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慶 慮 医 掌 ・8且(4):TL85～Tl98,2004

学 位 論 文

網膜 におけるNO,　 CO生 成系 を介 した

可 溶 性 ク ア ニ ル酸 シク ラー ゼ の調 節

慶慮義塾大学医学部眼科学教蜜

　　(指導:小 口芳久教授)

　 　 しも　　やユ　　　　　 ぽさる

　　下　山　　　勝

(耳乙成15隼12月12日 受`寸)

Key　 Words:soluble　 guanylate　 cyclase,　 carbon　 monoxide,　 nitric　 oxide,　 retina

　 可 溶 性 グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ・ビ(以 下sGC)は,血 管

内 皮 細 胞 や 神 経 組 織 な ど 多 く の 組 織 に お い てcyclic

GMP(以 下cGMP)依 存 性 の シ グ ナ ル 伝述 装 置 と して

量 要 な 役割 を 果 た して お り生 物 界 に広 く分 布 す る酵 素 で

あ る国}.sGCは α鎖.　 p鎖 二 つ の サ ブユ ニ ッ トか ら な

るヘ テ ロ ダイ マ ーで 構 成 され,一 酸 化 窒 素(以 下NO)

や 一 酸 化 炭 素(以 下CO)な ど の ガ ス状 モ ノオ キ シ ドと

結 合 す る こ と に よ っ て活 性 化 さ れ る.両 鎖 のC末 端 側

は,共 に アデ ニ ル酸 シ ク ラー ゼ と相 同 性 が 高 い ア ミノ酸

配 列 を も って お り,GTPをcGMPに 変 え る触 媒 部 位 と

考 え られ て い る.一 方,β 鎖 のN宋 端 側 に は ヘ ム 結 合

部 位 が あ り,ガ ス メデ ィエ ー ター に よ る酵 素 活 性 の 調 節

部 位 とな っ て い る.β 鎖 の ヒス チ ジ ン残 基(105・His)

が ヘ ム鉄 の 第5配 位 子 と考 え られ て お り,sGCは 休 止

状 態 に お い て は2廣 の ヘ ム鉄 を 有 して い る.NOが この

ヘ ム鉄 に結 合 す る とヘ ム鉄 を 引 っぱ り上 げ る効 果 に よ り

対 側 軸 配 位 子 で あ る ヒス チ ジ ン残 基 との 結 合 が 切 断 され

シ ク ラー ゼ部 位 が活 性 化 され る.COもNOと 同 様 に ヘ

ム鉄 に結 合 しsGCを 活 性 化 させ る が,　in　vitroに お け る

その 効 果 はNOに 比 べ は るか に 弱 い と され て い るSmell,

　 in　vivaに お いて,　 NO依 存性 のsGC活 性 化 にCOが

調 節 的 な役 割 を 果 た して い る のか 否 か 多 くの 議論 が あ る.

抗 血 小 板 薬 で あ るYC・1がCOに よ るsGC活 性 化 を

100倍 程 度 増 強 させ る との 報 告 が あ るが,生 体 内 に お い

て も未 知 の 内 因 性 低 分 子iガ ン ドがCOに よ る酵 素 活 性

化 にお いて ア ロ ステ リ ック効 果 を起 こ して い る可 能 性 が

あ るet.こ れ まで 神 経 型NO合 成 酵 素(以 下nNOS)や

CO生 成 酵 素 で あ る ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ(以 下HO)な

ど ガ ス産 生 酵 素 が 欠 潰 し た ノ ック ア ウ トマ ウ ス を用 い た

実 験 に お い て,COはNOと 協 調 してsGCを 活 倣 化 す

る こ と が 報 告 され て い る9+111.一 方,諏vitroの 実 験 に

お い てCOがNOに よ るsGC活 性 化 に対 して 抑 制 的 に

働 い て い る とい う報 告 も あ るゆ.こ の よ う にCOに よ る

cGMPの 調 節 に つ い て は不 明 な 点 が 多 く残 さ れ て い る.

　 神 経 組 織 に お け るcGMPの 生 成 部 位 に つ い て は,そ

の単 ク ロ ー ン抗 体 を 用 い た免 疫 組 織 学 的 手 法 に よ り調 べ

た 報 告 が あ る19.ui.し か し,　cGMPの 局 在 はsGCに よ

る調 節 の み な らずNOやCOの 調 節 を受 け な い膜 結 合 型

の グ ア ニ ル酸 シ ク ラ ー ゼ(以.ドpGC)や ボ ス ホ ジ ェ ス

テ ラ ー ゼ(以 下PDE)の 働 き に よ って も影 響 を 受 け て

い る.こ の よ うに 生 体 内 に お け るNOやCOな どの が ス

生 成 系 を 介 したsGCの 調 節 機 構 は,そ の 臓 器 内 局 在 や

fηvivoに お け る酵 業 自身 へ の ア ロ ス テ リ ッ ク効 果 の 有

無 に 関 して 未 解 決 な 問 題 が 多 く残 さ れ て い る.

　 本 研 究 で は,ラ ッ ト網 膜 組 織 を 用 い てsGCの 局 在 を

免 疫 組 織 学 的 に 調 べ る と と もに,in　 vivoに お い て ガ ス

生成 系 に影 響 を 与 え る薬 剤 を 用 い て そ の生 成 系 を調 節 し,

sGCの 活 性 化 に 伴 う構 造 変 化 を 認 識 で き る モ ノ ク ロ ー

ナ ル抗 体 を用 い て網 膜 組 織 で のNO,　 coに よ るsGCの

活 性 化 状 態 を調 べ た.内 因 性 ガ ス に よ るsGC活 性 化 機

構 に お い て,COとNOの 相Ih.作 用 を 調 べ る こ とを 目 的

と した.

　 こ の 鐙 文 はKajimura　 M.　 Shimoyama　 M,　 et　 a]:Visualization　 of　 gaseous　 monoxide　 reception　 by　 soluble　 guanylate

cyclase　 in　the　 rat　 retina.　 The　 FASEB　 Journal　 express　 article　 2003;IO.1096/fj.02.0359fje.　 puhlished　 onlineの 一 部 を 含

む.
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対象および方法

i.動 物 お よ び網 膜 組 織 採 取 方 法

　 以 下 の実 験 動 物 の取 り扱 い は,慶 慮 義 塾 大 学 医 学 部 の

動 物 実 験 ガ イ ドライ ンに従 った.雄 のSprague-Dawley

rats(体 重280～350　 g,埼 玉 実 験 動 物 供 給 所1にso・

dium　 pentobarbital〔50　 ms〆kg)を 腹 膜 下 注 射 し麻 酔

を行 った.濯 流 固 定 す る た め に胸 腔 を開 き,右 心 房 を 切

開 し た 後 に 左 心 室 にiac針 を 刺 入 し.リ ン酸 緩 衝 液

(以 下PBS)を 注 入 して 血 液 を 洗 い流 し,4%パ ラ ホ ル

ム ア ル デ ヒ ドを 用 い て10分 間 灘 流 固 定 を"{jotL.眼 球

組 織 切 片 作 成 時 の オ リエ ンテ ー シ ョ ンの た め に眼 球 摘 出

時 に絹 糸 に て眼 球背 側 部 に マ ー キ ン グを 行 った.摘ruし

た眼 球 は角 膜 輪 部 後 方 に て 切開 し,角 膜 。水 晶 体 を 含 む

前 部 と,強 膜 ・網膜 を 含 む 後部 組 織 と に2分 割 した.分

離 した後 部 組 織 に 含 まれ る硝子 体 を セ ッ シに て 注意 深 く

除 去 した後,網 膜組 織 を 氷 上 に て さ らに1時 間,4%パ

ラホ ル ム ア ル デ ヒ ド固 定 を 行 った.固 定 後,6%,12

%,18%,24%,30%シ ョ糖 溶 液 に 段 階 的 に 浸 し ク ラ

イ オ ブ ロテ ク シ ョ ンを 行 い、 ㏄Tcompound(Miles

Laboratories　 Elkhart,IN〕 で 包埋 した.ク ラ イオ ス タ ッ

トに て 耳 側 一 鼻側 の 方 向 で 視 神 経 を 含 む よ う に厚 さ12

ｵmの 網膜 切 片 を 作成 した.

