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網膜生理学の新たな展開
──1980年以降の水平細胞機能解析を中心にして──

髙 橋 恭 一
（受付　2016 年 9 月 6 日）

1.　は　じ　め　に

　Galvaniはカエルの下半身標本（カエルの皮を剥ぎ，脊柱，脊髄と脚筋肉を残した標本）を

作製し，脊髄と脚の筋肉のそれぞれが異なる金属に接触（銅のフックに標本を吊るし，脚の

筋肉が鉄製の柵に触れる。）したときに収縮することを見出した（Galvani, 1791）。雷や起電

機による放電も筋肉を収縮させることを踏まえ，Galvani （1791） は筋肉が電気を蓄えてお

り，金属に触れ回路を形成することで放電して筋肉が収縮すると推察した（動物電気説）。一

方，Volta （1793） は Galvaniの実験に興味を持ち同様の実験を行い，筋肉収縮が生物電気に

よるのではなく， 2種の金属との接触が原因（後に，金属のイオン化傾向の違いに基づき電

気を取り出すことができることに気が付き，電堆を発明した。）であると推察した（金属接触

説）。同じような実験を行ったにもかかわらず，両学者の実験解釈は全く異なっていた。

Galvani （1797） は金属を用いず，神経の切断端を筋肉に接触させることによって収縮させる

ことに成功し，動物電気説の正当性を主張した。一方，Volta （1800） は電堆（電池）を発明

した後，筋肉収縮の解釈は金属接触説へと傾いた。これ以降約30年もの間，動物電気に関す

る研究は殆ど行われなかった。

　1820年頃，検流計が考案・作製され，筋肉や神経の損傷電流（静止電流）や活動電流を検

出できるようになった（例えば，Nobili, 1828）。1840年過ぎには，Matteuicci （1838, 1842） 

や Du Bois Reyond （1848, 1849, 1877） により，動物電気の研究が行われるようになった。

興奮時に発生する活動電流は微弱かつ一過性（短時間）の現象であるため，正確な測定と記

録は非常に難しかった。20世紀に入り，Einthoven （1902） は絃検流計を開発し，これによっ

て検出される電流変化を写真撮影することに成功した（ヒトの心筋活動に伴って発生する電

気的記録（心電図）を記録した［Einthoven & Jolly, 1908］。）。続いて，Adrian & Matthews 

（1927a, b, 1928） は高増幅率の真空管増幅器を利用し，毛細管電位計により電位記録を写真

撮影することにより，ヨーロッパアカガエル（Rana tenporaria）視神経線維から活動電位の

細胞外誘導を行った。そして，ついに Hodgkin & Huxley （1939） はヨーロッパオオヤリイ

カ（Loligo forbesi）巨大神経線から活動電位を細胞内誘導し，これを陰極線オシロスコープ
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に映し出すことに成功した。Ling & Gerard （1949） は世界で初めてガラス管微小電極を用い

てカエル縫工筋（脚の骨格筋）の膜電位の細胞内記録に成功し，その後この技術は急速に普

及した。膜電位固定法が開発されると，神経細胞や感覚細胞の膜電流変化を調べることも可

能となった（Cole, 1949; Marmont, 1949）。この方法を活用して，単一の興奮性細胞を用い

た電気生理学的研究が益々盛んとなった。

　網膜の研究でもガラス管微小電極が積極的に活用され，1970年代初頭には網膜を構成する

神経細胞（視細胞［桿体と錐体］，双極細胞，水平細胞，アマクリン細胞と神経節細胞）の光

照射に対する膜電位変化が概ね解明された（例えば，Dowling & Werblin, 1969, 1971 

Haggemdal; Werblin & Dowling, 1969）。次に，これらの膜電位変化発生に関わるしくみを

解明すべく，㋐光学および電子顕微鏡を利用した網膜内神経細胞とシナプスの形態学的研究，

㋑放射性同位体（ラジオアイソトープ）で標識した化学物質を用いた網膜内神経伝達物質の

研究（ラジオアイソトープ法）そして㋒神経伝達物質候補やこの合成酵素の抗体を用いた網

膜内シナプスの研究（免疫組織化学法）が始まった。この結果，1970年代後半には視細胞が

神経伝達物質として L-グルタミン酸を放出している可能性，そして水平細胞が γ-アミノ酪

酸（γ-aminogutyric acid; GABA）やグリシンを放出している可能性などが明らかとなった

（例えば，Lam & Steinman, 1971; Lam, 1972b; Murakami et al., 1972, 1975; Lam et al., 

1978; Marc & Lam, 1981a, b）。そして，網膜内神経細胞が形成する神経回路（神経細胞間

のシナプス連絡）に関する知見も少しずつではあるが，蓄積していった（Dowling & Boycott, 

1966; Kolb, 1970; Stell & Lightfoot, 1975; Stell et al., 1975）。

　1980年代に入ると，網膜生理学の標本や記録法に大きな変化が表れた。網膜標本は従来か

ら用いられている剥離網膜標本や眼盃網膜標本に加えて，㋐網膜をタンパク質分解酵素処理

と機械処理して得られる単離（・培養）神経細胞そして㋑網膜を縦方向（視細胞側から神経

節細胞側）に 100～200 µmの厚さに切断して得られるスライス網膜標本が利用されるよう

になった（例えば，Werblin, 1978; Johnson & Lam, 1981; Tachibana, 1981, 1983）。1985年

頃には膜電位あるいは膜電流を記録するためにガラス管微小電極法1）ではなく，パッチクラ

ンプ法が網膜研究でも導入され始めた。この結果，網膜を構成する神経細胞の細胞膜に発現

するイオンチャネルやレセプターの解析が可能となり，網膜の電気生理学が再び息を吹き返

した（例えば，Tachibana, 1985）。

　本論文では1950年以降の神経科学における研究法の変遷を通覧し，1980年以降の網膜研究

の成果を，特に水平細胞の機能解析に着目して調査した。
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2.　ガラス管微小電極を利用した電気生理学　──膜電位測定から膜電流測定へ──

　Galvani （1791） による動物電気の発見から Hodgkin & Huxley （1939） による神経細胞の

活動電位の細胞内誘導まで約140年が経過している。この間，数多くの物理・化学分野での

発見とそれに基づく多くの発明が生物の生理機能の解明を支えてきた。特に，電気生理学で

の測定機器開発への貢献が著しかった。Ling & Gerard （1949） はガラス管微小電極を開発

し，筋肉細胞や神経細胞の膜電位を細胞内誘導することが可能となり，電気生理学は大きく

発展した。この技術により，筋肉細胞や神経細胞の静止電位や活動電位発生のしくみ，神経

細胞－筋肉細胞間ならびに神経細胞間シナプスでの情報伝達のしくみなどが次々と解明され

た。

2-1　神経細胞の膜電位発生機序

　Young （1936a, b, 1938） はイカ（Sepia of�cinalis［ヨーロッパコウイカ］と Loligo pealii

［アメリカケンサキイカ］）の外套に巨大神経線維（運動神経細胞）が存在すること，そして

この神経がイカ外套の運動に関与していることを報告した。早速，Cole & Curtis （1939） は

アメリカケンサキイカ外套にある巨大神経線維を切り出し，活動電位発生中のインピーダン

ス測定2）を行い，膜抵抗が減少することを明らかにした。この結果は，まさに Bernsteinの

膜説の証明であった（Bernstein, 1902）。同年，Hodgkin & Huxley （1939） はヨーロッパオ

オヤリイカの巨大神経線維（直径約 500 µm）にガラス管電極（直径約 100 µm）を挿入して

細胞内外の膜電位測定を実施し，世界で初めて活動電位の細胞内誘導に成功した。活動電位

の最大振幅は 80～95 mVであり，不思議なことに活動電位のピークは 0 mVを大きく凌駕

し ＋40 mV付近にまで達することを見出した（0 mVよりプラスの電位になることを，オー

バーシュートと呼ぶ。）。Bernsteinの膜説では神経細胞の興奮時に細胞膜のカリウムイオン

（K＋）に対する透過性が消失して分極がなくなることを想定し，この変化こそが活動電位発

生のしくみであると推測していた。このため，Hodgkin & Huxley （1939） の実験で明らかと

なった活動電位のピークが 0 mVよりもプラスになることは驚きであり，少なくとも活動電

位の発生を Bernsteinの膜説で説明することができないことが明らかとなった。このため，

活動電位発生には K＋ 以外のイオンが関与していると考えざるを得なくなった。この後，

Boyle & Conway （1941） はヨーロッパアカガエル縫工筋を用いて静止時の細胞膜の透過性

を調査し，K＋ と塩化物イオン（クロライドイオン；Cl－）に透過性があることを見出した。

また，Hodgkin & Katz （1949） はオーバーシュートの原因がナトリウムイオン（Na＋）にあ

ると推測し，巨大神経線維の細胞外液のNa＋ 濃度を変えて活動電位への影響を調査した。こ
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第 1図：神経細胞の静止電位測定（模式図）
　3M-塩化カリウム（3M-KCl）を充填したガラス管微小電極内に銀－塩化銀線（Ag-AgCl）を差し
込み，前置増幅器と主増幅内蔵型電圧計（Voltmeter）に接続した。非興奮時の神経細胞にこのガラ
ス管微小電極を挿入し，細胞外液に置いた基準電極（Reference electrode）（銀－塩化銀線）との間
の電位差を測定した。非興奮時の神経細胞ではナトリウムイオン（Na＋）/カリウムイオン（K＋）交
換ポンプが機能し，Na＋ を細胞外に汲み出しそしてK＋ を細胞内に汲み入れているため，細胞内には
K＋ そして細胞外にはNa＋ が多くなっている。細胞内外の陰イオン濃度にも差があり，細胞内に有機
陰イオン（A－）そして細胞外には塩化物イオン（Cl－）が多くなっている。非興奮時の神経細胞では
漏洩性カリウムチャネル（Potassium leak channel）が開口し，このチャネルを通じて K＋ が細胞外
に流出している。K＋ の流出は拡散力とクーロン力に依存しており，K＋ の平衡電位に達するとその
移動は見かけ上なくなる。このとき，細胞外に比べて細胞内は 60～90 mV陰性となり，これを静止
電位という。細胞膜を挟んで移動するのは K＋ のみならず Na＋ や Cl－も含まれる。このため，静止
膜電位はK＋ の平衡電位とは一致しない。非興奮時の神経細胞ではイオンの移動は主にK＋ であるた
め，細胞内外のイオンに偏りが生じ，細胞内に陰イオンがそして細胞外に陽イオンが多くなる（K＋ 

の移動に拡散力だけが働けば，細胞内外のK＋ 濃度は一定となるが，クーロン力が働くため細胞内外
のK＋ 濃度は不自然な状態で平衡に達する。当然，細胞内外液の電気的中性条件は崩れ，細胞内外の
イオンに偏りが生じる。）。細胞内で過剰となった陰イオンである Cl－はガラス管微小電極内に移動
し，電子（e－）を銀－塩化銀電極に預ける。この結果，電子は金属線と機器類を経由して細胞外に
ある基準電極に達し，ここで過剰にある陽イオン（例えば，K＋）に引き渡される。電流の流れは電
子の流れとは逆であるため，細胞外の方が細胞内よりも陽性となる。小型の細胞（サイズが10～50 
µm）から膜電位記録を得るため，ガラス管微小電極の先端を小さくする必要があり，結果として電
極の電気抵抗（10～200 MΩ）が著しく高くなる。高抵抗の電極を利用して膜電位を誘導・測定する
には，入力インピーダンスの高い前置増幅器が必要である。
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の結果，静止時（非活動時）に神経細胞の細胞膜の K＋ 透過性が高く，Na＋ の透過性は低い

が，活動時（興奮時）に Na＋ の透過性が上昇することを見つけた。しかし，これらを定量的

に解析する手法は未だ開発されていなかった。

　Cole （1949） とMarmont （1949） は，細胞膜を一定の膜電位に保つために必要な膜電流を

測定する方法を開発した。これは膜電位固定法と呼ばれ，1950年以降の電気生理学を牽引す

る画期的な手法であった。Hodgkin & Huxley （1952a–e） はこの膜電位固定法を利用して活

動電位発生に関与する膜電流（イオン電流）の解析を行い，一過性のナトリウム電流とそれ

に続くカリウム電流を観察した。この結果から，活動電位は ㋐細胞膜の Na＋ に対する透過

性が上昇し，Na＋ が細胞内に流入して膜電位を脱分極させること，続いて㋑Na＋ の透過性が

急激に減少し，同時に K＋ の透過性が増加して再分極することによって発生することが明ら

かとなった。さらに，膜電流の解析から，神経細胞膜を表現する電気的等価回路を導き出し

た（2-1-6参照）。そして，記録されたイオン電流の大きさや時間経過を考慮し，膜電位の時

間経過を単純な 6つの常微分方程式（これらを合わせて Hodgkin & Huxleyの方程式と呼

ぶ。）で表現することに成功した（2-1-2-2参照）。Hodgkin & Huxley （1952a–e） ではナト

リウム電流とカリウム電流がそれぞれのイオンが別の通路を経由することを想定した。後年，

Narahashi et al. （1964） は筋肉に発生する活動電位がフグ毒（テトロドトキシン）投与によっ

て抑制されることから，Na＋ が通過する経路（すなわちナトリウムチャネル）が存在するこ

とを明らかにした。

　以上の研究から，神経細胞膜にはイオンチャネルが存在し，これらを各種のイオンが通過

することで膜電流が発生すると考えられるようになった。

2-1-1　静止電位のイオン機序　── Nernstの式とGoldman-Hodgkin-Katzの式──

　Matteuicci （1838, 1842） は筋肉の損傷に伴う電流（限界電流あるいは損傷電流），そして

筋収縮に伴い限界電流が消失すことを観察した。その後，Du Bois Reymond （1848） は筋肉

のみならず神経においても，正常面に対して切断面が電気的に陰性であることを明らかにし

た。この電位の差は，細胞の外側に対して内側が負に分極していることが原因である。従っ

て，損傷部では細胞膜の損傷により分極が消失し，やがてこの部位の電位が細胞外部に近づ

くあるいは同じになると推測された。その後，神経細胞や筋細胞では興奮部とその隣接する

非興奮部との間の電位差が生じ，この電位差によって生まれる電流が移動することによって

興奮が伝播すると考えられた（例えば，Du Bois Reymond, 1948, 1849, 1877）。しかし，当

時の科学技術では詳細な解析そして証明を行うことはできなかった。

　物理化学の基礎を築いた van’t Hoff （1887） は半透膜を介した浸透圧を定式化すること，

続いて Nernst （1888） は電解質の拡散電位の定式化することに成功した。特に，Nernstの式
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は細胞膜の両側に異なる濃度の電解質があり，これら電解質が細胞膜を選択的に透過する場

合に発生する拡散電位の概念を確立し，その後の電気生理学的研究の解釈に大いに貢献した。

Bernstein （1902） は細胞膜が陽イオンに対する選択的な透過性を有しており，特に K＋ に対

する透過性が高いと仮定した。このため，細胞内には負イオンが多く，そして細胞外には陽

イオンが多いという電気的二重層が形成され，静止電位が発生すると考えた。また，神経細

胞は興奮すると，細胞膜の選択的透過性が消失すると推測した（Bernsteinの膜説）。この膜

説では，細胞の興奮に伴い細胞内外の電位差が消失すると想定された。

　Bernsteinの膜説では細胞膜が K＋ に対して選択的透過性を持ち，K＋ 濃度が細胞外よりも

細胞内で高く，しかも細胞膜はK＋ を透過すると仮定した。K＋ は濃度勾配に従って細胞内か

ら細胞外へと移動しようとする拡散力が働き，これと反対方向（細胞外から細胞内方向）に

クーロン力が働くため，静止電位ではK＋ の出入りが平衡している。これが平衡電位であり，

これを Nernstの式，EK
RT
F

K
K

o

i
= ln [ ]

[ ]  で表現できる。ここで，Ekは K＋ の平衡電位（mV），R

は気体定数（8.31 J/mol/K），Tは絶対温度（K; C＋273°C），Fはファラデー定数（96500 C/

mol），[K]oは細胞外の K＋ 濃度（mM），そして [K]iは細胞内の K＋ 濃度（mM）を指す。例

えば，27°Cでは E logK
[ ]
[ ]= 58 K
K

o

i
（自然対数を常用対数に変換する。）となる。 [K]oが 2.5 

mMそして [K]iが 140 mMを代入すれば，E logK
.= 58 2 5

140  となり，この結果 K＋ の平衡電

位は －101.4 mVとなる。

　既述したように，Hogekin & Huxley （1939） はイカの巨大神経線維から活動電位を細胞内

誘導することに成功し，この電位のピークが 0 mVを超えて ＋30 mVにも達することを明

らかにした。この結果を Bernstainの膜説で説明することはできなかった。Steinbach （1941） 

ならびに Steinbach & Spiegelman （1943） は，アメリカケンサキイカの巨大神経線維を用い

て細胞内外の主要イオンの濃度測定を試みた。この結果，K＋ 濃度は細胞内が細胞内よりも

約20倍高いこと，また細胞内の Na＋ および Cl－ 濃度は細胞外の約 1
10 であることを明らかに

した。続いて，Boyle & Conway （1941） はヨーロッパアカガエルの縫工筋を摘出し，この

筋細胞膜の静止状態でのイオン透過性を調査した。この結果，K＋ と Cl－に対する透過性は

あるが，Na＋ に対する透過性は低いことを見出した。これらの研究成果を踏まえると，活動

電位のみならず静止電位についてもその発生のしくみを再検討（Bernsteinの膜説の再検討）

することが必要となった。

　神経細胞や筋細胞の静止電位では K＋ のみならず Na＋ と Cl－の透過性も存在することを踏

まえ，静止電位を表現するために 3種のイオンを考慮した Goldman-Hodgkin-Katzの式（略

して GHK方程式）が提唱された（Goldman, 1943; Hodgkin & Katz, 1949）。具体的に，

V Inm
RT
F

P K P Na P Cl

P K P Na P Cl
K o Na o Cl i

K i Na i Cl o
= + +

+ +
[ ] [ ] [ ]

[ ] [ ] [ ] である。Vmは静止電位，PNa，PKと PClは Na＋，K＋ と Cl－

の透過係数（透過係数はイオンの膜の透過し易さを表すパラメーターであり，コンダクタン
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スと密接な関係にある。しかし，これを正確に求めることは難しい。幸いなことに，GHK方

程式において PNa，PKと PClでは絶対値ではなく相対的な値を用いることができる。）を指

す。例えば，27°CではVm
K P P Na P P Cl

K P P Na
o Na K o Cl K i

i Na K i
= + +

+58 log [ ] ( / )[ ] ( / )[ ]

[ ] ( / )[ ] ++( / )[ ]P P ClCl K o
となる。[Na]oが 145 mM，[K]

oが 2.5 mMおよび [Cl]oが 125 mM，そして [Na]iが 25 mM，[K]iが 140 mMおよび [Cl]

iが 10 mMのとき，27°Cにおいて Na＋ の平衡電位はE logNa
[ ]
[ ]= 58 Na
Na

o

i
，K＋ の平衡電位は

E logK
[ ]
[ ]= 58 K
K

o

i
，そして Cl－の平衡電位はE log [ ]

[ ]Cl
Cl
Cl

i

o
= 58 にそれぞれの濃度を代入して求

めることができる。Na＋ の平衡電位は 44.3 mV，K＋ の平衡電位は －101.4 mV，そしてCl－ 

の平衡電位は －63.6 mVとなる。細胞の静止状態におけるそれぞれのイオンの透過係数の比

が，PKを 1とすると PNaが0.04，PClが0.45であるので，これらを GHK方程式に代入する

と 58 582 5 0 04 145 0 45 10
140 0 04 25 0 45 125

12log log. ( . ) ( . )
( . ) ( . )

.+ +
+ + = 88

197 25. となり，これを計算すると －68.9 mVとなる。細胞

膜に Na＋ や Cl－の透過性が存在するのであるから，これらのイオン種を考慮した GHK方程

式が K＋ の平衡電位よりも真の静止電位に近づくのは当然である。

2-1-2　活動電位のイオン機序

2-1-2-1　膜電位固定法の開発と膜電流の測定

　ガラス管微小電極による膜電位の細胞内誘導によって，細胞外を基準電位（0 mV）とした

細胞内電位（膜電位）を測定することが可能となった。しかし，膜電位を測定する方法では

神経細胞の膜電位変化の発生に関わるしくみを詳細に調査することは困難であった。Hodgkin 

& Huxley （1949） は膜電位変化にイオンコンダクタンス（イオンチャネル）が関係している

ことを予見し，これを測定するために膜電位固定法を活用した（Hodgkin & Huxley, 1952a–

e）。

　細胞膜には，細胞膜を通過するイオンによる膜抵抗成分と細胞膜の容量に起因する膜容量

成分が存在する。膜容量を介する電流成分は膜電位を変化させたときに一過性に流れるのみ

であり，膜抵抗を流れる電流（イオンコンダクタンス［あるいはイオンチャネル］を経由す

る電流）と区別することは可能である。イオンの透過性はコンダクタンス（抵抗の逆数）で

得られ，このコンダクタンスは膜電位と時間の二変数の関数となるが，膜電位固定法では膜

電位を一定（固定）にすることで時間の関数（一変数の関数）として扱うことができ，イオ

ンコンダクタンスを経由する電流のみを観察することができる。

　Hodgkin & Huxley （1952a– e） の膜電位固定法を利用した実験では，ヤリイカ属のイカ

（Loligo）の巨大神経線維内にガラス管で作製した固定電極を挿入し，細胞外に置いた電極の

間の電位差（膜電位）を一定（固定）にし，膜電流を測定した。ところが，脊椎動物では神

経細胞が小型であり，イカの巨大神経線維と同様の方法を適用することは不可能である。こ

のため，通常のガラス管微小電極を利用した膜電圧固定法の開発が模索された。単一ガラス
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管微小電極を利用する場合，細胞内に刺入した電極を介して膜電位固定と膜電流測定を行う

