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網膜におけるNO、　CO生 成系を介 した可溶性 グアニル酸シクラーゼの調節

内容の要旨

下　山

[目的]可 溶 性 グ ア ニル 酸 シ ク ラ ー ゼ(sGC)は 、一 酸 化 窒 素

MOIや 一酸 化炭棄(CO)な どのガ ス状 モ!オ キ シ ドが結 合す る

ことによって活性化 され るが、◎0に よ るs㏄ 活性化 は、㎞YIIfOで は

NOに 比 べては るかに弱い と されてい る。　in　vivaに お いて、　NO依 存

性のsGC活 性 化にCOが 影響 を及 ぼ している との綴告 があるが 、　COに

よるcGMPのw節 については不明な点が多 く般 されている。本研 究で

は、 ラ ッ ト網膜親織 を用い てSGCの 局 在を免疫組 織学 的に四ぺ ると

ともに 、sGC活 性化機構にお ける内因性ガ スCOとNOの 相互作用 を澗

べ るこ とを目的 と した。

[方法]2種 類 の 抗5㏄ モ ノ クQ　 ナ ル 抗 体、p鎖 を 認 識 す る

mAb28131と 活性化の状態 を臓別で きるmAb3221を 用いて ラ ッ ト綱膜

にお け るSGCの 免疫組織学 的局在 を囲 ぺ た.ガ ス生成系酵粟 であ る

ヘム オキ シゲナ ーゼ(HO)とNO合 成酵 棄(NOS)の 発 曳 について

もモ ノク ローナル抗 体を用 いて免疫染 色を行 った。内 因性 のガス生

成系 に影響 を及 ぼす薬剤 、L・ア ルギニ ン.　N。一ニ トロ・L一メチル アル

ギ ニ ン メチル エ ス テル(L・NAME》.亜 鉛 プ ロ トポ ル フ ィ リンlX

(ZnPPJを ラッ トに投 与 し、網饅 各層 にお けるmAb3221の 染 色性 の

変化 を半定丑的に解析 した。 また、in　YIIIOにおい て、ウシか ら精製

したSGCに よ り産 生 され たcGMP@をenzyme-linked　 unmmmwrbenl

BS58Yを用い て測 定 し、　NOお よびCOに よるSGC活 性化 の程 度、お よ

びそれ らの相互作用 を調 べた。

[結果]免 疫染 色の結 果、 ミ3ラ ー細 胞 とオン型双極 細胞 にs㏄ 発

現 が認め られたg網 膜 にお けるHO・2の 主要な発現細胞 は ミュラー細

胞 であった。nNOSは アマク リン細胞に発現が認め られた.染 色性の

半定凪的 解析の結果、レアル ギニン投与のみな らずHO阻 害剤 である

Z隠PP投 与に よって もmAb322]の 染色性 が著明 に増加 した,外 境 界瞑

にお い てはしNAME単 独投 与の時に比 べて、　ZnPPとL-NAMEの 同時

投与 の方がmAb3221染 色性 を顕著 に滅 少 させ たが、この相乗効果 は

内頼粒層 お よび 内網状 層で は聡 められ なか った。in　vitroの実験 にお

いて00はNO濃 度が低 い時にはsGCを 軽 度に活性化 していたが、　NO

濃度 が 高 くなる とscc活 性 に対 し抑制的 に作用 してい ることが確 認

され た。

〔結 瞳】 ミ昌 ラー 細胞 は、SGC含 有細胞 であ ると同時 にHO・2も 発 現

している ことが確認 された。外境 界膜 では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 を旭 ってい ることが示 さ

