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トラフサンショウウオ網膜視細胞から放出される 
L-グルタミン酸の検出法

髙　橋　恭　一
（受付　2012 年 9 月 7 日）

序　　　　　論

　1940年代後半，ガラス管微小電極を用いた膜電位記録法が生理学研究に導入され，単一神

経細胞の膜電位変化を導出・解析することが可能となった。Sveatichin（1953, 1956）はこ

の研究法を活用し，脊椎動物網膜を構成する神経細胞が誘発する光応答（光照射に伴う膜電

位変化）の解析を始めた（第 1図参照）。不幸なことに，当時，導出した光応答が網膜内の

何れの神経細胞由来であるのかを確かめる術はなく，網膜内でのガラス管微小電極の移動距

離などを指標に細胞種を推定しため，幾多の間違いが生まれた。例えば，Sveatichin（1953, 

1956）は光応答を導出した細胞を錐体（視細胞）と同定したが，数年後水平細胞（第二次神

経細胞）に訂正された。1950年代後半，ガラス管微小電極に色素を充填し，膜電位導出部

（細胞とその周辺）を染色する技術（Electrode marking法）が開発され，漸く膜電位を導出

した神経細胞の同定が可能となった（例えば，Tomita et al., 1959; Bortoff, 1964）。とはい

え，小型の神経細胞にガラス管微小電極を刺入することは難しく，視細胞や双極細胞の解析

は殆ど行われていなかった。Tomita et al.（1959; Tomita, 1965）は極細のガラス管微小電極

（0.5 μm以下）を作製することに加え，網膜組織を高速で上下動させる Jolting装置を開発

し，魚類網膜の錐体から光応答を導出することに挑んだ。この挑戦は実を結び，コイ（Cypri-

nus carpio）網膜において青色，緑色そして赤色の波長領域の光照射に対して最大の過分極

応答を示す 3種類の錐体（最大分光感度 : 青錐体［462 nm］，緑錐体［529 nm］と赤錐体

［611 nm］）が存在することを見出した（Tomita et al., 1967; Kaneko & Hashimoto, 1967）。

さらに，錐体のみならず桿体も過分極性の光照射を示すことを，マッドパピー（Necturus 

maculosus［サンショウウオの一種］）とトッケイヤモリ（Gekko gecko［トカゲの一種］）の

網膜を用いて明らかにした（Toyoda et al., 1969）。これら一連の研究によって，当時懸案で

あった脊椎動物視細胞に惹起される光応答の極性問題（無脊椎動物［タコ，イカ，昆虫や甲

殻類］視細胞は光照射に伴い脱分極するのに対し，脊椎動物視細胞は光照射に伴い過分極す

る）は解決した。さらに，脊椎動物網膜錐体では Young-Helmholzの三原色説が成立してい

ることも立証された。この間，Byzov & Trifonov（1968）はコイ網膜を用い，網膜組織を挟
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第 1図：脊椎動物網膜の細胞構築
　脊椎動物網膜は， 5種類の神経細胞（視細胞［錐体と桿体］，水平細胞，双極細胞，アマクリ
ン細胞と神経節細胞）とミュラー細胞からなる。錐体と桿体は外節部に存在する視物質が光を
受容すると，一連の化学反応が進行し，最終的に外節内の cyclic Guanosine 3’, 5’-monophos-
phate（cGMP）濃度の減少を招く。この結果，外節の形質膜に発現する cGMP依存性陽イオン
チャネル（光感受性陽イオンチャネル）が閉塞し，視細胞（錐体と桿体）は過分極する。逆に，
暗時に視細胞外節内には多量の cGMPが存在するため，cGMP依存性陽イオンチャネルは開口
状態となる。このため，視細胞は脱分極する。視細胞での受容された明暗情報はシナプスを介
して縦方向に配置された神経細胞群（双極細胞と神経節細胞）へと伝播される。水平細胞は視
細胞と双極細胞の間そしてアマクリン細胞は双極細胞と神経節細胞の間のシナプス連絡を修飾
し，（a）三原色過程から反対色過程への変換，（b）中心－周辺拮抗的受容野の形成そして（c）
動きや方向選択性の初期過程の形成などに寄与する。視細胞の細胞体が存在する部位は外顆粒
層，そして双極細胞，水平細胞とアマクリン細胞の細胞体が存在する部分は内顆粒層と呼ばれ
ている。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は外網状層，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は内網状層と呼ばれている。視覚
情報は外網状層と内網状層で処理され，その結果が神経節細胞の軸索（視神経）を経て脳に送
られる。ミュラー細胞は外境界層（視細胞の内節付近）から内境界膜（神経節細胞の付近）ま
で縦方向に伸びた大型の細胞であり，網膜のほぼ全域に分布している。ミュラー細胞の機能と
して，㋐網膜の支持（物理的構造を支える），㋑網膜内の細胞外イオン環境などの維持，㋒神経
伝達物質の代謝，㋓神経細胞に対する栄養因子の分泌が知られている。これらに加え，最近の
研究では，哺乳類網膜において㋔血管新生や㋕変性した網膜の修復にも関与している可能性が
指摘されている。



トラフサンショウウオ網膜視細胞から放出される L-グルタミン酸の検出法

―　　―61

んで視細胞側から神経節細胞側に向けて細胞外パルス通電を行うと，水平細胞に脱分極応答

が惹起されることを明らかにし，そしてこの応答がパルス通電に伴う神経伝達物質の放出に

よることを示唆した。この報告は，視細胞が暗時（脱分極状態）に神経伝達物質を放出し，

明時（過分極状態）に放出を減少あるいは停止することを暗示していた。残念ながら，1960

年代末までに，視細胞が神経伝達物質として如何なる化学物質を放出しているのかを明らか

にすることはできなかった。

　Murakami et al.（1972）はコイ網膜水平細胞から膜電位を導出し，暗時の膜電位ならびに

光応答に対する化学物質（神経伝達物質候補）の影響を調べる実験を実施した。実験に用い

た数種の化学物質の中で，L-アスパラギン酸と L-グルタミン酸が水平細胞を脱分極させ，

そして光応答を消失させることを見出した。さらに，コイ網膜双極細胞を用いて同様の実験

を実施し，L-アスパラギン酸と L-グルタミン酸が ON中心型双極細胞を過分極そして OFF

中心型双極細胞を脱分極し，それぞれの双極細胞の光応答を消失させることも明らかにした

（Murakami et al., 1975）。これらの実験結果に基づき，Murakami et al.（1972, 1975）は L-

アスパラギン酸あるいは L-グルタミン酸が視細胞の神経伝達物質として暗時に放出されてい

ることを提唱した。爾来，網膜を構成する神経細胞に対する化学物質（神経伝達物質候補，

そしてそのアゴニストやアンタゴニスト）の影響を調べる研究（神経薬理学的研究）が盛ん

となり，網膜内の神経細胞が放出する神経伝達物質，そして網膜内の神経細胞間のシナプス

連絡とその機序が次々と解明された。特に，外網状層での神経連絡に関する研究の進展は目

覚ましく，（a）視細胞は L-グルタミン酸そして水平細胞は γ-アミノ酪酸（GABA）を神経

伝達物質として放出していること，（b）視細胞は水平細胞からの抑制性シナプス入力を受け

取っていること，（c）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

心型双極細胞および水平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

ことなどが明らかとなった（Lam & Steinman, 1971; Lam, 1975; Mukakami et al., 1972, 

1975, 1982a, 1982b; Lam et al., 1978; Marc et al., 1978; Slaughter & Miller, 1981; Shiells 

et al., 1981; Schwartz, 1982, 1987; Yazulla, 1986; Attwell et al., 1987; Massey & Redburn, 

1987; Attwell, 1986; Ayoub et al., 1989; Copenghagen & Jahr, 1989; Marc, 1989; Poucho & 

Goebel, 1990; Nawy & Jahr, 1990, 1991; Sasaki and Kaneko, 1996）。これらの研究成果は，

色受容（三原色応答［錐体］から反対色応答［水平細胞］への変換）ならびに形態視におけ

る輪郭強調（同心円型中心－周辺拮抗的受容野［双極細胞］の形成）の理解に大いに貢献し

た。

　視細胞の神経伝達物質が L-グルタミン酸であることを証明するには，『㋐視細胞の終末に

L-グルタミン酸が存在する，㋑視細胞の終末に L-グルタミン酸の合成系が存在する，㋒視

細胞と第二次神経細胞（水平細胞と双極細胞）間のシナプス間隙から L-グルタミン酸を速や
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かに除去するしくみが存在する（不活性化機構の存在），㋓刺激に応じて視細胞終末から L-

グルタミン酸が放出される，㋔刺激に応じてシナプス後神経細胞（水平細胞や双極細胞）に

惹起される膜電位応答と同様の変化が L-グルタミン酸の投与に伴い発生し，両膜電位応答の

発生機序（イオン機序）が一致する』を明らかにする必要があり，多くの研究者が諸種の手

法（生理学的，薬理学的，生化学的，形態学的，免疫組織化学的あるいは分子生物学的研究

法など）を駆使してこれらに挑んだ。例えば，脊椎動物網膜における L-グルタミン酸の動態

を調査する目的で，抗グルタミン酸抗体を用いて免疫組織化学的検索を行った結果，視細胞

に免疫陽性反応が認められた（Ehinger et al., 1988; Marc et al., 1990; Van Haesendonck & 

Missotten, 1990; Kalloniatis & Fletcher, 1993; Yang & Yazulla, 1994; Jojich & Pourcho, 1996; 

