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脊椎動物網膜の電気シナプス
――水平細胞のギャップ結合を中心にして――

髙 橋 恭 一
（受付　2018 年 8 月 20 日）

1.　は　じ　め　に

　脊椎動物網膜には 5種類の神経細胞が存在する。これらの神経細胞のうち，視細胞のみが

光感受性を有する。暗時，視細胞外節内では Guanylate cyclase（グアニル酸シクラーゼ）に

よって cyclic Guanosine-3’, 5’-monophosphate （cGMP） が合成され，これが視細胞外節膜

に発現する cGMP依存性陽イオンチャネル（光感受性陽イオンチャネルとも呼ばれている。）

を開口している。このため，このチャネルを通じて細胞外のナトリウムイオン（Na＋）やカ

ルシウムイオン（Ca2＋）が細胞内に流入し，視細胞は脱分極状態を呈する。視細胞外節に存

在する視物質が光を感知すると，外節内部で一連の酵素反応（化学反応）が進行し，結果と

して外節内の cGMPは分解され，その量を減ずる。このため，cGMP依存性陽イオンチャネ

ルを介する陽イオンの細胞内流入は減弱もしくは停止し，視細胞は過分極する。このように，

網膜への光照射は視細胞外節での視物質の光化学反応ならびに外節内での一連の酵素反応の

引き金となり，最終的に陽イオンチャネルの閉塞へと結びつき，最終的に視細胞の膜電位変

化を生む。

　視細胞には光感受性が異なる 2つのタイプ，桿体と錐体が存在する。視物質としてRhodopsin

（ロドプシン）を発現する視細胞を桿体と呼び，両生類以外の脊椎動物では 1種類しか存在

しない。一方，錐体にある錐体視物質には波長感受性の異なる複数が存在している。両視細

胞の違いとして波長感受性が異なることに加え，桿体は錐体に比べて光感度が高く，そして

光応答の時間分解が低いことが挙げられる。このため，桿体が機能する薄明条件では動きの

速い物体を捉えることが難しく，錐体が機能する明所条件では動きの速い物体を捉えること

が可能である。桿体と錐体とでは光感度と時間分解能に違いがあるものの，両視細胞の光受

容から膜電位発生までのしくみは概ね共通している。最近の研究では，両細胞に存在する視

物質の光受容後に進行する一連の酵素反応の中で，Transducin（トランスデューシン）が活

性化する反応と Phosphodiesterase（フォスフォジエステラーゼ）が cGMPを Guanosine-

5’-phosphoric acid （5’GMP） に分解する反応に違いが認められることが明らかになっている

（例えば，Kawamura & Tachibanaki, 2012; Tachibanaki et al., 2012）。視細胞外節で発生し
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た膜電位変化は，視細胞内節に発現する各種のイオンチャネルによって修飾され，視細胞終

末へと伝播される。視細胞終末の膜電位変化は，終末（第 2次神経細胞である双極細胞およ

び水平細胞とシナプス連絡する視細胞の終末部位）から放出される L-Glutamate（L-グルタ

ミン酸）の放出量に変換される。つまり，暗時に視細胞が脱分極状態にあるとき L-Glutamate

放出量は増加し，また明時に視細胞が過分極状態にあるとき放出量が減少もしくは停止する。

　暗時に視細胞終末から放出された L-Glutamateはシナプス間隙を拡散し，双極細胞の樹状

突起に発現するシナプスレセプターを活性化する。明暗変化に伴い視細胞終末から放出され

る L-Glutamateの放出量は増減するため，これに伴い双極細胞の膜電位は変化する。双極細

胞の樹状突起に惹起された膜電位変化は瞬時に双極細胞終末にまで伝播され，神経伝達物質

の放出量に変換される。現在，双極細胞の神経伝達物質も L-Glutamateであることが明らか

となっている（例えば，Slaughter & Miller, 1983; Ehinger et al., 1988; Marc et al., 1990; 

Tachibana & Okada, 1991; Matsui et al., 1998; Wu & Maple, 1998）。つまり，視細胞－双極細

胞－神経節細胞（第 3次神経細胞）の視覚情報伝達に関わる化学シナプスでは，L-Glutamate

が神経伝達物質として放出されている。網膜には，視細胞－双極細胞－神経節細胞を経て視

覚情報を脳に直接伝播するための経路を構築する神経細胞群以外に，第 2次神経細胞として

水平細胞そして第 3次神経細胞としてアマクリン細胞が存在し，これらの細胞は主に視覚情

報の空間的な修飾に与っている（例えば，Diamond, 2017）。実際，水平細胞やアマクリン細

胞が双極細胞や神経節細胞に認められる中心－周辺拮抗的受容野形成や色対比形成に関与し

ている可能性が古くから知られている（例えば，Wagner et al., 1960; Daw, 1968; Kaneko, 

1973; Kaneko & Tachibana, 1981）。これらの神経細胞が放出する神経伝達物質に関する解析

も進んでおり，水平細胞は神経伝達物質として γ-Aminobutyric acid （γ -アミノ酪酸； GABA）

や Glycine（グリシン），またアマクリン細胞は GABA，Glycineに加え Acetylcholine（ア

セチルコリン），Dopamine（ドーパミン），Serotonin（セロトニン），Substance P（サブス

タンス P）や Neuropeputide（神経ペプチド）などを利用していることも明らかになってい

る（例えば，Kolb, 2013）。

　脊椎動物網膜内に存在する神経細胞群はそれぞれが化学シナプスを介して接続しているの

みならず電気シナプスによって接続していることも確認されている（例えば，Bloom�eld & 

Völgyi, 2009）。現在，化学シナプスおよび電気シナプスによる神経接続が網膜内での視覚情

報処理を可能にしていると考えられている（例えば，Bloomfield & Völgyi, 2009）。化学シ

ナプスを介する伝達と異なり，電気シナプスでは両細胞の細胞膜が密着し，それぞれの細胞

膜に発現するヘミチャネルが結合してギャップ結合チャネルを形成する（第 1図と第 2図参

照）。このギャップ結合チャネルを通じて両細胞の細胞質は繋がっており，電気シナプスを介

して接続する細胞同士は細胞質に存在するイオンが両細胞間を自由に移動することができる。
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このため，一方の神経細胞に生じた膜電位変化は他方の神経細胞にシナプス遅延なく伝播さ

れる。そして，基本的に伝播方向は両方向性となる。さらに，このギャップ結合チャンネル

はイオンに加え，セカンドメッセンジャー1）のような小分子も移動することが明らかとなっ

ている（例えば，Bennett & Zukin, 2004; Völgyi et al., 2013; Belousov et al., 2017）。最近

の研究によって，網膜を構成する殆ど総ての神経細胞に電気シナプスが存在することが報じ

られている（例えば，Bloomfield & Völgyi, 2009; Völgyi et al., 2013）。これらを踏まえる

と，網膜における視覚情報処理の全貌を掴むには，化学シナプスに加え電気シナプスの機能

を明らかにすることが必須であり，現在鋭意研究が進められている。

　本論文では脊椎動物網膜を構成する神経細胞間に見られるシナプスのうち，特に水平細胞

間の電気シナプスに着目し，その役割を調査した。

2.　シナプス研究2）の歴史

　Du Bois Reymond （1848） は自作した検流計を用いて，筋肉や神経が発生する微弱な電流

を検出することに成功した。そして，Du Bois Reymond （1877） は神経が筋肉を収縮させる

ために神経からの興奮が電気的に筋肉に伝播される以外に，神経による化学物質の分泌が原

因である可能性についても言及している（神経から筋への興奮伝播に関する電気説と化学説

を指す。）（Grundfest, 1959; Mcgeer et al., 1978; Eccles, 1982）。一方，Hermann（1879a, 

b）は神経から筋肉への興奮伝播が電気的に行われると考えていた。以降，興奮伝播に関す

る化学説と電気説の争いは長年続いた。Loewi （1921） はカエルの摘出心臓実験（迷走神経

から可溶性の化学物質が分泌され，これが心臓の拍動を制御している。）を報じ，漸く化学説

が決定的となった。この Loewi （1921） の研究は，19世紀末に始まった Golgiが提唱する網

状説（神経線維はその末端で連続し，網状構造を呈するという説）とCajalが提唱するニュー

ロン説（神経細胞は独立し，非連続の存在であるという説）の長きに亘る論争にも終止符を

打ち，ニューロン説に軍配が上がった。とはいえ，ニューロン説が完全に証明されるために

は，電子顕微鏡3）によるシナプス間隙の観察が不可避であった（例えば，Palade & Paley, 

1954; De Robertis & Bennet, 1955）。

　ニューロン説が確定し，シナプスの化学説が証明された後，新たなシナプス連絡がザリガ

ニの巨大運動神経間シナプスで発見された（Furshapn & Potter, 1959）。このシナプスの生理

学的および形態学的研究により，化学シナプスとは異なるタイプのシナプス，すなわち電気

シナプスが存在することが明らかとなった（Bennet et al., 1963; Robertson et al., 1963; 

Furshpan, 1964）。当初，電気シナプスは無脊椎動物や下等脊椎動物の神経系で見出された

が，その後哺乳動物の中枢神経系でもその存在が確認された（Janssen-Bienhold & Nicholls, 
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1969; Grinnell, 1970; McMahon & Brown, 1994; Llinas et al., 1974; Christie et al., 1989; 

MacVicar & Dudek, 1981; DeVries et al., 2002; Galarreta & Hestrin, 1999）。そして，電気

シナプスは神経軸索－樹状突起，神経軸索－細胞体，神経軸索－神経軸索，樹状突起－樹状

突起や細胞体－細胞体などあらゆる部位に存在することが報じられた（例えば，Nagy et al., 

2018）。勿論，神経系以外に心筋と平滑筋などの興奮性細胞のみならず，上皮性細胞間や胎

生期の細胞間などのような非興奮性細胞においても電気シナプスが存在することが現在明ら

かとなっている（例えば，Dewey & Barr, 1962, 1964; Lentz & Trinkaus, 1971; Bellairs et 

al., 1975; Shibata & Yamamoto, 1977）。

3.　電気シナプスの研究

　化学シナプスでは，シナプス前神経細胞（軸索終末部）とシナプス後神経細胞（樹状突起

部あるいは細胞体）の間に 20～40 nmのシナプス間隙を有している。シナプス前神経細胞の

軸索終末部（神経伝達物質を放出する部位を，特にシナプス終末とも呼ぶ。）から放出された

神経伝達物質（化学物質）はシナプス間隙を拡散し，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到達・結合してシナプス伝達が終了する（第 1図 A参照）。シナプ

