウ ス を用 い

てI-
一

過性 の 眼虚血負荷 モ デ ル を作製 した . こ れ ら

モ デ ル マ ウ ス 網膜 の 病変 を組 織学 的 に 検索 し
,

N M D A 型受容体が網膜神経細胞死 に ど の よう に

関与す る か を検討 した .

材料と方法

動物

週齢 6 - 12 過
,
体重20

- 2 5 g の N M D A 型 ′受容

体 G l u R ∈ 1 及び ∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ ト をそれ ぞ れ遺

伝子的に欠損 した マ ウ ス を使用 した
l ) 6)

. 尉照 と

し て 遺伝子背景を同一-一にする C 5 7 B L / 6 マ ウ ス を

使用した . なお
,
遺イ云子欠損 マ ウ ス は C 57 B L / 6 と

10 代以上 バ ッ ク ク ロ ス させ たもの を使 用し た . ま

た
,
使用した マ ウ ス は全て サザ ン ブ ロ ソ テ ィ ン グ

法により遺伝子型を確認 した . 1FJ
_ し

,
G l u R E 2 サ

ブ ユ ニ ッ トを完全 に欠損すると
,
吸畷反射が 消失

する ため生後2 4 時間以 内に 死 亡 し て しまう 6)
. こ

の ため
,

こ の サ ブ ユ ニ ッ トの 解析 に はサ ブ ユ ニ ッ

ト の 発硯量が約半分 に 減少 して い る ヘ テ ロ タイ プ

の マ ウ ス を月] い た . また
,
そ の 比 較 対照 と し て

G l u R E l サ ブ ユ ニ ッ ト の ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス を絹

い た .

虚血 ･ 再濯流 モ デル

ベ ン ト バ ル ビタ - ル ( ネ ン ブ タ - ル) 腹 腔内注

射 (75 m g/ k g ) に より全身麻酔した マ ウ ス を固定

する . 点眼麻酔(0 . 5 % 塩酸 オ キ シ ブ プ ロ カ イ ン)

を施 した片眼 の 前房 内に30 G 針を挿入 し
, 高さ

1 50 c m に 設置 した生理的食塩水 よ り約1 2 0 m m H g

の 高眼圧を4 5 - 60 分間負荷 した
7 ト 9)

. 他限 は コ ン

ト ロ ー ル と し た . 高眼圧 に よ っ て 生 じ た虚血 は
,

網膜血管が蒼白化し て い る こ とを直接眼底を観察

する こ とによ り確認 した . また
,
実験中 はネ ン ブ

タ - ル に よる体温低下 と
,
それ に 基 づ く神経保護

作用を回避する ため に
,
ホ ッ トプ レ ー

トをfH い て

マ ウ ス を保温 した .

組織学的評価

--
･

定時間後 に高眼圧 負荷を解除し
,
軽時的 に 経

過観察を行 っ た . 経過観察期間は 3 日
,
7 日 ,

1 4 日

とした . なお
,
高眼圧負荷中 に 前房 内より房水や

生 理的食塩水 の 漏出が認めら れたもの
,
また経過

観察期間中に眼内炎等 の 感染症が認め られた場合

は対象より除外 した . 経過観察期 間後
,
全身麻酔

を施 した マ ウ ス を 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ( p H

7 .
4) を用 い て 全 身港流 固定 し た後 に 眼球 を摘出

し
,
角膜及び虹彩と水晶体を除去 し て か ら 4 % パ
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図 1 マ ウ ス 網膜 に お ける各層神経細胞数の 計測方法を示す . 15 0 /∠ m の 範囲内に あ る各層 の 神経

細胞を計測 し た . 4 0 0 倍で 撮像 し た場合
, 写真 上 で は 6 c m の 範囲 に相 当す る . 同

一

領域を 3

回 計測 し
,
そ の 平均値を そ の 網膜 にお け る細胞数 と し た .

G C L
,
神経節細胞

,
I P L ; 内網状層

,
I N L ; 内頼粒層 ,

O P L ; 外網状層
,
O N L ; 外額粒層 .

ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド( p H 7 .4) を用 い て 4 時 間 の

後固定を行 っ た . 以降
,
常法 によ り 4 /∠ m 厚 の 網

膜断層 の パ ラ フ ィ ン 切片を作製した . 網膜上 の 観

察部位を 一

定 にする ため に
,
視神経よ り約 1 m m

耳側にお ける網膜断層切片を選択した .

網膜神経細胞数を計測するため に
,

へ マ トキ シ

リ ン ー エ オ シ ン 染色を施行 した . また
, 壊 死する

細胞が ア ポ ト
ー シ ス の 機序によるもの で ある こ と

を検索する ため に
,
T U N E L ( T d T-d U T P ni c k e n d

l a b eli n g ) 染色を施行 した .

病変 の 定量的評価

虚血負荷前後 の 網膜神経細胞 の 変化を定量化す

る ため に
,

ヘ マ トキ シ リ ン ー エ オ シ ン 染色 で 得 ら

れ た網膜切片を顕微鏡 (4 00 倍) で撮像し
,
そ の 像

の
一

定領域 にお ける各網膜神経細胞数
,
すな わち

神経節細胞 ,
内願粒層細胞 , 外頼粒層細胞を計測

した ( 図 1 ) . それ ぞれ の 変化率は t 検定を用 い い

て 統計学的に評価 した . なお
,
危険率 5 % 未満を

有意と した .

結 果

G) u R E l
,

E 2 サ ブ1 ニ ッ ト欠眉 マ ウス 網腰
■

はiE

常であ る .

6 週齢 の G l u R ｡ 1 完全欠損 ,
∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ ト

ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス と野生型 マ ウ ス の 網膜を比較 し

た . その 結果, 神経節細胞
,
内額粒層細胞

,
外 頼粒

層細胞 の密度及びそ の 形態に は各群 マ ウ ス 間の 差

異を認め なか っ た . また
, 札 外網状層 の 組織学的

な相違点も全く認めなか っ た ( 図 2 A
, 2 E , 図 4 A ,
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図 2 虚血 負荷後 に お け る 各群 マ ウ ス 網膜 の 変化 . 野 生 型 ( A
,
B

,
C

,
D )

,
G l u R ∈ 1 完全欠損

( E l - / - ) ( E , F , G
,
H ) の 網膜を

,

コ ン ト ロ ー ル ( A
,
E )

,
3 日 後( B

,
F )

,
7 日 後( C

,
G )

,

1 4 日 後( D
,
H ) で 示 して い る

.

ヘ マ トキ シ レ ンー エ オ シ ン 染色 . 光学顕徴鎧4 0 0 倍 .
ス ケ ー

ル バ ー は2 5 / j
m を示す .

4 E ) .

G L u R E l サ ブ1 ニ ッ ト完全欠損 マ ウス は 一 過 性

虚血 貞荷後 の 神経節細胞死 が胡倒 さ れ てし､ た .

