
―　　―1

1970年代の網膜研究
──水平細胞の生理学を中心にして──

髙　橋　恭　一
（受付　2015 年 4 月 17 日）

1.　は　じ　め　に

　Du Bois-Reymond（1849）は魚類（テンチ［コイ科の魚類の一種］）眼球を摘出し，眼球

の角膜側と後極側（角膜の反対側の強膜を指す。）に電極を接触させると，角膜側が正（陽性

あるいはプラス）そして後極側が負（陰性あるいはマイナス）となる電位差が存在すること

を見出した。この後，Holmgren（1865）は摘出した両生類（カエル）眼球の角膜表面と後

極表面に電極を置き，眼球を光照射すると，光照射時および終了時に一過性の電気的変化が

生じることを観察した。さらに，Holmgren（1870, 1880）は眼球の前眼部を取り除き，網膜

表面に置いた電極と後極表面との間に光照射・終了に伴う電気的変化が現れることを確認

し，これらの電気的変化発生に網膜1）が関係していることを示唆した。その後，Dewar & 

McKendrick（1873a, b, & c），Gotch（1903），v. Brücke & Garten（1907），Einthoven & 

Jolly（1908），Piper（1911），Chaffee et al.（1923），そして Granit（1933）などが測定法

を改良し，電気的変化の発生機序に関する本格的な研究が始まった。現在，網膜の電位変化

を描記したものを網膜電図（Electroretinogram: ERG）と呼び，角膜側が後極側に対して正

となる変動を上向きの振れとして表すことが国際的な決まりとなっている。

　網膜電図では，光を照射したとき眼球の角膜側が一過性に負となった後大きく正に振れ，

その後正の振れが持続し，光を遮断したとき一過性の正の振れを示すことが知られている（例

えば，Brown, 1968）。これらの電位変化は，それぞれ a波（光照射直後の角膜側が負の一過

性電位変化），b波（光照射後 a波に続く角膜側が正の電位電位），c波（光照射が持続したと

きに現れる角膜側が正の電位変化）そして d波（光遮断直後の角膜側が正の一過性電位変化）

と名付けられている（例えば，Brown, 1968）。網膜電図の波形は動物種や明暗順応2）の状態

によって相当異なるが，調査された総ての動物種で観察されている（例えば，Granit, 1962）。

Dewar（1877）はヒト眼球においても光照射に伴い電気的変化が生じることを報じた。

Kahn & Löwenstein（1924）はヒトの網膜電図の記録に初めて成功し，その後 Riggs（1941）

はコンタクトレンズ型電極を開発して臨床応用が開始された。

　網膜における光受容と視覚情報処理を調べる生理学的方法として網膜電図以外に，網膜の
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出力細胞である神経節細胞の電気的応答を導出する方法がある。Adrian（1927a, b, 1928）

は，視神経線維束3）の発する活動電流を細胞外記録する方法を網膜研究に導入した。クロア

ナゴ（Conger vulgaris）とヨーロッパアカガエル（Rana temporaria）網膜の視神経線維束

から活動電流を細胞外記録し，光照射に伴う活動電流の発射頻度への影響を調査した。

Hartline（1938）は Adrianの研究を発展させ，ウシガエル（Rana catesbiana）網膜から単

一視神経線維標本を作製して活動電位を細胞外記録し，光照射に伴い活動電位を持続的に発

射する ON型視神経線維，光遮断に伴い活動電位を持続的に発射する OFF型視神経線維に

加え，これらの何れに対しても一過性の発射を示す ON-OFF型視神経線維の存在を見出し

た。その後，Hartline（1940a, b, c）は視神経線維が活動電位を発射する領域を調査し，受容

野4）が存在することも明らかにした。Granit & Svaetichin（1939）は金属製微小電極を作製

し，Hartline（1938）の方法よりも簡単に視神経線維の電気的活動をモニターする方法を開

発した。Granit（1947）はこの金属電極を利用し，網膜の色受容に関する実験を始めた。

　金属（後に，ガラス管電極が登場する。）で作製された微小電極は，視神経線維が発する活

動電位の細胞外記録のみならず網膜電図の記録にも使用され，この結果網膜電図の発生機序

の解明が急速に進んだ。a波が光受容に伴う視細胞の電気的変化，b波が主に双極細胞の電

気的変化（ミュラー細胞も関与している可能性がある。），c波が網膜色素上皮細胞の電気的

活動，d波が光遮断に伴う視細胞の電気的変化によることなどが明らかとなった。とはいえ，

今でも網膜電図の各波形の成因が完全に解明されているわけではない。

　Ling & Gerard（1949）は尖端孔径 1 μm程のガラス管微小電極を作製し，筋細胞から電

気的活動を細胞内記録することに成功した。このガラス管微小電極は比較的大きな細胞であ

る筋肉細胞から小型の細胞（例えば，神経細胞や感覚細胞など）へと適用範囲を広げていっ

た。ガラス管微小電極の開発から 4年後，Svaetichin（1953, 1955）は魚類網膜の単一神経

細胞から電気的変化を細胞内記録し，光照射に伴う膜電位変化を記録することに成功した。

網膜内での電極尖端の位置から，膜電位変化を惹起する細胞は錐体であると結論したが，後

に水平細胞に訂正された。1960年代に入ると，網膜のみならず神経組織や筋肉組織において

細胞内記録法による研究は益々盛んとなり，生理学的研究法の主流となっていった。

　脊椎動物中枢神経系を構成する神経細胞は小さく，運よく細胞へのガラス管微小電極の刺

入（ガラス管微小電極は，神経細胞で最も大きな細胞体に刺入されることが多かった。）が成

功しても，長時間安定した膜電位記録を得ることは容易でない。このため，神経研究を行う

場合，入手と飼育が容易であることに加え，大型の神経細胞を有する実験動物が好んで使わ

れた。脊椎動物に比して無脊椎動物の神経細胞は大型であるため，神経細胞の興奮性の研究

には無脊椎動物が使用されることが多かった。一方，脊椎動物の網膜研究では魚類よりも大

型の神経細胞を有するマッドパピー5）（サンショウウオの一種）（Necturus maculosus）が用
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いられた（例えば，Bortoff, 1964）。この動物は眼球が小さいものの，網膜を構成する神経細

胞数は少なくそして細胞体が大きいため，電極刺入が容易であると同時に，膜電位変化を長

時間安定して記録することができるという利点を有していた。1960年半ば以降，脊椎動物の

代表として両生類（例えば，マッドパピー以外にトラフサンショウウオ［Ambystoma tigri-

num］やオオヒキガエル［Bufo marinus］など）が網膜研究において多用された。実際，マッ

ドパピーを用いて，網膜を構成する総ての神経細胞の光応答（光照射に対する網膜内神経細

胞の惹起する膜電位変化）が明らかとなった（例えば，Dowling & Werblin, 1969; Werblin & 

Dowling, 1969）。

　Ling & Gerard（1949）によるガラス管微小電極の開発によって，神経組織を構成する単

一神経細胞から膜電位変化を導出・記録することが可能となったが，残念ながら得られた膜

電位変化が神経組織内の何れの細胞に由来するのかを特定することができなかった。この問

題を解決すべく，ガラス管微小電極内に色素あるいは染料を充填し，電気的変化を導出・記

録後，これらを細胞内に注入・染色する細胞内染色法が開発された。しかし，細胞内染色に

適した染料・色素が少なく，この方法を用いてさえ細胞特定を行うことは容易でなかった。

こんな折，Stretton & Kravitz（1968）は，細胞内染色のための色素として Procion yellow

を開発することに成功した。この色素は拡散性が高いため，記録細胞の全体像を光学顕微鏡

で詳細に観察することができるようになった（例えば，Kaneko, 1970）。Procion yellowが

報告されて以降，細胞内染色には専らこの色素が用いられ，細胞内記録と組み合わせた研究

によって多くの成果が得られた。1970年後半，電子顕微鏡観察にも利用できるLucifer yellow

や Horseradish peroxidase（HRP）（ただし，HRPは分子量が大きいため，ギャップ結合を

通過しない。）が開発され，Procion yellowの代わりに用いられた（Light & Durkovic, 1976; 

Maranto, 1982; Muller & McMahan, 1976; Stewart, 1978, 1981）。

　Svaetichin（1953, 1956）がガラス管微小電極による細胞内記録法を網膜研究に導入して

15年が経過し，漸く網膜を構成する総ての神経細胞に惹起される膜電位変化（暗時の膜電位

や光応答）が突き止められた（Werblin & Dowling, 1969）。1970年代に入り，網膜内神経細

胞が形作る神経回路6）ならびにこの回路内のシナプス7）接続とその伝達のしくみを究明する

ための研究が始まった。しかし，細胞内記録法と細胞内染色法の併用ではこれらを全うする

ことができず，新たな研究の開発・導入が必至となった。本論文では，1970年から1980年代

初頭までの網膜の機能解明に適用された研究法とその成果を，特に水平細胞の生理学研究に

着目して調査した。
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2.　網膜の構造と機能

　脊椎動物の網膜構造は魚類から哺乳類までよく保存されている。特に，網膜を構成する神

経細胞の種類（視細胞，双極細胞，水平細胞，アマクリン細胞と神経節細胞）とその配列は

脊椎動物に共通している（第 1図参照）。しかし，網膜研究が進むにつれ，昼行性動物と夜

行性動物における視細胞の種類や配置の違い，中心窩8）と周辺網膜の神経細胞の構成と配置

の違い，あるいは網膜内神経細胞のシナプス接続の動物種差などが報じられ，総ての脊椎動

物で網膜構造が細部まで一致しているわけではないことが明らかになってきた。このような

動物種による違いは，視覚情報処理（網膜機能）にも反映されていると推測された。

2.1　網膜の構造

　Cajal9）（1892）そして Polyak（1941）は脊椎動物網膜の構造研究の先駆けであり，現在知

られている網膜構造の大方を明らかにした。脊椎動物網膜は厚さが 100～300 μmあり，組

織学的に10層に分けられる（第 1図参照）。強膜側から，色素上皮細胞層（Pigment epithelium 

layer），視細胞層（Photoreceptors），外境界膜（Outer limiting membrane），外顆粒層（Outer 

nuclear layer），外網状層（Outer plexiform layer），内顆粒層（Inner nuclear layer），内網状

層（Inner plexiform layer），神経節細胞層（Ganglion cell layer），視神経線維層（Optic nerve 

layer），そして内境界膜（Inner limiting membrane）に分けられる。色素上皮細胞層を除く

9層は，神経網膜と呼ばれる。このように，組織学的に網膜は神経網膜と色素上皮細胞層を

合わせた膜状組織を指すが，生理学的に網膜は光受容ならびに視覚情報処理をする体内装置

を指すため，視覚機能に直接関係ない色素上皮細胞層を除く傾向にある。つまり，生理学で

は網膜を神経網膜と同義で用いることが多い。本論文でも網膜は神経網膜を指し，色素上皮

細胞層を含まない。

　眼球内に入った光は角膜，房水や硝子体を通過し，内境界膜側から網膜各層を経て，最終

的に視細胞（錐体と桿体）に到達する。視細胞で捉えられた光情報は，網膜（視細胞，双極

細胞，水平細胞，アマクリン細胞と神経節細胞）で処理される（第 1図参照）。外顆粒層に

は視細胞の細胞体，内顆粒層には双極細胞，水平細胞とアマクリン細胞の細胞体，そして神

経節細胞層には神経節細胞の細胞体が存在する。また，外網状層では視細胞，双極細胞と水

平細胞がシナプス接続，そして内網状層では双極細胞，アマクリン細胞と神経節細胞がシナ

プス接続している。神経網膜にはミュラー細胞と呼ばれる大型のグリア細胞が網膜を縦に貫

いており，神経細胞の機能調節に関与していると考えられている。このミュラー細胞の両端

が外境界膜と内境界膜を形成している。
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第 1図：脊椎動物網膜の構成（模式図）
　脊椎動物には，球状の器官である眼球が一対備わっている。眼球の外壁は角膜あるいは強膜によっ
て構成され，内部には房水，水晶体，硝子体，網膜，ブルッフ膜と脈絡膜などが存在している。
　脊椎動物網膜は， 5種類の神経細胞（錐体［Cone【C】］と桿体［Rod【R】］，水平細胞［Horizon-
tal cell【H】］，水平細胞の軸索終末［Horizontal cell axon terminal【HA】］，双極細胞［Bipolar cell
【B】］，アマクリン細胞［Amacrine cell【A】］，神経節細胞［Ganglion cell【G】］）からなる。視細胞
のみが光感受性を有し，視細胞以外は視覚情報処理に当たる。視細胞は，光感度の高い桿体（薄明
視）と低い錐体（昼光視）に分類される。視細胞の外節部を視細胞層（Photoreceptors），視細胞の細
胞体が存在する部位を外顆粒層（Outer nuclear layer），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（Inner nuclear layer）網膜からの出力細胞である神経節細胞がある層
を神経節細胞層（Ganglion cell layer）そして神経節細胞からの軸索の走行する層を視神経軸層（Optic 
nerve layer）と呼ぶ。また，視細胞，双極細胞と水平細胞がシナプス接続する部位を外網状層（Outer 
plexiform layer），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接続する部位を内網状
層（Inner plexiform layer）と呼ぶ。外界の光環境変化は視細胞で受容され，膜電位変化に変換され
た後，基本的に縦方向に配列された細胞群（視細胞→双極細胞→神経節細胞）を経て脳にまで運ばれ
る。この縦方向の流れは横方向に配置された細胞群（水平細胞とアマクリン細胞）による処理を受け
る。水平細胞は外網状層で，そしてアマクリン細胞は内網状層で視覚情報処理を行う。視覚情報は，
視神経（神経節細胞の軸索）を経て脳に達する。網膜組織内にはグリア細胞の一種であるミュラー細
胞（Müller cell［M］）そして視細胞の遠位側に色素上皮細胞層（Pigment epithelium layer）が存在
する。ミュラー細胞は主に網膜内神経組織の物質代謝やイオン環境維持などを，また色素上皮細胞は
明暗順応，視細胞外節の維持そして網膜運動現象に関わっている。このミュラー細胞の両端が内境界
膜（Inner limiting membrane）と外境界膜（Outer limiting membrane）を形成している。