必要がある（例えば，Wilson & Goldner, 1975; Bader et al., 1979; Redman, 1992）。ガラス

管微小電極の抵抗が非常に高いため，この電極を利用して膜電位を固定することは難しく，

信頼性の高い実験結果を得ることは至難であった。このため，二連式ガラス管微小電極が開

発され，膜電位固定と膜電流測定が異なる電極で行うようになった（例えば，Bader et al., 

1979; Dietzel et al., 1992）。この方法は通電用と記録用の電極が近接しているため，電極間

に容量結合が発生するという欠点があったが，小型の神経細胞においても漸く信頼性のある

実験結果を得ることができるようになった。

　やがて，パッチクランプ法が開発され，微小なパッチ膜の膜電圧を固定して，単一あるい

は比較的少数のイオンチャネルに基因する膜電流を記録することが可能となった（Neher & 

Sakmann, 1976）（3-1参照）。同時に，このパッチ電極では細胞全体を膜電位固定することも

容易となり，1980年以降膜電位固定法が急速に普及した。

2-1-2-2　Hodgkin & Huxleyの式

　イオンチャネルの概念が未だ確立していない時代，Hodgkin & Huxley （1952a–e） はイカ

の巨大神経線維に発生する活動電位を膜電位固定法によって解析し，活動電位が内向きに流

れるナトリウム電流と外向きに流れるカリウム電流によって形成されていることを明らかに

した。実験結果を踏まえ，活動電位を記述するための数理モデルを考案した。活動電位発生

に関与するイオン電流の電位依存性や時間時間依存性を記述するために，細胞膜に Na＋ と

K＋ を透過するコンダクタンス（ナトリウムコンダクタンスとカリウムコンダクタンス）を

想定し，これらをm，hと nのパラメーターで表現した。これらのパラメーターは 0～ 1の

値を取り，mはナトリウムコンダクタンスの活性化ゲートがゲートを開口している確率（現

在は，ナトリウムチャネルの開口確率と考えられている。），hはナトリウムコンダクタンス

の不活性化ゲートがゲートを開口している確率，nはカリウムコンダクタンスの活性化ゲー

トがゲートを開口している確率を指している。このモデルでは，㋐細胞膜にはコンデンサー

を流れる電流とイオン電流があること，㋑イオン電流としてナトリウム電流，カリウム電流

とリーク電流があること，㋒各イオン電流はオームの法則（Iion = gion (V–Eion））に従うこと

（Iionはイオン電流，gionはイオンコンダクタンス［抵抗の逆数］と Eionはイオンの平衡電位），

㋓膜の電気容量（Cm）と各イオンの平衡電位（ENa, EK, EL）は変化しないこと，を条件とし

ている。Hodgkin & Huxley （1952e） は，全膜電流（I），膜電位（V），時間（t），ナトリウ

ムコンダクタンスの活性化パラメーター（m）と不活性化パラメーター（h），そしてカリウ

ムコンダクタンスの活性化パラメーター（n）の 6変数からなる常微分方程式をたて，活動

電位を定式化した（m，nと hは 0と 1の間の数値を取る。また，以下の関数は 6.3°Cを条
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件としている。）。
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ここで，Iは膜電流，Cmは膜容量，gNa，gKと gLはナトリウムコンダクタンス，カリウムコ

ンダクタンスおよびリークコンダクタンス（GNa，GKと GLはそれぞれの最大コンダクタン

ス），Vは静止電位を基準とした膜電位，ENa，EKと ELは Na＋，K＋ およびリークイオン

（Cl－ を想定している。）の平衡電位（静止電位を基準とした平衡電位），α は閉状態から開状

態へ移行する反応速度定数，β は開状態から閉状態へ平衡する反応速度定数を指す。それぞ

れのパラメーターの単位（α とβ 以外）は膜電流が µA/cm2，膜電位がmV，コンダクタンス

がmS/cm2，時間がmsecそして膜容量（電気容量）が µF/cm2 である。

　Hodgkin & Huxley （1939, 1952a–e） は，ナトリウムコンダクタンスとカリウムコンダク

タンスがナトリウムチャネルとカリウムチャネルに対応することを想定していた。実際，

Narahashi et al. （1964） は低濃度のテトロドトキシン（フグ毒）を用いて，筋細胞のナトリ

ウム電流が選択的に抑制されることを見出し，Na＋ がナトリウムコンダクタンスを介して細

胞内に流入する可能性を示した。1970年代半ば，Neher & Sakmann （1976） はパッチクラン

プ法を開発し，単一イオンチャネルを流れるイオン電流を検出することに成功した。1980年

代に入り分子生物学的研究が開花すると，ナトリウムチャネルを構成するタンパク質のアミ

ノ酸構造（一次構造）が明らかとなった（Noda et al., 1984）。

2-1-3　細胞内外のイオン分布　──細胞膜に存在する輸送体──

　Ringer （1882a, b; 1883a, b） はカエルから摘出した心臓を生存（収縮）させるために，蒸

留水に塩化ナトリウム（塩）のみならず塩化カリウムや塩化カルシウムなどを溶かした溶液

を作製し灌流した。この溶液はリンガー液（カエル用のリンガー液の成分は，塩化ナトリウ

ム［NaCl］; 133 mM，塩化カリウム［KCl］; 1.34 mM，重炭酸ナトリウム［NaHCO3］; 2.76 

mMと塩化カルシウム［CaCl2］; 1.25 mMである［Miller, 2004］。）と呼ばれ，今でも輸液

の代表として動物実験のみならずヒトでも点滴などで用いられている。カエル以外の動物用
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リンガー液も作製され，また必要に応じてブドウ糖や乳糖などが加えられた。Arrhenius 

（1884） は水に塩を加えると，塩は電気伝導体，すなわちイオンになることを見つけた。この

発見により，動物の電気現象を説明するために提唱されていた Du Bois Reymondの荷電粒

子（回転）説や Hermannの局所電流説は過去の学説となった。また，Overton （1899） は細

胞膜が脂質である可能性を報じ，このため細胞内外に存在する物質（イオンも含む。）が細胞

膜を通過することは困難であると考えられた。こんな折，Bernstein （1902） は膜説を提唱し，

この後四半世紀この仮説が興奮性細胞の電気的活動を説明するために使用された。

　Hodgkin & Huxley （1939） はイカ巨大神経線維を利用して活動電位の細胞内誘導に成功

し，活動電位のピークが 0 mVを超えてプラス（細胞内が細胞外よりも高電位になる。）に

なることを示した。しかし，この結果を Bernsteinの膜説（活動電位の発生は K＋ に対する

選択的透過性が消失し，総てのイオンに対する透過性が上昇する。このため，細胞内外の電

位差が無くなる。）で説明することはできなかった。この頃，Boyle & Conway （1941） は

ヨーロッパアカガエルの縫工筋を利用して細胞膜を挟むイオンの移動を測定した。この結果，

静止状態の筋肉細胞では K＋ と Cl－ に透過性があるものの，Na＋ の透過性は認められないこ

とを見出した。Steinbach & Spiegelman （1943） と Keynes & Lewis （1951） はイカ巨大神経

線維内の細胞内液の各種のイオンの移動を測定し，細胞外液に比して細胞内に K＋ が高濃度

で存在することを報じた。続いて，Hodgkin & Katz （1949） も放射性同位体を用いて，静止

状態のイカの巨大神経線では Na＋ よりも K＋ に透過性があるが，活動電位発生時に Na＋ は

K＋ よりも透過性が高くなることを明らかにした。同時に，活動電位発生には細胞外の Na＋ 

が必須であることも示した。これらの知見を踏まえ，興奮性細胞では静止時の膜電位は主に

K＋，そして活動時の膜電位（活動電位）は主に Na＋ の透過性上昇を予見した。実際，

Hodgkin & Huxley （1952a–e） は活動電位発生時にNa＋ 透過性の上昇のみならずK＋ の透過

性も上昇していることを証明した。つまり，活動電位のピークが ＋30 mVに達する理由が

Na＋ の透過性上昇によること，そして活動電位の時間経過が速い理由が K＋ の透過性上昇に

よること明らかとなり，以降活動電位の発生に関し Bernsteinの膜説は否定され，Hodgkin 

& Huxleyのイオン説（あるいはナトリウム説）が定着した。

　Keynes （1951） および keyes & Lewis （1951） はナトリウムやカリウムの放射性同位体で

ある 24Naや 42Kを利用して，イカの巨大神経線維の活動電位発生に伴う両イオンの量を実

測した。この結果， 1発の活動電位あたり 3×10－12～4×10－12 mol/cm2 のイオンが移動す

ることが明らかとなった。例えば，直径が 500 µmのイカ巨大神経線維（長さが 1 cm）に

おいて 1発の活動電位発生に伴い細胞内に流入する Na＋ 量を 3×10－12 molと仮定すると，

細胞内での Na＋ の増加は約 2.5×10－10 mol/cm3 と推測される。イカ巨大神経細胞内の Na＋ 

濃度が約 10 mM（1.0×10－2 mol/cm3）であることを踏まえれば， 1発の活動電位の発生で
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細胞内に増加するNa＋ 量は極めて少ない。しかし，活動電位が繰り返し発生すれば，Na＋ の

濃度上昇は無視できなくなる。また，直径の小さな神経軸索（脊椎動物では直径が 0.1 µm

程度の神経軸索が存在する。）では，その変化の程度が大きい。このため，活動電位発生後に

Na＋ と K＋ を元に戻すしくみが必要である。

　Hodgkin & Keynes （1955） はイカの巨大神経線維を用いて，Na＋ を細胞外そしてK＋ を細

胞内に交換輸送するシステムの存在を見出した。そして，この交換輸送が 2,4-Dinitrophenol

や青酸化合物のみならずウアバインなどの化学物質によって修飾されること，そして ATP

（Adenosine 5’-triphosphate）が必要な能動輸送であることも明らかにした。後に，Na＋ と

K＋ の交換が 1対 1ではなく，Na＋ が 3に対して K＋ が 2の割合で交換されることが証明さ

れた。これが，Skou （1957） によって報じられた Na＋/K＋ 交換ポンプ（Na＋ ポンプや Na＋/

K＋ ATPaseとも呼ばれる。）である。

　現在，Na＋/K＋ 交換ポンプは総ての動物細胞の細胞膜に普遍的に存在する能動輸送体であ

り，細胞膜を隔ててNa＋ とK＋ の濃度勾配を作り出すしくみとしてよく知られている。Na＋/

K＋ 交換ポンプは以外に，細胞膜には細胞内外のイオンの輸送に関わるポンプやトランスポー

ターが存在することが明らかとなっている（例えば，Na＋/カルシウムイオン［Ca2＋］交換輸

送体，Na＋/H＋ 交換輸送体や Na＋/Ca2＋/K＋ 交換輸送体など）。

2-1-4　シナプス電位のイオン機序

　1897年，Sherringtonは脳内で神経細胞同士が繋がる構造をシナプスと命名した（Foster & 

Sherrington, 1897）。当時，シナプスにおいて神経細胞同士が物理的に繋がっているのか否か

を光学顕微鏡で明らかにすることはできず，結果としてシナプス接続に関する論争が始まっ

た。Cajalはシナプスで両神経細胞は繋がっていないとする説（ニューロン説）を唱え，一

方 Golgiは網状説（シナプスで両神経細胞は連続して繋がっているとする説）で対抗した。

1950年代に入り電子顕微鏡の使用が可能になり，シナプスを構成する 2つの神経細胞間に隙

間（シナプス間隙と呼ぶ。）があることが観察され，ニューロン説に軍配が上がった（例え

ば，Palade & Palay, 1954; DeRobertis & Bennett, 1955）。以降，多くのシナプスが化学シナ

プスであると考えられるようになった。

　Loewi （1921） は迷走神経の刺激に伴い可溶性の化学物質（迷走神経物質と命名した。）が

放出され，これが心臓に作用することを明らかにした。ニューロン説と網状説の決着が未だ

ついていない折，この研究はシナプス伝達における化学物質の役割を示唆しており，ニュー

ロン説を支持する有力な証拠となった。Dale （1914） は平滑筋や腺などに対する有機合成さ

れたアセチルコリンの作用を詳細に調査し，ニコチン様作用とムスカリン様作用が存在する

ことを報告した。後年，Dale & Dudley （1929），Dale & Feldberg （1934a, b） および Dale 
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et al. （1936） は，Loewi （1921） によって発見された迷走神経物質がアセチルコリンである

ことを明らかにした。1940年代に入ると，Daleはシナプスでのシグナル伝達が化学物質を介

していることを主張（シナプス伝達の化学説）し，電気的シグナル伝達を主張（シナプス伝

達の電気説）する Ecclesと激しく対立した3）。しかし，Ecclesはシナプス伝達に遅延（現在

では，化学シナプスでは 0.5 msec程度のシナプス遅延が生じることが明らかとなっている。）

が存在すること，そして電気説では抑制性シナプス電位の発生を説明できないなどを踏まえ，

シナプスの電気説を断念した（Brock et al., 1951, 1952; Eccles, 1982）。その後，Ecclesは

抑制性シナプス後電位について詳細な研究を展開した。また，1934年と1952年にDaleが行っ

た講演（Dale, 1934, 1952）を踏まえ，Eccleは Daleの法則（すなわち，「 1つの神経細胞は

1種類の神経伝達物質を放出する。」）を提案した（Eccles et al., 1954）。この法則は長年正

しいと考えられてきた，近年，神経終末に複数の化学物質が共存する報告（Hökfelt et al., 

1980），あるいは実際に一つの神経細胞から 2種類の神経伝達物質が放出されている報告

（Lundberg, et al., 1980）が現れた。

　金属電極全盛の時代である1940年代初頭，神経細胞間のシナプスを対象とした詳細な研究

を行うことは困難であったが，神経筋接合部（運動神経細胞と筋肉細胞間のシナプスを神経

筋接合部と呼ぶ。）の研究は始まっていた。Katz & Kuffler （1941） およびEccles et al. （1941） 

はオーストラリア産のアマガエル（Hyla aurea）の神経筋標本の利用し，神経筋接合部に生

じる膜電位変化を細胞外誘導する実験を行った。運動神経線維を刺激すると，筋肉に持続性

の電位応答に続いて二相性の活動電位（細胞外誘導）が発生すること，クラーレ投与に伴い

持続性の電位応答は徐々に減弱すること，そしてこの電位応答の振幅が約30％になると二相

性活動電位が消失することを見出した。この持続性の電位応答は終板電位と呼ばれ，アセチ

ルコリンやニコチン投与による影響が認められた。また，神経筋接合部に多量のアセチルコ

リンエステラーゼ存在すること，アセチルコリンエステラーゼ拮抗剤の投与で電位応答の時

間経過が延長すること，そして神経組織でアセチルコリンが合成されていることなども報告

された（Koelle & Friedenwald, 1949; Fatt & Katz, 1951; Couteaux, 1955; De Robertis, 1964; 

Whittaker, 1964）。これらの研究から，神経筋接合部におけるシナプス伝達のメカニズムと

して，運動神経終末への活動電位の伝播→神経終末部からアセチルコリンの放出→筋肉細胞

（筋線維）における終板電位の発生→筋肉細胞における活動電位の発生→筋肉細胞収縮の流れ

が明らかとなった（Eccles, 1948; Hunt & Kuf�er, 1950; Rosenblueth, 1950）。1950年以降，

ガラス管微小電極を用いて膜電位変化を細胞内誘導できるようになると，神経筋接合部の生

理学的研究は一層進んだ。

　Fatt & Katz （1950, 1952） はヨーロッパアカガエルの神経筋標本を作製し，筋肉にガラス

管微小電極を刺入し，膜電位変化を細胞内誘導した。運動神経線維への刺激を与えていない
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にもかかわらず，筋肉に微弱な終板電位（約 0.5 mV振幅を持ち， 1秒に 1回程度の頻度で

発生する膜電位変化）が発生することを見い出し，微小終板電位と名付けた。そして，この

微小終板電位が運動神経終末からのアセチルコリンの量子的放出（一定量のアセチルコリン

が放出されること）であることを報じた。その後，Del Castilloと Katz （1954） はイギリス

産のヨーロッパアカガエルの神経筋標本を低濃度の Ca2＋ と高濃度のマグネシウムイオン

（Mg2＋）に暴露し，神経伝達物質の放出を低下させた状態で微小終板電位の発生を調査し，

この自発性微小終板電位の振幅がポアソン分布4）に従うことを見出した（生理的な条件下で

はポアソン分布ではなく，二項分布を示すことが明らかとなっている。）。自発性微小終板電

位の発生は神経終末の活動と連動していないが，放出が量子的に行われることを示す重要な

発見であった。これらの成果に基づき，運動神経終末からのアセチルコリンの放出は量子的

に行われ，この量子的放出は自発的に行われるのみならず，運動神経刺激によって量子的放

出が増加すると考えられた。このような神経伝達物質の量子的放出は他でも証明され，量子

仮説と呼ばれている（例えば，Johnson & Wernig, 1971）。1950年代半ば，電子顕微鏡が生

物分野で使用され，シナプスの形態学的研究が開始された。化学シナプスの電子顕微鏡観察

では，神経細胞同士のシナプスのみならず神経筋標本においてシナプス終末部にシナプス小

胞が存在することが明らかにされた（例えば，Palade & Palay, 1954）。Heuser & Reese 

（1973） はカエルの運動神経終末の刺激後，シナプス小胞が細胞膜に融合していることを電子

顕微鏡で観察し，この結果に基づきアセチルコリンの量子的放出はシナプス小胞単位で行わ

れると推測した。1960年以降，電子顕微鏡を用いた神経研究は一層加速し，化学シナプスに

加え，シナプス間隙が無く両細胞が接着した状態のシナプス（これを，電気シナプスと呼ぶ。）

が存在することも明らかとなった（例えば，Furshpan & Potter, 1959）。

　運動神経終末から放出されたアセチルコリンが筋肉に作用して終板電位を発生するしく

みについて，Fatt & Katz （1951） は複数のイオンの透過性が上昇することを観察した。さ

らに，Takeuchi & Takeuchi （1960） はヒョウガエル（Rana pipiens）の筋肉細胞に膜電位

固定法を適用し，ナトリウムならびにカリウムコンダクタンスが選択的に上昇することを

明らかにした。Takeuchi & Takeuchi （1960） の成果を踏まえると，神経筋接合部における

終板電位（シナプス電位）の逆転電位はVr
g E g E

g g
Na Na K K

Na K
= +

+
∆ ∆

∆ ∆ となる。ここで，Vrは終板電位の

逆転電位，∆ gNaと∆ gKは筋肉終板部のナトリウムコンダクタンスとカリウムコンダクタン

ス，そして ENaと EKは Na＋ と K＋ の平衡電位を指す。例えば，神経接合部で ENaが ＋50 

mVと EKが －100 mV，∆ gNaと∆ gKの比が 9対 5であれば，これらの値を上記に代入し，

Vr mV= = −+ + −
+

( )( ) ( )( ) .9 50 5 100
9 5 3 6  となる。この研究以降，神経細胞間に形成されるシナプスで

もシナプス電位発生のしくみの解析が始まった（例えば，Nishi & Koketsu, 1960; Eccles & 

Libet, 1961; Kobayashi & Libet, 1968, 1970; Libet & Tosaka, 1969）。興奮性シナプス後電位
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のみならず抑制性シナプスにおける電位発生の研究も進み，抑制シナプスでは Cl－ が関与し

ていることなども明らかとなった（例えば，Brock et al., 1952; Fatt & Katz, 1953; Coombs 

et al., 1955; Boistel & Fatt, 1958）

　化学シナプスではシナプス前抑制も発見（Dudel & Kuffler, 1961）され，その後 Bliss & 

Lømo （1973） は海馬における長期増強 や Ito et al. （1982） は小脳において長期抑圧が明ら

かとなった。現在，中枢神経系の機能解明では，神経組織内に形成された神経回路の解明な

らびにこの回路を形成するシナプスの解明が必須となっている。

2-1-5　シナプス伝達のしくみ　──シナプスレセプターと膜輸送体──

　筋肉と神経の電気現象を自作の検流計を用いて調査した Du Bois Reymond （1848, 1849, 

1877） は，充分な科学的証拠を示すことなく，運動神経刺激によって放出された化学物質が

筋肉に伝播し収縮させるという仮説，いわゆるシナプス伝達の化学説を発表した（Du Bois 

Reymond, 1848, 1877）。一方，Hermann （1879a, b） はシナプス伝達の電気説を提唱した。

1950年半ば，化学説に軍配が上がるまで長年に亘る論争が続いた。こられ両仮説が提唱され

る以前，Bernard （1856） はカエル神経筋標本を用いた研究により，クラーレ5）を神経に作用

させると神経刺激で筋収縮は生じるが，筋肉に作用させると神経刺激を行っても収縮しない

ことを発見し，この結果に基づきクラーレは神経筋接合部にのみ作用することを報じた。こ

の研究はシナプス伝達の化学説を間接的に支持する証拠であった。このクラーレは，1950年

以降神経筋接合部のメカニズム解明に大いに貢献した。

　Langley （1898, 1901, 1905） は内臓の調節に関わる神経系の研究を進め，これらを自律神

経系と呼び，この自律神経系が交感神経系と副交感神経系に分類されることを明らかにした。

さらに，骨格筋はニコチン投与によって収縮すること，およびクラーレ投与によって収縮が

抑制されることから，生体には二つの薬物が共通に作用する場所があることを推測し，受容

（体）物質と名づけた。これがレセプター（受容体）と言う概念を生むきっかけとなった。そ

の後，Dale （1914） はアセチルコリンにニコチン様とムスカリン様の 2つの異なる作用があ

ることを示し，Loewi （1921） のカエルの摘出心臓実験の研究（可溶性の化学物質が迷走神

経から分泌され，これが心臓の拍動を制御している。）へと繋がった。また，Clark （1926） 

はカエルの摘出臓器を利用し，アセチルコリンなどの濃度－反応曲線を求め，アセチルコリ

ンなどの薬物はレセプターと結合する可能性を示した（つまり，薬物レセプターの存在を予

想していた。）。当時，網状説とニューロン説が凌ぎを削っている最中，シナプス伝達に関し

ては電気説が優勢であり，化学説の火は細々と燃え続けている状態であった。その後もレセ

プターの実体を明らかにすべく研究は行われたが，これを証明するには至らなかった。1970

年代に入り，放射性同位体である 125Iや 3Hでラベルした α-ブンガロトキシン（台湾産のア
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マガサヘビ［Bungarus multicinclus］の産生する毒素）がアセチルコリンレセプターに不可

逆的に結合することを利用してレセプターの局在を明らかにする研究そしてアセチルコリン

レセプターとアセチルコリンとの反応を分子レベルで解析する研究が行われ，アセチルコリ

ンレセプターの存在が明らかにされた（例えば，Miledi & Potter, 1971; Katz & Miledi, 1972; 

