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アメリカナマズ網膜から単離した錐体水平細胞に対する 
L-グルタミンの効果

髙　橋　恭　一
（受付　2012 年 3 月 29 日）

序　　　　　論

　脊椎動物の中枢神経系において，L-グルタミン酸は窒素代謝，エネルギー代謝やタンパク

質合成などの普遍的な生命現象に寄与する物質であると同時に，神経細胞間の情報伝達を担

う主要な興奮性神経伝達物質でもある。L-グルタミン酸を神経伝達物質として放出する神経

細胞が興奮性入力（脱分極性の膜電位変化）を受け取ると，この興奮は神経終末部にまで伝

導し，この部分に発現する電位依存性カルシウムチャネルを活性化させる。この結果，神経

細胞終末内部のカルシウムイオン（Ca2＋）濃度は上昇し，終末内部に配備されているシナプ

ス小胞が形質膜に向かって移動し，形質膜と融合する。融合に伴いシナプス小胞内の L-グル

タミン酸は細胞外に放たれる。このような神経伝達物質放出の過程はエキソサイトーシスと

呼ばれ，膜電位変化から神経伝達物質の放出まで数ミリ秒以内に完了する。シナプス間隙に

放出された L-グルタミン酸は，拡散によってシナプス下膜に到達する。

　神経細胞の樹状突起（シナプス下膜）には，シナプス前神経細胞から放出された L-グルタ

ミン酸を受容するためのグルタミン酸受容体が発現している。この受容体には，イオンチャ

ネル直結型グルタミン酸受容体と代謝調節型グルタミン酸受容体の 2種類が存在する。L-グ

ルタミン酸がイオンチャネル直結型グルタミン酸受容体に結合すると，この受容体の構造が

変化し，陽イオンチャンルが開口する。この受容体は生理学的および薬理学的な違いから，

（RS）-α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic acid （AMPA） 型，Kainic acid （KA） 

型そして N-Methyl-D-aspartate （NMDA） 型の 3種類に分類されている。これら 3種類の受

容体を構成するサブユニットタンパク質は異なっており，これらがアゴニスト認識，脱感作

やイオン選択性などを形作っている（例えば，Tomita, 2010; Granger et al., 2011）。一方，

代謝調節型グルタミン酸受容体はイオンチャネルを持たず，共役する Gタンパク質を介して

陽イオンチャネルの開閉を制御している。この受容体はGタンパク質の違いから 3種類に分

類され，それぞれはアゴニスト認識や細胞内のセカンドメッセンジャー系などに違いが認め

られる（例えば，Niswender & Conn, 2010）。近年，イオンチャネル直結型および代謝調節

型グルタミン酸受容体を発現する神経細胞は，学習や記憶をはじめとする脳の高次機能に重
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要な役割を演じていることが明らかとなっている（例えば，Reidel et al., 2003）。

　神経細胞から放出された L-グルタミン酸は神経細胞外に長時間滞留すると，神経細胞に対

して毒性を示すようになる（例えば，Lucas & Newhouse, 1957; Olney, 1969; Choi, 1992, 

1994）。この毒性には，細胞内 Ca2＋濃度の上昇を伴うNMDA型およびAMPA型グルタミン

酸受容体の活性化が関与している（例えば，Olney et al., 1989; Sheardown et al., 1990; Lynch 

& Guttmann, 2002）。近年，L-グルタミン酸による毒性はてんかんや脳虚血などの急性の疾

患のみならずアルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化症などの長い経過を経て発症する神経性

疾患の原因としても注目を集めている（例えば，Mark et al., 2001; Foran & Trotti, 2009）。

この毒性を避けるため，神経細胞から放出された L-グルタミン酸は放出した神経細胞あるい

は周辺に配置されたグリア細胞に発現するグルタミン酸トランスポーターによって細胞内に

取り込まれ，細胞外から速やかに除去される。このグルタミン酸トランスポーターは，これ

らを構成するサブユニットタンパク質の相違から，Excitatory Amino Acid Transporter 1

（EAAT1）（別名，Glutamate-Aspartate Transporter ［GLAST］），EAAT2（別名，Glutamate 

Transporter 1［GLT1］），EAAT3（別名，Excitatrory Amino-Acid Carrier 1［EAAC1］），

EAAT4，そして EAAT5 の 5種類に分類されている（例えば，Danbolt, 2001; Gegelashvili 

et al., 2001; Benarroch, 2010）。神経細胞あるいはグリア細胞にはこれらのトランスポーターが

単独あるいは複数で発現し，細胞外から L-グルタミン酸を積極的に除去している。神経細胞に

取り込まれた L-グルタミン酸は，細胞内で小胞型グルタミン酸トランスポーター（Vesicular 

Glutamate transporter ［VGLUT］）を介してシナプス小胞内に取り込まれ，再利用されると

考えられている（例えば，Islam et al., 2011）。一方，グリア細胞に取り込まれた L-グルタ

ミン酸は，先ず細胞内でグルタミン合成酵素によって L-グルタミンに変換され，その後グリア

細胞膜に発現するグルタミントランスポーター（System A，System ASC，System L あるいは

System Nなど）によって細胞外に輸送される（例えば，Norenberg & Martinetz-Hernandez, 

1979; Bröer & Brookes, 2001; Chaudhry et al., 2002）。この L-グルタミンは，近くの神経

細胞に発現するグルタミントランスポーター（System A，System ASC，System L あるいは

System Nなど）を介して細胞内に取り込まれる（例えば，Bröer & Brookes, 2001; Chaudhry 

et al., 2002）。神経細胞内で，グルタミン酸合成酵素によって L-グルタミンは L-グルタミン

酸に変換され，VGLUTを介してシナプス小胞内に取り込まれる。この L-グルタミン酸は，

神経細胞の興奮に伴い放出される。グリア細胞を経由する L-グルタミン酸の再生系はグルタ

ミン酸－グルタミンサイクルと呼ばれ，神経細胞への L-グルタミン酸供給の主要経路と考え

られている（例えば，Magistretti & Pellerin, 1999; Shen et al., 1999; Bröer & Brookes, 

2001）。ところが，最近，Kam & Nicoll（2007）はラットの培養海馬細胞を用いた研究にお

いて，短期的にグルタミン酸－グルタミンサイクルが機能しなくとも，神経細胞の L-グルタ
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ミン酸放出に大きな影響が現れないことを示した。さらに，マウス網膜において，桿体が放