G l u R ∈ 1 サ ブ ユ ニ ッ ト完全欠損 マ ウ ス と そ の

対照 の 野生型 マ ウ ス ( C 5 7 B L / 6 ) に6 0 分 間 の -
一

過性虚Ifn を負荷 した . 野生群の 網膜神経節細胞 は

虚血 解除3 日後か ら著明 に 減少し ( 図 2 B )
,

7 日

後で はさら に 減少 した ( 図 2 C ) . また
,
内網状 層

の 弄薄化 を認め た . 1 4 日後で は
,
神経節細胞 は ほ

ぼ 消失し , 内頼粒層細胞も相当量が減少し て お り
,

内
,

外 網 状 層 も ほ と ん ど確 認 で き な か っ た

( 図 2 D ) . H P C- 1 免疫染色を用 い て 内網状層 の 変

化を観察した結果 , 野生 型 マ ウ ス の 内網状層 は経

過観察期間を通じ て 減少し
,
1 4 日後 で は ほぼ 消失

して い た . また
,
内網状層 の 厚 み と内鞍粒層細胞

の 減少か ら
,
ア マ クリ ン 細胞が欠失 し た こ とが 予

想さ れる . また
,
1 4 日後に な る と

,
外額粒層細胞も

若干 の 減少が み られ た .
こ れ に 対 し

,
G l u R E l サ

ブ ユ ニ ッ ト完全欠損 マ ウ ス は
,

3 日 後 ,
7 日後 で

組織学的変化をほと ん ど認め なか っ たが
,
1 4 日後

に は神経節細胞と内 , 外頼粒細胞 の い ず れ で も僅

か な減少が起こ っ た ( 図 2 F - ”) . こ れ ら の 組織

学的変化を定量的 に評価する ため に
,
網膜各層 の

細胞数を計測した ( 表 1 ) . さ ら に 部位 の 違 い に

よ る細胞密度 の 変化を補正 する た め に
,

ほ と ん ど

変化が お こ らな い 外箱粒細胞( 視細胞) 数を基準
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表 1
一

過性虚血 に よ る 網膜神経細胞壊 死 にお ける N M D A 受容体 E サ ブ ユ ニ ッ ト 欠損 の 効果 . 各群 マ ウ

ス の 特定領域 に お け る神経細胞数. 各経過観察期間 にお ける 網膜を光学顕微鏡を用 い て4 00 倍 で 撮

像 し た 網膜像 の1 50 〃 m の 範囲 に ある神経節細胞
,
内額粒層細胞

,
及 び外頼粒層細胞数を計測 し

,
そ

の 平均値を求 め た ( m e a n ±S D ) . 表中 の 括弧 は計測 し た マ ウ ス の 数を示 して い る .

g e n o ty pe e y e

d ay s a ft e r r ep e r fu si o n (d)
3 7 1 4

G C L O N L G C L O N L G C L O N L

C 5 7 B L/ 6

G l u R e l-/
_

G l u R e l ＋/ _

G l u R E2 ＋/

R t (c o n tr o l) 1 6 .O j =1 4 1 (8) 3 5 3 ･0 土2 9 7 (8) 1 8 .6 7 士3 .0 5 (6) 3 7 3 7 ±2 l .5 (6) 1 6 .6 土3 .7 8 (8) 3 3 9 ･5 ±1 0 .6 (8)

L t (t r e a te d)

L t

L t

L t

9 .5 士2 .3 8 (8)

1 5 .7 j =0 .5 8 (6 )

1 7 ･3 j = 1 .7 1 (4)

1 7
.5 j =3 .8 0 (l l)

3 5 1 .5 i =2 8 .4 (8)

3 7 7 ･3 士1 9 7 (6 )

2 9 2 ･5 j =7 3 2 ( 4)

3 0 5 .8 j = 3 1 3 (l l)

2 ･7 5 士0 .9 6 (6)

1 4 .O j = 1 .8 3 (5)

1 2 .5 j =2 1 5 (1 2)

2 .8 3 j = 1 . 1 7 (6 )

2 6 3 .O j =1 1 3 (6 )

3 4 1 .8 士1 9 .6 (5)

3 3 9 l ± 2 9 .6 (1 2)

2 5 6 .5 土3 2 .9 (6)

3 .3 8 ±1 .5 1 (8)

1 7 9 士3 .6 7 (1 0)

6 .8 8 j =4 . 0 5 (8)

1 0 0 士0 .0 0 ( 1 4)

3 0 5 .3 j = 1 8 .1 (8)

3 1 3 .3 土3 3 . 8 (1 0)

2 3 1 .5 士4 3 . 2 (8)

1 6 3 .8 土2 8 .3 (1 4)

m e a n 土 S D (n )

表 2 一

過性虚血 に よ る 網膜神経細胞壊 死 に お け る

N M D A 受容体 E サ ブ ユ ニ ッ ト 欠損 の 効果 . 各

群 マ ウ ス の ( 神経節細胞/ 外箱粒層細胞) 比 (
o/.)

