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アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞に 
対するグリシンの効果

髙　橋　恭　一
（受付　2011 年 10 月 21 日）

序　　　　　論

　脊椎動物網膜視細胞は，明所で動作する錐体（光感受性が低い視細胞；昼光視［色覚］に

関与）と暗所で動作する桿体（光感受性が高い視細胞；薄明視に関与）の 2種類に分類され

る。外界から眼球内に入射した光が視細胞の外節に到達すると，視物質（錐体：錐体視物質；

桿体：ロドプシン）が活性化し，外節内部の cyclic Guanosine 3＇, 5＇-monophosphate （cGMP） 

濃度を減少させる（例えば，Kawamura, 1993, 1994）。この結果，外節形質膜に発現する

cGMP依存性陽イオンチャネル（光感受性陽イオンチャネルとも呼ばれる；ナトリウムイオ

ン［Na＋］やカルシウムイオン［Ca2＋］などを通す陽イオンチャンル）は閉塞し，視細胞に

過分極応答が生じる（例えば，Haynes & Yaw, 1985; Pugh & Lamb, 1990, 1993; Watanabe 

& Murakami, 1991; Kawamura, 1993, 1994; Picones & Korenbrot, 1994）。このため，視細

胞終末から放出されるL-グルタミン酸（神経伝達物質）量は減少する（Trifonov, 1968; Miller 

& Schwartz, 1983; Murakami & Takahashi, 1987, 1988; Takahashi & Murakami, 1987, 1991; 

Copenhagen & Jahr, 1989; Ayoub et al., 1989; Murakami et al., 1995）。一方，暗時，外節

内には多量の cGMPが存在するため，cGMP依存性陽イオンチャネルは開口し，視細胞は脱

分極状態となる。このため，視細胞終末からの L-グルタミン酸放出は維持される。視細胞で

惹起された膜電位変化は，縦方向に配置された細胞群（視細胞，双極細胞と神経節細胞）と

横方向に配置された細胞群（水平細胞とアマクリン細胞）にシナプス伝達される（第 1図参

照）。網膜内で処理された視覚情報は，出力細胞である神経節細胞の軸索（視神経束）を経て

脳に伝播される。

　第二次神経細胞である双極細胞（縦方向に配置された神経細胞）は，同心円型中心－周辺

拮抗的受容野を有している。この細胞は微小点光を用いた受容野中心部への光照射によって

脱分極応答そして環状光（中心部を照射しないドーナッツ状の光刺激）を用いた受容野周辺

部への光照射によって過分極応答を示すON中心型双極細胞と，逆の膜電位応答パターンを

示す OFF中心型双極細胞の 2種類に分類される（Werblin & Dowling, 1969; Kaneko, 1970, 

1973, 1979, 1983; Saito et al., 1978, 1979a, b; Saito & Kujiraoka, 1982; Kaneko & Tachibana, 
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1982; Saito & Kaneko, 1983; Kaneko & Saito, 1983; Saito et al., 1984; Saito, 1987）。両タ

イプの双極細胞に惹起される光応答の極性が逆になるのは，これらの細胞に発現するグルタ

ミン酸受容体が異なるためである。ON中心型双極細胞には代謝調節型グルタミン酸受容体，

そしてOFF中心型双極細胞にはイオンチャネル直結型グルタミン酸受容体が発現しているこ

とが明らかとなっている（Murakami et al., 1975; Shiells et al., 1981; Slaughter & Miller, 

1981; Nawy & Jahr, 1990, 1991; Shiells & Falk, 1990, 1992a, b; Yamashita & Wässle, 1991; 

Villa et al., 1995; Sasaki & Kaneko, 1996）。これまでの研究により，受容野中心部への光照

射に伴い惹起される膜電位応答は視細胞から双極細胞への直接的なシナプス連絡，そして受

第 1図：魚類網膜の細胞構築
　魚類網膜は， 5種類の神経細胞（視細胞，水平細胞，双極細胞，アマクリン細胞，神経節細胞）か
らなる。これらの神経細胞は網膜内で層状構造を形成している。視細胞の細胞体が存在する部位を外
顆粒層，双極細胞，水平細胞とアマクリン細胞の細胞体が存在する部分を内顆粒層，そして神経節細
胞の細胞体が存在する部分を神経節細胞層と呼ぶ。また，視細胞，双極細胞と水平細胞がシナプス連
絡する部位を外網状層，そして双極細胞，アマクリン細胞と神経節細胞がシナプス連絡する部位を内
網状層と呼ぶ。視細胞は，光に対する感受性が高い桿体（薄明視）と低い錐体（昼光視）に分類され
る。視細胞で受容された明暗変化は電位応答に変換され，縦方向に配置された細胞群（視細胞，双極
細胞と神経節細胞）と横方向に配置された細胞群（水平細胞とアマクリン細胞）にシナプス伝達され
る。網膜内で処理された視覚情報は，出力細胞である神経節細胞の軸索（視神経束）を経て脳へと伝
播される。魚類網膜の水平細胞は，錐体とシナプス連絡する錐体水平細胞および桿体とシナプス連絡
する桿体水平細胞に分類される。第 6番目の網膜内神経細胞として，Interplexiform細胞（IP細胞あ
るいは間網状細胞と呼ばれている）（オレンジ色）が知られている。IP細胞は細胞体が内顆粒層にあ
り，神経突起を内網状層のみならず外網状層にまで伸ばしており，視覚情報処理に重要な役割を演じ
ていると考えられている。残念ながら，IP細胞の機能解析は未だ充分ではない。
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容野周辺部への光照射に伴い惹起される膜電位応答は水平細胞から双極細胞への間接的なシ