2.抗sGC抗 体 の特 徴 と免疫 染 色 方 法

　 抗sGC抗 体 は,　Tsuyamaら の 報 告 し た抗 ウ シsGC

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体mAb28置31とmAb3221を 用 い

た19.こ れ ら の 抗 体 と 精 製sGCと の 親 和 姓 を,　 reso・

nant　mirror　 biosensor　 pAsys,　 Fisons　 Applied　 Sensor

Technology,　 Cambridge,　 UK)を 用 い て 調 べ た.速 度

定 数(K。 邑)は コ ン ビ3一 ター プ ロ グ ラ ム(FasしFit,.

Fisons)に よ り求 め た.解 離 定 数 と最 高 結 合 分 子 数 を

そ れ ぞ れKd,　 B周 、で 表 す と,速 度 定 数K。mとsGC濃 度

[sGC]の 関 係 はK伽 冨B…[sGC]/(Ka+[sGC])で 表 す

こ とが で き る.こ の 二 っ の 係 数KeとBm,.は,　 interact・

ing　 curve　 fitting　program　 llgor　 Pro　 3.12,　Wave・

Metrics,　 Oregon)に よ り求 め た.こ れ らの シス テ ムを

用 い て,NOお よ びCO　 ff在 下 に お け るモ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 とsGCの 親 和 性 の 変 化 を 調 べ た,酵 素 活 性 に お け

る補 欠 分 子 ヘ ムの 関 与 を 調 べ る た め に必 要 に応 じて ウ シ

sGCか らヘ ム を 除去 した.　NOま た はCO溶 解 液 は過 去

の 報 告 に 基 づ い て 作 成 したisi.　NO溶 解 液 はNOを 窒 素

飽 和PBS溶 液 中 で バ ブ リ ン グ して 溶 解 し,必 要 な濃 度

に希 釈 した.過 去 の 報 告 匹5や後述 の第1図 で 示 す よ う に,

mAb3221はNOの 作 用 に よ りsGCに 対 す る親 和 性 が

増 加 したが,mAb28131で は この 変 化 は み られ な か っ

た,

　 網 膜 粗 織 に お け るsGC活 性 の 変 化 を み る た め に,こ

れ らの モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体 を 用 いて 免 疫 組織 化 学 的 検 討

を 行 っ た.凍 結 切 片 を2%正 常 ウ マ 血 清/PBS巾 で30

分悶 イ ンキ3べ 一 トした後 に,mAb28131,　 mAb3221

を そ れ ぞ れ50Ng/ml.30ｵg,/mlの 濃 度 で反 応 さ ぜ た.

こ れ ら の 抗 体 はi%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン,0.1%

TritonX・100を 含 むPBS(以 下PBST)で 溶 解 し4℃

で 一 晩 反 応 させ た.こ れ らの1次 抗体 を洗 浄 後,切 片 は

2次 抗 体biotinylated　 anti・mouse　 Ig・G〔Vecstain　 Elite

ABC　 kit:VecIor　 Laboratories　 Inc.)で30分 間,室 温

にて イ ンキ ュベ ー トした.内 因 牲 ベ ル オ キ シ ダー ゼ活 性

は0.3%HBO,処 理 に て ブOッ ク し た.洗 浄 後,　 abidin-

biotin　HRPで30分 間 イ ンキ ュベ ー ト し,3,3'・diamin

obenzidine　 tetrahydrochloride(0.2mg/m1〕 に て 発 色

を 行 っ た。sGCの 免 疫 染 色 に お け る発 色 時 間 に っ い て

は11分 間 に固 定 した.ネ ガ テ ィブ コ ン トロ ー ル と して

は非 特 異 的 マ ウス免 疫 グ ロブ リ ン(nonimmune　 mouse

IgG)を 使 用 した.発 邑 後,20%a:ル マ リ ン/PBSで20

分 間 再 固 定 し,PBSで 洗 浄 後,　 a%メ チ ル グ リー ン

(EMerck,　 Darmstadt,Germany)に て 核 染色 を行 った.

　 網 膜 に お け る ガ ス生 成 系 酵 素 の発 現 に っ い て も同様 に

免疫 染 色 を 行 った.CO生 成 系 酵 素 で あ るHOに つ い て

は,抗 ラ ッ トHO-1,　 HO・2モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 で あ る

GTS一],　 GTS-2を そ れ ぞれ 使 用 した17'IPI.抗nNOS抗

体 お よ び 抗 内 皮 型NOS(以 ドeNOS)抗 体 は。 そ れ ぞ

れ抗 ラ ッ トnNOS,　 eNOSモ ノ ク ロー ナ ル抗 体(Trans-

duction　 Laboratories,　 Lexington,,　 KY)を 使 珊 した.

さ らに,ビ リル ビ ンIXa(以 下BRIXa)を 認 識 す る抗

体 と して,モ ノク ロ ー ナ ル抗 体24G7を 使 用 した19.20.

BRIXaは,　 HOの 特 異 的 な分 解 産 物 で あ る ビ リベ ル ジ

ンIXaが ビ リベ ル ジ ン還 元 酵 素 に よ り還 元 され た もの

で あ る.24G7抗 体 陽 性 反 応 を,生 体 内 に お い てHOに

よ る ヘ ム分 解 とCO生 成 が行 わ れ て い た こ との 傍証 と し

た 閣.

　 ラ ッ ト網 膜 組 織 か ら蛋 白サ ンプ ルを 集 め,こ れ ら モ ノ

ク ロ ー ナ ル抗 体 を用 い た ウSス タ ンブ ロ ッ トqtrを 行 っ

た。HOは 小 胞 体 に 存 在 す る た めHO・1,　 HO-2に 対 し

て は ミク ロ ソ ー ム 分 画 を,sGCに つ い て は 可i$hk分 画

を電 気泳 動 用 に用 意 した。脾 臓 と精 巣か ら用 意 した ミク

ロ ソ ー ム分 画 は それ ぞ れHO・t,　 HO・2の ポ ジテ ィブ コ

ン トロ ー ル と して 使 用 し た,sGCの ポ ジ テiブ コ ン ト

ロー ル と して は肺 組 織 の 可溶性 分 画 を用 い た,

一Tユ86一
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第1図 抗 ウ シsGC抗 体 の 特 徴.　 A　lラ ッ ト網 膜 の 可 溶 性 分 画 とsGCモ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体lnAb2

　 8131。mAb322且 と の 反 応.　 mAb28131とmAb3221の 双 方 と も免 疫 反 応 が 認 め ら れ る.

　 mAb28且31で は76kDaに 有意 な バ ン ドを 認 め る,　mAb3221に お い て は 更 にsGCのQ鎖 に 櫓

　 当す る66-68kDaに も パ ン ドを 認 め る.　M:分 子 量 マ ー カ ー,　R:網 膜 。　L:肺.　 B:IASys　 reso・

　 nant　 mirror　 biaxnsor`こ よ るmAb3221とsGCの 精 合 定 数 の 決 定,　 sGCの そ れ ぞ れ の 濃 度 に

　 お け る速 度 定 数K。 』をFast　 Fitプ ロ グ ラ ム を 用 い て澗 べ た.　sGC濃 度 に対 す るK幽 の 桔 合 曲 線

　 は次 の式 に適 合 させ た.K。 』=By.【sGC]/(Ke+[sGC]1.　 B.,,,とK`の 二 つ の 係 数 はinteracting

　 fitting　programに よ り求 め た,(1)sGCとmAb3221と の帽 互 作 用.(2)NO存 征 下 で の

　 sGCとmAb3221と の相 互 作 凧(3)NO存 在下 に お け る ヘ ム フ リーsGCとmAb3221と の 欄

　 互 作 用,(4)CO　 fi(f下 で のsGCとmAb322]と の 柑 互 作 用.(Kajimura　 M,　Shimoyama　 M.

　 el　al:FASEB　 J　express　 article:10.lass/fj.02.0359fje.　 published　 online,2003の 第1図 を,

　 許 可 を傅 て 転 載)

3,レ ー ザ ー共 焦 点 顕 微 鏡 によ るsGC発 現 細 胞 の 同 定

　sGCとHOの 発 現 細 胞 を 同 定 す る た め に レー ザ ー 共

焦 点顕 微鏡 を 用 い て 免疫 二 垂 染 色 を 行 った.抗 体 と して

抗 ヒ トcarbonic　 anhydrase　 II抗 体(以 下CAII抗 体).