を示 して い る . T a b le l よ り
,
虚値負荷後 に 最 も

変化の 少な か っ た 外額粒層細胞を基準 に し て
,

神経節細胞数の 変化率を求 め た .

g e n o ty p e

is ch e m i c

ti m e

( m in)

d ay s a 氏e r r ep e r fu sio n (d)

3 7 1 4

C 5 7 B L/ 6

G l u R cl -/ -

G l u R el ＋/ -

G l u R e 2 ＋/ -

0 4 .5 4 土0 .3 0 ( 8) 5 .0 2 土0
.
9 1( 6) 4 .8 5 土1 .3 8( 6)

6 0

6 0

4 5

4 5

2 .7 4 土0 .8 1( 8)

4 11 5士0 .0 7( 6)

5 .9 1 士0 .7 1 (4)

5 ･6 0 j =1 .2 1 (l l)

1 .0 5士0 .4 0 ( 6)

4 .0 9 j =0 .4 2 ( 5)

3 ･7 0 土0 .6 5 (1 2 )

1 ･1 3 士0
.5 5 (6)

1
･
1 0 j =0 .4 8 ( 8)

5 ･7 0 j=1
.0 4 (1 0)

3 ･3 3 士2 .4 0 ( 8)

O 16 2 土0 .1 0 ( 1 4)

m e a n 土 S D ( n)

と し て
,
神経節細胞 の 変化率( 神経節細胞/ 外箱粒

層細胞 ×1 00 ; G C L / O N L 比) を算出した ( 表 2 ) .

また
,
遺伝子欠損 マ ウ ス の 網膜神経細胞 の 変化は

,

野生型 マ ウ ス を基準 と し て 比較 した . そ の 結果
,

野生型 マ ウ ス は コ ン ト ロ ー ル 眠が 16 .0 ±1 . 4 1 よ

り9 . 50 ±2
.3 8 ( n

- 8 ) と虚血解除3 日か ら統計学

的に有意な神経節細胞 の 減少を示 し た ( p < 0 .0 5
,

図 3 ) . 1 4 日 後 で は
, 神経節細胞数 は ほ ぼ 消 失 し

(3 .3 8 ±1
.5 1 ; コ ン ト ロ ー ル)

,
G C L / O N L 比は 4

.8

5 ±1 .3 8 か ら 1 . 10 ±0 .4 8 にま で減少した . なお
,
全
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図 3 虚血 負荷後 に お ける 野生 型
,
及 び G l u R ｡ 1 完全欠損 マ ウ ス の 網膜神経細

胞 の 変化率 ( G C L / O N L 比) .
T a bl e 2 よ り作成 グ ラ フ 中 の * は

,
野 生 塑

マ ウ ス の 値 を基準 に
,
t 検定 に て 5 % 未満の 有意差 を認 め た も の を示す .

観察期 間を通 し て 非 虚血 群 に お ける G C L / O N L

比の 平均値 は 4 .7 8 ±0 .90 で あ っ た . こ れ に対 し
,

G l u R E l 完全欠損 マ ウ ス は
,
1 4 日 時点 で

,
神経 節

細胞数 は 1 7 .9 ± 3 .6 7 と 有意 に 減 少せ ず
,
ま た

,

G C L / O N L 比も 5 .7 0 ±1 . 0 4 と
,
非虚血 群と有意 な

差 を認め なか っ た . 内額粒層細胞 は統計学的 に 有

意な変化を認め な い もの の
,
減少傾向を示 し た .

以上 の 結果より ,
G l u R E l サ ブ ユ ニ ッ ト完全欠損

マ ウ ス で は一
一

過性虚血 に よ り神経節細胞及び内額

粒細胞数 の壊死 が抑制さ れ る こ とが 明ら か に な っ

た . しかも
,
経過観察期間が長く なる に つ れ

, 神経

節細胞及び内額粒細胞数は変化し な い に も関わ ら

ず外額粒 層細胞 数が 減少 す る こ と か ら
,

G C L /

O N L 比 は逆に 増加傾向を示した ( 図 3 ) .

G ] u R E l サ ブ1 ニ ッ トと G l u R e 2 サ ブ1 ニ ッ ト

は 一 過性虚血 貞荷 に対 する感受性 が
､

異な る .