Terada et al., 2009）。この結果は L-グルタミン酸が視細胞に存在していることを示している

（上記要件㋐）。総ての細胞において，L-グルタミン酸は物質代謝ならびにエネルギー代謝に

関わる重要な代謝物である。細胞内で L-グルタミン酸は，グルタミン酸デヒドロゲナーゼに

よってα-ケトグルタル酸（TCA回路の生成物）から，アスパラギン酸アミノトランスフェ

ラーゼによって L-アスパラギン酸から，そしてグルタミナーゼによって L-グルタミンから

合成されることが知られている。視細胞において，L-グルタミン酸はミトコンドリアが大量

に存在している内節で合成され，終末にまで輸送されると考えられている（上記要件㋑）

（Ross et al., 1987; Gebhard, 1992; Poitry-Yamate et al., 1995; Poitry et al., 2000; Terada et 

al., 2009）。L-グルタミン酸が視細胞の神経伝達物質であることを証明するため，特に上記

要件㋒，㋓と㋔が重要であり，過去の研究の多くはこれらの解明に勢力を注いできた。視細

胞が放出した L-グルタミン酸は，視細胞ならびにミュラー細胞（網膜内グリア細胞の一種）

に発現するグルタミン酸トランスポーターを介して速やかにそれぞれの細胞内に取り込まれ，

シナプス間隙から除去されることが知られている（上記要件㋒）（Sarantis et al., 1988; 

Tachibana & Kaneko, 1988; Eliasof & Werblin, 1993; Eliasof et al., 1998a, b; Hasegawa et 

al., 2006）。また，Ayoub et al.（1989）はミカゲハリトカゲ（Sceloporus orcutt］）網膜錐体

の終末から放出される L-グルタミン酸を酵素法により検出，そして Copenhagen & Jahr

（1989）はアカミミガメ（Pseudemys scripta）網膜錐体の終末から放出されるグルタミン酸

を N-methyl D-aspartate（NMDA）受容体（イオンチャネル直結型グルタミン酸受容体の一

種）を用いて検出することに成功した。Ayoub et al.（1989）と Copenhagen & Jahr（1989）

の報告を前後して，オオヒキガエル（Bufo marinus）およびアフリカツメガエル（Xenopus 

leavis）網膜から視細胞層標本を作製し，これらの標本が L-グルタミン酸を放出しているこ

とも明らかにされた。これらの結果は視細胞が神経伝達物質として L-グルタミン酸を放出し

ていることを示している（上記要件㋓）（Miller & Schwartz, 1983; Schmitz & Witkovsky, 

1996, 1997）。さらに，Murakami & Takahashi（1987），Miyachi ＆ Murakami（1989）そ
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して Takahashi & Murakami（1991）は，コイ網膜水平細胞の光応答と L-グルタミン酸投与

に伴い誘発される膜電位応答の逆転電位が一致（すなわち，両応答のイオン機序が一致して

いる）していることを証明した（上記要件㋔）。以上の研究を総合すると，上記㋐から㋔の要

件については概ね証明されており，L-グルタミン酸が視細胞（錐体と桿体）から放出される

神経伝達物質であることに疑念はない。

　脊椎動物網膜視細胞の終末には，シナプスリボンそしてシナプス小胞と呼ばれる特殊な構

造物が存在する。これらの構造物が存在する化学シナプスを，特にリボンシナプスと呼んで

いる（例えば，Sterling & Matthews, 2005; Dieck & Bandstätter, 2006）。リボンシナプスで

は L-グルタミン酸を充填したシナプス小胞がシナプスリボンの周辺に集まっており，シナプ

スリボン直下の細胞膜に発現するカルシウムチャネルが活性化すると，終末内のCa2＋濃度が

上昇し，シナプス小胞が細胞膜に融合して L-グルタミン酸を開口放出することが知られてい

る（例えば，Krizaj & Copenhagen, 2002; Heidelberger et al., 2005; Fox & Sanes, 2007）。

シナプスリボン周辺に多数滞留するシナプス小胞が，視細胞の速やか且つ持続的な L-グルタ

ミン酸放出に寄与していると考えられているが，リボンシナプスに関する研究は緒についた

ばかりで未だ詳細なしくみは解明されていない。今後，リボンシナプスにおける開口放出の

しくみを含め，（a）視細胞の終末部にはどれくらいの L-グルタミン酸が蓄えられ，そして何

時間（あるいは，何分間）の放出が可能なのか，（b）視細胞から L-グルタミン酸が放出され

た後（あるいは放出途中），どのように L-グルタミン酸が補給（供給）されるのか（視細胞

内節で産生された L-グルタミン酸が終末に輸送される経路以外に供給経路が存在するのか否

か），そして（c）視細胞終末への L-グルタミン酸の補給（供給）の速度はどれくらいである

のか，などの課題について調査を進める必要がある。これらの課題にアプローチし，成果を

得るには，L-グルタミン酸を放出する視細胞標本の作製ならびに放出した L-グルタミン酸

を検出するための高感度検出器の作製が不可欠である。

　Cahill & Beshare（1992, 1993）は，アフリカツメガエルの眼球内部を 1％ Triton-X液と

蒸留水で短時間処理することによって内顆粒層より高次の神経細胞を死滅させ，視細胞層の

みが生存する標本の作製に成功した（第 1図と第 2図参照）。Schmitz & Witkovsky（1996, 

1997, Krizaj et al., 1999）は同じ動物および手法を用いて視細胞層標本を作製し，この標本

を用いて単位時間（10分間）当たりに放出される L-グルタミン酸量を酵素法で測定した。

Schmitz & Witkovsky（1996, 1997, Krizaj et al., 1999）の実施した一連の研究によって，Ⓐ

視細胞は暗時に L-グルタミン酸を放出していること，Ⓑ L-グルタミン酸放出には L型カル

シウムチャネルの活性化が必要なこと，Ⓒ L-グルタミン酸放出には細胞内ストアから供給さ

れる Ca2＋も関与していること，またⒹ明時にも視細胞は L-グルタミン酸を放出しており，

この放出には Ca2＋が関与しない可能性があることなどが明らかとなった。Schmitz & 
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Witkovsky（1996）が作製した視細胞層標本は Ayoub et al.（1989）あるいは Copenhagen 

& Jahr（1989）が作製した単一視細胞標本と異なり，長時間（3時間）に亘って L-グルタミ

ン酸の放出実験を行うことが可能であり，現在懸案となっている視細胞の L-グルタミン酸の

備蓄量，L-グルタミン酸放出の速度と持続時間そして L-グルタミン酸の補充（供給）速度

などの課題解決に威力を発揮すると予想された。しかし，Schmitz & Witkovsky（1996, 1997, 

Krizaj et al., 1999）が L-グルタミン酸濃度の測定に用いた酵素法は時間分解能（10分単位）

が著しく低く，L-グルタミン酸の放出と補充（供給）の動態をミリ秒あるいは秒単位で解析

することはできない。このため，酵素法以外の L-グルタミン酸検出法（時間分解能の高い検

出法）を開発する必要がある。幸いなことに，Tachibana & Okada（1991）は，キンギョ網

膜から単離した単一双極細胞から放出される L-グルタミン酸をアメリカナマズ網膜から単離

した錐体水平細胞に発現するイオンチャネル直結型グルタミン酸受容体を利用して検出する

方法を考案した。この報告は，アメリカナマズ網膜から単離した錐体水平細胞が高感度のグ

ルタミン酸検出器として機能することを示している。

　本論文では，Cahill & Beshare（1992, 1993）の方法をトラフサンショウウオ（Ambystoma 

tigrinum）眼球に適用して視細胞層標本を作製し，この標本が放出する L-グルタミン酸をア

メリカナマズ網膜から単離した錐体水平細胞に発現するグルタミン酸受容体を利用して検出

する実験を実施したので，この結果について報告する。

実験材料と方法

トラフサンショウウオ網膜を用いた視細胞層標本の作製

　視細胞層標本の作製には，体長約 25～35 cmの幼生期のトラフサンショウウオ（Ambys-

toma tigrinum）網膜を用いた。Cahill & Besharse（1992, 1993）の方法に従い，トラフサン

ショウウオ網膜から内顆粒層より高次の神経細胞を除去し，視細胞層のみからなる標本を作

製した。本研究で実施した視細胞層標本作製法を概説する（第 2図参照）。氷を用いて低温

麻酔したトラフサンショウウオの頭部をギロチンで切断し，脳および脊髄の両側を穿刺後，

眼球を摘出した。1N-水酸化ナトリウム（NaOH）を用いて pH 7.6 に調整した正常リンガー

液（120.0 mM 塩化ナトリウム［NaCl］，2.5 mM 塩化カリウム［KCl］，2.5 mM 塩化カル

シウム［CaCl2］，1.0 mM 塩化マグネシウム［MgCl2］，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］）で満たしたプスチックシャーレ（直径 60 mm; Fisher Scientific Co.）

