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論文内容の要旨

メタロチオネイン伽etallothionein;MT)は,分子量約6000のシステイン含有蛋白質であり,Ⅰ･II･ⅠⅠⅠ･

ⅠⅤの4つのアイソフォームが存在する｡ⅠとⅠⅠは晴乳動物の全身の暑呂官で発現しているが,ⅠⅠⅠは脳,ⅠⅤは舌

と皮膚の上皮細胞に発現が限局している｡

町の作用には重金属解毒作用やフリーラジカル消去作用が知られており,細胞保護に働く生体内防御蛋白と

考えられている｡

今回我々はN-methyl廿aspartate OMDA)による網膜神経節細胞死におけるMTの関与を明らかにするため,

網膜樟害時のMT-Ⅰ/ⅠⅠ/ⅠⅠⅠの発現を検討し,またMT-I/ⅠⅠ欠損マウスを使用,さらにMTinducerである亜鉛,

Vit.D3を使用した｡

〔対象と方法〕

1nvIvorC体重20～25gのMT-Ⅰ/II欠損マウスとその野生型マウス忙57BL/6J)を用い,以下①～⑦の実験を

行った｡血ガ加でラット由来R∝細胞抹R∝-5を継代維持し,⑧の実験を行った｡

① 野生型マウス片眼にⅧ心Aを硝子体投与してから4,12,24時間後に網膜サンプリングを行い,耶ⅧRMを

リアルタイム町一打R法で定量した｡

② 野生型マウス片眼への用心A投与12,24時間後の眼球組織切片で,抗肝抗体を用いて免疫染色した｡

③ 野生型および町欠損マウス各9匹の片眼にN瓜肌を投与し,1週間後に眼球摘出後肥染色組織切片を作製

した｡

④ 野生型マウス片眼に附を誘導する硫酸亜鉛とその溶媒である硫酸を硝子体内投与し24時間後に肌免疫染

色をした｡

⑤ 野生型および附欠損マウス各8匹の片眼に硫酸亜鉛とその溶媒である硫酸を前処置として硝子体内投与し,

24時間後にM血Aを投与した｡そして1週間後に眼球組織切片を作成し肥染色をした｡

⑥ 野生型マウス片眼にVit.D3とVehicle(溶媒)を硝子体内投与し24時間後にMT免疫染色をした｡

⑦ 野生型マウス10匹の片眼にVit.D3,11匹の片眼にVehicle(湘彩を前処置として硝子体内投与し,24

時間後にN肥Aを投与した｡そして1週間後に眼球組織切片を作成し旺染色した｡

⑧ 網月新中経節細胞株RGC-5を継代維持し,ButhionineSulfoximine(BSO)とグルタミン酸を添加し酸化ストレ

スを惹起させ,Vit.D3添加によるRGC障害の影響を確認するためHoechst33342とYO-PRO-1の蛍光核染色

法を用い死細胞率を測定した｡

網月鄭轄時の町の関与を確認する方法として,リアルタイムRT一打Rと耶免疫組織標本で町発現を調べた｡

また網月新中経節細胞死を評価する方法として,服染色組織標本の網月新中経節細胞数(R(℃数)をカウントする

ことにより,灯欠損マウスと野生型マウスの比較を行った｡

〔結 果〕

① 野生型マウスにおけるリアルタイムRT-ⅣRで網月莫内の町発現をみると,椚一ⅠⅠ劇AはM瓜仏投与12時間

後に有意な増加を認めた｡一方,附-Ⅰ,ⅠⅠⅠでは持続的かつ有意に低下した｡(*:pく0.05,*:pく0･01
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Dumett's test)

② 野生型マウスでのNⅦ肌投与後の灯免疫組織標本では,網膜内層で灯免疫活性が増加した｡

③ 州此机投与後の肥染色組織標本では,附欠損マウスも野生型も網膜内層が障害されR∝数は減少し,灯欠

損マウスのRGC数は野生型と比べ有意に減少していた｡(*:pく0.01Student's t-teSt)