CAH・II　 p:1000:Serotec　 Ltd..　Oxford,　 UK}と 抗 ウ

シprotein　 kinase　 C(以'ドPKC)a抗 体,　 MC5〔1　 NB/

ml;Amersham　 Life　 Science,　 Buckinghamshire,　 UK)

をPBSTで 溶 解 し,　 A℃ で 一 晩 網 膜 切 片 と 反 応 さ せ た.

抗CAn抗 体 と抗PKCα 抗 体 は そ れ ぞ れ ミ}ラ ー 細 胞 と

オ ン型 双 極 細 胞 の マ ー カ ー と して 知 られ て い るis　2】噂23,.
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PBSTとPBSに て 数 回 洗 浄 の 後,室 温 に て60分 間 二

次 抗 体 を 作 用 さ せ た..二 次 抗 体 は,CAIIに 対 して は

フ ィ コ エ リ ス リ ン 〔以 ドPE)で 標 識 し た ロ バ 抗 ヒ ツ ジ

lgG抗 体U:400:Chemicon　 International,　 Inc.,

Temecula,　 CA)を,　 PKCα に 対 し て はPE標 識 ヤ ギ 抗

マ ウ スIgG抗 体(1:400;Leinco　 Technologies,　 Inc.,

Ballwin.　 MO)を 用 い た....二 重 染 亀 用 にsGC抗 体

(mAb28131)を フ ル オ レセ イ ン イ ソ チ ア ネ ー ト(以 ド

FITC)で 標 識 し た(50　 pg,/m1;持 田 蛋 白 精 製 工 業,群

馬)。Nicon　 Diaphot　 300倒 位 型 蛍 光sh微 鏡(油 浸 対 物

レ ン ズ;開 口 数i.a,60　 x　lVicon　 P且anApo　 oil)に ア ル

ゴ ン レ ー ザ ー(Omnichrome,　 Car且sbad.　 CA)を 用 い た

レ ー ザ ー 共 焦 点 シ ス テ ム,1ine・scan　 laser　 confocal

imager(lnsight/TMD300;Meridian　 Instruments.,

Inc,,　Okemos,　 MI)を 取 り 付 け,切 片 の 興 焦 点 画 像 を 観

察 し た.励 起 波lx　 488　 nmの ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 光 落 射

下 にintensified　 charge・coupled　 device　 color　 video

camera(C5810:浜 松tト ニ ク ス,浜 松}を 通 し て

FITCとPEを 同 時 に 可 視 化 して 観 察 した1了'e+,.

4.1n　 vivo網 膜 に お け るNO,　 co生 成 系 へ の 薬 剤 刺

激

　 [nVIVOに お け るsGC活 性 の 変 化 を 免 疫 組 織 学 的 に

捕 らえ るた め,NOやCO生 成 に 影 響 を 及 ぼ す 薬 剤 を 投

与 し.mAb28131とmAb3221に よ る染 色h!:の 変 化 を

観 察 した.麻 酔 下 で ラ ッ トの大 腿 静 脈 に カテ ー テ ルを 挿

入 し,滅 菌PBSで 希 釈 した薬 剤 を 且ml,約60秒 か け

て 段 与 した,コ ン トロ ー ル群 の ラ ッ トに は同 様 の方 法 で

基 剤 を投 与 した,薬 剤 投 与 後 に胸 腔 を開 き心 臓 か ら瀟 流

固 定 を 行 っ た.薬 剤 は,L・ お よ びD一 ア ル ギ ニ ン70

ｵmol/kg　 body　 wt..　N^・ニ ト ロ。L・ア ル ギ ニ ンメ チ ル ェ

ス テ ル(以 下L・NAME)85　 pmo]/kg　 body　 Wt.を 用 い

た。Gア ル ギ ニ ンはNO合 成 酵 素 の 基 質 で あ り,　 L・

NAMEは そ の 競 合 阻mu剤 で あ る.　HOに 対 す る競 合 阻

害 剤 と して 亜 鉛 プ ロ ト:rル フ ィ1,ンIk(以 「.ドZnPP)を,

限 害 効 果 を も た な い銅 プ ロ トポ ル フ ィ リ ン1X(以 下

CuPP)を コ ン トロー ル と して使 用 しt"' .こ れ らの 使

用 濃 度 は86nmol/kg　 body　 wt,と した.

5。 網 膜 組 織 に お け るsGC免 疫 組 織 活 性 の 半定 螢 的 解

折

　 薬 剤 投 与 群 の 各 グ ル ー プ 間 に お け るmAb28131と

mAb322且 の 免 疫 反応 の 違 い を形 態 学的 にA#'thす る た め,

網 膜 の連 続 切片 を用意 し,そ れ ぞ れの 抗 体 を作 用 さぜ た

後avidin・biotin　 HRP反 応 を 用 い て 染 色 し'i=定量 的 解

trを 行 っ た.1っ の 切 片 に お い て3つ の 視 野(幅325

岬)を 写 真 に 記 録 した.3つ の 観 察 視 野 は,視 神 経 乳

頭 か ら ヒ方,下 方 そ れ ぞ れ200μm離 れ た 部 位 と,is

方600ｵm離 れ た 部 位 で あ る.3っ の 切 片 か ら合 計9撹

野 を エ ク リプ スE600顕 微 鏡(Nicon,40×Nicon　 Plan

Fluor対 物 レ ン ズ,開 口 数0.75)を 用 いてNicon　 FDX・

35カ メ ラで 撮 影 し た.視 野 絞 り は0。6と し,露 出 時 間

はNicon　 U-111　Multi-point　 sensor　 systemに よ り コ ン

トロ ー ル した.

　 網 膜 細 胞 層 に お け るsGC活 性 の 部 位 特 異 的 変 化 を 評

価 す る た め に 二 っ の プ ロ トコ ー ル を 施 行 した。 最 初 に

mAb28且31とmAb3221の 顕 微 鏡 写'4を デ ジ タル 化 し

て コ ン ピ ュ ー ター に 取 り込 み(lmage　 1.62/Macintosh

G3,　Sankei　 lnc,,東 京),染 色 盤 の 強 さを256段 階 の グ

レ イ スケ ー ル に 換 算 した.そ れ ぞ れ の 画 像 に お い て,神

経 線 維 層(opticdiber　 layer,以 下OpFL),内 網 状 層

(inner　 plexiform　 layer,以 一ド1PL)そ して 外 境 界 膜

(external　 limiting　 membrane,以 下ELM)の3ヶ 所

で グ レイ レベ ル を測定 した,こ れ らの層 で は メ チル グ リー

ンで 染 色 さ れ た 核 が 俘 在 しな い た め,取 り込 ん で換 算 さ

れ た グ レイ レ ペ ル はsGCの 免 疫 反 応 を 反 映 して い る も

の と考 え られ た.さ らに,神 経 線 維 層 の 内 側 は ミ}ラ ー

細 胞 の 足突 起 と神 経 線 維 を 含 ん で い る が,双 極細 胞 の 神

経突 起 は含 ん で いな い,こ れ に 対 して内 顎 位慰 は ミュ ラー

細 胞 や 双 極 細 胞 の 細 胞 体 を 含 ん で い る.こ の よ うに,そ

れ ぞ れの 制 に お け る染 色性 の 変 化 を比 較 す る こ とに よ り,

どの 細 胞 がsGC活 性 化 に関 与 して い るか を調 べ た.組

織 の 存在 しな い部 位 を グ レイ レベ ルの 背 景(G断)と し

た,そ れ ぞ れ の層 に お い て少 な くと も20ヶ 所 の 異 な る

部 位 の 値 か ら グ レ イ レベ ルの 平均 値 を求 め た.測 定 した

値 か ら このG騰 を 差 し引 くこ とに よ り部 位 特 異 的 な 免疫

反 応 の強 さを 決 定 した.OpFL.1PLそ してELMの3

層 で そ れ ぞ れGn,,,.,　 G..,.,　qL、1を 求 め た 。4^一817の

別 々の 実 験 か ら得 られ たGopn.,　 G,M.,　G邸 の 平 均 値 を そ

れ ぞ れ比 較 した.

