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論 文 内 容 の 要 旨

能動輸送に関係する Na-K-ATPaseの網膜電気活動における重要性が多くの生理学的および生化学的

研究により示唆されてきたが,その局在,特に細胞内政細局在についてはまったく明らかにされず,その

解明が待たれるところであったO現在のところ,組織化学的に ATPを基質として Na-K-ATPase活性

を検出しようとする試みは, いずれも失敗に終わっているo このような状況を打開するため, Ernstは

Na-K-ATPase複合体のしめす K-依存性フォスファタ-ゼ活性をパラナイトロフェニルりん酸を基質と

して検出する Sr-Pb2段階法を発表したO しかしながら,この方法には2つの重大な欠陥が存在するた

め,その後,馬鹿原らによりクエン酸鉛1段階法が開発され良好な結果が得られている｡泰研究の目的は

この新らたに開発された方法をもちい,Na-K-ATPaseの部分反応であるウワバイン感受性,K-依存性

パラナイトロフェニルフォスファタ-ゼ (K-甲PPase)活性の網膜における微細局在を insituに検出す

ることにある｡

成熟モルモットを2%パラフォルムアルデヒドおよび0.25%グルタールアルデヒド混合液により5分間

潅流固定した｡直ちに眼球を摘出し,凍結 ミクロトームあるいはピプラトームをもちいて 10-50βの切

片とした｡これらの切片を馬屋原らの浸漬液中で5-25分間浸漬した｡対照としては浸漬液より基質また

はKを除去したもの,阻害剤としてウワバイン (10mM)または PCMB-S(1mM)を添加したもの等を

もちいたOさらに比較のため, クエ ン酸鉛法により非特異的アルカリフォスファ､タ-ゼ (ALPase),Mg-

ATPase活性も検出した｡その後通常の方法にて光顔および電顕的に観察した｡

視細胞においてほ,K-NPPase活性は内節,核周囲細胞膜,シナプス膜に陽性であったが,外節では陰

性であったO就中,シナプス膜には反応産物が強陽性にみられたOニューロンおよび神経節細胞のシナプ

ス膜にも反応は強陽性であったが,核周囲部細胞膜では弱陽性であった｡神経節細胞の軸索である視神経

線維の反応は中等慶陽性であったO ミューラー細胞においては K-NPPase活性は全細胞膜で陽性であっ

たが,特に内網状層における突起部に強い活性がみられた｡これら細胞膜にみられる活性はウワバイン添
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加により1部押倒され,K-除去の場合にはほとんど消失した｡PCMB-S添加,基質除去によっては,皮

応はまったくみられない｡

これら細胞膜にみられる反応以外に, ミューラー細胞では小胞体,ゴルジ装置,核膜にも反応産物が認

められたo膜の活性とは異なり,これらの反応はウワバイン不感受性,K一非依存性であったO この様な

反応産物は神経細胞においては認められなかった｡

以上の結果からつぎのことが判明した｡(1)生理学的研究により示唆された,視細胞内節能動輸送説を支

持する結果をえたO(2)ニューロンにおいては,樹状突起および軸索に Na-冗-ATPase活性が強いO(3)i

ューラー細胞における Na-KrATPaseの主要な局在部位は内網状層における突起部であるO(4)ミューラ

ー細胞には Na-K-ATPaseの部分反応と異なるK-非依存性 NPPaseが局在する.

論 文 審 査 の 縮 黒 の 要 旨

Na-K-ATPaseによるNaおよびKイオンの能動輸送が網膜電気活動に重要な関連性をもつと示唆され

ているが,本酵素の局在,特に細胞内微細局在については現在までまったく不明であった｡本研究はNa-

K-ATPaseの部分反応である K-NPPase活性を電顕組織化学的に検出することにより,網膜 Na-K-

ATPase活性の局在を insituに観察したものである｡

これから,(1)視細胞におけるNa-K-pumpSiteは内節より近位であり,特にシナプス部に活性が強いO

(2)ニューロンにおいては樹状突起および軸索に活性が強いo(3)ミューラー細胞における最強活性部位は内

網状層突起部であるという興味ある結果が判明した｡これらは複雑に混在する網膜各構成細胞間のNaお

よびKイオンの流れを解明するための重要な基本的事実と考えられる.

さらに, 本研究でミューラー細胞 ERに限局してK一非依存性 NPPase活性が局在することを著者ら

が発見したが,この酵素はミューラー細胞の重要な指標酵素となりうるもので,今後の研究に貢献すると

ころ大である｡

したがって,本論文は医学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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