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研究成果の概要： 
 Ataxia and Male Sterility(AMS)マウスは自己免疫疾患モデルマウスであるMRL/lprに自然
発症した失調症と雄性不妊を二大症状とするミュータントである。その病変責任遺伝子である
Nnal 遺伝子機能発現が、細胞の生死にどのように係っているのかを、網膜に光傷害を意図的
に加え、視細胞死のあり方を検討した。TUUNEL 法、ssDNA 免疫染色、走査電子顕微鏡の結
果より、視細胞死がアポトーシスであることが明らかとなった。このことは ams 変異の効果が、
光傷害で誘導されるアポトーシスの感受性を亢進させるように表れているのではないかと思わ
れる。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 0 0 0 

2007 年度 1,100,000 0 1,100,000 

2008 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度  

  年度  

総 計 2,100,000 300,000 2,400,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・実験病理学 
キーワード：①疾患モデル ②網膜  
 ③光傷害 ④アポトーシス 

１．研究開始当初の背景 

 Ataxia and Male Sterility(AMS)マウスは

自己免疫疾患モデルマウスである MRL/lprに

自然発症した失調症と雄性不妊を二大症状

とするミュータントであり、これらの責任病

変は小脳プルキンエ細胞の生後 6週齢までの

完全脱落、および精細管での精子形成過程の

異状に基づく高度の乏精子症である。これら

に加えて脾臓においてリンパ球亜群の割合

の変化などマイナーな変化も認められ、それ

らの形質が常染色体劣勢遺伝形式を示すこ

とから病変の責任遺伝子を ams と名づけた。

これまでの実験において、古典的疾患モデル

マウス・Purkinje cell degeneration(PCD)

マウスの病変責任遺伝子である Nna1 のアレ

ルであることが、AMS と PCD のヘテロ接合体
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どうしの交配によりわかった。Nna1 は軸索損