出した L-グルタミン酸は桿体によって取り込まれ，ミュラー細胞（グリア細胞の一種）の関

与は殆どないことが示された（Hasegawa et al., 2006）。これらの研究は，神経細胞に L-グ

ルタミン酸を供給する経路がグルタミン酸－グルタミンンサイクル以外にも存在することを

強く示唆している。

　血漿や脳脊髄液にはmMオーダーの L-グルタミンが存在することが知られている（例え

ば，Lehmann et al., 1983; Lerma et al., 1986）。細胞外に高濃度で存在する L-グルタミン

は，神経細胞の興奮性に影響しないのであろうか。あるいは，高濃度の L-グルタミンは神経

細胞に毒性を示さないのであろうか。これらを調査するため，いくつかの研究が行われてき

た。Sands & Barish （1989） は，アフリカツメガエルの培養脊髄細胞に対する L-グルタミン

の作用を調べる研究において，L-グルタミンの効果が L-グルタミンに予期せず混入してい

る L-グルタミン酸によることを見つけ，L-グルタミン使用には特別な注意が必要であるこ

とを報告した。同年，Yamada & Rothman （1989） も，ラットの培養海馬細胞への L-グルタ

ミンの作用が L-グルタミンに混入している L-グルタミン酸によることを報じた。この研究

の中で，海馬細胞に対して L-グルタミン自体は生理活性や毒性を持たないことを示唆した。

これらの研究が示すように，入手可能な L-グルタミンには L-グルタミン酸が混入している

可能性があり，神経細胞に対する L-グルタミンの作用を調べることが難しい状況にある。最

近，Kolbaev & Draguhn （2008） は，L-グルタミンが L-グルタミン酸を含んでいることを承

知した上で，L-グルタミンをラットの培養海馬細胞に投与し，この細胞に発生する膜電流変

化が混入する L-グルタミン酸ではなく L-グルタミンによることを報告した。この研究では，

L-グルタミンが部分的にNMDA型グルタミン酸受容体を活性化して膜電流を発生すること，

そして L-グルタミンは未知の機序を介して膜電流を発生することを報じている。結論とし

て，細胞外に高濃度で存在する L-グルタミンが培養海馬細胞に発現するグルタミン酸受容体

を活性化し，脱分極を引き起こす可能性があることを指摘した。培養状態ではなく，脳内で

他の神経細胞とシナプス連絡をしている海馬細胞に対して，血漿や脳脊髄液などに多量に存

在する L-グルタミンが脱分極（興奮）を惹起するのか否かは極めて重要な問題であり，喫緊

の課題となっている。

　脊椎動物網膜は発生学的に脳（間脳）起源の神経組織であり，脳に比べて構造が単純であ

るため，古くから脳内のシナプス機構を解析するための好個のモデル組織として研究に使わ

れてきた。しかし，両者の構造に著しい差異があることに加え，網膜は光受容機能を持つ感

覚器であるという理由から，近年脳のモデル組織としての利用は殆どなくなっている。とは

いえ，両者の研究成果が比較・検討されることは多い。網膜においても，L-グルタミン酸は

主要な興奮性神経伝達物質である（例えば，Thoreson & Witkovsky, 1999; Yang, 2004）。そ
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して，眼球内に L-グルタミンが高濃度で存在することも知られている（例えば，Kwon et 

al., 2005）。しかし，この L-グルタミンが網膜内の神経細胞の活動（興奮性や毒性）に影響

するのか否かについては未だ殆ど調べられていない。最近，髙橋（2013）はアメリカナマズ網

膜から単離した錐体水平細胞に L-15 リンガー液（Leibovitz＇s L-15 Mediumを含むリンガー液）

を灌流すると，膜電流変化が現れることを見出した。さらに，この膜電流変化がイオンチャ

ネル直結型グルタミン酸受容体阻害剤の投与で部分的に抑制されること，そして Leibovitz＇s 

L-15 Mediumの成分の一つである L-グルタミンがこのグルタミン酸受容体を活性化する可

能性があることを明らかにした。これらの成果を踏まえ，今回，アメリカナマズ網膜から単

離した錐体水平細胞を利用し，L-グルタミンの作用を検討した。

実験材料と方法

アメリカナマズ網膜からの錐体水平細胞の単離

　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，網膜から錐体水平細胞を単離し，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 リン酸水素二ナトリウム［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，1N-水酸化ナトリウム（NaOH）を用いて 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，Papain溶液を除去し，網膜

片を4°Cの単離操作液を用いて 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

（ピペッティング［機械的単離操作］）した。比較的大きな網膜片が沈殿するのを待ち，上澄
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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）で観察した。水

平細胞が複数認められる試験管を残し，これらの試験管の細胞浮遊液を本研究に用いた。細

胞浮遊液には樹状突起や軸索を有する細胞に加え，多数の球体（視細胞，双極細胞，アマク

リン細胞や神経節細胞の細胞体）が認められた。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，これに基づき単離後の網膜細胞を識別するこ

とは可能であった（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）。特に，細胞の大きさと特徴的な形態から，錐体水平細胞の

識別は容易であった。本研究では，単離操作終了後低温（4°C）維持して 3日以内の細胞浮

遊液中に生存する錐体水平細胞を生理実験に用いた。低温維持して 3日以内であれば，単離

操作終了直後と概ね同じ振幅のグルタミン酸電流を惹起することが報告されている（髙橋，

2012）。

水平細胞の膜電流導出とリンガー液の灌流

　ピペットマンを用いて細胞浮遊液を 100 μℓ 吸引し，これを倒立型位相差顕微鏡（TMD, 

Nikon）に装着した記録槽（容量；455 μℓ）に移した後，水平細胞が記録槽底部（厚さが 

0.017 mmのガラス板［カバーグラス］）に沈むまで10分間程静置し，正常リンガー液あるい

は標準リンガー液を灌流した。記録槽底面のガラス板への水平細胞の接着は弱く剥がれ易い

ことを考慮し，本研究では先端口径が比較的大きな Y-tube（直径：約 250 μm）を作製し，

これを水平細胞から 5～7 mmの距離に置きリンガー液の灌流に利用した。記録槽底部のガ

ラス板に付着した水平細胞が，リンガー液の灌流によって剥がれることは殆どなかった。各

種の薬剤投与も，この Y-tubeを用いて行った。Y-tubeによる溶液の灌流速度は 390 μℓ/分で

あった。ただし，この灌流では水平細胞周辺の速やかな溶液灌流と交換（各種薬剤の水平細

胞への導入と除去）を保証できず，脱感作を示す膜電流応答を解析することは困難であった。

　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）。

膜電流記録用パッチ電極は 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と1.5％寒天を含む塩橋に接続した銀－塩
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化銀電極を用いた。膜電流記録用パッチ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）とデータ獲得には，Patchmaster （HEKA Instruments Inc.） を利用した。

　本研究では，アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞の膜電位を＋35 mV（NMDA型

グルタミン酸受容体のマグネシウムイオン［Mg2＋］による抑制作用が解除されている膜電

位）に固定し，各種リンガー液の灌流や L-グルタミン酸などの投与に伴い発生する膜電流変

化を記録・保存した。既述したように，本研究ではリンガー液の灌流が緩やかであり，これ

に伴いリンガー液の交換や薬剤の投与も緩やかであるため発生する膜電流変化も緩徐であり，

結果として長時間の記録・保存を行う必要があった。本研究では，膜電流変化を50秒間記

録・保存した。さらに長時間の膜電流記録が必要なとき，50秒間の記録・保存を繰り返し複

数の膜電流記録を得，これらを繋ぎ合わせた（第 3図 Aの挿入図参照）。50秒間の膜電流変

化をデジタル化してハードディスクに保存する際若干の時間を要するため，膜電流記録間に

数秒以内の未記録部分が生じた（第 3図 Aの挿入図参照）。また，水平細胞の膜電流に変化

が認められないとき（例えば，リンガー液を交換しても膜電流に変化が認められないときあ

るいは薬剤投与に伴い発生した膜電流変化が定常状態に達しているとき），記録・保存を中断

した。20分以上にも亘る長時間の膜電流記録を行うとき，得られた各膜電流記録（50秒間の

膜電流記録）の初期電流値を記録時間（膜電流記録を開始した時点を［0］とする）に対し

てプロットしグラフ化した。このグラフの各プロットは50秒間記録の初期電流値であるた

め，50秒間記録の途中に膜電流変化が生じた場合，グラフ上にこの変化が反映されることは

ない。50秒間膜電流記録の途中で生じた変化が生理応答である場合，グラフ化せず，膜電流

記録をそのまま使用することにした。このグラフは膜電流の経時的変化を通覧する際大変便

利であり，本研究での膜電流変化の表示に用いた（第 3図 A参照）。電流－電圧関係を調べ

る目的で，50秒間記録の合間に水平細胞に鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ

秒）を与え，発生する膜電流変化（電流－電圧関係）を記録した。水平細胞に対する薬剤投

与の影響を調べる際，薬剤投与中の膜電流変化から投与前の膜電流変化を差し引き，イオン

チャネル活性に基因する膜電流成分やリーク電流成分を除去した膜電流変化（電流－電圧関

係）を求めた。保存した膜電流の解析には，Igor Ver. 5.0（Wavemetrics Inc.）を用いた。
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リンガー液とパッチ電極内液の組成

　アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞を灌流する正常リンガー液の組成は，120.0 mM 

NaCl，2.5 mM KCl，2.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM Glucose，10.0 mM HEPES

