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論  文  内  容  の  要  旨  

脳由来神経栄養因子brain－derived neurotrophic factor（BDNF）および毛様体神経栄養因子ciliaryneurotrophic factor  

（CNTF）は，中枢神経系の様々なニューロンの生存・分化を制御することが示唆されてきた。網膜は系続発生学的に中枢  

神経系に属しており，種々の神経栄養因子，サイトカイン類の発現が報告されている。これらの栄養因子・サイトカインの  

中でもBDNFとCNTFが網膜で高い発現を示すことが知られているが，機能の詳細については未だに不明の点が多い。そ  

こで本研究では，BDNFおよびCNTFの網膜障害に対する保護作用を明らかにする目的で，光障害，KCN障害および初  

代網膜培養細胞の生存に対する作用を解析し，以下の新知見を得た。  

第一章 光照射障害に対するBDNFおよびCNTFの保護作用   

色素上皮系の障害である網膜色素変性症や老人性黄斑変性症における危険因子の一つとして，光による網膜障害が指摘さ  

れている。そこで，白色ラットに48時間以上連続的に強い光照射（2000ルクス）することにより誘発される網膜障害を網膜  

電図により解析したところ，視細胞機能を示すa波と内顆粒層細胞機能を示すb彼の振幅がともに減少した。光照射48時  

間前にBDNFあるいはCNTFを硝子体内に単回投与することにより，光照射誘発障害は異なる様式により抑制された。す  

なわち，BDNFでは，b波振幅の減少が改善されたが，a波振幅の減少には影響を与えなかった。また，強い光照射環境か  

ら通常の光環境（＜50ルクス）に戻した時に生じるb波振幅の部分的な回復も，BDNFの硝子体内投与により促進された。  

一方，CNTFでは，連続的光照射により誘発されるa波およびb彼の振幅の減少がともに改善された。CNTFによる網膜  

保護作用は，phosphoinositideT3kinase（PI3キナーゼ）阻害薬であるLY294002の硝子体内投与によって抑制された。以  

上の結果より，連続的光照射により誘発される網膜障害に対してBDNFは主として内頼粒層細胞を保護すること，一方，  

CNTFは視細胞および内顆粒層細胞の両者を保護し，その作用にはPI3キナーゼ系が関与することが明らかになった。  

第二章 KCN誘発網膜障害に対するBDNFの保護作用   

BDNFが光照射障害モデルにおいて網膜内層に対する保護作用を発現したことから，網膜内層に選択的な障害を惹起す  

る虚血性網膜障害モデルの一つであるKCN障害に対する作用を検討した。成熟ラットの摘出眼球を370cのクレブス・リ  

ンゲル液中に1～3時間静置することにより網膜を組織学的に正常な状態で維持することができることを見出し，摘出眼球  

を用いた網膜障害評価の実験方法を確立した。クレブスリンゲル液へのKCN添加により内顆粒層に特異的に細胞膨潤およ  

び細胞脱落が生じ，このようなKCN誘発網膜障害はインキュべ－ト液中のCa2＋を除去することにより抑制された。次い  

で，AMPA／kinate受容体遮断薬1，2，3，4－tetrahydro－6－nitro－2，3－dioxo－benzo［f】quinoxaline－7－Sulfonamide（NBQX）お  

よびNMDA受容体遮断薬MK－801の作用を検討したところ，NBQXがKCN誘発網膜障害を抑制したのに対して，MK－  

801は影響を及ぼさなかった。BDNFをin vivoにおいて硝子体内投与し，投与2日目に眼球を摘出し，30分間のKCN処  

置を行うと，BDNFは濃度依存性にKCN誘発網膜障害を抑制した。さらに，BDNFはKCNにより誘発される硝子体内  

グルタミン酸量の上昇を抑制した。網膜に特異的に発現するカルシウム結合タンパクである calretininに注目して免疫組織  

化学的検討を行ったところ，BDNFは内顆粒層細胞におけるcalretinin陽性細胞数を増加した。以上の結果より，摘出眼の  
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KCN処置において，グルタミン酸遊離に伴うAMPA／kinate受容体の過剰刺激によりCa2＋の過剰流入が生じ，網膜内顆  