　 次 に,内 穎 粒 層(inner　 nuclear　 layer,以 下1NL)

に お い て は メチ ル グ リー ンに よ る核 染 色 の ため グ レイ レ

ベ ル を 用 い た 染 色性 強 度 の 解 折 は で きず.sGC陽 挫 細

胞 密 度 の迎 い を グ ルー プ 間 で 比 較 す る こ とに した,こ の

層 に は,双 極 細 胞,ア マ ク リン細 胞,ミ3ラ ー細 胞 な ど

幾 っ か の 異 な った 種 類 の細 胞 体 が 存在 して い る.細 胞 体

全 周 の4分 の3以 上 が リン グ状 に 染 色 さ れ て い る細 胞 を

陽 性 細胞 と して カ ウ ン トした.そ れ ぞ れ の サ ンプ ル に お

いて 幅150ｵmの 異 な った18ヶ 所 の 領 域 を選 び 陽 性 細

胞 数 の平 均 値 を求 め た.解 剖学 的 な部 位 に よ る差 が 生 じ
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ないように,切 片は常に耳側一鼻側を含む面で視神経乳

頭が中心にくるように作成 した.lNLの 厚さの平均は

33±2Nmで,こ の研究に用いた眼球はどれ もほぼ同じ

サイズの大きさであった,こ れ らのことからINLに 俘

在する総細胞数がグループ間で似通 っていて,細 胞の割

合も似ていると考えられた.よ って内穎粒層の総細胞数

は求めずに陽性細胞数をカウントすることにより免疫反

応の強さを比較検討することにした.

6.sGC活 性 化 に対 す るCOとNOの 相 互 作 用

　 NOに よ るsGC活 性 化 に 対 す るCOの 影 響 を 調 べ る

た め,ウ シ肺 か ら精 製 したsGCを 用 い て 産 生 さ れ た

cGMPをenzyme・1inked　 immunosorbent　 assay

(Amersham　 Pharmacia　 Biotech}を 用 い て 測 定 したIFI.

反応 液 は,5mM　 MgCL,3mM　 dithiothreitol,　 I　mp

3・isobuthyト1・methylxanthine,　 l　mM　 GTP,2.5　 nM

sGCを 含 む40　 mM　 TEA・HCL　 buffer〔pH7.41を 用 い

た.酵 素 は37℃ で10分 間 反 応 さ せ,30%の 酢 酸 を 総

量1mlに な る よ うに 加 え て 反 応 を 止 め た.　NO供 与 体

と し てS一=ト ロ ソ・N一ア セ チ ル ペ ニ シ ラ ミ ン(以 下

SNAP),(lnter　 Medical,東 京)を 用 い,　 pH7。4の

PBSで 実 験30分 前 に調 整 した.澱 度 を 調 整 したCO溶

液 は過 去 の報 告 に基 づ いて 作 成 し酵 素 反 応 に 対 す る効 果

を調 べ たix　ss.

7.統 計 処 理

　 測 定 値 か ら平 均 値 ±標 準 偏 差 を 求 め,群 間 の 分 散 検 定

をANOVAを 用 い て解 析 し,平 均 値 の 差 の検 定 をFish・

er's　mu且tiple　comparison　 testを 用 い て 行 っ た.　 Pく

0.05を も って 統計 学 的 有 意 差 と した.

5361・K368　 (SSRVMDLK〕 　 とP鎖 のG128・K151

{GKGLILHYYSEREGLODIVIGIIKfで あyた151.

　 以 上 の こ と か らmAb3221はsGC蛋 白 の 二 つ の サ ブ

ユ ニ ッ トに よ って 決 定 され る特 異 的 な 蛋 白 構 造 を認 識 し

て い る可 能 性 が 示 唆 さ れ た.sGC酵 素 とmAb3221と

の 反 応 を 定 獄 化 す る た め,精 製 したsGCと 間 相 化 した

mAb3221を 用 いて バ イ オ セ ンサ ー テ ク ノ ロ ジー を 用 い

て 解 析 し た.第i図 のPanel　 Bは,0,05-860　 nMの

sGC濃 度 に 対 す る結 合 分 子 数K。bを 示 して い る.解 離

定 数Kdと 最 大 結 合 値B瑚.はNOもCOも 存 在 しな い コ

ン トロ ー ル状 態 で は,K,は1.5　 x　10"M,　 B㎜ は0.006s　 1

で あ った(Part　 1).充 分 なNO存 在 一ドで はB… は0.15

s1と 著 明 に 上 昇 し。　 Kd値 は1.9×10'ｰMと2桁 減 少 し

た(Part　 2.).こ の こ とはmAb322且 のsGCに 対 す る親

和性 は,NO存 在.ドに て 増 大 す る こ と を示 して い る.ヘ

ム を 除 去 したsGCに お い て はNOに よ る 明 らか な 結 合

能 一ヒ昇 は認 め られ な か っ た(Part　 3).こ の こ と はNO

に よ る抗 体 の 結 合 能 増 加 が 。sGCの 補 欠 分 子 で あ る ヘ

ム とNOと の 反 応 に 伴 う コ ンフ ォ ー メ ー シ ョ ン変 化 を

反 映 して い る こ と を示 して い る.COの 添 加 に て もsGC

に対 す るmAbの 親 和 性 が増 したが,　 Kdは3.2×10'M,

B励.は0.009sIで あ り,そ の 強 さ はNOに 比 して弱 か っ

た。 これ らの 結 果 は,NOとCOと で は 構 造 変 化 を 引 き

起 こす 強 さ に違 い は あ るが,こ れ ら ガ スモ ノ オ キ シ ドが

ヘ ム に 結 合 す る こ と に よ って 活 性 化 した 時 のsGCの 蛋

白 構 造 変 化 を 伴 う エ ピ トー ブ をmAb3221が 認 識 して

い る こと を 示唆 して い る.ZnPPやCuPPそ の もの がr.n

合能 に与 え る変 化 に っ い て も調 べ た が,こ れ ら に よ って

解 離 定 数 の 変 化 は認 め られ な か った.一 方mAb28131

に お いて は,こ れ らの ガ ス分 子 に よ る 親 和性 の 変 化 を 認

め なか った即.

結　　果

1.mAb3221のsGCに 対 す る親 和性 の 検 討

　 第1図 に抗 ウ シsGC抗 体mAb3221とmAb2813]

の 特 徴 を 示 し た.Panel　 Aの ご と く ウiス タ ン ブ ロ ッ

ト解 析 で,両 抗 体 は ラ ッ ト網 膜 組 織 に免 疫 陽 性 反 応 を 示

す が,両 者 は 違 っ た パ タ ー ン を 示 し て い る.

mAb28131は76kDaに 主 要 な パ ン ドを1つ 示 して い

る.こ れ はsGCのP鎖 に対 す る反 応 を 示 して い る.こ

れ に対 し.mAb3221は76kDaの 他 に66-68kDaと2

っ の 陽性 バ ン ドを認 め る.こ れ は,サ ンプ ル の 蛋 白 質 を

調 整 した 後 で もR　 とp鎖 の 両 方 に 反 応 す る こ と を 示

し て い る15}.ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ 解#Rの 結 果,

mAb3221の 認 織 に 関 与 す る エ ビ トー プ は,α 鎖 の

2.網 膜 に お け るsGC発 現 細 胞 の 同 定

　第2図 は,P鎖 の み を認 識 す るmAb2813]抗 体 を 用

い た 染 色 に よ りsGCの 分 布 を 示 した もの で あ る.陽 性

細 胞 はELMか らOpFLま で の 幾 っ か の 層 に ま た が う

て 認 め られ る(Panel　 A).こ れ に 対 し視 細 胞 の 細 胞 体

の 存在 す る外 穎 粒 層(outer　 nuclear　 layer,以 下ONL)