であった。本研究で採用している膜電位固定（＋35 mV；NMDA型グルタミン酸受容体の

Mg2＋による抑制作用が解除されている膜電位）では外向き整流性カリウムチャネルが活性化

する可能性があり，このカリウムチャネル活性を抑えるため，正常リンガー液のNaClを 20 

mM減じ，代わりに 10 mM塩化セシウム（CsCl）と 10 mM Tetraethylanmonium-Cl（TEA-

Cl）を加えた標準リンガー液を作製し使用した。

　NMDA型グルタミン酸受容体を構成するサブユニット（タンパク質）にはグリシン結合

部位があり，この部位へのグリシンの結合に伴い NMDA型グルタミン酸受容体の活性が上

昇することが知られている（例えば，Johnson & Ascher, 1987; Tachibana & Okada, 1991）。

本研究では L-グルタミン酸投与に伴い惹起される膜電流変化を増強する目的で，標準リン

ガー液にグリシン（10 μM）を添加して灌流した。研究を開始する前に，グリシンが水平細

胞に膜電流変化を惹起せず，L-グルタミン酸投与に伴う膜電流変化を増強することを確認す

るために予備的実験を行った（第 1図）。アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細

胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ約10分間静置した。その後，正常リンガー液を

約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定する

と，この細胞には＋150 pA程の膜電流（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 100 

μM）を投与すると，水平細胞には 1310 pA程の外向き電流が発生した（第 1図）。これを

洗い流し，正常リンガー液に 10 μMのグリシン（Gly）を添加して灌流した。水平細胞の膜

電流に変化はなく，＋140 pAに維持された。グリシンを含む正常リンガー液の灌流中，L-

グルタミン酸を投与すると，1620 pAの外向き電流が発生した。L-グルタミン酸を除去する

と，膜電流は＋135 pAにまで戻った。正常リンガー液からグリシンを除去し，L-グルタミ

ン酸を投与すると，1355 pAの外向き電流が現れた。これを洗い流すと，膜電流は＋135 pA

に戻った。次に，標準リンガー液（10 μMのグリシンを含む。）を灌流した。このリンガー

液の灌流では，膜電流に変化は認められなかった。標準リンガー液（10 μMのグリシンを含

む。）の灌流中，L-グルタミン酸を投与すると，水平細胞には 1665 pAの外向き電流が発生

し，これを洗い流すと，膜電流は＋140 pAにまで戻った。標準リンガー液（10 μMのグリ

シンを含む）を正常リンガー液に戻し，再度 L-グルタミン酸を投与した。1365 pAの外向

き電流が発生し，洗い流すと膜電流は＋180 pAまで戻った。リンガー液へのグリシンの添

加により，100 μMの L-グルタミン酸投与によって発生する膜電流変化は20～25％程度増加

することが明らかとなった。第 1図 Baには，正常リンガー液（d），10 μMのグリシンを添

加した正常リンガー液（b）そして 10 μMのグリシンを添加した標準リンガー液（f）の灌流
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中に投与した L-グルタミン酸に対する膜電流応答を重ねて表示した。グリシン添加に伴うグ

ルタミン酸電流の増加は明らかである。第 1図 Bbには，正常リンガー液灌流中，水平細胞

に鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を与え，得られた膜電流変化を示し

た。また，第 1図 Bcには，グリシン存在下および非存在下で鋸波状の膜電位変化（－95～

＋45 mV, 500ミリ秒）を水平細胞に与えた際に得られた膜電流変化を示した。第 1図 Bcか

ら，グリシンは総ての膜電位（－70 mVよりも正の膜電位）でグルタミン酸電流を増大させ
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ることが明らかとなった。単離操作液，Papain溶液，正常リンガー液，そして標準リンガー

液などは作製後，必ず浸透圧を測定した（5500 Vapor Pressure Osmometer, Wescor Inc.）。

これらの溶液の浸透圧は，265～280 mOsm/kgであった。

　L-グルタミンには，L-グルタミン酸が混入している可能性がある（Sands & Barish, 1989; 

Yamada & Rothman, 1989）。この L-グルタミン酸を除去するため，グルタミン溶液をイオ

ン交換樹脂（Dowex 1 X 8; 100-200 mesh Chloride form）を潜らせた後で使用した。Dowex

樹脂を 50 mℓ プラスチック製遠心管（Fisher Scientific Co.）に 15 mℓ 程加え，蒸留水で 4

回洗浄し，蒸留水を捨てた。この遠心管の中に，100 mMに調整したL-グルタミンを 30 mℓ 

加え，冷蔵室（4°C）でレシプロ式振盪器の上で一晩（約10時間）振盪した。Dowex樹脂の

水洗後，蒸留水を完全に抜き取ることは困難であったため，Dowex樹脂処理後のグルタミン

保存液は 100 mMよりも若干低くなっていると推測される。この後，遠心管（Dowex樹脂

を含むグルタミン溶液）を遠心分離器（1500 rpmで10分間）にかけ，上澄みを微量遠心管

（Fisher Scientific Co.）に 1.5 mℓ ずつ分注して冷凍保存（－20°C）した。L-グルタミンを

含むリンガー液を灌流する際，灌流直前に L-グルタミンをリンガー液に加えた。本研究の実

施期間中，Dowex樹脂処理を 3回実施し，それぞれで得られた L-グルタミン保存液を実験

第 1図：アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞に発生するグルタミン酸電流に対するグリシンの効果
　A：アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ
約10分間静置した。その後，正常リンガー液を約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出した。
水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋150 pA程の膜電流（保持電流）が現れ
た。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，水平細胞には 1310 pA程の外向き電流が発生
した。これを洗い流し，正常リンガー液に 10 μMのグリシン（Gly）を添加して灌流した。水平細
胞の膜電流に変化はなく，＋140 pAに維持された。グリシンを含む正常リンガー液の灌流中，L-グ
ルタミン酸を投与すると，1620 pA程の外向き電流が発生した。L-グルタミン酸を除去すると，膜
電流は＋135 pAにまで戻った。正常リンガー液からグリシンを除去し，L-グルタミン酸を投与する
と，1355 pA程の外向き電流が現れた。これを洗い流すと，膜電流は＋135 pAに戻った。次に，標
準リンガー液（10 μMのグリシンを含む）を灌流した。このリンガー液の灌流では，膜電流に変化
は認められなかった。標準リンガー液（10 μMのグリシンを含む）の灌流中，L-グルタミン酸を投
与すると，水平細胞には 1665 pA程の外向き電流が発生した。L-グルタミン酸を除去すると，膜電
流は＋140 pAにまで戻った。標準リンガー液（10 μMのグリシンを含む）を正常リンガー液に戻
し，再度 L-グルタミン酸を投与した。1365 pAの外向き電流が発生し，洗い流すと膜電流は＋180 
pAにまで戻った。リンガー液へのグリシン（10 μM）の添加により，グルタミン酸電流は20～25％
程度増加することが明らかとなった。B：Baには，正常リンガー液（d），10 μMのグリシンを添加
した正常リンガー液（b）そして標準リンガー液（10 μMのグリシンを含む。）（f）の灌流中に投与
した L-グルタミン酸に対する膜電流応答を重ねて表示した。Bbには，正常リンガー液灌流中，水平
細胞に鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を与え，得られた膜電流変化を重ねて表
示した（（a），（c）と（e））。－40 mV付近で発生する内向き電流は，L型カルシウムチャネルの活
性化を反映している。リンガー液には 10 mM CsClと 10 mM TEA-Clを添加し，またパッチ電極
には 120 mM CsClを充填しているため，水平細胞にはカリウムチャネルの活性化に伴う膜電流成分
は認められなかった。また，Bcには，グリシン存在下および非存在下での鋸波状の膜電位変化
（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を水平細胞に与えた際に得られた膜電流変化を示した（（b），（d）と
（f））。Bcから，グリシンは－70 mVよりも正の膜電位で L-グルタミン酸投与に伴う膜電流を増大
させることが明らかとなった。
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に使用した。質量分析法を用いて，L-グルタミンに混入している L-グルタミン酸の濃度な