Berg et al., 1972; Chiu et al., 1973）。

　シナプス伝達に関与する化学物質（神経伝達物質）としてアセチルコリン以外にもアドレ

ナリンやノルアドレナリン，GABAやグリシンなどが知られている（例えば，Bowery & 

Smart, 2006; Verlenstein, 2002）。アセチルコリンの場合，シナプス間隙に放出された後，ア

セチルコリンエステラーゼによってコリンと酢酸に分解され，神経伝達物質としての役割を

終える（例えば，Nachmansohn, 1968）。しかし，これ以外の神経伝達物質では分解酵素が

見つからず，別の方法でシナプス間隙から除去されると推測された。その後，シナプス間隙

に放出された神経伝達物質を回収するための候補として，膜輸送体（トランスポーター）が

考えられるようになった。

　1984年に，アセチルコリンレセプターや電位依存性ナトリウムチャネルの cDNAクローニ

ング6）が行われ，イオンチャネルの一次構造（アミノ酸配列）7）が解明された（Noda et al., 

1982, 1984a– c; Takai et al., 1985）。爾来，分子生物学手法がイオンチャネルとレセプター

の研究にも利用されるようになった。さらに，近年低温電子顕微鏡の開発によりアセチルコ

リンレセプターの立体構造が概ね明らかにされた（Toyoshima & Unwin, 1988, 1990; Unwin, 

1995）。他のイオンチャネルやレセプターの立体構造の研究も鋭意進行している。また，薬

理学的研究も急速に進展し，イオンチャネルの阻害剤やレセプターのアゴニストやアンタゴ

ニスト8）が多く発見され，それぞれの特性を明らかにするために活用された。この結果，そ

れぞれのレセプターは細分化された。そして，レセプタータンパク質を用いた免疫組織化学

研究によって，レセプタータンパク質の発現部位も明らかとなった。

2-1-6　神経細胞の電気特性　──等価回路──

　Hodgkin & Huxley （1952a–e） はイカ外套にある巨大神経線維を膜電位固定して得られた

実験結果に基づき，脂質二重膜でできた細胞膜をコンデンサー，Na＋ と K＋ を選択的に透過

する通路をコンダクタンス（抵抗の逆数），そして Na＋ と K＋ の細胞内外の不均衡から生じ

る平衡電位を電池と考え，これらの要素を Hodgkin & Huxley方程式として数式化すると同

時にこの方程式から神経細胞膜の電気的等価回路を構築した（第 2図 A参照）。この研究以

降，細胞膜に存在するイオンコンダクタンス（イオンチャネル）を抵抗そして細胞膜の容量

成分をコンデンサーと考え，興奮性細胞の電気的性質を表すために電気的等価回路が多用さ

れるようになった。
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第 2図：神経細胞の電気的等価回路
神経細胞が示す電気現象（例えば，静止膜電位や活動電位など）を理解するため，細胞膜で生じる

電気的変化を電気回路に置き換えて考えることができる。この電気回路を等価回路と呼び，細胞内外
の体液（各種のイオンが溶けた液体）に挟まれた細胞膜（絶縁体）をコンデンサー，そして細胞膜に
存在するイオンチャネルを内部抵抗のある電池と想定する。
　A：Hodgkin & Huxley（1954a-e）によるヤリイカ属のイカ（Loligo）の巨大軸索を用いた膜電位
固定法を利用した研究により，活動電位の発生に関する電気的等価回路を構築した。Cmは細胞膜の
膜容量，ENa，EKと ELはNa＋，K＋ とリークイオン（主にCl－）の平衡電位，RNa，RKとRLはNa＋，
K＋ とリークイオン（主に Cl－）の透過性あるいはコンダクタンス（電流の流れやすさ）の逆数（抵
抗）である。透過性あるいはコンダクタンスは膜電位と時間の関数として機能するため，可変（矢
印）抵抗として表わされている。
　B：非興奮時の神経細胞（活動電位を発生していない状態の神経細胞）において，神経軸索を電気
信号が伝導するときの電気的等価回路である。ERは膜電位（静止電位），Rmは膜抵抗，そして細胞
膜の膜容量を Cmとして，伝導方向への軸索内部の抵抗を Riそして軸索外部の抵抗を Roで表す。軸
索抵抗と膜抵抗があるために，神経軸索の一端に与えられた電気信号は伝導するにつれて減衰する。
また，膜容量の充電に時間がかかるため，伝導には時間遅れが生じる。この考えはケーブル理論とし
て知られている（例えば，Rall, 1967）。
　C：興奮性シナプスにおいてシナプス伝達（例えば，運動神経細胞から筋肉細胞へのAcetylcholine
を介するシナプス伝達）が生じると，K＋ および Na＋ に透過性を持つイオンチャネルが開く（例え
ば，Takeuchi & Takeuchi, 1960）。シナプス電位の変化は神経伝達物質のシナプスレセプターへの結
合に依存しており，神経細胞に発生する活動電位のように自己再生的ではない。これは活動電位発生
の原因となるイオンチャネルとシナプス電位発生の原因となるイオンチャネルが機能的・構造的に異
なることによることに基因する。Cの図はシナプス後神経細胞のシナプスレセプター付近の細胞膜の
様子を電気的等価回路で表現している。Cmは細胞膜の膜容量，ENaと EKは Na＋ と K＋ の平衡電位，
RNaと RKはシナプスレセプターと連動する Na＋ と K＋ の透過性あるいはするコンダクタンス（電流
の流れやすさ）の逆数（抵抗），ERは膜電位（静止電位），そして Rmは膜抵抗（静止時の膜抵抗）を
示している。抑制性シナプスの場合，例えばクロライドチャネルを考えれば良い。
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　 1950年後半，神経細胞の樹状突起はシナプス入力を受け取る部位であり，その構造や膜の

電気的性質の究明は急務となった。ところが， 樹状突起は細くそして複雑に分枝しているた

め，ガラス管微小電極の利用が困難であった。Rall （1959） は樹状突起の電気的特性を明ら

かにするため，19世紀中頃に理論的な解析が行われた海底ケーブルの伝送理論を適用するこ

とを試みた。神経細胞は膜抵抗，膜容量ならびにイオン電流から構成される回路モデルで記

述され，この等価回路を複数連結して樹状突起を表現した。さらに，Rall （1959, 1962, 1967, 

1969） は特定の条件下で，分岐した樹状突起を 1本のシリンダーとして見なすことができる

と考え， 樹状突起の細胞膜の時空間特性はケーブル方程式で記述できることを明らかにした。

この結果，任意の入力（刺激）が与えられた樹状突起の膜電位変化を解析することが可能と

なった。当然，ある点に加えられた微弱な膜電位変化（活動電位を発生しないほど微弱な膜

電位変化）が樹状突起に沿って伝播する場合についても考察することができるようになった

（第 2図 B参照）。

　シナプス前神経細胞の神経終末に活動電位が到達すれば，神経伝達物質が放出され，シナ

プス間隙を拡散してシナプス後神経細胞膜のシナプスレセプターに結合することによって特

定イオンのコンダクタンスが上昇する。この結果，興奮性シナプスであれば脱分極，そして

抑制シナプスであれば過分極が生じる。このシナプスを介する電気的変化についても等価回

路で表現することが可能となった（Coombs et al., 1955; Eccles, 1959）（第 2図 C参照）。

3.　電気生理学の技術革新　──ガラス管微小電極からパッチ電極へ──

　電気生理学は，濾紙で作製された電極を用いて神経細胞や筋細胞の電気的活動を細胞外誘

導することから始まった（Du Bois Reymond, 1848）。その後，記録電極が金属からガラス

管へと変化し，細胞内誘導への道が開かれた。さらに，膜電位固定法の開発により膜電流（イ

オン電流）を導出し解析できるようになり，1960年代後半には膜電位変化がイオンチャネル

の開閉によると考えられるようになった。この時点でイオンチャネルの実体は明らかにされ

てはいなかったが，テトロドトキシンなど薬物を用いた実験やノイズ解析実験9）によって，

イオンチャネルの存在はかなり確かとなった。こんな折，単一イオンチャネルの電気的活動

を捉える実験がついに成功した（Neher & Sakmann, 1976）。

3-1　パッチクランプ法の開発

　膜電位変化を細胞内誘導するには，細胞内と外の両方に電極を設置する必要がある。細胞

外に設置する電極（不関電極）はともかく，細胞内に電極（記録電極）を設置するには大き

な困難を伴う。Hodgkin & Huxley （1939, 1952a–e） はイカの巨大神経線維（直径が 200～
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第 3図：ガラス管微小電極法とパッチクランプ法の比較
A：1950年代，Hodgkin & Huxley （1954a–e） によって膜電位変化にイオンチャネルの関与が示唆さ
れるようになると，膜電位固定法の必要性は次第に増加していった。神経細胞から膜電位変化を導出
する方法として，先端孔径が1 µm以下のガラス管微小電極を細胞に刺入する方法が開発された（Ling 
& Gerard, 1949）。この方法は改良され，多くの神経細胞（のみならず筋肉細胞や感覚細胞）の膜電位
変化を記録することが可能となり，静止電位や活動電位の存在が実証された。しかし，ガラス管微小
電極を膜電位変化のしくみを解析するために膜電位固定法に適用することは難しく，詳細かつ正確な
解析は容易でなかった。B: Neher & Sakmann （1976） は膜電位固定法を行うための新たな方法を開発
し，パッチクランプ法と呼んだ。先端孔径が数 µm のガラス電極（パッチ電極）を細胞に押しあて，
さらに弱い陰圧を電極内に加えることによって，パッチ電極と細胞膜との間に高抵抗接着（GΩ［ギガ
オーム］シール）が形成される（a）。このとき，パッチ電極に囲まれた部分に存在するイオンチャネル
を流れる微小なイオン電流を記録することができる（Cell-attached mode）。次に，Cell-attached mode
からパッチ電極を引き上げると，パッチ膜部分だけを細胞から引き剥がした状態でイオンチャネルの
膜電流を記録できる（Inside-out mode）（b）。Inside-out modeでは細胞膜内面を灌流することが可能
であり，細胞内活性物質（タンパクキナーゼや ATPなど）によるイオンチャネルの活性調節を調査す
ることができる。また，Cell-attached modeから電極に強い陰圧を与えてパッチ膜内の細胞膜を破砕す
ると，細胞膜全体に存在するイオンチャネルを流れる電流の総和を記録することができる（Whole-cell 
mode）（c）。Whole-cell modeでは膜電流測定だけでなく，活動電位や静止膜電位などの細胞内電位
の測定も可能である。また，Whole-cell modeからパッチ電極を引き上げると，パッチ電極に細胞膜の
一部を残すことができる（Outside-out mode）（d）。Outside-out modeではシナプスレセプターを含む
細胞膜の小部分の解析が可能である。パッチ電極内液に Nystatinや Amphotericin Bのような抗生物
質を加えたパッチ電極を利用すれば，GΩシール形成後，パッチ電極内の細胞膜に小さな孔（一価の陽
イオンであるNa＋ やK＋ などに加え，一価の陰イオンであるCl－ に対して透過性を有する。）を開ける
ことができる（Perforated mode）（e）。このため，細胞膜を破らずに細胞全体のイオンチャネル電流を
記録することができる。この方法は細胞の内容成分の漏出を軽減し，細胞内環境を保持することが可
能であるため，より生理的な解析が可能である。 パッチクランプ法は電極先端と同程度の大きさの小
型の細胞からも膜電位や膜電流を記録することができる測定ができるという利点がある。
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500 µm）に着目し，この巨大神経線維内にガラス管電極（電解質を充填した 100 µmのガラ

ス管に銀塩化銀線を挿入して使用した。）を差し入れ。見事に活動電位を誘導することに成功

した。しかし，多くの動物の神経細胞では細胞体の大きさが 5～100 µm，神経軸索は長いが

細く，その直径は数µm以下であり，イカの巨大神経線維に実施した方法は適用できなかっ

た。これを克服するため，Ling & Gerard （1949） はガラス管微小管電極を作製し，これを細

胞に刺入する方法を考案した。この方法を，細胞内電極法（あるいはガラス管微小電極法）

と言う（第 2図参照）。1 µmよりも遥かに細い尖端を持つガラス管微小電極の作製し，これ

を細胞内に刺入ことによって膜電位変化を誘導する（当然，電極は非常に高い電気抵抗を有

するため，正確な膜電位測定を行うには前置増幅器を準備する必要がある。）。この方法は急

速に世界中に普及し，20年程の間に興奮性細胞の細胞膜にはイオンチャネルやレセプターが

存在することを示唆することができるようになった。とはいえ，ガラス管微小電極では細胞

膜に発現するインチャネルの電気的活動を直接記録することはできなかった。

第 4図：単離心室筋細胞からのイオンチャネル電流記録（Cell-attached mode）
　ウシガエル（Rana catesbeiana）心臓から単離した心室筋にパッチ電極を近づけ，接触させた後，
電極内に微弱な陰圧を加えると，GΩシールが完成した。パッチ電極内液と細胞外液の間の電位差が
無い状態で，イオンチャネル電流を導出した。パッチ電極内の細胞膜には同じ電流値を持つ複数のイ
オンチャネルが存在し，これらがチャネルの開閉を繰り返している。電流記録の左にある数字は，開
口状態にあるチャネルの数を表している。チャネル電流記録の上方に，Cell-attached modeでの記録
法を表示した。細胞外液（External solution），パッチ電極内液（Patch solution）と細胞内液（Internal 
solution）の Na＋ と K＋ の濃度を示した。細胞内液の Na＋ と K＋ 濃度については，カエル骨格筋で用
いられる値を使用した。実験の詳細は本論文末の【補足説明】（1）に記述した。
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　この問題を克服すべく，Neher & Sakmann （1976） は尖端孔径が数 µmのガラス管電極

（パッチ電極と呼ぶ。）を筋肉細胞の表面に押し当て，イオンチャネルの電気的活動を記録す

ることに挑戦した（第 3図）。幸運なことに。単一アセチルコリン電流（アセチルコリンと

連動するイオンチャネルの一つが開閉するときに流れる電流）を記録することに成功した。

この研究法をパッチクランプ法と呼び，この研究法の開発によってイオンの通路（すなわち，

イオンチャネル）の存在が初めて証明された（第 3図）。Hamill et al. （1981） はこの方法に

改良を加え，1980年半ば以降多くの研究者が活用できるようになった（第 4図と第 5図）。

　パッチクランプ法では尖端孔径（1～5 µm）が比較的大きなガラス管電極を細胞膜に押し

当て，その後電極内に僅かな陰圧を与えることで電極と細胞膜の間の電気抵抗（細胞膜とガ

ラス管電極の間の電気抵抗をシール抵抗と呼ぶ。）が 1 GΩ（ギガオーム）以上に達する。こ

のため，S/N比の良好な膜電流記録を得ることができる。パッチクランプ法の利点は，第 3

図に示すように単一イオンチャネル電流から細胞全体の膜電流まで各種の測定に応答できる

第 5図：単離心室筋細胞のイオンチャネル電流（Cell-attached mode）の膜電位依存性
　ウシガエル（Rana catesbeiana）心臓から単離した心室筋にパッチ電極を近づけ，接触させた後，
電極内に微弱な陰圧を加えると，GΩシールが完成した。パッチ電極内液と細胞外液の間の電位差
（電極電位）が無い状態で，イオンチャネル電流を導出した。A：パッチ電極内の細胞膜には単一の
イオンチャネルのみが存在し，これらがチャネルの開閉を繰り返している。電極電位を変化させる
と，イオンチャネル電流もその振幅を変えた。電流記録の左には，電極電位を表示した。B：電極電
位（横軸）に対するイオンチャネル電流の振幅（縦軸）をプロットした。このグラフからイオンチャ
ネルのコンダクタンスを計算すると，約26ピコシーメンス（pS）となった。長時間の記録が難しく，
それぞれの電極電位におけるチャネルの開閉状態を詳細に調査することができなかった。この単離心
室筋の静止電位は不明であるが，電極電圧をプラスにすると電流値が増加（過分極に伴い電流値が増
加）するため，内向き整流性カリウムチャネルの開閉を記録した可能性が高い。実験の詳細は本論文
末の【補足説明】（1）に記述した。
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第 6図：網膜生理学の発展に寄与する新たな標本
A：網膜を構成する 5種類の神経細胞やミュラー細胞に発現するイオンチャネルを解析するため，網
膜を酵素ならびに機械処理して単離細胞を作製した。網膜を機械処理する際，神経細胞から伸展する
樹状突起や神経軸先が消失する。にもかかわらず，単離した神経細胞からレセプターやトランスポー
ターの活性に基因する膜電流変化が記録される。挿入図はアメリカナマズ（Ictarulus punctatus）網
膜から単離した水平細胞の顕微鏡写真である。B：剥離網膜標本を作製し，この標本を視細胞から神
経節細胞の方向に 100～150 µmの厚さに切断した標本をスライス網膜標本と呼ぶ。この標本を顕微
鏡観察すると，多くの球体（細胞体）ならびに層状構造（外網状層と内網状層）が認められる。細胞
の位置や層状構造を指標にして，細胞を同定することは可能である。このスライス網膜標本を記録槽に
置き，膜電流あるいは膜電位記録を行う。この標本を利用すれば，各神経細胞のシナプス連絡とそのし
くみを解析することが可能である。低照明下で標本を作製すれば，光応答を導出することもできる。
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ことである。on-cell法，inside-out法，outside-out法では主に単一のイオンチャネルの膜電

流を記録でき，またWhole-cell法では細胞全体の膜電流を得るのに用いることができる（例

えば，Sakmann & Neher, 1984）。加えて，Perforated法（穿孔パッチ法とも言う。）を用い

れば，細胞内の成分を変化させずに，細胞全体の膜電流を記録することも可能である（例え

ば，Horn & Korn, 1989, 1992）。

3-2　パッチクランプ法に適した神経標本

　パッチクランプ法の開発により，ガラス管微小電極の刺入が困難な小型の細胞からも単一

イオンチャネル電流や細胞全体の膜電流を導出・記録することが可能となった。パッチクラ

ンプ法による膜電流を誘導する場合，光学顕微鏡下でガラス管電極を細胞に近づけそして接

触させることで膜電流を導出する方法がよく用いられる10）。このため，神経組織から単離・

培養した神経細胞，あるいは神経組織を薄くスライスした標本の断面に露出した神経細胞を

顕微鏡で観察しながらパッチクランプ法を適用する（第 6図参照）。

4.　網膜の電気生理学

　Cajal （1892） および Polyak （1941） は脊椎動物網膜の形態学的研究を精力的に行い， 5種

類の神経細胞が厚さ 100～300 µmの神経組織（網膜）を形作っていることを明らかにした

（第 7図参照）。網膜は10層の層状構造を呈し，強膜側か，網膜色素上皮細胞層（Retinal 

pigment epithelium），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。網膜

色素上皮細胞層を除く 9層は，神経網膜と呼ばれる。

　眼球内に入った光は前眼部（角膜，房水や水晶体）そして硝子体を通過し，網膜（神経網

膜）の最外層にある視細胞（錐体［Cone］と桿体［Rod］）に到達する。視細胞で捉えられ

た光情報は膜電位変化に変換され，網膜内神経細胞（双極細胞［Bipolar cell］，水平細胞

［Horizontal cell］，アマクリン細胞［Amacrine cell］と神経節細胞［Ganglion cell］）へとシ

ナプス伝達される。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。神経網膜での光受容と視覚情報処理の後，

その出力は神経節細胞の突起（視神経繊維）を経て脳へと伝播される（視神経線維層［Optic 
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第 7図：脊椎動物網膜の構成（模式図）
　脊椎動物眼球は光透過部分を角膜，それ以外を強膜と呼ぶ。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，それぞれは光受容と眼球維持に重要な役割を演じている。
　脊椎動物網膜には 5種類の神経細胞（錐体［Cone］と桿体［Rod］，水平細胞［Horizontal cell］，，
双極細胞［Bipolar cell］，アマクリン細胞［Amacrine cell］，神経節細胞［Ganglion cell］）が存在す
る。光感受性を有するのは視細胞だけであり，これ以外の神経細胞は視覚情報処理に当たる。視細胞
は光に対する感受性の高い桿体（薄明視）と低い錐体（昼光視）に分けられる。視細胞外節部分を視
細胞層（Photoreceptors），視細胞の細胞体部分を外顆粒層（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），網膜の出力細胞で
ある神経節細胞の細胞体が存在する部分を神経節細胞層（Ganglion cell layer），そして神経節細胞の
軸索が走行する層状構造を視神経軸層（Optic nerve �ber layer）と呼ぶ。また，視細胞，双極細胞と
水平細胞がシナプス連絡を形成する部分を外網状層（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連絡を形成する部分を内網状層（Inner plexiform layer）と呼
ぶ。視細胞において光信号が電気信号に変換された後，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ている
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（色覚，形態視，運動視の基礎過程）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（本
図では描かれていない。）さらに，視細胞の遠位側に網膜色素上皮細胞層（Retinal pigment epithelium）
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，また網膜色
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も関わっている。
　網膜色素上皮細胞，ミュラー 細胞そして 5種類の神経細胞が形作る薄層の組織網膜という。特に，
5種類の神経細胞が構築する神経組織（神経組織の間には非神経性のミュラー 細胞が存在している。）
を神経網膜と呼ぶ。
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nerve �ber layer］）。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。

　1970年頃までに行われた電気生理学的研究により，神経網膜を構成する神経細胞の光に対

する膜電位応答は概ね明らかとなった。視細胞，双極細胞，水平細胞とアマクリン細胞は緩

電位応答，そしてアマクリン細胞の一部と神経節細胞は活動電位で応答する神経細胞である。

電子顕微鏡観察により，各神経要素を繋ぐシナプスの構造も次第に明らかになりつつある。

1970年以降，シナプスに関与する研究が始まった。

4-1　脳の神経モデルとしての網膜

　脊椎動物では発生が進む過程で，脳（神経外胚葉）の一部が突出して眼胞を形成する（例

えば，Zhang et al., 2002; Lamb et al., 2007; Heavner & Pevny, 2012）。表皮外胚葉と接す

る眼胞は，この部分を陥没させて眼杯を形作り，やがて網膜（神経網膜と色素上皮細胞層）

となる（例えば，Reese, 2011）。つまり，網膜は細胞起源を脳と同じくしており，この点で

視覚は他の感覚組織とは区別される。しかし，網膜と脳では構成する神経細胞の種類とこれ

らの神経細胞が形成する神経回路（形態学的な神経接続）が全く異なっている。

　網膜では視細胞による光電位変換が行われた後，視覚情報は双極細胞，水平細胞そしてア

マクリン細胞を経て神経節細胞へと伝えられる。神経節細胞以外の神経細胞は緩電位応答を

示し，活動電位を発生することはない（一部のアマクリン細胞は，活動電位を発生する。）（例

えば，Hubel & Wiesel, 1963, 1965; Wiesel & Hubel, 1963a, b; 1965a, b）。網膜内での情報

処理は基本的に緩電位応答で行われるのに対して，脳での情報処理は活動電位が中心であり，

網膜と脳とでは生理学的にも大きく異なっている11）。

　網膜は中枢神経系由来であり，実験系として脳よりも格段取り扱いやすいという利点があ

るため，古くから脳の神経モデルとして取り扱われてきた。しかし，近年脳と網膜とでは神

経構築や情報処理などに相違があることが明らかとなり，複雑な神経構築を持つ脳の神経モ

デルとして網膜を研究することは殆どなくなった。

4-2　網膜の神経回路

　1950年代半ば以降，脊椎動物の網膜研究にガラス管微小電極が適用され，単一神経細胞の

膜電位変化を調査することが可能となった（例えば，Svaetichin, 1953, 1956）。1960年代後

半になると，ガラス管微小電極にプロシオンイエローなどの色素を充填して細胞内に注入す

る細胞内染色が開発され，網膜を構成する神経細胞の膜電位変化（光照射に伴う膜電位変化）

のみならず形態をも明らかにすることができるようになった（例えば，Kaneko, 1971a, b）。
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視細胞，双極細胞，水平細胞とアマクリン細胞（一部）は緩電位応答を示し，アマクリン細