の中で，眼球から前眼部（角膜と虹彩など）と水晶体を除去し，眼盃標本を作製した。微量

遠心管に Hyaluronidase（320 U/mℓ）（Sigma H3884［type IV-S］）あるいは Collagenase
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（12 U/mℓ）（LS005273, Worthington）と Hyaluronidase（360 U/mℓ）（LS002592, Worthing-

ton）の混合を含む正常リンガー液（1.0 mℓ）を充填し，この中に眼盃標本を入れ，振盪器を
使って約15分間室温（20～23°C）で緩やかに攪拌した。この後，眼盃標本を正常リンガー液

で 5回洗浄し，眼球内の液体（硝子体の残骸とリンガー液）を約 1 mm幅の短冊状に切断し

第 2図：トラフサンショウウオ眼球処理と視細胞層標本の作製法の手順
　低温麻酔下でトラフサンショウウオを断頭し，脳および脊髄の両側を穿刺後，眼球を摘出し
た（①眼球摘出）。この眼球から角膜と水晶体を除去し，眼盃標本を作製した（②角膜と水晶体
の除去）。この眼盃標本をHyaluronidase（320 U/mℓ）（Sigma H3884［type IV-S］）あるいは
Collagenase（12 U/mℓ）（Worthington LS005273）と Hyaluronidase（360 U/mℓ）（Worthington 
LS002592）の混合を含む正常リンガー液（1.0 mℓ）を加えた微量遠心管に入れ，振盪器を使っ
て約15分間室温（20～23°C）で緩やかに攪拌した（③眼球標本の Collegenaseと Hyaluronidase
による処理）。眼盃標本を正常リンガー液で 5回洗浄し，眼球内の液体（硝子体の残骸とリン
ガー液）を約 1 mm幅の短冊状に切断した濾紙によって吸引除去した。本標本を円形に刳り貫
いたアクリル板に固定し，眼球内部を蒸留水で 1％に希釈した Triton-X，蒸留水そして正常リ
ンガー液で 6～13分間灌流した（④ 1％ Triton-Xと蒸留水による眼球内灌流）。この後，眼盃
標本を L-15 リンガー液あるいは正常リンガー液中に保存した（17°C）。数時間から半日経過
後，内顆粒層より高次の神経細胞群を除去し，視細胞層標本を作製した（⑤視細胞以外の神経
細胞の除去）。
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た濾紙によって吸引除去した。円形に刳り貫いたアクリル板に本標本を固定し，眼球内部を

①蒸留水で 1％に希釈した Triton-X，②蒸留水そして③正常リンガー液で灌流した。この灌

流のために，注射器（50 mℓ）の外筒を 3本用意し，それぞれに①，②そして③の溶液を加

え，多連活栓を介して30ゲージの注射針に連結した。注射針は二次元マニュピレーターに取

り付け，注射針の先端が眼球の中央部となるよう調整した。注射器の外筒は眼盃標本よりも 

40 cm程高い位置に取り付け，それぞれの溶液をシリコンチューブ（内径 1.59 mm; Fisher 

Scientific Co.）を通じて注射針まで重力供給方式（260 μℓ/分）で供給した。眼盃標本を①，

②そして③の順番で，それぞれ 5～13分間灌流した。眼盃標本の酵素処理から正常リンガー

液の灌流までは室温で，そして室内灯を点灯したまま行った。

　 1％ Triton-X液，蒸留水および正常リンガー液の灌流後，眼球内部を観察すると，表層部

（硝子体側）の網膜組織は白濁していた。この眼盃標本を 1N-NaOHを用いて pH 7.6 に調整

した L-15 リンガー液（Leibovitz’s L-15 Medium［浸透圧調整のため85％に希釈して使用］，

0.3 mM アスコルビン酸，10.0 mM HEPES，Penicillin［100 U/mℓ］と Streptomycin［100 

μg/mℓ］，0.01 mg/mℓ BSA）あるいは正常リンガー液を加えたしプスチックシャーレの中に

置き，数時間から半日程経過すると，眼球内の白濁部（内顆粒層より高次の神経細胞群）が

部分的に深部組織から剥がれたように盛り上がってきた。この盛り上がった部分に極細のピ

ンセットを差し込み，白濁部を注意深く剥ぎ取った。眼球内の白濁部の総てを剥ぎ取ること

は難しかったが，視神経乳頭付近を中心に 2.5 mm角程を剥ぎ取ることは比較的容易であっ

た。白濁部が剥がれた後の網膜組織には，視細胞層のみが認められた（視細胞層標本）（詳細

は後述）。この視細胞層標本を直ちに使用する場合，2 mm角程の大きさに眼科用スプリング

剪刀を使って切り取り，これをスポイドで吸い取って記録槽に移した。標本を直ちに使用し

ないとき，視細胞層標本は眼球内に残したまま L-15 リンガー液あるいは正常リンガー液を

含むプスチックシャーレに移し，蓋付きの金属箱の中に入れて光を遮断した状態で恒温庫

（17°C）に保存した。視細胞層標本の保存に用いる L-15 リンガー液ならびに正常リンガー液

は，ポアサイズ 0.2 μmの Poly Ether Sulphone（PES）膜フィルター（Nalgene）で濾過し

て使用した。上記の一連の処理・操作を実施する過程で，網膜組織が色素上皮細胞層から剥

離し，眼球から外れることが多々あった。この場合，剥離した網膜組織のみをプスチック

シャーレに移し，このシャーレを金属箱の中に入れて保存した。以上の保存法で，視細胞層

標本を L-15 リンガー液に保存したとき 3日間程度，そして正常リンガー液に保存したとき

2日間程度，L-グルタミン酸の放出実験に供することができた。何れのリンガー液での保存

においても，保存期間（正常リンガー液では 3日，そして L-15 リンガー液では 4日）が長

くなると，視細胞層標本を眼科用スプリング剪刀で切り取ること，そしてスポイドで記録槽

に移すことが困難となった。白濁部分の除去のみならず視細胞層標本の切り出しは，実体顕
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微鏡（SMZ, Nikon）下で行った。この際，手元に充分な照明を得るために，ダブルアーム

の光ファイバー照明装置を利用し，強光で視細胞層標本を照射した。

　眼盃標本を 1％ Triton-X液と蒸留水などで処理し，白濁部（内顆粒層より高次の神経細

胞）を除去した後，網膜組織に視細胞層のみが存在するのか否かを確認するため， 4つの眼

盃標本から凍結切片を作成し，顕微鏡観察を行った。 1％ Triton-X液と蒸留水などの処理

後，白濁部を除去した眼盃標本（網膜の周辺部分には，白濁部が残っている）を 4％パラホ

ルムアルデヒド固定液（in phosphate-buffered saline（PBS）［リン酸緩衝生理食塩水］）で約

40分間常温固定した。その後，この標本を 4°Cの PBSで 3回洗浄した。これらの眼球標本

は10％，20％そして30％ Sucrose液（in PBS）（4°C）にそれぞれ 1時間浸し，この後凍結

切片用包埋剤（PELCO CryO-Z-T; Ted Pella, Inc.）中に入れて30分間程静置した。プラス

チック製包埋皿（Peel-A-Way; Ted Pella, Inc.）に凍結乾燥用包埋剤を加え，この中に眼盃標

本の角膜側が上になるように置き，エタノール・ドライアイス中で凍結（包埋）した。これ

らの凍結標本は切片を作製するまで，－80°Cで保存した。凍結切片の作製にはクリオスタッ

ト（CM1900, Leica Microsystems）を利用し，厚さ 15～25 μmの連続切片を作製した。こ

の切片をスライドグラスに貼り付け，乾燥後希釈したトルイジンブルー液で染色した。この

後，この標本をカバーグラスで覆い，顕微鏡（Optiphot, Nikon）観察した。Cahill & Besharse

（1992）および Schmitz & Witkovsky（1996）の作製した視細胞層標本には視細胞以外に僅

かの水平細胞の生存が認められたが，本研究で作製した視細胞層標本には視細胞以外の神経

細胞の存在は確認されなかった。

アメリカナマズ網膜を用いた単離水平細胞の作製

　イオンチャネル直結型グルタミン酸受容体を持つ単離水平細胞の作製には，体長約 35～45 

cm のアメリカナマズ（Ictalurus punctatus）網膜を用いた。Tachibana（1981）の方法に従

い，アメリカナマズ網膜から錐体水平細胞を単離した。本研究で用いた水平細胞単離法を概

説する（第 3図参照）。氷を用いて低温麻酔したアメリカナマズの頭部をギロチンで切断し，

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 1N-NaOHを用いて pH 7.6 に調整した単離操作液（125.0 mM NaCl，1.0 mM リン酸水

素二ナトリウム［Na2HPO4］，2.5 mM KCl，2.5 mM CaCl2，0.5 mM MgCl2，0.5 mM 硫酸

マグネシウム［MgSO4］，10.0 mM Glucose，10.0 mM HEPES，0.01 mg/mℓ BSA）で数回

洗浄し，前眼部，水晶体および硝子体を除去後，眼球から網膜を剥離した。この剥離網膜を 

2 mm幅に切断し，1N- 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 Glu-
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cose，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。水平細胞の単離に用いる単離操作液と Papain溶液は，