ス前神経細胞の軸索終末から神経伝達物質が放出されてシナプスレセプターへ到達・結合し，

第 1図：化学シナプスと電気シナプスを介するシナプス伝達
　神経細胞と神経細胞の接続部分をシナプスといい，化学シナプス（Chemical synapse）（A）と電
気シナプス（Electrical synapse）（B）に分類することができる。A：化学シナプスでは神経細胞間に
20～40 nmのシナプス間隙（Synaptic cleft）が存在する。このため電気信号がシナプス前神経細胞
の軸索終末（シナプス終末［Presynaptic terminal］ともいう。）からシナプス後神経細胞の樹状突起
（Postsynaptic terminal）（あるいは細胞体）に直接伝播することはない。化学シナプスではシナプス
前神経細胞終末で電気信号を化学信号に変換し，シナプス後神経細胞では化学信号を電気信号に変換
している。シナプス前神経細胞に発現する電位依存性ナトリウムチャネル（Voltage-dependent sodium 
channel）と電位依存性カリウムチャネル（Voltage-dependent potassium channel）の活性化に伴い
発生する活動電位（Action potential）がシナプス前神経細胞のシナプス終末に達すると，この終末
部に発現する電位依存性カルシウムチャネル（Voltage-dependent calcium channel）が開口する。こ
のチャネルを通じて Ca2＋が細胞内に流入し，この結果カルシウムチャネルの近くに存在するシナプ
ス小胞（Synaptic vesicle）が細胞内を移動して細胞膜と融合し，シナプス小胞内に蓄積されている
神経伝達物質（Neurotransmitter）がシナプス間隙に放出される（この放出を開口放出と呼ぶ。）。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の樹状突起部に発現するシナプスレセプ
ター（Synaptic receptor）に結合し，例えば陽イオンチャネルを開口する。この結果，樹状突起部に
は脱分極性のシナプス電位（Synaptic potential）が発生し，シナプス後神経細胞に活動電位発生が発
生する。化学シナプスでは電気信号→化学信号→電気信号という変換ステップが存在するため，シナ
プス伝達にシナプス遅延が生じる。B：電気シナプスでは，シナプス間隙が 2～4 nmと極めて狭い。
シナプス前神経細胞とシナプス後神経細胞にはヘミチャネルが発現し，電気シナプスではこれらの
チャネルが接続してギャップ結合チャネル（Gap junction channel）を形成している。このため，両
細胞の細胞内がギャップ結合チャネルを介して繋がり，イオンや小さな分子が移動可能である。
ギャップ結合チャネルが多数存在する部分では電気抵抗が極めて低く，シナプス前神経細胞の膜電位
変化を直接シナプス後神経細胞に伝えることができる。このため，シナプス遅延はない。
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シナプスレセプターと連動するイオンチャネルが開口してシナプス電位が発生するまで 0.3～

1 m秒のシナプス遅延が生まれる。一方，電気シナプスでは両神経細胞の細胞膜は 2～4 nm

と近接し，ギャップ結合チャネルを介して細胞質が連続しているため，一方の神経細胞に膜

電位変化が生じると，このチャネルを通じてイオンが移動し，シナプス遅延なく他方の神経

細胞に膜電位変化が伝播される（第 1図 B参照）。化学シナプスにおける膜電位変化の伝播

は一方向性であるのに対し，電気シナプスでは一部の例外を除いて膜電位変化の伝播は両方

向性（あるいは双方向性）である。

3-1　電気シナプスの形態学的研究

　化学シナプスと電気シナプスでは，シナプス間隙に顕著な違いが認められる。しかし，こ

の違いを光学顕微鏡で観察することはできず，1950年代半ば電子顕微鏡が生物学に応用され

るようになって漸くシナプス間隙の存在を確認することが可能となった（例えば，Palade & 

Paley, 1954; De Robertis & Bennet, 1955）（注 3参照）。電気シナプスを電子顕微鏡観察す

ると，電気シナプスのシナプス間隙は化学シナプスよりも顕著に狭く，シナプス前神経細胞

とシナプス後神経細胞の細胞膜が密着（癒着）しているように見える。生物組織を電子顕微

鏡によって観察するには，①観察しようとする組織を約 1 mm の小片に割断し，②この小片

をアルコールに続いてパラホルムアルデヒドによる前固定し，③四酸化オスミウムによって

固定後，④組織標本を脱水してエポキシ樹脂に包埋し，⑤ガラスナイフに続いてダイヤモン

ドナイフによって厚さ 100 nm以内の超薄切片を作製する必要がある（コントラストを上げ

るため，ウランや鉛といった重金属をタンパク質や脂質に接着して標本を染色する場合もあ

る。）。この超薄切片を作製する際，偶然細胞膜と平行に切断されることがあり，この標本を

電子顕微鏡観察すると，細胞表面に長辺が約 9 nmの六角形，そしてその中心に約 1 nmの

芯のような構造が認められた（例えば，Revel & Karnovsky, 1967）。後年開発された凍結割

断レプリカ法4）を用いて細胞膜を割断してその内面を観察すると，やはり多数の 8～9 nmの

粒子が存在し，その中心に 1.5～2 nmの芯のような構造が観察された（例えば，Chalcroft & 

Bullivant, 1970）。このため，電気シナプスを形成する 2細胞の連絡部では六角形の構造が対

第 2図：電気シナプス（ギャップ結合）の分子構築イメージ
　A：ギャップ結合チャネル（Gap junction channel，あるいは Intercellular channel）はシナプス前
神経細胞とシナプス後神経細胞に発現するヘミチャネル（Hemi-channel）が連結して形成される。
ヘミチャネルはコネクソン（Connexon）とも呼ばれ， 6つのコネキシンタンパク質（Connexin）か
らなる重合体である。B：化学シナプスと異なり，電気シナプスではシナプス間隙が極めて狭く， 
2～4 nmしかない。シナプス前神経細胞終末（Presynaptic terminal）とシナプス後神経細胞終末
（Postsynaptic terminal）の細胞膜（Cell membrane）に発現するヘミチャネルは，お互い連結して
ギャップ結合チャンネルを形成する。ギャップ結合チャネルは約 9 nmの通路であり，分子量約1,000
以下のイオンや分子が通過する（赤色の矢印）。
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合し，中心に 1.5～2 nmの小孔（物質通路）を有すると推測された。このような構造が電気

シナプス部分に多数存在しており，これをギャップ結合と呼んでいる。

　現在，ギャップ結合で観察される微小な六角形はコネクソン（半チャネルあるいはヘミチャ

ネルとも呼ばれる。）と呼ばれ，コネキシンタンパク質が 6つ集合した 6量体あることが知

られている。つまり，シナプス前神経細胞膜にあるコネクソンとシナプス後神経細胞膜にあ

るコネクソンが接合し，細胞外環境から隔絶した管状の物質通路（ギャップ結合チャネル）5）

を形成する（第 2図参照）。このギャップ結合チャネルの内径は約 1.6 nmと比較的大きいた

め，分子量1,000以下の分子やイオンを非選択的に透過するが，分子量2,000を超える分子は

透過しない（例えば，Kumar & Gilula, 1996）。イオンに関しては，陽イオンがより透過し

易いギャップ結合チャネル，あるいは陰イオンがより透過し易いギャップ結合チャネルが存

在することが報じられている（Veenstra et al., 1994a, b; Harris, 2001）。近年，原子間力顕微

鏡6）による観察の結果，Ca2＋の有無に伴いコネクソンの中央部の孔サイズが 1.5 nmから 0.6 

nmにまで変化することが明らかとなった（例えば，Müller et al., 2002）。

　中枢神経系や網膜などに存在するギャップ結合を構成するコネキシンを明らかにすべく，

電子顕微鏡による高解像度の観察を可能にする免疫標識レプリカ法7）を用いた研究が近年盛

んに行われている。

3-2　電気シナプスの生理学的研究

　化学シナプスではシナプス前神経細胞の軸索終末部とシナプス後神経細胞の樹状突起（あ

るいは細胞体）との間に 20～40 nmでシナプス間隙が存在するため，シナプス前神経細胞に

生じた膜電位変化（例えば，活動電位）がシナプス間隙を乗り越えてシナプス後神経細胞に

伝播することはない。このため，シナプス前神経細胞の軸索終末部では神経伝達物質を放出

し，シナプス後神経細胞の樹状突起（あるいは細胞体）に膜電位変化を伝播している（第 1

図 A参照）。ところが，電気シナプスではギャップ結合チャネルを介してシナプス前神経細

胞とシナプス後神経細胞の細胞質が繋がっているため，シナプス前神経細胞の膜電位変化発

生に関与するイオンは瞬時にシナプス後神経細胞へと移動し，シナプス遅延なく膜電位変化

を惹起することができる。

　電気シナプスの生理学的研究は，ザリガニの巨大神経にある不思議なシナプスから始まっ

た（Furshpan & Potter, 1959）。ザリガニの神経系には内外 2対の巨大神経線維（内側巨大

神経線維と外側巨大神経線維）が存在し，頭部から尾部に向けて走行している。内側巨大神

経線は単一神経線維であるのに対し，外側巨大神経線維は神経節毎に細胞体を持つ神経線維

が体節シナプスを形成し頭部から尾部の神経節に至る長い神経線維を形成している。

　腹部の各神経節には巨大運動神経線維が存在し，外側巨大神経線維との間に巨大運動シナ
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プスを形成している。この巨大運動神経線維は腹部の屈筋を支配し，ザリガニの後方への遊

泳を可能にしている（例えば，Wiersma, 1947）。Furshpan & Potter （1959） は 外側巨大神

経線維と巨大運動神経線維のそれぞれに各 2本のガラス管微小電極を刺入し，一方を通電刺

激用そして他方を膜電位導出用として用い，巨大運動シナプスのシナプス伝達について調査

した。微弱な通電刺激を与えて外側巨大神経線維を脱分極させると，殆どシナプス遅延なく

巨大運動神経線維に脱分極が現れた。さらに，強い通通電激によって外側巨大神経線維に活

動電位を発生させると，巨大運動神経線維にも活動電位が現れた。しかし，巨大運動神経線

維を電気刺激しても，外側巨大神経線維には膜電位変化は殆ど認められなかった。この実験

から，巨大運動シナプスには顕著な整流作用が存在することが明らかとなった。この整流作

用は，両巨大神経線維の入力抵抗の差異によると考えられた。一方，Watanabe & Grundfest 

（1961） はザリガニ外側巨大神経線維の隣接する体節シナプスにそれぞれ 2本のガラス管微

小電極を刺入し，この体節シナプスのシナプス伝達を調査した。外側巨大神経線維の体節シ

ナプスでも，シナプス遅延は殆どなく膜電位変化が伝達された。そして，体節シナプスでは

巨大運動シナプスと異なり，通電刺激は両方向に有効であり，整流作用は認められなかった。

以上の研究から，ザリガニの巨大運動シナプスならびに体節シナプスの何れもが電気シナプ

スであることが証明された。

　当初，電気シナプスは無脊椎動物や下等脊椎動物の神経系で見出されたため，高等動物に

はないと考えられた。しかし，その後哺乳動物の中枢神経系でもその存在が次第に報告され

るようになった（Baylor & Nicholls, 1969; Grinnell, 1970; McMahon & Brown, 1994; Llinas 

et al., 1974; Christie et al., 1989; MacVicar & Dudek, 1981; DeVries et al., 2002; Galarreta 

& Hestrin, 1999）。

3-2-1　ギャップ結合の電気生理学的解析

　 2つの神経細胞に存在する電気シナプスの性質を解析する方法として，これまで電気生理

学的方法が良く用いられてきた。 2つの神経細胞のそれぞれに 2本のガラス管微小電極を刺

入し，一方の神経細胞に通電刺激を与え，両神経細胞に惹起される膜電位変化を導出し，こ

れらを比較する手法である（この手法が適用できるのは，大型の神経細胞のみである。）。 2

つの神経細胞が電気シナプスを介して結合している場合，一方の神経細胞に通電刺激を与え

えると，他方の神経細胞にシナプス遅延なく膜電位変化が現れる。通電刺激を与えた細胞と

電気シナプスを介して結合した細胞に現れる膜電位変化を比較することで，両細胞の結合抵

抗（あるいは結合コンダクタンス［抵抗の逆数で表される。］）や結合係数8）などを求めるこ

とができる（例えば，Bennett, 1966）。今でも，結合係数の測定は 2つの細胞間の結合の強

弱を推測するために良く使われている。また，電気シナプス結合している 2つの神経細胞そ
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れぞれの膜抵抗や膜容量9）も，結合の強弱のみならず結合の周波数特性に影響する重要な因