らびに Dowex樹脂処理後の L-グルタミン酸濃度を推定した。L-グルタミン溶液（1 mM）

中に約 2.25 μMの L-グルタミン酸が含まれていた。また，Dowex樹脂処理後の L-グルタ

ミン溶液（約 1 mM）には，約 0.045 μM（1回目），約 0.275 μM（2回目）そして約 0.34 

μM（3回目）の L-グルタミン酸が含まれていた。Dowex樹脂処理した時期により，残存す

る L-グルタミン酸濃度に違いが認められたが，この理由は不明である。L-グルタミン酸と

そのアゴニスト，そして L-グルタミンは浸透圧の変化を考慮せず，リンガー液に添加し

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-NaOHを用

いて pH 7.6 に調整し灌流した。

　カリウムチャネル活性を抑えるため，リンガー液に CsClと TEA-Clを添加することに加

え，パッチ電極内液に KClの代わりに CsClを用いた。パッチ電極内液の組成は 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。本研究では，総ての実験においてこのパッチ電極内液を用いた。パッチ電極内液の浸透

圧は，260～265 mOsm/kgであった。パッチ電極内液は，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-Aldrich Co.から購入した。また，PapainはWorthington Bio-

chemical Co.そして D-（-）-2-amino-5-phosphonopentanoic acid （AP5） は Tocris Biosciences

から購入した。

実　験　結　果

アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞に対する L-グルタミンの作用

　L-グルタミンが水平細胞に膜電流変化を惹起するのか否かを調べた（第 2図）。

　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に

入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を

導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋200 pA程の膜電流

（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，水平細胞には 1000 

pA程の外向き電流が発生した（第 2図）。L-グルタミン酸を洗い流すと，数分後に膜電流は

＋140 pA付近にまで戻った。L-グルタミン（Gln （Original）；1 mMの L-グルタミンと約 

2.25 μMの L-グルタミン酸を含む。）を投与すると，480 pA程の外向き電流が発生した。

L-グルタミン投与を続けると，外向き電流は緩やかに増加し，約 4分後に 565 pAに到達し

た。L-グルタミンを洗い流し，膜電流が＋155 pAに戻った後で，0.5 μMの L-グルタミン
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酸を投与した。L-グルタミン酸投与では，約 2分かけて＋300 pA程に到達した。これを洗

い流すと，膜電流は直ぐに元の＋155 pAにまで戻った。L-グルタミン酸濃度を 2.5 μMに

上げて投与すると，650 pA程の外向き電流が現れた。これを洗い流して，膜電流が＋170 pA

付近に戻った後，Dowex樹脂処理した L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの

L-グルタミンと約 0.34 μMの L-グルタミン酸を含む。）を投与した。水平細胞には緩やかな

時間経過の外向き電流が現れ，約 4分後に 390 pAに到達した。洗い流すと，膜電流は＋215 

pAにまで戻った。

第 2図：アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞に対する L-グルタミン酸と L-グルタミンの作用
　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入
れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出
した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋200 pA程の膜電流（保持
電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，水平細胞には 1000 pA程の
外向き電流が発生した。L-グルタミン酸を洗い流すと，数分後に膜電流は＋140 pA付近にまで
戻った。L-グルタミン（Gln（Original）；1 mM）を投与すると，480 pA程の外向き電流が発
生した。L-グルタミン投与を続けると，外向き電流は緩やかに増加し，約 4分後に 565 pAに
到達した。L-グルタミンを洗い流し，膜電流が＋155 pAに戻った後で，0.5 μMの L-グルタ
ミン酸を投与した。L-グルタミン酸投与では，約 2分かけて＋300 pA程に到達した。これを洗
い流すと，膜電流は直ぐに元の＋155 pAにまで戻った。L-グルタミン酸濃度を 2.5 μMに上げ
て投与すると，650 pA程の外向き電流が発生した。これを洗い流して，膜電流が＋170 pA付近
に戻った後，Dowex樹脂処理した L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの L-グル
タミンと約 0.34 μMの L-グルタミン酸を含む。）を投与した。水平細胞には緩やかな外向き電流
が現れ， 4分程で 390 pAに到達した。これを洗い流すと，膜電流は＋215 pAにまで戻った。
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　L-グルタミン（Gln （Original）；1 mMの L-グルタミンと約 2.25 μMの L-グルタミン酸

を含む。）投与に伴う膜電流変化は，2.5 μMの L-グルタミン酸よりも 90 pA程小さかった。

また，Dowex樹脂処理した L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミ

ンと約 0.34 μMの L-グルタミン酸を含む。）投与に伴う膜電流変化は，0.5 μMの L-グルタ

ミン酸投与に比べて30％程大きかった。以上の結果は，L-グルタミン投与に伴い水平細胞に

発生した膜電流変化が混入する L-グルタミン酸のみならず L-グルタミンン自体による可能

性を示している。
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L-グルタミン酸と L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化の時間経過

　L-グルタミン酸ならびに L-グルタミンの投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化の時

間経過を比較した（第 3図）。

　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に

入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を

導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋250 pA程の膜電流

（保持電流）が現れた。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）と L-グルタミン（Gln（Dowex 

treated）；約 1 mMの L-グルタミンと約 0.275 μMの L-グルタミン酸を含む。）の投与に伴

い水平細胞に発生する膜電流変化を調べた（第 3図）。L-グルタミン酸（100 μM）を投与す

ると，水平細胞には 1100 pA程の外向き電流が発生した。L-グルタミン酸を洗い流すと，

膜電流は＋255 pA程にまで戻った。L-グルタミン（約 1 mMの L-グルタミンと約 0.275 

μMの L-グルタミン酸を含む。）を投与すると，水平細胞には極めて緩やかな時間経過の外

向き電流が発生し，約 7分後に 660 pA程に到達した。これを洗い流すと，膜電流は＋280 

p程まで戻った。再度，L-グルタミン酸を投与したが，前回とほぼ同様の 1120 pAの外向き

電流が現れた。ただし，これを洗い流しても，膜電流は＋400 pA付近にまでしか戻らなかっ

た。第 3図の水平細胞で得られたグルタミン電流は，本研究の他図に見られるグルタミン電

第 3図：L-グルタミン酸と L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化の時間経過
　A：アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ
約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出した。
水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋250 pA程の膜電流（保持電流）が現れ
た。L-グルタミン酸（Glu; 100 μM）を投与すると，水平細胞には 1100 pA程の外向き電流が発生
した。L-グルタミン酸を洗い流して膜電流が＋255 pA程に戻った後，L-グルタミン（Gln （Dowex 
treated）；約 1 mMの L-グルタミンと約 0.275 μMの L-グルタミン酸を含む。）を投与した。水平
細胞には極めて緩やかな時間経過の外向き電流が発生し，約 7分後に 660 pA程に到達した。これを
洗い流すと，膜電流は＋280 p程まで戻った。再度，L-グルタミン酸を投与すると，前回投与と殆ど
同じ 1120 pAの外向き電流が現れた。ただし，L-グルタミン酸を洗い流しても，膜電流は＋400 pA
付近にまでしか戻らなかった。L-グルタミンおよび L-グルタミン酸投与に伴う膜電流変化（50秒毎
の膜電流記録を繋ぎ合わせた連続記録）を挿入図として，カッコ内に示した。B：L-グルタミン酸の
投与後（標準リンガー液灌流中）（A （a）と Ba （a）），L-グルタミンの投与中（A （b） と Ba （b））そ
して L-グルタミン酸の投与中（A （c） と Ba （c））に，鋸波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミ
リ秒）を与え，発生する膜電流変化（電流－電圧関係）を記録し，重ねて表示した。－40 mV付近
から正の膜電位では，L型カルシウムチャネルの活性化によって発生した内向き電流が認められた。
両アミノ酸の水平細胞への影響を調べるために，L-グルタミン投与中に得た膜電流変化（B（b））か
ら投与前の膜電流変化（B （a））を，また L-グルタミン酸投与中に得た膜電流変化（B（c））から投
与前の膜電流変化（B （a））を差し引き，その差分を電流－電圧関係として表示した（Bbの（b）－
（a）［赤色］と Bcの（c）－（a）［緑色］）。L-グルタミン投与によって現れた膜電流変化は，膜電位が
－40 mVよりも負に膜電位で減少し，また正の膜電位で増加した。この外向き整流作用を示す電流－
電圧関係は，NMDA型グルタミン酸受容体の活性化による可能性を示している。L-グルタミン酸投
与に伴う電流－電圧関係も L-グルタミンと似ていた。ただし，－40 mVよりも負の膜電位（過分極
側）において，L-グルタミン酸では定常的な膜電流が認められた。
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流に比べてやや緩やかな時間経過を示した。