ナプス連絡（水平細胞から視細胞を経由して双極細胞にシナプス伝達される受容野周辺部に

関する情報）によって形成されると考えられている（Werblin & Dowling, 1969; Toyoda & 

Tonosaki, 1978; Ishida et al., 1980）。

　もう一つの第二次神経細胞である水平細胞（横方向に配置された神経細胞）は細胞同士が

電気シナプス（ギャップ結合を介する電気的なシナプス伝達）によって結合しているため，

広範且つ均一な受容野を有している。水平細胞はOFF中心型双極細胞と同じグルタミン酸受

容体を発現し，暗時に視細胞が放出する L-グルタミン酸によって脱分極した状態にある

（Murakami et al., 1975; Rowe & Ruddock, 1982a, b; Murakami & Takahashi, 1987）。錐体

水平細胞は錐体に抑制性シナプスを形成し，錐体水平細胞の受容野情報を錐体にフィードバッ

クしている（Stell et al., 1975; Burkhardt, 1977; Burkhardt & Hassin, 1978; Murakami et al., 

1982a, b; Takahashi & Murakami, 1991; Witkovsky et al., 1995）。この抑制性シナプスは暗

時（脱分極時）に錐体水平細胞が放出する γ-アミノ酪酸（γ-Aminobutyric acid: GABA）に

よって活性化し，錐体を過分極させることが知られている（Murakami et al., 1982a, b; 

Kaneko & Tachibana, 1986）。錐体水平細胞から錐体への GABA作動性（抑制性）シナプス

は，双極細胞の受容野周辺部の光応答形成に重要な役割を演じている（Werblin & Dowling, 

1969; Toyoda & Tonosaki, 1978; Ishida et al., 1980）。錐体水平細胞には GABAC受容体が

発現し，自己受容体としてこの細胞が放出する GABA量を調整していると考えられている

（Qian & Dowling, 1993; Dong et al., 1994; Takahashi et al., 1995a）。さらに，水平細胞に

はドーパミン受容体が発現している（Lasater & Dowling, 1985）。この受容体が活性化する

と，水平細胞間のギャップ結合の電気抵抗が増大し，結果として受容野サイズが減少するこ

とが知られている（Mangel & Dowling, 1985, 1987）。

　脊椎動物網膜内には，Interplexiform細胞（IP細胞あるいは間網状細胞）と呼ばれる第 6

番目の神経細胞が存在する（第 1図）。IP細胞は細胞体が内顆粒層にあり，神経突起を内網

状層のみならず外網状層にまで伸ばしている。この IP細胞は，魚類から哺乳類までの多くの

脊椎動物種（コイ，キンギョ，トラフサンショウウオ，アフリカツメガエル，トカゲ，カメ，

マウス，ラット，サルそしてヒトなど）で確認されている（例えば，Gallego, 1971; Dowling 

& Ehinger, 1975; Hashimoto & Inokuchi, 1980）。キンギョ（Carassius auratus）網膜で行

われた免疫組織学研究によって，IP細胞のなかにドーパミンを放出するタイプとグリシンを

放出するタイプが存在することが明らかとなっている（Marc & Liu, 1984; Kalloniatis & 

Marc, 1990）。ドーパミン作動性 IP細胞は脳（嗅球）が発する遠心性神経細胞からシナプス

入力を受け取り，この情報を水平細胞に伝達している（Zucker & Dowling, 1987）。既述し

たように，IP細胞が放出したドーパミンは水平細胞のギャップ結合の電気抵抗を増し，水平
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細胞の受容野サイズを減少させると考えられている。近年，ウグイ（Tribolodon hakonennsis）