第 3図：アメリカナマズ網膜から水平細胞の単離法の手順
　低温麻酔下でアメリカナマズを断頭し，脳および脊髄の両側を穿刺後，眼球を摘出した（①
眼球摘出）。摘出眼球を70％エタノール中に約20秒間浸し，滅菌した。この眼球の前眼部，水
晶体および硝子体を除去し，網膜を剥離した（②剥離網膜の作製）。2 mm幅に切断した剥離網
膜細片を Papain処理した後，単離操作液を用いて数回洗浄した（③剥離網膜の Papain処理）。
網膜細片をプラスチック製遠心管に移し，1.5 mℓ の単離操作液を加え，先端口径を約 1.0 mm
にファイアポリッシュしたパスツールピペットを用いて網膜細片を 5回出し入れした（④機械
的単離）。比較的大きな網膜細片が沈殿するのを待ち，上澄み（細胞浮遊液；約 1 ml）をガラ
ス製試験管に移し，4°Cで保存した。再び，網膜細片が存在する遠心管に単離操作液を 1.0 mℓ 
補充し，パスツールピペットによる出し入れを 5回行い，その細胞浮遊液を試験管に移し，4°C
で保存した。この操作を，網膜細片がなくなるまで行った。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，顕微鏡観察し，複数の水平細胞を含む細胞浮遊液が入った試験管を選び，実
験に使用した。
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ポアサイズ 0.2 μmの Poly Ether Sulphone（PES）膜フィルター（Nalgene）で濾過して使

用した。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実験に用いた。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，視細胞から放出される L-グルタミン酸の検出に錐体水平細胞（以降，水平細

胞と略す）を利用した。水平細胞の中には，軸索を有する細胞が30％程認められた（軸索終

末は消失していた）（例えば，第 6図参照）。しかし，この軸索の有無が，L-グルタミン酸投

与に伴い水平細胞に惹起される膜電流変化およびこの膜電流に対するキヌレン酸の作用など

に影響することはなかった（未発表データ）。従って，軸索の有無の別なく，L-グルタミン

酸放出の実験に用いた。ただし，本論文の第 4， 5， 8と 9図は，軸索を有しない水平細胞

から得た膜電流記録に基づき作成した。単離操作終了後，細胞浮遊液は低温（4°C）で維持

し，単離後 3日以内に実験に用いた。低温維持して 3日以内であれば，水平細胞は単離操作

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，2012a）。

水平細胞の膜電位固定とグルタミン酸電流

　水平細胞にWhole-cell voltage-clamp法を適用し，膜電流を導出した（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－塩化
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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。本実験では水平細胞の膜電位

を＋35 mVに固定し，惹起される膜電流変化を導出し，必要に応じて50秒間記録・保存し

た。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 8図と第 9図参照）。50秒間の電流変化をハードディスクに

保存する際若干の時間を要するため，繋ぎ合わせた膜電流記録には記録毎に数秒の未記録部

分が生じた。顕著な膜電流変化が見込まれないときには，記録・保存を長時間中断した（第

9図参照）。さらに，電流－電圧関係を調べるとき，50秒間記録・保存の間に水平細胞に鋸

第 4図：水平細胞に惹起されたグルタミン酸電流のキヌレン酸による抑制
　Concanavalin A（Con A）で被覆した円型カバーグラス上に細胞浮遊液を 100 μℓ 置き，15
分間静置した。水平細胞がカバーグラスに接着した後，このカバーグラスを記録槽に移し，標
準リンガー液（本実験では標準リンガー液に 10 μMのグリシンは添加していない）を灌流し
た。標準リンガー液を約40分灌流した後，水平細胞から膜電流を導出した。水平細胞を＋35 mV
に膜電位固定すると，＋160 pAの膜電流が現れた。100 μMの L-グルタミン酸（100 μM-Glu）
を投与すると，670 pA程の外向き電流が発生した。L-グルタミン酸の投与中に，1 mMのキ
ヌレン酸（1 mM-Kyn）を添加すると，膜電流は＋270 pAにまで減少した。キヌレン酸を洗い
流すと，膜電流は＋590 pAにまで回復した。L-グルタミン酸を洗い流すと，元の膜電流にま
で戻った。
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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。保存した膜電流の解析には，Igor Ver.6.2（Wavemetrics Inc.）と Origin Ver.8.1

（OriginLab）を用いた。

　これまでの研究により，アメリカナマズ網膜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（例えば，Tachibana & Okada, Takahashi et al., 

1993）。予備実験として，L-グルタミン酸投与に伴い水平細胞に膜電流変化が発生するのか

否か，そしてこの膜電流変化がキヌレン酸（興奮性アミノ酸のアンタゴニスト）投与によっ

て抑制されるのか否かを確認した（第 4図）。この実験では，カバーグラス上に固定した水

平細胞から膜電流を導出し，この膜電流に対する薬剤投与の影響を調べた。具体的には，

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

上にアメリカナマズ網膜に単離操作を施して得た細胞浮遊液を 100 μℓ 置き，15分間静置し，

水平細胞の接着を確認した後，実験を開始した。この円型カバーグラスは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。このカバーグラスに 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。水平細胞が接着したカバーグラスを記録槽（容量；

455 μℓ）に置き，標準リンガー液（成分は後述；本実験では標準リンガー液にグリシン［10 

μM］は添加していない）を約40分灌流し，膜電流導出を行った（パッチ電極による膜電流

導出の詳細は後述）。標準リンガー液の灌流そして L-グルタミン酸などの投与には，水平細

胞から 150～250 μmの距離に置いた Y-tube（直径：約 130 μm）を用いた。Y-tubeによる

溶液の灌流速度は 260 μℓ/分であった。水平細胞を＋35 mVに膜電位固定すると，＋160 pA

の膜電流が現れた（第 4図）。100 μMの L-グルタミン酸（100 μM-Glu）を投与すると，外

向き電流が発生し，670 pA程に達した。グルタミン酸投与を持続すると，膜電流は徐々に

減少していった（脱感作）。L-グルタミン酸の投与中，1 mMのキヌレン酸（1 mM-Kyn）を

添加すると，膜電流は＋270 pAにまで減少した。キヌレン酸を洗い流すと＋590 pAにまで

回復した。最後に，L-グルタミン酸を洗い流すと，膜電流は元のレベルに戻った。14細胞で

同じ実験を行った結果，1 mMのキヌレン酸は，100 μMの L-グルタミン酸投与に伴い水平

細胞に惹起される膜電流変化を約77％（77.45±2.81［平均±標準誤差］％）減少することが

判明した。さらに，グルタミン酸膜電流に対するキヌレン酸の抑制作用の濃度依存性を調べ

た。第 4図とは別の水平細胞から膜電流を導出し，10 μM，50 μM，100 μM，350 μMそし

て 1000 μM（1 mM）のキヌレン酸存在下で，2 μMの L-グルタミン酸投与に伴って惹起さ

れる膜電流変化を記録した。何れの濃度でもキヌレン酸のみの投与では，水平細胞に膜電流

変化を惹起することはなかった。各濃度のキヌレン酸存在下で 2 μMの L-グルタミン酸を投
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与し，水平細胞に惹起されるグルタミン酸電流値を測定し，この相対値を計算してキヌレン

酸濃度に対してプロットした（第 5図）。このグラフは Hillの式で近似できた（Hill係数が

1.37，IC50 が191.75 μM）。本実験ではキヌレン酸を 1 mMの濃度で用いた。この濃度で，

グルタミン酸電流は80％程かそれ以上抑制されると予想された。

視細胞層標本から放出される L-グルタミン酸の検出とリンガー液の灌流

　眼球内を Triton-Xおよび蒸留水などで処理し，白濁部を除去した後，L-15 リンガー液中

に保存していた眼盃標本から視細胞層（約 2.0 mm 角の大きさ）を切り取り，これをスポイ

ドで吸引して倒立型位相差顕微鏡（TMD, Nikon）に装着した記録槽（容量；455 μℓ）の底
部（ガラス板）の中央部に視細胞外節を下にして置いた（視細胞終末部を上にして置く）。次

に，アメリカナマズ網膜を Papainそして機械処理して得られた細胞浮遊液をピペットマンで 

100 μℓ 吸引し，視細胞層標本の周辺にゆっくりと排出した。水平細胞が記録槽底部に落下

し，不動となった後，水平細胞にハックスリー型手動微動式三次元マニピュレーター（MP85, 

Sutter Instrument Co.）に装着したパッチ電極を近づけそして僅かに接触させた。このパッ

チ電極内液に陰圧を付加すると，電極と細胞膜は密着し，ギガ Ωシールが完成した。パッチ

電極内液への陰圧をさらに強め，電極内部の細胞膜を破壊すると，膜電流の導出が可能となっ

た（Whole-cell voltage-clamp法）（Hamil et al., 1981）（第 6図 A）。水平細胞から膜電流導

出が完了した時点で，標準リンガー液の灌流を開始した。

　ハックスリー型手動微動式三次元マニピュレーターを操作し，水平細胞を付着したパッチ

電極を記録槽底部（厚さが 0.17 mmのガラス板［カバーグラス］）のガラス板から約 900 μm

持ち上げ，視細胞層標本の上まで水平移動した（第 6図B）。次に，視細胞層標本に向けて水

平細胞をゆっくりと降下（600～650 μm程度）すると，＋35 mVに膜電位固定した水平細

胞に外向き電流が現れた。さらに降下を継続すると，膜電流は増加し，やがて一定となった

（第 7図）。膜電流が一定になった後に降下を続けると，水平細胞からの膜電流記録が消失し

た（おそらく，水平細胞が視細胞層標本に接触したため，この衝撃でパッチ電極が水平細胞

から外れたものと推測される）。以上の操作は倒立型位相差顕微鏡の照明を点灯した状態で行

い，水平細胞の降下が終了した時点で消灯した。

　視細胞層標本から放出される L-グルタミン酸を水平細胞で検出する実験を行う際，先端口

径が比較的大きなY-tube（直径 : 約 250 μm）を作製し，これを標本から 5～7 mmの距離に

置き，標準リンガー液を灌流した。各種の薬剤投与でも，このY-tubeを利用した。このY-tube

を用いた灌流において，パッチ電極から水平細胞が外れる，あるいは記録槽内で視細胞層標

本が移動することはなかった。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Y-tubeを用いた灌流では視細胞層標本ならびに水平細胞周辺の速やかな溶液灌流と交換
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（各種薬剤の水平細胞への導入と除去）を達成することは困難であった。従って，この灌流で

