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論文内容要旨

 虹彩色素上皮(lrisPigmentEpithelium;IPE)は,網膜色素上皮(RetinalPigment

 Epithelium;RPE)と発生起源が同じであるため,様々な類似した機能をもつことが知られて

 おり,また容易に採取可能である。我々は,RPEの加齢性変化などのために重篤な視力障害を

 来たす加齢黄斑変性に対し,RPEの代用として培養自己IPE移植を世界に先駆けて臨床応用し,

 その有効性を報告した。一方,脳由来神経栄養因子(Brain-derivedlleurotrophicfactor;

 BDNF)は網膜虚血や,網膜光障害など様々な傷害に対して保護作用を有することが報告されて

 いる。IPE移植をより広く臨床応用できることを目的として,我々はリポフェクション法にて

 BDNF遺伝子をラットエPEに形質転換し,BDNF遺伝子導入IPE(BDNF-IPE)を作製した。

 そして,このBDNF-IPEにおけるBDNF発現,及び神経網膜保護効果を検討した。

 BDNF-IPEにおけるBDNF遺伝子,タンパク質レベルでの発現を,それぞれRT-PCR法,

 及びsandwichELISA法を用いて計測し,継代各世代で比較検討した。遺伝子レベルでは遺伝

 子導入を行っていないIPE(N-IPE)と比べ,各世代で発現増大が認められた。継代の進行に伴

 う発現低下はみられなかった。また,タンパク質レベルにおいても発現増大がみられた。継代の

 進行に伴う発現低下はみられなかった。72時間培養後の上清においては,N-IPEの約30倍の発

 現増大が認められた。

 さらに,このBDNF-IPEの神経保護効果をinvivoとinソーンroの両面から検討した。

 1nソilroでは,ラットから網膜神経細胞を採取,分離し,NMDA存在下でBDNF-IPE,N-IPE

 と共培養を行い,その保護効果をトリパンブルー法で評価した。神経細胞生存率はNMDA単独

 投与群66.6±9.07%(n=5)に対し,BDNF-IPE共培養群では,83.0±9.30%(n二5)(pニ0.001)

 と有意に高かった。これは選択的非競合NMDA受容体アンタゴニストであるMK-801添加群と

 ほぼ同等(83.0±2.00%(n=5))であり,BDNF-IPEは生理活性をもつ十分なBDNFを産生し

 ていることが示された。一方,N-IPE共培養群の生存率は68.4±7.70%(n皿5)でBDNRIPE

 移植群と比べ低く,有意差も認められなかった。また,BDNRIPE共培養群に抗BDNF抗体を

 添加した群では,生存率77.6±8.41%(n=5)であった。

 一方i'"i、ノ。の実験として,BDNF-IPE,及びN-IPEをラット網膜下に移植,連続光暴露を行

 い,最も障害を受ける視細胞の生存率を示す指標として,外顆粒層(OuterNuclerLayer;

 ONL)の厚さを計測し,神経網膜保護効果を評価した。移植はすべて眼球上側に経強膜的に30G

 針を用いて行い,移植細胞(4×104/2μ1)は浮遊状態で使用した。通常の光条件下で24時間静

 置後,1週間光連続暴露(2,000-2,5001ux)を施行した。暴露終了後,眼球を摘出,パラフィ
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 ン包埋,3μm切片を作成し,H-E染色を行った。計測点は,すべて移植側で,視神経乳頭中央

 から網膜周辺部方向に600,700,800,1300,1400,1500,2000,2100,2200μmの9点とした。

 その結果,BDNF-IPE移植群はすべての計測点において基剤注入群に対しONLは厚く(18.630-

 23.1166μm),内7点で有意であった(p=0.03-0.002)。さらにN-IPE移植群に対しても5点で

 有意に厚さが保持され,保護効果が非常に優れていることが示唆された。一方,N-IPE移植群

 のONL厚は,基剤注入群に比べ視神経乳頭近位では僅かに厚い程度であるが,遠位ではその差

 が大きくなった。これは,N-IPE移植群の保護効果が移植部位を中心に限局的であることが考

 えられた。基剤注入群でも対照群に比し,ややONL厚の増加が認められるのは,移植手技によ

 る機械的刺激が要因と考えられた。

 以上より,IPEにBDNF遺伝子を導入し,安定してBDNF発現を増大させることに成功した。

 このBDNF-IPEは,ノnソilm及びノnソーン。ともに神経保護効果を有し,その効果はN-IPEと比べ

 有意であることを示した。
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 審査結果の要旨

 虹彩色素上皮(IPE)は,網膜色素上皮(RPE)と発生起源が同じであるため,類似した機能

 をもっことが知られている。そこでRPEの加齢性変化などのために重篤な視力障害を来たす疾

 患に対し,RPEの代用として培養自己IPE移植が試みられている。一方,脳由来神経栄養因子

 (BDNF)は様々な傷害に対して神経保護作用を有することが報告されている。本研究はBDNF

 遺伝子をラットIPEに形質転換し(BDNF-IPE)その発現,及び神経網膜保護効果を検討した

 ものである。

 BDNF-IPEにおけるBDNF遺伝子,タンパク質レベルでの発現を,それぞれRT-PCR法,

 及びsandwichELISA法を用いて計測し,継代各世代で比較検討した。遺伝子および蛋白質レ

 ベルでは遺伝子導入を行っていないIPE(N-IPE)と比べ,各世代で発現増大が認められ,継代

 の進行に伴う発現低下はみられなかったという。72時間培養後の上清においては,N-IPEの約

 30倍の発現増大が認められた。さらにBDNF-IPEの神経保護効果をi〃ソiソ。とinソi'roの両面か

 ら検討した。'nv∫1roでは,ラットから網膜神経細胞を採取,分離し,NMDA存在下で,BDN

 F-IPE,N-IPEと共培養を行い,その保護効果をトリパンブルー法で評価した。その結果神経細

 胞生存率はNMDA単独投与群66.6±9.07%(n=5)に対し,BDNF-IPE共培養群では,83.0±

 9.30%(n二5)(p=0.001)と有意に高く,選択的非競合NMDA受容体アンタゴニストである

 MK-80!添加群とほぼ同等(83.0±2.00%(n二5))で,生理的に効果のあるBDNFを産生して

 いることが示された。一方,N-IPE共培養群の生存率は68・4±7.70%(n皿5)でBDNF-IPE移

 植群と比べ低かった。また,BDNF-IPE共培養群に抗BDNF抗体を添加した群では,生存率が

 77.6±8.41%(n=5)とやや低下した。

 一方inv'voでBDNF-IPE,及びN一工PEをラット網膜下に移植,連続光暴露を行い,最も障

 害を受ける視細胞の生存率,すなわち外顆粒層の厚さを計測したところBDNF-IPE移植群はす

 べての計測点において基剤注入群に対し厚く(18、630-23.166m),内7点で有意であったという

 (p二〇.03-0.002)。さらにN-IPE移植群に対しても有意に厚さが保持され,保護効果が非常に優

 れていることが示唆された。このようにIPEにBDNF遺伝子を導入し,安定してBDNF発現

 を増大させることによりBDNF-IPEは神経保護効果を有し,その効果はN-IPEと比べ有意であ

 ることを明らかにした。これらの研究はIPEの移植を臨床応用する場合のきわめて重要なデー

 タであり,博士論文として十分な価値がある。
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