髙　橋　恭　一

―　　―6

　光は視細胞で電気的変化に変換後，双極細胞と水平細胞を経て，最終的にアマクリン細胞

や神経節細胞に伝達される。そして，網膜内で処理された視覚情報は神経節細胞の神経軸索

（視神経線維）を経て脳内の視覚中枢へと送られる。

2.2　網膜の機能

　視神経線維に惹起される活動電位を細胞外記録し，光照射に伴う放電頻度（活動電位の発

射頻度）の変化を調べる研究法は Adrian & Matthews（1927a, b, 1928）により開発・導入

され，その後 Hartline（1938），Granit & Svaetichin（1939）そして Granit（1947）によっ

て発展した。Granit（1947）は複数の動物種に金属製微小電極を適用し，網膜全体への単色

光照射に対して惹起される視神経線維（神経節細胞の神経軸索を視神経線維という。）（注 3

参照）の電気的変化を細胞外記録し，狭い波長帯にしか応じない神経節細胞と幅広い波長帯

の光刺激に応じる神経節細胞が存在することを見出し，それぞれをModulator と Dominator

と命名した。Modulatorとして青色，緑色そして赤色のそれぞれに最大感度を示す神経節細

胞，そして Dominatorとして全波長に亘って応ずる神経節細胞（明暗を識別するための神経

節細胞）が存在することを見出した。 3つのModuatorが色覚そして Dominatorが明暗に関

係すると考え，これを Dominator-Modulator学説として発表した。この学説は受容野が固定

的且つ均一であることが前提となっているが，1950年以降，神経節細胞の受容野には光応答

が拮抗する領域が存在すること，さらに神経節細胞の受容野には波長感受性が異なる領域が

存在することなどが明らかにされ，その優位性は次第に薄れていった（例えば，Kuffler, 1953; 

Wagner et al., 1960）。

　Kuffler（1953）は金属製微小電極を用いてネコ（Felis silvestris catus）網膜の神経節細胞

から活動電位を細胞外記録し，この活動電位の放電頻度が受容野への光照射によってどのよ

うに変化するのかを調べた。Hartline（1940a, b, c）の研究では興奮性を示す受容野のみが報

じられたが，Kuffler（1953）は抑制領域が存在すること見出した。例えば，受容野の中心部

を光照射すると，活動電位の放電頻度が増加し，また受容野の周辺部を光照射すると，活動

電位の放電頻度が減少した。つまり，神経節細胞には全く逆の光応答を示す受容野が同心円

状に配置していることを示している。このような受容野を，中心－周辺拮抗的受容野と呼ぶ。

受容野中心部への光照射で放電頻度が増加し，周辺部照射で放電頻度が減少する神経節細胞

をON型神経節細胞，逆の応答パターンを示す細胞を OFF型神経節細胞と名付けた。さら

に，ON型神経節細胞の受容野中心部と周辺部の境界域において，ON-OFF型応答が得られ

ることも明らかにした（Kuffler, 1953）。Wagner et al.（1960）はキンギョ網膜の神経節細

胞から活動電位を細胞外記録し，Kuffler（1953）の報じた中心－周辺拮抗的受容野の存在を

確認した。さらに，刺激光として白色光ではなく単色光を用い，短波長光（青色光）照射に
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伴い ON型応答を示す神経節細胞が長波長光（赤色光）照射に伴い OFF型応答を示すこと，

そして短波長光と長波長光照射で測定した受容野の大きさが異なることなども明らかにした。

Wagner et al.（1960）の結果は，神経節細胞において反対色過程が成立していることを示唆

していた。同様の実験は，コイ（Cyprinus carpio）網膜でも報じられた（Motokawa et al., 

1960）。同時期，ON型，OFF型ならびに ON-OFF型応答を示す神経節細胞がどのような膜

電位変化を示すのかを調査すべく，神経節細胞へのガラス管微小電極の刺入が試みられた。

この結果，㋐光照射開始に伴い脱分極が発生し，これに活動電位が重なる ON型応答，㋑光

照射開始に伴い過分極が発生するが，光照射終了に伴い過分極が脱分極に転じ，これに活動

電位が重なるOFF型応答，および㋒光照射開始のみならず終了に伴い脱分極が発生し，これ

に活動電位が重なる ON-OFF型応答が細胞内記録された（Wiesel, 1959; Naka et al., 1960; 

Tomita et al., 1961）。

　Svaetichin（1956）はブリーム（コイ科の魚種の一種）あるいはパーチ（スズキ目パーチ

科の魚種の一種）網膜から S-potentailを導出し，網膜を単色光照射したとき，過分極性応答

のみを示す細胞，そして波長に依存して極性が変化する細胞が存在することを見出した。前

者を Luminosity tyoe（L型）そして後者を Chromaticity type（C型）と呼んだ。極性が反

転する波長に違いがあることから，C型には 2種類存在することが明らかとなった。これら

の結果を踏まえ，Svaetichin（1956）は網膜内で Heringの反対色過程が成立していると考え

るようになった。Tomita（1963）も反対色過程を示す S-potentialがコイ網膜から導出され

ることを報告した。数年後，Tomita et al.（1967）はコイ網膜の錐体から膜電位変化を導出

することに成功し，網膜への単色光照射実験により，青色，緑色と赤色のそれぞれに最大過

分極を示す 3 種の錐体が存在することを示した。この錐体での結果は，まさに Young-

Helmholtzの三原色過程の証明であった。このように，網膜内で三原色過程（錐体）から反

対色過程（S-poteitailを発生する細胞［水平細胞］）への変換が行われることから，段階説

（色を知覚する過程［例えば，三原色過程と反対色過程］に階層性があるとする学説）が可能

性が浮上してきた（Marriott, 1962; Tomita, 1965）。

　1960年代の網膜研究に関するもう一つの大きな発見は，網膜内に動きを検出するしくみが

備わっている可能性を示す実験結果が得られたことである。Muturana & Frenk（1963）は

ハト（Columba libia）網膜の神経節細胞の活動電位を細胞外誘導し，光の動く方向や明暗の

境界を検出する神経節細胞が存在することを明らかにした。Barlow & Hill（1963）もウサ

ギ（Oryctolagus cuniculus）網膜を用い，ハトと同様の神経節細胞が存在することを報告し

た（Barlow et al., 1964; Barlow & Levick, 1965）。

　これらの網膜を構成する神経細胞の研究成果を踏まえ，1960年代末，網膜には形（神経節

細胞で観察される中心－周辺拮抗的受容野の存在），色（三原色［青色，緑色と赤色］に最大
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感度を示す錐体の存在および反対色応答を示す水平細胞や神経節細胞の存在）そして動き（光

の動きを検出する神経節細胞の存在）といった特徴を抽出するしくみが備わっていると考え

られていた。

3.　網膜研究の進歩　──1970年頃から1980年代初頭まで──

　動物（ヒトを含む。）の生きるしくみを明らかにすべく発達してきた生理学は，物理学・化

学の進歩とともにその方法論を大きく発展させた。1940年後半，ガラス管微小電極を利用す

る細胞内記録法が開発され，動物の身体を構成する単一細胞の膜電位変化を直接測定するこ

とができるようになった。この手法を駆使して，筋肉細胞，神経細胞や感覚細胞などの興奮

性細胞の研究が盛んに行われ，これらの成果は神経・筋・感覚生理学の礎を形成した。1960

年代以降も，脳・脊髄そして各種の感覚器を解析するために細胞内記録法は積極的に活用さ

れ，単一細胞に惹起される膜電位変化に関する知見は相当蓄積した。しかし，神経組織や感

覚器の機能を解明するには単一神経細胞や単一感覚細胞の解析だけでは不充分であり，神経

組織や感覚器にある神経回路を明らかにし，この回路に含まれるシナプス（シナプスの微細

構造とシナプス伝達のしくみ）や神経伝達物質（神経伝達物質の種類とその作用機序）など

を解明する必要があった。このため，細胞内記録法に加え新たな研究法の開発が始まった。

3.1　電気生理学的実験とその成果

3.1.1　網膜標本と網膜灌流法

　古くから，視細胞（桿体と錐体）と色素上皮細胞は網膜運動現象と呼ばれる生体反応を示

すことが知られていた（Müller, 1856; Walls, 1942; Ali, 1975; Burnside & Nagel, 1983; 

Burnside, 2001）。暗順応時（暗所にて数十分以上飼育した動物の網膜の状態），桿体の内節

Myoid10）は収縮，錐体の内節Myoidは伸張，そして色素上皮細胞内に存在するメラニン顆

粒（メラニン色素が細胞内のタンパク質を結合した状態）は強膜側へ移動する。これは，光

感度の高い桿体を光の入射位置近く（角膜に近い位置）に，そして光感度の低い錐体を光の

入射位置から遠く（角膜から遠い位置）に移動し，さらに桿体への光の進入を妨害しないよ

う色素上皮細胞内のメラニン顆粒を強膜側に集合させる生体反応である。反対に，明順応時

（明所にて数十分以上飼育した動物の網膜の状態），桿体の内節Myoidは伸張，錐体の内節

Myoidは収縮，そして色素上皮細胞内のメラニン顆粒は神経網膜側へと移動する。この結

果，桿体外節は色素上皮細胞層に覆われ，桿体は昼間の強光に曝されにくくなる。この網膜

運動現象は魚類と両生類で顕著であり，爬虫類や鳥類でも観察されることが知られている。

しかし，哺乳類では殆ど生じない。この網膜運動現象は明暗順応だけでなく，概日周期にも
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応じることが知られている（Burnside & Nagel, 1983; Burnside, 2001）。

　脊椎動物網膜を用いて実験を行うとき，一般的に実験動物を数十分～数時間暗所で飼育し，

麻酔後頭部をギロチンで切断して眼球を摘出する。眼球前眼部（角膜，角膜に続く強膜と毛

様体など）を剃刀にて切除し，ピンセットを用いて水晶体を摘出する，その後，硝子体を濾

紙あるいは吸引により除去する。硝子体の粘性が高いとき，正常リンガー液に適量の Colla-

genaseか Hyaluronidaseあるいはこれらの両方を加え，数分から30分程放置し，濾紙あるい

は吸引により除去する。これら一連の手術によって完成した標本は，眼盃網膜標本（あるい

は眼盃標本）と呼ばれる。この標本は半球型であり，外側に強膜そして内部には色素上皮細

胞層と神経網膜が存在する。半球型の眼盃網膜標本の開口部に濾紙を置き，天地を逆にして

強膜を軽く押せば，神経網膜が色素上皮細胞層から離れて濾紙面に張り付く。ただし，視神

経乳頭部で視神経線維束が強膜を貫いているため，眼球内の視神経乳頭部分を眼科用剪刃で

切断すれば，神経網膜は強膜と色素上皮細胞層から剥がれ，視細胞が最上層そして神経節細

胞が最下層の神経網膜のみの標本が完成する。この標本を剥離網膜標本と呼ぶ。多くの網膜

実験では実験動物を少なくとも 1時間以上暗所で飼育し，その後低照明下あるいは赤色照明

下で上記の手術を行い眼盃網膜標本あるいは剥離網膜標本を作製し用いる。

　Svaetichin（1953, 1956）が魚類網膜にガラス管微小電極を適用して膜電位変化を導出す

る実験を世界で初めて実施したとき，ブリーム（コイ科の魚種の一種）あるいはパーチ（ス

ズキ目パーチ科の魚種の一種）を暗所ではなく，明所飼育して剥離網膜標本を作製し，光応

答の導出・記録に挑んだ。当然，網膜運動現象により，桿体内節Myoidは伸張し，桿体外節

は色素上皮細胞層に入り込み，錐体内節Myoidは収縮している。この状態で剥離網膜標本を

作製すれば，色素上皮細胞層と一緒に桿体外節も神経網膜から剥がれ・除去される。結果と

して，錐体のみが残存する剥離網膜標本が完成する。実際，Svaetichin（1953）は論文の中

に，錐体のみの剥離網膜標本の顕微鏡写真を掲載している。

　作製直後の眼盃網膜標本あるいは剥離網膜標本はその表面が体液の薄層で覆われているに

過ぎず，直ちに乾燥が始まる。さらに，標本作製の際に血管は切断されるため，血液循環は

ない。このため，網膜標本を構成する神経細胞は酸素ならびに栄養不足に曝され，さらに不

要な代謝産物が増え続ける状況となる。このような網膜標本を，長時間の実験に使用するこ

とは難しい。従って，眼盃網膜標本のみならず剥離網膜標本を電気生理学的研究に用いる場

合，網膜標本の劣化を防ぐため，標本を加湿し，酸素を供給することが一般的である。水平

細胞から膜電位変化を導出し，波長依存性を調査する実験は数分から十数数以内に終了する。

この程度の実験時間であれば，網膜内の水平細胞は概ね正常であり，得られた膜電位変化も

正常であると見なすことができる。しかし，水平細胞から膜電位変化を導出し，波長依存性

を調べた後，さらに通電実験を行うというような長きに亘る実験では，水平細胞が正常を維
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持していたのか否かを判断することは難しい。長時間の実験を行うために，成分（組成），浸