胞（一部）と神経節細胞は活動電位を発生することが示された（Dawling & Werblin, 1969; 

Werblin & Dawling, 1969）。さらに，ゴルジ鍍銀染色したあるいは細胞内染色した神経細胞

を光学顕微鏡のみならず電子顕微鏡でも観察することができるようになり，視細胞間や水平

細胞間に電気シナプスが存在すること，そして網膜内の殆どの神経細胞は化学シナプで接続

していることなどが明らかとなった（Yamada & Ishikawa, 1965; Naka & Rushton, 1967; 

O’Daly, 1967; Stell, 1967; Witkovsky & Dowling, 1969; Kaneko, 197b1）。1980年代初頭に

は，視細胞終末部に陥入が存在すること，この陥入内に双極細胞と水平細胞の神経突起が入

り込み Triad（視細胞終末陥入の内部で，視細胞，双極細胞そして水平細胞が形作るシナプ

ス連絡を指し，三つ組構造とも呼ばれる。）を形成すること，水平細胞は視細胞からシナプス

入力を受けると同時に視細胞にシナプス出力していること，またON型双極細胞は内網状層

b層で ON型アマクリン細胞やON型神経節細胞と接続そしてOFF型双極細胞は内網状層 a

層で OFF型アマクリン細胞や OFF型神経節細胞と接続して ON経路および OFF経路を形

成し，それぞれが独立して処理・伝達されていることなどが明らかとなった（Dowling & 

Boycott, 1966; Kolb, 1970; Baylor et al., 1971; Raviola & Gilula, 1975; Stell & Lightfoot, 

1975; Stell et al., 1975, 1977; Lamb & Simon, 1976; Famiglietti et al., 1977; Nelson et al., 

1978; Gold & Dowling, 1979）。網膜における視覚情報処理を解き明かすには，網膜を構成

する神経細胞の繋がり（シナプス連絡あるいはシナプス接続）を把握するための生理学的研

究が必要となった。

4-3　網膜の神経細胞とシナプス

4-3-1　新たな網膜研究のための標本

　1970年代後半，網膜内神経細胞が放出している神経伝達物質を調査する方法として，免疫

組織化学法やラジオアイソトープ法が用いられ成果を収めた。これらの方法は神経伝達物質

の局在を知るには良い方法であったが，神経伝達物質放出のしくみやシナプス後神経細胞へ

の作用を解析するには不充分であった。当然，シナプス後神経細胞での膜電位変化を解明す

るには，シナプスレセプター12）とイオンチャネル13）の解析が不可避であり，このため電気

生理学的実験が必至となった。

　シナプスの機能を解明するには，シナプス前神経細胞による神経伝達物質放出のしくみ，

シナプス間隙での神経伝達物質の動態，シナプス後神経細胞に発現するシナプスレセプター

による神経伝達物質受容と電位発生のしくみを調べる必要がある。ガラス管微小電極法は網

膜組織内に埋もれた神経細胞の膜電位応答を誘導・記録すること，そしてその細胞の形態を

把握するためには極めて有効な方法であった。しかし，ガラス管微小電極は神経細胞が示す
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膜電位変化を導出するには最適の技法であったが，神経細胞の特定部分，例えばシナプスの

生理学的解析を行うには不向きであった。これを解決すべく，従来から利用されてきた眼杯

網膜標本あるいは剥離網膜標本以外の標本の開発が進められ，網膜組織内から単離した神経

細胞を利用する研究そして網膜を薄くスライスした標本を利用する研究が始まった（Wu, 

1985, 1987; Mittman et al., 1990）（第 4図参照）。

　1980年代初頭，ガラス管微小電極による細胞内記録法に加えパッチクランプ法が網膜研究

にも導入され始めた。しかし，剥離網膜標本や眼盃網膜標本では対象とする神経細胞が網膜

組織に埋もれた状態にあり，これらの標本ではパッチクランプ法を適用することは困難であっ

た。幸運なことに，ガラス管微小電極による研究の新たな展開を狙って開発された 2つの標

本が，パッチクランプ法を適用する標本として利用可能であった。第一の標本は，網膜組織

内から単離した神経細胞である（第 4図 A）。網膜内神経細胞の大きさや形態は細胞内染色

法によって明らかとなっており，単離した後も神経細胞の区別は容易であった14）。単離神経

細胞は直ちに使用するか，あるいは数日間培養後ガラス管微小電極法やパッチクランプ法な

どに適用した。第二の標本は，網膜を 200 µm程の厚さで縦方向（視細胞から神経節細胞の

方向）に切断したスライス網膜である（第 4図B）。このスライス網膜標本の断面には網膜を

構成する神経細胞の総てが露出しており，ノマルスキー型微分干渉顕微鏡を用いて断面を観

察しつつガラス管微小電極法やパッチクランプ法を適用することが可能である。何れの標本

も，イオンチャネルとリガンドレセプター（あるいはシナプスレセプター）の解析に用いら

れた。

　1980年半ば以，上記 2種類の標本にパッチクランプ法（特に，ホールセルクランプ法）を

適用する実験法が普及し，電気生理学は再び隆盛を迎えた。

4-3-1-1　網膜から単離・培養した神経細胞を用いた電気生理学

　Drujan & Svaetichin （1972） は 2種類のスズキ目魚類（Eugerres plumieriとMugil brasiliensis）

網膜をタンパク質分解酵素であるパパインで処理して，水平細胞，双極細胞，アマクリン細

胞と神経節細胞を単離し，これを用いて生化学および電気生理実験を試みた。同年，Lam 

（1972a） はカメ（Pseudemys scripta elegans）網膜視細胞を単離し，生化学的実験を行った。

Keneko et al. （1976） はマモンツキテンジクザメ（Hemiscyllium ocellatum）ならびに 3種

のエイ（Rhinobatus armatus，Himantura granulataと Raja ocellata）網膜をトリプシン処

理して得られた水平細胞にカラス管微小電極を刺入し，膜電位を記録すると同時に，膜抵抗

の測定や細胞外環境のイオン交換の実験を行った。また，Bader et al. （1978） はトラフサン

ショウウオ（Ambystoma tigrinum）網膜をパパイン処理して得られた桿体にガラス管微小電

極を刺入し，光応答を記録し，またこの応答の逆転電位を測定した。さらに，桿体細胞膜の
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電流－電圧関係を測定し，内向きのみならず外向きの整流作用が存在することを明らかにし

た。これらの実験は網膜をタンパク質分解酵素で処理して得られた神経細胞は正常に機能す

ることを示しており，1980年以降単離神経細胞を用いた研究が徐々に増加していった。

　Tachibana （1981） はキンギョ（Carassius auratus）網膜をパパイン処理して水平細胞を単

離し，これを培養液寒天の中に封じこめ，数日間培養後使用した15）（第 3図参照）。この細胞

にガラス管微小電極を刺入し，培養水平細胞膜の性質を通電実験により調べると同時に各種

薬剤（イオンチャネル阻害剤）の影響を調べた。網膜内に存在する水平細胞は光照射に応じ

て緩電位性の膜電位変化を示すのみであるが，単離・培養するとカルシウム依存性活動電位

を発生することが明らかとなった。Tachibana （1983） は同じ標本を利用し，培養水平細胞を

膜電位固定し，膜電流を行った。この結果，水平細胞から異常整流性カリウム電流，一過性

カリウム電流，遅延性カリウム電流と電位依存性カルシウム電流が記録された（Kaneko & 

Tachibana, 1985）。これらのイオン電流の解析に基づき，単離・培養水平細胞の電流－電圧

関係が非線形である理由を説明することができるようになった。アメリカナマズ（Ictarulus 

punctatus）網膜から単離した水平細胞には，電位依存性ナトリウム電流も記録された

（Johnson & Lam, 1981; Shingai & Christensen, 1983, 1986）。

　不思議なことに，網膜から単離・培養した水平細胞は L-グルタミン酸に対する感受性を有

していた（Lasater & Dowling, 1982; Ishida et al., 1984; Tachibana, 1985）。網膜をパパイン

処理して得られた水平細胞は視細胞あるいは他の神経細胞とのシナプス連絡を機械的に断た

れているため，シナプスレセプターは消失していると推測された。とはいえ，視細胞から放

出される神経伝達物質として興奮性アミノ酸が最有力候補であることを踏まえ，単離・培養

水平細胞にはグルタミン酸レセプターが残存していると考えられた。この発見以降，キンギョ

網膜から単離・培養した水平細胞はL-グルタミン酸に対する感受性しか有しないことから，

視細胞の神経伝達物質として L-グルタミン酸が放出されていると考えられるようになった。

　1980年代半ば以降，網膜から単離（・培養）した神経細胞の研究には専らパッチクランプ

法が用いられた。

4-3-1-2　スライス網膜標本を用いた電気生理学

　Werblin （1978） はトラフサンショウウオ網膜を 200 µm程の厚さに切断（視細胞側から神

経節細胞側に向けて切断後，この薄層のスライス標本を灌流槽に横たえて固定し，リンガー

液を灌流し実験に用いた。）し，光学顕微鏡下で切断面に露出した桿体にガラス管微小電極を

刺入して細胞膜の電気的性質を解析した（第 4図参照）。このスライス網膜標本では切断面

に網膜を構成する神経細胞の総てが露出し，これらを顕微鏡で観察できる。都合の良いこと

に，スライス網膜標本ではシナプスが残存しているため，光応答を観察することも可能であっ
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た（Wu, 1985, 1987）。また，この標本にパッチクランプ法を適用し，膜電位固定下で膜電

流を観察することができるため，光応答発生に関与するイオンチャネルやシナプスレセプター

の解析に加え網膜内神経細胞が形成する神経回路の解明にも応用可能であった（例えば，

Mittman et al., 1990; Lukasiewicz et al., 1994; Euler & Wässle, 1998）。

　1990年代後半には，スライス網膜標本の断面に現れる 2種類の神経細胞から同時に膜電流

を記録し，一方の細胞への通電刺激が他の細胞にどのように現れるのかを調査するような技

術的に極めて難しい研究にも挑む研究者が現れた。DeVries & Schwartz （1999） はジュウサ

ンセンジリス（Spermophilus tridecimlineatus）のスライス網膜標本を作製し，錐体と OFF

型双極細胞から膜電流応答を導出し，両者の関係を検討した。錐体からOFF型双極細胞への

シナプス伝達には KA型グルタミン酸レセプターが主に用いられており，このレセプターは

暗時に放出される L-グルタミン酸によって脱感作状態にあること，そしてこの脱感作により

OFF型双極細胞の膜電位応答が飽和しないようになっていることなどを明らかにした。

　スライス網膜標本では光学顕微鏡下で網膜を構成する神経細胞を直接観察すること，そし

てパッチクランプ法ではガラス管微小電極の対象とはならないような小型の神経細胞から膜

電流応答を導出できるという利点を有しており，1990年以降スライス網膜標本にパッチクラ

ンプ法を適用する研究法は網膜生理学で主流となった（例えば，Connaughton, 2003, Koike 

et al., 2010）。

　4-3-1-3　細胞内生理活性物質の働き

　パッチクランプ法と網膜から単離（・培養）した神経細胞やスライス網膜標本の神経細胞

の普及により，イオンチャネルやレセプターの研究が可能となった。パッチ電極の先端孔径

が約 1 µmと比較的大きいため，この電極内に充填した溶液と細胞内液を入れ換えることも

可能である。このため，細胞内のイオン濃度を変化させることや細胞内に生理活性物質やそ

の拮抗剤を導入することも容易となり，イオンチャネル型レセプター以外に代謝型レセプ

ター16）の解析も行われるようになった（例えば，Neher, 1988）。

　神経細胞の機能を修飾する細胞内の生理活性物質として，Ca2＋ 17），一酸化窒素（NO）18），

Guanosine 3’,5’-cyclic monophosphate （cGMP），Adenosine 3’,5’-cyclic monophosphate 

（cAMP），Protein kinase C （PKC），Inositol 1,4,5-trisphosphate （IP3） や Diacylglycerol（DG

あるいは DAG）などが知られており，これらはセカンドメッセンジャー19）として，細胞膜

のイオンチャネルの開閉などの生理機能に関与していることが明らかとなった（例えば，

Fesenko et al., 1985; Villa et al., 1995）。
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　4-3-1-4　神経薬理学の発達

　ガラス管微小電極の開発によって神経細胞の電気生理学的研究は急速に進み，静止電位，

活動電位やシナプス電位の発生に関するイオン機序などが次々に明らかにされた。とはいえ，

活動電位の発生機序を電気生理学的手法でのみ完全に解き明かすことはできず，自然毒（フ

グ毒［テトロドトキシン］）による研究が決め手となって電位依存性ナトリウムチャネルの活

性化が原因となっていることが突き止められた（Hodgkin & Huxley, 1952a–e; Narahashi et 

al., 1964）。これ以降，天然活性物質が注目を集め，生命のしくみを明らかにするために用い

られるようになった。イオンチャネルやレセプターの研究でも，自然界からのみならず合成

された化学物質が威力を発揮した。

　脊椎動物網膜視細胞の神経伝達物質として興奮性アミノ酸（L-グルタミン酸と L-アスパ

ラギン酸）が有力であることが報じられた（Cervetto & MacNichol, 1972; Dowling & Ripps, 

1972; Murakami et al., 1972; Sugawara & Negishi, 1973）。この後，L-グルタミン酸と L-

アスパラギン酸の何れが真の神経伝達物質であるのかか明らかにすべく，網膜生理学分野で

は神経薬理学的手法がよく用いられるようになった。Wu & Dowling （1978） はコイ網膜水

平細胞にガラス管微小電極を刺入して膜電位応答を導出し，L-アスパラギン酸が L-グルタ

ミン酸よりも大きな効果を有すること，そして L-アスパラギン酸アンタゴニストである

DL-α-aminoadipateが錐体と水平細胞間シナプスを阻害することを明らかにした。これに基

づき，L-アスパラギン酸が錐体の神経伝達物質であると結論した。また，Rowe & Ruddock 

（1982a, b） はローチ（Rutilus rutilus）（コイ科の淡水魚）網膜水平細胞にガラス管微小電極

を刺入して膜電位応答を導出し，興奮性アミノ酸アゴニストの影響を調べ，カイニン酸（KA）

とキスカル酸20）は有効であるが，N-Methyl- D-aspartate （NMDA） は無効であることを発見

した。さらに，非 NMDA 型のアンタゴニストである L-glutamate diethyl ester （GDEE） と

γ-D-glutamyl glycine （DGG） が水平細胞を過分極させることを見出した。これらの実験結果

に基づき，水平細胞の興奮性アミノ酸レセプターは非 NMDA 型であり，興奮性アミノ酸が

視細胞の真の神経伝達物質であると結論付けた。そして，L-アスパラギン酸 に 化学構造が

類似した NMDAが水平細胞に無効であることを根拠に，視細胞は神経伝達物質として L-ア

スパラギン酸ではなく，L-グルタミン酸を放出していると予想した。1980年後半には，特異

的なアンタゴニスト（non-NMDAアゴニストとして 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione 

[CNQX], 1,2,3,4-tetrahydro-6-nitro-2,3-dione-benzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide [NBQX]

や 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione [DNQX]，そして NMDAアゴニストとして 2-amino-

5-phosphonopentanoic acid [AP-5]や2-amino-7-phosphoheptanoic acid [AP-7]）が開発さ

れ，興奮性アミノ酸レセプターを正確に分類することができるようになった（例えば，Yang 

& Wu, 1989）。また，網膜から単離・培養した水平細胞に対して L-アスパラギン酸が無効で
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あることを踏まえ，視細胞の神経伝達物質は L-グルタミン酸であるという考え方が主流と

なった（例えば，Ishida et al., 1984）。

　視細胞がシナプス結合する双極細胞についても，アゴニストやアンタゴニストの研究は盛

んに行われた。OFF型双極細胞は水平細胞と同様にKA/（RS）-α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4 

isoxazolepropionic acid （AMPA） が有効であった。ところが，ON型双極細胞には KAや

AMPAは無効であり，2-Amino-4-phophonobutyric acid （APB） がアゴニストとして作用す

ることが判明した（Shiells et al., 1981; Slaughter & Miller, 1981; Attwell et al., 1987; Nawy 

& Jahr, 1990, 1991）。後年，APB感受性グルタミン酸レセプター（代謝型グルタミン酸レセ

プター21）の一種）を介する受容機構が解明された（4-7を参照）（Nawy & Jahr, 1990, 1991; 

Shiells & Folk, 1990, 1992a, b; Yamashita & Wässle, 1991; Villa et al., 1995）。

　レセプターの研究にはアゴニストやアンタゴニスト，そしてイオンチャネルに対する各種

の阻害剤の利用がこれらを解析するために極めて有効であることが判明した。

4-3-1-5　免疫組織化学法による神経伝達物質の探査

　1970年代に入ると，放射性同位体で標識した化学物質（例えば，L-グルタミン酸やGABA

など）を含むリンガー液中に網膜組織を保存し，一定期間後網膜内の神経細胞が発する放射

線を検出するラジオアイソトープ法が普及し，神経細胞が放出する神経伝達物質が次第に明

らかになっていった（例えば，Lam & Steinman, 1971; Lam, 1972b; Lam et al., 1978）。

　1970年後半には神経伝達物質やこれを合成するための酵素の抗体を作製し，これらに蛍光

色素や金属を結合させて，網膜でのこれらの局在・分布を調査する免疫組織化学法が普及し

始めた（例えば，Lam et al., 1979; Vaughn et al., 1981; Brandon & Lam, 1983）。1980年代

半ば以降，免疫組織化学法は急速に発展し，神経伝達物質，神経伝達物質の合成酵素，シナ

プスレセプター，トランスポーターのみならず細胞内に存在する生理活性物質にも適用され

るようになり，数多くの成果を生んだ。例えば，L-グルタミン酸，GABA，グリシン，アセ

チルコリン，セロトニン，サブスタンス P，生理活性のあるペプチド類やタンパク質キナー

ゼ類などの抗体が作製され，その局在が探求された（例えば，Vaney, 1990; Veruki & Wässle, 

1996; Helboe & Møller, 1999; Straiker et al., 1999; Liets et al., 2006; Guduric-Fuchs et al., 

2009）。これらの抗体標本観察は光学顕微鏡のみならず電子顕微鏡でも可能であり，シナプ

スの微細な構造も明らかとなった（例えば，Chun et al., 1993; Jeon et al., 1998; Kang et al., 

2001）。

　Golgi鍍銀染色法を利用した哺乳類網膜の形態学的解析により，双極細胞が13種，アマク

リン細胞が29種そして神経節細胞が12種の異なるタイプが存在することが示唆された

（Masland, 2011a, b）。これらに視細胞と水平細胞を加えると，60種近くの異なるタイプの神
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経細胞が網膜内に存在していることになる。従来から用いられてきた Golgi鍍銀染色法では

神経細胞の形態観察（光学および電子顕微鏡による観察）が主であったが，免疫組織化学法

およびラジオアイソトープ法では形態観察に加え神経伝達物質のみならずレセプターやイオ

ンチャネルの同定や局在調査のような機能解析も可能である。

4-4　視細胞の光－電位変換機構

　1970年代，視細胞の光電位変換機構に関し，光受容とイオンチャネルの開閉を繋ぐ物質と

して Ca2＋ と cGMPが報告された。それぞれは Ca2＋ 説（Hagins, 1972; Hagins & Yoshikami, 

1974）および cGMP説（Nicol & Miller, 1978; Miller & Nicol, 1979）と呼ばれ，何れの主

張にも軍配が上がらず1980年代を迎えた。これに決着をつけたのは，パッチクランプ法を利

用した Fesenko et al. （1985） であった。ヨーロッパアカガエル網膜から単離した桿体外節を

用いて Inside-out標本を作製し，この標本（外節膜の内側）に cGMPを投与すると，陽イオ

ン電流（Na＋ や Ca2＋ などを透過するイオンチャネル）が増加することを見出した。しかし，

cGMPの代わりに Ca2＋ を投与しても，その効果は認められなかった。この研究により，長

年の懸案であった視細胞の光電位変換機構として cGMP説が確定した。錐体でも，桿体と同

様のメカニズムで光信号が膜電位変化に変換されると考えられている（Haynes & Yaw, 1985; 

Watanabe & Murakami, 1991; Picones & Korenbrot, 1994）。近年，視細胞（桿体と錐体）に

おける光受容と膜電位応答発生に関する分子レベルの研究が盛んに行われている。この結果，

錐体と桿体の応答の相違は，両視細胞の類似の光－電位発生機構に内在する複数の化学反応

の効率の違いを反映している可能性が高いことが明らかになってきた（例えば，Kawamura 

& Tachibanaki, 2014）。

　1970年代後半，両生類や爬虫類の網膜を用いて視細胞の電気生理学的研究は盛んに行わ

れ，視細胞膜には複数の膜電流成分が存在することが明らかになった。1980年に入ると，網

膜から単離した視細胞を用いた研究が行われるようになった。Bader et al. （1978, 1982） は

サンショウウオ網膜から単離した視細胞において，電位依存性カルシウム電流，電依存性カ

リウム電流，Ca2＋ 依存性カリウム電流，h電流（内向き整流性陽イオン電流）と Ca2＋ 依存

性クロライド電流が存在することを明らかにした。この時期，イオンチャネルの実体が概ね

解明され，視細胞で見つけられたイオン電流はイオンチャネルを介して発生していると考え

られた。

4-5　視細胞の神経伝達物質

　Svaetichin （1953, 1956） はガラス管微小電極を魚類（Bream［コイ科に属する淡水魚］，

Perch［ペルカ科の淡水魚］やMugil［ボラ科の海水魚【基本的に海水魚であるが，汽水域や
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淡水域にも生息】］）網膜水平細胞に刺入して膜電位の細胞内誘導を行い，光照射に伴い水平