網膜において，ドーパミン作動性 IP細胞から膜電位変化を導出することに成功し，この IP

細胞は光照射に連動した膜電位応答を惹起することが示された（Shimoda et al., 1992）。一

方，グリシン作動性 IP細胞は求心性であり，水平細胞からシナプス入力を受け取り，アマク

リン細胞にシナプス出力していると推測されている（Marc & Liu, 1984; Kalloniatis & Marc, 

1990）。魚類網膜の IP細胞のうち，ドーパミン作動性 IP細胞については多数の研究が行わ

れ，その機能について概ね解明されている。しかし，ドーパミン作動性以外の IP細胞につい

ては，グリシン作動性 IP細胞も含め，殆ど解析されていないのが現状である。従って，IP

細胞が第 6番目の網膜内神経細胞としての地位を確立するには，さらに詳細な研究が必要で

ある。

　下等脊椎動物網膜の水平細胞はグリシン感受性を持つことが古くから知られている。Stone 

& Witkovsky（1984）は，グリシン投与がアフリカツメガエル（Xenopus leavies）網膜の水

平細胞に脱分極応答を惹起し，光応答を減弱させることを報告した。その後，Witkovsky & 

Susan（1987）は同じアフリカツメガエル網膜を用い，水平細胞が錐体と桿体の両視細胞か

らシナプス入力を受け取っていること，そしてグリシンが錐体から水平細胞へのシナプス入

力を選択的に減弱させることを明らかにした。また，Borges & Wilson（1991）はトラフサ

ンショウウオ（Ambystoma tigrinum）網膜を用いて，コバルトイオン（Co2＋；シナプス伝達

遮断剤）を投与して網膜内のシナプス伝達を遮断した状態で，さらにグリシンを投与すると

水平細胞が脱分極することを見つけた。Gilbertson et al.（1991）は，同じトラフサンショウ

ウオ網膜から単離した水平細胞にグリシンを投与すると膜電流応答が惹起されること，そし

てこの応答がストリキニン（グリシン受容体アンタゴ二スト）投与によって抑制されること

を明らかにした。これら両研究は，トラフサンショウウオ網膜の水平細胞にグリシン受容体

が発現していることを示している。トラフサンショウウオ網膜のアマクリン細胞ならびに IP

細胞にグリシンが蓄積していることを明らかにした免疫組織学的研究を踏まえると，水平細

胞のグリシン受容体はグリシン作動性 IP細胞が放出するグリシンによって活性化されると推

測される（Wu & Maple, 1998）。最近，トラフサンショウウオ網膜水平細胞に対するグリシ

ンの作用が再調査され，この細胞に発現するグリシン受容体が細胞内カルシウムイオン

（Ca2＋）濃度調節を介してグルタミン酸受容体の活性に影響することが報じられた（Shen, 

2005）。これらの研究を総合すると，両生類網膜の外網状層において，グリシンは神経伝達

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る。

　Murakami et al.（1972）は，グリシン投与がコイ（Cyprinus carpio）網膜の錐体水平細

胞に過分極応答を惹起し，光応答を減弱させることを報告した。また，Negishi & Drujan

（1979）はシマクロサギ（スズキ目の淡水魚；Eugerres plumieri）網膜において，グリシン
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投与が錐体水平細胞に脱分極応答そして桿体水平細胞に過分極応答を惹起することを見出し

た。これら以外に，魚類網膜水平細胞に対するグリシンの作用を調べた研究は殆どない。従っ

て，錐体水平細胞に対するグリシンの作用が脱分極性であるのか過分極性であるのか，また

桿体水平細胞にグリシン感受性があるのか否かなどについて結論は得られていない。近年，

魚類網膜水平細胞にグリシン受容体が発現しているのか否かを調べる目的で，単離・培養し

た水平細胞を用いた研究が実施された。アメリカナマズ（Ictarulus punctatus）網膜から単

離・培養した錐体水平細胞は，グリシン感受性を示さなかった（Tachibana & Okada, 1991）。

一方，ホワイトバス（スズキ目の淡水魚；Roccus americana）網膜から単離した錐体水平細

胞の中に，グリシン感受性を持つ細胞が存在することが見つかっている（Zhou et al., 1993）。

残念ながら，これらの単離・培養水平細胞を用いた研究以降，魚類網膜の水平細胞に対する

グリシンの作用は調べられておらず，グリシンが魚類網膜外網状層において神経伝達物質や

神経修飾物質として機能しているのか否かについては不明のままである。

　今回，魚類網膜水平細胞に対するグリシンの作用を再検討する目的で，アメリカナマズ網

膜から水平細胞を単離し，この細胞に対するグリシンの作用を調べた。この結果，錐体水平

細胞にグリシン感受性があることが判明した。

実験材料と方法

　実験には，体長約 35～45 cmのアメリカナマズ（Ictalurus punctatus）を用いた。Tachibana

（1981）の方法に従い，網膜から水平細胞を単離し，培養した。本研究で用いた単離法を以

下に概説する。氷を用いて低温麻酔したアメリカナマズを約60分間暗順応し，ギロチンを用

いて断頭後，直ちに脳および脊髄の両側を穿刺した。雑菌の混入を防ぐため，頭部をクリー

ンベンチ（滅菌箱）内に移し，眼球を摘出した。摘出眼球を70％エタノールに20秒間浸し，

滅菌した。この眼球を pH 7.6 に調整した単離操作液（125.0 mM 塩化ナトリウム［NaCl］，

1.0 mM リン酸ナトリウム［Na2HPO4］，2.5 mM 塩化カリウム［KCl］，2.5 mM 塩化カルシ

ウム［CaCl2］，0.5 mM 塩化マグネシウム［MgCl2］，0.5 mM 硫酸マグネシウム［MgSO4］，

10.0 mM ブドウ糖［Glucose］，10.0 mM N-2-Hydroxyethylpiperazine-N＇-2-ethanesulfonic 

acid［HEPES］，0.01 mg/mℓ ウシ血清アルブミン［BSA］）で数回洗浄し，前眼部，水晶体

および硝子体を除去後，網膜を剥離した。この剥離網膜を 2 mm幅に切断し，pH 7.0 に調整

した Papain溶液（10 U/mℓ Papain［タンパク質分解酵素］, 125.0 mM NaCl，1.0 mM 

Na2HPO4，2.5 mM KCl，10.0 mM Glucose，1.0 mMピルビン酸ナトリウム，5.0 mM L-

システイン，5.0 mM Ethylene glycol-bis（β-aminomethyl ether）N, N, N＇, N＇-tetraacetic acid

［EGTA］，10.0 mM HEPES，0.01 mg/mℓ BSA）に移し，28°Cで20分間振盪した。この後，
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Papain溶液を除去し，網膜片を4°Cの単離操作液にて 5回洗浄した。これらの網膜片をプラ

スチック製試験管（容量 15 mℓ；Becton Dickinson）に移し，1.5 mℓの単離操作液を加え，先
端口径を約 1 mmにファイアポリッシュしたパスツールピペット（Becton Dickinson）を用

いて 5回出し入れした（機械的単離操作）。比較的大きな網膜片が沈殿するのを待ち，上澄

み（細胞浮遊液；約 1 mℓ）をガラス製試験管（容量 6 ml; Fisher Scientific Co.）に移し，

4°Cで保存した。再び，網膜片が存在する試験管に単離操作液を 1.5 mℓ補充し，パスツール
ピペットによる出し入れ（ピペッティング）を 5回行い，網膜片の沈殿後に細胞浮遊液を試

験管に移し，4°Cで保存した。この操作を，網膜片がなくなるまで続けた。この結果，30～

35本の細胞浮遊液を含む試験管を得ることができた。それぞれの試験管から 20 μℓ の細胞浮
遊液を採取しスライドガラスに置き，倒立型位相差顕微鏡（TMS-F, Nikon）で観察し，水平

