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論文内容要旨

目的

 グリシンは抑制性の神経伝達物質であると考えられているが,その局在が光照射に伴ってどの

 ように変化するのかはよくわかっていない。我々は,高い特異性をもつ,グリシンに対する抗体

 を作成し,金コロイドをマーカー粒子として,電子顕微鏡下にグリシンの網膜内における分布を

 調べた。

方

法

 抗体の作成はSeguelaらの方法を用いた。グリシンに対し3っのcarrierpro七ein(bovine

 serumalbumin,bovinehemoglobin,heneggalbumin)をglutaraldehydeを架橋として結合

 させた。このimmunOgenicconjugatesをサイクルでウサギに皮下注射した。血清を塩析後,

 DEAE-Sephadexchromatography,SephacrylS-200面romatographyの後,affinitycolumn

 chromatographyを行った。抗体の特異性はdotblot法とcompe七itiveELISA法の2通りで確

 かめたo

 SDラットを24時間暗順応後,光照射(1,10,100,10001ux).を1分間行い5%グルタール

 アルデヒドにて灌流固定後,眼球摘出を行った。さらに10001uxの照度で2秒,5分,10分と

 時間を変えて眼球摘出を行った。また,暗順応下のラットに対しても,同様に灌流固定後,眼球

 摘出を行った。網膜を細切し脱水後LRWhiteに包埋した。70nmの切片作成後an七iglycine

 antibody1時間,antirabbitIgG-gold1時間反応後,ウラン,鉛染色を施行した。電顕写真は

 無作為に角層8枚ずっとり,2万倍に拡大しておのおのの網膜層の金コロイド数をカウントした。

結果

 定量的に金コロイドをカウントするためには抗体を飽和濃度下で使用しなければならないので,

 次に飽和濃度の決定を行った。anti-glycineantibodyは5μg/m1で飽和し,10μg/mlを1次

 抗体濃度と決定した。antirabbitIgGgoldはOD鵬一〇.3で飽和し,OD晒=0.6を2次抗体濃度

 と決定した。

 暗順応下では,アマクリン細胞突起が双極細胞へのシナプス前膜を形成する部位をはじめ,シ

 ナプス膜に沿って金コロイドの集積が見られた。光照射後ではシナプス前膜には,ほとんど集積

 が見られず,主にアマクリン細胞の樹状突起に見られるのみであった。網膜角層における金コロ

 イド数は視細胞層,外顆粒層で低く,内顆粒層の外層から内層にかけて次女に増加しており,網
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 膜角層を薄切してアミノ酸の量を調べたRossらの報告とほぼ一致していた。暗順応下のラット

 では内網状層(27.8±5.7GCP/μm2)とアマクリン細胞(33.3±5.5GCP/μm2)でもっとも高

 かった。光照射後には,このグリシン様免疫反応が内網状層においてのみ有意に減少していた。

 また,光の強さを1,10,100,10001uxと変えてみたが,どの光の強さにおいてもこの現象が観

 察された。また光の時間も変えてみたが同様な現象が観察された。

 考・察

 光照射により内網状層のクリシン様免疫反応が低下することは,光照射によりグリシンが放出

 され拡散するためと考えることができる。1973年Cohenは明順応後と暗順応後の網膜における

 グリシンの量を調べたが,明では16.9±0.5nmol/kgprotein,暗ではi7.4±0.8nmo1/kgprotein

 と暗でやや多いものの有意な差は認められなかった。今回の方法は内網状層だけを比較すること

 ができるので差がはっきりでたものと思われた。1978年Cou11とCutlerは,光照射によって網

 膜からグリシンが放出されることを報告した。ラットの硝子体中に液を灌流させ,光照射を行う

 ことにより,硝子体中に種々のアミノ酸のうちグリシンのみ放出されることを確かめ,このこと

 はグリシンが網膜の神経伝達物質であることの強い証拠を与えるものだ,と結論づけている。今

 回の研究もこの機序により,内網状層から硝子体中ヘグリシンが放出されたものと考えることが

 できた。

 一方,網膜の内網状層において双極細胞は2つのアマクリン細胞にシナプスを作りdyadと呼

 ばれている。また逆に双極細胞がアマクリン細胞から入カシナプスを受けるともいわれている。

 今回の研究で暗順応下でグリシン陽性細胞のシナプス前膜に多くのグリシンの集積を認め,光照

 射後に減少したことは,アマクリン細胞のグリシンによるコントロールを示したものと考えるこ

 とができた。

 傘土量A
 」P口耳調

 光照射によって,免疫組織化学的反応が変化するこの減少は,光照射に伴って放出されるグリ

 シンの変化をみている可能性がある。
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 審査結果の要旨

 本論文は網膜における各種の神経伝達物質のうち,抑制性神経伝達物質として知られるグリシ

 ンが光照射によってその局在が変化することを初めて明らかにし,免疫組織学的な手法を用いて

 光学顕微鏡のみでなく電子顕微鏡を用いた定量を行っている。著者は抗グリシン抗体を作成する

 と共に,それを用いて暗順応及び光照射後のグリシンの局在を明らかにした。その結果,介在ニュー

 ロンとして重要な位置を占めるアマクリン細胞の突起に暗順応では集積がみられるのに反し,光

 照射によってそれが消失し特異的な分布を示さないことを明らかにした。これらの結果は網膜を

 薄切してその各層に分布するアミノ酸組成を生化学的に調べ報告したものとほぼ一致していた。

 更に・光照射によってグリシン様免疫反応が内網状層,すなわちアマクリン細胞の神経突起の分

 布に一致していることを明らかにした。これらの研究は過去に光照射によってアミノ酸のうちグ

 リシンのみが硝子体中に出現することが確認されていたが,網膜内において実際にグリシンが神

 経伝達物資として光に応答して分布が変化していることを明らかにしたものである。これらの結

 果は,光照射によって神経伝達物質がその挙動を変えていることを初めて明らかにしたもので博

 士論文として価値あるものである。
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