傷神経細胞の再生の際に活性化する遺伝子

として見つかった。Nna1 は 25 個のエクソン

を含み、cDNA は 3480bp、Nna1 蛋白は 1160aa

（約 138kDa）から構成され ATP/GTP binding 

site motif 及び zinc-carboxypeptidase 

domain を有している。しかし Nna1 蛋白の生

化学的機能はまだわかっていないが、ミュー

タントの病変から明らかなように、細胞の生

死にかかわっていて、細胞の種類によりその

関わり方が異なっていることが予想される。 

AMS マウスの ams 変異の効果は、小脳プルキ

ンエ細胞の急激な全細胞死と網膜・嗅球など

緩除な部分的細胞死などとして表れている。

今回 AMS マウスと対照マウスとして AMS マウ

スの母系である MRL/+マウスを用いて、網膜

に光傷害を意図的に加え、視細胞死のあり方

を検討した。さらに光傷害を受けた視細胞と

Nna1 遺伝子との関連について考えていきた

い。 

２．研究の目的 

Nnal 遺伝子機能発現が、細胞の生死にど

のように係っているのかを組織・細胞・分子

病理学的に明らかにすることを大目的とし、

AMS マウスで慢性的、部分的な脱落がみら

れる網膜視細胞を対象にして、①その死が古

典的なアポトーシスであるか否か ②外的

要因による細胞傷害が促進されるか否か 

③アポトーシスをはじめ細胞死を調節する

分子群を同定し、それらと Nnal が機能上ど

のように係りを持つものかを明らかにする。 
３．研究の方法 

(1)マウスの維持と光傷害 

マウスは 12-12 時間明暗サイクル、 

10-12luxの環境下で維持した。光傷害は AMS、

MRL マウスとも 6-7 週齢のマウスを実験に用

いた。20W 蛍光灯を用いて、周囲にアルミホ

イルを巻いた小型ケージ内に、照度 5000klx

の光をケージ直上から 24 時間照射した。照

射後は再び 10-12lux の環境下に戻し、24 時

間光刺照射直後、1時間後、2時間後、6時間

後、1週間後の各段階で、マウスを安楽死さ

せた後に眼球を摘出した。 

(2)標本の作製 

眼球摘出時には眼球上極にマーキング 

を行った。20%イソプロパノール、2%トリク

ロロ酢酸、2&塩化亜鉛を加えた 4%パラホルム

アルデヒド溶液を用いて、摘出した眼球を室

温にて 24 時間固定し、パラフィンブロック

とした。HE標本作製時には optic nerve 

head(ONH)をはさんで網膜上極側と下極側を

観察できるよう包埋し、厚さ 4μmで連続切

片を作成した。TUNNEL 法及び免疫組織化学は

凍結切片(厚さ 8μm)を用いた。 

(3)アポトーシスの観察 

TUNNEL 法、免疫組織化学、走査電子顕微鏡

を用いた。 

① TUNNEL法は凍結切片を1%パラホル 

ムアルデヒドとエタノール酢酸(2:1)で固定

し蛍光染色キット(ApopTag®Red In Situ 

Apoptosis Detection Kit, CHEMICON®)を使

用した。対比染色には YOYO®-1(Molecular 

Probes®)を用いた。 

② 免疫組織化学は酵素抗体法で行い、 

1 次抗体としたそれぞれ抗 single-strand 

DNA(ssDNA)抗体(1:200, Dako)、抗 cleaved 

caspase 3 抗体(1:100, Cell Signalig 

TECHNOLOGY®)を用いた。メタノール含有 3%

過酸化水素水で内因性ペルオキシダーゼを

阻害したのち、1次抗体を添加し 4℃で 24 時

間反応させた。1次抗体を添加する前後には

内因性マウス免疫グロブリンとの反応を阻

害するためにブロッキング試薬(ヒストファ

イン マウスウテインキット、ニチレイ)を

添加した。アルカリフォスファターゼ標識 2

次抗体アミノ酸ポリマー(ヒストファイン 

シンプルステイン AP(MULTI)、ニチレイ)にて

反応したのち基質発色、ヘマトキシリンにて

対比染色を行った。 

③ 走査電子顕微鏡用の標本作製には、 

マウスを 4%パラホルムアルデヒド溶液で灌

流固定したのち摘出した眼球の一部に 26G針

で穴をあけ、1％グルタールアルデヒドを加

えた 2%パラホルムアルデヒド溶液に入れ、

4℃24 時間固定した。 

(4)形態観察と計測 



 

 

まずAMSマウスとMRL/+マウスとにおける、

月齢 1ヵ月、2ヵ月及び 3ヵ月各段階での網

膜外顆粒層 outer nuclear layer(ONL)の厚さ

を計測した。次に光照射後直後、1時間後、2

時間後、1週間後の各郡でも同様に計測した。

計測位置は optic nerve head(ONH)より 500

μm 上極あるいは下極側の網膜外顆粒層とし、

OLYMPUS社FLOVEL Filing Systemを使用した。 

ONLの測定部位

ONHより下極

ONHより上極

ONH

ONHより1mm

ONHより0.5mm

ONHより0.5mm

ONHより1mm

 

各郡の分散の値は Mann-Whitney 検定を用

いて比較した。各郡における網膜外顆粒層の

厚さの平均値の差を 1元配置分散分析と多重

比較により検定した。P値 0.05 未満のものを

有意差ありとした。 

蛍光染色標本は AxioVisiono 3.0, ZEISS

を用いて観察、画像処理した。 

４． 研究成果 

(1)各マウスの HE標本における月齢ごとの網

膜外顆粒層(ONL)の比較 

①まず初めに MRL/+マウスにおける、月齢 1

ヵ月、2ヵ月及び 3ヵ月各段階での ONL を示

す。対照 MRL/+マウスの ONL の厚さの平均値

は月齢 1ヵ月(n=4)で 51.89±2.90μm、月齢

2ヵ月(n=6) 53.07±3.60μm、月齢 3ヵ月

(n=8)では 64.00±17.34μm であった。多重

比較においてこれらの群に有意差は認めら

れなかった。 

MRL/+

1ヶ月齢

2ヶ月齢 3ヶ月齢

1M

2M 3M  

②AMS マウスでの ONL の厚さの平均値は、月

齢 1ヵ月(n=4) 44.25±2.64μm、月齢 2ヵ月

(n=6) 40.39±2.12μm、月齢 3ヵ月(n=8)で

は 29.53±7.48μm であった。AMS マウスでは

月齢 1ヵ月と月齢 2ヵ月の間では ONL の厚さ

の平均値に差はないが、月齢 3カ月では前 2

群と比較して有意に菲薄化していた。HE標本

では外顆粒層の神経細胞に、アポトーシスと

思われる濃縮した核を認めた。 

AMS

1ヶ月齢

2ヶ月齢 3ヶ月齢

1M

2M 3M           

   

(2)24時間光刺照射後の各マウスでの網膜外

顆粒層(ONL)の比較  

①対照マウスにおける光刺激後の ONLの厚さ

の平均値は、光刺激直後(n=6)49.12±2.11μ

m、1時間後(n=7)46.22±6.00μm、2時間後

(n=8)48.59±3.49μm、1 週間後(n=8)28.67

±9.50μm であった。 
 

 