　L-グルタミン酸の投与後（保持電流）（3図A （a） と Ba （a）），L-グルタミンの投与中（第

3図 A （b） と Ba （b））そして L-グルタミン酸の投与中（第 3図 A （c） と Ba （c））に，鋸

波状の膜電位変化（－95～＋45 mV, 500ミリ秒）を与え，発生する膜電流変化（電流－電圧

関係）を記録した。両アミノ酸の水平細胞への影響を調べるために，L-グルタミン投与中に

得た膜電流変化（B （b））から投与前の膜電流変化（B （a）），および L-グルタミン酸投与中

に得た膜電流変化（B （c））から投与前の膜電流変化（B （a））を差し引き，その差分（電流

－電圧関係）を求めた。L-グルタミン投与によって現れた膜電流変化は，－40 mVよりも負

の膜電位（過分極側）で減少し，また－40 mVよりも正の膜電位（脱分極側）で概ね直線的

に増加した（Bbの （b）－（a）［赤色］）。この外向き整流作用を示す電流－電圧関係は，

NMDA型グルタミン酸受容体の活性化によることを強く示唆している。L-グルタミン酸投

与に伴う電流－電圧関係も L-グルタミンと同様であった（Bcの （c）－（a）［緑色］）。ただ

し，－40 mVよりも負の膜電位（過分極側）において，L-グルタミン酸の投与では定常的な

膜電流発生が認められた。この定常的な膜電流は，NMDA型以外，すなわち AMPA/KA型

グルタミン酸受容体の活性化によると推察された。

　以上の結果は，L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMのL-グルタミンと約 0.275 

μM程の L-グルタミン酸を含む。）投与に伴い水平細胞に発生する時間経過の緩やかな膜電

流が NMDA型グルタミン酸受容体の活性化による可能性が高いことを示している。

L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化に対する L-グルタミン酸阻害剤

の効果

　L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化がイオンチャネル直結型グルタミ

ン酸受容体（特に，NMDA型グルタミン酸受容体）を活性化することによることを調べる

ため，この受容体の阻害剤を投与する実験を実施した（第 4図，第 5図と第 6図）。

　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に

入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を

導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋150 pA程の膜電流

（保持電流）が現れた。L-グルタミン（Gln（Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミンと

約 0.34 μMの L-グルタミン酸を含む。）を投与すると，水平細胞には緩徐な時間経過の外向

き電流が発生し，約 5分後に 525 pAに到達した。これを洗い流すと，膜電流はゆっくりと

＋135 pA程にまで戻った。ここでキヌレン酸（Kyn; 1 mM）を含む標準リンガー液を灌流

した。この灌流に伴い 40 pA程の外向き電流が現れ，膜電流は＋180 pA付近で維持された。

キヌレン酸を含む標準リンガー液の灌流中，L-グルタミンを投与すると，水平細胞には 50 
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pA程の微弱な外向き電流を発生し，L-グルタミンを洗い流すと膜電流は＋180 pA付近にま

で戻った。標準リンガー液からキヌレン酸を除去しても，膜電流は変わらず＋180 pA程で

維持された。再度，L-グルタミンを投与すると，450 pA程の外向き電流が発生し，洗い流

すと約＋180 pAにまで戻った（第 4図）。本実験から，キヌレン酸はグルタミン電流の90％

程度を抑制することが明らかとなった。

　第 4図と同じ個体から得られ，別の試験管に保存していた細胞浮遊液から 100 μℓ 採取し

て記録槽に入れ約10分の静置後，標準リンガー液を40分間灌流し膜電流を導出した。水平細

胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋120 pA程の膜電流（保持電流）が現

れた。L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミンと約 0.34 μMの L-

第 4図：L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化に対するキヌレン酸の効果
　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入
れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約30分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出
した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋150 pA程の膜電流（保持
電流）が現れた。L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミンと約 0.34 
μMの L-グルタミン酸を含む。）を投与すると，水平細胞には緩徐な時間経過の外向き電流が
発生し，約 5分後に 525 pAに到達した。これを洗い流すと，膜電流は緩やかに＋140 pAに
戻った。ここでキヌレン酸（Kyn; 1 mM）を含む標準リンガー液を灌流した。この灌流に伴い 
40 pA程の外向き電流が現れ，膜電流は＋180 pA付近で維持された。キヌレン酸を含む標準リ
ンガー液の灌流中，L-グルタミンを投与すると，水平細胞には 50 pA程の微弱な外向き電流を
発生し，L-グルタミンを除去すると膜電流は＋180 pA付近にまで戻った。標準リンガー液か
らキヌレン酸を除去しても，膜電流は変わらず＋180 pA程で維持された。再度，L-グルタミ
ンを投与すると，450 pA程の外向き電流が発生し，洗い流すと約＋180 pAにまで戻った。
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グルタミン酸を含む。）を投与すると，水平細胞には緩徐な時間経過の外向き電流が発生し，

約 6分後に 415 pAに到達した。ここで，D-（-）-2-amino-5-phosphonopentanoic acid （AP5: 

100 μM）を投与すると，膜電流は速やかに減少し＋150 pAとなった。これを洗い流すと，

膜電流は緩やかに回復し約 4分後に＋415 pAとなった。L-グルタミンを洗い流すと，膜電

流は＋140 pA付近にまで戻った。次に，AP5 を含む標準リンガー液を灌流した。AP5 の投

与では膜電流に変化は認められず，＋150 pAで維持された。AP5 を加えた標準リンガー液

を灌流中，L-グルタミンを投与すると，水平細胞には一過性の外向き電流が出現したが，膜

第 5図：L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化に対する AP5 の効果
　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液（第 4図と同じ個体から得られ，
別の試験管に保存していた細胞浮遊液）から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ約10分間静置した。
その後，標準リンガー液を約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出した。水平細胞の膜電位
を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋120 pA程の膜電流（保持電流）が現れた。L-グル
タミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミンと約 0.34 μMの L-グルタミン酸を含
む。）を投与すると，水平細胞には緩徐な時間経過の外向き電流が発生し，約 6分後に 415 pA
に到達した。ここで，D-（-）-2-amino-5-phosphonopentanoic acid （AP5：100 μM）を投与する
と，膜電流は速やかに減少し＋150 pAとなった。これを洗い流すと，緩やかに回復し約 4分後
には＋415 pAとなった。L-グルタミンを洗い流すと，膜電流は＋140 pA付近にまで戻った。
次に，AP5 を含む標準リンガー液を灌流した。AP5 の投与では膜電流に変化は認められず，
＋150 pA程で維持された。AP5 を含む標準リンガー液の灌流中，L-グルタミンを投与すると，
水平細胞には一過性の外向き電流が出現したが，直ぐに膜電流は元の＋150 pA付近に戻った。
AP5 と L-グルタミンを含む標準リンガー液から AP5 のみを除去すると，水平細胞には時間経
過の緩やかな外向き電流が発生し，約 5分後に 400 pA程に到達した。L-グルタミンを洗い流し
て，膜電流が＋140 pAにまで戻った時点で，3 μMの L-グルタミン酸を投与した。 水平細胞
には約 400 pAの外向き電流が現れ，これを洗い流すと膜電流は＋140 pA付近にまで戻った。
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電流は直ちに元の＋150 pA付近にまで戻った。AP5 と L-グルタミンを加えた標準リンガー

液からAP5 を除去すると，緩やかな時間経過の外向き電流が発生し，約 5分後に 400 pA程

に到達した。L-グルタミンを除去し，膜電流が＋140 pAにまで戻った時点で，3 μMの L-

グルタミン酸を投与した。 水平細胞には約 400 pAの外向き電流が現れ，これを洗い流すと

膜電流は＋140 pA付近にまで戻った（第 5図）。L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生す