透圧や pHを細胞外液（血液）に近づけた人工的な生理的塩類溶液（リンガー液［Ringer

（1882a, b, 1883a, b）によって導入された生理的塩類溶液］ともいう。）を作製し，この溶液

の中に網膜標本を置く方法が開発された（例えば，Furukawa & Hanawa, 1955）。リンガー

液の使用は網膜標本の劣化を防ぐのみならず，網膜を一定のイオン環境に置くことができる

という利点があった。1970年代に入ると，リンガー液の中に剥離網膜標本を置き，さらにこ

の溶液を灌流する方法が普及し，一つの網膜標本を用いて複数のイオンを交換する実験が行

えるようになった。この灌流法は，網膜のイオン環境を変える実験のみならず，リンガー液

に各種の薬剤（アゴニストやアンタゴニスト11）を含む。）を溶かし灌流投与することも可能

なため，網膜電図のみならず網膜内の単一神経細胞に関する生理学的実験のみならず薬理学

的実験にも貢献した。

3.1.2　電気生理学的実験に用いる機器・器具

　1950年代，ガラス管微小電極を作製する際，先ず硬質の太いガラス管に熱を加えて伸ばし

細いガラス管（例えば，外径 1 mm，内径 0.6 mm，長さ 10 cm）を作り，この細いガラス

管の中央部分をマイクロバーナーで加熱して両端を手で引っ張るという方法を用いた。1950

年代後半，U字に折り曲げた白金板（あるいは白金線）を加熱し，この白金線の内側に置い

たガラス管の両端をバネで引っ張る電極作製機が登場した。この電極作製機の登場で，安定

して良い電極を作製することができるようになった。1970年半ばを過ぎると，電極作製機の

改良型が現れ，電極作製に多くの時間を割く必要がなくなった。

　先端孔径が 1 μmかあるいはこれ以下のガラス管微小電極を使用して膜電位変化を導出・

記録する際，ガラス管微小電極内に電解質溶液（例えば，3M-KCl）を充填する必要がある。

ガラス管微小電極の先端にまで電解質溶液を充填するため，電極を溶液中で煮沸する方法が

一般的であった（煮沸以外にも多くの方法があった。）。1960年の後半になると，二連式ガラ

ス管微小電極が作製され，一方のガラス管微小電極で膜電位変化を測定し，他方のガラス管

微小電極で通電刺激をする方法が普及した。結果として，細胞に惹起される膜電位変化の逆

転電位の測定，ならびに膜電位変化時の膜抵抗の測定が可能となった（例えば，Toyoda et al., 

1969）。

　ガラス管微小電極を神経細胞に刺入するには，電極を滑らかに且つ微動させることができ

る高精度マイクロマニュピレーターの開発が必要であった。ガラス管微小電極が使用され始

めた1950年代には機械的マイクロマニピュレーター（顕微鏡で使用されている微動用機械的

マニピュレータが使われた。）が主流であった。1970年代後半には，油圧式あるいは水圧式

のマイクロマニュピレーターが開発され，1 μm以下の移動さえ可能となった。
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　神経細胞から細胞内記録を得ようとすると，神経細胞にガラス管微小電極を刺入し，その

出力を前置増幅器と主増幅器を経由してオシロスコープへと導く必要がある。実験結果を保

存するには，オシロスコープに現れる膜電位変化を写真撮影することが一般的であった。

　1960年頃まで，細胞内記録に必要な機器・装置の殆どが手作りであり，電気に関する知識

がなければ，この電気生理学的研究を行うことは困難であった。しかし，1970年代に入る

と，実験用の機器・装置類を開発・製造するメーカーが現れ，1970年代後半には膜電位変化

を磁気テープに保存することができるようになった。結果として，実験終了後磁気テープを

再生して得られる膜電位変化を写真撮影あるいは周波数特性の優れたペンレコーダーを利用

して記録紙上に描記すること，そして再生した膜電位変化を統計処理することも可能となっ

た。

　1990年以降，膜電位変化はデジタル化してハードディスクのような記憶媒体に保存し，ま

たレーザープリンターなどに膜電位変化を印刷することも可能となった。

　1970年代後半，実験機器・器具・装置などを手作りしなくともよい時代が到来したが，網

膜標本を設置する実験箱（灌流槽）やリンガー液を一定の流速で灌流するための器具などに

ついては，依然自作が一般的であった。

3.1.3　電気生理学的手法を駆使した視細胞の研究　──光応答とイオン機序の解明──

　Tomita et al.（1967）は，コイ網膜錐体が暗時に脱分極した状態にあり，光照射に伴い過

分極することを報告した。その後，マッドパピーとトッケイヤモリ（Gekko gecko）網膜を

用い，錐体のみならず桿体でも光照射に伴って過分極することが明らかとなった（Toyoda 

et al., 1969）。

　Toyoda et al.（1969）は二連式ガラス管微小電極を活用し，暗時と光照射時の視細胞の膜

抵抗を測定した。光照射に伴い膜抵抗は増大し，しかもこの増大は光強度の上昇に伴いより

顕著となった。また，細胞内通電によって視細胞を過分極させたとき，光応答の振幅は増加

し，反対に脱分極させたとき，光応答の振幅は減少した。脱分極性通電によって視細胞の膜

電位を 0～10 mVに保持すると，光応答の極性が反転することも明らかとなった。これらの

結果は，視細胞の光応答発生にナトリウムイオン（Na＋）が関与していることを強く示唆し

ていた（Toyoda et al., 1969）。

　Sillman et al.（1969a, b）は視細胞の光応答の発生に関与するイオンを特定するため，ウ

シガエル網膜を L⊖アスパラギン酸処理（4.4.2b参照）して第二次神経細胞以下の活動を抑

え，視細胞の電気的活動を細胞外記録し，視細胞周辺のイオン環境を変える実験を行った。

この結果，Na＋ が視細胞の光応答発生に必須であることが明らかとなった。Hagins et al. 

（1970）はラット（野生のドブネズミを改良して作られた実験用ネズミ）（Rattus norvegicus）
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網膜の桿体外節に発生する膜電流変化を細胞外記録する方法を開発し，暗時に内節から外節

方向に向かって流れる電流（暗電流と呼ぶ。）が存在することを発見した。そして，この電流

は光照射によって減弱し，細胞外のNa＋ に依存していることを見出した。また，Korenbrot & 

Cone（1972）はヒョウガエル（Rana pipiens）とアルビノクマネズミ（Rutts Rattus）網膜

の桿体を用い，光照射に伴いNa＋ の透過性が変化する部位は外節であることを明らかにした

（Korenbrot & Cone, 1972）。続いて，Cervetto（1973）はアカミミガメ（Pseudemys scripta 

elegans）の視細胞から膜電位変化を細胞内記録し，視細胞周辺の Na＋ を他の一価陽イオン

に置換すると，視細胞は過分極し，光応答が消失することを報じた。同様の結果は，オオヒ

キガエル網膜の視細胞でも得られた（Brown & Pinto, 1974）。最終的に，Yaw et al.（1977）

はオオヒキガエル網膜の単一桿体外節全体をガラス管吸引電極で覆い，外節に惹起される膜

電流を導出する方法を考案し，暗電流（暗時に視細胞外節に流れる膜電流）がNa＋ によるこ

とを確定し， 1光量子の吸収が 1 pAの電流発生をすることなどを明らかにした（Baylor 

et al., 1979）。

　以上の結果から，視細胞の暗時の膜電位ならびに光応答にNa＋ が関与していることは明ら

かである。しかし，光照射に伴い視細胞外節内で生じる光化学変化ならびに外節膜に発現す

る光感受性イオンチャネルの開閉機構12）などについては充分な研究は行われておらず，これ

らが解明されるには今暫くの時間が必要であった。

3.1.4　細胞内記録法を利用した網膜研究

　Svaetichin（1953, 1956）は網膜研究にガラス管微小電極を導入し，網膜を構成する単一

神経細胞を対象とした細胞内記録を開始した。Svaetichinが記録した細胞の特定を巡って混

乱が生じ，この解決に10年余を要した。この間，細胞内記録法に加え，新たに細胞内染色法

が開発されたが，有効な染料・色素が見つからず，この染色法は充分に機能したとは言い難

かった。しかし，Werblin & Dowling（1969）はマッドパピー網膜にガラス管微小電極を適

用し，網膜を構成する神経細胞から光応答を導出・記録すると同時に，光応答を発生する細

胞を Niagara sky blueによって細胞内染色し，網膜を構成する総ての神経細胞の電気的変化

を明らかにした。この研究によって，視細胞，双極細胞，水平細胞とアマクリン細胞（一部）

が緩電位応答を，そしてアマクリン細胞の一部と神経節細胞が活動電位を発生する神経細胞

であることが明らかとなった。つまり，網膜内での視覚情報処理は基本的に緩電位で行われ，

網膜から脳への出力に神経節細胞に惹起される活動電位が使われている。

　Svaetichin（1953, 1956）からWerblin & Dowling（1969）までの網膜研究の成果を踏ま

えると，網膜における視覚情報処理のしくみを解明するには，㋐視細胞における光－電気変

換機構，㋑水平細胞に見られる反対色応答の発生機序，㋒ ON型双極細胞に発生する脱分極



1970年代の網膜研究

―　　―13

性光応答の発生機序，㋓ ON-OFF型アマクリン細胞および ON-OFF型神経節細胞の光応答

の発生機序，そして㋔網膜内神経細胞が形成する神経回路とこの回路内での神経細胞のシナ

プス接続とその伝達（神経伝達物質の種類とその作用を含む）などの解析が必須であった。

幸いなことに，1970年以降，電気生理学的研究以外に，細胞内染色と組わせた電子顕微鏡に

よる微細観察，オートラジオグラフィー法や免疫組織化学法などの新たな研究法が開発され，

網膜研究は一層の発展を見せた。特に，上記㋑に関する研究の進展は顕著であった。

　Baylor et al.（1971）によって，水平細胞から錐体に抑制性シナプスが存在することが報

じられた。このシナプスの解析にオートラジオグラフィー法，免疫組織化学法や電子顕微鏡

による微細観察などが導入され，結果としてこのシナプスは三原色過程から反対色過程への

変換に関与している可能性が示された（Lam & Steiman, 1971; Lam, 1972; Fuortes & Simon, 

1974; Stell et al., 1975; Lam et al., 1978）。また，Kaneko（1970）によって報告された双極

細胞の中心－周辺拮抗的受容野の周辺部応答の形成に，水平細胞から錐体への抑制性シナプ

スが関与している可能性も示された（Toyoda & Tonosaki, 1978: Marchiafava, 1978）。この

ように，Svaetichin（1953, 1956）による細胞内記録が報じられて15年以上経過し，漸く水

平細胞の機能解析が進展し始めた。

　1970年代，網膜を構成する神経細胞がどのような神経回路を形成しているのか（神経回路

の解明），そしてこの神経回路における情報伝達にどのようなしくみが備わっているのか（神

経回路を形成する神経細胞のシナプス接続とその伝達のしくみの解明）に関する研究が主流

であった。

3.2　電気生理学以外の研究法とその成果

3.2.1　電子顕微鏡を利用した網膜研究

　Cajal（1892）は Golgi（1873）の開発した Golgi鍍銀染色法13）を活用し，脊椎動物網膜

の神経構築を光学顕微鏡で解析し，網膜を構成する神経細胞の種類やその形態のみならずこ

れらの神経細胞の接続を予測した。この後も，網膜を構成する神経細胞の種類やこれらの細

胞が形成する層状構造に関する形態学的研究は継続して行われた（Polyak, 1941）。しかし，

光学顕微鏡では神経細胞ならびに神経細胞間シナプスの微細構造を観察することは困難であっ

た。1930年代に電子顕微鏡14）が開発され，1950年代に網膜の微細構造の研究が開花した。

　Sjöstrand（1953a, b）は電子顕微鏡を網膜研究に取り入れ，網膜を構成する神経細胞の微

細構造の観察を開始した。この技術は次第に普及し，De Robertis（1956），Ladman

（1958），Cohen（1960），Villegas（1960），Yamada（1960）そして Nilsson（1964）によっ

て視細胞の微細構造の研究が行われた。その後，Golgi鍍銀染色法と電子顕微鏡観察を組み

合わせた手技が開発され，Evans（1966），Stell（1967），Dowling & Boycott（1966）と
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Lasansky（1971）が網膜内のシナプス構造の解明に乗り出した。先ず，視細胞終末部の構造