に は ほ とん ど 反 応 が 見 られ な か った.Panel　 Bに み られ

る よ う に ミュ ラー細 胞 の 徴 絨 毛 が 視 細 胞 内 節 と接 着・帯 を

形 成 して い るELM部 位 に 免 疫 反 応 賜 性 を 示 した.1NL

に は細 胞 体 が 取 り囲 まれ る よ うに強 陽健 に染 色 さ れ る細

胞 を認 め た,経 静 脈 的 に過 剰 なL-NAMEを 投 与 した 場

合 に お いて も,mAb28且31の 染 色 性 の 変 化 は認 め られ

なか った.
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第4図 　 noお よGe　CO　 JL生 系 を変 化 さ せ た時 のSGCの 染 色 性 変 化.　mAb3221に よ る染 邑,　A=
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第3図 　 ラ ッ ト網 膜 に お け るsGCの 局 在,　A;carbonic　 anh}「draw　 ll(CAIOに よ る染 色.　ELMか らDpFLに まで(:AIIの

　 染Li!kが 見 られ る.　s:CAII　 l赤)とSGC(緑)の 二重 染 邑.両 者 がjti:.在 す る 輌胞 で は オ レ ン ジ色 ～ 黄色 に 染 色 され て

　 い る(白 矢 印).CAIIが 存 在 しな いSGC　 GId性 細胞 は緑 色の 紬1胞 と して 観 察 され3(!{3矢ran,　 C;PKC皿 に よ る染 色.オ ン型

　 双f4t911胞 が 赤 く染色 され,神 経 節 準田胞 層 の 近 くの 分 葉 状 終 末 か ら外 覇 伏 層OPLま で突 起 を 伸 ばLて い る.　D:PKCnとsGC

　 との 二重 梨 匝,外 網 状 層 に あ る 競 っ か の 双 極 細 胞 の 糊 胞 体 が 両 者 に染 色 され 黄 色 を 呈 して い る.ス ケー ル バ ー はzaｵm.

　 (Kaiimura　 M.　Shimoyama　 M,　et　al=FASE6　 J　express　 arl幡e;10.]696/fj、02・0359fje,　 published　 online.,　Zoosの 簗3

　 図 を,許 可 を得 て 転 載)
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一ド
lil:網 膜 の 可 溶 性 グ アニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ調 節 機 構

　 網 膜 に 存 在 す る細 胞 を 特 異 的 に 染 色 す る マ ー カ ー と

mAb28且31抗 体 との 二重 染 色 を 行 う こ と に よ り,ど の

細 胞 がsGC発 現 に 関 与 して い る か 調 べ た.第3図 の

Panel　 Aに ミュ ラ ー細 胞 の特 異 的 マ ー カ ー で あ るCAII

の 染 色性 を示 した,解 剖学 的 に ミュ ラー細 胞 の 分 布 と一

致 してOpFLか らELMま で 染 色 さ れ て い る の が 確 認

され た.Pane[BにsGCとCAilの 染eを そ れ ぞ れ緑 と

赤 で..:二重 染 色 した もの を 示 し た.多 くの 細 胞 が,sGC

とCAIIの 両 者 に反 応 し,ミ3ラ ー細 胞 の 突 起 が オ レ ン

ジ色 の 発 色 を 呈 して い る.し か しな が ら,INLに 小 さ

いが い くっ もの細 胞 が緑 色 に染 邑 され て い る.こ れ は ミュ

ラー細 胞 以 外 に もsGC陽 性 細 胞 が 存 在 す る こ とを 示 し

て い る.そ れ らの細 胞 を特 定 す る た め に,オ ン型 双 極 細

胞 の マ ー カ ー で あ るPKCa抗 体 を 用 い てmAb28131

との 二 重 染 色 を 試 み た.第3図 のPanel　 Cに 示 す よ う

に,PKCaの 染 色 性 は オ ン型 双 極 細 胞 の 解 剖 学 的 局 在

と一 致 して 神 経 節細 胞 に接 す る小 葉 状 の終 末 か らut細 胞

との シ ナ プ ス を 形 成 す る外 網 状 暦(outer　 plexiform

layer,以 下OPL)に ま で の細 胞 が 染 色 さ れ て い た.

Panel　 DにsGCとPKCaの 二 重 染 色 を 示 す.幾 つ か の

細 胞 がsGCとPKCaと に二 重 染 色 され る が,は っ き り

と緑 色 に単 染 色 され て い る細 胞 はIPL.　 INLか らOpFL

まで 分 布 して お り,Pane]】Bの ご と く ミ3ラ ー細 胞 の 発

現 を 示 して い る と思 わ れ た.以 上 の こ とか ら,ラ ッ ト網

膜 に お け る主 要 なsGC発 現 細 胞 は,ミ ュ ラ ー細 胞 と オ

ン型 双 極 細 胞 とで あ る こ とが 確 詔 さ れ た.

3.mAb322t抗 体 を 用 い た網 膜sGC　 74F性化 の 識 別

　 第1図 に示 した よ うにmAb3221はsGCの 活 性 化 に

よ る蛋 白横 造 変 化 を認 識 す る こ とが で き る.様 々 な条 件

下 で 生 体 内 のsGC活 性 を 変 化 さ せ,網 膜 切 片 を

mAb3221で 免 疫 染 色 す る こ と に よ りsGC活 性 化 の 状

態 を 視 覚 化 した.第4図 のPanel　 Aの 定m状 態 に お け

るsGCの 染 色 性 は,　Panel　 Bに 示 す よ う にL・ ア ル ギ ニ

ンを投 与 す る こ とに よ って増 強 が 見 られ た.こ の 増 強 は,

網 膜 のOPL,　 INL,　 IPLな ど 幾 つ か の 層 に お い て認 め

られ た.L-NAMEに よ って 内 因 性 のNO産 生 を抑 制 す

る と,今 度 は全 て の細 胞 層 に お い て染 色性 の 減 少 が 認 め

られ た,(Panel　 C).　 mAb28131に よ る 染 色 性 は これ

らの 薬 剤 に よ うて変 化 しなか った,ラ ッ ト網 膜組 織 にお

け る この よ うなmAb3221に よ る染 色 性 の 変 化 は,こ

の 抗 体 が ガ スに よ るsGC活 蝕 の 変 化 を 識 別 で き る こ と

を 示 して い る.興 味 深 い こ とに,Panel　 Dに 示 す よ う に

HO　 Btl'p剤 で あ るZnPP投 与 に よ り内 因 性 のCO　 生 を

抑 制 す る とmAb3221の 染 色 性 が 著 明 に増 加 す る こ と

が確 認 さ れ た.ま た この よ う な染 色 性 の 変 化 は ア セ トン

固定,ホ ル マ リ ン固 定 を施 した標 本 で は 検 出 で き な い た

め,こ こに;,<し た固 定 法 で あ れ ばsGCの 活1生 を 反 映 し

た 変 化 を ひ ろ え る もの と判 断 した.

　 mAb3221の 免 疫 反 応 の 形 態 学 的 解 析 に 移 る前 に,　G

ア ル ギ ニ ン投 与 か ら組 織 固 定 まで の 時 間 が 染 色 強 度 に 影

響 す るか 調 べ た.第5図 のPane且AにL一 ア ル ギ ニ ン投

与 後固 定 ま で の 時 間 を 横 軸 に,INLに お け るmAb322且

賜 性 細 胞 数 の増 加 率 を 縦 軸 に プ ロ ッFし た.細 胞 密 度 は

L・ア ル ギ ニ ン投 与20分 後 に最 大 に な っ た.こ のL・ ア ル

ギ ニ ン投 与 に よ る陽 性 細 胞 数 の 増 加 はmAb28131に よ

る染 色,ま た はD・ ア ルギ ニ ンに投 与 で は認 め られ なか っ

た.こ れ らの こ とか ら二 っ のsGC抗 体 の 染 色 性 の 変 化

を比 較 す る こ と に よaて,sGC活 性 化 の状 態 を 調 べ る

こ とが組 織 憬 本.ヒで も可 能 と 考え られ た.

　 網 膜 組 織 に お い て 内 因 性 に 産 生 さ れ て い るNOお よ

びCOが.部 位 特 異 的 にsGC活 性 を 調 節 して い る か に

つ い て 調 べ た.INLのmAb3221陽 性 細 胞 数 を 解fliす

る の に加 え て,ELM,1PL,　 OpFLの3つ の 異 な る部 位

に お い て グ レ イ レベ ル を解 析 し,そ れ ぞ れG,.....,Gmi.,

G蜘 ドLとして 数 値 化 した.第5図 のPane]Bに 網 膜 の 各

晒 に お け るmAb3221お よ びmAb28131の 染 色 性 の 違

い を 示 した.網 膜 組 織 の4っ の 部 位 に お け るmAb3221

の染 色 性 変 化 の パ4一 ンは どれ も似 た傾 向 を 示 して い た.