細胞が過分極することを明らかにした。この結果は水平細胞が視細胞から放出される興奮性

神経伝達物質によって脱分極した状態にあり，光受容に伴う視細胞の過分極によって神経伝

達物質の放出が減少することを示唆していた。Murakami et al. （1972） はコイ（Cyprinus 

carpio）網膜の水平細胞にガラス管微小電極を刺入し，L-アスパラギン酸 と L-グルタミン

酸を網膜全体に噴霧投与する実験を実施した。この結果，両アミノ酸共に水平細胞を脱分極

させ，光応答を完全に消失させることを見出した。さらに，Murakami et al. （1975） は双極

細胞（網膜に存在する第二次神経細胞）でも同様な実験を行なった。双極細胞は，光応答性

の違いから，ON 型と OFF 型の 2種類に分類される。ON 型は光照射に伴い脱分極性応答

を，OFF 型は水平細胞同様に過分極性応答を発生する。つまり，視細胞から放出される神経

伝達物質は ON 型双極細胞を過分極そして OFF 型双極細胞を脱分極させる。L-アスパラギ

ン酸と L-グルタミン酸の投与実験を行い，両アミノ酸共に ON 型双極細胞を過分極，OFF 

型双極細胞を脱分極させ，そして光応答を消失させた。これらの研究は，両アミノ酸の何れ

かが視細胞から放出される神経伝達物質であることを示唆していた。同様の結果が，他の動

物種でも報告された（Cervetto & MacNichol, 1972; Dowling & Ripps, 1972）。1975年代半

ば以降，視細胞から放出される神経伝達物質が興奮性アミノ酸（L-アスパラギン酸あるいは

L-グルタミン酸）の何れであるのかを明らかにする研究が本格化した。水平細胞に対する興

奮性アミノ酸のアゴニストやアンタゴニストの影響に加え，単離（・培養）水平細胞は L-ア

スパラギン酸に感受性を示さないことなどから，次第に L-グルタミン酸が視細胞の神経伝達

物質の有力候補と考えられるようになっていった（4-3-1-1，4-3-1-4と4-3-1-5参照）。

　L-グルタミン酸が視細胞から放出される神経伝達物質であることを確定するには，㋐視細

胞のシナプス終末に L-グルタミン酸が充分量存在すること，㋑視細胞（特に，シナプス終

末）に L-グルタミン酸の合成系が存在すること，㋒視細胞と第二次神経細胞（水平細胞や双

極細胞）のシナプス部分に L-グルタミン酸の不活性化機構（シナプス間隙の L-グルタミン

酸濃度を減少させること）が存在すること，㋓刺激により視細胞から L-グルタミン酸が放出

されること，そして㋔刺激によって水平細胞や双極細胞に惹起される膜電位応答と同様の膜

電位応答が L-グルタミン酸投与によって誘発され，これらの応答の発生機序即ちイオン機序

が一致すること，という基準を充足する必要がある。幸い，L-グルタミン酸の代謝系は総て

の神経細胞に含まれているため，㋐と㋑は充足していると考えられた。このため，㋒，㋓と

㋔に関する研究が精力的に行われた。L-グルタミン酸を神経伝達物質として使っている系で

は，シナプス終末から放出された L-グルタミン酸はシナプス前および後神経細胞，あるいは

グリア細胞に取り込まれ，シナプス間隙から除去されてシナプス伝達が終結すると考えられ

ている。Marc & Lam （1981） は H3 で標識した L-グルタミン酸や L-アスパラギン酸を含む
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リンガー液で網膜を短時間培養し，視細胞への標識物質の取り込みの有無を調べた。その結

果，錐体では主に L-アスパラギン酸が，桿体では主に L-グルタミン酸が取り込まれること

を見出した。その後，視細胞のシナプス終末ならびにミュラー細胞（ミュラー細胞は網膜を

縦方向に貫くグリア細胞であり，その突起を視細胞終末部にまで伸ばしている。）にはグルタ

ミン酸トランスポーターが発現し，細胞外のグルタミン酸を速やかに回収し，その濃度を下

げることも明らかになった（Sarantis et al., 1988; Tachibana & Kaneko, 1988; Eliasof & 

Werblin, 1993; Eliasof et al., 1998a, b）。これらの実験は，両アミノ酸の何れかが視細胞の

神経伝達物質であることを示唆していた。しかし，両アミノ酸の何れが真の神経伝達物質で

あるのかに決着を付けることはできなかった。Copenhagen & Jahr （1989） と Ayoub et al. 

（1989） は，網膜から単離した視細胞から放出される化学物質を検出する方法を開発し，基準

㋓の解明に挑戦した。Copenhagen & Jahr （1989） は，小脳由来の培養細胞から L-グルタミ

ン酸に高感受性を示すNMDA型グルタミン酸レセプターを持つ細胞膜片標本（パッチ標本）

を作製し，これを検出器として使いアカミミガメ（Pseudemys scripta elegans）網膜視細胞

終末から放出される神経伝達物質が L-グルタミン酸であるのか否かをを調べた。視細胞を脱

分極させたとき，視細胞終末部近傍においた NMDA型グルタミン酸レセプター（グルタミ

ン酸検出器）の活動が顕著に上昇することが明らかとなった。また，Ayoub et al. （1989） は

酵素反応を利用して L-グルタミン酸の放出を検出する方法を考案した。L-グルタミン酸は

グルタミン酸脱水素酵素によりα-ケトグルタル酸22）に分解される。同時に，補酵素である

NAD＋ （Nicotinamide adenine dinucleotideの酸化型を指す。）は水素原子と電子をそれぞれ

一個受取り NADH（Nicotinamide adenine dinucleotideの還元型を指す。）になる。NAD＋ 

が 260 nmそして NADHが 340 nmの光に極大の吸収スペクトルを示すため，NAD＋ → 

NADHの反応に伴う吸収スペクトルの違いを利用して L-グルタミン酸の分解を検出するこ

とが可能である。Ayoub et al. （1989） はミカゲハリトカゲ（Sceloporus orcutt）網膜の視細

胞を用い，グルタミン酸脱水素酵素とNAD＋ の存在下で，視細胞を脱分極させると吸収スペ

クトルが変化することを見い出した。以上 2つの実験から，暗時（脱分極時）に視細胞は L-

グルタミン酸を放出していることが濃厚となった。また，Schmitz & Witkovsky （1996, 1997） 

はアフリカツメガエルの眼球網膜標本を TritonX-100 で処理して視細胞以外の神経細胞を死

滅させ，生き残った視細胞が脱分極に伴い放出する化学物質を分析する実験を行い，L-グル

タミン酸が放出されていることを確認した。最近，髙橋（2013，2014）はアメリカナマズ網

膜から単離した水平細胞を L-グルタミン酸検出器として用い，トラフサンショウウオ網膜視

細胞標本から放出される L-グルタミン酸を検出することに成功している（第 8図）。

　L-グルタミン酸が視細胞の神経伝達物質であることを確定するには，基準㋔を充足する必

要がある。双極細胞は細胞体のサイズが小さく，ガラス管微小電極を刺入することならびに
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長時間の膜電位誘導が難しいため，視細胞と第二次神経細胞の間のシナプス研究には電極刺

入が容易で且つ長時間膜電位の誘導が可能な水平細胞が用いられた。ところが，水平細胞同

志はギャップ結合を介して電気シナプスを形成しているため，電極を通じた通電によって膜

電位を変化させることが難しく，逆転電位の測定は不可能であると考えられていた。この問

題を克服するため，Murakami & Takahashi （1987） は新たな逆転電位測定法を開発した。コ

イの剥離網膜標本を電位依存性イオンチャンネルの阻害剤を含む特殊なリンガー液で潅流す

第 8図：高K＋ 刺激に伴うトラフサンショウウオ網膜視細胞からの L-グルタミン酸放出
　トラフサンショウウオ（Ambystoma tigrinum）の眼杯網膜標本を作製し，眼球内部を 1％ Tri-
tonX-100液，蒸留水そして正常リンガー液で 7分間ずつ灌流し，その後 L-15 リンガー液（17℃）中
に保存した。約 9時間経過後，TritonX-100 や蒸留水に接した部分（視細胞以外の総ての神経細胞）
が死滅し，眼球内に白濁部として残る。この白濁部（白濁部に視細胞以外のす）を極細のピンセット
を用いて取り除くと，視細胞層だけが残存する眼杯網膜標本となる。この標本を L-15リンガー液中
に，さらに約 8時間暗室保存（17°C）した。眼盃網膜標本から視細胞層を外し，これを約 2 mm角
に切り，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視細胞終末が上になるように置い
た。次に，アメリカナマズ（Ictarulus punctatus）網膜への単離操作を終了して22時間経過後の細胞
浮遊液をピペットマンによって 100 µℓ 吸い取り，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，＋100 pA程の膜電流（保持電流）が現れた。この水平細胞が付着したパッチ電極をハッ
クスリー型手動微動式三次元マニピュレーターにより静かに約 900 µm持ち上げ，視細胞層標本の中
央部にまで水平移動した。水平細胞を視細胞層標本に向けて 600～650 µm降下すると，外向き電流
が徐々に現れる。降下を続けると，この膜電流はさらに増大して約 ＋220 pAに達し概ね一定となっ
た（赤い矢印で挟まれた部分）。この時点で水平細胞の降下は止め，標準リンガー液を高 K＋ 標準リ
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，最終的に約 ＋510 pAに到達
した。この結果は，高 K＋ 標準リンガー液灌流による脱分極刺激が視細胞に L-グルタミン酸放出を
促したことを示唆している。
　括弧内には実験の様子を模式図で示した。実験の詳細は本論文末の【補足説明】（2）に記述した。
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第 9図：コイ網膜 L型水平細胞の光応答とグルタミン酸応答の逆転
　コイ（Cyprinus carpio）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（あるいは単相性
水平細胞［桿体水平細胞と区別するために Photopic L型水平細胞と呼ぶことがある。］； 赤色光で最
大の過分極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； 赤色光で脱分極性光応答そして青色光と緑色光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； 黄色光で脱分極性光応答そして青色光と赤色光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。
　［括弧内の挿入図］L型水平細胞にガラス管微小電極を刺入し，膜電位を測定した。正常リンガー
液の灌流中，暗時の膜電位は －35 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 10 mVの過分極性応答が現れた。正常リンガー液を各種のイオンチャ
ネル阻害剤を含む修飾リンガー液に交換すると，暗時の膜電位は過分極方向に移動し，－60 mV付
近で安定した。光照射を中断し，5 mMの L-グルタミン酸（Glu）を修飾リンガー液に加えて灌流す
ると，徐々に脱分極し，カルシウム依存性活動電位を発生した。L-グルタミン酸の投与を続けると，
膜電位は －8 mV付近で一定になった（グルタミン酸電位）。L-グルタミン酸を洗い流すと，－8 mV
から脱分極方向に移動し，＋15 mV付近で一定となった（カルシウム依存性活動電位のプラトー電
位）。再度，L-グルタミン酸を投与すると，－8 mV付近に膜電位が移動した。L-グルタミン酸を除
去すると，プラトー電位に達した。その後，突然膜電位は負に移動した。
　修飾リンガー液の灌流中に L-グルタミン酸を投与すると，カルシウム性活動電位が発生し，－8 
mV付近で一定になった。その後，L-グルタミン酸を洗い流す，元の電位レベルには戻らず，プラ
トー電位へと移動して一定となった。この時点で光照射（620 nmと480 nmの単色光）を行い，ま
た再度 L-グルタミン酸を投与した。プラトー電位で光を照射すると，脱分極性の膜電位応答が惹起
された。L-グルタミン酸投与に伴い膜電位が －9 mVに達すると，光照射にもかかわらず，膜電位
変化は消失した。L-グルタミン酸を洗い流すと，膜電位は過分極方向に移動した。このとき，光応
答が現れ，過分極性であった。時々，不完全な活動電位の発生が見られたが，この際光応答は脱分極
性であった。また，膜電位が過分極方向に移動するにつれて，過分極性の光応答の振幅は増大した。
つまり，L-グルタミン酸の投与で到達した －8 mV付近では光応答が発生せず，この電位を挟んで，
光応答の極性が反転した。この結果は，グルタミン酸電位と光応答の逆転電位が一致していることを
示している。実験の詳細は本論文末の【補足説明】（3）に記述した。
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ると，脱分極刺激に応じて水平細胞は時間経過の長いカルシウム性活動電位を発生すること

を見つけた（Murakami & Takahashi, 1987）。水平細胞に発生する活動電位はギャップ結合

を通じて瞬時にして近隣の水平細胞に伝播するため，活動電位のプラトー電位では近隣細胞

との電位差は存在しない。この活動電位を利用し，光応答，電気刺激に伴うシナプス応答及

び L-グルタミン酸投与に伴う膜電位応答の逆転電位を測定することを試みた。水平細胞の膜

電位が静止レベルにあるか活動電位のプラトー電位レベルにあるかでそれぞれの膜電位変化

の極性が全く反対となり，また膜電位が － 5～－10 mV となったとき，何れの膜電位変化

も惹起されなかった（第 9図）。この結果は 3つの膜電位変化（光応答，シナプス応答そし

て L-グルタミン酸投与に伴う応答）の逆転電位が一致しており，そのイオン機序が同一であ

ることを示している。さらに，Miyachi & Murakami （1989） は，水平細胞間のギャップ結

合を遮断する方法で，水平細胞の光応答の逆転電位が L-グルタミン酸投与にと伴う膜電位変

化と一致することを明らかにした。

　神経伝達物質の基準㋒，㋓と㋔に関する実験の成功により，視細胞の神経伝達物質は L-グ

ルタミン酸であることが確定した。

4-6　錐体と水平細胞のシナプス

4-6-1　視細胞の神経伝達物質放出のしくみ

　視細胞シナプス終末は細胞膜が内側に陥入し，この部分に第二次神経細胞の樹状突起が入

り込みシナプス連絡（化学シナプス）している。この陥入を，錐体では Pedicle，そして桿体

では Spheruleと呼んでいる（Dowling & Boycott, 1966; Kolb, 1970; Stell & Lightfoot, 1975; 

Stell et al., 1975）。錐体のシナプス終末には複数の Pedicleが存在することが報告されてい

る（Pedicleの数は，網膜内での視細胞の位置あるいは動物種によって異なる）。この Pedicle

には二つの水平細胞と一つの双極細胞（主に，ON型双極細胞）の樹状突起が入り込み Triad

を形成している。Triadではシナプスリボンの正面に ON型双極細胞の樹状突起が，またそ

の脇に錐体水平細胞の樹状突起が位置している。陥入部以外にも双極細胞（主に，OFF型双

極細胞）とのシナプス連絡が認められ，これをベーサルジャンクション（Basal junction）あ

るいはベーサルコンタクト（Basal contact）と呼ばれている（Lasansky, 1973）。桿体のシナ

プス終末には Spheruleが一つあるいは二つ存在し，双極細胞と水平細胞の二つずつがそれぞ

れの樹状突起を Spherule内に伸展している。

　視細胞のシナプスリボン周辺には多数のシナプス小胞が認められ，神経伝達物質が開口

放出（Exocytosis； エクソサイトーシス）23）している（Heidelberger et al., 2005; Fox & 

Sanes, 2007）。シナプス終末の細胞内 Ca2＋ 濃度の上昇に伴いシナプス小胞が細胞膜に移動

そして融合し，内容物（神経伝達物質）を細胞外に放出すると考えられている（例えば，
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Schneggenburger & Neher, 2005; Heidelberger, 2007）。視細胞のシナプス終末には電位依存

性L型カルシウムチャネルが発現し，これが神経伝達物質放出に不可欠であるCa2＋ の細胞内

供給路の一つとなっている（Heidelberger et al., 1994; Mennerick & Matthews, 1996; Llobet 

et al., 2003; Zenisek et al., 2003）。このカルシウムチャネルの活性化域は －60 mVより脱

分極側にあり，暗時および明時における視細胞の膜電位変化域を概ねカバーしている。錐体

と桿体とでは，L型カルシウムチャネルを構成するタンパク質のサブユニットが異なること

が知られている。これらのサブユニット（α1D subunitあるいはα1F subunit）を用いた免疫

染色により，シナプスリボンの直下の細胞膜近辺に L型カルシウムチャネルが集中して発現

していることが確かめられている（例えば，Wässle et al., 2003）。カルシウムチャネル以外

に，細胞内にある Ca2＋ 貯蔵庫（例えば，滑面小胞体）からの放出も細胞内 Ca2＋ 増加に寄与

している可能性が報告されている（Krizaj & Copenhagen, 2002）。

　視細胞シナプス終末での開口放出は，視細胞内に存在する Ca2＋ センサーに Ca2＋ が結合す

ることによって始まると推測されている。視細胞における細胞内 Ca2＋ 濃度と神経伝達物質

の放出の関係は極めて直線的であることが知られており，現在 Ca2＋ センサーとしてシナプ

トタグミンが考えられている（Thoreson et al., 2004; Heidelberger et al., 2005; Rabl et al., 

2006）。シナプス小胞の膜は細胞膜と同じ脂質二重膜でできているため，細胞膜と容易に融

合する。この融合は細胞膜の膜容量を測定することによって確認することが可能である（例

えば，Innocenti & Heidelberger, 2008）。融合したシナプス小胞の膜はエンドサイトーシス

（Endocytosis）を経て，シナプス小胞の膜として再利用される。このシナプス小胞の膜には

小胞性グルタミン酸トランスポーター（ATP依存性プロトンポンプを利用してグルタミン酸

を取り込むトランスポーター）が発現し，これがグルタミン酸を小胞内に取り込む。このト

ランスポーターが機能する際，プロトン（水素イオン [H＋]）も小胞内に取り込まれることが

知られている（例えば，Liu & Edwards, 1997; DeVries, 2001）。このようにして小胞内に取

り込まれたグルタミン酸の濃度は，100 mMにも達する。視細胞のシナプス終末からグルタ

ミン酸が放出されるとき，同時に H＋ も放出されるため，結果として細胞外が酸性化する。

この酸性化は，カルシウムチャネル活性を抑えることが報告されている（Barnes & Bui, 1991; 

Barnes et al., 1993）。

　しかし，リボンシナプスでの開口放出については未だ完全には解明されていない。

4-6-2　水平細胞から錐体へのシナプス伝達

　Baylor et al. （1971） は，アカミミガメ網膜の錐体にガラス管微小電極を刺入し，サイズの

異なる光刺激（70 µmと 600 µmの円形の光照射）を網膜に与えたとき，惹起される光応答

に違いがあることを見出した。大きな光刺激（600 µm）に対する光応答の振幅が微小光刺激
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（70 µm）に対する応答振幅よりも小さいこと，さらに微小光照射によって錐体が過分極して

いるとき，この微小光に重ねてより大きな範囲を光照射すると，脱分極性成分が惹起される

ことであった。この脱分極応答の発生機序を探るため，錐体と錐体水平細胞の両方にガラス

管微小電極を刺入し，通電により錐体水平細胞を過分極させると，錐体に脱分極応答が現れ

た。この通電実験から，暗時に水平細胞が脱分極しているとき，錐体に抑制性の出力（抑制

性シナプス，あるいは負のフィードバックシナプス）を送っている可能性が明らかとなった

（抑制性化学シナプス説）。後年，Toyoda & Tonosaki （1978） は錐体水平細胞への通電実験

を実施し，Baylor et al. （1971） と同様の結果を得た。現在，錐体水平細胞から錐体への抑制

性信号の伝播に関し，抑制性化学シナプス説に加え，細胞外電流説と細胞外 pH説が唱えら

れている。しかし，結論は得られていない（例えば，Kramer & Davenport, 2015）。

4-6-2-1　抑制性化学シナプス説

　Stell & Lightfoot （1975） および Stell et al. （1975） は，キンギョ網膜の錐体と錐体水平細

胞の間のシナプスを電子顕微鏡観察し，錐体水平細胞から錐体へのシナプスが抑制性である

可能性を報じた（抑制性化学シナプス説）。同時期，生化学的および免疫組織学的手法を駆使

し，錐体水平細胞から放出される神経伝達物質が GABAである可能性が明らかにされた

（Lam & Steinman, 1971; Lam, 1976; Marc et al., 1978; Lam et al., 1978, 1979; Schwartz, 

1982, 1987, 2002）。また，コイ網膜の赤色錐体にGABAAレセプターが存在することが電気

生理学的実験によって明らかにされた（Murakami et al., 1978, 1982a, b）。これらの知見を

総合すると，暗時（脱分極状態）に錐体水平細胞は GABAを放出し，この GABAが錐体終

末に発現する GABAAレセプターを活性化してクロライド電流を生み，錐体を過分極させる

と推測された（Cl－の平衡電位は暗時膜電位よりも過分極側［－60 mV付近］にある。）。こ

の過分極は錐体終末に発現するカルシウムチャネル活性を低下させ，錐体による L-グルタミ

ン酸放出を減少させると推測された（Stell et al., 1975; Burkhardt, 1977; Burkhardt & Hassin, 

1978; Murakami et al., 1978, 1982a, b）。

　Kaneko & Tachibana （1986） は，カメ網膜から単離した錐体終末に GABA感受性を見出

し，水平細胞から錐体に対して抑制性化学シナプスを介して伝播されることを証明した（抑

制性化学シナプス説）。1990年頃まで，この抑制性化学シナプス説（錐体水平細胞から錐体

への抑制性化学シナプス）が同心円型中心－周辺拮抗的受容野の周辺受容野形成ならびに三

原色過程から反対色過程への変換の主要なしくみであると考えられた。

　1990年以降，錐体や錐体水平細胞に対し GABAおよびこのアゴニストやアンタゴニスト

が顕著な効果を示さないこと，また錐体における Cl－ の平衡電位が暗時の膜電位と概ね同じ

かあるいはむしろ脱分極側にある可能性があることなどが報じられ，抑制性化学シナプス説
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は揺らぎ始めた（Perlman & Normann, 1990; Thoreson & Burkhardt, 1990; Burkhardt, 1993; 