が調査され，桿体には spheruleそして錐体には pedicleと呼ばれる膨大部が存在することが

明らかとなった（Dowling & Boycott, 1966; Kolb, 1970）。何れの視細胞の終末部の膨大で

も，細胞膜が大きく陥入（Invagination）する構造が認められ，双極細胞と水平細胞はこの陥

入内部に神経突起を伸ばし，これら 3細胞が三つ巴構造（Triad）を形成してシナプス接続す

ることが報じられた（Stell & Lightfoot, 1975; Stell et al., 1975）。また，これらの視細胞の

シナプス終末にはシナプスリボン（Synaptic ribbon）と呼ばれる構造が存在することも見つ

かった（Stell & Lightfoot, 1975; Stell et al., 1975）。

　外網状層のみならず内網状層も電子顕微鏡による研究が始まり，内網状層の層状構造が詳

細に解明された。特に，双極細胞とアマクリン細胞および双極細胞と神経節細胞のシナプス

接続に関する知見が数多く蓄積した（Kidd, 1962; Dubin, 1970; Kolb & Famiglietti, 1974, 

1976; Famiglietti & Kolb, 1976; Kolb, 1979）。1970年代後半，Lucifer yellowや Horseradish 

peroxidaseを充填したガラス管微小電極で膜電位応答を導出・記録し，これらを細胞内に注

入後光学顕微鏡のみならず電子顕微鏡で観察する技法が開発され，神経細胞やシナプスの微

細構造の形態観察のみならず神経回路を形成するシナプス接続とその方向を決定するために

も活用された。

3.2.2　オートラジオグラフィー法・免疫組織化学法を活用した網膜研究

　1950年代，脳内に存在する γ ⊖アミノ酪酸（γ-aminobutyric acid，略して GABAと言う。）

が重要な役割を演じられていることが明らかになって以降，神経系における化学物質の重要

性が脚光を浴びるようになった。1970年代，化学シナプスではどのような物質が神経伝達物

質15）として放出され，これらがどのように作用するのかを明らかにしようとする機運が高

まった。

　神経組織を放射性同位元素（例えば，3H［三重水素，トリチウム］，14C［炭素14］，32p［リ

ン32］，35S［イオウ35］など）で標識した化学物質（例えば，代謝物質や神経伝達物質など）

を含むリンガー液中に放置し，一定時間経過後に神経細胞に取り込まれた物質が発する放射

線（β 線）を検出する方法が開発された。この方法はオートラジグラフィー法と呼ばれ，特

定の化学物質が神経組織内のどの神経細胞に取り込まれのか（あるいは存在するのか。）を明

らかにするために用いられた。組織内に分布する物質の局在を解析できるため，1970年代以

降の網膜研究で多用された。神経伝達物質候補である L⊖グルタミン酸，GABAやグリシン

を3Hで標識後，これを含むリンガー液に網膜を一定時間放置し，この網膜の顕微鏡切片を作

製する。この切片に感光乳剤を塗布し，3Hが発する放射線に露出させる。これを現像後実際

の組織像と照合させることによって，神経伝達物質の局在が明らかとなる。光学顕微鏡のみ
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ならず電子顕微鏡でもオートラジオグラフィー法が適用できるため，神経終末のシナプス部

での化学物質の局在を観察することが可能であった。実際，3Hで標識した GABAを利用し

た実験において，GABAが水平細胞に取り込まれ，この細胞の神経伝達物質である可能性が

高いことが示された（Lam & Steiman, 1971; Lam, 1972; Lam et al., 1978）。また，同様の

方法で，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候補であるこ

とが報じられた（Marc & Lam, 1981b）。

　1970年代に入ると，抗体を作製する技術が向上し，細胞内で代謝に関与する物質などの抗

体を作製することができるようになった。これを利用して，神経組織における抗原の局在や

これに関連する細胞要素を可視化できるため，物質の局在を調査するために極めて有効な技

術であった。この方法は，免疫組織化学法と呼ばれている。予め作製した当該タンパク質の

一次抗体を組織切片に作用（抗原抗体反応）させ，その後蛍光色素あるいは金属で標識した

二次抗体を一次抗体に作用させて光学顕微鏡で観察する。金属で標識した二次抗体を用いれ

ば，電子顕微鏡観察も可能である。この方法で，網膜内神経細胞に存在する各種物質（主に

タンパク質）の局在を明らかにすることができると同時に，細胞表面などに発現するレセプ

タータンパク質の局在を検索することも可能となった。1970年代末，細胞内で GABAを合

成するグルタミン酸デカルボキシラーゼの抗体を用い，水平細胞とアマクリン細胞がGABA

を神経伝達物質として放出している可能性を示した（Lam et al., 1979; Vaughn et al., 1981）。

　これらの技術は光学顕微鏡あるいは電子顕微鏡による形態観察であるが，実際には網膜で

の視覚情報処理における物質基盤を解明するための生理学的手法であり，1990年頃からこの

免疫組織化学的技術は飛躍的な進歩を見せる。

3.3　電気生理学と電気生理学以外の研究法の連携

3.3.1　網膜内のON経路，OFF経路とON-OFF経路

　視細胞（錐体と桿体）は光照射に伴い過分極性応答を発生する。不思議なことに，第二次

神経細胞である双極細胞16）には光照射に伴い過分極性応答を示すタイプ（OFF型双極細胞）

と脱分極性応答を示すタイプ（ON型双極細胞）が存在する（Dowling & Werblin, 1969; 

Werblin & Dowling, 1969）。さらに，第 3次神経細胞であるアマクリン細胞や神経節細胞に

は ON型と OFF型に加え，ON-OFF型が出現する（例えば，Werblin & Dowling, 1969）。

　Kaneko（1970）はキンギョ（Carassius auratus）網膜の双極細胞の膜電位変化を細胞内

記録し，ガラス管微小電極の刺入部をスポット光（100 μm［0.1 mm］の円形の微小光）と

環状光（内径 0.5 mm，外径 3.5 mmのドーナツ型光）で照射し，発生する光応答を調べた。

ON型双極細胞ではスポット光照射に伴い脱分極性応答が，また環状光照射に伴い過分極性

応答が惹起された。そして，OFF型双極細胞では，ON型と正反対の光応答がそれぞれの光
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刺激で現れた。両双極細胞共に中心－周辺拮抗的受容野を有していることが判明した。

Werblin & Dowling（1969）も，マッドパピー網膜で同様の結果を得ている。これらの報告

は，中心－周辺拮抗的受容野は双極細胞で形成され，神経節細胞にシナプス伝達されること

を示唆している（例えば，Kuffler, 1953; Wagner et al., 1960）。

　Raviola & Gilula（1975）はサル（Macaca mulattaとMacaca arctoides）とウサギ網膜の

視細胞と双極細胞の間のシナプス接続を電子顕微鏡観察し，ON型双極細胞は Invaginating 

type，そして OFF型双極細胞は Flat typeのシナプスを形成することを発見した。その後，

Stell et al.（1977）もキンギョ網膜において視細胞と双極細胞の間のシナプス接続を電子顕

微鏡観察し，ON型双極細胞はシナプスリボンがある部分（Inverginating type）で，OFF型

双極細胞はリボンシナプスがない部分（Flat type）で視細胞とシナプス接続していることを

確認した。

　Famiglietti et al.（1977）はコイ網膜の ON型と OFF型双極細胞から光応答を導出・記録

後，Procion yellowをこれらの細胞に注入し，光学顕微鏡を利用してこれらの細胞の終末部

の形態を観察した。この結果，ON型双極細胞は内網状層の b層（内網状層のより近位側の

部分）で ON型神経節細胞と，そして OFF型双極細胞は内網状層の a層（内網状層のより

遠位側の部分）でOFF型神経節細胞とシナプス連絡していることを明らかにした。ネコ網膜

でも同様の結果が得られ，さらにON-OFF型神経節細胞は内網状層の a層と b層の両方でシ

ナプス結合していることも明らかとなった（Nelson et al., 1978）。

　以上の結果から，網膜内で ON型双極細胞から ON型神経節細胞，OFF型双極細胞から

OFF型神経節細胞，そして ON型双極細胞と OFF型双極細胞から ON-OFF型神経節細胞へ

のシナプス接続により，ON経路，OFF経路および ON-OFF経路が形成されると考えられ

る。後年，哺乳動物網膜では錐体が ON型および OFF型双極細胞とシナプス接続するが，

桿体は ON型双極細胞としかシナプス接続しないことが報じられ，ON経路，OFF経路およ

び ON-OFF経路の形成に動物種差が存在する可能性が浮上してきた（例えば，Dacheux & 

Raviola, 1986; Müller et al., 1988; Wässle et al., 1991）。

3.3.2　網膜内の第 6番目の神経細胞　── Interplexiform細胞の発見──

　脊椎動物網膜には， 5種類の神経細胞が存在する（例えば，Cajal, 1892; Polyak, 1941）

（第 1図参照）。1970年代半ば，細胞体が内顆粒層（アマクリン細胞の細胞体の付近）に存在

し，この樹状突起が外網状層内および内網状層内でシナプスを形成する第 6番目の神経細胞

が発見され，Interplexiform細胞（IP 細胞あるいは間網状細胞とも呼ばれることがある。）と

名付けられた（Boycott et al., 1975; Dowling & Ehinger, 1975, 1978）。Interplexiform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，トカゲ，
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カメ，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）。キンギョ網膜に免疫組織化学法を適用し，

Interplexiform細胞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の 2種類が

存在することを明らかにした（Marc & Liu, 1984; Kalloniatis & Marc, 1990）。ドーパミン

を放出する Interplexiform細胞は内顆粒層内で脳（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，少なくとも水平細胞にシナプス出力していることが明らかとなってい

る（Boycott et al., 1975; Dowling & Ehinger, 1975; Dowling et al., 1976; Zucker & Dowling, 

1987）。

　1970年代後半には水平細胞に対する Dopamineの作用が詳細に調べられ，この細胞の受容

野サイズに大きく影響することが報告された（Hedden & Dowling, 1978; Negishi & Drujan, 

1979a, b, c）。その後，Dopamineは水平細胞間の電気シナプス17）（ギャップ結合）を修飾す

ることが明らかとなった（Teranishi et al., 1983）。Interplexiform細胞は網膜内に細胞体を

持つ網膜内神経細胞であるが，脳からの遠心性神経細胞によって機能するため，網膜内で視

覚情報処理に当たる 5種類の神経細胞（視細胞，双極細胞，水平細胞，アマクリン細胞と神

経節細胞）とは区別される。このため，網膜を構成する神経細胞に Interplexiform細胞を含

めないことが多い。

4.　水平細胞の研究　──1970年頃から1980年代初頭まで──

　1960年半ば以降，ガラス管微小電極を用いた細胞内記録法と細胞内染色法が普及し，網膜

を構成する神経細胞の形態と電気的応答（暗時の膜電位，光応答と受容野）の対応付けが進

んだ（Werblin & Dowling, 1969）。結果として，ガラス管微小電極を用いて網膜細胞から膜

電位変化を導出したとき，暗時の膜電位，光応答波形，波長感受性や受容野サイズと受容野

内の光刺激に対する応答性を調べれば，細胞内染色を行わなくとも，細胞を特定することが

可能となった。1970年代に入り，網膜を構成する神経細胞に惹起される膜電位変化の発生機

序を究明しようとする機運が高まった。しかし，視細胞や双極細胞などのような小型の神経

細胞への電極刺入し，そして細胞内に刺入した電極を長時間保持することは依然難しい時代

であった。

　水平細胞は大型の神経細胞であり，ガラス管微小電極の刺入ならびに長時間保持が比較的

容易であるため，1970年以降も網膜生理学では好個の細胞であった。この時代に，視細胞か

ら水平細胞への興奮性シナプス，水平細胞から錐体へ抑制性シナプス，水平細胞間の電気シ

ナプスなどの研究が始まり，水平細胞から錐体への抑制性シナプスが双極細胞（や神経節細

胞）の中心－周辺拮抗的受容野ならびに水平細胞の反対色応答の形成に関与していることが
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明らかとなった（4.4の項参照）。