子であるため測定されることが多い。

　Neher & Sakmann （1976） によるパッチクランプ法の開発とその後の Hamil et al. （1981） 

第 3図：電気シナプスの等価回路と結合係数
　A： 2つの神経細胞がギャップ結合を介して電気シナプスを形成しているときの等価回路である。
神経細胞 1（N1）と神経細胞 2（N2）の細胞膜には，膜容量（Cm1 と Cm2）と膜コンダクタンス
（Gm1と Gm2）（膜抵抗の逆数を指す。）があり，それぞれの細胞は電気シナプスのギャップ結合コ
ンダクタンス（Gg）で繋がっている。神経細胞 1と 2の膜電位はV1 とV2 である。B：両神経細胞
間にある電気シナプスの結合の強さ測定するため，両細胞（N1 と N2）にガラス管微小電極を刺入
し，一方に通電刺激（Current injection）を与え，それぞれの神経細胞（N1 と N2）に生じる膜電位
変化を測定し，これらから結合係数（Coupling coef�cient）を求めることができる。N1 への通電刺
激（Current injection to N1）に伴い N1 に惹起される膜電変化（∆V1）と N2 に惹起される膜電位
変化（∆V2）を測定し，結合係数 ∆

∆
V
V

2
1  が得られる。また，N2 への通電刺激（Current injection to 

N2）に伴い N2 と N1 に惹起される膜電位変化から，結合係数 ∆
∆

V
V

1
2  が得られる。両細胞への電流注

入実験によって得られる結合係数は，同種の神経細胞間のときは概ね一致するが， 2つの神経細胞が
異なるタイプの細胞のとき差異が生じることがある。
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による汎用化によって，ガラス管微小電極では解析できなかった小型の神経細胞から膜電位

あるいは膜電流記録を得ることができるようになった（例えば，Levavi-Sivan et al., 2005）。

2つの神経細胞のそれぞれにパッチ電極を適用して膜電位（膜電流固定法）を導出し，一方

に通電刺激を行い，両神経細胞に惹起される膜電位変化を比較することによって結合係数を

求めることができる。また，両神経細胞に膜電位固定を行い，一方の神経細胞の膜電位を段

階的に変化させて両神経細胞の膜電流変化を導出すれば，細胞間の結合係数のみならず電気

シナプスのギャップ結合コンダクタンス10）を求めることも可能である。同じ実験を逆方向に

行えば，整流性の有無についても調査することができる。この方法では細胞内がパッチ電極

内液で洗い流されるという欠点もあるが，細胞内に特定の薬剤やイオンを投与し，この薬剤

のギャップ結合に及ぼす影響を調査することもできるという利点もある。

　ギャップ結合コンダクタンスは，ギャップ結合を構成するコネキシンタンパク質によって

決まる。実際，コネキシンタンパク質を構成するアミノ酸を置換する実験から，N末端付近

のアミノ酸配列（タンパク質を構成するアミノ酸の最初22かあるいは23を指す。）が，単一

ギャップ結合チャネルコンダクタンス，通過イオンの種類と透過性，およびギャップ結合す

る 2細胞の膜電位の差に応じた開閉状態を決めていることが明らかとなっている（例えば，

Beyer et al., 2012）。現在，ギャップ結合を構成する単一ギャップ結合チャネルのコンダクタ

ンスは，10～300 pSであることが知られている（例えば，Harris, 2001）。Cx36 の単一

ギャップ結合チャンネルコンダクタンスは 10～15 pSであるが，Cx44.1 の単一ギャップ結

合チャンネルコンダクタンスは約 280 pSであることが報じられ，両者のコンダクタンスに

は約20倍もの違いが存在する（Srinivas et al., 1999; Dermietzel et al., 2000; Teubner et al., 

2000）。また，Cx36 以外のコネキシンタンパク質で構成されるギャップ結合チャンネルで

は，ギャップ結合で結ばれた 2細胞の膜電位が等電位であるとき，コンダクタンスは最大と

なることも明らかである（例外的に，Cx55.5 を発現する 2細胞では等電位のときギャップ

結合コンダクタンスが減少する。）（Dermietzel et al., 2000）。

　ギャップ結合全体のコンダクタンスは，ギャップ結合を構成する単一ギャップ結合チャネ

ルの数，そして開口状態にある単一ギャップ結合チャネルの割合によって決まる。不思議な

ことに，脳に発現しているCx36 では開口状態の単一ギャップ結合チャネルの割合が 4～9％

と極めて低いことが報じられている（Lin & Faber, 1988, Teubner et al., 2000, Galarretta and 

Hesterin, 2002; Perada et al., 2003）。ギャップ結合を構成するコネクソンが異なるタイプの

コネキシンで構成される，あるいは一つのギャップ結合の中に単一コネキシンでできたコネ

クソンと異なるタイプのコネキシンでできたギャップ結合チャネルが混在する報告も現れ，

ギャップ結合の多様性が次第に明らかになっている（例えば，Evans & Martin, 2002）。
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3-2-2　ギャップ結合の可視化

　ガラス管微小電極を用いて電気シナプスの有無を調べるために，電極内に色素を充填し，

この色素を細胞内に注入して周辺の細胞への拡散を調査する方法も有効である。Leowenstein 

& Kanno （1964） はショウジョウバエ（Drosophila �avorepleta）の唾液腺細胞間の電気シナ

プスを利用し，ガラス管微小電極を刺入した細胞に注入した fluorescein（分子量 : 376）が

近隣の細胞に拡散することを確かめた。以降，ギャップ結合研究に色素の拡散実験が積極的

に活用されるようになった。1970年代初め色素として，Procion yellow（分子量 : 669）が用

いられたが，1970年代後半に Lucifer yellow（分子量 : 457）が開発されると，この色素が専

ら用いられた。1980年代末に Neurobiotin（分子量 : 323）が使われるようになると，この色

素を注入した細胞は光学顕微鏡のみならず電子顕微鏡でも観察が可能なため，ギャップ結合

部位を特定することが可能となった（Vaney, 1991; Penn et al., 1994; Hidaka et al., 2004）。

さらに，ギャップ結合チャネルを構成するコネキシンのサブタイプを明らかにするため，例

えば Lucifer yellowを注入した細胞を含む組織標本を抗コネキシン36抗体に加え，Alexa 

Fluor546 結合した二次抗体を反応させた後，共焦点レーザー顕微鏡11）で観察する方法が開

発された（日高，2006）。電気シナプスが存在する部位（例えば，電気シナプスが樹状突起

間にある。）のみならずギャップ結合チャネルを構成するコネキシンのサブタイプまで特定す

ることができるようになったが，共焦点レーザー顕微鏡による観察では充分な分解能を得る

ことが困難であった。このため，近年抗コネキシン抗体で標識された部分を電子顕微鏡観察

する方法が開発された（例えば，Kuraoka et al., 1993）。この研究により，同一ギャップ結

合内に異なるコネキシンタンパク質がランダムに配置されていることが明らかとなった

（Kuraoka et al., 1993）。

3-3　電気シナプスの分子生物学的研究

　電気シナプスはシナプス前神経細胞の細胞膜とシナプス後神経細胞の細胞膜が 2～4 nmの

狭い隙間を挟んで対向し，両細胞膜上にはコネクソンが向かい合うように並ぶ。コネクソン

は，コネキシンタンパク質が 6個集合した 6量体である。コネキシンはこの 6量体が輪状構

造を取り，それぞれの細胞膜でヘミチャネルを形成し，このチャネルが両細胞膜表面から突

出して接着結合して管状構造（通路），すなわちギャップ結合チャネルを形成する（両細胞の

ヘミチャネルを合わせると，12個のコネキシンによってギャップ結合チャネルが形成されて

いる。）（第 2図参照）。ギャップ結合チャネルでできた通路を介してシナプス前神経細胞と

シナプス後神経細胞の細胞質は繋がり，イオンや低分子物質の移動が可能となる。多細胞生

物において，ギャップ結合は骨格筋以外の殆どの組織に認められる。ただし，ギャップ結合

の構造（分子構造）は脊椎動物と無脊椎動物とで必ずしも一致していないことも明らかになっ
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ている（例えば，Panchin, 2005）。

　電気シナプス（あるいはギャップ結合）ではそれぞれの細胞膜が近接し，この部分にギャッ

プ結合チャネルが高密度に集合している。このため，界面活性剤処理や水酸化ナトリウム処

理ならびに密度勾配遠心法を併用することにより高純度のチャネルタンパク質を含む試料を

容易に得ることができる（Hertzberg & Gilula, 1979）。肝臓と心筋から得られた試料を SDS-

PAGE12）（電気泳動法の 1つ）を用いて分析し，両組織に分子量の異なるコネキシンタンパ

ク質が存在することが明らかとなった（Manjunath et al.,1985）。その後，cDNAのクローニ

ング13）およびゲノム解析14）を利用してアミノ酸配列が解読され，20種以上のコネキシンタ

ンパク質ファミリーが存在することが確認された（例えば，Söhl & Willecke, 2004）。アミ

ノ酸配列の解読により，肝臓ではアミノ酸283個が配列した分子量 32 KDとアミノ酸226個

の 26 KD， 心臓ではアミノ酸382個 が配列した分子量 43 KDのコネキシンタンパク質が報

告されている（コネキシンは分子量に基づき，コネキシン32（Cx32），コネキシン26（Cx26）

とコネキシン43（Cx43）などのように呼ばれている。）（Kumar & Gilula, 1986; Paul, 1986; 

Beyer et al., 1987; Nicholson et al., 1987）。動物種間の相同性は非常に高く，ラット（Rattus 

norvegicus）Cx32 のアミノ酸配列はマウス（Mus musculus）と同一であり，ヒト（Homo 

sapiens）とは 4アミノ酸が違うに過ぎない。免疫組織化学法15）や NorthernBlot法16）などに

よる解析から，コネキシンタンパク質の分子種が組織特異性を有し，また同じ組織内にも複

数のコネキシンタンパク質17）が共存することも明らかとなっている（Fujimoto et al., 1997）。

例えば，肝細胞では Cx32 と Cx26，血管平滑筋では Cx43，血管内皮細胞では Cx40 と

Cx37，膵臓 β 細胞では Cx36，膵臓外分泌腺細胞では Cx32，そして神経細胞では Cx36 な

どが明らかになっている（例えば，Kuraoka et al., 1993）。

　免疫標識レプリカ法の普及により，同一ギャップ結合領域に異なるサブタイプのコネキシ

ンがコネクソンを形成することが明らかとなっている。実際，異なるコネキシンmRNAを

アフリカツメガエル卵細胞に混合注入して発現させる実験系を用いて，異なるコネキシンが

ギャップ結合チャネルを形成することも確認されている（HeLa細胞を利用する実験系も利

用されている。）（例えば，Paul et al., 1991; Cao et al., 1998）。異なるコネキシン分子種の

混在するコネクソンにおいて，通路が形成されるコネキシンの組み合わせ（Cx32 と Cx26）

と，形成されない組み合わせ（Cx43 と Cx26）があることも判明している（例えば，Evans 

& Martin, 2002; Gemel et al., 2004）。

4.　網膜の電気シナプス

　脊椎動物網膜を構成する神経細胞には化学シナプスのみならず同種ならびに異種の神経細
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胞間に電気シナプスが存在する（第 4図）（例えば，Völgyi et al., 2013）。この電気シナプス