②AMS マウスでは光刺激後の ONL の厚さの平

均値は、光刺激直後(n=10)34.92±4.97μm、

1時間後(n=7)31.79±1.45μm、2時間後

(n=12)32.20±2.73μm、1週間後(n=12)29.16

±3.06μm であった。 

 

③光照射後各時間経過後の ONLの厚さの平均

値に、マウス種の違いが関係しているかどう

か、多重解析したところ、光照射後 2時間ま

では ONLの厚さに有意な減少を認めなかった。



 

 

しかし光刺激後 1週間経過すると対照マウス

と比較して AMS マウスでは ONL の厚さが有意

に減少していた。 

(3)24 時間光照射を行わない場合と光刺照射

を行った後での各マウスでの網膜外顆粒層

(ONL)の比較 

無照射マウスとして月齢 2ヵ月の各マウス

の ONL の厚さの平均値を基準として、光刺照

射後の ONL の厚さの平均値を比較した。対照

マウスでは光照射後 0-2 時間までは、OML の

厚さの平均値に光照射を行わない場合の ONL

の厚さと差はなかった。一方 AMS マウスでは

光刺激を行わなかった月齢 2ヵ月のマウスと

比較して、光刺激直後から ONL の厚さの平均

値が有意に減少していた。    

(4)TUNNEL 蛍光染色 

AMS マウスでは光刺激直後、1時間後、2時間

後と経過するにつれて ONL に TUNNEL 陽性細

胞が増加していた。AMS マウスでは光刺激 2

時間後の陽性細胞が対照マウスに比べて多

く認められる。 

 

 

 

 

 

一方対照マウスでは光照射直後で TUNNEL 陽

性細胞を ONL に確認したが、AMS マウスと比

較すると少数であった。さらに照射 2時間後

には陽性細胞がほとんど認められなかった。 

 

 

光照射後 6時間における AMS マウス網膜 ONL

ではさらに強弱様々な TUNEL陽性像がみられ

た。24 時間では強弱様々で多数の TUNEL 陽性

像がみられた。 

      

(5)抗 single-strand DNA(ssDNA)免疫染色 

AMS マウスでは ONL において、光照射後 0時

間から次第に ssDNA陽性の細胞が増加して認

められた。光照射 6時間後では ONL の細胞の

ほとんど全体が染色されて見えた。 

AMS24hr+0 AMS24hr+1hr

AMS24hr+2hrs AMS24hr+6hrs

 

(6)走査電子顕微鏡では光照射後 1時間より

も光照射後 2時間の標本で多数の典型的なア

ポトーシス像が確認された。 



 

 

  

 

(7)凍結切片を用いた cleaved caspase-3 の

免疫組織化学的陽性像は現段階ではまだ得

られなく、現在検討中である。 

(8)考察 

AMS マウス網膜外顆粒層は月齢 3ヶ月ごろま

でにそれ以前よりも菲薄化することがわか

った。網膜外顆粒層の菲薄化は視細胞死が生

じていると考え、ams 変異の効果によるもの

と推測する。月齢 3ヶ月以前の 6-7 週齢のマ

ウスを用いて光傷害を加えたところ、光照射

後 1週間で有意に網膜外顆粒層の厚さが減少

していた。TUNNEL 法と ssDNA 免疫染色では視

細胞死の増加が光照射後早期より生じてい

ることがわかる。また対照マウスと比べても

視細胞死の数が多いことが覗える。走査電子

顕微鏡の結果より、視細胞死がアポトーシス

であることが明らかとなった。このことは

ams 変異の効果が、光傷害で誘導されるアポ

トーシスの感受性を亢進させるように表れ

ているのではないかと思われる。 

現在、視細胞死の増加を定量的に判定すべく

試みている。しかし定量化には次に挙げる 3

種類の異なる陽性像をどのように数値化す

るかが課題と考える。TUNNEL 法、ssDNA 免疫

染色ともに、陽性細胞像には 3種類あるよう

に思われる。第 1に視細胞の核と重なって陽

性となる像、第 2に視細胞の核が核染色で染

色されないが、核の存在する場所に一致して

陽性となる像、第 3に核周囲に広がるように

陽性となる像、の 3種類である。当初は背景

の共染色像かと考えて何度も再度染色して

見たが、同様の結果であった。またブロッキ

ング試薬を用いても染色態度に変化はなか

った。このことがアポトーシス関連分子の活

性化を示しているのか、ams 変異の影響なの

かは、興味の持たれるところであり、今後の

課題としたい。 
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