Verweij et al., 1996, 2003; Hirasawa & Kaneko, 2003）。

4-6-2-2　細胞外電流説

　錐体と第二次神経細胞（双極細胞と錐体水平細胞）との間のシナプスが特殊な構造（錐体

神経終末の陥入型シナプス）をしていることに着目し，Byzov & Shura-Bura （1986） は錐体

水平細胞から錐体への負のフィードバックシグナルが化学的ではなく，電気的に伝播される

という説を発表した（細胞外電流説）。Kamermans et al. （2001） は，Byzov & Shura-Bura 

（1986） によって提唱された細胞外電流説に修正を加え，その妥当性を主張した。この研究で

は錐体終末の陥入部を流れる電流として，錐体水平細胞に発生するグルタミン酸電流に加え，

錐体水平細胞膜に発現するヘミギャップ結合チャネルを介する膜電流を想定している（4-9

参照）。そして，ヘミギャップ結合チャネルが水平細胞の樹状突起（錐体終末の陥入部に入り

込んでいる水平細胞樹状突起）に発現していることを免疫組織化学的手法によって明らかに

した。ヘミギャップ結合チャネルの開閉が錐体水平細胞の膜電位に依存していることを考慮

すれば，明暗変化に伴う水平細胞の膜電位変化がこのチャネル開閉状態に影響し，最終的に

シナプス間隙を流れる電流を増減させる可能性は充分にある。しかし，Dmitriev & Mangel 

（2006） はコンピュータシミュレーションを用いて細胞外電流説の妥当性を検討し，錐体の膜

電位ならびにカルシウムチャネル活性を変化させるほど充分な電位変化が細胞外（錐体神経

終末の陥入部分のシナプス間隙）に生じないことを報じた。また，Cadetti & Thoreson 

（2006） はカルベノキソロン（ギャップ結合チャネル阻害剤）の投与が錐体のカルシウムチャ

ネル活性に影響しないことを見出した。これら 2つの研究報告は，細胞外電流説が錐体水平

細胞から錐体への抑制性シグナル伝播のしくみとして機能しているという考えには否定的で

ある。

　最近，Fahrenfort et al. （2005），Klaasen et al. （2012） ならびに Vroman et al. （2013） は

錐体水平細胞から錐体への負のフィードバックシグナルがヘミギャップ結合チャネルをして

カルシウムチャネルに影響する可能性を報じた。また，ゼブラフィシュ（Danio rerio）網膜

から単離した水平細胞にはコネキシン55.5とコネキシン52.6が形成するヘミギャップ結合チャ

ネルが発現し，このヘミギャップ結合チャネルが錐体への抑制信号形成に関与している可能

性も明らかにされ，細胞外電流説の勢いが増している（Sun et al., 2012）。

　4-6-2-3　細胞外 pH説

　Hirasawa & Kaneko （2003） はアカハライモリ（Cynops pyrrhogaster）のスライス網膜標

本にパッチクランプ法を適用し，錐体水平細胞から錐体への抑制性シグナルの発生に関する
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実験を行った。スライス標本を灌流するリンガー液に大量の pH緩衝剤（N-2-Hydroxyethyl-

piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid ［HEPES］ や Tris-hydroxymethyl-aminomethane ［Tris］ 

など）を加えて細胞外の水素イオン濃度（pH）調節能を強化したとき，周辺受容野への光照

射に対する錐体の応答が減弱することを見出し，同心円型中心－周辺拮抗的受容野の周辺受

容野形成に細胞外の H＋ が関与している可能性を示した（細胞外 pH説）。この説では ㋐ 暗

時に脱分極状態にある水平細胞が H＋ を放出し， ㋑ 錐体－錐体水平細胞のシナプス間隙を酸

性化するため，㋒ 錐体終末に発現する L型カルシウムチャネル活性が低下してグルタミン酸

放出量が減少すると推測している。Hirasawa & Kaneko （2003） は錐体神経終末の陥入部の

シナプス間隙の pH測定を試みたが，残念ながら成功していない。Vessey et al. （2005），

Cadetti & Thoreson （2006） と Trenholm & Baldridge （2010） は同様の実験を行い，細胞外

pH説を支持する結果を報じている。最近，Jouhou et al. （2007） はコイおよびキンギョ網膜

から単離した水平細胞を利用し，水平細胞の細胞膜に電位依存性 H＋ 輸送体が発現している

こと，水平細胞の脱分極刺激を与えると水平細胞周辺が酸性化すること，この酸性化は水平

細胞に発現する電位依存性 H＋ 輸送体を介する H＋ の細胞外輸送による可能性の高いこと，

そして H＋ が水平細胞から錐体への抑制性シグナルに重要な役割を演じていることを報告し

た。

　しかし，Molina et al. （2004），Kreitzer et al. （2007） と Jacoby et al. （2012） は 2種のエ

イ（Raja erinacea と Raja ocellata）ならびにアメリカナマズ網膜から単離した水平細胞で

は脱分極刺激が水平細胞周辺をアルカリ化することを示しており，細胞外 pH説に対して否

定的である。

4-7　ON型双極細胞の光応答

　脊椎動物網膜第二次神経細胞である双極細胞は，光照射に伴い過分極応答を示すOFF型と

脱分極応答を示すON型に分類される。暗時に視細胞（桿体と錐体）が放出する L-グルタミ

ン酸によって，OFF型双極細胞は水平細胞と同様に脱分極状態にある。このため，光照射の

終了によって過分極する。しかし，ON型双極細胞は暗時に過分極した状態にあり，光照射

に伴い脱分極する。ON型およびOFF型の双極細胞は共に第二次神経細胞でありながら，全

く逆の膜電位変化を惹起するしくみが長年謎であった。

　OFF型双極細胞は水平細胞と同様に，L-グルタミン酸によって開口する陽イオンチャネル

を介してNa＋ が流入するため暗時に脱分極していると考えられている（Kaneko & Shimazaki, 

1975a; Kaneko & Saito, 1983; Saito & Kaneko, 1983）。一方，ON型双極細胞については

Cl－ が関与していると実験結果（Miller & Dacheux, 1976）と Na＋ が関与する実験結果

（Kaneko & Shimazaki, 1975b）が報じられている。さらに，Saito et al. （1978, 1979） は ON
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型双極細胞への桿体からのシナプス入力は K＋ あるいは Cl－そして錐体からのシナプス入力

は Na＋ が関与している可能性が高いことを示している。

　近年，ON型双極細胞にはAPB（あるいはAP4）感受性グルタミン酸レセプター（代謝型

グルタミン酸レセプター）が存在し，これを介して受容野中心部の光応答が発生することが

明らかとなった（Shiells et al., 1981; Slaughter & Miller, 1981; Attwell et al., 1987; Nawy 

& Copenhagen, 1987; Nawy & Jahr, 1990, 1991; Shiells & Folk, 1990, 1992a, b; Yamashita 

& Wässle, 1991; Villa et al., 1995）。この APB感受性グルタミン酸レセプターを介する電位

発生のしくみは，視細胞外節での光－電気信号変換機構に酷似している。すなわち，㋐暗時

に視細胞から放出された L-グルタミン酸が APB感受性グルタミン酸レセプターに結合する

とON型双極細胞内のGタンパク質が活性化し，この結果㋑ホスホジエステラーゼ活性が上

昇する。このため，㋒細胞内の cGMPが分解され，㋓ cGMP依存性陽イオンチャネルが閉

じ過分極する。一方，光照射に伴い視細胞から放出される L-グルタミン酸が減少あるいは停

止すると，Gタンパク質の活性化は起こらず，細胞内の cGMP濃度は高く維持されるため，

陽イオンチャネルは開いたままとなる。これが，光照射に伴い ON型双極細胞が脱分極する

しくみである。このような APB感受性グルタミン酸レセプターに関する知見は，主に桿体

とシナプス連絡を有する ON型双極細胞から得られており，錐体とシナプス連絡する双極細

胞での研究は未だ充分ではない（Nawy & Jahr, 1990, 1991; Shiells & Folk, 1990, 1992a, b; 

Yamashita & Wässle, 1991; Villa et al., 1995）。

　1990年代入ると，電気生理学的手法に遺伝子工学手法が加わり，ラット （Rattus norvegicus） 

網膜の ON型双極細胞にmGluR6（代謝型グルタミン酸レセプターの一種 ; Metabotropic 

glutamate receptor type 6の略）が発現・機能していることが明らかとなった（【注】21） 参

照）（Nakajima et al., 1993; Nomura et al., 1994）。この報告以降，このmGluR6に関する研

究は盛んに行われた。最近，このレセプターと TRPM1（Transient receptor potential cation 

channel subfamily M member 1）チャネルが双極細胞の樹状突起に共存していることも明ら

かにされた（Koike et al., 2010）。

4-8　水平細胞に対するドーパミンの作用

　網膜内のドーパミン作働性神経細胞の存在は，Häggendal & Malmfors （1963） によって最

初に報告された。Ehinger & Nordenfeld （1977） もキンギョやウサギ（Oryctolagus cuniculus）

において網膜内におけるドーパミン作働性神経細胞の局在を報告した。その後，Frederick et 

al. （1982） はヒト網膜のアマクリン細胞などがドーパミン作働性神経細胞である可能性を報

告した。これらの知見から，脊椎動物の冷血動物（魚類，両生類と爬虫類）から哺乳類（ヒ

トを含む）に至るまで網膜内にドーパミン作働性神経細胞が存在することが確認され，ドー
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パミンは神経伝達物質の一つであると考えられるようになった。

　Dowling & Ehinger （1975, 1978） はキンギョ網膜において細胞体が内顆粒層（アマクリン

細胞の細胞体付近）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番目の神経細胞であることを見出して Interplexiform細胞と名付けた。免疫組織

化学的研究に基づき，魚類の Interplexiform細胞はドーパミン作動性（Dowling & Ehinger, 

1975, 1978）とグリシン作動性（Marc & Liu, 1981; Muller & Marc, 1990）に分けられた。

ドーパミン作動性 Interplexiform細胞は求心性神経細胞として，グリシン作動性細胞は遠心

性神経細胞として機能していると考えられている（Marc & Liu, 1981; Zucker & Dowling, 

1987; Kalloniatis & Marc, 1990）。ドーパミン作動性 Interplexiform細胞はアマクリン細胞

ならびに脳の求心性神経細胞からシナプス入力を受け取り，水平細胞と双極細胞に出力して

いることも明らかとなっている（Zucker & Dowling, 1987; Yazulla & Zucker, 1988）。また，

長時間の暗順応に伴い Interplexiform細胞から放出されるドーパミンが増加することが報告

されている（Mangel & Dowling, 1985, 1987; Tornqvist, 1988; Yang et al., 1988a, b）しか

し，明順応後に増加するという報告もあり，未だ詳細は不明である（Shigematsu & Yamada, 

1988; Baldridge & Ball, 1991; Dong & McReynolds, 1991; Umino et al., 1991; Weiler & 

Akopian, 1992）。

　下等脊椎動物網膜の水平細胞に対するドーパミンの作用は，比較的よく調べられている

（Hedden & Dowling, 1978; Negishi & Drujan, 1979a–c; Laufer, 1982; Teranishi et al., 1983, 

1984; Piccolino et al., 1984, 1987, 1989; Shigematsu & Yamada, 1988; Tornqvist, et al., 1988; 

Popova, 2014）。ドーパミンが水平細胞に発現するドーパミン D1レセプターに結合すると，

Gタンパク質の活性化を介してアデ二ル酸シクラーゼを活性化することが報じられている

（Dowling & Watling, 1981; Watling & Dowling, 1981; Piccolino et al., 1987）。このアデ二

ル酸シクラーゼは ATPを基質にして cAMPを合成する。そして，cAMPは cAMP依存性プ

ロテインキナーゼを活性化し，細胞内タンパク質をリン酸化する（Lasater, 1987; DeVries & 

Schwartz, 1989）。この結果，ギャップ結合チャネルは閉塞する（Van Buskirk & Dowling, 

1981; Lasater & Dowling, 1985a, b; Lasater, 1987; DeVries & Schwartz, 1989）。つまり，

ドーパミンは水平細胞間の電気シナプスの結合を減弱させて水平細胞の受容野を縮小し，水

平細胞の光応答の横方向への伝播を抑制すると考えられている（Teranishi et al., 1983; 

Piccolino et al., 1989）。水平細胞においてリン酸化されるタンパク質として，ギャップ結合

チャネルタンパク質（コネキシン）が報じられている（Lasater, 1987; Janssen-Bienhold et 

al., 1993; McMahon et al., 1994）。

　最近では，ドーパミン D1レセプター→cAMP→cAMP依存性キナーゼを介する系（Lasater 

1987; DeVries & Schwartz, 1989）以外に，細胞内 Ca2＋，H＋，cGMP，cGMP依存性キナー



網膜生理学の新たな展開

― ―59

ゼ，アラキドン酸，PKCなどもギャップ結合の調節因子として働いていることが報告されて

いる（Lasater, 1987; Miyachi & Murakami, 1989, 1991; Laufer et al., 1989; Miyachi et al., 

1990, 1991, 1994）。

4-9　単離水平細胞に惹起される奇妙な膜電流

　網膜内で水平細胞同士はギャップ結合を介して電気シナプスを形成している（Yamada & 

Ishikawa, 1965; Naka & Rushton, 1967; Kaneko, 1971a）。DeVries & Schwartz （1989, 1992） 

は魚類網膜から単離（・培養）した水平細胞にギャップ結合の片割れが存在していることを

見つけ，これをヘミギャップ結合チャネルと名付けた。このヘミギャップ結合チャネルは，

細胞外 Ca2＋ の除去や細胞外へのキニンの添加により活性化，そしてハロサン，オクタノー

ルやドーパミンの添加によって抑制されることが報じられた（DeVries & Schwartz, 1989, 

1992; Malchow et al., 1993, 1994; Dixon et al., 1996）。

　網膜組織内に水平細胞が存在するとき，水平細胞膜に発現しているヘミギャップ結合チャ

ネルは密着し，ギャップ結合チャネルを形成する。網膜に単離操作を実施すると，水平細胞

のギャップ結合は分断され，ヘミギャップ結合チャネルの細胞外側部（切断端）は突然細胞

外液に曝される。つまり，ヘミギャップ結合チャネルの細胞外切断端の Ca2＋ 濃度は細胞内

の nMオーダーから細胞外のmMオーダーへと一気に上昇し，このチャネルは閉塞する。細

胞外液の Ca2＋ 濃度を下げると，ヘミギャップ結合チャネルの細胞外切断端の Ca2＋ 濃度が細

胞内へと近づくため，ヘミギャップ結合チャネルが開口し，膜電流が発生すると推測される

（DeVries & Schwartz, 1989; Malchow et al., 1993; Dixon et al., 1996）。

　ギャップ結合の密着部では相対する細胞膜に埋め込まれたコネクソン（膜貫通タンパク質

複合体）はお互い連結し，無機イオンや分子量 1 KD以下の物質の輸送通路を形成している

（例えば，Yeager & Nicholson, 1996; Harris, 2001; Nagy et al., 2004; Weber et al., 2004; 

Popova, 2014）。分子生物学的研究から，コネクソンは 6つのコネキシン（サブユニットタ

ンパク質）により構成されていること，さらにコネキシンには20種類程の亜種が存在するこ

となどが判明している（例えば，Dermietzel et al., 2000: Söhl et al., 2000; Söhl & Willecke, 

2004）。最近，網膜のギャップ結合研究にも漸く分子生物学的手法が取り入れられ，その解

析が行われるようになってきた（例えば，コネキシン35: O’Brien et al., 1996，コネキシン

36: O’Brien et al., 2012，コネキシン43: Kadle et al., 1991; Giblin & Christensen, 1997; コ

ネキシン50 or 57: Massey et al., 2003）。

　近年，網膜内に水平細胞が存在するときでさえ，水平細胞の細胞膜にはヘミギャップ結合

チャネルが発現し，このチャネルが機能している可能性が報告された（Kamermans et al., 

2001; Fahrenfort et al., 2005; Vroman et al., 2013）（4-6-2-2参照）。中枢神経系ではグリア
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細胞に発現するヘミギャップ結合チャネルが物質通路として機能していることが報じられて

いる（Ye et al., 2003）。

4-10　網膜から単離した細胞を活用した研究

　単離神経細胞を作製する際，網膜を酵素処理した後，さらに機械的処理を行うため，神経

細胞にある神経突起は切断・消失し，結果として単離神経細胞にシナプス部分は残存しない

と推測されている。ところが，網膜から単離・培養した水平細胞は興奮性アミノ酸以外に，

GABAやドーパミンにも反応することが明らかとなった（例えば，Lasater et al., 1984; 

DeVries & Schwartz, 1989）。この結果は単離した水平細胞膜にこれらのシナプスレセプター

が残存している可能性を示唆しており，これらの応答性を調査することはシナプス研究を進

展させるために必要であると考えられた。網膜から水平細胞を含む総ての神経細胞とミュラー

細胞が単離され，細胞膜の電気的性質（各種のイオン電流）や化学物質に対する感受性が調

査された。ただし，網膜内層に広範な神経突起を有するアマクリン細胞や神経節細胞では，

単離に伴い神経突起の殆どが消失して概ね球体となるため，樹状突起に発現するイオンチャ

ネルやレセプターの解析は望めない。

　Tachibana & Okada （1991） はキンギョ網膜から双極細胞を単離し，この細胞を電気刺激

することによって終末から放出される L-グルタミン酸を，アメリカナマズ網膜から単離した

水平細胞を用いて検出することを試み，成功した。この結果，網膜内で視覚情報伝達の最短

経路，すなわち視細胞→双極細胞→神経節細胞の流れの中で，視細胞も双極細胞も神経伝達

物質をして L-グルタミン酸を放出していることを示している。

　網膜内から単離した神経細胞はイオンチャネルを介する膜電流やレセプターを介するで膜

電流の解析以外に，生化学や免疫細胞化学などで用いられる標本としても用いられている。

4-11　膜輸送体の研究

　網膜は 5層の神経細胞に加えて，これらの神経細胞の間に大型のグリア細胞であるミュラー

細胞が配置された薄層の神経組織である。外界の光環境変化は視細胞で受容され，光－膜電

位変換後化学シナプスを介して高次神経細胞に伝播される。網膜内での視覚情報処理は緩電

位で行われることが明らかとなっている。

　視覚情報伝達のため，シナプスで放出された神経伝達物質はシナプス後神経細胞の細胞膜

にあるシナプスレセプターに作用し，その後速やかにシナプス間隙から消失する必要がある。

例えば，網膜内にはアセチルコリンを神経伝達物質として放出しているアマクリン細胞（第

3次神経細胞）が存在する。アマクリン細胞から放出されたアセチルコリンはシナプス間隙

に存在するアセチルコリンエステラーゼによってコリンと酢酸に分解され，その有効性を失
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う。ところが，網膜において代表的な興奮性神経伝達物質である L-グルタミン酸および抑制

性神経伝達物質である GABAは放出された後，放出した神経細胞自身あるいはミュラー細

胞などに発現するトランスポーターを介して細胞内に回収され，シナプス間隙から除去され

る。最近の研究によって，網膜組織にはグルタミン酸トランスポーター，GABAトランス

ポーターやグリシントランスポーター以外にも，神経伝達物質に対応する多くのトランスポー

ターが存在していることが明らかになってきた（例えば，Barnstable, 1993; Hosoya & 

Tachikawa, 2009; Bringmann et al., 2013; Do Nascimento et al., 2013）。そして，それぞれ

のトランスポーターには複数の亜種が存在することも報告されている（例えば，Zhou & 

Danbolt, 2013）。

　物質輸送にイオンの濃度差を利用しているトランスポーターがある。例えば，細胞内外の

Na＋ の濃度差を利用している場合，イオン（電荷）が移動するので，トランスポーターの活

動を電気生理学的手法で調査することができる。例えば，視細胞に発現するグルタミン酸ト

ランスポーターは Na＋ と関連（L-グルタミン酸 1分子の取り込みに連動して 2～ 3分子の

Na＋ の流入， 1分子の H＋ の細胞内への流入と細胞外へ 1分子の K＋ の流出が生じる。そし

て，これらのイオンの移動以外に，L-グルタミン酸の取り込みと連動していない Cl－の流入

がある。）しており，その働きを電気生理学的に検出できるため，これまでに詳細に解析され

てきた（Tachibana & Kaneko, 1988; Eliasof & Werblin, 1993; Picaud et al., 1995a, b; Yang 

& Wu, 1997; Eliasof et al., 1998a, b）。マウス（Mus musculus）網膜桿体に発現するグルタ

ミン酸トランスポーターは桿体によって放出された L-グルタミン酸の殆ど取り込むことが報

じられている（Hasegawa et al., 2006）。一方で，ジュウサンセンジリス網膜では，錐体に

よって放出された L-グルタミン酸が錐体のみならずミュラー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除去される可能性が報じられている（Szmajda & DeVries, 2011）。

これらの研究を踏まえると，桿体と錐体ではシナプス間隙から L-グルタミン酸が除去される

しくみが異なっていることが予想される。

　抑制性神経伝達物質の代表である GABAも，放出後直ちに放出した神経細胞やグリア細

胞によって取り込まれる。このトランスポーターも起電性であり，GABA1 分子の取り込み

に連動して 2～ 3分子のNa＋ の細胞内への流入，そして 1～ 2分子のCl－の移動が生じる。

網膜水平細胞の細胞膜には，GABAトランスポーターが発現している（Lam & Steinman, 

1971;　Schwartz, 1982, 1987, 2002; Takahashi et al., 1995）。この GABAトランスポーター

は GABAを細胞外から細胞内へ輸送（取り込み作用）するのみならず，細胞内から細胞外

へ輸送（放出作用）する機能も有している（Schwartz, 1982, 1987, 2002）。従って，通常の

化学シナプスにおける神経伝達物質の放出とは異なり，水平細胞では GABAトランスポー

ターを介して GABAが放出される可能性が報じられている（Schwartz, 1982, 1987, 2002）。
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この GABA放出は Ca2＋ を必要とせず，膜電位変化（脱分極）にのみに依存している

（Schwartz, 1982, 1987, 2002）。放出された GABAは錐体に到達し，錐体を過分極させる可

能性がある（つまり，この研究は抑制性化学シナプス説を支持すると考えられる。）（4-6-2-1

参照）。

　神経機能を理解するには神経細胞やシナプスの究明に加え，神経伝達物質を回収するため

のしくみ（トランスポーター）の解明も必須であり，起電性を持つトランスポーターに関し

ては電気生理学的研究の対象として多くの成果を得ている。また，非起電性のトランスポー

ターの研究については，ラジオアイソトープ法や免疫組織化学法を用いた研究が盛んに行わ

れている（例えば，Chaudhry et al., 1999; Pow, 2001）。

4-12　網膜研究の新たな展開

4-12-1　ミュラー細胞の役割

　脊椎動物網膜に存在する 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）は光受容と視覚情報処理（例えば，色覚，形態視や運動視などの基礎過程

形成）に，そしてグリア細胞の一種であるミュラー細胞は神経細胞の機能維持に必要な細胞

外環境の整備及び神経細胞への栄養補給に当たっている（例えば，Newman & Reichenbach, 

1996）。

　網膜内には多種のイオン（Na＋, K＋, Cl－, Ca2＋, Mg2＋, やH＋ など）と多種の化学物質（L-

アスパラギン酸，L-グルタミン酸，グリシン，GABA，アセチルコリン，セロトニン，ドー

パミン，エンケファリン，コレシストキニン，サブスタンス P，やソマトスタチンなど）が

存在し，これらの網膜内分布や濃度は神経細胞やシナプスの活動により大きく変動すると考

えられている。例えば，外界の光環境変化に応じて視細胞を始め多くの神経細胞が活動する

と，シナプス間隙の L-グルタミン酸濃度や GABA濃度の上昇のみならず細胞外 K＋ 濃度や

H＋ 濃度などの変化を惹起する（Newman, 1995）。従って，時々刻々変化する外界の光環境

を正確に捉えるには各種のイオンを含む細胞外物質の増減は直ちに調整される必要があり，

このためにミュラー細胞は機能している。ミュラー細胞の細胞膜には Na＋-重炭酸イオン

（HCO3
－）共輸送体やNa＋-H＋ 対向輸送体（細胞内外の水素イオン濃度調節），グルタミン酸

トランスポーターや GABAトランスポーター（細胞外に放出された神経伝達物質の除去），

各種の電位依存性イオンチャネル（カルシウムチャンネルやカリウムチャネルなど）やリガ

ンド依存性レセプター（グルタミン酸レセプターや GABAレセプターなど）などが発現し，

また細胞内には炭酸脱水素酵素，グルタミン合成酵素や cAMP系などを調節する機序も存備

わっていることが明らかになっている（Reipe & Norenberg, 1977, 1978; Linser & Moscona, 

1979; Newman, 1987, 1991, 1994, 1995, 1996, 1999; Brecha & Weigmann, 1994; Johnson 
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et al., 1996; Eliasof et al., 1998a, b; Bringmann et al., 2000; Pannicke et al., 2000）。