は，錐体－錐体，桿体－桿体，桿体－錐体，水平細胞－水平細胞，双極細胞－双極細胞（樹

状突起と軸索終末の 2か所），アマクリン細胞－アマクリン細胞，神経節細胞－神経節細胞，

神経節細胞－アマクリン細胞，錐体双極細胞－AIIアマクリン細胞（哺乳動物のみ）と AII

アマクリン細胞－AIIアマクリン細胞（哺乳動物のみ）で確認されている（Müller細胞［グ

リア細胞の 1種］の間にも電気シナプスの存在が報じられている［Ceelen et al., 2001; Zahs 

& Ceelen, 2006］。）（Völgyi et al., 2013）。ただし，これらの電気シナプスの結合強度（結合

抵抗や結合係数によって測られる両細胞のシナプス結合の強弱を指す。）には大きな差異があ

り，同種の神経細胞間にある電気シナプスの結合強度は高いが，異種の神経細胞間にある電

気シナプスの結合強度は同種ほど高くない（例えば，Völgyi et al., 2013）。

　同種神経細胞間にある電気シナプスは，受容野拡大ならびにノイズ減少のために機能して

いると考えられている（例えば，Cook & Becker, 1995; Völgyi et al., 2013）。一方，異種神

経細胞間にある電気シナプスは，それぞれの神経細胞の機能の拡張に関与していると推測さ

れている。例えば，桿体と錐体とでは動作する光強度と分光感度が大きく異なっているが，

錐体－桿体間に電気シナプスが存在することで，それぞれの視細胞の動作範囲を広げることが

可能である。また，哺乳動物網膜では，桿体→桿体優位ON型双極細胞（桿体双極細胞）→AII

アマクリン細胞という化学シナプスで連絡する神経経路が存在するが，この AIIアマクリン

第 4図：脊椎動物網膜の構造（模式図）と電気シナプスの部位
　脊椎動物網膜は，基本的に 5種類の神経細胞（視細胞［Coneと 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］）で
構成される（第 6番目の神経細胞である Interplexiform細胞とミュラー細胞は描記していない。）。視
細胞は，光に対する感度の高い桿体（薄明視）と低い錐体（昼光視）に分類される。視細胞以外の神
経細胞は網膜内でシナプス接続（正確に表現すると，網膜内の神経細胞は化学シナプスによって接続
している。）し，視覚情報処理にあたる。 5種類の神経細胞は規則正しく配置し，これらの神経細胞
の細胞体と樹状突起が層状構造を形成する。視細胞の細胞体が存在する部位を外顆粒層（Outer nuclear 
layer），そして双極細胞，水平細胞とアマクリン細胞の細胞体が存在する部分を内顆粒層（Inner 
nuclear layer）と呼ぶ（桿体と錐体が並ぶ構造を視細胞層［Photoreceptor layer］と呼ぶことがあ
る。）。また，視細胞，双極細胞と水平細胞がシナプス連絡する部位を外網状層（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する部位を内網状層（Inner 
plexiform layer）と呼ぶ。外網状層と内網状層でのシナプス連絡を経て，視覚情報は神経節細胞に収
斂する。神経節細胞の配置された構造を神経節細胞層（Ganglion cell layer）と呼ぶ。外界の光環境
変化は視細胞でキャッチされて膜電位変化に変換後，縦方向に配列された細胞群（視細胞→双極細胞→
神経節細胞）を経由して脳に達する。この縦方向の流れは，水平細胞とアマクリン細胞による処理を
受ける。神経節細胞の神経軸索は，視神経（Optic nerve）と呼ばれる。眼球に入った光は網膜で処
理され，視神経を経て脳へと伝播される。網膜内の神経細胞には，化学シナプスを介する接続以外に
電気シナプスによる接続も確認されている。実際，網膜内に存在する殆ど総ての神経細胞は電気シナ
プスを介して接続していることが報じられている（a：桿体－桿体，b：錐体－錐体，c：桿体－錐体，
d：水平細胞－水平細胞，e：双極細胞－双極細胞【樹状突起間】，f：双極細胞－双極細胞【軸索終末
間】，g：アマクリン細胞－アマクリン細胞，h：神経節細胞－アマクリン細胞，i：神経節細胞－神経
節細胞，j：AIIアマクリン細胞－AIIアマクリン細胞［哺乳動物のみ］と k：錐体双極細胞－AIIア
マクリン細胞［哺乳動物のみ］）。
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細胞は錐体優位ON型双極細胞（錐体双極細胞）と電気シナプスを介して結合しているため，

錐体経路に桿体情報を付加することができる（例えば，Cook & Becker, 1995; Völgyi et al., 

2013）。このように，異種神経細胞間の電気シナプスには，機能の拡張があると考えられる。

しかし，詳細は未だ明らかになっていない。

4-1　網膜水平細胞の電気シナプス

4-1-1　S電位と水平細胞の関係

　網膜の生理研究にガラス管微小電極を適用した Svaetichin （1953, 1956） は，反対色過程の

光応答（緩電位性の膜電位変化）を示す 3タイプの細胞（L型錐体，RG型錐体と YB型錐

体）を見出した。Svaetichinは光応答を発生する細胞を錐体と報告したが，Tomita （1957） 

はこの膜電位変化を記録するには錐体よりも深い位置までガラス管微小電極を挿入する必要

があること（この膜電位は，錐体よりも中枢側の構造にまで電極を進めないと導出できなかっ

た。）を見出し，Sveaetichinによって報告された膜電位変化が錐体で発生するという結論に

疑義を唱えた。1958年，Svaetichin自身も錐体であることを否定した（MacNichol & 

Svaetichin, 1958）。Tomitaの研究グループも Svaetichin （1953, 1956） が報じた光応答と同

様の膜電位変化を記録しており，これを網膜内活動電位（Intraretinal action potential; 略し

て EIRGと呼んだ。）と呼んでいた。Svaetichin （1953, 1956） や Tomita et al. （1957） によっ

て見出された膜電位変化の発生源が不明であることを踏まえ，Motokawa（Tomita et al., 1959

を参照）はこの膜電位変化を S電位（S-potential; Sは Svaetichinの頭文字である。）と呼ぶ

ことを提案し，徐々にこの名称が普及して現在に至る。後年，この細胞は水平細胞であるこ

とが判明した（例えば，Steinberg & Schmidt, 1970; Kaneko, 1971）。

　Tomita et al. （1958） はキンギョ（Carassius auratus）網膜の S電位の応答振幅が，網膜

を光照射する面積に依存し，照射面積が大きいほど膜電位変化が大きく，膜電位変化が飽和

するには数mmにも及ぶ領域への光照射が必要であることを示した。同様の結果は，ブリー

ム（Abramis brama）（コイ科の淡水魚）網膜の S電位でも報告された（Gouras, 1960）。

Norton et al. （1968） はコイ（Cyprinus carpio）網膜に存在する 3タイプの S電位を対象に

して，膜電位変化と照射光（円型）の直径の関係を調べた。この結果，何れのタイプにおい

ても，一定振幅の S電位を発生するために必要な光量は，照射する円型光の直径を大きくす

るにつれて減少することを明らかにした。また，S電位は光を照射する領域によって拮抗作

用を示すことがなく，均一であることが示された。飽和した S電位を得るには極めて広い領

域を光照射せねばならず，これは S電位発生に関与する細胞が非常に大きいか，あるいは S

電位が細胞内誘導ではない可能性が当時考えられた。

　Kaneko （1971） は S電位を発生する細胞を明らかにする目的で，サメ（Mustelus canis）
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第 5図： 2つの単相性水平細胞の膜電位変化の同時記録
　コイ網膜から剥離網膜標本を作製し，1.5 mm離れた 2つの単相性水平細胞にガラス管微小電極を
刺入し，両水平細胞からの膜電位変化を同時記録した。単相性水平細胞であることをスペクトル応答
で確認後（400～740 nmの単色光を20 nm毎に照射し，総ての単色光照射によって水平細胞に惹起さ
れる膜電位変化［光応答ともいう。］が過分極性であるであること確認した。），剥離網膜標本を灌流し
ている正常リンガー液を修飾リンガー液に交換した。修飾リンガー液の灌流に伴い，両水平細胞の暗
時の膜電位は－38 mVから－56 mV，そして－43 mVから－59 mVへと変化した。単色光照射を止
め，修飾リンガー液に L-Glutamate（5 mM）を溶かして灌流投与した。Aの水平細胞は L-Glutamate
投与に伴い徐々に脱分極し，カルシウム依存性活動電位を発生した。Bの水平細胞には顕著な脱分極
は観察されなかったが，活動電位は Aの水平細胞と同期して現れた。その後，両水平細胞の膜電位は
グルタミン酸応答に保持された（補助説明（2）を参照）。修飾リンガー液から L-Glutamateを除去し
始めると，L-Glutamate濃度が徐々に減少するため，両水平細胞共に膜電位はグルタミン酸応答から
プラトー電位へと緩やかに移行を始めた。約 2分後，両水平細胞共に膜電位は突然プラトー電位に向
かって移動した（コイ剥離網膜標本をリンガー液で灌流する灌流槽［網膜標本を設置する灌流槽は直
径約 10 mm，高さ約 5 mmの円筒形である。］は大きいため，灌流槽内に一定流速で L-Glutamateを
導入しても，灌流槽内の L-Glutamateが均一になるには長い時間を要する。このため，短時間で
L-Glutamateの効果を確認したいとき，高濃度を利用することが多い。勿論，灌流槽内からL-Glutamate
を除去する場合も，灌流槽内の L-Glutamateの濃度低下には時間を要し，この過程で灌流槽内の
L-Glutamate濃度は不均一が生じる。特に，高濃度の L-Glutamateを除去する際，灌流槽内に大きな
濃度の不均一が生まれるに違いない。本実験では 5 mMという高濃度の L-Glutamateを用いており，
これを除去するには通常数分間以上が必要となる（本実験のように，比較的短い時間で L-Glutamate
が除去される場合も稀に見られる。）。しかし，プラトー電位が突然終了したため，約－20 mVまで過
分極し，その後ゆっくりと元の膜電位レベルに向かって移動した。両水平細胞での活動電位発生，そ
の後の膜電位変化は殆ど一致しており，近隣の同種の水平細胞が電気シナプスを介して等電位である
ことを示している。これは，網膜内で水平細胞は機能的合胞体を形成していることを示している。
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網膜を材料とし，ガラス管微小電極による膜電位測定および電極から色素を射出して細胞を