細胞が多数認められる試験管の細胞浮遊液を実験に使用した。網膜内から単離した直後の神

経細胞の多くは樹状突起と軸索を有しており，その形態は網膜内に存在するときに近い状態

であった。網膜を構成する神経細胞の形態学的特徴は細胞内染色法を用いて詳細に調べられ

ており，単離後の神経細胞の識別は容易であった（例えば，Kaneko, 1970, 1971; Naka & 

Otsuka, 1974; Copenhagen & Owen, 1976; Murakami & Shimoda, 1977; Famiglietti et al., 

1977; Otsuka, 1978; Tauchi et al., 1990; Shimoda et al., 1992）。錐体水平細胞と桿体水平細

胞は，細胞体の大きさと特徴的な形態を指標にして識別することが可能であった（第 2図）。

Concanavalin A（Con A）で被覆した円型カバーグラス（直径 12 mm; Fisher Scientific Inc.）

上に細胞浮遊液を15分間静置し，水平細胞の接着を確認後，記録槽に移行した。このカバー

グラスは 1N-塩酸（HCl）に24時間浸し，その後蒸留水で洗浄後，100％エタノール中にて

保存した。使用に際して，クリーンベンチ内でカバーグラスをガスの炎に曝し，乾燥・滅菌

した。Con Aストック液（1 mℓ の蒸留水に 0.1～0.5 mgを溶かした液）を滅菌したカバー

グラスに薄く塗布し，これを紫外線ランプ（滅菌用ランプ）の下で乾燥させた。

　単離水平細胞が接着したCon A被覆カバーグラスを記録槽（容量；455 μℓ）に置き，標準
リンガー液を約30分灌流し実験を開始した。先端口径が小さな Y-tube（直径：約 120 μm）

を水平細胞から 150～250 μmの距離に置いて灌流した。Y-tubeによる溶液の灌流速度は 

260 μℓ/分であった。単離水平細胞にWhole-cell voltage-clamp法を適用し，膜電流を記録し

た（Hamil et al., 1981）。膜電流記録用電極は Brown-Flaming型微小電極製作器（Model-

P97, Sutter Instrument Co.）を使い，Borosilicate性ガラス管（Garner Glass Co.）から作製

した。電極抵抗は 5～8 MΩであった。不関電極として，150 mM NaCl，1.5％寒天を含む

塩橋に接続した銀－塩化銀電極を用いた。膜電流記録用電極と不関電極の液間電位を測定す

ると，記録用電極が 4～6 mV負となった。本実験ではこの液間電位を考慮し，膜電位を －5 

mV補正して表示した。膜電流記録は室温（20～23°C）で実施した。水平細胞から導出した
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膜電流はWhole-cell voltage-clamp用増幅器（Axopatch-1D, Axon Instrument）に内蔵した

4次ベッセルフィルター（2 KHz）を経由後A/Dコンバーター（ITC-16, HEKA Instruments 

Inc.）介して 10 KHzでデジタル化し，マッキントッシュコンピューター（MacOS X［10.2］）

内臓のハードディスクに保存した。水平細胞の膜電位の制御（膜電位固定ならびに鋸波状膜

電位変化）ならびにデータ獲得・分析には，Patchmaster（HEKA Instruments Inc.）を使用

した。各種薬剤投与前の電流－電圧関係を調べるため，単離水平細胞に鋸波状の膜電位変化

（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を与え，惹起された膜電流変化を記録・保存した。水平細胞

を ＋35 mVあるいは －45 mVに膜電位固定し，各種のアミノ酸の投与によって惹起される

膜電流変化を記録・保存した。また，GABA電流およびグリシン電流の電流－電圧関係を調

べるため，水平細胞を －75 mVあるいは －65 mVから ＋55 mVまでの間の複数の膜電位

に固定し，それぞれの膜電位で惹起される膜電流を膜電位に対してプロットした。保存した

膜電流の解析には，Igor Ver. 5.0（Wavemetrics Inc.）を用いた。

　本実験では水平細胞に発現するカリウムチャネルの活性を抑えるため，NaClの代わりに 

10 mM塩化セシウム（CsCl）と 10 mM塩化テトラエチルアンモニウム（Tetraethylanmo-

nium-Cl; TEA-Cl）を加えた標準リンガー液を作製し，Y-tubeを通じて灌流した。アメリカ

第 2図：アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞
　アメリカナマズ網膜に対する単離操作終了後，約 3時間経過して
撮影した 2種類の水平細胞の位相差顕微鏡写真である。錐体水平細
胞と桿体水平細胞は細胞体の形と大きさの違いから，容易に識別で
きる。スケールは 50 μmである。



髙　橋　恭　一

―　　―38

ナマズの標準リンガー液の組成は，100.0 mM NaCl，10 mM CsCl，10 mM TEA-Cl， 2.5 

mM KCl，2.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM Glucose，10.0 mM HEPESであっ

た。この標準リンガー液はカリウムチャネル阻害剤を含むので，カリウム電流は概ね抑制さ

れるが，これ以外のイオンチャネルを介する電流は健在であった（例えば，L型カルシウム

チャネル）。L-グルタミン酸，γ-アミノ酪酸（γ-Aminobutyric acid: GABA）そしてグリシン

は浸透圧変化を考慮せず，リンガー液に単純に添加しY-tubeで投与した。何れのリンガー液

にも 0.1 mg/mℓ BSAを加え，そして 1N-水酸化ナトリウム（NaOH）を用いて pH 7.6 に調

整し灌流した。

　本実験ではカリウムイオンチャネルの活性化を抑制するため，電流記録電極に充填する電

極内液の KClを CsClに置換し用いた。電極内液の組成は 120.0 mM CsCl，1.0 mM NaCl，

0.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM EGTA，2.0 mM Adenosine 5＇-triphosphate