4.1　水平細胞の形態と網膜内での位置

　脊椎動物網膜は 5種類の神経細胞（視細胞，双極細胞，水平細胞，アマクリン細胞と神経

節細胞）が層状構造を成している（第 1図参照）。水平細胞は細胞体が比較的大きく，多く

の樹状突起を伸展している。水平細胞の細胞体は内顆粒層に位置し，この細胞の樹状突起は

外網状層内で視細胞（あるいは双極細胞）とシナプス接続している。哺乳動物では，細胞体

に短い神経軸索を有する水平細胞と，比較的長い神経軸索と広範な樹状突起を拡げる軸索終

末を有する水平細胞の 2種類が知られている（例えば，Kolb, 1974; Nelson et al., 1975）。

魚類網膜の水平細胞の種類は色覚の有無と密接に関係しており，色覚を有しない魚種では 2

種類（例えば アメリカナマズ［Ictalurus punctatus］），色覚を有する魚種では 3種類以上（キ

ンギョやコイ）が一般的である。下等脊椎動物網膜（魚類，両生類と爬虫類）の水平細胞で

は，軸索終末の発達が哺乳類ほど顕著ではないことが知られている（例えば，Stell, 1975［魚

類］; Leeper, 1978［両生類］; Stephen & Weiler, 1981［爬虫類］）。

　魚類は入手と飼育が容易であることに加え，魚類網膜水平細胞にはガラス管微小電極の刺

入が容易で，そして細胞内記録を長時間保持できるため，1970年以降も水平細胞研究では

マッドパピーのような両生類よりも多用された。キンギョ，コイそしてアメリカナマズは実

験動物の代表であった。色覚に関する電気生理学的研究ではコイとキンギョが良く用いられ

た。コイ網膜には 1種類の桿体水平細胞と 3種類の錐体水平細胞が存在する（例えば，Mitarai 

et al., 1974; Hashimoto et al., 1976）。内顆粒層内で水平細胞は三層構造を形成し，煉瓦を重

ねたように配置されている。第一層（最外層）には L型水平細胞が，第二層（外層）には C

型水平細胞が，そして第三層（内層）には L型と C型水平細胞が混在している。第三層には

第一層と第二層から延びた神経軸索と終末も存在する。また L型水平細胞の中で桿体から入

力を受け取る水平細胞は第二層と第三層の間に存在している。色覚を有しないアメリカナマ

ズや紫外線を視覚として利用しているウグイなどでは，水平細胞の種類や内網状層内での存

在様式はそれぞれ異なっている（例えば，Naka & Carraway, 1975; Fukurotani & Hashimoto, 

1984; Hashimoto et al., 1988）。

4.2　水平細胞の機能

　Maksimova（1969）はキタカワカマス（Esox lucius）網膜の L型 S-potential18）から膜電

位変化を細胞内記録すると同時に，神経節細胞の発する活動電位を細胞外記録し，S-potential 

を発生する細胞（水平細胞）に与えた細胞内通電刺激が神経節細胞に与える影響について調

べた。例えば，赤色光（波長 700 nmの光）照射には反応せず，青色光（波長 470 nmの光）
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照射に対して活動電位を発生する神経節細胞から細胞外記録を行い，S-potential を発生する

細胞（水平細胞）に脱分極性通電を行うと，この神経節細胞の発する活動電位の頻度は減少

した。反対に，この水平細胞に過分極性通電を行うと，活動電位の頻度は増加した。この実

験は S-potential を発生する細胞（水平細胞）が神経節細胞の光応答形成に関与していること

を強く示唆している。本研究は水平細胞の機能解析を試みた最初の実験であったが，水平細

胞の機能を解明するまでには至らなかった。

　Baylor et al.（1971）はアカミミガメ網膜の錐体から膜電位変化を細胞内記録し，光照射

する網膜の領域（光照射面積）を増大させると，過分極性の光応答の最大値からの暗時の膜

電位までの回復時間が光照射面積が大きいと速いことを見出した。この原因を探るべく，錐

体と水平細胞の同時記録を行い，水平細胞に過分極性通電を実施すると，錐体に脱分極性の

膜電位変化が惹起されることを観察した。これは，水平細胞から錐体に対して抑制性シナプ

ス（負のフィードバックシナプスとも呼ばれる。）が存在していることを示唆している。この

研究に続いて，Fuortes & Simon（1974）はアカミミガメ網膜を用い， 3種類の錐体と 3種

類の水平細胞（ 1種類の L型水平細胞と 2種類のC型水平細胞）のシナプス接続を詳細に調

査し，水平細胞から錐体への抑制性シナプスが三原色過程から反対色過程への変換に関与し

ている可能性を示した。この報告を踏まえ，Stell et al.（1975）はキンギョ網膜外網状層の

電子顕微鏡観察を実施し，水平細胞から錐体への抑制性シナプスが三原色過程から反対色過

程への変換に関与するモデル（仮説）を発表した。

　Toyoda & Tonosaki（1978）はコイ網膜の L型水平細胞と近隣（50 μm以内）の ON型双

極細胞から同時に膜電位変化を導出し，水平細胞に脱分極性通電を行うと双極細胞には脱分

極が，そして水平細胞に過分極通電を行うと双極細胞には過分極が発生することを明らかに

した。また，通電によって双極細胞に惹起される膜電位変化の膜抵抗を測定し，通電による

膜電位変化がシナプスを介していることを示唆した。同様の結果は，カメ網膜でも報告され

た（Marchiafava, 1978）。これらの実験は，双極細胞の受容野中心部応答は視細胞によって，

そして受容野周辺部応答は水平細胞によって形成されることを示唆しており，周辺部応答の

メカニズムとして水平細胞から錐体への抑制性シナプスが有力であった（Toyoda & Tonosaki, 

1978）。

　以上の結果から，下等脊椎動物網膜の外網状層内で水平細胞は錐体に対してシナプス出力

しており，このシナプスは抑制性であることが明らかとなった（4.4.3参照）。この抑制性シ

ナプスは，錐体の三原色過程から水平細胞の反対色過程への変換に寄与すると同時に，双極

細胞の中心－周辺拮抗的受容野の周辺部応答の形成にも寄与している可能性が示された。こ

れらを踏まえ，水平細胞は色と形に関する網膜内視覚情報処理に重要な役割を演じているこ

とが予想された。
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4.3　水平細胞の膜電位変化とそのイオン機序

　1960年代半ば，化学シナプスにおいて神経細胞の終末に蓄えられた神経伝達物質が放出さ

れるには，終末が脱分極することに加え，終末内部のカルシウムイオン（Ca2＋）濃度上昇が

必要であることが明らかとなった（Katz & Miledi, 1965, 1967; Miledi & Slater, 1966）。

Ca2＋ 以外に二価イオンであるマグネシウムイオン（Mg2＋），マンガンイオン（Mn2＋）やコ

バルトイオン（Co2＋）などは，シナプスを修飾することが報じられた（del Castille & Katz, 

1954a, b; Katz & Miledi, 1965, 1967; Miledi & Slater, 1966; Meiri & Rahamimoff, 1971; 

Weakly, 1973）。これらの知見は，網膜研究にも活用された。Dowling & Ripps（1973）は，

Mg2＋ が水平細胞を過分極させ，光応答を消失させることを明らかにした。さらに，Keneko & 

Shimazaki（1975）は二価イオンのシナプス遮断効果を巧みに利用し，水平細胞の膜電位変

化のイオン機序を調べる実験を行った。先ず，Ca2＋ を除去し，20 mMのMg2＋ を添加した

修飾リンガー液でコイ剥離網膜を灌流すると，暗時の膜電位（－20～－40 mV）が－70 mV

付近にまで過分極し，これに伴って光応答は徐々に減弱し，やがて消失することを確認した。

この修飾リンガー液で網膜を灌流中，Na＋ や塩化物イオン（Cl－）の濃度を変化させても，

水平細胞の膜電位に顕著な影響は認められなかった。ところが，カリウムイオン（K＋）濃度

を変化させると，水平細胞の膜電位は細胞外のK＋ 濃度に依存して変化することを見出した。

10 mM以上の K＋ 濃度では，水平細胞の膜電位は Nernstの式から予想される変化を示すこ

とが明らかとなった。次に，Na＋ を完全に除去したリンガー液で網膜を灌流すると，Mg2＋ 

を添加したときのように，暗時の膜電位は－70 mV付近まで過分極し，水平細胞の光応答は

完全に消失した。この後，正常リンガー液に戻すと，水平細胞の膜電位は脱分極し，一時的

に細胞膜内外の電位が逆転することを発見した。この電位の逆転に基づき，Kaneko & 

Shimazaki（1975）は水平細胞の暗時の膜電位（脱分極した状態）に Na＋ が関与していると

推測した。

　以上の結果から，水平細胞は暗時にNa＋ に対する透過性が高いため脱分極した状態にある

が，明時（光照射時）に Na＋ の透過性が減弱あるいは消失し，K＋ の平衡電位（－70 mV付

近かあるいはさらに負の膜電位）に近づくため過分極すると推測された。また，C型水平細

胞に惹起される脱分極性光応答については，水平細胞から錐体への抑制性シナプスが動作す

ることにより，結果として水平細胞のNa＋ 透過性が暗時よりも増加するためと推測された。

4.4　水平細胞のシナプス接続

4.4.1　水平細胞間に存在する電気シナプス

　1960年代初頭，S-potentialの発生機序を解明するため，ガラス管微小電極を利用して魚類

網膜から S-potentialを細胞内記録し，この電極を通じて細胞内通電を行い S-potentialを発
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生する細胞の膜電位を強制的に変化させる実験が行われた。残念ながら，細胞内通電を実施