は脱感作を伴う膜電流変化を解析することは不可能であった。L-グルタミン酸の放出実験を

実施する際，天井灯は点灯したままであった。

リンガー液とパッチ電極内液の組成

　トラフサンショウウオ網膜から作製した視細胞層標本およびアメリカナマズ網膜から単離

した水平細胞を記録槽に入れ，膜電流記録をする際に灌流する標準リンガー液の組成は，

第 5図：水平細胞に惹起されるグルタミン酸電流に対するキヌレン酸抑制の濃度依存性
　Concanavalin A（Con A）で被覆した円型カバーグラス上に細胞浮遊液を 100 μℓ 置き，15
分間静置した。カバーグラスに水平細胞が接着した後，このカバーグラスを記録槽に移し，標
準リンガー液（本実験では標準リンガー液に10 μMのグリシンは添加していない）を灌流し
た。標準リンガー液を約30分灌流した後，水平細胞から膜電流記録を開始した。水平細胞を＋
35 mVに膜電位固定すると，＋135 pAの膜電流が現れた。2 μMの L-グルタミン酸（Glu）を
投与すると，342 pA程の外向き電流が発生した。10 μM，50 μM，100 μM，350 μMそして
1000 μM（1 mM）のキヌレン酸を含む標準リンガー液の灌流中に，2 μMの L-グルタミン酸
を投与し，膜電流値を測定した。膜電流値は，338 pA（10 μMのキヌレン酸），314 pA（50 
μM），280 pA（100 μM），244 pA（350 μM），34 pA（1000 μM）であった。キヌレン酸を添
加せずに測定したグルタミン酸電流値を 1とし，キヌレン酸存在下での膜電流値の割合を計算
し，グラフ化した。得られたキヌレン酸によるグルタミン酸電流の抑制作用は，Hillの式で近
似できた。Hill係数が1.37で，IC50 が 191.75 μMであった。
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100.0 mM NaCl，10 mM塩化セシウム（CsCl），10 mM Tetraethylammonium-Cl（TEA-

Cl），2.5 mM KCl，2.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM Glucose，10.0 mM HEPES

と 0.01 mg/mℓ BSAであり，1N-水酸化カリウム（KOH）を用いて pH 7.6 に調整して用い

た。本研究で用いた水平細胞の膜電位（＋35 mV; NMDA型グルタミン酸受容体のMg2＋に
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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 CsClと 10 mM TEA-Clを加え，これを標準リンガー液とした。高カ

リウムイオン（K＋）を含む標準リンガー液（高 K＋リンガー液）の組成は，52.5 mM NaCl，

10 mM CsCl，10 mM TEA-Cl，50.0 mM KCl，2.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM 

Glucose，10.0 mM HEPESと0.01 mg/mℓ BSAであり，1N-KOHを用いて pH 7.6 に調整

して用いた。また，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，標準リンガー液および高 K＋リンガー液にグリシン（10 μM）を添加して灌流した

（例えば，Johnson & Ascher, 1987; Tachibana & Okada, 1991）。ただし，10 μMのグリシン

が水平細胞に膜電流変化を惹起することはなかった（髙橋，2012b）。正常リンガー液，L-15 

リンガー液および標準リンガー液の浸透圧は，265～275 mOsm/kgであった。

　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，パッチ電極内液には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 Adenos-

ine 5’-triphosphate magnesium salt（ATP-Mg2＋），1.0 mM Guanosine 5’-triphosphate sodium 

salt hydrate（GTP-Na＋），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。パッチ電極内液は，1N-水酸化セシウム（CsOH）を用いて pH 7.2 

に調整し用いた。パッチ電極内液の浸透圧は，260～265 mOsm/kgであった。

　薬品類の多くは，Sigma-Aldrich Co.から購入した。また，Papain，Hyaluronidaseと Col-

lagenaseはWorthington Biochemical Co.，2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4- tetrahydrobenzo［f］

quinoxaline-7-sulfonamide（NBQX）と D-（-）-2-amino-5-phosphonopentanoic acid（AP5）

は Tocris Biosciences，そして Penicillinと Streptomycin混合液，phosphate-buffered saline

（PBS）と Leibovitz’s L-15 Mediumは Gibcoから購入した。

第 6図：記録槽内の単離水平細胞と視細胞層標本の位置（顕微鏡写真）
　A：トラフサンショウウオ眼球を Triton-Xと蒸留水などで処理して得た視細胞層標本を約 2.0 mm
角に切り取り，これをスポイドで吸引し，倒立型位相差顕微鏡（TMD, Nikon）に装着した記録槽
（容量 ; 455 μℓ）のガラス板上の中央部に視細胞外節部が下になるようにして置いた（視細胞層標本
は右下にある）。次に，ピペットマンを用いてアメリカナマズ網膜に単離操作を施して得た細胞浮遊
液を 100 μℓ 吸引し，視細胞層標本の近くに排出した。この細胞浮遊液には，50～100 μmの長さの
軸索を有する水平細胞が複数存在していた（ただし，単離操作によって軸索終末は消失している）。
水平細胞が記録槽の底部に沈みそして不動となった時点で，パッチ電極を用いて膜電流導出を行っ
た。B：ハックスリー型手動微動式三次元マニピュレーターを駆動し，水平細胞が付着したパッチ電
極を記録槽底部のガラス板から約 900 μm持ち上げ，視細胞層標本の上まで水平移動した。
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実　験　結　果

水平細胞の視細胞層標本への接近と水平細胞の膜電流変化

　トラフサンショウウオの眼球内部を 1％ Triton-X液，蒸留水そして正常リンガー液で 6分

間ずつ灌流し，その後 L-15 リンガー液（17°C）中に保存した。約 4時間経過後，眼球内の

白濁部（内顆粒層より高次の神経細胞）を極細のピンセットを用いて丁寧且つ慎重に取り除

き，この眼盃標本を L-15 リンガー液中に約 1日間保存（17°C）した。放出実験のために，

白濁部を取り除いた網膜部分（視細胞層標本）を約 2 mm角に切り取り，これをスポイトで

吸い取り標準リンガー液を満たした記録槽内に排出し，視細胞終末を上（視細胞外節部を下）

になるように置いた。次に，アメリカナマズ網膜への単離操作を終了して 4時間経過後の細

胞浮遊液をピペットマンによって 100 μℓ 取り，記録槽内の視細胞層標本の近くに排出した。

水平細胞が記録槽の底部に沈み，不動となった時点で，パッチ電極による膜電流導出を開始

した（第 8図）。水平細胞からの膜電流導出が完了した後，標準リンガー液を灌流した。膜

電位を＋35 mVに固定した水平細胞には，＋150 pA程の膜電流（保持電流）が現れた。ハッ

クスリー型手動微動式三次元マニピュレーターを操作し，水平細胞が付着したパッチ電極を

記録槽底部（ガラス板）からゆっくりと 900 μm程持ち上げ，さらに視細胞層標本の中心付

近まで水平移動した。水平細胞を視細胞層標本に向けてゆっくりと降下（第 8図Aの上向き

第 7図：視細胞層標本から放出される L-グルタミンを検出する方法
　ハックスリー型手動微動式三次元マニピュレーターを駆動し，水平細胞を付着したパッチ電
極を記録槽底部（ガラス板）から 900 μm程持ち上げ，視細胞層標本の上まで水平移動した。
この後，視細胞層標本に向けて水平細胞をゆっくりと降下させると，＋35 mVに膜電位固定し
た水平細胞に外向き電流が発生する。この膜電流が一定になるまで，水平細胞を視細胞層標本
に向けて降下させ，その後 L-グルタミン酸の放出実験を開始した。
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矢頭）すると，外向き電流が発生し始めた。降下を続けると，外向き電流は増加し，＋300 