（ATP），1.0 mM Guanosine 5＇-triphosphate（GTP），10 mM HEPESであった。この電極内

液は，1N-水酸化セシウム（CsOH）を用いて pH 7.2 に調整し用いた。

　薬品類の多くは，Sigma Chemical Co.から購入した。また，PapainはWorthington 

Biochemical Co.，2,5-Dimethyl-4-［2-（phenylmethyl）benzoyl］-1H-pyrrole-3-carboxylic acid 

methyl ester （FPL64176） は Tocris Bioscienceから購入した。

実　験　結　果

各種アミノ酸に対する桿体水平細胞の膜電流応答

　アメリカナマズ網膜に対する単離操作が終了し約 2時間経過後，桿体水平細胞から膜電流

を導出した。桿体水平細胞に鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV，500ミリ秒）を与える

と，概ね直線的な電流－電圧関係が観察された（第 3図 A）。ただし，－35 mV付近で僅か

な内向きの膜電流変化が認められた（おそらく，L型カルシウム電流）。水平細胞を ＋35 mV

に膜電位固定し，L-グルタミン酸（Glu）（100 μM）を投与した。＋35 mVの膜電位固定で

は，約 60 pAの保持電流が観察された。L-グルタミン酸の投与に伴い約 60 pAの外向き電

流が惹起された（第 3図 B左図）。L-グルタミン酸を洗い流すと，直ぐに外向き電流は消失

した。次に，水平細胞を －45 mVに膜電位固定し，L-グルタミン酸（100 μM），γ-アミノ

酪酸（γ-Aminobutyric acid: GABA）（1 mM）そしてグリシン（Gly）（1 mM）を投与した。

－45 mVに膜電位固定すると，約 －10 pAの保持電流が観察された。L-グルタミン酸投与

に伴い約 30 pAの内向き電流が惹起されたが，高濃度の GABAとグリシンの投与では膜電

流に変化は見られなかった（第 3図 B右図）。

　単離後約 2時間以内に 7個の桿体水平細胞から膜電流を導出し，上記と同様のアミノ酸投
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第 3図：桿体水平細胞に惹起される各種アミノ酸電流
　アメリカナマズ網膜に対する単離操作終了後，約
2時間経過して桿体水平細胞から膜電流を導出し
た。桿体水平細胞に鋸波状の膜電位変化（－95～
＋45 mV, 500ミリ秒）を与え，電流－電圧関係を
調べた。桿体水平細胞の電流－電圧関係は概ね直
線的であり，－35 mV付近で僅かな内向きの膜
電流変化が認められた（おそらく，L型カルシウ
ム電流）（A）。水平細胞を ＋35 mVに膜電位固
定し，L-グルタミン酸（100 μM）を投与した。
＋35 mVの膜電位固定では，約 60 pAの保持電
流が観察された。L-グルタミン酸（Glu）を投与
すると，約 60 pAの外向き電流が惹起された
（B）。L-グルタミン酸を洗い流すと，直ちにこの
外向き電流は減少した。水平細胞を －45 mVに
膜電位固定し，L-グルタミン酸（100 μM），γ-ア
ミノ酪酸（γ -Aminobutyric acid: GABA）（1 
mM），グリシン（1 mM）を投与した。－45 mV
に膜電位を固定すると，約 －10 pAの保持電流
が観察された。L-グルタミン酸投与は約 30 pA
の内向き電流を惹起したが，GABAおよびグリ
シン投与は膜電流変化を惹起しなかった（B）。
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与実験を実施した。しかし，水平細胞を何れの膜電位（－45 mVあるいは ＋35 mV）に固

定しても，L-グルタミン酸以外のアミノ酸（GABAとグリシン）が膜電流変化を惹起するこ

とはなかった。

　以上の結果は，桿体水平細胞にグルタミン酸受容体は発現しているが，GABAおよびグリ

シン受容体は発現していないことを示唆している。

GABAに対する錐体水平細胞の膜電流応答

　アメリカナマズ網膜の錐体水平細胞には，GABAC受容体そして起電性 GABAトランス

ポーターが発現している（Qian & Dowling, 1993; Dong et al., 1994; Takahashi et al., 1995a, 

b）。これまでの研究によって，GABAC受容体の活性化によって塩化物イオン（Cl－）チャネ

ルが開口すること，そして起電性 GABAトランスポーターの活性化によってナトリウムイ

オン（Na＋）とCl－ が細胞膜を挟んで移動すること，さらに起電性GABAトランスポーター

由来の膜電流は逆転しないことが明らかとなっている（Takahashi et al., 1995a, b）。

　アメリカナマズ網膜に対する単離操作が終了し約 2時間経過後，錐体水平細胞から膜電流

を導出した。錐体水平細胞に鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を与える

と，－40 mV付近で活性化し，そして －20 mV 付近でピークを持つ内向き電流が出現した

（第 4図B挿入）。この電流はL型カルシウムチャネル阻害剤であるコバルトイオン（Co2＋；

500 μM）と Nifedipine（10 μM）により抑制され，そして L型カルシウムチャネル活性化

剤である 2,5-Dimethyl-4-［2-（phenylmethyl）benzoyl］-1H-pyrrole-3-carboxylic acid methyl 