しても，光応答への顕著な影響は認められなかった（Gouras, 1960; Tasaki, 1960; Watanabe, 

1960）。さらに，S-potentialを発生する細胞の膜抵抗を測定するために，暗時ならびに光照

射時にガラス管微小電極を通じてパルス状の細胞内通電を行ったが，不思議なことに膜抵抗

変化は認められなかった（Watanabe, 1960; Tomita & Kaneko, 1965）。Tomita & Kaneko

（1965）は長時間の光照射を行うと，徐々に膜抵抗が増加し，また光照射終了時に膜抵抗が

徐々に減少する細胞が存在することを報じている。これらの報告は S-potentialの発生にイオ

ンが関与せず，このため逆転電位も存在しないことを示唆していた（S-potentialが細胞内記

録であることさえ疑わしいことを意味している。）。しかし，細胞内通電の強度を上げ，

S-potentialを発生する細胞の膜電位を 100～200 mV変化させると，過分極性通電では

S-potentialが大きく，また脱分極性通電では小さくなることが判明した（Tomita, 1965）。ま

た，Toyoda et al.（1969）はマッドパピー網膜から S-potentialを導出して暗時と光照射時の

膜抵抗を測定し，光照射時に膜抵抗が増大することを明らかにした。ちょうどこの頃，

Werblin & Dowling（1969）ならびに Kaneko（1970）によって，S-potentialが水平細胞に

惹起される膜電位変化であることが明らかにされた。

　Kaneko（1971）はイヌホシザメ（Mustelus canis）網膜水平細胞にガラス管微小電極を刺

入し，光応答を記録した後，電極に充填した Procion yellowを細胞内に注入した。光学顕微

鏡による組織検索の結果，Procion yellowが周辺の水平細胞に漏れ出ていることを観察し，

同種の水平細胞が電気シナプスを介して接続していることが明らかになった。これは，

Naka & Rushton（1967）によって提唱された水平細胞間の電気的結合，そして水平細胞間

に Tight junctionが存在するという電子顕微鏡観察とも一致していた（O’Daly, 1967; Stell, 

1967; Yamada & Ishikawa, 1965; Witkovsky & Dowling, 1969）。内顆粒層に煉瓦状に並んだ

水平細胞間にガラス管微小電極を通じて細胞内通電を行うと，通電電流は電気シナプス

（ギャップ結合）を介して周囲の水平細胞に漏れるため，単一水平細胞の膜電位を充分に且つ

均一に変化させることは難しい。このため，Tasaki（1960）やWatanabe et al.（1960）が実

施した通電実験では水平細胞に顕著な変化を観察することができなかったと考えられる。ま

た，パルス状通電実験においても，暗時と光照射時の膜抵抗変化を測定することができなかっ

たと考えられる（Watanabe et al., 1960）。

　水平細胞間に存在する電気シナプスのため，細胞内通電によって水平細胞の膜電位を正確

且つ均一に変化させることが難しく，1980年代後半になるまで水平細胞の光応答の逆転電位

を正確に測定することはできなかった。



髙　橋　恭　一

―　　―22

4.4.2　視細胞から水平細胞への化学シナプス

　Trifonov & Byzov（1965）はガラス管微小電極を用いてヨーロッパヌマガメ（Emys orbi-

cularis）網膜から S-potentialを導出し，視細胞側から神経節細胞側に向けて細胞外通電刺激

（視細胞終末が脱分極する通電刺激）を行うと，S-potentialに脱分極性応答が重なって現れ

ることを見つけた（第 2図参照）。ヨーロッパヌマガメのみならずコイ網膜でも同様の結果

を得た（Byzov & Trifonov, 1968）。これらの結果を踏まえ，Trifonov（1968）は暗時に視細

胞は神経伝達物質を放出し，また網膜が光照射されて視細胞が過分極すると神経伝達物質の

放出は減少あるいは停止すると推測した。また，S-potentialを発生する細胞（水平細胞）で

は光照射に伴う過分極時に膜抵抗が増大するが，この結果も暗時に視細胞から神経伝達物質

が放出されていることを示唆していた（Toyoda et al., 1969）。1970年代に入ると，カメある

いはエイ網膜を用いた実験において，化学シナプス伝達を阻害することが知られているCo2＋ 

やMg2＋ を細胞外（リンガー液）に添加し，さらに細胞外の Ca2＋ 濃度を低下させることに

よってシナプス伝達を減弱あるいは遮断すると，水平細胞に過分極が生じ，光応答が消失す

ることが明らかとなった（Cervetto & Piccoline, 1974; Dowling & Ripps, 1972）。これらの

結果を総合すると，暗時に視細胞は興奮性の神経伝達物質を放出していると推測された。

　Furukawa & Hanawa（1955）は網膜電図の成因を調べる目的で，細胞外液のイオン環境

の変化が網膜電図に及ぼす効果について調べた。この研究において，Cl－ の代わりに用いた

0.4mM-Co2+

A 

B 

a 
b c d 

a b c d 

620nm    480nm 

20mV

30sec 

20mV
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第 2図： コイ網膜 L型水平細胞の膜電位応答ならびに細胞外パルス通電刺激に伴い惹起される脱分極性応答
に対するコバルトイオンの影響
　コイ網膜には， 3種類の錐体（赤色錐体，緑色錐体および青色錐体）と 1種類の桿体が存在する。
3種類の錐体はそれぞれ別の水平細胞（3種類の錐体水平細胞）とシナプス結合している。これら 3
種類の錐体水平細胞は光応答の特徴に基づき，L型水平細胞（あるいは Photopic L型水平細胞）（単
相性水平細胞；総ての可視光波長に対して過分極性光応答を示し，赤色で最大の応答を示す水平細胞
であり，主に赤錐体からシナプス入力を受け取る。），RG型水平細胞（あるいは二相性水平細胞；赤
色で脱分極性光応答そして青色と緑色で過分極性光応答を示す水平細胞であり，主に緑錐体からシナ
プス入力を受け取る。）および RYB型水平細胞（あるいは三相性水平細胞；黄色で脱分極性光応答
そして青色と赤色で過分極性光応答を示す水平細胞であり，主に青錐体からシナプス入力を受け取
る。）に分類される。一方，桿体は錐体水平細胞とのシナプス連絡はなく，桿体水平細胞（Scotopic 
L型水平細胞）とシナプス結合していることが知られている。
　A：L型水平細胞にカラス管微小電極を刺入し，膜電位を測定した。暗時の膜電位は－37 mVで
あった。620 nmと 480 nmの単色光を交互に照射すると，約 22 mVと約 8 mVの過分極性応答が
現れた。また，暗時そして光照射中，視細胞側から神経節細胞側に向けて細胞外パルス通電刺激（視
細胞終末を脱分極させる刺激）を与えると，一過性の脱分極性応答が現れた（Bを参照）。リンガー
液中に 0.4 mMのコバルトイオン（0.4 mM-Co2＋）を添加して網膜を灌流すると，暗時の膜電位は
徐々に過分極方向に移動し，そして光応答の振幅のみならずパルス通電刺激に対する脱分極性応答の
振幅も減少した。これを洗い流すと，ゆっくりと元の膜電位に回復した。同時に，光応答もパルス通
電刺激により惹起された脱分極応答も元の振幅へと回復した。本実験では低濃度（0.4 mM）のCo2＋

を用いたため，暗時の膜電位，光応答そして通電刺激に伴う脱分極性応答を完全に抑制することはで
きなかった。B：Aの連続記録の中の a，b，cと dの時間軸を拡大して表示した。細胞外パルス通電
刺激をした時点を矢頭で表した。
【実験材料と方法】
　実験には，体長約 30 cmのコイ（Cyprinus carpio）を用いた。コイを約 2時間暗順応させた後，
冷凍麻酔し，断頭後，眼球を摘出した。前眼部，水晶体および硝子体は除去し，その後視細胞側を上
にして濾紙上に付着させ，剥離網膜標本を作製し実験に用いた。以上の手術は低光量の赤色照明下で
行った。
　剥離網膜標本を記録槽内に置き，リンガー液を 1 mℓ／分の流量で灌流した。液温は，恒温装置で
約20℃に維持した。コイの正常リンガー液の組成は，102.0 mM塩化ナトリウム（NaCl），28.0 mM 
重炭酸ナトリウム（NaHCO3），2.6 mM塩化カリウム（KCl），1.0 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），5.0 mM Tris-hydroxymethyl-
aminomethane（Tris）であった。このリンガー液の pHは 1N塩酸（HCl）を用いて7.8に調整し，
網膜を灌流した。
　膜電位応答の細胞内記録には，ガラス管微小電極を用いた。ガラス管微小電極は電極作製機
（PN-3，成茂科学）を使って，Omega dotタイプの borosilicate性ガラス管から作製した。電極内に
は 4M⊖酢酸カリウム（CH3COOK）を充填し用いた。電極抵抗は 40～80 MΩであった。記録槽の
底部に銀－塩化銀板を置き，これを不関電極とした。膜電位応答は，微小電極用前置増幅器（MEZ-
8201，日本光電）を介してオシロスコープ（VC-10，日本光電）で観察し，FMデータレコーダー
（A-45, Sony-Magnescale）を利用して磁気テープに記録した。必要に応じて，膜電位応答をデータ
レコーダーから再生し，ペンレコーダー（RJG-4100，日本光電）に記録した。刺入した神経細胞の
種類は，暗時の膜電位や光応答（光刺激のサイズ）そして膜電位が記録される深さ（ガラス管微小電
極先端の位置）から容易に識別できた。細胞外パルス通電をする際，パルス通電用の電極は剥離網膜
標本上に置いた直径 2.6 mmの輪状の銀－塩化銀線から不関電極に向けて通電（視細胞側から神経節
細胞側への通電）した。パルス通電刺激の通電時間は 1 msecそして通電強度は 1.5 mAであった。
　光照射の光源として 150 Wキセノン放電管（ウシオ電機）を用いた。この光源が発する光を 2方
向に分け，それぞれの光路に回折格子を置き単色光を得た（Tomita et al., 1967）。光路の一方から 
480 nm（青色）そして他方からと 620 nm（赤色）の単色光を等光量子化（8.2×105 photons/μm2／
秒）して網膜に照射した。光照射時間は，何れも800ミリ秒であった。
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L⊖アスパラギン酸が b波以降を抑制し，網膜電図を a波（視細胞電位）のみにすることを見

つけた。その後，L⊖アスパラギン酸のみならず L⊖グルタミン酸も同様な効果を有すること

が明らかとなった（Sillman et al., 1969; Hanawa & Tateishi, 1970）。これらの報告は両アミ

ノ酸が視細胞から第二次神経細胞へのシナプス伝達を遮断したことを物語っており，視細胞

の放出する神経伝達物質の可能性を示していた。もしこれらのアミノ酸が視細胞の神経伝達

物質であるならば，第二次神経細胞である水平細胞や双極細胞はこれらのアミノ酸による影

響を受けるに違いない。早速，Murakami et al.（1972）はガラス管微小電極を利用してコイ

網膜の水平細胞から膜電位変化を導出し，L⊖グルタミン酸や L⊖アスパラギン酸を噴霧投与

する実験を行った。予想通り，これらのアミノ酸は水平細胞を脱分極させ，光照射に伴う膜

電位変化を減少もしくは消失させた（第 3図参照）。コイ網膜以外に，カメや他の魚種でも

両アミノ酸は同様の効果を有していた（Cervetto & MacNichol, 1972; Dowling & Ripps, 

1972; Sugawara & Negishi, 1973）。さらに，第二次神経細胞である双極細胞においても，L⊖

グルタミン酸や L⊖アスパラギン酸が視細胞の神経伝達物質と同様の作用を示すことが明らか

となった（Murakami et al., 1975）。これらの結果を踏まえると，両アミノ酸が視細胞から放

出される神経伝達物質である可能性は極めて高い。しかし，両アミノ酸の何れが視細胞の神

経伝達物質であるのか，あるいは錐体と桿体とで神経伝達物質が異なるのかなどについては

不明であった。

　神経伝達物質であることを確定するには，

第 3図：コイ網膜 L型水平細胞の膜電位応答に対する L‒グルタミン酸の影響
　L型水平細胞にカラス管微小電極を刺入し，膜電位を測定した。暗時の膜電位は－34 mVであっ
た。620 nmと 480 nmの単色光を交互に照射すると，約 20 mVと約 7 mVの過分極応答が現れた。
リンガー液中に 5 mMの L⊖グルタミン酸（5 mM-Glu）を添加し網膜を灌流すると，暗時の膜電位
は徐々に脱分極方向に移動し，そして光応答は徐々に減弱し，やがて消失した。5 mM-Gluを洗い流
すと，膜電位および光応答は徐々に元のレベルへと回復を始めた。暗時の膜電位と光応答が充分に回
復した後，マイクロマニピュレーターを操作して電極を細胞から引き抜いた。
【実験材料と方法】は第 2図と同じである。

5mM-Glu 

30sec

20mV
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㋐シナプス前神経細胞に当該物質の合成系が存在する。

㋑シナプス前神経細胞の終末部に当該物質が充分量存在する。

㋒シナプス前神経細胞の刺激により当該物質が放出される。

㋓当該物質を投与したとき，シナプス後神経細胞にはシナプス前神経細胞の刺激により惹起

された応答と同じ応答が誘発され，両応答の発生機序（イオンチャネルやセカンドメッセ

ンジャーの経路19））が一致する。

㋔シナプス間隙から当該物質を除去するメカニズム（当該物質の不活性化機構を含む。）が存

在する。

の基準を充足する必要がある。L⊖グルタミン酸や L⊖アスパラギン酸投与に伴う水平細胞の

脱分極と光応答の消失は，上記㋓の一部を証明したに過ぎず，両アミノ酸の何れかを確定す

るには不充分である。Marc & Lam（1981）は，3H（トリチウム）で標識した L⊖グルタミ

ン酸と L⊖アスパラギン酸が視細胞（視細胞による取り込みの程度に差があった。）に取り込

まれることを明らかにした。この報告は視細胞には両アミノ酸を細胞外から除去するしくみ

が備わっていることを示しており，上記㋔を証明したと同時に，取り込まれたアミノ酸が再

放出される可能性があるため㋑も間接的そして部分的に証明したことになる。また，L⊖グル

タミン酸や L⊖アスパラギン酸の合成系については，総ての細胞に存在することが知られてい

るため，上記㋐の条件も充足していると考えられる。しかし，上記㋐～㋔の中で最も重要且

つ直接的な基準である㋒は全く手つかずの状態であり，また㋓についても応答の発生機序は

不明のままである。

　1970年代後半にも，視細胞の神経伝達物質を確定すべく研究は継続した。しかし，この間

の研究は水平細胞や双極細胞に対する L⊖グルタミン酸と L⊖アスパラギン酸のアゴニストや

アンタゴニストの影響を調べる神経薬理学的実験が主流となり，両アミノ酸の何れが真の神

経伝達物質であるのかを解明するには至らなかった（Wu & Dowling, 1978; Shiells et al., 

1981; Ishida & Fain, 1981; Rowe & Ruddok, 1982a, b）。幸運なことに，アゴニストの一つ

として投与した 2-Amino-4-phophonobutyric acid（APB）が，ON型双極細胞を過分極させ

ることを見出した（Shiells et al., 1981; Slaughter & Miller, 1981）。これらの報告は，ON型

双極細胞にはOFF型双極細胞や水平細胞と全く異なるしくみが働いていることを示唆してい

た。

　両アミノ酸の何れが視細胞から放出されているのかを確定するには上記㋒と㋓の証明が必

要であり，このために長い道のりが待っていた。

4.4.3　水平細胞から視細胞への化学シナプス

　水平細胞は視細胞からシナプス入力を受け取ると同時に，視細胞（錐体）や双極細胞にシ
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ナプス出力していることが明らかとなった（Baylor et al., 1971; Naka, 1972; Marmarelis & 