④ 野生型マウスにおける亜鉛投与後の肝免疫染色では,網膜内層における附免疫活性が増加した｡

⑤ 旺染色組織標本では,野生型マウスで亜鉛前処置をするとⅧ心A投与でのR(に数の減少を有意に抑制した(*:p

く0.05 Student's tLteSt)｡またMT欠損マウスでは亜鉛前処置によるRGC数の減少抑制効果は消失した｡

⑥ 野生型マウスでのVit.D｡投与後の肝免疫染色では,網膜内層の町免疫浄性が増加した｡

⑦ 旺染色組織標本では,野生型マウスでVit.D3を前処置すると,Ⅷ心A投与でのR∝数の減少を有意に抑制

した(*:pく0.01Student's卜test)｡

⑧ YO-PRO-1陽性細胞率(死細胞率)を測定すると,Vit.D｡前投与で酸化ストレスによる死糸鵬率が有意に抑

制された(*:p〈0.05,*:pく0.01Student's t-teSt)｡

〔考 按〕

本研究において,我々溺糊莫障害時におけるMTの役割を,MT-I/II欠損マウスとMTinducerである亜鉛,Vit.

D｡を使用することにより評価した｡

野生型マウスにM瓜仏を硝子体投与して12と24時間後に,網膜内層で町免疫活性の増加を確認した｡附-Ⅰ/ⅠⅠ

欠損マウスでは,同様にⅧ瓜Aを硝子体投与しても灯免疫活性は増加しなかった｡

NMDA受容体を活性化させると細胞内へCa2+イオンが流入して細胞内Ca2+イオン濃度が上昇する｡また細胞内活

性酸素も増加し細胞生命活動を低下させる｡さらに細胞内還元型グルタチオンが消耗して,細胞内活性酸素を不

活化させる能力が著しく阻害され細胞死をきたす｡酸化ストレスは細胞内活性酸素を増加して細胞死を誘導する

ため,酸化ストレスi羊よる細胞死は脳梗塞,アルツハイマー病,パーキンソン病などの急性または慢性の様々な

神経疾患の最終病態としての神経細胞死の原因と関係があるとされている｡このような細胞死が起こる病的状態

では,附が増加してフリーラジカル消去能の低下を補う｡このことは我々が野生型マウスのN仙A投与による網

月鄭轄モデルで肌免疫活性の増加を確認できたことからも説明できる｡そこで網膜障害時にどの附アイソフォ

ームが上昇するか検討したところ,附-ⅠImRMがNⅦ池投与12時間後に有意な増加を認めた｡このことからⅧトⅠⅠ
が,増加した附の主体であると確認できた｡

また附-Ⅰ/ⅠⅠ欠損マウスを使用して網膜神経節細胞死における椚の関与を調べた｡N肥A硝子体投与7日後の

肥染色組織標本では,MT欠損マウスのRGC数は野生型と比べ有意に減少していた｡この結果からMTがRGCに対

して細胞保護に作用することが示唆された｡

さらにMTinducerである亜鉛,Vit.D,を使用して,NMDA障害モデル(invivo)とRGC-5培養細胞酸化スト

レスモデル(invitro)でMT作用を確認した｡亜鉛やVit.D3は細胞内MTmRNAレベルを上昇させることが報

告されており,我々の実験でも野生型マウスへ亜鉛とVit.D｡を硝子体投与すると網膜内層における附免疫活

性の上昇を確認した｡NⅦ娘によるRGC減少は亜鉛及びVit.D3前投与で有意に抑制され,その保護効果はMT欠

損マウスで消失した｡また培養R∝-5ではVit.D3前投与で酸化ストレスによる細胞障害を有意に抑制した｡

結論として,網月薪略障害において肝アイソフォームの中の椚-ⅠⅠがM瓜机によるR∝障害に対し,細胞保護

因子として中心的な機能をになうことが示唆され7㌔

論文審査の結果の要 旨

申請者 未森 晋典は,メタロチオネインーⅠⅠがⅧ心Aによる網月封中経節細胞死において細月割呆護因子として

機能することを明らかにした｡このことは生体機能分子学と眼科学の発展に少なからず寄与するものと考えられ

る｡
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