次 に虚血 に対す る G l u R ∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ ト の 果

たす役割 を評価する た め に G l u R ∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ

ト ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス と
,
対照と して 野生 型 マ ウ ス

及び G l u R ∈ 1 サブ ユ ニ ッ トを G I U R ∈ 2 サブ ユ ニ ツ



橋本 :
一

過性虚 血 によ る 遅発性網膜神経細胞死 に お け る N M D A 型受容体の 役割 45 1

c o n t r o1

呼盲
ぶノ

､弓
や

功 ふ

? !

Q
B h

h

3 d a ys
塩h ,三去i ; フ L,

恥 鳴 か 粥 ～

ノ
句 Q 4 点

'
√y. こ⊃

号
T
i

i
7

i 胤

で e 命 せyb

s 7 d a y s

C
サ

1 4 d a y s

E l ＋/ -

E 2 ＋/ -

a

) ＼〝
/

I

野
′

才

y･r

一
心

⊂
多 と声t (

/

P
P

Q 上

図 4 虚血負荷後 に お ける各群 マ ウ ス 網膜 の 変化 . G l u R E l ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス ( E l ＋/ - ) ( A
,
B

,

C
,
D )

,
G l u R E 2 ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス ( E 2 ＋/ - ) ( E

,
F

,
G

,
H ) の 網膜を

,

コ ン ト ロ ー

ル ( A
,

E )
,
3 日 後 ( B

,
F )

,
7 日 後( C

,
G )

,
1 4 日後 ( D

,
H ) で 示 し て い る .

ヘ マ ト キ シ レ ン ー エ オ

シ ン 染色. 光学顕微鏡40 0 倍 . ス ケ ー

ル バ ー は25 FL m を示す .

トと同様に ヘ テ ロ 欠損させ た マ ウ ス を用 い て 比較

した . 各サ ブ ユ ニ ッ トを ヘ テ ロ 欠損 に する こ と に

よ り
,
網膜上 にお けるそれ らサ ブ ユ ニ ッ ト の 発現

量は半量と な る . 生 後2 4 時間以内で 致死 し て しま

う G l u R ∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ ト完全 欠損 マ ウ ス を実験

に 用 い る こ と は不可能 で あるが
, 発現量を半量 に

した ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス で あれば生存が可能 で ある

た め に 評価す る こ とが で き る と考え た . 前 述 の

G l u R E l 完全欠損 マ ウ ス と同様 に
,
60 分間 の 一 過

性虚血を負荷する と
,
網膜神経細胞 の 壊 死 の 程度

は各群間 で 全く差異を認められ なか っ た た め
,
虚

血負荷時間を45 分に減少させ た . その 結果
,
G l u R

∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ ト ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス は
,
虚血解 除

3 日後で は網膜細胞 の 変化はあまり認め な か っ た

が ( 図 4 F ) ,
7 日後以 降 で は 急激 に減少 し

,
1 4 日

後で はほ と ん どの 神経節細胞及 び内頼粒細胞の 消

失を見た( 図 4 G
,
4 H ) 一 方

,
G l u R E l サブ ユ ニ ッ

ト ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス は
,
3 日後で は 変化を認め な

か っ たが ( 図 4 B )
,

7 日後よ り僅 か な減少を認め

た ( 図 4 C ) . 1 4 日後に神経節細胞 及び 内頼粒 層細

胞 の 減少と内網状層 の 罪薄化を認め た が
,
その 程

度は野生型よ り軽度 で あ っ た ( 図 4 D ) .
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図5 虚 血 負荷後 に お ける 野生 型
,
G l u R E l ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス

,
及 び E 2 ヘ テ

ロ 欠損 マ ウ ス の 網膜神経細胞 の 変化率 ( G C L / O N I + 比) . グ ラ フ 中 の *

は
,
野生型 マ ウ ス の 値 を基準 に

,
t 検定 にて 5 % 未満の 有意差 を認 め た も

の を示す .