れ 、網膿 の各層 におい て:ccは オー トクライ ンお よびバ ラ クライ ン

の闘節 を受 けている ことが示唆 され た。 また、Nvi面 の案験か ら も

NOに よるs㏄ 活性化 に対 してCOがma節 的役割を果た しているこ とが

碗昭 され た。

勝

縞文審査の要旨

　 cGMPは 網膜 におけ る光情報伝逮において中心的な役割 を果た して

い る。視細胞ではcGMP生 成系 と してNaやCOの 躍節 を受けない膣結

合型の グアニル酸シ クラーゼ 〔P(辺〕が知 られてお7,ボ スホ ジエス

テ ラーゼ(PDB)に よる調節を受 けている。 しか しなが ら他の神経細

胞や支拘細胞におけ るcGMP生 成 系については蛋 白局在お よび調節機

柵に関 して不明な点が多 く残 されていた。

　 本研究では、ラ ッ ト網膜組織におい て、可溶性 グアニル酸 シクラー

ゼ(5GC)が ミュラー細胞 とオ'ン型双極細胞 に発現 してい ることが砲

aeさ れた。また 、内穎 粒層 および内網状層 にお いては、　sGCはNO依 存

性に浩性化 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 ることが確瞬 された。一方外境界膜では、基礎的なs㏄ 活性化 の維

持においてCOが その役割 を担 っておn,　 SGCが 網膜 の各層に よって

郎位特異的 に内因性 ガスの調節 を受 けてい ることが解明 され た。

　 審査にお いては、まず免疫 染色 を用 いてs㏄ 活性 の定量化 が可能か

質問 され た。 これ に対 し、本研究 にお いて確認 されたsGCの 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.今 回示 した固 定法を用いればNOの 結合に伴 うsccの 活性化 を

意味す る蟹 白の栂造 変化 を反映 した変化 を拾い うると回答 され た。こ

れ に関 し、他の方法で定触が可能であ るか質間があn.培 養細胞 を用

いてcGMPfhを 定量す る方法 も技術的 には可能であ るものの、その局

在を解 明す るこ とはできず 、今 回の方法はそれを補完す る ものと回答

があうた。さらに、NOS陽 性細胞 として確 脇 され た血 管内皮細胞やア

マ ク リン細胞か ら産 生 され るNOが 、　s㏄ の局在す る ミュラー細胞や

双極細胞 に影響 を及 ぼすか質問 された。これ に対 しては,NOの 拡散距

離 および 半滅期 は、血 流や酸棄濃度 の状態 に左右 され るため生理的状

態で実際 に影響 を及ぼす距離お よびその濃度 は不明 であるが、NOが

Niolと 裡合体 を形成 して輸送、分泌 され ることに よ り組織 内を移動す

る可能性が あると回答 され た。この他、免疫染色 にお ける陽性細胞同

定 につ いては二重染 色のみ ならず 、 ミュラー細胞 にお いてはCaO、

HO2,　 SCCの3重 染色を行 うと明解 になるとの助言があった。 また、

s㏄ の局在 に関 して ミュラー細胞 と双 極細胞 は同定 して あるが、他の

細胞での発現がない ことの証明が必要 であることが指摘 され た。また

今 回碗認 され た内因性 ガ スに よるs㏄ の活性 化w節 がpGCを 介 した

光槽鰍伝逮 に与 える影響、さらにはオ ン型双極細胞においてsGCが 発

現 している意義 につ いて考 察が 不十分 であ る事が指摘 され たため加

筆訂正 を行 うもの と した。以上のよ うに、本研究は さらに検討 され る

べ き課題が残 されてい るが、内因性ガ スメデ ィエー タに よるSGCの 調

節機構について、in　viw。　in　vivo双 方の系 を用いて系統的に検討 され

てお り、神経組織にお けるガス分子 を介 した憎銀伝達機梼に関 して新

たな研究 分野 を展開 させ る可能性 もあ り興喋深 くかつ有意義 な論 文

で ある と高 く評価 された。

　臨文審査推当者　主査 　医化学 　末松　臓

　　　 　　生理学　岡野　栄之　 　解 剖学　仲嶋　一範

　　　 　　病 理学　岡 田　 保典

　学力碕認担 当者:北 島　政樹、岡野 　栄之

　　　審査委 風長:岡 野 　栄之

　　　研究指 導者:小 口　 芳久(眼 科学)

　　　 　　　 　　　　 　　　 　　　　 　試問 日:平 成16年6月23日

一24一