pA程に達し一定（第 8図Aの下向き矢頭）となった。この時点で水平細胞の降下は止めた。

約 1分経過後，標準リンガー液の灌流を止めた（Perfusion stop）。膜電流は，＋300 pAから

さらに増加を始め，＋400 pA程に達した。標準リンガー液の灌流を再開すると，元の膜電

流レベル（＋300 pA）にまで戻った。

　水平細胞が視細胞層標本の 900 μm程上方にあるとき（水平細胞が視細胞層標本によって

放出される L-グルタミン酸の影響を受けていない状態）（a），水平細胞を視細胞層標本に向

けて降下している途中（水平細胞が視細胞層標本によって放出される L-グルタミン酸の影響

を受けている状態）（b），そして標準リンガー液の灌流を止めて約 4分経過後（水平細胞が

視細胞層標本から放出される L-グルタミン酸の影響を強く受けている状態）（c）に，水平細

胞に－95 mVから＋45 mVまでの鋸波状膜電位変化を与え，このとき発生する膜電流（電

流－電圧関係）を記録し，重ねて表示した（第 8図 Ba）。それぞれの膜電流には－40 mV付

近で活性化し，－20 mV付近にピークを持つ内向き電流が認められた。この内向き電流は電

位依存性カルシウム電流であると推測された（例えば，Takahashi et al., 1993）。水平細胞の

視細胞層標本への接近の影響を調べるため，（b）から（a）そして（c）から（a）の膜電流を

差し引き，第 8図 Bbと Bcに表示した。水平細胞の視細胞層標本への接近に伴い発生する

膜電流は，－70～－80 mVより過分極側で殆ど現れず，顕著な外向き整流性を示すことが判

明した（第 8図 Bbと Bc）。

　以上の結果は，水平細胞を視細胞層標本に近づけることに伴い水平細胞に現れる膜電流変

化が NMDA型グルタミン酸受容体の活性化に伴う可能性が高いことを示している。

視細胞層標本から放出される L-グルタミン酸

　トラフサンショウウオの眼球内部を 1％ Triton-X液，蒸留水そして正常リンガー液で 8分

間ずつ灌流し，その後 L-15 リンガー液（17°C）中に保存した。約 7時間経過後，眼球内の

白濁部（内顆粒層より高次の神経細胞）を極細のピンセットを用いて丁寧且つ慎重に取り除

き，この眼盃標本を L-15 リンガー液中に約14時間保存（17°C）した。放出実験のために，

白濁部を取り除いた網膜部分（視細胞層標本）を約 2 mm角に切り取り，これをスポイトで

吸い取り標準リンガー液を満たした記録槽内に排出し，視細胞終末を上（視細胞外節部を下）

になるように置いた。次に，アメリカナマズ網膜への単離操作を終了して 2日経過後の細胞

浮遊液をピペットマンによって 100 μℓ 取り，記録槽内の視細胞層標本の近くに排出した。

水平細胞が記録槽の底部に沈み，不動となった時点で，パッチ電極による膜電流導出を開始

した（第 9図）。水平細胞から膜電流の導出が完了した後，標準リンガー液を灌流した。膜

電位を＋35 mVに固定した水平細胞には，＋155 pA程の膜電流（保持電流）が現れた。こ
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の水平細胞が付着したパッチ電極をゆっくりと 900 μm程持ち上げ，視細胞層標本の中央部

にまで水平移動した。水平細胞をゆっくりと降下すると，外向き電流が発生し，降下を続け

ると，この膜電流はさらに増大し＋280 pA程に達し一定となった（第 9図の矢頭で挟まれ

た部分）。この時点で水平細胞の降下は止めた。数分経過後，標準リンガー液を高 K＋リン

ガー液を変えて灌流を始めた。水平細胞の外向き電流は増大を始め，最終的に＋570 pA程

に達した。L-グルタミン酸を投与中，1 mMキヌレン酸を添加すると，膜電流は直ちに減少
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を始め，＋185 pA程に達した。キヌレン酸を除去すると，膜電流はゆっくりと＋560 pA程

にまで回復した。その後，20分近く高 K＋リンガー液を灌流したが，この間膜電流は概ね

＋550 pAに保たれた（顕著な膜電流変化がなかったので，膜電流記録は中断した）。最後に，

L-グルタミン酸を投与中，500 μMカドミウムイオン（Cd2＋；カルシウムチャネル阻害剤）

を添加した。膜電流は緩やかに＋230 pA付近にまで減少した。残念ながら，Cd2＋投与中，

水平細胞から膜電流を記録することができなくなり，回復過程を見ることはできなかった。

　以上の結果は，視細胞層標本が脱分極に伴い L-グルタミン酸を放出すること，そしてこの

放出はカルシウムチャネルの活性化（カルシウムイオン［Ca2＋］の細胞内流入）を必要とし

ていることを示唆している。

考　　　　　察

脊椎動物網膜視細胞の神経伝達物質と第二次神経細胞に発現するシナプス受容体

　脊椎動物網膜には，光感受性の異なる 2種類の視細胞（錐体と桿体）が存在する。錐体は

昼間の，そして桿体は夕方そして夜間（薄明期間）の光受容機能を担っている。これらの視

細胞は特徴的な形態を有しており，外節，内節および終末の 3つの部位からなる。視細胞（錐

第 8図：水平細胞の視細胞層標本への接近に伴い発生する膜電流
　A：トラフサンショウウオの眼球内部を 1％ Triton-X，蒸留水そして正常リンガー液で 6分間ずつ
灌流し，その後 L-15 リンガー液（17°C）中に保存した。約 4時間経過後，眼球内の白濁部（内顆粒
層より高次の神経細胞）を極細のピンセットを用いて丁寧且つ慎重に取り除き，この眼盃標本をL-15 
リンガー液中に約 1日間保存（17°C）した。放出実験のために，白濁部を取り除いた網膜部分（視
細胞層標本）を約 2 mm角に切り取り，これをスポイトで吸い取り標準リンガー液を満たした記録
槽内に排出し，視細胞終末を上（視細胞外節部を下）になるように置いた。次に，アメリカナマズ網
膜への単離操作を終了して 4時間経過後の細胞浮遊液をピペットマンによって 100 μℓ 取り，記録槽
内の視細胞層標本の近くに排出した。水平細胞が記録槽の底部に沈み，不動となった時点で，パッチ
電極による膜電流導出を開始した。水平細胞からの膜電流導出が完了した後，標準リンガー液を灌流
した。膜電位を＋35 mVに固定した水平細胞には，＋150 pA程の膜電流（保持電流）が現れた。
ハックスリー型手動微動式三次元マニピュレーターを操作し，水平細胞が付着したパッチ電極を記録
槽底部（ガラス板）から 900 μm程持ち上げ，細胞層標本の真上まで移動した。水平細胞をゆっくり
と降下（上向きの矢頭）させると，保持電流から外向き電流が発生した。約＋300 pAに達すると膜
電流変化は一定となった。ここで，降下（下向きの矢頭）を止めた。約 1分後，標準リンガー液の灌
流を止める（Perfusion stop）と，外向き電流はゆっくりと増加を始め，数分後には＋400 pA程に達
した。標準リンガー獲液の灌流を再開すると，元の膜電流レベルにまで回復した。B：水平細胞が視
細胞層標本の 900 μm程上方にあるとき（a），水平細胞を視細胞層標本に向けて降下している途中
（b），そして標準リンガー液の灌流を止めて数分経過したとき（c）に，－95 mVから＋45 mVまで
の鋸波状膜電位変化を水平細胞に与え，発生する膜電流変化を記録し，重ねて表示した（Ba）。それ
ぞれの膜電流には，－40 mV付近で活性化し，－20 mV付近にピークを持つ内向き電流（電位依存
性カルシウム電流）が認められた。水平細胞の視細胞層標本への接近の影響を調べるため，（b）から
（a）そして（c）から（a）の膜電流を差し引き，第 8図 Bbと Bcに表示した。水平細胞の視細胞層
標本への接近に伴い発生する膜電流は，－70～－80 mVより過分極側で殆ど現れず，顕著な外向き
整流性を示すことが判明した
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体および桿体）外節の形質膜には cyclic Guanosine 3’, 5’-monophosphate（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；主にナトリウムイオン［Na＋］

を通過する陽イオンチャネル）が発現し，この陽イオンチャネルの開閉は外節内の cGMPに

よって制御されている。暗時，視細胞の外節内には多量の cGMPが存在するため，形質膜に

発現する cGMP依存性陽イオンチャネルは開口状態にあり，この陽イオンチャネルを通じて

外節内に流入する Na＋によって視細胞は脱分極している（例えば，Haynes & Yaw, 1985; 

Pugh & Lamb, 1990, 1993; Watanabe & Murakami, 1991; Kawamura, 1993, 1994; Picones 

