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論文内容の要旨

(目的)

網膜は中枢神経系の一部で視受容細胞である視細胞により感受した視覚刺激を双極細胞・神経節細胞・

視神経を介して視覚中枢に伝達する重要な感覚器であるO 視細胞・双極細胞・神経節細胞の細胞体それ

ぞれは外頼粒層・内頼粒層・神経節細胞層に存在し，各細胞聞の刺激伝達はこれらの細胞層の間にある

神経線維層である外網状層・内網状層において行われ，外網状層においては水平細胞・ interplexif orm 

細胞により，内網状層においてはアマクリン細胞・ interplexif orm 細胞による修飾を受けていると考え

られている。中枢神経系と同じくアセチルコリン・各種アミン・アミノ酸・神経ペプチドが網膜におけ

る神経伝達物質あるいは神経修飾物質として機能していると考えられているが，網膜神経線維網のなか

でこれら各物質含有細胞の相互関連についてはほとんど知られていない。ドーパミン作動性細胞の形態

学的特徴に関する論文は多数あるが，この細胞に入力している神経終末がどのような神経伝達物質を含

むのかは未だ明らかで、なし 1。これを明らかにするため ß 2 - アドレナリンレセプター (AdR) に対する

抗体と，ドーパミン細胞の指標である tyrosinehydroxylase (T H) に対する抗体とを用いた免疫組織

化学的二重染色法により，ドーパミン作動性細胞がアドレナリン作動性細胞による神経支配を受けてい

るか否かを検討したG また， Vitamin-D-dependent calcium-binding protein (calbindin) 免疫活性が

ラット網膜のドーパミン作動性細胞に存在するか否かも検討した。

(方法)

実験動物としてはウイスター系ラットを用い，ザンボニ液にて固定後クリオスタットにて 5μ の連続

切片を作成した。カテコールアミンの証明にはマウス抗THモノクローナル抗体を用いた。抗 β2
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AdR 抗体は精製β2-AdR を使用して家兎で作成した。この抗体の抗体価は ELISA法・免疫沈降

反応にて確認したがラット βl-AdR とも交文が認められた。オートラディオグラフィーでは α2

AdR ・ドーパミンレセプター・ムスカリン様コリンレセプター・ロドプシンレセプターとの聞に極く

わずかな交叉反応が認められたが， αl-AdR との聞にはほとんど認められなかった。特異性は吸収試

験によっても確認した。抗 calbindin 抗体は羊を用いて作成しその特異性は吸収試験にて確認した。

THーならびに AdR-免疫活性の共存・ THーならびに calbindin-免疫活性の共存は二重染色法を

用いて証明した。すなわち β2-AdR ・ calbindin は FITCで， TH は Texas red でラベルし，異なっ

た励起下で観察した。

(結果)

1 .網膜内局在

TH免疫陽性 (TH-1 R) 細胞は内頼粒層のみ認められ，これらは20μ のアマクリン細胞(あるい

は interplexif orm 細胞)で10μ以下のアマクリン細胞にはTH-IRは認められなかった。 TH-IR

線維は主に内網状層に認められ，もっとも強い反応は sublayer 1 に見られ，一部は sublayer 3 に，ま

た sublayer 5 にも極くわずか見られた。外網状層にも極くわずかに認められた。

AdR 免疫陽性 (AdR- 1 R) 細胞は網膜に広く認められたが，その多くは内頼粒層と神経節細胞層

に認められた。内頼粒層においては大多数は内側部に位置し免疫反応は細胞表面の点状蛍光として認

められた。しかし20μ以上の細胞の一部で細胞表面のみでなく細胞質も染色された。神経節細胞層では

各サイズの細胞が標識され細胞表面だけでなく細胞質も染色された。大きな神経節細胞では内網状層

に延びる太い樹状突起起始部ならびにこれに連なる細胞質が強く染色された。 AdR- 1 R線維は認め

られなかった。

Calbindin 免疫陽性細胞は水平細胞とアマクリン細胞で， calbindin 陽性アマクリン細胞は10-20μ と

大きさは様々であった。

2. 共存

全てのTH-IR細胞には AdR- 1 Rが共存したが 10μ 以下の AdR- 1 R細胞にはTH-IR は

共存せず，大型の AdR- 1 R細胞のほとんどにはTH-IRが共存していた。大型の calbindin 陽性ア

マクリン細胞の一部にはTH-IRが共存していた。

(総括)

THならびに ß 2- AdR に対する抗体を用いてTH-IRならびにAdR- 1 Rが大型のアマクリン細

胞(あるいは interplexif orm 細胞)に共存することが明らかとなり， ドーパミン作動性細胞とアドレ

ナリン作動性細胞の聞に深い関係がある O すなわちアドレナリン作動性細胞より放出されたアドレナリ

ンがドーパミン細胞のシナプス後構造にある AdR に結合し神経伝達物質あるいは神経修飾物質として

作用する可能性が示唆された。またTH-IR細胞が calbindin 免疫反応性を有することが明らかとな

り， calbindin がドーパミン作動性細胞の後シナプス部において重要な役割を演じている可能性が示唆

された。
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論文審査の結果の要旨

網膜は中枢神経系の一部で，視細胞にて感受した視覚刺激を双極細胞・神経節細胞さらにその軸索で

ある視神経を介して視覚中枢に伝達する重要な感覚器であり，各細胞聞の刺激伝達は，外網状層では水

平細胞・ interplexif orm 細胞による，内網状層ではアマクリン細胞・ interplexif orm 細胞による修飾を

受けていると考えられているO この網膜には中枢神経系と同じくアセチルコリン・各種アミン類・ア

ミノ酸類・神経ペプチド類が存在し神経活性物質として機能していると考えられているが，これら各物

質含有細胞の相互関係についてはほとんど知られていない。本研究ではこの相互関係を知るためドーパ

ミン作動性細胞がアドレナリン作動性細胞より入力を受けているか否かを ß 2 ーアドレナリンレセプター

CAdR) に対する抗体を用い検討しているO

ラット網膜を用い，ドーパミン作動性細胞は抗 tyrosine hydroxylase CTH) 抗体を， AdR は抗 AdR

抗体を， calbindin は抗 calbindin 抗体を用いて標識し，共存の証明には二重染色法を用いている。この

方法により TH と AdRが大型のアマクリン細胞(interplexif orm 細胞)に共存することが明らかとな

り，アドレナリン作動性細胞より放出されたアドレナリンがドーパミン作動性細胞にある AdR に結合

し，神経活性物質として作用する可能性を示している。また， TH陽性細胞に Vi tamin -D -dependen 

t calcium-binding protein Ccalbindin) が共存することを認め，ドーパミン作動性細胞の後シナプス部

において calbindin が重要な役割を演じていることが示唆されているO

以上の研究は網膜に存在するドーパミン作動性・アドレナリン作動性細胞という異なった種類の細胞

がシナプスを有することを明らかにしたもので，複雑な網膜神経線維網の解明に有用であり，学位授与

に値するものである O
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