ester （FPL64176; 2 μM） により増加した（図は省略）。阻害剤ならびに活性化剤の投与実験

は，錐体水平細胞に L型カルシウムチャネルが発現し，本実験条件下でこのチャネルの活性

化に伴う膜電流が惹起されたことを示している。錐体水平細胞を ＋35 mVに膜電位固定し，

GABA（100 μM）を投与した。＋35 mVの膜電位固定では，100 pA程度の保持電流が観察

された。GABA投与に伴い約 10 pAの微弱な外向き電流が惹起された（第 4図 A）。次に，

錐体水平細胞の膜電位を－45 mVに固定し，GABA（100 μM）を投与した。膜電位を－45 

mVに固定すると，－100 pA程度の保持電流が観察された。GABAを投与すると，約 70 pA

の内向き電流が惹起された。GABA電流は GABA投与中僅かに減衰し，GABAを洗い流す

と速やかに回復した。錐体水平細胞を －65 mVから ＋55 mVまでの間の複数の膜電位に固

定し，それぞれの膜電位で惹起される GABA電流を膜電位に対してプロットし，電流－電圧

関係を調べた（第 4図 B）。GABA電流は概ね直線的な電流－電圧関係を示し，＋25 mV付

近で逆転した（第 4図 B）。ただし，逆転電位よりも正側の膜電位において，GABA電流は

直線関係から外れ僅かに減少した。本実験で用いた細胞内液と細胞外液の Cl－ 濃度から計算

される平衡電位（ECl）は －1.5 mVであり，第 4図 Bの実験で得られた GABA電流の逆転
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電位は EClよりもかなり正側にあった。おそらく，GABA投与に伴い GABAC受容体に加え

起電性GABAトランスポーターが活性化したため，このトランスポーター電流（Na＋と Cl－ 

が関与）によって GABA電流の逆転電位が EClより正側に牽引されたと推測される。

　単離後 2時間以内に13個の錐体水平細胞から膜電流を導出し，GABA電流発生の有無を調

べた結果，総ての水平細胞に GABA感受性が認められた。また， 4個の錐体水平細胞にお

いて GABA電流の逆転電位を測定したところ，何れも EClより相当正側にあった。

　以上の結果は，錐体水平細胞に GABA受容体と GABAトランスポーターが発現している

ことを報じたこれまでの研究を支持している。

第 4図：錐体水平細胞に惹起されるGABA電流
　アメリカナマズ網膜に対する単離操作終了後，約 2時間経過して錐体水平細胞から膜電流
を導出した。錐体水平細胞に鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を与える
と，－40 mV付近で活性化し，そして －20 mV 付近でピークとなる L型カルシウム電流が
出現した（挿入図）。水平細胞を ＋35 mVに膜電位固定し，γ-アミノ酪酸（γ-Aminobutyric 
acid: GABA）（100 μM）を投与した。＋35 mVの膜電位固定では，100 pA程度の保持電
流が観察された。GABA投与に伴い約 10 pAの微かな外向き電流が惹起された（A上図）。
GABAを洗い流すと，元のレベルに回復した。次に，水平細胞を －45 mVに膜電位固定
し，同濃度の GABAを投与した。膜電位を －45 mVに固定すると，－100 pA程度の保持
電流が観察された。GABAを投与すると，約 70 pAの内向き電流が惹起された（A下図）。
GABAを除去すると，速やかに元の膜電流レベルに回復した。錐体水平細胞を －65 mVか
ら ＋55 mVまでの間の複数の電位レベルに膜電位固定し，それぞれの膜電位で惹起された
GABA電流を膜電位に対してプロットした（B）。GABA電流は概ね直線的な電流－電圧関
係を示し，＋25 mV付近で逆転した。逆転電位よりも正側の膜電位において，GABA電流
は直線関係から外れ，若干減少した。
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グリシンに対する錐体水平細胞の膜電流応答

　アメリカナマズ網膜に対する単離操作が終了し約 2時間経過後，錐体水平細胞から膜電流

を導出した。錐体水平細胞に鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を与える

と，－40 mV付近で活性化し，－20 mV付近にピークを持つ L型カルシウム電流が出現し

た（第 5図 B挿入）。水平細胞を ＋35 mVに膜電位固定し，グリシン（10 μM と100 μM）

を投与した（第 5図 Aaと Ab）。膜電位を ＋35 mVに固定すると，110 pA程の保持電流が

第 5図：錐体水平細胞に惹起されるグリシン電流
　アメリカナマズ網膜に対する単離操作終了後，約 2時間経過して錐体水平細胞から膜電流
を導出した。錐体水平細胞に鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を与える
と，－40 mV付近で活性化し，そして－20 mV 付近でピークとなる L型カルシウム電流が
出現した（挿入図）。水平細胞を ＋35 mVに膜電位固定し，グリシン（10 μM と100 μM）
を投与した。＋35 mVの膜電位固定では，100 pA程度の保持電流が観察された。錐体水平
細胞に 10 μMのグリシンを投与したが，膜電流に変化は認められなかった（Aa）。10倍濃
度のグリシン（100 μM）を投与すると，一過性の外向き電流が惹起された（Ab上図）。次
に，水平細胞を －45 mVの膜電位固定し，同濃度のグリシン投与の影響を調べた。膜電位
を －45 mVに固定すると，－10 pA程度の保持電流が観察された。グリシン（100 μM）投
与は，錐体水平細胞に一過性の内向き電流を惹起した（Ab下図）。水平細胞を ＋35 mVと 
－45 mVの何れの膜電位に固定しても，水平細胞に発生するグリシン電流は一過性であっ
た。ただし，グリシン投与中，一過性膜電流の減衰後，定常的で微弱な膜電流が残存した。
錐体水平細胞を －75 mVから ＋55 mVまでの間の複数の電位レベルに膜電位固定し，それ
ぞれの膜電位で惹起されたグリシン電流を膜電位に対してプロットした（B）。グリシン電流
の電流－電圧関係は概ね直線的であったが，－40 mVより負の膜電位で膜電流が減少した。
グリシン電流の逆転電位は，＋3 mV付近にあった。
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観察された。10 μMのグリシンを投与したが，膜電流に変化は認められなかった（第 5図