例 え ば,Pane]B・1の よ う にELM..1:の 部 位 に お い て 。

mAb3221の 染 色 性 は,　L・ア ル ギ 乙 ンに よ って 増 強 さ れ

るが,D一 ア ル ギ ニ ンに よ って は 増 強 が 見 られ て い な い 。

これ に対 し,L・NAME投 与 に よ って 内 因 性 のNOを 抑

制 す る と 染 色 性 の 強 度 は 減 少 した.さ らにHO阻 害 剤

のZnPP投 与 に よ って 内 因 性CO産 牝 を 抑 制 す る と,

mAb3221の 染 色性 は著 明 な増 強 が み られ た.こ の 変 化

はHO阻 害 作 用 の な いCuPP投 与 群 で は認 め られ な か っ

た.ZnPP投 与 に よ る染 色性 増 強 がNOを 介 し た反 応 で

あ るか 否 か 調 べ る た め にHO阻 害 剤 とL-NAMEと を両

方 同 時 に投 与 した、ZnPP　 1p.独投 与 の 時 に認 め られ た 染

色 性iの増 強 は,NO産 生 を 阻 害 す る こ と に よ り打 ち消 さ

れ た.

　 興 味 深 い こ と にZnPPに よ るmAb3221染 色 魅 増 強

がL-NAMEに よ って 抑 制 さ れ たが,そ の 効 果 は網 膜 の

暦 に よ って明 らか な違 い が み られ た.4つ の 部f立の う ち

L・NAME単 独 の 時 に 比 較 し て,　 ZnPPとL-NAMEの

同 時 段 与 の 方 がmAb3221染 色 性 を 顕 著 に減 少 さ せ た

部 位 は,ELMで あ った.同 様 に,統 計 学 的 な 有 意 差 は

認 め な か っ た が(p=0.09),OpFLに お い て も同 様 の

減 弱 が 認 め られ た.こ の こ と は網 膜 上 の 特 異 的 な 部 位 に
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第5図 　 ラ ッ ト網 膜 の 各 層 に お け るsGC免 疫 染 色 の 享 定S的 解 析.　 A:縦 軸 に は.　INLに お け る

　 mAb28131とmAb3221の 染 色 性 の 変 化 を,基 剤 コ ン トロ ー ル群 の 染 色性 に 対 す る割 合 と して

　 示 した.L・ ア ルギ ニ ン投 与20分 微 にmAb3221の 染 邑 性 は最 大 とな った.0:縦 紬 に染 邑 性 の

　 強 さ を グ レ イ レベ ルで 示 した.INLに お い て は賜 性 細 胞 数 を 示 した.　L-argとZnPP投 与 に よ う

　 てmAb3221抗 体 の染 色 性 は 著 し く増 加 して い る が,　 L・NAME投 与 で は 減 少 が み られ る.　 L・

　 NAMEとZnPPと を同 時 に 投 与 す る とZnPP　 41独 投 与 の 時 にみ ら れ たmAb3221の 増 強 はd'Lめ

　 られ なか った.こ れ らmAb322且 に お いて み られ た 染 色 性 の 変 化 はmAb28131に お いてt3;8め

　 られ なか っ た.零pくo.os;コ ン トロー ル に 対 す る増 左}.・;基 剤 投 与 と比 べ た減 少.3:L-NA

　 ME単 独 と 比 べ た 減 少.網 膜 に お け る 各 部 位 は 左 に 表 示 した.～ ド均 殖 ±SD.(Kajimura　 M,

　 Shimoyama　 M,　et　al:FASEB　 J　express　 article:10.1096,/fj.02・0359fje.　 published　 online.

　 2003の 第5図 を,許 可 を 得 て 転 載)
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　 を 認 め る が,網 膜(R)に お い て は 認 め ら れ て い な い.

　 一 方,　 :SfihUriバ ン ド は 網 眼 　(R)　 お よ び 書Fli果　ぐ1》 　の 収

　 方 に お い て 認 め ら れ る.M;i)子.曜tマ ー カ ー,　 B;ラ.ソ

　 ト網1逓 に お け るCO曜 生 酵 素.　 G'rS・2に よ る130・2単 喪

　 色 像 　⊂旦).　 GCヒ 「リ　ル ヒ「ン モ ノ　ク ロ ー ナ ル わt伺{24G7ALt"

　 像 　〔2}.　 GTS・vに よ る}i光 車 染 匝{象{3}.(=:111と

　 GTS・2の 蛍 光.一r.色 像(.1).ス ケ ー ル パ ー は20ｵm.

　 (Kaiimura　 M,Shimuyama　 M,　 et　al:F.ASI:a]express

　 artidC:10.1096/fj.02-0359Qe_published　 online,200?

　 の 第7図 を,di可 を 得 て 転 載)

ベ ル に お け るsGC活 牲 化 は .t.にNC依 存 的 に 行 わ れ て

い る とy_7ら れ た,一 方,　 こtiう の 結 果 に 対L

mAb28131抗 体 に よ る染 色 で は,同 様 の:r.;剤投 」∫によ'5

て グ レ/レ ベ'レに変 化 は認 め られ な カLった,

4.網 膜 にお け る カ.スモ ノ オ キ シ ド嵯 生 剖1位の 免疫 組 織

学 的 検 討

　 2nPPに よ る「勺lidt9;CO　 o)拍1缶11カ～sGCの 活 ↑'i:イヒを 弓[

き起 こa.こ とか ら.　と'の細i胞がCO産 生 に僕]与Lて い る

か を 調 べ た,ウ ∴ ス タ ン プ ロ ッ ト解 析・(第6図.Panel

:Uに み られ るよ うに,抗 ラ ッ ト[.3C・I　li(1,GTSIは

網 膜 組 織 ラ イt一 トに検 出 可能 な 反 応 を 示 さ な か ・}たの

に 対 し,抗 ラ ・・ 卜f30-3抗 体、　GTS2は:i6k1]nに お い

て 反 応 が み られ た,こ の こ とは 網 膜 組 織 に お い て は/30

の 主'1'Li　7イ ソザ イム はHO一.,で あ る こ とを 示Lて い る.

CO産 生 系 を 探 る た め にGTS-2に よ る 免"}染 色 を 行 一・

た.ar図 のPanel　 o.　 Part　 1に 示 す よ う に,　 OpFL

か ら帥 びた 突起 がELMま で 及ん で お り,解 剖学 的 に ミュ

ラ ー細 胞 の 染 色椚三を 示 して い る.抗 ビ リ ル ビ ンIXaモ

ノ ク ロー ナ ル抗 体.2467で 染 邑 した時 に も同 禄,)染 色

バ タ ー ンが 認 め られ た .こ の こ と はHOに よ る ヘ ムの

分 解 と それ に続 くC〔〕の 産 生 が この 部 位 に お い て 行 わ れ

て い る こ と を,,;して い る.次 に,　 .1染 色 す る こ とに よ

り どのril:胞がIIO・fb;性 細 胞 か を調 べ た.　CAIIとHO・2

の=重 禦 色 に お いて,E{:に 陽性 の 細 胞 が 確 認 さ れ,　IIO・

2陽 性 糊 胞 のVく は ミュ ラ ー細 胞 で あ る こ とが 判 明 した,

これ らの こ とか ら ミュ ラ ー 綿胞 は プ ロ トヘ ムをcoに 分

解 す るi30一?発 現 のE要 な細 抱 で あ る こ とが 確認 され た.

　 第7図 に ラ.ノ ト糊 膜 に お け るno産 盈 系 に っ い て の

染 色 結 果 を 示 す,抗enO5抗 体 で は 硝 ・1㌦体 腔;:f+)の1・ヒ

購縢羅
げ

ti

　 蟻 へJ'.