る膜電流変化は，3 μMの L-グルタミン酸投与と概ね等価であった。本実験から，AP5 はグ

ルタミン電流を完全に抑制することが明らかとなった。

第 6図：L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化に対するMK801 の効果
　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入
れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出
した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋90 pA程の膜電流（保持電
流）が現れた。L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミンと約 0.275 μM
の L-グルタミン酸を含む。）を投与すると，水平細胞には緩徐な時間経過の外向き電流が発生
し，約 7 分後に 300 pAに到達した。L-グルタミンを含む標準リンガー液の灌流中，（＋）- 
5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo ［a,b］ cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate（MK801; 
5 μM）を投与すると，膜電流は速やかに減少し＋115 pAとなった。L-グルタミンとMK801
を含む標準リンガー液からMK801を除去すると，膜電流は緩やかに＋280 pA付近にまで回復
した。標準リンガー液から L-グルタミンを除去すると，膜電流は＋110 pAにまで戻った。次
に，水平細胞に 1 mMの L-グルタミン酸を投与すると外向き電流が発生し，1250 pA程に到
達した。L-グルタミン酸を含む標準リンガー液の灌流中，MK801（5 μM）を投与すると，膜
電流は＋370 pAにまで減少した。L-グルタミン酸とMK801を含む標準リンガー液からMK801
を除去すると，＋1180 pA程まで回復した。標準リンガー液から L-グルタミン酸を除去する
と，膜電流は＋140 pAにまで戻った。
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　第 4図および第 5図の実験で使用した個体とは異なるアメリカナマズ網膜に単離操作を施

し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入れ約10分間静置した。その後，標準

リンガー液を約40分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出した。水平細胞の膜電位を＋35 

mVに固定すると，この細胞には＋90 pA程の膜電流（保持電流）が現れた。L-グルタミン

（Gln（Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミンと約 0.275 μMの L-グルタミン酸を含

む。）を投与すると，水平細胞には緩徐な時間経過の外向き電流が発生し，約 7分後に 300 

pAに到達した。L-グルタミンを含む標準リンガー液の灌流中，（＋）-5-methyl-10,11-di-

hydro-5H-dibenzo ［a,b］ cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate （MK801; 5 μM）を投与

すると，膜電流は速やかに減少し＋115 pAとなった。L-グルタミンとMK801を含む標準リ

ンガー液からMK801を除去すると，膜電流は緩やかに＋280 pA付近にまで回復した。標準

リンガー液から L-グルタミンを除去すると，膜電流は＋110 pAにまで戻った。次に，水平

細胞に 1 mMの L-グルタミン酸を投与すると外向き電流が発生し，1250 pA程に到達した。

L-グルタミン酸を含む標準リンガー液の灌流中，MK801（5 μM）を投与すると，膜電流は

＋370 pAにまで減少した。L-グルタミン酸とMK801 を含む標準リンガー液からMK801を

除去すると，＋1180 pA程まで回復した。標準リンガー液から L-グルタミン酸を除去する

と，膜電流は＋140 pAにまで戻った（第 6図）。本実験から，MK801 がグルタミン電流を

殆ど抑制することが明らかとなった。

　キヌレン酸の効果は 4細胞で，AP5 の効果は 4細胞で，そしてMK-801 の効果は 3細胞

で実施し，概ね同じ結果が得られた。

　以上の結果（第 4図，第 5図と第 6図）は，L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 

mMの L-グルタミンと約 0.275 μMあるいは約 0.34 μMの L-グルタミン酸を含む。）投与

で水平細胞に発生する膜電流変化が，NMDA型グルタミン酸受容体の活性化によることを

強く示唆している。

L-グルタミンと L-グルタミン酸の同時投与に伴う水平細胞の膜電流変化

　L-グルタミンあるいは L-グルタミン酸の投与に伴い水平細胞に発生する膜電流変化の時

間経過は著しく異なっていた（第 3図）が，両膜電流変化共にイオンチャネル直結型グルタ

ミン酸受容体の阻害剤によって抑制されることが判明した（第 4図，第 5図と第 6図参照）。

この結果は，L-グルタミンがグルタミン酸受容体（おそらく，NMDA型グルタミン酸受容

体）を活性化し，膜電流変化を惹起していることを強く示唆している。そこで，L-グルタミ

ンが L-グルタミン酸と同じ受容体に作用して膜電流変化を惹起しているのか否かを確認する

ため，両アミノ酸を同時に投与する実験を行った（第 7図）。

　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に
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入れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約35分間灌流し，水平細胞から膜電流を

導出した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋75 pA程の膜電流

（保持電流）が現れた。L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミンと

約 0.275 μMの L-グルタミン酸を含む。）を投与すると，水平細胞には緩徐な時間経過の外

向き電流が発生し，約 3分後に 430 pAに到達した。L-グルタミンを含む標準リンガー液の

灌流中，L-グルタミン酸（Glu; 5 μM）を投与すると，外向き電流が発生し，1150 pAに到

達した。L-グルタミンと L-グルタミン酸を含む標準リンガー液から L-グルタミン酸を除去

すると，440 pA付近にまで回復した。さらに，L-グルタミンを除去すると，膜電流は約＋

100 pAにまで戻った。次に，水平細胞に L-グルタミン酸（5 μM）を投与した。約 1180 pA

の外向き電流が発生し，これを除去すると＋120 pAにまで戻った。L-グルタミンと L-グル

第 7図：L-グルタミンと L-グルタミン酸の同時投与に伴う水平細胞の膜電流変化
　アメリカナマズ網膜に単離操作を施し得られた細胞浮遊液から 100 μℓ を取り，記録槽に入
れ約10分間静置した。その後，標準リンガー液を約35分間灌流し，水平細胞から膜電流を導出
した。水平細胞の膜電位を＋35 mVに固定すると，この細胞には＋75 pA程の膜電流（保持電
流）が現れた。L-グルタミン（Gln （Dowex treated）；約 1 mMの L-グルタミンと約 0.275 μM
の L-グルタミン酸を含む。）を投与すると，水平細胞には緩徐な時間経過の外向き電流が発生
し，約 3分後に 430 pAに到達した。L-グルタミンを含む標準リンガー液の灌流中，L-グルタ
ミン酸（Glu; 5 μM）を投与すると，外向き電流が発生し，1150 pA程に到達した。L-グルタ
ミンと L-グルタミン酸を含む標準リンガー液から L-グルタミン酸を除去すると，＋440 pA付
近にまで回復した。さらに，L-グルタミンを除去すると，膜電流は約＋100 pAにまで戻った。
次に，標準リンガー液の灌流中，L-グルタミン酸（5 μM）を投与した。水平細胞には約 1180 
pAの外向き電流が発生し，これを洗い流すと膜電流は＋120 pA程にまで戻った。
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タミン酸を同時に投与しても，それぞれを単独投与したときに得られる膜電流変化の単純加