　哺乳動物の脳ではグルタミン酸－グルタミンサイクルが機能していることが知られている

（例えば，Hertz, 1979; Shank & Aprison, 1981; Tani et al., 2014）。このサイクルでは，①神

経終末から放出された L-グルタミン酸がグルタミン酸トランスポーターを介してグリア細胞

内に取り込まれ，② L-グルタミン酸は細胞内のグルタミン合成酵素によって L-グルタミン

に変換され細胞外に輸送される，③この L-グルタミンはシナプス前神経細胞内に取り込ま

れ，グルタミン酸合成酵素によって L-グルタミン酸に変換され，⑤神経伝達物質として放出

されると考えられている。脊椎動物網膜においても，視細胞や双極細胞の一部が L-グルタミ

ン酸を神経伝達物質として放出していること（Trifonov, 1968; Murakami et al., 1972, 1975; 

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

1991; Ayoub et al., 1989; Copenhagen & Jahr, 1989; Miyachi & Murakami, 1989; Tachibana 

& Okada, 1991），ミュラー細胞に発現するグルタミン酸トランスポーターが L-グルタミン

酸を取り込むこと（Brew & Attwell, 1987; Schwartz & Tachibana, 1990; Eliasof & Werblin, 

1993; Eliasof et al., 1998a, b），視細胞に L-グルタミンを取り込むしくみが存在すること

（Boulland et al., 2002; Takahashi et al., 2003），そしてミュラー細胞にグルタミン合成酵素

が存在すること（Reipe & Norenberg, 1977, 1978; Linser & Moscona, 1979）が報告されて

いる。網膜内で，少なくとも視細胞と双極細胞は L-グルタミン酸を神経伝達物質として放出

しており，これらのシナプス伝達にグルタミン酸－グルタミンサイクルが機能している可能

性が高い。ただし，マウス網膜の桿体－双極細胞間シナプスでは，桿体から放出された L-グ

ルタミン酸の殆どが桿体自身に発現するグルタミン酸トランスポーターにより取り込まれる

ことが報告されている（Hasegawa et al., 1997）。

　ここ数年，中枢神経系でのグリア細胞の研究が盛んに行われ，神経機能のみならず発生や

免疫にも重要な役割を担っていることが明らかになってきた。これらを勘案すると，網膜に

おけるミュラー細胞の機能解析をさらに進める必要があろう。

4-12-2　不思議な光感覚　──視細胞以外の光感受性細胞の存在──

　盲人への強光照射がメラトニン合成を抑制することが報じられている（Czeisle et al., 1995; 

Lockley et al., 1997）。また，視細胞を有しないマウスが示す日周変化が明暗に同調するこ

と，そして瞳孔反射を示すことも明らかになっている（Ebihara & Tsuji, 1980; Yoshimura & 

Ebihara, 1996; Freedman et al., 1999; Lucas & Foster, 1999; Lucas et al., 2001）。これらの

報告は網膜に視細胞（桿体と錐体）以外の光感受性を有する細胞が存在することを示唆して

おり，実際にヒトとマウスの網膜神経節細胞に視物質の一種であるメラノプシンが存在する

ことが明らかにされた（Gooley et al., 2001; Hannnibal et al., 2002; Hatter et al., 2002; 
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Provencio et al., 2002）。視細胞以外の光感受性細胞として神経節細胞が認知され，最近では

内因性光感受性網膜神経節細胞 （Intrinsically photosensitive retinal ganglion cell; ipRGC） と

呼ばれている。

　錐体と桿体を光受容器とする網膜組織が形作る視覚機能として，明暗，色覚，形態視や運

動視などが挙げられるが，内因性光感受性神経節細胞ではイメージ形成を伴わない視覚が形

成されると考えられている。マウス網膜を用いた研究では神経節細胞の約 2％がメラノプシ

ンを含み，この神経節細胞の神経軸索（視神経線維）は既存の視覚経路とは違い，視交叉上

核に投射することが知られている（Hatter et al., 2002）。視交叉上核は睡眠・覚醒や血中ホ

ルモン濃度などの日周リズムを調整する生物時計が存在する場所として知られおり，内因性

光感受性神経節細胞からの視覚情報は日周リズム形成に関与していると推測されている

（Berson et al., 2002）。近年，内因性光感受性神経節細胞を介する視覚経路は瞳孔反射に関与

すること，さらに明るさの検出にも役立っている可能性があることが示された（Bailes et al., 

2010; Brown et al., 2010, 2012; Ecker et al., 2010; Sexton et al., 2012）。

　ヒト網膜に存在する桿体と錐体の光吸収特性はそれぞれ異なり，青色錐体（430 nm），緑

色錐体（530 nm），赤色錐体（561 nm）と桿体（491 nm）である（例えば，Schnapf et al., 

1988）。盲人のメラトニン合成抑制効果と日周期リズムの同調で確認された内因性光感受性

神経節細胞の光感受性は 480 nm（青色）付近にあり，錐体や桿体とは一致しない（Lockley 

et al., 2003; Zaidi et al., 2007; Bailes & Lucas, 2013）。視細胞と内因性光感受性神経節細胞

の生理学的な違いは，視細胞（桿体と錐体）が光照射に伴い過分極性応答を示すのに対し，

光感受性神経節細胞は脱分極性応答を発生することである（実際には，光受容に伴う脱分極

によって活動電位を発生する。）（Berson et al., 2002）。神経節細胞の細胞膜に存在するメラ

ノプシンの密度は錐体や桿体の 1万分の 1であり，光電気変換には比較的強い光が必要であ

るが，神経節細胞の膜電位変化は大きくかつ持続的である（Do et al., 2009）。

　神経節細胞以外に，水平細胞にも光感受性が存在する可能性が報じられた（Bellingham et 

al. 2002; Drivenes et al., 2003; Jenkins et al., 2003）。Cheng et al. （2009） は硬骨魚（アメ

リカナマズとキンギョ）の水平細胞にメラノプシンが存在し光感受性を示すこと，この結果

電位依存性カルシウムチャネル活性が変化することを明らかにした。下等脊椎動物では神経

節細胞のみならず水平細胞にもイメージ形成には寄与しない光感受性が存在するようである。

今後，これららの機能解析をさらに進める必要がある。

4-13　おわりに　──網膜機能の解明に向けて──

4-13-1　水平細胞の役割

　水平細胞は魚類から哺乳類に至るまでの総ての脊椎動物網膜に第二次神経細胞として存在
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し，視細胞からのシナプス入力を受け取り，おそらく視細胞にシナプス出力を送っている（例

えば，Baylor et al., 1971; Thoreson et al., 2008; Packer et al., 2010; Jackman et al., 2011）。

色覚を有する下等脊椎動物では水平細胞は 4～ 5種類そして色覚を有しない動物では 2種

類，また哺乳動物網膜には 1～ 3種類の水平細胞が存在する。

　網膜内に存在する水平細胞は，暗時に視細胞が放出する L-グルタミン酸を受け取り脱分極

しており，光照射に伴って過分極する（ただし，色覚を有する下等脊椎動物網膜の C型水平

細胞の発生する光応答は波長依存性を示すため，光照射に対して脱分極性光応答を示すこと

もある。）。網膜内から単離（・培養）した水平細胞の細胞膜を調査すると，電位依存性カル

シウムチャネルや電位依存性ナトリウムチャネル以外に複数のイオンチャネルが発現してい

る（例えば，Shingai & Christensen, 1983, 1986; Tachibana, 1983）。不思議なことに，単離

（・培養）水平細胞にはカルシウム依存性活動電位が発生することも報告されている（例え

ば，Johnson & Lam, 1981; Tachibana, 1981）。しかし，生理的条件下の水平細胞（網膜内に

存在し，水平細胞周辺のイオン環境が正常状態のとき）は，光照射に対して緩電位型の膜電

位変化を示す神経細胞として機能している。

　水平細胞同士はギャップ結合によって電気シナプス結合しているため，その受容野は極め

て大きく数mmにも及ぶ（例えば，Kaneko, 1971a）。この広範な受容野情報は錐体に抑制性

信号として伝播されるためめ，錐体の周辺部に抑制効果が生まれる（例えば，Baylor et al., 

1971）。結果として，双極細胞の中心 -周辺拮抗的受容野の周辺部応答が形成されると考え

られている（例えば，Marchiafava, 1978; Toyoda & Tonosaki, 1978; Dacey et al., 2000）。

下等脊椎動物網膜では，水平細胞から錐体への抑制性信号が三原色過程から反対色過程への

色覚変換にも関与していると考えられている（例えば，Stell, 1975; Stell et al., 1975; 

Murakami et al, 1982a, b）。ただし，哺乳動物網膜水平細胞が反対色過程の形成に関与して

いるのか否かについては未だ確定していない（例えば， Dacey, 1999, 2000）。また，水平細

胞から桿体への抑制性信号も報告され，錐体と同様に双極細胞の周辺応答を形成していると

推測されている（Thoreson et al., 2008）。水平細胞間のギャップ結合はドーパミンのみなら

ず NOやレチノイン酸などによっても修飾されることを勘案すると，周囲の明暗状況以外に

も周辺受容野形成に影響する要因が存在することが窺える。

　Maksimova （1969） はキタカワカマス（Esox lucius）網膜の L型水平細胞から膜電位変化

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，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。結果として，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が示された。この研究は水平細胞の機能を明らかに

しようとする最初の試みであり，この報告から半世紀近くが経過しようとしている今でさえ，

水平細胞の役割を正確に説明することは難しい。とはいえ，これまでに得られた水平細胞に
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関する知見を総合すると，網膜内視覚情報処理における水平細胞の役割として，形態視の基

礎となる中心－周辺拮抗的受容野の形成ならびに色覚の基礎となる三原色過程から反対色過

程への変換が妥当のようである。

4-13-2　網膜における視覚情報処理の現状

　網膜の機能を解明するには，出力細胞である神経節細胞の働きを理解することである。神

経節細胞は活動電位を発生する細胞群であり，光刺激に対する応答性に基づき ON型，OFF

型そして ON-OFF型に分類される（例えば，Adrian &, Matthews, 1927a, b, 1928; Hartline, 

1938）。これらの分類は同心円状の受容野を持つことを前提とした分類であるが，哺乳類の

ような高等な動物では複雑な特徴抽出が行われており，ON型，OFF型そして ON-OFF型

とは異なる分類が採用されている。例えば，ネコ網膜神経節細胞では受容野特性や軸索伝送

速度のなどの生理学的違いから，X細胞，Y細胞とW細胞に分類されている（例えば，

Enroth-Cugell & Robson, 1966; Cleland & Levick, 1974a, b; Stone & Fukuda, 1974）。ま

た，神経節細胞は形態学的な分類も行われ，α 細胞，β 細胞と γ 細胞と名付けられている。

後年，これらのα 細胞，β 細胞と γ 細胞は X細胞，Y細胞とW細胞と一致していることが

明らかとなった（例えば，Boycott & Wässle, 1974）。ヒトを含む霊長類網膜神経節細胞では

細胞体と樹状突起の形態学的特徴から，パラソル細胞，ミジェット細胞とその他の細胞に分

類されている（例えば，Schiller & Malpeli, 1977; Perry & Cowey, 1984; Shapley & Perry, 

1986; Watanabe & Rodieck, 1989）。このように，神経節細胞の研究は古くから行われてい

るものの，生理学的にも形態学的にも未だ充分とは言えない状況にある。

　ウサギ網膜では方位選択性及び方向選択性を示す神経節細胞が報告されており，色や形に

加え動きなどの視覚情報も神経節細胞を介して脳に伝播されているに違いない（例えば，

Barlow et al., 1964; Barlow & Levick, 1965）。最近，Baden et al. （2016） はカルシウムイ

メージ法を利用してマウス網膜の神経節細胞を調査した結果，32もの機能的に異なる神経節

細胞が存在し，これらが脳に出力していることを報告した。これまでの形態学的および生理

学的検索によって得た神経節細胞の分類よりも多く，網膜内の神経細胞による情報処理が現

有の知見を遥かに超え，極めて複雑である可能性があることを示している。今後，網膜を構

成する神経細胞とこれらが形成するシナプスについてさらに詳細な研究が必要となり，この

ため新たな研究法の開発が必要となっている。

化学物質の名称

　化学物質（薬品を含む）の名称は，日本語（カタカナ）表記に努めた。しかし，薬品名称
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が長く，略記が一般的に用いられる化学物質の場合，カタカナ表記を避けた。
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【注】

 1） ガラス管微小電極法は細胞内電極法とも言われ，単一筋肉細胞や単一神経細胞などの膜電位を電気生理
学的に調べるために考案された方法である。 1～1.5 mmのガラス管に熱を加えて引っぱり，先端孔径 
0.5 µmまたはそれ以下にまで細くしたガラスピペット（ガラス管微小電極あるいは細胞内電極と呼ぶ。）
を作製し，この内部に塩化カリウム（KCl）などの電解質溶液を充填して使用する。この電解質溶液の
中に銀－塩化銀線（この塩化銀で被覆した銀線は，電解質溶液と金属の境界面にイオンが蓄積すること
を防ぐため，電気生理学では多用されている。）を置き，この銀－塩化銀線と前置増幅器・主増幅器内蔵
型電圧計を金属線を介して接続した。膜電位を測定する場合，細胞内にガラス管微小電極を刺入し，細
胞外にある基準電極（銀－塩化銀電極）との間の電位差を測定する。第 1図では，非興奮時（安静時）
の神経細胞の膜電位を導出するための装置と電気の流れを模式化した。

 2） 交流回路の全抵抗をインピーダンスと言い，抵抗，容量そしてインダクタンスからなる。Cole & Curtis 
（1939） が実験を行った頃，神経細胞の細胞膜は容量と抵抗からなると推測されていた。従って，細胞膜
の容量が活動電位の発生の有無で大きく変化しないことを踏まえれば，インピーダンス測定によって抵
抗成分が変化したと考えることができ，つまり膜の透過性が変化したと考えることができた。後年，神
経細胞の細胞膜に抵抗と容量以外にインダクタンスを加える必要性が報告されている（例えば，Cole, 
1941）。しかし，インダクタンスの実体については明らかになっていない。

 3） Du Bois Reymond （1877） はシナプス伝達が化学的である可能性，そして Hermann （1879b） は電気的
である可能性を示唆した。以降，化学説を主張する Daleと Loewiならびに電気説を主張する Erlanger
と Gasserが凌ぎを削った（Leowi, 1921; Erlanger & Gasser, 1937; Dale & Feldberg, 1934a, b）。1940
年以降も化学説を主張する Daleと電気説を主張する Ecclesが真実を求めて実験を重ねるも，中々結論
を得ることはできなかった。しかし，1950年半ば，Eccles一派は自分たちの電気生理学的実験結果を踏
まえ電気説を放棄し，化学説が勝利した（Eccles, 1982）。

 4） 観測される現象は確率的に変動するものが多く，観測データを説明するために統計モデルがよく使用さ
れる。確率分布の分布形は確率変数によって決まり，確率変数は離散型と連続型に分けることができる。
離散型確率分布として二項分布，ポアソン分布や幾何分布などが，一方連続型確率分布として正規分布，
χ 二乗分布や t分布などが知られている。Del Castilloと Katz （1954） は自発性微小終板電位の振幅を統
計処理した結果，ポアソン分布に適合することを見つけた。

 5） 南米の原住民がツヅラフジ科の Chondrodendron tomentosumの樹皮から作製した物質であり，矢毒とし
て狩りに用いる。Bernard （1856） がその効果をカエルの神経筋標本で調査し，筋肉側にその作用部位が
あることを明らかにした。クラーレの主成分はツボクラリンであることが明らかになっている（King, 
1935）。クラーレは脊椎動物の神経筋接合部において，筋肉のシナプス後膜（アセチルコリンレセプター）
に結合し，神経伝達物質であるアセチルコリンの作用を阻害する。つまり，運動神経と筋肉の情報伝達
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を遮断する。Grif�th & Johnson （1942） は，クラーレを筋弛緩剤として麻酔に使用した。現在でも，合
成されたクラーレが臨床現場で使用されている。

 6） ヒトを始めとする真核生物において，遺伝子からmRNAに転写される際，先ずmRNA前駆体からイン
トロン（遺伝子に不要な塩基配列）が除去され，エクソン（遺伝子を構成する塩基配列）のみからなる
成熟mRNAが作られる。この成熟mRNAに逆転写酵素を作用させて合成されたDNAを complementary 
DNA（相補的 DNAあるいは cDNA）と呼ぶ。cDNA はイントロンを含まない状態の遺伝子（塩基配
列）を知ることができきるため，遺伝子クローニングに広く利用されている。cDNAはタンパク質に翻
訳される領域の配列が開始コドンから終止コドンまで総て含まれており，タンパク質の一次構造（アミ
ノ酸配列）を解明するために大変便利である。

 7） 細胞膜に発現するイオンチャネル，レセプターやトランスポーターなどはタンパク質でできている。タ
ンパク質はアミノ酸がペプチド結合した高分子であり，基本的にアミノ酸の配列は遺伝子に刻まれてい
る。遺伝子にコードされた情報に基づき配置されたアミノ酸をタンパク質の一次構造と呼ぶ。アミノ酸
を水素結合などによりα -へリックスや β -シートと呼ばれる平面を形成する。これがタンパク質の二次
構造である。この二次構造は水素結合，共有結合（ジスルフィド結合），疎水性相互作用や静電的相互作
用 により立体（三次元）構造を形成する。これがタンパク質の賛辞構造である。さらに，複数のタンパ
ク質が一つの機能体を形成するとき，タンパク質が 4次構造を形成すると表現することがある。

 8） ホルモンレセプターやシナプスレセプターは生体内にある生理活性物質（ホルモンや神経伝達物質）が
結合し，その作用を発揮する。アゴニストとはレセプターに結合して，生体内にある生理活性物質と同
様の生体反応を示す薬剤（リガンドとも言う。）を指す。他方，アンタゴニストとはレセプターに結合す
ることで，生理活性物質の機能を妨げる薬剤を指す。

 9） ガラス管微小電極でカエル骨格筋を膜電位固定し，膜電流を導出すると，揺らぎが認められた（Katz & 
Miledi, 1970, 1971）。この揺らぎを対象とした研究をノイズ解析と呼び，イオンチャネルの単一チャネ
ルコンダクタンスや細胞に発現するチャネル数を推定することができる。ノイズ解析は，常電流ノイズ
解析と非定常ノイズ解析に分けることができる（Stevens, 1972; Anderson & Stevens, 1973）。ノイズ解
析によって，膜電位変化がイオンチャネルの開閉を伴うことが明らかとなった。パッチクランプ法が開
発される前，ノイズ解析は盛んに行われた。

10） 顕微鏡観察が困難な組織内に埋もれ，顕微鏡による確認が困難な神経細胞を対象として膜電流記録を行
うパッチクランプ法を，特にブラインドパッチ法と呼ぶ（例えば，Castañeda-Castellanos et al., 2006）。
パッチ電極を通じて矩形波電流を流し，この波形の変化を観察しながら，電極を細胞に接触させ膜電流
を導出する。複数の細胞種が混在する組織においてブラインドパッチ法を適用する場合，どの種の細胞
から記録を得ているのかが不明であるため，電極内液に標識物質を加えて実験終了後細胞を同定する必
要がある。

11） シナプス伝達に伴い樹状突起に発生するシナプス後電位（緩電位応答［アナログ信号］）は，神経軸索起
始部で活動電位の発生を促す。活動電位の発生頻度はシナプス後電位の振幅と時間経過に依存している。
神経軸索の終末に到達した活動電位は，シナプス終末から神経伝達物質を放出させる。神経伝達物質の
放出量（と放出時間）は活動電位の発生頻度と持続時間に依存している。特異な形態を持つ神経細胞が
細く・長い突起（神経軸索）を介して電位変化を伝播するために，進化の過程でイオンチャネルを獲得
し，これを巧みに利用して活動電位（デジタル信号）を発生させるようになったに違いない。しかし，
神経細胞同士の情報伝達（シナプス伝達）ではシナプス間隙が存在するため，デジタル信号は一旦神経
終末で終了し，神経伝達物質の放出というアナログ信号に置き換えられる。つまり，脳での情報処理が
デジタルで行われるという表現には，シナプス伝達がアナログ処理であるという事実が含まれているこ
とになる。

12） シナプスは，電気シナプスと化学シナプスに分類される。電気シナプスではシナプス前神経細胞とシナ
プス後神経細胞がギャップ結合し，このギャップ結合チャネルを介してイオンは自由に移動することが
できる。このため，膜電位変化はこのギャップ結合をそのまま通過する。一方，化学シナプスにはシナ
プス間隙が存在するため，シナプス前神経細胞とシナプス後神経細胞を繋ぐ化学物質が存在し，神経伝
達物質と言う。シナプス前神経細胞の脱分極に伴い放出された神経伝達物質はシナプス間隙を拡散し，
シナプス後神経細胞に到達する。シナプス後神経細胞にはシナプスレセプターが発現し，神経伝達物質
と結合して，イオンチャネルを活性化して膜電位変化を引き起こす。現在，網膜の神経伝達物質として
L-グルタミン酸，GABA，グリシン，ドーパミンやアセチルコリン以外に数種類の神経伝達物質が知ら
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れている。当然，これらの神経伝達物質に対応するシナプスレセプターが存在することが明らかとなっ
ている。 1種類の神経伝達物質に対して複数のシナプスレセプターが存在することがある。例えば，
GABAレセプターには GABAA，GABABそして GABACレセプターの 3種類が報じられている。