Naka, 1973; Naka, 1977; Burkhardt, 1977）。Baylor & Fourtes（1971）の実験によって，水

平細胞から錐体（視細胞）へのシナプスは抑制性であることが報じられたが，この抑制性シ

ナプスの詳細については不明であった。

　Lam & Steiman（1971）は網膜研究にオートラジオグラフィー法を適用し，3Hで標識し

たGABAがキンギョ網膜の水平細胞に取り込まれることを明らかにした。翌年，Lam（1972）

は網膜研究に免疫組織化学法を適用し，水平細胞において GABAが L⊖グルタミン酸デカル

ボキシラーゼを利用して L⊖グルタミン酸から合成されることを明らかにした。その後，キン

ギョ網膜に存在する 4種類の水平細胞の中で，L型水平細胞（あるいは単相性水平細胞）の

みが GABAを取り込むことを明らかにし，GABAがこの L型水平細胞の神経伝達物質であ

る可能性の高いことを報じた（Marc et al., 1978）。同時期，Lam et al.（1978）はアメリカ

ナマズ網膜にオートラジオグラフ法と細胞内記録法を併用し，GABAが錐体水平細胞の神経

伝達物質の有力候補であることを明らかにした。

　Murakami et al.（1978）はコイ網膜の赤色錐体から膜電位変化を細胞内記録し，GABA

の影響を調べた。細胞外通電刺激に伴って錐体に惹起される抑制性シナプス後電位が，GABA

の灌流投与によって消失することを見つけた。さらに，Murakami et al.（1982a, b）は水平

細胞の膜電位と光応答に対するGABAアンタゴニストの影響を調べ，L型水平細胞がGABA

を放出している可能性が高いことを報じた（Wu & Dowling, 1980; Murakami et al., 1982a, 

b）。

　GABAが水平細胞の神経伝達物質であることを確定するには，上述の神経伝達物質の基準

を充足する必要があり，このための実験は1980年代以降も継続された。1983年，水平細胞か

らの GABA放出に GABAトランスポーターが関与していることが明らかとなった（Yazulla 

& Kleinschmidt, 1983）。GABAのみならずグリシンも水平細胞から放出される神経伝達物

質である可能性が報じられた（Wu & Dowling, 1980; Marc & Lam, 1981a）。これら両物質

は現在も水平細胞の神経伝達物質候補であり，研究が継続している。

5.　最　　後　　に

　網膜は， 5種類の神経細胞がシナプス接続する複雑な神経組織である。網膜における視覚

情報処理を理解するには，（1）網膜内の神経回路を明らかにすること，（2）神経回路を形成

するシナプスのしくみを明らかにすること，そして（3）神経回路を構成する単一神経細胞

の電気的性質を明らかにすることが最低限必要である。このため，眼盃網膜標本あるいは剥

離網膜標本にガラス管微小電極を用いた細胞内記録法が1950年代に始まった。この研究法は
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1960年代に積極的に活用され，網膜内の単一神経細胞の膜電位変化に関する多くの成果を生

んだ。1970年代に入ると，電気生理学的手法に加え，電子顕微鏡観察（Golgi鍍銀法で染色

した神経細胞の電子顕微鏡観察や HRPなどの細胞内染色した神経細胞の電子顕微鏡観察），

オートラジオグラフィー法や免疫組織化学法などの新たな研究方法が加わり，網膜研究は一

層盛んとなった。特に，1970年代もガラス管微小電鏡の刺入が容易な水平細胞の電気生理学

的研究が盛んに行われ，また新たに開発された研究法も先ず水平細胞に適用され，網膜を構

成する細胞の中で水平細胞の機能解析が最も進んだ状況となった。

　1980年代に入ると，網膜研究に新しい標本が 2つ登場する。一つ目は，網膜を酵素処理し

て単離した神経細胞20）をそのままあるいは培養して電気生理学的実験に用いる方法である

（例えば，Tachibana, 1981）。この方法では，単一神経細胞の電気的性質の詳細な解析が可能

であるのと同時に，単一神経細胞に発現するイオンチャネルやレセプターの解析も可能であ

る。二つ目は，網膜を縦方向（視細胞から神経節細胞方向）に薄く切断（厚さ 100～200 μm）

し，スライス網膜標本を作製して電気生理学的実験に用いる方法である（例えば，Werblin, 

1978）。この標本では網膜組織の断面にある層状構造を暗視カメラで観察しながら，対象と

する神経細胞から細胞内記録を得ること，また近接する 2種類以上の神経細胞から同時に電

気的変化を記録することが可能である。従って，シナプス機構の解析に非常に有利である。

1980年代半ば，これら 2種類の標本が次第に普及し，従来不可能と考えられた実験を行うこ

とができるようになった。

　Neher & Sakmann（1976）は全く新しい発想で，神経細胞の電気的応答（膜電位や膜電

流）を測定する技術を開発した。これはパッチクランプ法21）と呼ばれ，神経細胞にガラス管

微小電極を刺入するのではなく，先端孔径の比較的大きなパッチ電極（パッチ電極とは，ガ

ラス管で作製された尖端口径の大きな電極を指す。）を作製し，これを神経細胞に接着（ある

いは密着）させて電気的応答を導出する方法である。この方法は，ガラス管微小電極が刺入

できないような小型の神経細胞からも電気的応答を得ることができるという利点がある。

Hamill et al.（1981）はパッチクランプ法を改良し，誰もがこの方法を使用できるようにし

た。このため，1980年代初めには新しい網膜標本（単離網膜細胞やスライス網膜標本）に細

胞内電極法（ガラス管微小電極を神経細胞に刺入する方法）を適用して電気的応答を導出し

ていたが，1980年代半ばにはパッチクランプ法（パッチ電極を神経細胞に密着させる方法）

による電気的応答の導出が始まった。これ以降，網膜から単離した神経細胞に発現するイオ

ンチャネルやレセプターに関する詳細な解析が可能となり，またスライス網膜標本を利用し

て複数の神経細胞の電気的応答を同時に記録し，記録細胞間のシナプス伝達に関する詳細な

解析が可能となった。結果として，電気生理学的研究法は再び脚光を浴びることになった。
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【注】

 1） 網膜は 9層の神経網膜と 1層の色素上皮細胞層からなる厚さ 100～300 μmの組織である（第 1図参照）。
眼球内では，網膜と強膜の間にブルッフ膜（コラーゲン線維を主体とする無細胞性の膜構造であり，網
膜と脈絡膜の境界の役割を担う。）と脈絡膜（眼球の後極側に存在する色素細胞と血管でできた黒い膜状
構造物であり，光の透過と乱反射を防ぐと同時に，桿体と錐体に栄養を与えそして老廃物を眼球から運
び出す役割を担う。）が存在している。神経網膜では光受容と視覚情報処理が行われる。色素上皮細胞層
の役割として，㋐脈絡膜と神経網膜間で血管－網膜関門を形成し，血管を透過する物質を制限し，不要
な物質が網膜に接することがないようにしている，㋑視細胞外節の先端を貪食・消化し，古い外節を除
去している，㋒視物質であるレチナールのリサイクルに関与している，㋓色素上皮細胞内のメラニン顆
粒により，眼球内へ入ってきた光の散乱を防ぐ，㋔下等脊椎動物網膜では，色素上皮細胞内のメラニン
顆粒が網膜運動現象を引き起こす，などが知られている。生理学的研究では，網膜を神経網膜と同義で
用いることが多い。

 2） 順応とは，生態系の変化（環境の変化）に対して生物が生存するために生体反応（性質や行動など）を
変化させる過程を指す。感覚器の順応とは，外界の刺激に対して感覚器官が慣れて行く過程を言う。例
えば，明所から暗所に移動したとき，ヒトの場合殆ど何も見ることができない状態となるが，時間と共
に徐々に周囲を見ることができるようになる。この過程を暗順応と言う。明所では，桿体外節に存在す
るロドプシンが殆ど分解し，また錐体外節に存在する錐体視物質は部分的に分解している。従って，明
所から暗所に移動すれば，桿体は殆ど働かず，そして錐体も充分には機能しないため，外界を察知する
ことが難しい。暗所で数分が経過すると，錐体の光感度が上昇し，その後約20分で桿体の光感度が上昇
する。これは，暗時における錐体視物質の急速な再生とロドプシンの緩徐な再生のためである。このよ
うに，暗順応では時間差はあるものの，錐体と桿体の両視細胞の光感度が上昇する。また，明順応はこ
の反対の過程であり，両視細胞の視物質（ロドプシンと錐体視物質）の分解に伴う光感度の顕著な低下
を指す。視物質の分解は一瞬で終了するが，再生には分単位の時間を要するため，明暗順応の時間に大
きな差異が生じる。

 3） 外界の光環境の変化は網膜（神経網膜）の最外層にある視細胞で受容され，網膜内の神経細胞を経由す
る間に情報処理が進行し，神経節細胞へと伝達される。多くの動物では神経節細胞の神経軸索は視神経
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乳頭に集まり，神経軸索の束となり強膜から脳へと向かう。神経節細胞の神経軸索の束を視神経（ある
いは視神経線維束）と言う。

 4） 感覚細胞において適当刺激が与えられたとき，反応を示す領域（空間領域）を受容野という。網膜を構
成する神経細胞も，光刺激を与えたときに膜電位変化を示す空間領域が存在する。網膜内の神経細胞の
示す受容野は概ね円型である。不思議なことに，双極細胞と神経節細胞は受容野中心部と周辺部とで膜
電位変化が逆転することが知られている，これを中心－周辺拮抗的受容野と呼ぶ。

 5） マッドパピー（Necturus maculosus）はサンショウウオの一種であり，生息域はカナダ中南部，米国中
西部から米国東部の大西洋側とメキシコ湾に流れ込む河川に至る。体長は 30 cm以上にもなる大型サン
ショウウオである。眼は小さく，4 mm程度である。しかし，網膜を構成する細胞が大きく，30 μm程
もある（Dowling & Werblin, 1969; Werblin & Dowling, 1969）。他の脊椎動物網膜の神経細胞が 5～10 
μmであることを踏まえると，マッドパピー網膜の神経細胞は極めて大きく，このためカラス管微小電
極の刺入は容易で，さらに細胞内記録を長時間保持することが可能である。マッドパピーのみならず，
トラフサンショウウオやオオヒキガエルなどの両生類網膜は神経細胞が大きく，これらは網膜研究にお
いて好個のの実験動物である。

 6） 神経細胞はシナプスを介して接続し，神経回路を形成する。近年，神経回路が脳の機能単位であると考
えられるようになってきた。最近の研究では，遺伝的プログラムにより脳内に形成された神経回路が成
長や環境変化（学習や経験など）で変化することも明らかになっている。しかし，脳内で神経回路が形
成されるしくみについては充分に解明されていない。

 7） 細胞は小さな生命単位であり，それぞれは独立した存在であり，基本的に細胞同士の物理的な接触はな
い。神経細胞や感覚細胞などでは生体電気信号を発生し，これを他の神経細胞や筋肉細胞などに伝達す
る役割を担っている。例えば，脳内では神経細胞が繋がり神経回路を形成し，運動や感覚のみならず内
臓などの機能を統括・制御している。生体電気信号伝播のために，神経細胞と神経細胞，感覚細胞と神
経細胞，神経細胞と腺細胞あるいは神経細胞と筋肉細胞の間に形成される接続構造をシナプスと言う（た
だし，神経細胞－筋肉細胞間はシナプスとは呼ばず，神経筋接合部と呼ぶ。）。通常，シナプス部にある
2つの神経細胞の間にはシナプス間隙（約 20 nm）と呼ばれる隙間が存在し，シナプス前神経細胞の生
体電気信号をシナプス後神経細胞に伝達するために神経伝達物質が放出される。例えば，シナプス前神
経細胞に発生した活動電位が神経終末に達すると，神経伝達物質が放出され，これがシナプス間隙を拡
散で拡がり，シナプス後神経細胞に発現するレセプターに結合して膜電位変化を生む。このように，神
経細胞間の生体電気信号の伝達に神経伝達物質が使われる場合，このシナプスを化学シナプスと言う。
また，神経細胞間にシナプス間隙がなく，両細胞がギャップ結合を介して接続しているとき，生体電気
信号はそのまま伝達される。このシナプスを電気シナプスと言う（注17参照）。動物の神経系では両シナ
プスが混在している。