染色する実験を試みた。S電位を導出し，ガラス管微小電極に充填した Procion brilliant red

あるいは Procion yellowを電気泳動的に電極外に射出すると，水平細胞が染色された。ま

た， 2本のガラス管微小電極を近接させて S電位を導出し，一方の細胞に通電刺激を行うと

他方の細胞に膜電位変化が現れた。さらに， 1つの水平細胞に Procion yellowを注入する

と，色素を注入した細胞のみならず周辺の水平細胞にもこの色素が拡散した。これらの実験

結果は S電位を発生する細胞が水平細胞であり，この細胞は電気シナプスを介して結合して

いることを明らかにした。水平細胞の光応答（S電位）が飽和するために数mmにも及ぶ広

い領域への光照射が必要な理由は，水平細胞間に存在する電気シナプスによることが明らか

となった（第 5図参照）。

　水平細胞には，複数のタイプが存在する。魚類から鳥類までは 1～ 4タイプ，哺乳類では

概ね 2タイプである（霊長類の中には， 3タイプ存在することが知られている。）（髙橋 , 

2018）。このタイプの違いは錐体および桿体の種類と密接に関係している。例えば，コイ網

膜には 3種の異なる波長感受性を有する錐体と 1種の桿体が存在し，現在 3タイプの錐体水

平細胞と 1タイプの桿体水平細胞の都合 4タイプがあることが知られている（現在，コイ網

膜錐体には，青色錐体，緑色錐体と赤色錐体の以外に，紫外光錐体が存在することが明らか

となっている［Hawryshyn & Hárosi, 1990］，しかし，紫外光錐体の機能については未だ充

分に解析されていない。）（例えば，Tomita, 1965; Kaneko & Yamada, 1972; Mitarai et al., 

1974; Hashimoto et al., 1976; Weiler 1978; Tsukamoto et al., 1987）。一方，ナマズ（Ictalurus 

punctatus）網膜には錐体と桿体それぞれ 1タイプずつ存在するが，それぞれのタイプに対応

して錐体水平細胞と桿体水平細胞がそれぞれ 1タイプ存在することが明らかになっている

（Hidaka et al., 1986; Sakai & Naka, 1986）。Kaneko & Stuart （1980, 1984） はコイ網膜に存

在する 4タイプの水平細胞に Lucifer yellowを充填したガラス管微小電極を刺入し，分光特

性から水平細胞を特定した後，この細胞に色素を注入した。この結果，同タイプの水平細胞

にのみ色素が拡散することが明らかとなった。また，水平細胞の軸索終末に色素を注入した

ときにも，同タイプの水平細胞の軸索終末に色素が拡散することを示した。この結果から，

水平細胞間に形成される電気シナプスは同タイプに限られることが明らかとなった。

　水平細胞が電気シナプスを介して繋がることによって水平細胞の受容野は著しく拡大し，

これが双極細胞ならびに神経節細胞の中心－周辺拮抗的受容の周辺受容野形成に重要な役割

を演じていると考えられている（例えば，Barlow, 1953, 1961; Kuf�er, 1953; Werblin & 

Dowling, 1969; Matsumoto & Naka, 1972; Kaneko, 1973; Schwartz, 1974; Srinivasan et al., 

1982; Burkhardt, 1993; Kamermans & Spekreijse, 1999）。さらに，下等脊椎動物網膜では双

極細胞の中心受容野と周辺受容野の何れにも反対色応答が認められるが，この応答は水平細
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胞が三原色過程（錐体）を反対色過程（双極細胞）に変換することによって生じると推測さ

れている（例えば，Stell et al., 1975; Toyoda & Tonosaki, 1978; Kaneko & Tachibana, 1981; 

Murakami et al., 1982a, b; Kamermans et al., 2001; Hirasawa & Kaneko, 2003）。

4-1-2　網膜水平細胞の電気シナプス：ギャップ結合を構成するコネキシンタイプ

　水平細胞に電気シナプスが存在することは，㋐水平細胞の受容野が水平細胞の細胞体と樹

状突起の形態学的拡がりよりも遥かに大きいこと，㋑特定の水平細胞に与えられた通電刺激

が周辺の同タイプの水平細胞に伝播して膜電位を変化させること，㋒水平細胞に注入した

Procion yellowや Lucifer yellowのような蛍光色素あるいは Biocytinや Neurobiotinのよう

な化学物質が周辺の水平細胞に拡散することなどによって証明されている。これまでに，魚

類から哺乳類に至る多くの動物種の網膜において，水平細胞の電気シナプスが調査されてき

た。動物種により若干の相違はあるものの，細胞体－細胞体，樹状突起－樹状突起そして軸

索終末－軸索終末にギャップ結合が存在することが確認されている（例えば，哺乳類：

Raviola & Gilula, 1975; Kolb, 1977，爬虫類 : Witkovsky et al., 1983; Kolb & Jones, 1984，

魚類 : Baldridge et al., 1989）。また，コイ網膜単相性（L型）水平細胞では軸索と軸索終末

にもギャップ結合が存在し，このギャップ結合が錐体とシナプス接続していない軸索終末に

も光応答が惹起される原因となっていることが突き止められている（Kouyama & Watanabe, 

1986; Yagi, 1988）。

　近年，分子生物学的手法を駆使してギャップ結合の分子構成を解明する研究が，神経細胞，

心筋細胞や平滑筋を用いて始まった。先ず，ギャップ結合を構成するタンパク質が解析され，

ギャップ結合部分の細胞膜の分離・精製ならびに SDS-PAGEによるタンパク質分子量の測

定が行われ，ギャップ結合を構成するタンパク質はコネキシンであること，そしてこの分子

の分子量が 20～50 kDの複数分子種が存在することが明らかとなった。続いて，ギャップ結

合部から分離したタンパク質に特異的な抗体を作製し，これに標識を付けて免疫組織化学的

研究が行われ，多様なコネキシンの組織内での分布を調査することも可能となった。さらに，

ゲノム解析を中心とした遺伝子クローニングによって，複数の動物種で核酸塩基配列の解析

に基づきコネキシンタンパク質のアミノ酸配列が決定され，また遺伝子ファミリー群の同定

も可能となった。網膜にもこれらの方法が導入され，細胞間にあるギャップ結合の分子種の

識別も次々と明らかになっている。例えば，コイ網膜水平細胞では Cx35/36，Cx49.5，

Cx52.6，Cx53.8 と Cx55.5（Liu et al., 2009; Greb et al., 2017），ゼブラフィッシュ網膜水

平細胞では Cx52.6 と Cx55.5（Zoidle at al., 2004），カメ網膜水平細胞では，Cx26 と Cx43

（Janssen-Bienhold et al., 2009），マウス網膜水平細胞では Cx57（Janssen-Bienhold et al., 

2009; Palacios-Prado et al., 2009），そしてウサギ網膜水平細胞では Cx50 と Cx57（Huang 
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et al., 2005; O’Brien et al., 2006; Cha et al., 2012）などが報告されている（第 1表参照）。

4-1-3　水平細胞の電気シナプス調節への Interplexiform細胞の関与

　脊椎動物網膜には，第 6番目の神経細胞が存在する（例えば，Ehinger, 1967; Ehinger & 

Falck, 1969; Ehinger et al., 1969; Boycott et al., 1975; Dowling and Ehinger, 1975, 1978; 

Kolb and West, 1977）。この新たな細胞は細胞体がアマクリン細胞と同じ内顆粒層にあり，

神経突起を内網状層と外網状層の両層に伸展していることから，Interplexiform細胞と命名

された。Interplexiform 細胞は Dopamineを含んでいること（後年，Dopamine以外にグリ

シンを含む Interplexiform細胞が存在することも報告されている［Marc & Liu, 1984］），双

極細胞ならびに水平細胞にシナプス出力していること，そしてアマクリン細胞との間に両方

向性のシナプスを形成していることが明らかとになっている（Ehinger & Falck, 1969; Ehinger 

et al., 1969; Dowling & Ehinger, 1975, 1978）。この Interplexiform細胞は脳に端を発する求

心性神経細胞からシナプス入力を受け取っていることが報じられている（Zucker & Dowling, 

1987; Yazulla & Zucker, 1988）。

　Hedden & Dowling （1978） はキンギョ網膜において，Dopamine投与が L型水平細胞を

脱分極させ，光応答を減少させることを見出した。Negishi & Drujan （1979） はモハラ

（Eugerres plumieri）（クロサギ科の海水魚）網膜水平細胞にガラス管微小電極を刺入して膜

電位変化を導出し，電極を刺入した水平細胞を中心にして 0.5 mmの円形をした光（中心

光），あるいは内径が 2.0 mmと外径が 4.0 mmの輪状をした光（中心部 2.0 mmの暗黒で，

2.0 mmから 4.0 mmの部分を光刺激［ドーナツ型の光刺激］）（環状光）を交互に照射し，

それぞれの光応答（光刺激に対する膜電位変化）に対する Dopamine投与の影響を調べた。

この結果，Dopamine投与は中心光照射に対する光応答を約40％増加させ，また環状光照射

に対する光応答を約40％減少させることが明らかとなった。つまり，Dopamineは水平細胞

の応答性と受容野サイズに影響することを示している。その後，Teranishi et al. （1983） はコ

イ剥離網膜にガラス管微小電極を刺入して水平細胞から膜電位応答を導出し，0.5 mmのサ

イズの光刺激を 5 mmずつ直線状に移動させ，これらの光刺激に対する光応答を観察した。

電極刺入部に光照射すると大きな膜電位変化が得られるが，光刺激を電極刺入部から遠ざけ

るにつれて光応答は小さくなった。Dopamine投与により，電極刺入部への光照射で惹起さ

れる光応答は顕著に増強，そして電極刺入部から離れるにつれて光応答は顕著に減弱した。

この結果は，水平細胞間の電気シナプスによる膜電位変化の伝播が Dopamineによって阻害

されたことを示唆している。つまり，Dopamineが水平細胞間電気シナプスの修飾物質であ

る可能性を示していた。その後の研究により，水平細胞にはDopamineD1 レセプターが存在

することが明らかとなった（Dong & McReynolds, 1991; DeVries & Schwartz, 1991）。
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　網膜を長期間暗黒に維持すると網膜神経節細胞の周辺応答が減弱もしくは消失すること，

また双極細胞の周辺応答が Dopamine投与によって減弱することが報じられている（Barlow 

et al., 1957; Donner & Reuter, 1965; Masland & Ames, 1976; Hedden & Dowling, 1978），

これらの結果は，網膜を長時間暗黒に保つことが網膜内の Dopamine量増加を促す可能性を

示している。Mangel & Dowling （1985） はコイ網膜 L型水平細胞の膜電位変化に対する長

時間の暗黒と Dopamine投与の影響を比較した。コイを20～40分間暗黒（短時間の暗黒）と

100～110分間暗所（長時間の暗黒）に維持し，その後作製した網膜標本にガラス管微小電極

を適用して膜電位の導出を行った。1.6 mm未満のサイズの光照射に対する L型水平細胞の

膜電位変化は短時間暗黒に維持した網膜よりも長時間暗黒に維持した網膜の方が大きく，1.6 

mmを超えるサイズの光照射に対する膜電位変化は 1.6 mm未満の結果と逆となった。Mangel 

& Dowling （1985, 1987） は，長時間暗黒に維持した網膜の水平細胞と 25 µM Dopamine投

与した網膜の水平細胞の比較実験を行い，網膜を長時間暗黒に維持することと網膜に対する

Dopamine投与が同様の効果を有していることを見つけた。これらの結果に基づき，Mangel 

& Dowling （1985, 1987） は長時間の暗黒によって Interplexiform細胞から Dopamineが放

出され，これが水平細胞（あるいは，双極細胞にも作用した可能性がある。）に作用したと推

測した。Mangel & Dowling （1985, 1987） によって得られた研究成果は複数の研究グループ

によって確認されたが，一方で水平細胞に対する Dopamine投与の効果が長時間の暗黒（暗

順応）ではなく，明条件下（明順応）で現れる効果と似ていると報じる研究報告も現れ，未

だ決着を見ていない（暗順応後放出：Mangel & Dowling, 1985, 1987; Yang et al., 1988a, b; 