諦r一 。'

・ ・ 、　 !_　 『 ご ・二「 ・.● 　 』 豊

C

聴7図 　 う..卜 網 膜 に お け るNO産 生 紐1胞 の 分 布,酸NOS

　 (A},n¥OS　 (B〕,　 IllO--6C'ts;c　 (C).　 ス ケ ー ル パ ー は20

　 Hm,(liayimu=・a　 M.　 Shimoy[ma　 Vt,　c[al:1'ASEF3」 εx・

　 press　 ar【idu;10.1(コ9fi![j.02・(13igfje.　 pu6Gshed〔 コ[ilinc,

　 200:の 第8図 を,1許L呵 をliて 転 載)

一"1'193一



慶鹿医学 　81巻4号('F成16$':2月)

1㎝

〔▼
5
2
P
巳
晋

・アヒ
一E
・雇

〕
店
Σ
響

ゆ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　尻

　　　　　　　　　　 」

　　　　　　　　　 .∠
　　　　　　沼コ　　　　　　　　　　　
卜 一が一 一 菅'一1

w
　 O

9

歩

'

歪
'
s'

瓢

初

10D

、」

」

　
　
●
ヒ

　
　
　
'

　
　
　

'

　
　
　
8
r

　
　
　
　
…

　
　
　
　
帰

　
　
　
●
-

　 　 a

㎜

1αo

1 　 w　 　　　　sm
SMAP(nM)

1

"　 9

is 100

」

§

　

/∠

7
tα口　 im

SNAP(nNq
1㎜

第8図 　 in　vitroに お け るsGCに 対 す るCOの 効 果.　SNAP{g与 に よ り濃 度(tifi的 にsGCが 活 性

　 化 され た.反 応 液 にCOが あ る場 合 を 黒 丸 で,な い場 合 を 白 丸 で 示 した.デ ー タは3回 の実 験 の

　 `1'一rlfi8.示した.(Kajimura　 M.　Shimoyama　 Al.et　al:FASEB　 J　express　 article:10.1096./fj.02・

　0359fje.　 published　 online,2003の 第9図 を,許 可 を 褐 て転 載)

較 的 大 き な 血 管 内 皮 細 胞 に 強 い染 邑 性 が 認 め られ た.

1PLとINLの1血1菅 内 皮 も染 色 が 確 認 され た が,そ の 頻

度 は 多 くは な か うた.ONL,　 ELMは 染 色 され な か った

(Panel　 A).こ れ に 対 し.　nNOS抗 体 にお い て は,　INL

の 低 い 部 位 に 染 色 され て い る細 胞 が 所 々隷 め られ た が

(Panel　 B),こ れ は解 剖 学 的 特 徴 か らア マ ク り ン紐1胞と

思 わ れ た.他 の細 胞 には ほ とん ど染 色性 を示 さなか った.

これ らの 結 果 は,過 去 の 報 告 と も一 致 して お りxa　zzi,

OpFL,　 IPL,　 INLな ど の 部 位 と 比 べ てELMが も っ と

もNO産 生 部 位 か ら解 剖 学 的 に 遠 位 に 位 置 して い る こ

とが確 認 され た.

sGC活 性 化 を 示 した,100nM以 下 の 濃 度 のSNAPで

あれ ばCOはsGCを 軽 度 活 性 化 して い た.こ れ に 対 し,

SNAPが 大 量 に 存 在 した 時 に は,　COはsGCの 過 剰 な

活 性 化 を 減 弱 させ る効 果 を 示 した.第8図 の右 側 に リニ

ア ス ケ ー ル にて プ ロ ッ トし直 す と,COは 基 礎 的 レベ ル

のsGC活 性 化 を250%増 加 させ,　 iｵM　 SNAPに よ っ

て酵 素 が 活 性 化 され た　 Oは 約40%の 抑 制 効 果 を 示 し

た.CO濃 度 を 且0ｵMに 変 え た実 験 で も同 様 の 効 果 が

認 め られ た.

考　　察

5.In　 vitroに お け るsGC活 性 化 に対 す るCOとNO

の 相 互 作 用 の 検 討

　 上 述 の結 果 か らNOに よ るsGC活 性 化 にCOが 干 渉

して い るか,in　 vitsoの 実 験 を 組 ん で確 認 した.第8図

に示 す よ う に,情 製 した ウ シsGCをSNAPに よ り活 性

化 させ,産 生 され たcGMP量 を 縦 軸 に プ ロ ッ トす る と,

30ドMのCO存 在 に よ りベ ー ス ラ イ ン よ り約21音 の

　 今回 の 研 究 に お い て。sGCが ミュ ラ ー細 胞 お よ び オ

ン型双 極 細 胞 に 存 在す る ζと を モ ノ ク ロ ーナ ル抗 体 を 用

い て 証 明 し た,こ れ は 過 去 の 報 告 に お け るsGCの

mRNAの 発 現 分 布 と も一 致 して い るxei.さ らに 本研 究

は,sGC活 性 が 内 因 性 のNOお よ びCOに よ って コ ン

トロ ー ル され て い る こ とを免 疫 学 組 織 学 的 手法 を 用 いて

示 した初 め て の 報 告 で あ る.ま た,こ れ らの ガ スに よ る
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ドll1:網 膜の可溶性 グアニル酸 シクラーゼ渦節 機購

sGC活 性調節 は網膜上で一楳に行われるのではな く,

異なった細胞届で部位特異的に行われていることも示さ

れた.定 常状態で産生 されているCO濃 度をZnPP投 与

により抑制すると,全 ての網膜細胞層においてNO依

存性のsGC活 性化の増強が認められた.こ れに対 し,

OpFL,　 ELMに おいては,　NO抑 制状態でさらに内因

性のCO産 生を抑制すると,　sGC活 性はNO単 独抑制

よりさらに強い抑制作用がみられた.即 ち網膜の特定部

位においてCOは それ自身がsGCを 活性化させている

だけではなく,別 の部位においてはNOに よるsGC活

姓化を抑制する働きを もち,COがsGC活 性を微調整

している可能性が示された.

　今回の研究において,内 因性ガスモノオキシド産生を

調節することによって,sGC活 性が網膜の層によ って

不均一に制御されていることが示された.こ のことは,

in　ll1VOにお ける局所sGCの 活性化がNOの みな らず

COに よる調節も受けていることを示唆 している.ミ}

ラー細胞 に的を絞 うて述べると,定 常状態 における

sGCは 層特異的に調節を受 けていると考察で きる.網

膜の縦軸方向における酸素分圧勾配の存在を考慮に入れ

ると391,本 研究で局所のNO,　 CO濃 度のバランスによ

り,な ぜsGC活 性化の程度が不均一になったのかを考

察することが可能 となる.即 ち,HO.2やBRIXaの 免

疫染色にみられるように,ミ ュラー細胞は網膜のどの層

においてもCOを 産生していることが分かる,こ れに対

し。NO濃 度はその産生細胞の存在部位,拡 散速度およ

び半減期などを考慮すると3。塵,各細胞晒によって異なっ

ていると推察される.い くっかの要因を考慮すると,

lPLとINLはOpFLお よびELMよ りもNO濃 度が高

いと考えられる.ま ず,毛 細血管に発現 しているeNOS

やアマクリン細胞に発現 しているnNOSの など網膜に

おけるNO産 生系が,　IPLやINLに おいてはELMと

異なり解剖学的にすぐ近傍に存在 していることが分かる.

次に,OpFLは 他`ζ比べ眼底血管から比較的十分な酸素

を享受できると考えられ,そ のような環境が,こ の層に

おいて血管内皮がeNOSを 豊富に発現 しているにもか

かわらずNOの 生理学的活性を低めに維持 していると

考えられる3。'.3番 目に,ELMは 蔚述の様にNO産 生

細胞 とは解剖学的に遠隔にあり,こ の部位においては

HO-2とBRIXaが 陽性所見を示 していることよりHO・

2を 介して局所的なヘム分解を構成的に行 っていると思

われる.言 い換えればこの層においてt3,　COに 比 して

NOの 生理学的な影響力は 重NLやIPLよ りも低いもの

と考えられる.