G l u R ∈ 1 サ ブ ユ ニ ッ ト完全欠損 マ ウ ス と 同様

に 網膜各層 の 神経細胞数の 変化 を定量的 に評価 し

た ( 表 1
,
2

, 図 5 ) . そ の結果 ,
G l u R ｡ 2 サブ ユ ニ ッ

ト ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス は
,
虚血解除 3 日 目ま で は野

生型よりも有意 に神経節細胞が維持 さ れ た ( 1 7 .5

±3 . 80
, p < 0 .0 1) . しか し 7 日後以降の 細胞壊死 の

程度は神経節細胞及び 内頼粒層細胞ともに 野生 型

と有意差が なく
,
1 4 日後 で は 野生 型と 同様 ,

ほ と

ん ど の網膜細胞が 消失し た ( 1 .0 0 ±0 .0 0) .
こ れ に

対 し て G l u R ∈ 1 サ ブ ユ ニ ッ ト ヘ テ ロ 欠損 マ ウ ス

は
,

7 日後ま で は神経節細胞及び 内額粒細胞 の 変

化が認められなか っ たが
,
1 4 日 後にな る と

,
両者

とも有意 に減少し て い た ( 6 .8 8 ± 4 .0 5) . 同様 に 内

網状層 の 弄薄化も認め た . こ れ ら の 結果 は
,
G l u R

E l サ ブ ユ ニ ッ ト と G l u R ∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ ト の 虚

血 に対す る応答性が異な っ て おり ,
G l u R ∈ 1 サ ブ

ユ ニ ッ トが より強 い 影響を持 つ こ とを示す.

また
, 本虚血 モ デ ル に おける神経細胞死 の 様式

を検索す る 目的で
,
全て の 虚血 負荷動物 群 に 対

し て T U N E L 染色を行 っ た . そ の 結果 , 神経細胞

が減少 し て い る 層 で
,
陽性像が

一

部認め ら れ た

( 図6 ) .
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図 6 虚血 彼 の マ ウ ス 網膜 に お け る ア

ポ ト ー シ ス 細胞 の 検出 . 虚血 解除

2 週間後 の 野生型 マ ウ ス 網膜 に対

し て T U N E L 染色を施行 し た
.

既 に ほ と ん ど の 神経節細胞 が 脱

落 し て い る が
,

一

部 に陽性細胞を

認め る ( 矢印) , 光学顕微鏡4 0 0倍 .

ス ケ ー

ル バ ー は25 FL m を 示す .

考 察

一

過性虚血 後に生 じる 網膜神経細胞 の 減少は
,

N M D A 型受容体チ ャ ネル 亡 1 サ ブ ユ ニ ッ トを欠

損 した マ ウ ス にお い て 抑制される こ とが 明らか に

な っ た . さら に こ の サ ブ ユ ニ ッ ト の発現が半量残

る ヘ テ ロ 欠損型 で 効果が低下 した こ とか ら
,

その

機能が活動量依存的 で ある こ とを示唆 し て い る .

こ れ に対し て
,
G l u R ｡ 2 サ ブ ユ ニ ッ トを欠損 し た

マ ウ ス の 結果は
,
虚血負荷 に対する反応 に違 い が

あり
,
G l u R ∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ トが G l u R ∈ 1 サ ブ ユ

ニ ッ トと は異 な る機序 で 神経細胞死 に 関与する可

能性 を示 し て い る . しか し
,
そ の 効果 は G l u R ∈ 1

サ ブ ユ ニ ッ ト に比 べ て 弱 い もの で ある と考えら れ

る . また
,

こ れまで の 報告 で は
,
ア フ リカ ツ メ ガ エ

ル卵母細胞発現系で み た E l / ( 1 c h a n n el と E 2 /

( 1 ch a n n el の カ ル シ ウ ム透過性 に大 きな差が 認

められなか っ た
10) こ とか ら

,
虚血 による網膜神経

細胞の 壊死には
,

カ ル シ ウ ム の 流入 の み で はなく
,

G l u R ∈ 1 サブ ユ ニ ッ トを介し た シ グ ナ ル が 関与

し て い る こ とが考えられる . G l u R ∈ 1 サ ブ ユ ニ ッ

ト( M r 175 K) 及び ∈ 2 サ ブ ユ ニ ッ ト( 180 K ) は

極め て その 配列と分子量が類似し て い る が
,
C 末

端側 で異な っ た部位も存在し て い る こ と か ら
,

こ

の 領域 が
,

こ れら の 機能 の 差の 原因 で ある か も し

れな い
. ま た

,
G l u R E l サ ブ ユ ニ ッ ト及 び Gl u R

E 2 サ ブ ユ ニ ッ ト の 発現が確認され て い な い 外 頼

粒層細胞が軽度 に減少 した こ と は
,
N M D A 型受

容体を介さな い 細胞死 の機構が関与したと推定さ

れ る .

