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始 文 内 容 の 要 旨

目 的:ラット網膜にブラジキニンB2受容体が内在することを確認し,ラット網膜初代培養神経細胞を用いてグル

タミン酸誘発神経細胞死に対するブラジキニンの作用を検討した｡

対象と方法:ブラジキニンB2受容体抗体を郡 ､てラット網膜の免疫組織染色を行い,さらに胎生17-19日齢のラット

胎児網膜より単離した初代培養神経細胞から得られたRNAを用いてRT-PCR法でブラジキニンB2受容体のmRNAの発

現を調べた｡グルタミン酸毒性は,グルタミン酸 (lmM)に10分間暴露後,グルタミン酸を含まない培養液でさらに1時

間培養して定量した｡.またブラジキニンの効果はグルタミン酸と同時投与で評価した｡培養神経細胞における薬物の神経細

胞毒性はトリパンブルー色素排除法で定量した｡

結 果:免疫組織染色でブラジキニンB2受容体はラット網膜の神経節細胞層,内頼粒層,外頼粒層に分布すること

が確認され,また実験で用いたラット網膜培養神経細胞にブラジキニンB2受容体のmRNAの発現が認められた｡その培

養細胞はグルタミン酸 (1mM)に10分間暴露後,グルタミン酸を含まない培養液でさらに1時間培養すると生存率は著明

に低下した｡しかしブラジキニン(0.001-1J上M)をグルタミン酸と同時に投与すると,グルタミン酸誘発細胞死に対して

用量依存性に括抗作用を示し,細胞死は抑制された｡またブラジキニンB2受容体括抗薬 (Hoe140,1pM)をブラジキニ

ン (lfLM)と同時に投与するとブラジキニンの保護作用は抑制された｡ さらにブラジキニン (1FEM)は,カルシウムイオ

ノフォアであるイオノマイシン(1〟M)や一酸化窒素 (NO)生成剤であるニトロプルシッド(SNP,500〟M),一酸化窒素

(NO)とラジカルを同時に生成するSIN-1(10pM)で誘発される神経細胞死に対しても括抗作用を示したo

結 論:ラット網膜にはブラジキニンB2受容体が内在し,実験で用いたラット網膜培養神経細胞にもブラジキニン

B2受容体の存在が確認されたo網膜神経細胞において, ブラジキニンはこのB2受容体を介してグルタミン酸誘発神経毒

性に対して保護効果を持っことが示唆されたoこのブラジキニンのグルタミン酸毒性に対する抵抗作用は,グルタミン酸に

よるCa2十の細胞内流入の阻害や,Ca2+が流入した後のNO生成段階での阻害ではなく,NO発生後の段階かつラジカル発

生前に作用点があると考えられた｡

独 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

虚血性網膜障害の中心的機構が興奮性伝達物質グルタミン酸受容体率のN-メチル-D-アスパラギン酸 (NMDA)受容休

を介するCa2+の細胞内流入と,それに続く一酸化窒素の発生と活性酸素フリーラジカルとの反応に基づくことが知られて

いる｡ 本論文はグルタミン酸神経毒性に対して,"Ischemicpreconditioning''関連で注目されているブラジキニンの作用を

検討したものである｡
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免疫組織染色でブラジキニンB2受容体がラット網膜の神経節細胞層,内頼粒層,外頼粒層に分布することが初めて確認

されたoブラジキニンはこのB2受容体を介してグルタミン穀誘発神経毒性に対して桔抗作用を示し,細胞死は抑制されたO

さらにカルシウムイオノフォアであるイオノマイシン,一酸化窒素 (NO)生成剤であるニトロプルシッド,NOとラジカル

を同時に生成するSIN-1を用いた実験結果から,ブラジキニンのグルタミン酸毒性に対する結抗作用は,グルタミン酸によ

るCa2十の細胞内流入の阻害や,Ca2十が流入した後のNO生成段階での阻害ではなく, ラジカル生成段階での阻害にその

作用点があると考えられた｡

以上の研究はグルタミン酸誘発網膜神経細胞死に対して,ラジカル生成段階での阻害剤が急性投与でも有効であることを

明らかにしたことで,虚血による網膜神経細胞死の抑制すなわち網膜虚血性疾患の治療に寄与するところが多い｡

したがって,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12年2月25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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