 8） 脊椎動物は概ね球体の眼球を持ち，その内側に網膜が張り付いている。網膜の中央部に窪みがあり，こ
の部分を中心窩と言う。網膜中心窩の厚みは，網膜周辺の約半分程度である。ヒト網膜中心窩には錐体
が密集し，網膜の中で最も高い視力を提供している。ヒトが何かを見るとき，その像は中心窩に投影さ
れる。哺乳類の中で中心窩が存在するのは，霊長類のみである。霊長類以外に，鳥類，爬虫類そして魚
類にも中心窩を持つ種が存在する。

 9） Santiago Ramón y Cajal（1852～1934）はスペイン生まれの神経解剖学者であり，1906年 Camillo Golgi
（1843～1926）と共に神経系の構造研究の業績により1906年にノーベル生理学・医学賞を受賞した。
Golgiは神経細胞の形態観察の手法である Golgi鍍銀染色法（注13参照）の開発者であり，この方法を
駆使して Golgiと Cajalは共に中枢神経系の神経構築を研究し，脳内の神経細胞の繋がりに関して異な
る説を提唱した。Golgiは網状説そして Cajalはニューロン説を主張し，激しい論争を繰り広げた。両者
がノーベル賞を受賞する時点で，何れの説が正しいのかは明らかではなかった。その後，電子顕微鏡が
開発され，神経繊維が連続して網状構造を形成するという網状説は否定された。Cajalは脳以外に網膜の
神経構築に関する研究も行い，今の網膜の形態学的基盤を構築した。

10） 脊椎動物網膜視細胞（錐体と桿体）は外節，内節とシナプス終末の 3部位に分けられる。視細胞の外節
には視物質が存在し，光受容ならびに光－電位変換の役割を果たしている。内節には各種のイオンチャ
ネルやイオン交換ポンプが発現し，光応答を形成している。シナプス終末には神経伝達物質の分泌装置
が備わっており，明暗に伴う膜電位変化に応じて神経伝達物質の放出を制御している。

 　視細胞の内節遠位側には，ミトコンドリアが密集する Elipsoidと呼ばれる構造がある。この Elipsoid
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と細胞核に挟まれた部分にはゴルジ体，粗面小胞体やリボゾームが存在し，Myoid（筋様部）と呼ばれ
る。Myoidは脊椎動物網膜の桿体と錐体共に存在する。魚類や両生類を明所あるいは暗所で長時間飼育
すると，視細胞内節Myoidに伸縮が認められる。このMyoidの伸縮と連動して色素上皮細胞内のメラ
ニン顆粒も凝集・拡散を引き起こす。これらを網膜運動現象という。

11） 化学シナプスではシナプス前神経細胞が放出する神経伝達物質が拡散で拡がり，シナプス後神経細胞に
発現するレセプターに作用して膜電位変化を生む。神経伝達物質とレセプターの関係は鍵と鍵穴に例え
られ，まさに 1対 1の関係である。不思議なことに，レセプターに作用する化学物質が複数見つかるこ
とがある。アゴニストとはレセプターに作用し，神経伝達物質（やホルモンなど）と同じ生体応答を引
き起こす化学物質（作動薬）を指す。一方，アンタゴニストはアゴニストと同様にレセプターに作用す
るが，神経伝達物質（やホルモンなど）の作用を抑制する化学物質（作動薬）を指す。

12） 脊椎動物網膜視細胞は錐体と桿体の 2種に分類される。錐体は光感度が低く昼間の視覚に，また桿体は
光感度が高く薄明（夕方及び夜間）の視覚に役立っている。錐体では，外節の形質膜が内側に折り畳ま
れ層状構造を形成し，この層状構造に錐体視物質が存在している。一方，桿体では，外節内に二重膜円
盤が数百枚以上重なり層状構造を形成し，この円盤膜（形質膜との物理的な繋がりはない）上にロドプ
シン（桿体視物質）が存在している。視物質が光を受容するメカニズムに関しては，桿体でよく調べら
れている。光量子が桿体外節内の円盤膜に存在するロドプシンに衝突すると，ロドプシンは褪色する。
この結果，桿体外節に発現するイオンチャネルにまでロドプシン褪色の影響が伝播する必要がある。
Hagins（1972）および Hagins & Yoshikami（1974）は暗時に桿体内の円盤に Ca2＋ が蓄えられており，
ロドプシン褪色に伴い円盤から Ca2＋ が外節内に放出され，ナトリウムチャネルが開口するという仮説
を提唱した。これはCa2＋ 仮説と呼ばれている。一方，Nicol & Miller（1978）とMiller & Nicol（1979）
はロドプシン褪色に伴い細胞内の 3’,5’-cyclic guanosine monophosphate（cGMP）が減少し，ナトリウ
ムチャネルが開口するという仮説を提唱した。これは cGMP説と呼ばれている。両仮説を証明するため
に，幾多の実験が行われたが決着がつかなかった。Fesenko et al.（1985）が，桿体外節内に cGMPに
よって開口する陽イオンチャネルが存在することを見出し，10年以上にも及ぶ論争に決着がついた。

13） Golgi鍍銀染色法は硝酸銀を重クロム酸カリウムと反応させ，クロム酸銀の粒子を神経細胞の表面に沈
着させる染色法である。神経組織の中の少数の神経細胞全体が黒色に染まるため，細胞体のみならず樹
状突起，軸索やシナプス終末まで神経細胞の全体を顕微観察することができる。1873年，Golgi鍍銀染
色法は Golgi（Camillo Golgi, 1843–1926）によって開発され，以降中枢神経系の構造研究に中心的役
割を果たした。また，Cajal（Santiago Ramón y Cajal, 1952–1934）はこの鍍銀法を利用して，中枢神
経系（網膜を含む。）の神経構築を明らかにした。

14） 光学顕微鏡は虫眼鏡の原理を発展させた拡大鏡であり，光と光学レンズを利用する。光を利用した拡大
には限界があり，可視光の波長よりも小さいものを見ることはできない。実際には，0.2 μm（2×10－7  
m）まで見ることが可能である。一方，電子顕微鏡では光よりも波長が短い電子線を利用するため，光
学顕微鏡よりも遥かに解像度が高い。電子線と電子レンズ（電磁石を利用したしくみ）を利用する。電
子顕微鏡での限界は，0.2 nm（2×10－10 m）ほどである。細胞全体を観察するのであれば，光学顕微鏡
で充分である。しかし，細胞の一部分を拡大するのであれば，電子顕微鏡が必要である。シナプスの微
細観察に，電子顕微鏡は欠かせない。

15） 現在，約40種の神経伝達物質が知られている。神経伝達物質がシナプス後神経細胞に発現するレセプター
に作用することによって，脱分極性応答を惹起する興奮性シナプスと，反対に過分極性応答を惹起する
抑制性シナプスが存在する。興奮性シナプスの神経伝達物質として L⊖グルタミン酸，アセチルコリンや
アドレナリンなどが知られている。一方，抑制性シナプスの神経伝達物質としてGABAやグリシンなど
が知られている。神経伝達物質のレセプターはその作用のメカニズムの違いから，イオンチャネル直結
型レセプターと代調節型レセプターに分類される。L⊖グルタミン酸や GABAのレセプターにはイオン
チャネル直結型と代謝調節型が知られており，それぞれは特異なシナプス伝達に関与している。

16） ON型双極細胞もOFF型双極細胞も第二次神経細胞であり，両細胞共に視細胞から直接シナプス入力を
受け取っている。両細胞が逆の膜電位変化を示すのは，それぞれに発現するレセプターが異なるためで
ある。OFF型双極細胞には Kainic acid（KA）/（RS）-α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic 
acid（AMPA）型グルタミン酸レセプター（イオンチャネル直結型グルタミン酸レセプター），そして
ON型双極細胞には 2-Amino-4-phophonobutyric acid（APB）感受性グルタミン酸レセプター（代謝調
節型グルタミン酸レセプター）が発現している。このため，視細胞から放出される神経伝達物質が同一
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であっても，両双極細胞は異なるレセプターを有しているため，極性の異なる膜電位変化が惹起される。
17） 電気シナプスでは神経細胞同士がギャップ結合を介して接続している。このギャップ結合はコネクソン

と呼ばれるタンパクが 6分子環状に集まり，直径 1～2 nmの孔（通路）を形成している。この孔をイオ
ンや分子が通過することができる。従って， 2つの神経細胞が電気シナプスを介して接続しているとき，
一方の神経細胞に発生した活動電位は遅延することなく他の神経細胞に伝達される。Kaneko（1970）は
サメ網膜の水平細胞に Procion yellowを注入すると，他の水平細胞にもこの色素が拡散することを発見
したが，この現象はギャップ結合を介した色素の移動を観察した結果である。

18） Svaetichin（1953, 1956）は魚類網膜にガラス管微小電極を適用し，膜電位変化を細胞内記録した。網膜
内に刺入した電極尖端の位置を考慮し，膜電位変化を錐体から導出したと結論した。そして，錐体電位
と命名した。その後，この膜電位変化が錐体由来ではないことが判明したものの，その細胞が確定しな
いため，Motokawaは S-potentialと呼ぶことを提案した。S-potentialを発生する細胞の検索は10年余も
続き，1970年に水平細胞の膜電位変化であることが確定した。その後も S-potentialは水平細胞の膜電位
変化という意味で使われ，今でも生きている。総ての波長の可視光刺激に対して過分極性応答を示すと
き，L型（Luminosity type）S-potential，また波長に依存して光応答の極性が変化するとき，C型（Chro-
maticity type）S-potentialと言う。S-potentialが水平細胞由来であることが明らかになった後，L型水
平細胞そして C型水平細胞と呼ばれている。コイ網膜では L型水平細胞は Photopic L型水平細胞（赤
色錐体から主にシナプス入力を受け取る水平細胞）と Scotopic L型水平細胞（桿体からシナプス入力を
受け取る水平細胞）の二種類に，そして C型水平細胞は RG型水平細胞（赤色で脱分極性光応答そして
青色と緑色で過分極性光応答を示し，主に緑錐体からシナプス入力を受け取る水平細胞）と RYB型水
平細胞（黄色で脱分極性光応答そして青色と赤色で過分極性光応答を示し，主に青錐体からシナプス入
力を受け取る水平細胞）の二種類に分類されている。

19） 化学シナプスにおいて，放出された神経伝達物質はイオンチャネル直結型レセプターあるいは代謝調節
型レセプターに作用する。代謝調節型レセプターに神経伝達物質が作用すると，細胞内の 3’,5’-cyclic 
adenosine monophosphate（cAMP），cGMP，Inositol 1,4,5-trisphosphate（イノシトール三リン酸ある
いは IP3）や Ca2＋ などを介して複数の化学反応が連続して進行し，最終的にイオンチャネルの開閉に至
る。cAMP，cGMP，イノシトール三リン酸や Ca2＋ などのように，レセプターからの情報を細胞内に伝
達する際の最初の化学物質をセカンドメッセンジャーと呼ぶ。

20） 多細胞生物を構成する同種の細胞は，細胞接着分子（コラーゲン，フィブロネクチンなど）によって接
着している。従って，中枢神経系の神経組織から単一神経細胞を単離する場合，神経組織間にある細胞
接着分子を分解する必要があり，このためタンパク質分解酵素による化学的処理が行われる。網膜にお
いて単一神経細胞を単離する場合，網膜を Papainや Collagenaseなどの酵素で処理し，その後ガラスピ
ペットを出し入れするような機械的な操作を加える。この結果，単離神経細胞を得ることができる。当
然，網膜に機械処理を施すため，神経細胞の微細な樹状突起や細い神経軸索などは消失する。しかし，
単離後生存している神経細胞にはイオンチャネルやリガンドレセプターが残存し，これらの解析にこの
細胞は非常に便利である。

21） パッチクランプ法（Patch clamp technique）は Erwin Neher（1944～）と Bert Sakmann（1942～）に
より開発された電気生理学的実験手法である。パッチ電極を神経細胞などに圧着して 1 GΩ以上の強固
なシールを達成し，単一イオンチャネルの電気的活動を記録するために利用した。この業績により，両
者は1991年ノーベル生理学・医学賞を受賞した。パッチクランプ法は単一イオンチャネルのみならず細
胞全体の電気的現象を記録するためにも利用されるようになり，その適用範囲は著しく拡大した。単一
イオンチャネルの電気的活動を記録するための方法として，パッチ電極の先端が取り囲んだ細胞膜のイ
オンチャネルを解析する方法として，セルアタッチ法（Cell attached patch recording），インサイド－ア
ウト法（Inside-out patch recording）とアウトサイド－アウト法（Outside-out patch recording）が開発
された。また，細胞全体の電気現象（膜電流あるいは膜電位）を記録するための方法として，ホールセ
ル法（Whole-cell patch recording）とパーフォレイテッド法（Perforated whole-cell patch recording）
が開発された。近年，何れの方法も一般的な電気生理学的手法となっている。