Tornqvist, 1988; Umino et al., 1991）（明順応後放出： Shigematsu & Yamada, 1988; Baldridge 

& Ball, 1991; Dong & McReynolds, 1991; Weiler & Akopian, 1992; Hankins, 1995）。

4-1-4　水平細胞間電気シナプスの Dopamineによる制御

　Van Buskirk & Dowling（1981）はコイ網膜を酵素処理して得られた単離水平細胞を利用

し，Dopamine投与が水平細胞内に Adenosine 3’,5’-phosphoric acid （cAMP） 蓄積を促すこ

と，そして Dopamine拮抗剤である Haloperidolなどの投与が cAMP蓄積を阻害することを

見つけた。さらに，カメ（Pseudemys scripta elegans）網膜 H1型水平細胞の軸索終末に対し

て cAMP産生を促すアデニル酸シクラーゼ（Adenylate cyclase）の活性を刺激する Forskolin

や 3-Isobutyl-1-methylxanthine （IBMX） などが，Dopamineと同様に電気シナプスの膜抵抗

を増加させることが報じられた（Piccolino et al., 1984）。これらの研究から，Dopamineは

水平細胞に作用して細胞内のアデニル酸シクラーゼを活性化し，細胞内で cAMP産生を増加

させることによって電気シナプスを修飾していると推測された。

　Lasater （1987） は，パーチ（Roccus americana）網膜から単離した水平細胞に形成される
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電気シナプス（ギャップ結合）を解析に利用した。両細胞にパッチ電極を適用し，電圧固定

下で膜電流を導出した。一方の水平細胞の膜電位を変化させ，他の水平細胞で膜電流変化を

測定し，結合コンダクタンスと結合係数が Dopamineの有無でどのように変化するのかを測

定した。Dopamine投与により，結合コンダクタンスおよび結合係数の何れもが減少した。

また，パッチ電極を通じて 8-Bromoadenosine 3’,5’-phosphoric acid （8-bromo-cAMP） を水

平細胞内に注入することによって，水平細胞間の結合コンダクタンスが顕著に減少すること

も観察した。さらに，Lasater （1987） はバス（Roccus chrysops）から単離した水平細胞に形

成されたギャップ結合を用い，cAMP依存性プロテインキナーゼをパッチ電極から細胞内に

投与する実験を試みた。このキナーゼもDopamineと同様に結合コンダクタンスを低下させ，

さらにキナーゼ抑制剤であるWalsh inhibitorが Dopamineの作用を抑えることを明らかにし

た。その後，McMahon et al. （1989） はパーチ（Roccus americana）網膜から単離した水平

細胞間に形成されたギャップ結合にパッチ電極を適用し，ギャップ結合チャネルに関係する

膜電流のノイズ解析を行い，単一ギャップ結合チャネルの結合コンダクタンスと開口確率を

求めた。Dopamineによるギャップ結合チャネルを介する膜電流の減弱が結合コンダクタン

スの減少によるのではなく，Dopamineは開口確率を減少させることによることを見出した。

これらの結果を総合すると，cAMP依存性プロテインキナーゼはギャップ結合を構成するタ

ンパク質（おそらく，コネキシンタンパク質）をリン酸化し，ギャップ結合チャネルの開口

確率を減少させて水平細胞間電気シナプスのシナプス伝達効率を下げていることが示唆され

る。

4-1-5　水平細胞のギャップ結合チャネルを調整する各種のしくみ

　網膜内の Dopamineは水平細胞膜に発現する DopamineD1 レセプターに結合すると，細胞

内のアデニル酸シクラーゼを活性化し，Adenosine 5’-triphosphoric acid （ATP） から cAMP

の産生（あるいは合成）を開始する。細胞内で増加した cAMPは cAMP-dependent protein 

kinase（cAMP依存性プロテインキナーゼ）を活性化し，コネキシンタンパク質のリン酸化

を経てギャップ結合チャネルの開口確率を減少させると考えられている（McMahon et al., 

1989）。網膜内で Dopamineを産生する細胞として Interplexiform細胞とアマクリン細胞が

知られているが，水平細胞とシナプス連絡が存在するのは Interplexiform細胞のみである。

残念ながら，Interplexiform細胞による Dopamine放出のタイミングが明暗の何れであるの

かは未だ明らかではない。最近，Witkovsky （2004） は Dopamine放出がサーカディアンリ

ズム18）（概日周期あるいは日周リズム）と光の両方によって制御されており，錐体と桿体が

入れ替わる夕方頃に網膜内の Dopamine量が上昇することを報じている。

　一酸化窒素（NO）は細胞膜を通過し，細胞内に入り可溶性グアニル酸シクラーゼ（soluble 
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Guanylate cyclase）を活性化して細胞内 cGMPを増加させることが知られている。この cGMP

は cGMP-dependent protein kinase（cGMP依存性プロテインキナーゼ）を活性化し，ギャッ

プ結合チャネルのコンダクタンスを減少させる（McMahon & Ponomareva, 1996; Lu & 

McMahon, 1997; Pottek et al., 1997; Xin & Bloom�eld, 2000）。生体内で NOは一酸化窒素

合成酵素によって Arginine（アルギニン）から Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 ; NADPH）（補酵素の一種）の助けを借りて

合成される。脊椎動物網膜でも水平細胞を含む複数のタイプの神経細胞に一酸化窒素合成酵

素が存在することが明らかにされている（例えば，Weiler & Kewitz, 1993; Liepe et al., 1994; 

Goldstein et al., 1996）。明暗の何れの条件下で NO放出が増加するのかは，未だ明らかには

なっていない。

　暗順応した網膜における水平細胞の受容野がRetinoic acid（レチノイン酸）投与によって縮

小し，さらに同タイプ水平細胞間の色素拡散が減少することが報告されている（Weiler et al., 

1999, 2001）。この Retinoic acidの作用は，ギャップ結合チャネルの閉塞によると考えられ

ている。実際，Zhang & McMahon （2000） はバス（Hybrid striped bass［Roccus chrysops×

Roccus saxitalis］）網膜から単離した水平細胞を用い，Retinoic acidがギャップ結合チャネ

ルの開口確率を減少させることを明らかにした。そして，Retinoic acidの効果は細胞内の水

素イオン（H＋）と Ca2＋の濃度変化とは無関係であること，ならびに Dopamineや NOから

も独立していることも明らかにした。光照射に伴い視細胞外節に存在する 11cis-retinalはAll 

trans-retinalに変化するが，この All trans-retinalは色素上皮細胞に運ばれ，一部が Retinal 

dehydrogenase（レチナールデヒドロゲナーゼ）によって酸化されて Retinoic acidの産生を

生む。この Retinoic acidは網膜外層に向かって拡散し，水平細胞の細胞膜を容易に通過し細

胞内に進入すると考えられている（Weiler et al., 2001）。また，水平細胞に対する Retinoic 

acidの作用は，明順応と酷似しているという報告がある（Weiler et al., 1998）。

　細胞内 Ca2＋は Calmodulin（カルモデュリン）を介してギャップ結合チャネルの開閉に影

響すると考えられている（Peracchia, 2004; Zou et al., 2014）。しかし，細胞内 Ca2＋の濃度

について詳細は明らかになっていない（例えば，Peracchia, 2004）。ナマズ（Ictalurus punc-

tatus）網膜から単離した錐体水平細胞を接着させて形成したギャップ結合を利用した解析で

は，細胞内Ca2＋ が 100～700 nMの生理的濃度ではギャップ結合チャネルのコンダクタンス

に大きな変化がないこと（しかし，細胞内 Ca2＋はDopamine投与に伴うギャップ結合制御に

関与しない。）を報じている（DeVries & Schwartz, 1989）。水平細胞のギャップ結合チャネ

ルに対する Ca2＋ならびに Calmodulinの作用については今後の解析を待たざるを得ない。

　細胞内 H＋がギャップ結合チャネルの開閉に影響することは古くから知られていた（例え

ば，Turin & Warner, 1977, 1980; Spray et al., 1981）。コイ網膜水平細胞についても，NH3
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（アンモニア）投与（NH4Cl投与は細胞内をアルカリ化する。）が電気シナプスの結合強化，

そして二酸化炭素（CO2）投与（CO2 投与は細胞内を酸性化する。）が電気シナプスの結合

抑制をもたらすことが既に知られていた（Negishi et al., 1985）。後年，ナマズ（Ictalurus 

punctatus）網膜から単離した錐体水平細胞を接着させて形成したギャップ結合を利用した研

究では，細胞内酸性化がギャップ結合チャネルコンダクタンスを減少させること（細胞内H＋

は cAMPを介するギャップ結合制御に関与しない。）が明らかになった（DeVries & Schwartz, 

1989）。しかし，網膜水平細胞のギャップ結合チャネルに対する細胞内H＋の影響に関する研

究は未だ不充分であり，なお詳細な解析が必要である。

　ナマズ（Ictalurus punctatus）網膜から単離した錐体水平細胞を接着させてギャップ結合

を形成し，両水平細胞にパッチ電極を適用してギャップ結合の膜電位依存性を調査した。一

方の水平細胞を－20 mVに膜電位固定し，他方を種々の膜電位に変化させると，両水平細胞

に膜電位差があるときのみ膜電流が発生し，両細胞が等電位のときには流れないことが明ら

かとなった（DeVries & Schwartz, 1989）。この結果は，ギャップ結合を介して流れる膜電

流は，両水平細胞の膜電位差にのみ依存していることを示している。ところが，最近ギャッ

プ結合チャネルの開閉は細胞間の膜電位差のみならず，それぞれの細胞の膜電位にも依存し

ていることが明らかになっている（Verselis et al., 1994; Oh et al., 1999; Revilla et al., 1999; 

Ri et al., 1999; Barrio et al., 2000）。

5.　終　わ　り　に

　脊椎動物網膜を構成する細胞のタイプとその配置は魚類から哺乳類まで比較的よく保存さ

れている。動物が夜行性かあるいは昼行性（昼行性動物の場合，多原色色覚を有するのか否

かも関係する。）かによって視細胞（錐体と桿体）のタイプが大きく異なり，この結果として

視細胞入力を受け取る水平細胞にも複数のタイプが現れる（髙橋，2018）。色覚を有する下

等脊椎動物網膜の水平細胞は 3～ 4タイプ，また哺乳類網膜では概ね 2タイプが基本であ

る。何れの水平細胞も活動電位を発生せず，光照射に対して緩電位性の膜電位変化を示す。

同タイプの水平細胞は電気シナプスを介して結合している。このため，水平細胞の受容野は

比較的大きく，魚類では数mmにも達することが知られている（Tomita et al., 1958; Gouras, 

1960; Norman et al., 1967; Kaneko, 1971）。

　水平細胞は電気シナプスを介する広範な受容野を活かし，双極細胞や神経節細胞の中心－

周辺拮抗的受容野の周辺受容形成に関与している（例えば，Werblin & Dowling, 1969; Naka 

& Witkovsky, 1972; Toyoda & Tonosaki, 1978）。また，下等脊椎動物網膜では，視細胞にお

ける三原色過程が反対色過程に変換されるために水平細胞は重要な役割を演じている（例え
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ば，Stell et al., 1975; Burkhardt, 1977; Burkhardt & Hassin, 1978; Murakami et al., 1982a, 

b; Takahashi & Murakami, 1991; Witkovsky et al., 1995）。動物種に関わらず，同タイプの

水平細胞には電気シナプスが存在するが，分子生物学的には電気シナプスを構成するギャッ

プ結合チャネル分子，すなわちコネキシンには動物種差が認められる（例えば，Cook & 

Becker, 1995; Völgyi et al., 2013）。近年，コネキシンには約20のサブタイプの存在が報じら

れている（例えば，Söhl & Willecke, 2004））。このようなサブタイプの違いは，おそらく長

い生物進化の過程を反映していると推測される。しかし，網膜におけるコネキシンサブタイ

プの違いが，生理学的に大きな差を生んでいるという報告は今のところない。

　今後，それぞれの動物種の網膜水平細胞に発現するコネキシンを同定し，これらが構成す

るコネクソンの違いがギャップ結合チャネルの機能差を生んでいるのか否かを詳細に解析す

る必要がある。網膜を構成する総ての細胞腫にギャップ結合が存在することが判明しており，

視細胞から神経節細胞までの総ての細胞にあるギャップ結合がどのような役割を演じている

のかも明らかにする必要がある。網膜内での視覚情報処理を理解するには，網膜を構成する

各神経細胞が形成する化学シナプスのみならず電気シナプスの機能解明が急務である。

　本論文では，網膜内の神経細胞間に存在する電気シナプスを膜電位変化の伝達機構の一つ

として注目した。しかし，ギャップ結合チャネルは膜電位発生に必要なイオン以外に，セカ

ンドメッセンジャーを含む小分子の細胞間移動を可能にする仕組みでもある。小分子移動通

路としてのギャップ結合に着目した研究は未だ不充分であり，今後の研究が待たれる。
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【注】