13） 脂質二重膜でできた細胞膜には多くのタンパク質が存在している。シナプスレセプターやイオンチャネ
ルなどもタンパク質の一つであり，細胞膜にイオンの通路を形成する。イオンチャネルの通路の選択性
は高く，例えばナトリウムチャネルは Na＋ のみをクロライドチャネルは Cl－のみを通過させる。チャネ
ルを介するイオンの駆動力は細胞内外の電位差とイオン濃度による。イオンチャネルの開閉は多くのし
くみで制御されている。膜電位により開閉が制御されているイオンチャネルを電位依存性イオンチャネ
ル，化学物質（薬剤）の有無により開閉が制御されているイオンチャネルをリガンド依存性イオンチャ
ネルと呼ぶ。これら以外に，機械的変異や温度差などによって開閉するイオンチャネルも知られている。
網膜の神経細胞に発現する電位依存性イオンチャネルとして，カルシウムチャネル，ナトリウムチャネ
ル，カリウムチャネルやクロライドチャネルなどが知られている，それぞれは，さらにサブタイプに分
類される。リガンド依存性イオンチャネルとして，グルタミン酸レセプターチャネル，GABAレセプ
ターチャネル，グリシンレセプターチャネル，アセチルコリンレセプターチャネルなどが知られている，
これらのリガンド依存性イオンチャネルもサブタイプが存在している。

14） 網膜をパパイン処理ならびに機械処理して神経細胞を単離したとき，視細胞，双極細胞と水平細胞は極
めて特異な形態を呈しているため，その区別は容易である。しかし，アマクリン細胞と神経節細胞は網
膜内から単離された後，神経軸索や神経突起が消失して概ね球形となり，両者の区別は困難であった。
単離した神経節細胞を実験に供したいとき，神経節細胞を染色する方法が開発された（例えば，Kaneda 
& Kaneko, 1991）。単離操作を行う以前に神経節細胞が達する脳内部位に予め色素を投与する（ネコで
は外側膝状体と上丘に 2％の1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate［DiI］
を注入し，数日後に単離操作を行う。この間，DiIは神経軸索を逆行性に移動し，網膜内にある細胞体
を赤く染色する。）。従って，単離後色素で染色された球体細胞が神経節細胞である。ただし，単離後球
形を呈するアマクリン細胞を神経節細胞と区別する方法がなく，アマクリン細胞の研究は専らスライス
網膜標本で行われた。

15） 単離操作終了後，神経細胞を含む懸濁液をガラス板（カバーグラスなど）の上に置き，Leibovitz’s L-15 
Medium やMedium 199のような培養液（魚類網膜細胞で一般的に使用されている。）を加え静置する。
数時間経過すると少数の細胞はガラスに接着するが，生理実験に供するためリンガー液を灌流すると単
離細胞の多くはガラス板から剥がれてしまう。数日間経過後，単離細胞の一部はガラス板に強固に接着
し，リンガー液の灌流にも耐えうるようになり，生理実験が可能となる。しかし，樹状突起が残存する
ような単離細胞の場合，突起の一部がガラス板から剥がれ，ガラス管微小電極やパッチ電極での記録が
困難になることがある。Tachibana （1981, 1983） は寒天中に単離水平細胞（水平細胞は細胞体の大きさ
が 50 µmを超える大きな神経細胞である。）を封入し，動きを止めて生理実験を行った。その後，ガラ
ス板にコンカナバリンAを塗布することで単離細胞が不動となることが明らかとなり，この方法が用い
られるようになった（例えば，Puopolo et al., 2005）。コンカナバリン A以外に，ポり-L-リシンなども
使用された（例えば，Rosenberg & Dichter, 1989）。近年，Lamininや Fibronectinなどのタンパク質を
ガラス板に塗布することで，単離細胞の着床が良くなることがわかり汎用されている（例えば，Tonge 
et al., 2012）。

16） 細胞膜あるいは細胞質（細胞核内も含む）には，外界のみならず身体内由来の各種の変化を受けとるた
めの分子（あるいはその複合体）が存在している。この分子（あるいはその複合体）をレセプター（受
容体）と呼ぶ。例えば，脊椎動物味覚細胞には味分子に対する味レセプター，化学シナプスではシナプ
ス後神経細胞にシナプスレセプター，あるいはホルモンの標的細胞にはホルモンレセプターが発現して
いる。神経伝達物質の受容にかかわるシナプスレセプターは膜貫通型レセプターであり，細胞膜に埋も
れて存在している。これらのレセプターはイオンチャネルと直接的に連動するイオンチャネル型レセプ
ターと，Gタンパク質を介してイオンチャネルと間接的に連動する代謝型レセプターに分類される。シ
ナプスレセプターがイオンチャネル型レセプターであれば，シナプスレセプターへの神経物質の結合に
伴いイオンチャネルの開閉が生じる。一方，代謝型レセプターであれば，シナプスレセプターへの神経
物質の結合に伴いGタンパク質が活性化し，その後細胞内でセカンドメッセンジャーが働き，最終的に
イオチャネルの開閉に結びつく。脊椎動物網膜視細胞は神経伝達物質として L-グルタミン酸を放出して
いる。第二次神経細胞である水平細胞およびOFF型双極細胞にはイオンチャネル型グルタミン酸レセプ



網膜生理学の新たな展開

― ―91

ターが発現している。しかし，ON型双極細胞には代謝型グルタミン酸レセプターが存在している。こ
のため，視細胞による L-グルタミン酸の放出により，水平細胞と OFF型双極細胞は脱分極，一方 ON
型双極細胞は過分極を生じる。このように，ある化学物質がこれを受容するレセプターの相違により，
全く異なる生理応答を引き起こすことを示している。

17） カルシウムイオン（Ca2＋）は細胞外では 1 mM程度，そして細胞内では nMオーダーであることが知ら
れている。筋肉の収縮に Ca2＋ が必須であることが明らかになって以降，Ca2＋ の重要性が脚光を浴びる
ようになった（Ebashi & Kodama, 1965）。視細胞でも Ca2＋ 説が光電位変化のしくみに関与するという
報告があり，詳細な研究が進められてきた（Hagins, 1972; Hagins & Yoshikami, 1974）。1980年代，
cGMP説が確定（Fesenko et al., 1985）すると，Ca2＋ は視細胞内で感度調節などに関与することが明ら
かとなった（Kawamura & Tachibanaki, 2014）。Ca2＋ の重要性はシナプス伝達でも明らかとなり，神経
伝達物質の放出には必須のイオンとなっている（Tachibana & Okada, 1991）。細胞内 Ca2＋ 濃度測定は
非常に難しい技術であったが，Tsien （1980） が Ca2＋ 感受性色素を開発し，その測定は非常に容易にな
り，細胞内 Ca2＋ 研究は急速に進展した（Grynkiewicz, et al., 1985）。ちょうどこの時期，パッチクラン
プ法が普及し，カルシウムチャネルの解析も進み，現在多くの機能にこのチャネルが関与していること
が知られている。細胞内への Ca2＋ 供給路としてカルシウムチャネル以外に，細胞内小器官の一つであ
る小胞体がCa2＋ 貯蔵庫として細胞内のCa2＋ 濃度増減に関与していることも明らかとなっている（Endo 
et al., 1970; Iino. 1990）。現在，Ca2＋ は細胞内シグナル伝達を担う代表的なセカンドメッセンジャーの
一つであり，広範な細胞機能の制御に関与していることが知られている（例えば，Timothy, 1988; 
Berchtold, et al., 2000; Clapham, 2007）。網膜や脳神経系においても，神経伝達物質放出，シナプス可
塑性や神経細胞死などに関与している（例えば，Grienberger & Konnerth, 2012; Südhof, 2012）。また，
各種グリア細胞機能の制御にも不可欠である（例えば，Sharma & Ping, 2014）。

18） 一酸化窒素（NO）は不安定な気体であり，酸素に触れると速やか（半減期は数秒である。）に酸化され
て二酸化窒素（NO2）となる。不思議なことに，このような不安定な気体が血管内皮細胞由来の血管平
滑筋弛緩因子として循環制御に重要な役割を果たすことが明らかとなった（Furchgot & Zawadzki, 1980; 
Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1988）。生体内で NOは一酸化窒素合成酵素の作用によってアルギニ
ンから合成され，可溶性グアニル酸シクラーゼの活性化を介して cGMP産生を促すことが知られている
（Ignarro et al., 1986）。近年，中枢神経系でも NOの役割が明らかになっている（例えば，Garthwaite, 
1991; Dawson et al., 1992）。NOはシナプス可塑性の調節（小脳の長期抑圧，海馬の長期増強や大脳皮
質の長期増強など），脳血流量の調節や神経細胞死への関与していることが報じられている（例えば，
Calabrese et al., 2007; Gordon et al., 2007; Hardingham et al., 2013）。NOの放出部位としてシナプス
前神経細胞や後神経細胞などが知られている（例えば，Wang et al., 2005）。

19） シナプス前神経細胞の興奮に伴い放出された神経伝達物質はシナプス後神経細胞の細胞膜に発現するシ
ナプスレセプターに結合し，膜電位変化を引き起こす。シナプスレセプターがイオンチャネル型レセプ
ターであれば，神経伝達物質の結合によってレセプターに連動するイオンチャネルが開口し，イオンが
移動する。例えば，GABAAレセプターに GABAが結合すると，クロライドチャネルの開口が生じる
（例えば，Sigel & Steinmann, 2012）。また，シナプスレセプターが代謝型レセプターであれば，神経伝
達物質の結合によって，レセプターと連動するする酵素が活性化し，さらなる化学反応の連鎖を引き起
こす。この結果として，イオンチャネルの開口あるいは閉塞が生じる（イオンチャネルの開閉以外に，
細胞内の生理活性物質に影響することもある。）。例えば，GABABレセプターに GABAが結合すると，
Gタンパク質が活性化し，アデニル酸シクラーゼの活性調節を介してカリウムチャネルの開口が生じる
（あるいは，カルシウムチャネルが閉塞することも知られている。）（例えば，Bettler et al., 2004）。この
ように，イオンチャネル型と代謝型のレセプターではイオンチャネルの開口までのプロセスに大きな差
異が認められる。

20） 現在，イオンチャンネル型グルタミン酸レセプターは，薬理学的に AMPA型，NMDA型およびカイニ
ン酸型に分類される。これらのレセプターは生理学的にも異なっており，例えば㋐ AMPA レセプター
は速い興奮性情報の伝播を担う，㋑ NMDA レセプターは Na＋ や K＋ に加え Ca2＋ 透過性を示すため，
カルシウム依存性酵素の活性を調節してシナプスの形態や情報伝達の効率に影響する，そして㋒カイニ
ン酸レセプターはシナプス前神経細胞に発現して神経伝達物資の放出を調節するなどが知られている（例
えば，Dingledine et al., 1999）。この薬理学的分類が使われる以前，AMPA型グルタミン酸レセプター
はキスカル酸型レセプターと呼ばれていた。中枢神経系において，AMPAの方がキスカル酸よりも特異



髙 橋 恭 一

― ―92

性が高いため，AMPA型と呼ばれるようになった（例えば，Watkins et al., 1990a）。不思議なことに，
昆虫や甲殻類など無脊椎動物のキスカル酸レセプターはAMPAに反応しないことが知られている（例え
ば，Collingridge & Lester, 1989; Watkins et al., 1990b）。

21） グルタミン酸レセプターにはイオンチャネル型と代謝型が存在する。代謝型グルタミン酸レセプターは，
8 つのサブタイプに分類されている（Metabotropic glutamate receptor type 1[ mGluR1] ～mGluR8）。
これらはレセプターの構造，薬理学的特性および情報伝達系の違いにより 3グループ（グループⅠ : 
mGluR1とmGluR5; グループⅡ : mGluR2とmGluR3； グループⅢ : mGluR4，mGluR6，mGluR7と
mGluR8）に分けられる（例えば，Willard & Koochekpour, 2013）。例えば，グループⅡに属する
mGluR2およびmGluR3レセプター（mGluR2/3レセプター）は Gタンパク質を介してアデニル酸シク
ラーゼ活性を抑制することが知られている。アデニル酸シクラーゼは ATPから cAMPを合成する酵素
であり，これを抑制することで細胞内の cAMP量は減少する。mGluR2/3レセプターの活性化によって，
カリウムチャネルの活性化やカルシウムチャネルの抑制が生じることが知られている（例えば，
Niswender & Conn, 2010）。勿論，イオンチャネル以外にも cAMP減少に伴い複数の生理現象が影響を
受ける。このように，cAMPは情報の流れの 2番目にいるため，セカンドメッセンジャーと呼ばれる。
セカンドメッセンジャーには cAMPの他に，cGMP（サイクリック GMP），ジアシルグリセロールなど
が知られている。

22） L-グルタミン酸はグルタミン酸脱水素酵素が存在すると，補酵素である NAD＋ （Nicotinamide adenine 
dinucleotideの酸化型）によってアミノ基を脱離してα-ケトグルタル酸に変換される。この際，NAD＋ 

から NADH（Nicotinamide adenine dinucleotideの還元型）に変化し，アンモニア（NH4
＋）を生じる。

このグルタミン酸脱水素酵素はα -ケトグルタル酸とアンモニアが存在すると，L-グルタミン酸を合成
する。つまり，両方向の化学反応に関与する酵素である。

 L-グルタミン酸＋NAD＋＋H2O

グルタミン酸脱
水素酵素

α-ケトグルタル酸＋NADH＋NH4
＋ 

NAD＋ はニコチンアミドヌクレオチドおよびアデノシンからなる物質である。NAD＋ はヌクレオチドが
基本骨格となるために，波長 260 nm（この波長は，DNAの光吸収極大域である。）の紫外線を良く吸
収する。また，NADHは波長 340 nmの紫外線を吸収し，NAD＋ NADHの変化は波長 340 nm
の吸光度の測定によって比較的簡単に測定することができる。ただし，この測定には限界があり，微量
な L-グルタミン酸濃度変化を検出することは難しい。

23） 脊椎動物中枢神経系の化学シナプスでは，シナプス終末内に神経伝達物質が充填されたシナプス小胞が
多数（10～100程度）存在し，細胞内 Ca2＋ 濃度の上昇に伴いこの小胞が細胞膜と融合して内容物である
神経伝達物質を細胞外に放出することが知られている（例えば，Schneggenburger & Neher, 2005）。こ
れを，開口放出（Exocytosis； エキソサイトーシス）と呼ぶ。この放出過程は，シナプス小胞の細胞膜
付近への移動（トランスロケーション）→細胞膜への付着（ドッキング）→放出準備過程（ プライミング
［エネルギーを消費する過程］）→シナプス小胞と細胞膜の融合→開口放出という一連の経過を辿ることが
明らかになっている（例えば，Wojcik & Brose, 2007）。視細胞ならびに双極細胞のシナプス終末を電子
顕微鏡観察すると，多数のシナプス小胞が観察され，開口放出によって神経伝達物質が放出されている
ことが伺える。しかし，中枢神経系の化学シナプスには存在しないシナプスリボンという特異な細胞内
構造が網膜には認められる（Heidelberger et al., 2005; Fox & Sanes, 2007）。

【補　足　説　明】

（1）　第 4図および第 5図の実験
【実験材料と方法】
単離心室筋作製法
　氷を用いて低温麻酔したウシガエル（Rana catesbeiana）の頭部を切断し，脳および脊髄の両側を穿刺し
た。心臓を摘出し，心室筋を 2 mm角に剪刃を用いて切断した。この心室筋断片を1N-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］，2.0 mM 塩化カリウム［KCl］，1.0 mM 塩
化カルシウム［CaCl2］，5.0 mM 塩化マグネシウム［MgCl2］，10.0 mM ブドウ糖［Glucose］，10.0 mM 
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Tris-hydroxymethyl-aminomethane ［Tris］，0.01 mg/ml ウシ血清アルブミン［BSA］［A-9647］）で数回洗浄
し，その後断片を1N-水酸化ナトリウム（NaOH）を用いて pH 7.0に調整したコラゲナーゼ溶液（10 U/ml 
Collagenase Type2［LS004174, Worthington Biochemical Co.］, 120.0 mM NaCl，2.0 mM KCl，5.0 mM 
MgCl2，10.0 mM Glucose，10.0 mM Tris，0.01 mg/ml BSA）に移し，28°Cで40分間振盪した。この後，
コラゲナーゼ溶液を除去し，心室筋断片を4°Cの正常リンガー液で用いて数回洗浄し，機械的操作を加え，心
室筋を単離した。室温の正常リンガー液中で，殆どの単離心室筋は周期的収縮を繰り返した。約 1時間後，収
縮しなくなった単離心室筋を実験に使用した。薬品類の多くは，Nacalai Tesque Inc., Kanto Chemical Co. と
Katayama Chemical Co.から購入した。また，BSAは Sigma Chemical Co.から購入した。
単離心室筋から単一イオンチャネル電流記録法
　単離心室筋を含む懸濁液を記録用槽に入れ，心室筋が安定した後実験を開始した。ハックスリー型手動微動
式三次元マニピュレーター（MP85, Sutter Instrument Co.）に装着したパッチ電極を単離心室筋細胞に近づ
け，僅かに接触させた。パッチ電極内液には 120.0 mM KCl, 1.0 mM NaCl, 1.0 mM CaCl2, 5.0 mM 
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid（HEPES）を加えた。1N-水酸化カリウム（KOH）を
用いて pH 7.4 に調整して用いた。このパッチ電極内液に微弱な陰圧を加えると，電極と細胞膜は密着し，GΩ
（ギガオーム）シールが完成した。このとき，チャネルの開閉に基づくチャネル電流が記録された。パッチ電
極内の細胞膜には複数のチャネルが含まれていることが多く，またチャネル電流サイズが異なることもあっ
た。チャネル電流記録では上向きがチャネルの開状態（内向き電流）を示している。Cell-attached modeによ
るチャネル電流記録では正確な膜電位を知ることは困難であるが，第 7図のパッチ電極と細胞外液の間の電位
（電極電位）を変化させる実験に基づき内向き整流性カリウムチャネルの開閉が原因であろうと推測された。
パッチ電極作製法と実験装置
　膜電流記録用パッチ電極はパッチ電極製作器（PP-83，成茂科学）を使い，Borosilicate性ガラス管（外径
は 1 mm，内径 0.5 mm; Sutter Instrument Co.）を用いて作製した。電極抵抗は 2～5 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－塩化銀電極を用いた。膜電流記録は室温
（20～23°C）で実施した。膜電流はWhole-cell voltage-clamp用増幅器（CEZ-2300，日本光電）に内蔵した

4次ベッセルフィルター（1 KHz）を経由後，ペンレコーダー（RJG-4100，日本光電）に直接記録した。
（2）　第 8図の実験
【実験材料と方法】
アメリカナマズ網膜から水平細胞の単離
　実験には数時間以上暗順応した体長約 35～45 cmのアメリカナマズ（Ictalurus punctatus）網膜を用い，
Tachibana （1981） の方法に従って錐体水平細胞を単離した。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に調整したパパイン溶液（10 U/ml パパ
イン［LS003126］，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，
パパイン溶液を除去し，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
液とパパイン溶液は，ポアサイズ 0.2 µmの Poly Ether Sulphone （PES） 膜フィルター（Nalgene）で濾過後
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，先端孔径を約 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）を滅菌済みガラス製試験管（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，細胞浮遊液には樹状突起や軸索を有する双極細胞や水平細胞に
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
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識別することは可能であった。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。
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法
　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（Ambystoma 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，視細胞層のみの標本を作製した。本研究で実施した視細胞層標本作製法を概説する。
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-NaOHを用いて pH 7.6に調整した正常リンガー液（20.0 mM NaCl，2.5 mM KCl，2.5 
mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM Glucose，10.0 mM HEPES，0.01 mg/ml BSA）で満たしたプスチッ
クシャーレ（直径 60 mm; Fisher Scienti�c 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。ヒアルロニダーゼ（320 U/ml）（H3884［type IV-S］）あるいはコラゲナーゼ （12 
U/ml）（LS005273）とヒアルロニダーゼ（360 U/ml）（LS002592）の混合を含む正常リンガー液（1.0 ml）
を充填した微量遠心管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）でゆっくりと振盪
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 TritonX-100，②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 Scienti�c 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％ TritonX-100液，蒸留水および正常リンガー液での眼球内灌流後，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［41300-021］［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，ペニシリン［100 U/ml］とストレプトマイシン［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。この視細胞層標本を直ちに使用
する場合，網膜を眼球内から外し，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。
パッチ電極内液の組成
　パッチ電極内液の組成は 120.0 mM 塩化セシウム（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。
単離水平細胞の膜電流導出法
　単離水平細胞に，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，GΩ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，
膜電流が導出された（Whole-cell mode）（第図 3参照）（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）とデー
タ獲得（膜電流記録）には，Patchmaster（HEKA Instruments Inc.）を利用した。
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視細胞層標本を灌流するリンガー液の組成
　視細胞層標本から放出される L-グルタミン酸を検出する実験には，単離水平細胞で用いた正常リンガー液
を用いた。視細胞を脱分極するため，50 mM-K＋ を含む正常リンガー液を灌流した。高K＋ 正常リンガー液の
組成は 72.5 mM NaCl，50.0 mM KCl，2.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM Glucose，10.0 mM 
HEPESであった。リンガー液には 0.01 mg/ml BSAを添加し，1N-KOHを用いて pH 7.6に調整して用いた。
正常リンガー液と高K＋ 正常リンガー液の浸透圧は，265～275 mOsm/kgであった。リンガー液の灌流と交換
には，Y-tubeを用いた。実験は室温で実施した。
　薬品類の多くは，Sigma Chemical Co.から購入した。パパインとコラゲナーゼはWorthington Biochemical 
Co.，そして Leibovitz’s L-15 Mediumとペニシリン－ストレプトマイシン溶液は GIBCOから購入した。
（3）　第 9図の実験
【実験材料と方法】
標本作製と灌流液の組成
　実験には，体長約 30 cmのコイ（Cyprinus carpio）を用いた。約 2時間暗順応させたコイを低温麻酔し，
断頭後，脳および脊髄の両側を穿刺した。眼球摘出後，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°Cに維
持した。コイの正常リンガー液の組成は，102.0 mM NaCl，28.0 mM 重炭酸ナトリウム（NaHCO3），2.6 mM 
KCl，1.0 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM Glucose，5.0 mM Trisであった。また，カルシウム活動電
位を発生させるためのリンガー液（修飾リンガー液）の組成は，76.0 mM NaCl，5.0 mM 塩化バリウム
（BaCl2），20.0 mM Tetraethylammonium Chloride（TEA-Cl），10.0 mM 4-aminopyridine（4-AP），10.0 mM 
CsCl，2.6 mM KCl，10.0 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，10.0 mM glucose，5.0 mM Trisであった。これら
の溶液に L-グルタミン酸（5 mM）を添加する場合，浸透圧を考慮せずに，リンガー液に添加した。何れのリ
ンガー液も，1N-塩酸（HCl）を用いて pH7.8に調整して，灌流した。薬品類の多くは，Nacalai Tesque Inc.，
Kanto Chemical Co. と Katayama Chemical Co.から購入した。4-APは Sigma Chemical Co.から購入した。
水平細胞からの膜電位導出法
　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。
光刺激
　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ビームスプリッ
ターによって 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/sec）
して網膜に照射した。光照射時間は，何れも 800 msecであった。