第 9図： 水平細胞の視細胞層標本への接近に伴い発生した膜電流に対するキヌレン酸とカドミウムイオ
ンの効果
　トラフサンショウウオの眼球内部を 1％ Triton-X，蒸留水そして正常リンガー液で 8分間ず
つ灌流し，その後 L-15 リンガー液（17°C）中に保存した。約 7時間経過後，眼球内の白濁部
（内顆粒層より高次の神経細胞）を極細のピンセットを用いて丁寧且つ慎重に取り除き，この眼
盃標本を L-15 リンガー液中に約14時間保存（17°C）した。放出実験のために，白濁部を取り
除いた網膜部分（視細胞層標本）を約 2 mm角に切り取り，これをスポイトで吸い取り標準リ
ンガー液を満たした記録槽内に排出し，視細胞終末を上（視細胞外節部を下）になるように置
いた。次に，アメリカナマズ網膜への単離操作を終了して 2日経過後の細胞浮遊液をピペット
マンによって 100 μℓ 取り，記録槽内の視細胞層標本の近くに排出した。水平細胞が記録槽の
底部に沈み，不動となった時点で，パッチ電極による膜電流導出を開始した。水平細胞から膜
電流の導出が完了した後，標準リンガー液を灌流した。膜電位を＋35 mVに固定した水平細胞
には，＋155 pA程の膜電流（保持電流）が現れた。ハックスリー型手動微動式三次元マニピュ
レーターを操作し，水平細胞が付着したパッチ電極を記録槽底部（ガラス板）から 900 μm程
持ち上げ，細胞層標本の真上まで移動した。水平細胞をゆっくりと降下（上向きの矢頭）させ
ると，外向き電流が発生し＋280 pA程で一定（下向きの矢頭）となった。標準リンガー液を高
K＋リンガー液（High-K＋）を変えて灌流を続けると，水平細胞の外向き電流は増大を始め，最
終的に＋570 pA程に達した。L-グルタミン酸を投与中，1 mMキヌレン酸（1 mM-Kyn）を添
加すると，膜電流は直ちに減少を始め，＋185 pA程となった。キヌレン酸を除去すると，＋
560 pA程にまで回復した。その後，約20分間高 K＋リンガー液を灌流し続けた。この間，膜電
流は概ね＋550 pAを維持した（顕著な膜電流変化がなかったため，膜電流記録は連続して行わ
なかった）。最後に，L-グルタミン酸を投与中，500 μMカドミウムイオン（500 μM-Cd2＋）を
添加した。膜電流は緩やかに＋230 pA付近にまで減少した。残残念ながら，Cd2＋投与中，水
平細胞から膜電流を記録することができなくなり，回復過程を見ることはできなかった。
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& Korenbrot, 1994）。この脱分極は視細胞の終末に発現する電位依存性カルシウムチャネル

を活性化し Ca2＋の細胞内への流入を促し，そして細胞内カルシウムイオン（Ca2＋）ストア

から Ca2＋の細胞内への放出を促し，細胞内の Ca2＋濃度を上昇させる（例えば，Krizaj & 

Copenhagen, 2002）。この結果，視細胞終末から L-グルタミン酸が放出される。網膜が光照

射されると，外節内の視物質は分解し，cGMP濃度は減少するため，cGMP依存性陽イオン

チャネルは閉塞して視細胞は過分極する。この結果，視細胞終末のカルシウムチャネル活性

は低下あるいは停止し，そして細胞内 Ca2＋ストアからの細胞内への Ca2＋放出は減少あるい

は停止し，視細胞終末からの L-グルタミン酸放出は減少もしくは停止する。

　視細胞は双極細胞ならびに水平細胞と化学シナプスを介して連絡している。双極細胞は 2

種類に分類され，何れの双極細胞も同心円型中心－拮抗的受容野を有している。ON中心型

双極細胞は受容野中心部への光照射によって脱分極応答そして受容野周辺部への光照射によっ

て過分極応答を，そして OFF中心型双極細胞は ON中心型双極細胞と逆の光応答を示す

（Werblin and Dowling, 1969; Kaneko, 1970, 1973, 1979, 1983; Saito et al., 1978, 1979a, b; 

Saito & Kujiraoka, 1982; Kaneko & Tachibana, 1982; Saito & Kaneko, 1983; Kaneko & Saito, 

1983; Saito et al., 1984; Saito, 1987）。水平細胞は，色覚を有する動物（主に，爬虫類，両

生類と魚類）では錐体由来の 3種類（あるいは 4種類）と桿体由来の 1種類（あるいは 2種

類）が，また色覚を有しない動物では錐体そして桿体由来のそれぞれ 1種類（あるいは 2種

類）が存在する（Tomita, 1965; Stell et al., 1975; Burkhardt, 1977; Burkhardt & Hassin, 

1978; Murakami et al., 1982a, b; Witkovsky et al., 1995）。双極細胞と異なり，水平細胞の

受容野は一様であり，中心－周辺の拮抗がない。OFF中心型双極細胞および水平細胞にはイ

オンチャネル直結型グルタミン酸受容体（Kainic acid［KA］/（（RS）-α-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4 isoxazolepropionic acid［AMPA］型グルタミン酸受容体）が，また ON中心型双

極細胞には代謝調節型グルタミン酸受容体（2-Amino-4-phophonobutyric acid［APB］）感

受性グルタミン酸受容体）が発現し，これら第二次神経細胞の光応答形成に寄与している

（Murakami et al., 1975; Kaneko & Shimazaki, 1976; Slaughter & Miller, 1981; Shiells et al., 

1981; Attwell, 1986; Attwell et al., 1987; Nawy & Jahr, 1990, 1991; Shiells & Folk, 1990, 

1992a, b; Yamashita & Wässle, 1991; Villa et al., 1995; Sasaki & Kaneko, 1996）。不思議な

ことに，アメリカナマズを含む数種の魚類網膜の水平細胞には，KA/AMAPA型グルタミン

酸受容体に加え，N-methyl D-aspartate（NMDA）型グルタミン酸受容体も発現しているこ

とが明らかとなっている（例えば，O’Dell & Christensen, 1986, 1989）。

トラフサンショウウオ眼球を用いた視細胞層標本の作製

　Cahill & Besharse（1992, 1993）は実験動物としてアフリカツメガエルを用い，眼球内部
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を 1％ Triton-X液と蒸留水によって灌流（30秒間）することで，視細胞のみが生存する視細

胞層標本を作製することに成功した。この標本の作製方法は単純であり，Triton-Xと蒸留水

処理によって網膜内顆粒層より高次の神経細胞を死滅させ，この死滅部をピンセットで機械

的に剥ぎ取るという操作で完了する。結果として，眼球内部には視細胞（視細胞層）のみが

残存する。Schmitz & Witkovsky（1996, 1997）も同じ動物の眼球内部を0.5％ Triton-Xと

蒸留水の灌流（ 1分30秒間）することで，視細胞のみが生存する標本を作製し，視細胞層か

ら放出される L-グルタミン酸の濃度測定に活用した。本研究では，先ず Cahill & Besharse

（1992）そして Schmitz & Witkovsky（1996）の報告にある Triton-X濃度と処理時間をトラ

フサンショウウオ眼球に適用し，視細胞層標本の作製を試みた。残念ながら，何れの作製法

でも，両液による処理後，眼球内の死滅部をピンセットで剥ぎ取ることが極めて難しく，稀

にしか視細胞層標本を作製することができなかった。トラフサンショウウオ眼球の硝子体は

粘性が高く，これが Triton-Xならびに蒸留水処理の効果を減弱させている可能性があるた

め，Hyaluronidase単独であるいは Hyaluronidaseと Collagenaseの混合を用いて眼球内を処

理し，さらに濾紙を使って硝子体を吸引除去することを試みた。この酵素処理等で眼球内で

の注射針先端の配置やピンセット操作が容易となったが，Cahill & Besharse（1992）あるい

は Schmitz & Witkovsky（1996）の方法を利用した視細胞層標本作製に大きな改善は認めら

れなかった。

　トラフサンショウウオ眼球において視細胞層標本を効率よく作製する方法を模索すべく，

Triton-Xの濃度，そして Triton-X液，蒸留水そして正常リンガー液での灌流時間の調整を

行った。Hyaluronidase単独であるいは Hyaluronidaseと Collagenaseの混合を用いて処理し

た眼盃標本を用い，Triton-X濃度を 1％にし，そして各液での灌流時間を 5分以上にしたと

き，比較的効率よく視細胞層標本を作製することができた（白濁部［内顆粒層より高次の神

経細胞］をピンセットで容易に剥がすことができる）。また，Triton-X液と蒸留水などの灌

流時間を15分以上にしたとき，網膜内の総ての神経細胞が死滅することも明らかとなった。

この予備実験に基づき，眼球内部を灌流する Triton-X濃度を 1％に，そして Triton-X液，

蒸留水そして正常リンガー液での灌流時間を 5～13分に決定した。

　視細胞層標本の作製に当たり， 1動物から得られる 2眼球のうち片眼球は 5～ 7分そして

他眼球は 9～13分とし，両眼球の処理時間を変えた。何れの処理時間でも，視細胞層標本が

得られるときもあれば，何れか一方の処理でしか得られないこともあった。概して，長時間

処理で良い結果が得られる傾向にあった。

トラフサンショウウオ眼球から得られた視細胞層標本の細胞構成

　Cahill & Besharse（1992）は，アフリカツメガエル眼球を Triton-Xと蒸留水などで処理
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して得られた視細胞層標本を光学顕微鏡観察で観察し，視細胞以外に水平細胞が僅かに残存