Aa）。グリシン濃度を10倍にして投与すると，一過性の外向き電流が惹起された（第 5図Ab

上段）。次に，水平細胞の膜電位を －45 mVに変更して固定すると，－10 pA程度の保持電

流が観察された。グリシン（100 μM）を投与すると，一過性の内向き電流が惹起された（第

5図Ab下段）。何れの膜電位で発生したグリシン電流も，グリシン投与後10秒程で速やかに

減弱し，微弱で定常的な応答へと移行した。錐体水平細胞を －75 mVから ＋55 mVまでの

間の複数の電位レベルに膜電位固定し，それぞれの膜電位で惹起されるグリシン電流（一過

性膜電流応答のピーク値）を膜電位に対してプロットし，電流－電圧関係を調べた（第 5図

B）。グリシン電流の電流－電圧関係は概ね直線的であるが，－40 mVより負の電位におい

て膜電流は減少した。グリシン電流の逆転電位は ＋3 mVにあり，Cl－の平衡電位（ECl＝

－1.5 mV）に極めて近かった。

　単離後 2時間以内に11個の錐体水平細胞から膜電流を導出し，グリシン（100 μM）電流

発生の有無を調べた結果， 6個の細胞に一過性グリシン電流が惹起された。何れの細胞もグ

リシン電流の逆転電位は 0～5 mVにあった。また，10 μMのグリシン投与で膜電流変化は

全く認められなかった。

　以上の結果は，アメリカナマズ網膜から単離した錐体水平細胞にグリシン受容体が発現し

ていることを強く示唆している。

考　　　　　察

脊椎動物中枢神経系の抑制性神経伝達物質：グリシン

　γ-アミノ酪酸（γ-Aminobutyric acid: GABA）とグリシンは，脊椎動物の中枢神経系にお

ける代表的な抑制性神経伝達物質である。シナプス前神経細胞の終末から放出されたこれら

のアミノ酸はシナプス後神経細胞に発現するそれぞれの受容体に結合し，イオンチャネルを

直接的（イオンチャネル直結型受容体の活性化）あるいはセカンドメッセンジャーを介して

イオンチャネルを間接的（代謝調節型受容体の活性化）に開口し，シナプス後神経細胞に膜

電位変化を惹起する。これまでの研究により，グリシン受容体，GABAA受容体ならびに

GABAC受容体はイオンチャネル直結型受容体，そして GABAB受容体は Gタンパク質と連

結した代謝調節型受容体であることが明らかとなっている（Johnston et al., 1975; Drew et 

al., 1984; Bormann et al., 1987; Bormann, 1988; Bowery, 1989; MacDonald & Olsen, 1994; 

Semyanov, 2002）。GABAA受容体ではベンゾジアゼンピンやバルビツール酸が，またGABAC

受容体ではカルシウムイオン（Ca2＋）や亜鉛イオン（Zn2＋）が，それぞれの受容体で機能修

飾因子として働くことが知られている（Pritchett et al., 1989; Schonrock & Bormann, 1993; 
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Dong & Werblin, 1995; Johnston, 1996; Kaneda et al., 1997）。これらの抑制性アミノ酸受容

体については生理学的および薬理学的研究に加え，分子生物学的研究が盛んに行われ，受容

体を構成するタンパク質の種類（サブユニットの種類）およびこれらタンパク質を構成する

アミノ酸組成やその配列などが解明されている。例えば，グリシン受容体はα1～α4とβのサ

ブユニットにより，GABAA受容体ではα1～α6，β1～ β4，γ1～ γ3，δ1，ε1，π，θのサブユニッ

トにより，GABAB受容体では GABAB1(a)～ GABAB1(g)と GABAB2のサブユニットにより，

また GABAC受容体では ρ1～ ρ3サブユニットにより構成されている（例えば，Jentsch et al., 

2001; Legendre et al., 2002; Lewis et al., 2002; Semyanov, 2002）。中枢神経系では効率の

良いシナプス伝達を実現するため，最適なサブユニットの組み合わせで各受容体が構成され

ていると推測される。当然，サブユニットの組み合わせ如何によっては，受容体の生理学的

および薬理学的性質（脱感作の程度，アゴニストやアンタゴニストに対する感受性など）に

差が現れることが予想される。

　脊椎動物網膜において，GABAは水平細胞やアマクリン細胞から，またグリシンはアマク

リン細胞，IP細胞ならびに双極細胞（サルおよびヒト網膜の双極細胞の一部）から放出され

ていることが明らかとなっている（Yazulla, 1986; Massey & Redburn, 1987; Schwartz, 1987; 

Marc, 1989; Poucho & Goebel, 1990; Davanger et al., 1991: Crooks & Kolb, 1992; Grünert 

& Wässle, 1993; Greferath et al., 1994; Sassoè-Pognetto et al., 1994; Enz et al., 1996; 

Kalloniatis & Tomisich, 1998）。脳と同様に，網膜でもこれらのアミノ酸は抑制性神経伝達

物質として機能し，それぞれの受容体の活性化が視覚情報の時間的・空間的処理に深く関与

していることが知られている（例えば，Yazulla, 1986; Massey & Redburn, 1987; Marc, 1989; 

