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論文内容の要旨

【目的】

成熟補乳動物の網膜神経節細胞 (RGCs) は，軸索を切断されると軸索を再生しないばかりか細胞体も逆行性変性

に陥る。ところが切断端に末梢神経を吻合移植すると，変性が阻止され軸索をも再生する。このような実験では，生

存する RGCs の数やその形態を調べるために，網膜伸展標本上での観察が必須である o この際， RGCs を同定するた

め蛍光色素等による逆行性標識が行われてきた。しかし，変性，再生といった長期にわたる実験では，色素の退色や，

変性した RGCs からの色素漏出が起こり，正確な RGCs の同定は困難であった。そこで本研究では，網膜伸展標本

上で RGCs を識別できるようなモノクローナル抗体の作成を行った。さらに，軸索切断後に生存する RGCs の同定

における，その抗体の有用'性についても検討した。

【方法，ならび、に成績】

成熟ラットの視神経を眼高内で切断すると， 2 カ月後には RGCs のみが選択的にほぼ完全に消失する。この網膜

を採取し免疫抑制剤であるシクロフォスフアミドとともに Balb/c マウスの腹腔内に注入すると，網膜を構成する

RGCs 以外の抗原に対し免疫学的寛容が導入される。その後正常ラットの網膜を同じマウスに注入し，免疫を立ち上

げた。この方法により RGCs!こ特異性の高い免疫が効率よく立ち上がると想定される。このマウスから牌臓を採取

し，ハイプリドーマの作成に用いた。スクリーニングはラット網膜の垂直切片上で，間接蛍光抗体法にて行った。単

離に成功したモノクローナル抗体のうち， C38と名付けた抗体についてさらに詳細に解析するため，ネコ及びラ y ト

網膜において垂直及び伸展標本の免疫染色を行った。また， C38が認識する抗原についての生化学的な情報を得るた

め， ウエスタンプロットをf了った。

C38抗体を用いてネコ網膜の垂直切片を染色したところ，神経節細胞層 (G C L) に存在する細胞の細胞体が染色

された。細胞質が強く染色され，核及び細胞膜は染色されなかった。また神経線維層 (N F L) も弱く染色された。

内網状層( 1 P L) には 2 層の平行な線状の染色が認められ，その一部はGCL の細胞に連続していた。網膜伸展標

本上では， C38抗体は GCL に存在する細胞体の直径が10---40μm の細胞を染色した。それらの細胞から軸索がN

FL に伸びていた。 C38抗体によって染色された細胞の網膜伸展標本上での密度分布は， Stone (1 978) によるネコ

網膜における RGCs の密度分布の報告とほぼ一致した。以上から C38抗体はネコ網膜においてほとんどすべての

RGCs を特異的に染色すると考えられた。



ラット網膜の垂直切片では， C38抗体はNFL ， GCL , 1 PL，内頼粒層の最外層および外網状層を染色した。

GCL にある細胞の細胞体では，細胞質が強く染色された。網膜伸展標本ではGCL上の細胞が染色され，そこから

軸索がNFL に伸びているのが観察された。細胞体の大きさは10--25μm に分布した。ラット GCL には RGCs 以

外に異所性アマクリン細胞がほぼ同数存在する。そこで， RGCωS をググ、ラニユラ一フ

これと C3犯8で染色された細胞とを比較したところ，両者は9ω0%以上が一致し fたこ O 従つて， C38抗体はラット網膜伸展

標本上， GC L におけるほとんどすべての RGCs を特異的に識別すると判断した。

次に， ラットの視神経切断実験での RGCs 識別に C38抗体を利用できるかどうかを調べた。 RGCs を逆行性標識し

たのち視神経を切断し， 1. 5カ月後の網膜伸展標本を C38抗体で染色した。逆行性標識では，色素漏出により RGCs

以外の細胞もラベルされた。一方， C38抗体はGCL において，生存する RGCs のみを特異的に染色した。よって

C38抗体は視神経切断実験において，生存する RGCs の同定に利用できると言える O

ウエスタンイムノプロットの結果， C38抗体の認識する抗原分子は分子量24kDa であり，神経系にのみ存在する

ことが明らかとなった。 C38抗体は， Thy- 1. 1抗体を含めすでに報告されている RGCs 特異的抗体とは染色ノマター

ンおよび抗原の分子量の上で異なり，全く新しい RGCs 特異的な分子を認識しているものと考えられる o

【総括】

RGCs 特異的モノクローナル抗体の作成を行った。免疫抑制剤を併用することでスクリーニング効率の向上を図っ

た。 C38抗体は，ネコ， ラット網膜の伸展標本において正常な RGCs を特異的に染色するのみならず，軸索切断や

軸索再生といった長期にわたる実験においても，生存する RGCs の網膜伸展標本上での識別に有用で、ある。ネコ網

膜では RGCs に対する特異性が非常に高い抗体である。 C38抗体の認識する抗原は分子量24kDa で神経系にのみ分

布しており，既に報告されている RGCs 特異的抗体の認識する分子とは異なるものである。

論文審査の結果の要旨

本研究では，神経節細胞以外の網膜組織に対して免疫抑制をかけることにより，効率よく神経節細胞の特異的モノ

クローン抗体を作製することに成功した。作製されたモノクローン抗体のうち， C38抗体がラット及びネコの網膜伸

展標本上で・神経節細胞を特異的に標識することを形態学的に明らかにし， さらにラット網膜においては C38抗体は視

神経切断後の逆行性変性過程においても残存する網膜神経節細胞の識別に有用であることを示した。また， この C38

抗体は最近注目されている末梢神経移植による網膜神経節細胞の軸索再生に関する研究でも，生存する神経節細胞の

特異的マーカーとして有用であることを示し，その意味でも本研究の意義は大きし」さらに， C38抗体が認識する抗

原分子についての生化学的性質についても解析を進め，これまで‘網膜神経節細胞に存在すると報告されている既知の

分子と異なる，新しい抗原分子であることを示した。 C38抗原分子の解析は，将来，網膜神経節細胞の分化や発達の

過程を分子レベルで追及してゆく上で有力な手がかりを与えるものと思われるo

以上，本研究は網膜神経節細胞の分子生物学的研究に大きく貢献したものとみなされ，学位に価するものと認めら

れる。
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