することを報告した。Schmitz & Witkovsky（1996）は Triton-Xと蒸留水などで処理して得

られた視細胞層標本を光学顕微鏡のみならず電子顕微鏡で観察した。電子顕微鏡観察におい

て，（ア）視細胞の終末にシナプスリボンやシナプス小胞が存在すること，（イ）視細胞終末

には第二次神経細胞（水平細胞と双極細胞）の突起が存在し，視細胞とこの突起との間にシ

ナプス連絡が認められること，そして（ウ）ミュラー細胞の突起（細胞の一部）が視細胞内

節付近に存在することを見つけた。さらに，光学顕微鏡観察では死んだ細胞のみを選択的に

染色する Tripan blueを用いて視細胞層標本を染色し，視細胞以外に少数の水平細胞が生存

していることを見つけた。ただし，水平細胞の神経伝達物質は GABA（あるいはグリシン）

であり，僅かに残存する水平細胞が視細胞の L-グルタミン酸放出に影響することは考え難

かった。また，双極細胞やミュラー細胞は Tripan Buleで染色され，その機能を果たす可能性

はなかった。これらの形態学的観察に加え，ガラス管微小電極を用いて視細胞から光応答を

導出し，生理学的にも視細胞が正常であることを示した。以上の観察に基づき，Schmitz & 

Witkovsky（1996）は Triton-Xと蒸留水処理で得られた視細胞層標本から放出される L-グ

ルタミン酸が視細胞由来であると結論した。

　本研究でも，トラフサンショウウオ眼球を Triton-Xと蒸留水で処理して得られた視細胞層

標本から凍結切片を作製し，光学顕微鏡観察を行った。この結果，視細胞層標本には視細胞

以外に何れの細胞も残存しないことを見出した。Schmitz & Witkovsky（1996）の結果を考

慮しそして本研究での顕微鏡観察を踏まえ，本研究で採用した方法で作製した視細胞層標本

への水平細胞の接近に伴い発生した膜電流変化（＋35 mVに膜電位固定された水平細胞に発

生する膜電流変化）は，視細胞が放出した L-グルタミン酸が水平細胞のグルタミン酸受容体

を活性化した結果であると判断した。

視細胞層標本の作製と L-グルタミン酸放出実験の条件

　Triton-Xと蒸留水処理後眼球内の白濁部をピンセットで剥ぎ取る操作は，視細胞層にピン

セットが触れないように実体顕微鏡下で丁寧且つ慎重に行う必要があり，このためダブルアー

ムの光ファイバー照明を用いて眼盃標本を強光で照射した（10分間程度）。この後，L-グル

タミン酸の放出実験まで，眼盃標本は金属製箱の中で数時間から 3日間程保存（17°C）した。

　L-グルタミン酸の放出実験を実施する際，眼盃標本を金属製箱から取り出し，実体顕微鏡

下で眼盃標本内の網膜部（白濁部を取り除いた網膜）を約 2 mm角に切り取った。この操作

では，視細胞層標本をダブルアームの光ファイバー照明を用いて強光で照射した（ 5分間程

度）。切り取った視細胞層標本を記録槽に移し，さらにこの記録槽内に水平細胞を加え，この

水平細胞から膜電流を導出後視細胞層標本近くまで移動した。これら一連の操作では，視細
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胞層標本を倒立型位相差顕微鏡の照明を用いて強光で照射した（10～15分間程度）。水平細

胞の視細胞標本への接近後，倒立型位相差顕微鏡の照明は消灯したが，L-グルタミン酸の放

出実験中，コンピュータ操作と溶液交換のために天井灯は点灯したままであった。つまり，

視細胞層標本は L-グルタミン酸の放出実験前（標本の準備と設置，そして膜電流の導出な

ど）に十数分間以上強光で，そして放出実験中は中程度の光で連続的に照射されており，完

全に明順応していることが窺える。視細胞外節が正常であれば，桿体および錐体は過分極し，

これらの視細胞からの L-グルタミン酸の放出は相当減少していることが予想される。幸運に

も，水平細胞を視細胞層標本に近づけることで，水平細胞には L-グルタミン酸放出に伴う膜

電流変化が観察された（第 8図と第 9図）。

　視細胞層標本作製から L-グルタミン酸放出実験までに，眼盃標本の Triton-Xと蒸留水に

よる処理，死滅部（内顆粒層より高次の神経細胞）のピンセットによる機械的除去，眼盃標

本から視細胞層標本の眼科用剪刀による切り取り，視細胞層標本の記録槽へのスポイトによ

る移動，また記録槽内への視細胞外節を下にした設置などの操作が必要である。何れの操作

も丁寧且つ慎重に行ったが，これらの操作が視細胞外節（光受容装置）そして視細胞終末（L-

グルタミン酸放出装置）の機能に障害を与える可能性を拭い去ることはできなかった。すな

わち，視細胞層標本の作製の過程で，視細胞の光受容装置（外節）と L-グルタミン酸放出装

置（終末）の両方あるいは何れかが壊れている懸念があった。視細胞から放出される L-グル

タミン酸は，高K＋処理，光照射そして細胞外通電によって変化することが知られている（例

えば，Byzov & Trifonov, 1968; Schmitz & Witkovsky, 1996）。本研究では，視細胞層標本

に高 K＋処理を施すことにより，視細胞から放出される L-グルタミン酸量が増し，そしてこ

の放出はCd2＋投与によって抑制されることが明らかとなった。この結果は，少なくとも視細

胞層標本の終末（L-グルタミン酸放出装置）が正常に機能していることを示している。今

後，視細胞外節の光受容装置（ならびに終末に存在する L-グルタミン酸放出装置）が正常に

機能しているのか否かを調べるため，光刺激（ならびに細胞外通電刺激）による L-グルタミ

ン酸放出への影響について検討する必要がある。

視細胞層標本から放出される L-グルタミン酸の検出

　第 8図と第 9図から明らかなように，視細胞層標本に向けて水平細胞を降下すると，＋35 

mVに膜電位固定した水平細胞には外向き電流が発生する。降下を続けると，この外向き電

流は増加し，やがて一定となった。一定になった後，さらに水平細胞の降下を続けると，殆

どの水平細胞で膜電流が突然消失した。膜電流が消失したとき，パッチ電極先端を顕微鏡観

察すると水平細胞がなくなっていた。従って，この消失は水平細胞が視細胞層標本に接触し

たため，水平細胞が壊れるあるいはパッチ電極から外れたことによると考えられた。この観
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察を踏まえ，水平細胞に惹起される外向き電流が一定になった時点で視細胞層標本に向けた

水平細胞の移動を止め，L-グルタミン酸の放出実験に臨んだ。水平細胞の大きさと厚みを考

慮し，マニピュレーターの移動距離を参考にして L-グルタミン酸放出実験時の視細胞層標本

と水平細胞の距離を推定すると，5～30 μmであった。正確な距離の測定については，今後

の課題である。

　視細胞層標本に水平細胞を近づけることに伴い水平細胞（膜電位を＋35 mVに固定）に現

れる外向き電流は，標準リンガー液の灌流停止そして高 K＋リンガー液の灌流によって顕著

に増加した（第 8図と第 9図）。水平細胞単独の状態（視細胞層標本がない状態）で，標準

リンガー液の灌流停止や高 K＋リンガー液の灌流を行っても，水平細胞の膜電流が変化する

ことはなかった。高 K＋リンガー液での灌流に伴い水平細胞に発生する外向き電流は，キヌ

レン酸（興奮性アミノ酸アンタゴニスト）投与で抑制された（第 9図）。この外向き電流は，

2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo［f］quinoxaline-7-sulfonamide（NBQX［100 μM］; 

KA/AMPA型グルタミン酸受容体阻害剤）と DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid（AP5

［100 μM］; NMDA型グルタミン酸受容体阻害剤）でも抑止された（未発表データ）。つま

り，この外向き膜電流は水平細胞に発現するイオンチャネル直結型グルタミン酸受容体の活

性化に伴い発生したことを示している。さらに，高濃度のカドミウムイオン（Cd2＋）はこの

外向き電流を抑制した（第 9図）。また，カルシウムチャネル拮抗剤である Nifedipine（10 

μM）もこの外向き電流を阻害した（未発表データ）。これらのカルシウムチャネル阻害剤の

効果は何れも完全ではなかったが，視細胞からの L-グルタミン酸放出にはカルシウムチャネ

ル活性化を介する細胞内へのCa2＋供給が必要であることを示唆している。第 9図に示した薬

物実験を考慮すると，灌流停止（第 8図）は視細胞によって放出された L-グルタミン酸の滞

留をそして高 K＋リンガー液の灌流（第 9図）は視細胞の脱分極に伴う L-グルタミン酸の放

出促進を惹起し，結果として水平細胞周辺の L-グルタミン酸濃度が上昇したために外向き電

流が増加したと推察された。

視細胞層標本の有用性

　視細胞層標本（ならびに単離水平細胞）の作製法は概ね確立しており，技術的な困難は少

ない。ただし，Triton-Xの濃度，および Triton-Xと蒸留水による処理時間に関しては，使用

する動物種において予備実験を実施し，最適を決定する必要がある。Triton-Xも蒸留水も生

物には有害であることを考慮し，短時間処理が望まれる。

　本研究で作製した視細胞層標本は，脱分極に伴い L-グルタミン酸を放出し，そしてこの放

出はカルシウムチャネル活性（細胞内Ca2＋濃度）に依存していた。これらの結果は従来の知

見とも一致していた。第 8図および第 9図から明らかなように，本研究で採用した視細胞層
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標本と水平細胞を組み合わせた実験は，L-グルタミン酸放出を高い時間分解能（秒単位）で

解析できる点そして数十分にも及ぶ長期間の放出実験を実施できる点で従来の研究法（Miller 

& Schwartz, 1983; Ayoub et al., 1989; Copenhagen & Jahr, 1989; Schmitz & Witkovsky, 

1996, 1997; Krizaj et al., 1999）よりも優れており，今後視細胞における L-グルタミン酸放

出の研究を進める上で有用である。
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