粒層細胞の障害が生じることが示唆された。BDNFは細胞内Ca2＋制御機構を克進することにより網膜内層の保護作用を発  

現すると推定される。  

第三章 CNTFの培養網膜細胞生存促進作用   

視細胞は網膜における光受容細胞として重要な役割を果たしており，老人性黄斑変性症などの多くの網膜疾患で障害を受  

けるが，その変性を阻止する薬物は見出されていない。CNTFの視細胞に対する保護作用を解析する目的で，初代網膜培  

養細胞におけるCNTFの細胞生存維持作用及びシグナル伝達経路の解析を行った。生後7日目の新生仔ラットから摘出・  

単離した網膜細胞を培養することにより，約50％がロドプシン陽性細胞により構成される視細胞を主とした初代培養系を確  

立することができた。このような培養網膜細胞は，培養中に生存率が漸減し，初期の3日間でアポトーシス様の細胞死によ  

り生存率が低下した。視細胞を主とした培養網膜細胞の生存率の低下は，播種時からCNTFを投与することにより著明に  

抑制された。CNTFの網膜細胞生存促進作用は，PI3キナーゼ阻害薬LY294002およびmitogen－aCtivated protein kinase  

kinase（MAPKK）阻害薬PD98059により抑制された。以上の結果より，CNTFは視細胞のアポトーシスを抑制すること  

により網膜外層の生存を促進し，その作用にはPI3キナーゼシグナル経路が関与することが示唆された。   

以上，著者は，網膜における主要な神経成長因子，サイトカインであるBDNF，CNTFの作用を検討し，BDNFは細胞  

内Ca2＋制御系の機能を冗進することによりアマクリン細胞などの内顆粒細胞群の生存を促進するのに対して，CNTFは  

PI3Kシグナル経路を介して視細胞の生存を促進することを示した。本研究の成果は，網膜における神経栄養因子，サイト  

カインの作用機構の解明に有用な知見となるとともに，網膜色素変性症，老人性黄斑変性症などの網膜疾患の予防・治療に  

おいて重要な基礎的資料を提僕するものである。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

脳由来神経栄養因子brain－derived neurotrophic factor（BDNF）および毛様体由来神経栄養因子ciliary neurotrophic  

factor（CNTF）は，中枢神経系の様々なニューロンの生存・分化を制御する。網膜は系統発生学的に中枢神経系に属して  

おり，BDNF，CNTFを含む種々の神経栄養因子の発現が確認されているが，その機能の詳細については不明の点が多い。  

そこで，網膜障害に対するBDNFおよびCNTFの作用を明らかにする目的で，in vivoおよびin vitroの光障害，虚血性  

障害モデルにおけるBDNFおよびCNTFの作用に関する研究を行った。  

第一章 光照射障害に対するBDNFおよびCNTFの保護作用   

色素上皮系の障害である網膜色素変性症や老人性黄斑変性症における危険因子の一つとして，光による網膜障害が指摘さ  

れている。そこで，白色ラットに48時間以上連続的に強い光照射することにより誘発される網膜障害を網膜電図により検討  

したところ，視細胞機能を示すa波と内顆粒層細胞の機能を示すb彼の振幅がともに減少することが明らかになった。こ  

のような光照射誘発障害は，光照射前にBDNF，CNTFを硝子体内に単回投与することにより抑制された。BDNFでは，  

b彼の振幅値の減少は改善され，a波振幅値の減少へは影響を与えなかった。また，強い光照射環境から，通常の光環境で  

飼育した時，自然にb波振幅値が部分的に回復するが，BDNFの硝子体内投与により，この機能回復を促進した。一方，  

CNTFでは，a被およびb彼の減少がともに改善された。CNTFによる網膜保護作用は，Phosphoinositide－3kinase（PI3  

キナーゼ）阻害薬の硝子体内投与により抑制された。以上の結果より，光連続照射障害に対し，BDNFは主として内顆粒  

層細胞を保護するのに対し，CNTFは視細胞および内顆粒層細胞の両者を保護し，その作用にはPI3キナーゼ系が関与す  

ることが明らかになった。  

第二章 KCN誘発網膜障害に対するBDNFの細胞保護作用   

虚血性網膜障害に対するBDNFの作用を解析する目的で，ラット摘出眼球を用いて，KCN誘発障害を検討した。成熟  

ラットの摘出眼球を，眼球状態のまま，370c，クレブスリンゲル液中に1～3時間静置することにより，組織学的に正常  

別犬態で維持され，KCN添加により内顆粒層細胞の細胞群に特異的な膨潤あるいは細胞脱落が生じた。KCN誘発障害は  

Ca2＋キレ一夕ーおよびAMPA受容体遮断薬により抑制されることなどの知見により，摘出眼球のKCN障害における内顆  

粒細胞層の細胞群の脱落にはAMPA／kinate受容体を介したCa2＋障害が関与すると結論された。次いで，BDNFのKCN  
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誘発障害に対する作用を検討した結果，事前にinvivoにおいてBDNFを硝子体内投与することにより，KCN誘発障害が  

著明に抑制されることが明らかになった。KCN誘発障害にはCa2＋が重要な役割を果たすことから網膜に特異的に発現す  

るCa2＋結合タンパク質であるcalretininに注目してBDNFの作用機序の解析を行い，BDNFは細胞内Ca2＋量の制御機構  

を賦活化することによりKCN処置により過剰遊離されたグルタミン酸による細胞毒性た対する保護作用を発現することを  

明らかにした。  

第三章 CNTFの網膜培養細胞に対する保護作用   

CNTFの視細胞に対する保護作用を解析する目的で，初代網膜培養細胞におけるCNTFの細胞生存維持作用及びシグナ  

ル伝達経路の解析を行った。生後7日目の新生児ラットから調整した網膜初代培養は，約50％ロドプシン陽性細胞であり，  

培養3日間にアポトーシス様の細胞死を引き起こした。播種時よりCNTFを添加することにより視細胞系のアポトーシス  

が抑制された。CNTFの生存維持作用に関わるシグナル伝達経路に関する薬理学的解析を行った結果，CNTFはPI3キナ  

ーゼシグナル経路を介して視細胞の生存を維持することが示された。   

以上の研究は，網膜において，BDNFは細胞内Ca2＋制御系の機能を完進することによりアマクリン細胞などの内顆粒細  

胞群の生存を促進するのに村して，CNTFはPI3キナーゼシグナル経路を介して視細胞の生存を促進することを明らかに  

した。本研究成果は，網膜における神経栄養因子の作用機構の有用な知見となるとともに，網膜色素変性症，老人性黄斑変  

性症などの網膜疾患の予防・治療において，重要な基礎的資料を提供するものである。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものとして認める。   

更に，平成16年11月22日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。  
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