算ではなかった。また，L-グルタミン存在下で発生したグルタミン酸電流の振幅は，L-グル

タミン酸を単独で与えたときよりも小さいことが明らかとなった。同じ実験を 2細胞で実施

し，同様の結果を得た。

　以上の結果は，L-グルタミンが L-グルタミン酸と同じしくみを介して膜電流変化を惹起

していることを強く示唆している。

考　　　　　察

L-グルタミンの純度

　Sigma-Aldrich Co.のカタログ（Webカタログを含む）には，L-グルタミン（カタログ番

号：G3126）が0.5％未満の L-グルタミン酸を含んでいることを明記してある。L-グルタミ

ン酸のL-グルタミンへの混入は，過去の研究で指摘されている。Yamada & Rothman （1989） 

は，ラット脳から得られた培養海馬細胞に対する L-グルタミンの生理活性や神経毒性を調べ

る過程で，Sigma Chemical Co. （Sigma-Aldrich Co.の旧会社名）から購入した L-グルタミ

ンに L-グルタミン酸が混入していることを見つけた。この研究では，培養海馬細胞に対する

L-グルタミンの作用が，混入する L-グルタミン酸によることを明らかにし，L-グルタミン

自体は海馬細胞に対して生理活性や毒性を示さないことを示唆した。L-グルタミン酸の L-

グルタミンへの混入については，アフリカツメガエルの培養脊髄神経細胞を用いた研究でも

報じられている（Sands & Barish, 1989）。この研究では，L-グルタミンを Fluka，Flowそ

して Aldrich（Sigma-Aldrich Co.の旧会社名）の 3社から購入そして使用したことを論文に

記載している。L-グルタミンは多くの薬品会社で製造されているが，何れの会社で製造され

た L-グルタミンも純度は100％ではなく，不純物が含まれているらしい。

　血漿や脳脊髄液には高濃度の L-グルタミンが含まれているため，神経細胞に対する L-グ

ルタミンの作用を調べる際，L-グルタミン濃度を高く設定して使用することが多い。混入す

る L-グルタミン酸濃度が0.5％程であったとしても，仮に L-グルタミンを 1 mMで使用する

と，この溶液には 5 μM近くの L-グルタミン酸が含まれる計算となる。この L-グルタミン

酸濃度はグルタミン酸受容体を活性化するに足る濃度であり，研究結果に大きな影響を及ぼ

すに違いない。

　本研究を開始する前に，L-グルタミンを Sigma-Aldrich Co.（カタログ番号：G8540；Lot

番号：11K09041）とMP Biomedicals（カタログ番号：101806；Lot番号：6574F）から購

入し，この L-グルタミンへの L-グルタミン酸混入の有無を調べた。Sigma-Aldrich Co.から

購入した L-グルタミン（1 mM）に含まれる L-グルタミン酸濃度を質量分析法で推定する
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と約 2.25 μMであり，MP Biomedicalsの L-グルタミンにはこれ以上の濃度の L-グルタミ

ン酸が含まれていることが明らかとなった。この推定結果を踏まえ，本研究では L-グルタミ

ン酸の混入が少ない Sigma-Aldrich Co.の L-グルタミンを使用することにした。L-グルタミ

ンから L-グルタミン酸を除去するため，イオン交換樹脂（Dowex 1 X 8; 100-200 mesh 

Chloride form）を使用した。L-グルタミン溶液の Dowex樹脂処理によって，L-グルタミン

酸の混入を15％未満にまで低下させることができたが，完全に除去することはできなかっ

た。本研究の実施期間中に 3回の Dowex樹脂処理を実施したが，処理後の L-グルタミン酸

濃度に比較的大きな違いが認められた。しかし，この理由は不明のままで，原因は未だ究明

していない。

脊椎動物網膜における L-グルタミン酸と L-グルタミン

　脊椎動物網膜には，光受容のために 2種類の視細胞（錐体と桿体）が存在している。錐体

は光に対する感受性が低いため昼間の光受容に，また桿体は感受性が高いため薄明（夕方及

び夜間）の光受容に寄与している（例えば，Rodieck, 1998）。これらの視細胞は暗時に脱分

極状態にあり，神経伝達物質として L-グルタミン酸を放出している（Trifonov, 1968; 

Murakami et al., 1972; Miller & Schwartz, 1983; Murakami & Takahashi, 1987; Ayoub et 

al., 1989; Copenhagen and Jahr, 1989; Miyachi & Murakami, 1989; Takahashi & Murakami, 

1991）。視細胞終末部内でシナプス小胞はシナプスリボン（細胞内構造物）に沿って並んで

存在しており，暗時に開口放出する。脳などの神経細胞におけるシナプス小胞と存在状態が

異なるため，網膜神経細胞でシナプスリボンが関与するシナプスを特別にリボンシナプスと

呼んでいる（Heidelberger et al., 2005; Fox & Sanes, 2007）。視細胞から放出された L-グル

タミン酸はシナプス間隙を拡散し，第二次神経細胞である双極細胞と水平細胞のシナプス下

膜に発現するグルタミン酸受容体に到達し，膜電位変化を生む。水平細胞と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，そして ON中心型双極細胞には代謝調

節型グルタミン酸受容体が発現し，それぞれの細胞に特有の光応答を形成している（Werblin 

and Dowling, 1969; Kaneko, 1970, 1973, 1979, 1983; Murakami et al., 1972, 1975; Saito et 

al., 1978, 1979a, b; Kaneko & Tachibana, 1982; Rowe & Ruddock,1982a, b; Saito & 

Kujiraoka, 1982; Saito & Kaneko, 1983; Kaneko & Saito, 1983; Saito et al., 1984; Saito, 

1987; Takahashi & Murakami, 1988）。双極細胞では形態視の初期過程である同心円型中心－

周辺拮抗的受容野（コントラスト強調）がそして水平細胞では色覚の基礎過程である反対色

応答が形成され，これらの情報はアマクリン細胞や神経節細胞にシナプス伝達される

（Tomita, 1963, 1965; Werblin & Dowling, 1969; Naka & Witkovsky, 1972; Stell et al., 1975; 

Burkhardt, 1977; Burkhardt & Hassin, 1978; Toyoda & Tonosaki, 1978; Davis & Naka, 1980; 
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Murakami et al., 1982a, b; Witkovsky et al., 1995）。神経節細胞の神経軸索は視神経と呼ば

れ，網膜内で形成された視覚情報を脳へと伝播する。網膜内では，視細胞に加え双極細胞も

リボンシナプスを介して L-グルタミン酸を放出していることが明らかとなっている

（Tachibana & Okada, 1991; Heidelberger et al., 2005）。網膜内にはグリア細胞の一種である

ミュラー細胞が存在し，この細胞は視細胞あるいは双極細胞から放出された L-グルタミン酸

を両細胞と協力して細胞内に取り込み，網膜組織の L-グルタミン酸濃度を低く保つ役割を果

たしていると考えられている（Reipe & Norenberg, 1977, 1978; Linser & Moscona, 1979; 

Brew & Attwell, 1987; Sarantis et al., 1988; Tachibana & Kaneko, 1988; Schwartz & 

Tachibana, 1990; Eliasof & Werblin, 1993; Eliasof et al., 1998a, b; Bringmann et al., 2009）。

ミュラー細胞に取り込まれた L-グルタミン酸は，脳と同様に，グルタミン酸－グルタミンサ

イクルを経て神経細胞にまで運ばれ，そして放出に利用されると推測されている（例えば，

Sarthy & Ripps, 2000; Bringmann et al., 2009）。ただし，桿体では放出された L-グルタミ

ン酸の殆どが桿体によって取り込まれるため，L-グルタミン酸－グルタミンサイクルによる

桿体への L-グルタミン酸の供給は近年疑問視されている（Hasegawa et al., 2006）。

水平細胞に対する L-グルタミンの効果

　本研究で採用している灌流（リンガー液の流速や液交換の速度）は，脱感作を解析できる

ほど充分速くない。特に，低濃度の薬剤を投与する際，薬効が当該細胞に速やかに現れ難い

ことが稀に観察された。例えば，0.5 μMの L-グルタミン酸を水平細胞に投与したとき，時

間経過の緩やかな外向き電流が発生し，最大膜電流値に到達するまでに約 2分を要した（第

2図）。しかし，低濃度投与であっても，このように時間経過の緩やかな膜電流変化を示す

ことは少なく，多くは50秒以内に最大膜電流値に到達した（第 2図における 2.5 μMの L-グ

ルタミン酸投与）。従って，本研究において薬剤投与に伴って発生する膜電流変化の時間経過

は，リンガー液の流速や液交換の速度などに基因する物理的制約によるのではなく，膜電流

発生のしくみ（おそらく，受容体活性化の速度）を反映していると推測される。実際，第 5

図では，L-グルタミン酸（3 μM）とL-グルタミン（約 1 mMのL-グルタミンと約 0.34 μM

の L-グルタミン酸を含む。）の投与が水平細胞に概ね同じ振幅の膜電流変化を惹起するにも

かかわらず，L-グルタミン投与に伴い発生する膜電流変化の時間経過がグルタミン酸投与に

比べて極めて緩やかであることが明らかとなった。この結果は，L-グルタミンが L-グルタ

ミン酸と異なるしくみで膜電流変化を発生していることを強く示唆している。また，第 2図

および第 5図は，L-グルタミンを投与したときに現れる外向き電流の振幅が L-グルタミン

に混入する L-グルタミン酸濃度で惹起される膜電流変化よりも大きいことを示していた。こ

れらの結果を踏まえると，L-グルタミン投与に伴い水平細胞に発生する膜電流発生は，L-グ
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ルタミンに混入する L-グルタミン酸によるイオンチャネル直結型グルタミン酸受容体の活性