また
,
虚血 負荷 され た網膜 に お い て

,
T U N E L

染色に陽性を示す細胞 が
一

部認め られ た ことから
,

一 過性虚血 による神経細胞死に は ア ポ ト
ー シ ス の

機構が関与 したもの もある こ とが示唆 さ れ た . た

だし
,
T U N E L 染色陽性細 胞 はネク ロ ー シ ス の 機

序 で死ん だ細胞 で も認め られ る こ とが あり
,
陽性

細胞 の 全て の 原因が ア ポ ト ー

シ ス によ るもの で は

な い と思われ る . む し ろ 高眼圧負荷 によ る虚血 に

よ っ て
,
ネク ロ ー シ ス 及 び ア ポ ト

ー

シ ス の 双方を

含む死 の 径路が活性化 して 最終的に細胞を死 に至

ら しめ て い ると考えた方がよ い で あろ う . 以上 の

こ とか ら
,
N M D A 受容 体 , 特 に G l u R ｡ 1 サ ブ ユ

ニ ッ トは網膜神経細胞死に主要な役割を果た して

い る こ とが考えられ る . た､ だ し
,
それ ぞれ の 細胞

死が い ずれ の 径路 の 結果に因 っ て い る の かは我 々

の 研究 で は明らか で はな い
. 近年の 報告 による と

,

高眼圧 負荷 に よる細胞死 の 径路 に c a s p a s e-3 が 関

与し て い る と の 報告が あるもの の
,
そ の 分子機構

は未だ明らか で はな い
1 1)‾1 3)

近年
,
培養神経細胞を用 い た研究によ り

,
N M D A

型受容体と は別 に
,

A M P A 型受容体 が神経細胞

死 に 関与し て い る とする報告があ る
14) 1 5)

.
こ の こ

とは
,
虚血負荷 に よる網膜神経細胞 死 の 過程 が必

ず しも 1 径路 で はな い こ とを示唆 して い ると考え
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られ る

網膜上 の 神経節細胞 及び ア マ ク リ ン 細胞 に は

N M D A 型受容体 E l サ フ ユ ニ ッ ト
,

E 2 サ ブ ユ ニ ソ

ト及び ; 1 サ ブ ユ ニ ソ トが存在し て い る こ と は既

に知られ て い る16 卜 18) 生体 内 にお い て
,
N M D A

型 グ ル タ ミ ン 酸受容体チ ャ ネル G l u R E サ ブ ユ ニ ッ

トの 分子的多様性が
,
機能的多様性 の 基盤 で あ る

こ と は様 々 な研究 で示 され て きた
10) 今回の 研究

に より
,

一

過性 虚 血 に よ る網 膜神 経細 胞 死 に
,

Gl u R ∈ 1 サ ブ ユ ニ ノ ト が そ の 誘導決定 因子 と し

て働く こ とが明らか にな っ た こ の こ と は
,
細胞

死と いう負の 事象にも ,
Gl u R ∈ サ フ ユ ニ ノ ト の

分子 的多様性が基礎 にある こ と を示し
,
非常 に興

味深 い

結 語

虚血性疾患によ っ て 過剰 に産生され たグ ル タ ミ

ン 酸によ る興奮毒性が細胞死に関与 して い る こ と

は
,

こ れまで 間接 的に示 さ れ て き て い る が
, 今回

の 研 究 に よ り
,

その 分 子機 序 の 主 要な 役 割 を

N M D A 型受容体 Gl u R E l サ ブ ユ ニ ノ トが果た し

て い る こ とが 明確 に示さ れ た こ の 結果 は
, 将 来

にお ける G l u R E l サ フ ユ ニ ッ ト選択 的阻害剤 が

神経節細胞死を引き起 こ しうる病態に対する有効

な治療となりうる可能性を示唆し て い る
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