Poucho & Goebel, 1990）。ただし，水平細胞では細胞内の Cl－ 濃度が高いため，グリシンや

GABAはこの細胞を過分極（抑制性膜電位応答）するのではなく，むしろ脱分極（興奮性膜

電位応答）する可能性が高く，抑制性神経伝達物質としての機能を有していないと考えられ

ている（Miller & Dacheux, 1983; Takahashi et al., 1995a）。

魚類網膜水平細胞に対するグリシンの作用

　アメリカナマズ網膜から単離した錐体水平細胞にグリシンを投与すると，一過性の膜電流

応答が惹起された（第 5図）。このような一過性の膜電流応答（速やかな減衰過程を持つ膜

電流変化）は，脱感作として知られている（例えば，Han et al., 1997; Han & Slaughter, 

1998; Hou et al., 2008）。錐体水平細胞に対しグリシンを長時間投与すると，膜電流は10秒

程で減衰（一過性）し，その後定常的且つ微弱な応答へと移行した。グリシン濃度を上げる

と，一過性のみならず定常的な膜電流も増加した（図は省略）。また，グリシン電流（第 5

図）と GABA電流（第 4図）とを比較すると，膜電流応答の時間経過，電流－電圧関係そ
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して逆転電位において顕著な違いが認められた。薬理学的実験は未だ実施していないが，本

研究はアメリカナマズ網膜の錐体水平細胞にグリシン受容体が発現していることを強く示唆

している。

　Murakami et al.（1972）はグリシン投与によってコイ（魚類）網膜錐体水平細胞に持続性

の過分極応答，そして Negishi & Drujan（1979）はグリシン投与によってシマクロサギ（魚

類）網膜錐体水平細胞に持続性の脱分極応答が惹起されることを報じた。グリシン電流の逆転

電位（Cl－の平衡電位）が暗時の膜電位よりも脱分極側（Miller & Dacheux, 1983; Takahashi, 

et al., 1995a, b）にあることを考慮すると，Negishi & Drujan（1979）の脱分極応答は錐体

水平細胞に対するグリシンの直接作用，そしてMurakami et al.（1972）の過分極応答は錐

体水平細胞に対するグリシンの間接作用（他の神経細胞を介する影響）によると推測される。

しかし，これまでの知見に基づき，網膜内に存在する水平細胞に対するグリシンの直接的あ

るいは間接的な作用，そして網膜内に存在する水平細胞に一過性のグリシン応答が発生しな

い理由を説明することは難しい。魚類網膜外網状層でのグリシンの機能を解明するため，今

後網膜内に存在する水平細胞に対するグリシンの作用を詳細に調べる必要がある。

　Tachibana & Okada（1991）はアメリカナマズ網膜から単離・培養した錐体水平細胞を用

いた研究において，GABAは錐体水平細胞に膜電流応答を惹起するも，グリシンは無効であ

ることを報じた。本研究では，アメリカナマズ網膜から単離した錐体水平細胞に GABA感

受性が認められること（第 4図），そしてグリシン感受性が約半数に認められること（第 5

図），さらには桿体水平細胞に対し GABAもグリシンも無効であること（第 3図）を明らか

にした。Tachibana & Okada（1991）と本研究とで同じ動物種を実験材料として使用してい

るにもかかわらず，グリシン感受性に違いが認められた。この理由については不明であるが，

実験に使用した個体の体長（Tachibana & Okada: 12～17 cm; 本研究：35～45 cm）が両研

究で大きく異なっており，これがグリシン感受性の違いを生んだ可能性がある。今後，動物

の成長とグリシン受容体の発現の関係，グリシン感受性が錐体水平細胞の約半数にしか現れ

なかった理由そしてグリシン受容体の生理学的および薬理学的性質などを網膜から単離・培

養した水平細胞を用いて解析する必要がある。

脊椎動物網膜第 6番目の神経細胞： Interplexiform細胞

　脊椎動物網膜には 5種類の神経細胞が存在している。視細胞（錐体と桿体）は光受容機能

を，他の 4種類の神経細胞（双極細胞，水平細胞，アマクリン細胞そして神経節細胞）は情

報処理（特徴抽出）機能を担っている。これら以外に，第 6番目の網膜内神経細胞として IP

細胞が報告されている（第 1図参照）。近年，この IP細胞は多くの動物で確認され，その機

能解析が始まっている。IP細胞は外網状層と内網状層の両層に神経突起を伸展しているた
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め，重要な役割を演じていると考えられており，1980年代後半から1990年前半にかけて下等

脊椎動物網膜の IP細胞を対象に盛んに研究が行われた。

　これまでの研究によって，魚類網膜ではドーパミン作動性 IP細胞そして両生類網膜ではグ

リシン作動性 IP細胞が水平細胞の機能を修飾することが明らかとなっている（Lasater & 

Dowling, 1985; Mangel & Dowling, 1985, 1987; Wu & Maple, 1998; Shen, 2005）。魚類網

膜の錐体水平細胞に発現するドーパミン受容体が活性化すると，水平細胞間のギャップ結合

の電気抵抗が増し，結果として水平細胞の受容野サイズが減少することが知られている

（Lasater & Dowling, 1985; Miyachi & Murakami, 1991）。また，両生類網膜では，グリシ

ンが水平細胞に対する桿体と錐体の入力バランスを調整していること，そしてグリシンがグ

ルタミン酸受容体の活性を調整していることが報じられている（Witkovsky & Stone, 1987; 

Shen, 2005）。

　下等脊椎動物網膜を中心にしてドーパミン作動性あるいはグリシン作動性 IP細胞のシナプス

連絡や機能が調べられてきたが，その成果は不充分であり，結果として IP細胞が第 6番目の網

膜内神経細胞としての地位を確立するには至っていない。今後，哺乳動物を含む多くの動物種

において，IP細胞が視覚情報処理にどのように関わっているのかを解明することが望まれる。

先ずは，IP細胞に関する研究が他の動物種よりも先行している魚類網膜において，ドーパミン

作動性およびグリシン作動性 IP細胞のシナプス連絡とこれらの機能，さらにドーパミン作動性

ならびにグリシン作動性以外の IP細胞が存在するのか否か，そして存在するのであればこれら

の IP細胞はどのような機能を有しているのかなど，を明らかにすることが急務であろう。
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