 1） 神経伝達物質やホルモンはそれぞれのレセプターと結合し，細胞活動に影響する（例えば，Snyder, 2009; 
Naaf, 2017）。シナプス前神経細胞の軸索終末から放出された神経伝達物質がシナプス後神経細胞の樹状
突起（あるいは細胞体）に発現するシナプスレセプターに結合すると，このレセプターと連動するイオ
ンチャネルの開閉が生じ，膜電位変化が現れる。ところが，シナプスレセプターへの神経伝達物質の結
合に伴い細胞内に存在する低分子化合物が活性化し，この後複数の化学変化を経て最終的にイオンチャ
ネルの開閉に結び付くしくみが明らかとなっている（例えば，Snyder, 2009）。この低分子化合物のこと
をセカンドメッセンジャーという。 そして，神経伝達物質やホルモンのように細胞外で情報を運ぶ伝達
物質をファーストメッセンジャーという。セカンドメッセンジャーとして，cAMP，cGMP，ジアシル
グリセロール（Diacylglycerol; DG），イノシトール三リン酸（Inositol trisphosphate; IP3），Ca2＋ や一
酸化窒素（Nitric oxide; NO）などが知られている。

 2） 19世紀後半，Golgi （1873） は鍍銀法を開発し，神経細胞の形態を詳細にスケッチすることに成功した。
Golgiは神経細胞同士が樹状突起を介して融合し，神経組織は網状構造を形成するという説（網状説）を
提唱した。一方，Cajalは Golgiの開発した鍍銀法を用い，神経組織の研究を始め，やがて神経細胞同士
は接触しているだけで融合していないとする説（ニューロン説）を提唱した。Waldeyer-Hartz （1891） 
は神経組織を構成する単位にニューロンという名称を与えた。その後，ニューロン説を支持する
Sherrington（1897） はニューロンとニューロンのつなぎ目のことをシナプスと命名した。網状説とニュー
ロン説は長期間真っ向から対立したが，Loewi （1921） の研究以降，次第にニューロン説が優勢となっ
ていった。しかし，光学顕微鏡観察ではシナプスに間隙があるのか否かを明らかにすることはできず，
後年電子顕微鏡の開発によってシナプス間隙が証明され，漸くニューロン説に真の軍配が上がった。ガ
ラス管微小電極を用いた研究の開始により，シナプス伝達に神経伝達物質が介在することが示され，神
経細胞同士が化学的に繋がっていることが明らかとなった。一方で，無脊椎動物の神経系で化学的伝達
では説明ができない現象が見つかり，シナプスには電気的伝達（電気シナプス）も存在することが示さ
れた。脊椎動物でも電気的なシナプスが見つかり，シナプス研究は化学的および電気的伝達の両面で行
われるようになった。

 3） 光学顕微鏡の分解能（ 2点を識別できる最小距離あるいは解像度の限界）は，照射する入射光が試料に
当たり散乱する光を対物レンズで収斂させ画像化する。識別できる最小距離（d）は，d NA= ×0 61. λ  で表
される。λ は使用する光の波長，NAは対物レンズの開口数を指す。NA＝n·sinθ（nは物体が存在する空
間側媒質の屈折率，θ は物体から反射して対物レンズに入る光の中で最も外側の光が軸となす角度）で
あるため，d n= × ⋅0 61. sin

λ
θ  となる。一般的に，使用する入射光の波長は 400～700 nmそして対物レンズ

の開口数は約 1～1.6であるため，光学顕微鏡の分解能は約 200 nmが限界となる。 一方，電子顕微鏡
は，光の代わりに電子線を，ガラス製の対物レンズの代わりに，磁界型の電子レンズを用いる。電子線
の波長は，光の10万分の 1以下（例えば 100 KVでは λ = 0.0037 nm）である。電子顕微鏡に用いられ
る電子レンズは球面収差を取り除くことが不可能であり，光学顕微鏡で用いた d NA= ×0 61. λ  を使用する
ことができない。電子顕微鏡の識別できる最小距離（d）は，d Cs= × ×0 65

1
4

3
4. λ  で表される。Csは球

面収差係数を指す。電子顕微鏡で高分解能の画像を得るには，電子線の波長を短くする必要がある。現
在，1000 KVの超高圧電子顕微鏡の分解能が最も良く，その値は約 0.1 nmである。

 4） 透過電子顕微鏡の試料作製方法の 1つである。生体試料を液体ヘリウムで凍結固定後，真空中で試料表
面をナイフで割断し，この割断面あるいは試料中の氷を昇華させて白金を蒸着させる。白金蒸着面に炭
素の薄膜を形成し，試料を除去する。白金と炭素からなる試料表面のレプリカを透過型電子顕微鏡で観
察する。細胞膜（脂質二重膜）を凍結割断するとき疎水性面に沿って割れることがあり，細胞質側の割
断面を外側から見た面を P面そして細胞外に接した割断面を細胞質側から見た面を E面と呼ぶ。 さら
に，凍結割断レプリカ法では，割断面以外に細胞質に接した膜の表面と細胞外液に接した膜の表面が露
出されるが，それらをそれぞれ PS面と ES面と呼ぶ。2 nm を越える分解能が得られ，例えば細胞膜内
におけるタンパク質粒子の高コントラスト像（三次元構造）を観察することができる。凍結割断レプリ
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カ法を利用したギャップ結合の電子顕微鏡観察では，P面に約 9 nm の粒子と E面に小さな窪みが観察
される。

 5） ギャップ結合チャネルの開閉モデルとして，Unwin & Ennis （1984） はチャネルを構成するサブユニッ
トを変化させることによって閉塞するというサブユニットローテーションモデルを提唱している。しか
し，Harris （2001） は Ca2＋，pH，膜電位や化学物質などによるギャップ結合チャネルの開閉を説明する
ために，このモデルは充分でないことを明らかにした。近年，Cx26 で構成されるギャップ結合チャネ
ルの電子線結晶構造解析が行われ，チャネルの膜貫通部分にプラグのような電子密度の高い部分が存在
することから，新たな開閉モデルとしてプラグゲーティングモデルが提唱された（Oshima et al., 2007; 
Maeda et al., 2009; Oshima et al., 2011）。このモデルではギャップ結合チャネルの物質透過領域にある
N末端領域が膜電位センサーのみならずプラグ形成に重要であることが示唆されている。コネキシンに
は異なるサブタイプが知られており，それぞれのコネキシンの集合体としてのギャップ結合チャネルの
開閉制御とプラグゲーティングモデルとの関連についてはさらなる解析が必要である。

 6） 原子間力顕微鏡（Atomic force microscopy ［AFM］）は，試料表面を微小プローブで往復スキャンし，
試料表面の形状を計測し高分解能のイメージングを得ることができる顕微鏡の一種である。微小プロー
ブを正確に制御することによって，原子サイズまで分解能を高めることができる。

 7） 試料作製に凍結割断レプリカ法を適用すると，細胞膜が疎水性面に沿って割断され， 脂質二重膜の疎水
性面が露出されることがある。この疎水性面に白金と炭素を蒸着させてレプリカ作製後，界面活性剤で
ある Sodium dodecyl sulfate （SDS） を用いて洗浄すれば，細胞膜のタンパク質はレプリカに付着したま
まとなる。このタンパク質を免疫抗体で標識し，染色の有無を電子顕微鏡観察すれば，タンパク質の正
体を明らかにすることができる。

 8） 2つの神経細胞がギャップ結合を介して電気シナプスを形成しているとき，両細胞間の結合の強さ測定
するために，両細胞（N1と N2）にガラス管微小電極を刺入し，一方の細胞（N1）に通電刺激を与え，
両細胞（N1と N2）に生じる膜電位変化を測定・比較する方法が用いられる。通常，N1への通電刺激に
伴い N1に惹起される膜電変化（∆V1）と N2に惹起される膜電位変化（∆V2）を測定し， ∆

∆
V
V

2
1  を結合係

数（Coupling coef�cient）としてギャップ結合の強さの指標にしている。第 3図には 2つの神経細胞な
らびにギャップ結合の電気的特性を図式化した。それぞれの神経細胞の細胞膜は，膜容量（Cm1 とCm2）
と膜コンダクタンス（Gm1と Gm2）で構成されている。また， 2つの神経細胞はギャップ結合コンダ
クタンス（Gg）によって繋がっている。N1への電流注入（Current injection）に伴い N1 と N2 に発生
する膜電位変化から求められる結合係数は，∆

∆
V
V

Gg
Gg Gm

2
1 2= + ，そして N2 への電流注入（Current injection）

に伴い N2 と N1 に発生する膜電位変化から求められる結合係数は，∆
∆

V
V

Gg
Gg Gm

1
2 1= +  となる。両細胞への通

電実験によって得られる結合係数は，両細胞が同種のときは概ね一致するが，両細胞が異なるとき大き
な差異が生じることがある（両細胞の膜コンダクタンスが異なれば，結合係数も異なる。）。さらに，細
胞膜には膜容量があり，これに電荷が蓄積するために時間を要し，結果としてギャップ結合はローパス
フィルターとして働く。このフィルターの特性を調べるため，N1 の細胞に様々な周波数の正弦波状電
流注入を行い，N2 に生じる膜電位変化を測定し，各周波数に対する膜電位変化の相対値をプロットす
る方法が用いられる。ローパスフィルターが機能するとき，例えば N1 に時間経過の速い活動電位が発
生しても，N2 にはこの速い変化は充分に伝播されない。勿論，緩除な膜電位変化の場合，活動電位ほ
どの顕著な減衰は生じない。