　網膜組織におけるsGC活 性が不均一な反応を示 した

メカ`ズ ムを解明する上で,in　 vilroの 実験 において

NO依 存性のsGC活 性化に対 しCOが 抑制効果を示 し

たことは,生 理学的に重要な意義を有している。例えば,

OpFLやELMの ように局所的にNO濃 度が低い部位に

おいては,COはsGCを 軽度 に活性化しているため、　L-

NAMEでNOを 抑制 した状態でさらにCOも 抑制する

ことによ り,mAb3221の 染色性がL-NAME単 独投与

より減少 したと考えることができる.こ れに対 しINL

やlPLな ど十分なNOの 存在が予想で きる部位で は,

L-NAME存 在下でZnPPが ほとんど影響を及ぼさない

ことか ら,NOが 十分存在する状態では,定 常状態の

COレ ベルはmAb3221の 染色性にっいて彫響を及ぼさ

なか ったもの と考えられる,こ のようにNO,　 COに よ

るsGC活 性化を組織 の部位特異的に使い分けることに

は生理学的に意義があると思 われる.仮 にELM領 域の

cGMPがNOで 制御された場合,低 酸素状態において

NOの 寿命が延長することを考えると,こ の ラジカル分

子によってオキシラジカルに感受性のある視細胞内の レ

チノイ ドが分解 されて しまう危険挫がある,こ のように

NOに 代わ って非 ラジカルのsGCア ゴニス トであるCO

が定常状態におけるcGMPを 維持 しているもの と仮説

を立てることは不合理 なことではない.NOに 代わ って

COがcGMPを 維持する機構は,　NOに より陳害を受け

て しまうDNAが 豊富に貯蔵されている鞘祖細胞におけ

る鞘子形成の調節や88,,同 じくオキ シラジカルによって

分解 されてしまうビタミンAを 豊富に蓄えている肝臓

の伊東細胞におけるsGCの 活性化において も示されて

いるxx甜.

　 ZnPPに よりHOを 阻害 し内因性CO産 生を抑制 した

ことは.一 見非生理学的処置のように思えるが,光 照射

実験 と似て生理的状態に近い状態か もしれない,NO,

COや 酸素分子などのガス状分子がヘム蛋白に結合する

能力は光感受性であることはよく知られている=し3野.これ

らのガスのなかでもCOは ミオグロビンなどのヘム鉄に

結 合に関 し,量 子収量(Φ 値)が 他者に比 してはるか

に大きい.こ のことは,COは 光照射により用意にヘム

蛋白から分離することを意味 してい る39.こ れに対 し

NOの Φ値はCOの 約0.1%で しかない.さ らに光によ

るCOの 解離はヘム蛋白固有の性質である.こ れらのこ

とから以.ドのような想定が可能である.ミ ュラー細胞や

オン型双極細胞において,こ れらの細胞が可視光線にさ

らされるとsGCは 結合していたCOを 解離 しNOが こ

れに取って轡わりsGC活 性を増加させる.こ の種のメ

カニズムが シナプス後の光情報伝逮の微調整に貢献 して

いる可能性 もある.
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　cGMPは 網膜の光刺激による情報伝達において中心

的な役割を担っているが,双 極細胞における働きにっい

てCOお よびNOに よる調節の観点から以下に述べる.

暗時において視細胞は脱分極 しておりグルタ ミン酸を放

出 している.光 刺激によって視細胞外節においてロドプ

シンが活性化されると,続 く一連の反応を経てPDEが

活性化 され,cGMPが 分解され る.　cGMP依 存性の陽

イオンチャネルが閉じることになり視細胞は過分極する,

この視細胞におけるcGMP調 節は通常pGCに 支配され

ており,ガ ス状メディエーターを介 したsGCに よる調

節を受 けていない]]1.一方オン型双極細胞においては,

暗時にグルタミン酸代謝型受容体(mGluR6)を 介して

PDEが 活性化 されているが,光 刺激 により視細胞から

のグルタミン酸放出が減少すると,今 度はPDEが 抑制

され ることになりcGMP濃 度上昇をきたし,陽 イオン

チ ャネルの開口により脱分極が起 こると考えられている.

今回,オ ン型双極細胞においてsGCの 発現が確認 され

たが,光 情報伝達における脱分極を引き起こすのに十分

なcGMPを,こ の細胞では自らのsGCを 介 して供給 し

ている可能性が考え られる.光 刺激によってCOがsGC

か ら解離 してNO依 存性にsGC活 性を増加 させること

は,光 刺激に即応 したcGMPの 供給系として璽要な役

割を果たしていると考察された,

　本研究では双極細胞における光刺激に伴 うsGCの 活

性化 と細胞機能の関連を十分に調べ られなかったが,網

膜の光情報伝達におけるギャップジャンクションの役割

を勘案すると極めて興味深 い可能性が提示できる3L]9.

ギャップジャンクションはcGMPに よって調節を受 け

ることが知 られており,オ ン型錐体双極細胞においては,

光刺激により増加 したcGMPがAnア マク リン細胞 と

のギャップジャンクションを閉 じて杵体双極細胞への伝

達を制限し,中 心窩における視覚情報解像度を上げてい

る可能性が示唆されている35).従 って実際には光刺激に

伴う本細胞でのcGMPレ ベルはPDEに よってもCOの

光解離によっても制御されている可能性があり,今 後の

さらなる検討が待たれる.

　 最後 に,今 回in　vivaで 確認された様に,ガ スによる

sGC活 性が組織内で不均一に調節を受けている様式は,

網膜のみならず他の器官においても観察されるかもしれ

ない.肝 臓においては類洞内皮細胞から産生されるNO

は,ク ッパー細胞などで生成されるスーパーオキシドに

よって消去されてしまうため,定 常状態においては低く

保たれている.こ のため肝臓においては肝細胞から産生

される内因性のCOが 主要な循環制御因子として働いて

いる251.また,NOに よるsGC活 性化に対するCOの 抑

制 効 果 は,HO・1を 血管 内 皮細 胞 に特 異的 に トラ ンス フ ェ

ク トした高 血 圧 症 を引 き起 こす トラ ン ス ジ ェ ニ ック マ ウ

ス に お いて 認 め られ て い る36).sGC調 節 に お け る酸 化 還

元 反 応 に つ い て 最 近 の 報 告 を み て み て も3]・36〕,in　vivo

に お け る局 所sGC調 節 機 構 の 全 容 解 明 につ い て は 更 な

る研 究 が 必 要 で あ ろ う.

総　　括

　網膜におけるNOお よびCOに よるsGCの 調節機構

について調べるため,こ れらのガス生成系とsGCの 分

布を免疫組織学的に調べ,in　 vivoに おいてガス生成系

を制御する薬剤を投与 した時のsGC活 性 の変化を,抗

sGCモ ノクローナル抗体,　mAb3221を 用 いて解析 し

以.ドの結果を得た,

1.sGCは ミュラー細胞 とオ ン型双極細胞に発現 して

　　いた.

2.網 膜にお ける主要なHO・2陽 性細胞 は ミュラー細

　　胞であることが分った.

3.HO阻 害剤であるZnPP投 与により内因性のCO産

　　生を抑制するとmAb3221の 染色性が著明に増加

　　 し,COが 内因性NOに 対 し抑制的に働いているこ

　　とが示された,

4.外 境界膜 はNO産 生部位か ら比較的遠位に位置 し

　　ており,L・NAME単 独投与の時に比較 して,　ZnPP

　　とL-NAMEの 同時投与の方がmAb3221染 色性を

　　顕著に減少 させ,NOの 非存在下でも基礎的なsGC

　　活性化の維持においてCOが その役割を担 っている

　　 ことが示唆 された,一 方,内 穎粒層および内網状層

　　においてはNO依 存性にsGCが 活性化されており,

　　 COが これに対 し抑制的にコントロール していた.

　　 sGCが 網膜の各暦によって部位特異的に内因性ガ

　　 スの調節を受けていることが示唆された.

5.In　 vitroの 実験においてCOはNO濃 度が低い時に

　　はsGCを 軽度 に活性化 しているが,　NO濃 度が高

　　 くなるとsGC活 性に対 し抑制的に作用 しているこ

　　 とが確認された.

　稿を終えるにあたり,御 指導,御 高閲を賜 りました慶

慮義塾大学医学部眼科学教室小口芳久教授に深甚なる謝

意を表 します。また,本 研究を直接御指導 くださった慶

懸義塾大学医化学教案末松誠教授に深甚なる感謝の意を

表 します.さ らに御協力,御 指導いただきました慶慮義

塾大学医化学教室梶村眞弓先生に深謝いたします.
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ウ ム にお い て 報 告 した.
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