化に加え，L-グルタミン自体が水平細胞に作用し，膜電流変化を惹起している可能性を示し

ている。Kolbaev & Draguhn （2008） が指摘しているように，L-グルタミンはグルタミン酸

受容体の活性化や未知のしくみを活性化しているのかもしれない。

L-グルタミンによる水平細胞に発現する NMDA型グルタミン酸受容体の活性化

　既述したように，イオンチャネル直結型グルタミン酸受容体は 3種類に分類されている。　

（RS）-α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic acid （AMPA） 型グルタミン酸受

容体は GluR1～ GluR4の 4種類，Kainic acid （KA） 型グルタミン酸受容体は GluR5から

GluR7および KA1と KA2の 5種類，そして N-Methyl-D-aspartate （NMDA） 型グルタミン

酸受容体は NR1と NR2の 2種類のサブユニットタンパク質で構成されていることが報じら

れている（例えば，Tomita, 2010; Granger et al., 2011）。それぞれの受容体のサブユニット

タンパク質の違いが，イオンチャネルの活性化，脱感作，非競合的アンタゴニストやチャネ

ル遮断薬による阻害のしくみに影響していると推測されている。

　NMDA型グルタミン酸受容体はNR1とNR2の 4量体（ヘテロ 2量体の 2セット）で構成

されている。NR2は，NR2A，NR2B，NR2Cそして NR2Dの 4つに分類される（例えば，

Petrenko et al., 2003）。この受容体には NMDA（L-グルタミン酸）結合部位，グリシン結合

部位，ポリアミン結合（認識）部位そしてフェンサイクリジン（PCP）結合（認識）部位が

存在することが明らかとなっている。グリシン結合部位は NR1に，そしては NMDA（L-グ

ルタミン酸）結合部位は NR2に存在する。フェンサイクリジン（PCP）結合部位は NR1/

NR2Aおよび NR1/NR2Bの組み合わせのサブユニットタンパク質に，そしてポリアミン結

合部位はNR1/NR2Bの組み合わせのサブユニットタンパク質が存在すると考えられている。

このように，どのサブユニットタンパク質が組み合わさるのかで，同じ NMD型グルタミン

酸受容体であっても生理学的および薬理学的性質に差異が生まれる。さらに，NMDA型グ

ルタミン酸受容体は，－70 mV付近から負の膜電位ではMg2＋による抑制を受け活性化しな

い。そして，亜鉛イオン（Zn2＋）も NMDA型グルタミン酸受容体を調節していることが明

らかとなっている。このように，NMDA型グルタミン酸受容体は極めて多くの物質による

制御を受けている。

　本研究では，＋35 mVに膜電位固定（NMDA型グルタミン酸受容体のMg2＋による抑制

作用が解除されている膜電位）した水平細胞に L-グルタミンを投与すると，時間経過の緩や

かな外向き電流を発生することが明らかとなった。しかも，第 3図 Bbで得られたグルタミ

ン電流は，膜電位が－40 mVよりも負で減少し，また正で増加する，いわゆる NMDA型グ

ルタミン酸受容体の活性化によることを強く示唆していた。L-グルタミン投与に伴う膜電流
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変化はキヌレン酸（総てのイオンチャネル直結型グルタミン酸受容体の競合的阻害剤であり，

また NMDA型グルタミン酸受容体ではグリシン結合部位を阻害することが知られている。）

投与によって殆ど抑制された（第 4図）。そして，D-（-）-2-amino-5-phosphonopentanoic acid 

（AP5）（NMDA型グルタミン酸受容体の競合的阻害剤）の投与では，グルタミン電流が完全

に抑制されることが明らかとなった（第 5図）。これらの実験結果は，L-グルタミンがNMDA

型グルタミン酸受容体アゴニストとして作用していることを示唆している。

　キヌレン酸とAP5 に加え，本研究ではNMDA型グルタミン酸受容体の非競合的阻害剤であ

る （＋）-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo ［a,b］ cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate

（MK801）を投与する実験を行った（第 6図）。この薬剤はキヌレン酸や AP5 と異なり，

NMDA型グルタミン酸受容体の活性化に伴いイオンチャネルが開口したときチャネル内部

に入り込み，PCP部位に作用して抑制作用をもたらすことが知られている。また，MK801

は抑制作用が強く，その作用は不可逆的であることが報じられている（Rosenmund et al., 

1995; Thomas et al., 2005）。第 6図の実験では，5 μMのMK801 がグルタミン電流を殆ど

完全に抑制し，そしてグルタミン酸電流を約75％抑制することが明らかとなった。MK801 

の効果が不可逆的とはならず，比較液短時間で回復した理由については未だ不明である。

　これらの阻害剤の実験結果を総合すると，グルタミン電流は NMDA型グルタミン酸受容

体の活性化に伴い発生している可能性が高い。しかし，L-グルタミン投与に伴う膜電流発生

が極めて緩やかな理由は不明であり，今後の研究を待たざるを得ない。

水平細胞における NMDA型グルタミン酸受容体の機能

　アメリカナマズ以外の硬骨魚類網膜の水平細胞にはKA/AMPA型グルタミン酸受容体のみ

が発現しており，従ってこの受容体が錐体から錐体水平細胞へのシナプス伝達に寄与してい

ると考えられている（Rowe & Ruddock, 1982a, b; Takahashi & Murakami, 1988; Okada et 

al., 1999）。不思議なことに，アメリカナマズ網膜の錐体水平細胞にはAMPA/KA型以外に，

NMDA型グルタミン酸受容体も発現している（O＇Dell & Christensen, 1986, 1989; Eliazof 

& Jahr, 1997）。アメリカナマズ網膜水平細胞に発現する NMDA型グルタミン酸受容体が，

水平細胞のどの部分に発現し，そしてどのような機能を有しているのかは未だ明らかになっ

ていない。KA/AMPA型グルタミン酸受容体に近接して NMDA型グルタミン酸受容体が発

現しているのであれば，Eliasof & Jahr （1997） の指摘通り，錐体－錐体水平細胞間シナプス

連絡に寄与する可能性がある。一方，NMDA型グルタミン酸受容体が水平細胞のシナプス

外に発現しているのであれば，錐体と錐体水平細胞間シナプス間隙から漏れ出た L-グルタミ

ン酸がこの受容体を活性化する可能性がある。近年，シナプス間隙から漏れ出た L-グルタミ

ン酸によるシナプス領域外グルタミン酸受容体の活性化が注目を集めており，シナプスの可
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塑性，グリア細胞からの神経伝達物質放出あるいは神経細胞の生存などに関係していること

が報告されている（例えば，Häusser, 1997; Okubo et al., 2010）。ただし，網膜において，

錐体－錐体水平細胞シナプス間隙から漏れ出た L-グルタミン酸は水平細胞や水平細胞の周囲

にあるミュラー細胞によって速やかに取り込まれるため，細胞外には殆ど残存せず，従って

シナプス領域外グルタミン酸受容体が活性化する可能性は非常に低いと考えられる。

　アカゲザル眼球を用いて硝子体中の L-グルタミン濃度が測定され，1 mM弱存在すること

が明らかとなっている（例えば，Kwon et al., 2005）。魚類眼球内の細胞外の L-グルタミン

濃度は未だ測定されていないが，おそらくアカゲザル眼球での報告のように高く，このため

明暗に関わらず水平細胞に発現する NMDA型グルタミン酸受容体は L-グルタミンに曝され

ている可能性がある。結果として，Kolbaev & Draguhn （2008） が指摘したように，NMDA

型グルタミン酸受容体は活性化し，水平細胞が脱分極することも予想される。L-グルタミン

の作用を明らかにするには，今後水平細胞周辺の L-グルタミン濃度の測定そして L-グルタ

ミンによる水平細胞の脱分極の程度などに関してさらなる調査を行う必要がある。
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