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論 文 内 容 の 要 旨

網膜においてグルタミン酸は興奮性神経伝達物質として機能しているだけではなく,虚血負荷において

生じる遅発性神経細胞死において重要な役割を担っている｡ この細胞死は,グルタミン酸受容体サブタイ

プの1つであるⅣ-methyl-D-aspartate(NMDA)受容体刺激によるCa2+の細胞内流入によってもたら

される｡ 細胞内Ca2+濃度の上昇が一酸化窒素合成酵素を活性化し一酸化窒素 (NO)を発生させる｡ 生

じたNOは,細胞外-直ちに拡散し,少量のNOはNMDA受容体を抑制してCa2十の細胞内流入を阻

止するため網膜神経細胞に対 し保護的に働 く｡ しかし多量に生 じたNOはsuperoxideと反応 して

peroxynitriteを生じ,周囲の網膜神経細胞を障害しグルタミン酸毒性を発現する｡

ビタミンB12は水溶性ビタミンの一つで視神経炎の際に臨床的にも用いられている｡ ビタミンB12の活

性型であるmethylcobalamin(MB12) はhomocysteineからmethionineを生成する際に必要な補酵素で,

この代謝経路により生成されるS-adenosylmethionine(SAM)は生体内で最大のメチル基供与体として,

種々のメチル基転移反応に関与している｡ 本研究の目的はグルタミン酸毒性に対するMB12の保護作用及

びそのメカニズムのinvitroでの検討である｡

実験には胎生16-19日齢の胎児ラットより単離した初代培養網膜神経細胞を10-12日間培養して用いた｡

培養6日目にcytosinearabinoside(10pM)を添加して,非神経細胞を除去した｡グルタミン酸毒性は

培養細胞をグルタミン酸 (1mM)に10分間暴露し,さらにグルタミン酸不含培地で1時間培養した後,

トリパンブルー染色法にて定量的に判定した｡MB12の投与方法は,培養初日からグルタミン酸投与実験

直前まで投与する慢性投与と,グルタミン酸暴露時及びその後のpostincubationに投与する急性投与と

でその効果を判定した｡

慢性投与実験では,MB12(0.01-10fLM)は用量依存性に保護作用を示した0-万,急性投与実験で

は,グルタミン酸毒性は抑制されなかった｡SAM (1FLM)を慢性投与した場合もMB12 (1pM)の慢
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性投与と同様の保護作用を示したが,急性投与ではMB12同様,グルタミン酸誘発細胞死は抑制されなか

ったOまた,一酸化窒素生成試薬 (sodiumnitroprusside,1mM)でグルタミン酸と同様の処置を行うと

著明な細胞死が誘発される｡この細胞死に対しても,MB12 (1FEM)あるいはSAM (1FLM)は慢性投

与することで保護作用を示した｡さらに,Ca2+蛍光指示薬であるFura-2を用いて,グルタミン酸 (50

〝M,10秒)刺激による細胞内Ca2+濃度の最大値を測定したところ,MB12あるいはSAM を慢性投与し

た細胞群と無処置の細胞群との問に有意差は認められなかった｡

以上の結果より,MB12はグルタミン酸受容体の発現及び機能に影響することなくSAM を介する代謝

経路を賦活化することにより,NMDA受容体を介するグルタミン酸誘発遅発性神経細胞死に対して保護

作用を発揮するものと推定された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

網膜においてグルタミン酸は興奮性神経伝達物質としての生理的機能だけではなく,遅発性神経細胞死

における神経毒としての作用がある｡本研究はグルタミン酸誘発遅発性神経細胞死に対するメチルコバラ

ミン (MB12) の保護作用及びそのメカニズムのinvitroでの検討である｡

ビタミンB12の活性型であるMB12はホモシステインからメチオニンを生成する際に必要な補酵素で,

この代謝経路により生成されるS-アデノシルメチオニン (SAM)は生体内でのメチル基供与体として,

種々のメチル基転移反応に関与している｡ MB12はグルタミン酸毒性に対して,同時投与では無効であっ

たが,培養初日からの前投与で用量依存性に保護作用を示した｡さらに,一酸化窒素生成試薬で誘発され

る細胞毒性を前投与で抑制した｡また,グルタミン酸毒性の最初のステップである細胞内-のCa2+の流

入に関しては前投与をしても対照群と有意差は認められなかった｡SAM をMB12と同様にグルタミン酸

毒性に対し検討したところMB12と同様の保護作用を示した｡従って,MB12のグルタミン酸毒性に保護

作用を示した｡従って,MB12のグルタミン酸毒性に対する保護作用はSAMのメチル基供与体としての

作用を介して発現していると考えられた｡

以上の研究はグルタミン酸神経毒性に対するMB12の保護作用及びそのメカニズムを解明したものであ

り,グルタミン酸神経毒性の関与する疾患に対する治療薬としての可能性を示したものである｡

従って,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成9年 2月12日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認

められたものである｡
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