 9） 細胞膜に通電刺激を与えたときに現れる膜電位変化は，コンデンサーと抵抗が並列に並ぶ等価回路で近
似することができる。この抵抗成分が膜抵抗，そしてコンデンサー成分が膜容量である。膜抵抗と膜容
量は神経や筋での時定数や長さ定数に関係し，その細胞の応答特性に影響する。実際に測定される膜抵
抗は小さな細胞ほど大きく，またその膜面積に反比例する。細胞膜は主にリン脂質の二重膜構造を呈し，
これを貫通して膜タンパクが存在する。膜タンパクの一つであるイオンチャネルは種々のイオンに対す
る選択的透過性を実現しており，その種類と密度が膜抵抗を決めると考えられる。多くのイオンチャネ
ルは電位依存性を示すため，膜抵抗は膜電位によって異なる。例えば，活動電位発生の際，膜抵抗は著
しく減少する。また化学シナプスにおいて，シナプスレセプターに連動するイオンチャネルの活性化に
よってシナプス電位が発生する際も，膜抵抗の減少がみられる。また，単位面積当たりの細胞膜の容量
はほぼ一定で約 1 µF/cm2 である。

10） 直流回路において，抵抗の逆数をコンダクタンスという。コンダクタンスが上昇することは，電流が流
れやすくなることを意味する。例えば，神経細胞の興奮に伴い細胞膜上に配置されたナトリウムチャネ
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ルが一斉に開口したとき，細胞膜の Na＋に対するコンダクタンスが上昇すると表現する。一方，神経細
胞が非興奮状態（非活動状態）では，細胞膜にあるカリウムコンダクタンスが上昇している。ギャップ
結合コンダクタンスはギャップ結合を介する 2細胞間の電流の流れやすさの目安である。

11） Minsky （1953） によって共焦点顕微鏡の原理が開発され，1980年代光源としてレーザー光が一般化し，
共焦点レーザー顕微鏡として普及した。光を試料の全面に照射する一般的な光学顕微鏡と異なり，共焦
点レーザー顕微鏡ではレーザー光を厚みのある試料の特定の狭い範囲に照射して焦点を合わせて像を検
出する。このため，生きた標本の観察も可能である。また，試料の様々な箇所の画像をパソコン上で再
構築し，立体画像を作ることも可能である。

12） SDSはタンパク質変性作用が強い界面活性剤であり，タンパク質の主ペプチド鎖部分に一定の割合で結
合する性質がある。このため，SDSの存在下でタンパク質は直鎖状に近い構造を取る。SDSを作用させ
たタンパク質試料を Poly acrylamide gel electrophoresis （PAGE）（ポリアクリルアミドゲル電気泳動と
もいう。）にて分析すると，ペプチド鎖長に応じてタンパク質を分離することができる。この方法で，対
象とするタンパク質も分子量を測定することができる。

13） 細胞内から目的とするタンパク質を作るmRNAを探し出し，逆転写酵素を利用してDNAを合成する。
この DNAを complementary DNA （cDNA） と呼ぶ。この cDNAには，遺伝子の上でタンパク質に翻訳
される領域の配列が開始コドンから終止コドンまで含まれているため，タンパク質を構成するアミノ酸
配列の一次構造を解明するために利用される。

14） ゲノム解析とは，生物のゲノムが持つ遺伝情報を総合的に解析する手法を指す。ゲノム解析では，ゲノ
ムを構成する DNAに保存された塩基の配列を決めることから始まる。しかし，塩基配列のデータから
だけでは，遺伝子の所在や役割を明らかにすることは困難である。そこで，転写・翻訳によって作られ
るメッセンジャー RNA（mRNA）やタンパク質など調査し，大腸菌などの微生物で明らかになった遺
伝子データなどを参考に，また他の生物種間での相同性の比較などを通じて塩基配列を比較し，最終的
に遺伝子の働きを明らかにする。

15） 免疫組織化学法は特定の抗原に結合する抗体との抗原抗体反応を利用し，抗原物質の局在部位そしてこ
の抗原物質を発現する細胞を可視化するための手法を指す。標的抗原とその特異的一次抗体を反応させ，
その後一次抗体と結合する標識二次抗体を反応させる方法が一般的である。標識の種類により，蛍光抗
体法と酵素抗体法に分けられる。蛍光抗体法では Fluorescein isothiocyanate（フルオレセイン・イソチ
オシアネート；FITC）や Rhodamine-B isothiocyanate（ローダミン-Bイソチオシアネート；RITC）な
どを用い，蛍光顕微鏡や共焦点レーザー顕微鏡を用いて蛍光部位を検出する。また，酵素抗体法では西
洋ワサビから抽出した Horseradish peroxidase（ペルオキシデース；HRP）や Alkaline Phosphatase（ア
ルカリフォスファターゼ）を用い，光学顕微鏡により染色部位を検出する。Horseradish peroxidaseを
用いると，光学顕微鏡のみならず電子顕微鏡での検出が可能であり，さらに検出感度も高いことが知ら
れている。

16） Northernblot法とは，分子生物学研究において特定の配列を持つ RNA断片を検出するための手法を指
す。一般的には，細胞から分離・抽出した RNAを電気泳動によって展開し，調査対象の RNA配列に相
補的な配列を持つ核酸プローブを結合させることで標的RNAの量とサイズを検出する。この核酸プロー
ブの標識として放射線同位元素 32Pを利用する場合は X線フィルムで，また標識として Digoxigenine
（ジゴキシゲニン）や Biotin（ビオチン）を用いた場合は抗体を用いて核酸プローブの位置と量を検出す
る。最近，Northernblot法よりも定量的にmRNA量を測定できる定量 PCR法や，多数のmRNA量を
検出するマイクロアレイ法が用いられることが多い。Northernblot法はmRNAを検出する方法である
が，DNAを検出する Southernblot法やタンパク質を検出するWesternblot法が知られている。

17） 現在，cDNAのクローニ ングおよびゲノム解析によって，20種以上のコネキシンタンパク質ファミリー
が確認されている。コネキシン遺伝子ファミリーは，アミノ酸配列の親水性プロットによる解析から， N
末端および C末端のいずれもが細胞質内にあり，細胞膜を 4回貫通し， 2つの細胞外ループと 1つの細
胞内ループを形成する。膜貫通領と細胞外ループ領域のアミノ酸配列はコネキシン間で相同性が高く，
これらの領域はギャップ結合に共通した基本構造とみなされている。

18） 生物には約24時間周期で活動する現象が数多く観察され，これは体内に生物時計（体内時計）が存在す
るためであると考えられている。この生物時計は細菌からヒト（Homo sapiens）まで普遍的に存在して
いる。長年の研究により，哺乳類では脳内の視交叉上核（視床下部の一部）が生物時計の中枢であるこ
とが確認された（例えば，Okamura, 2007）。そして，1980年代，時計遺伝子が発見されている。現在，
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哺乳類では Per，Cry，Clockや Bmalなど複数の時計遺伝子が機能していることが知られている（例え
ば，Gachon et al., 2004）。時計遺伝子の発見以降，分子レベルの研究が盛んに行われ，殆どの臓器や組
織に概日時計があり，時刻を刻んでいることが明らかになっている（例えば，Yamazaki et al., 2000: Yoo 
et al., 2004）。現在，視交叉上核は身体全体のサーカディアンリズムを同調させる役割を担っており，視
交叉上核には中枢時計そしてそれ以外の臓器・組織・細胞には末梢時計があると考えられている。

【補　助　説　明】

（1）　第 5図の実験
【実験材料と方法】
　実験には，体長約 30 cmのコイ（Cyprinus carpio）を用いた。コイを約 2時間暗順応させた後，低温麻酔
下で断頭し，眼球を摘出した。前眼部，水晶体及び硝子体は除去し，その後網膜を剥離した。視細胞側を上に
して濾紙上に付着させ，実験に用いた。以上の操作は低光量の赤色照明下で行った。
　剥離網膜標本を灌流槽内に置き，リンガー液を毎分 1分の流量で灌流した。液温は，恒温装置で約20°Cに
保った。コイの正常リンガー液の組成は，102.0 mM 塩化ナトリウム（NaCl），28.0 mM 重炭酸ナトリウム
（NaHCO3），2.6 mM 塩化カリウム（KCl），1.0 mM 塩化カルシウム（CaCl2），1.0 mM 塩化マグネシウム
（MgCl2），10.0 mM ブドウ糖（Glucose），5.0 mM Tris-hydroxymethyl-aminomethane （Tris） であった。本
実験では水平細胞からの膜電位変化を導出後，正常リンガー液を修飾リンガー液に変えて灌流した。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 塩化セシウム（CsCl），2.6 mM KCl，10.0 mM 
CaCl2，1.0 mM MgCl2，30 µM Tetrodotoxin （TTX） 10.0 mM Glucose，5.0 mM Trisであった。修飾リン
ガー液の灌流により，水平細胞の細胞膜に発現する電位依存性ナトリウムチャネルと各種の電位依存性カリウ
ムチャネルに由来するイオン電流は抑制され，電位依存性カルシウムチャネルのみが機能している。修飾リン
ガー液に 5 mM L-Glutamateを添加する場合，浸透圧調整のため，NaClを減少させた。何れのリンガー液
も，1 N 塩酸（HCl）を用いて pH7.8 に調整し灌流した。
　膜電位の細胞内誘導には，ガラス管微小電極法を用いた。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タイプの硼珪酸ガラス管（φ 約1.2 mm）から作製した。電極内には 4 M 酢酸カリ
ウム（CH3COOK）を充填して用いた。電極抵抗は 40～80 MΩであった。灌流槽の底部に銀－塩化銀板を置
き，これを不関電極とした。水平細胞の膜電位変化は，微小電極用前置増幅器（MEZ-8201，日本光電）に接
続したオシロスコープ（VC-10，日本光電）で観察した。本実験では 2つの同種水平細胞から膜電位を導出す
るため，電極と前置増幅器を 2セット用意した。それぞれの電極の先端を 1.5 mm離して設置し，水平細胞か
らの膜電位測定に利用した。 2つの水平細胞の膜電位変化と光刺激のタイミングは，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，膜電位変化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）で描画した。
　コイ網膜には 4種類の水平細胞（単相性水平細胞，二相性水平細胞，三相性水平細胞と桿体水平細胞）が存
在し，これらは単波長光に対する応答性の違いによって容易に識別できる。剥離網膜標本への光刺激には，キ
セノンランプから発する光をビームスプリッターにより 2経路に分割し，両経路共に等光量子化（8.2×105 
photons/µm2/sec）した単色光を 800 msecの照射時間で網膜全体に照射した（Tomita et al., 1967）。光量は，
光路に各種濃度の NDフィルター（Neutral density filter）を置き調節した。実験開始時には 480 nmと 620 
nmの波長光を交互に照射しながら，微動マニピュレーターに装着したガラス管微小電極を網膜表面から徐々
に深部へと進めてゆく。大きな過分極性の膜電位の振れが生じ，480 nmと 620 nmの波長光刺激に伴い膜電
位変化が現れたとき，400～740 nmまでの単色光を 20 nm刻みで照射し，水平細胞のタイプを同定した。本
実験では単相性水平細胞（専ら赤色錐体からシナプス入力を受け取っている水平細胞）を利用した。
　薬品類の多くは，関東化学株式会社とナカライテスク株式会社から購入した。TTXは三共株式会社，4-AP
は Sigma Chemical Co.から購入した。
（2）　第 5図の実験
【機能的合胞体を形成する水平細胞における電気生理学的実験の困難―カルシウム依存性活動電位を利用した
L-Glutamate応答の逆転電位測定法の開発―】
　暗時，視細胞から放出される L-Glutamateによって水平細胞は脱分極状態にある。明時，視細胞から放出さ
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れる L-Glutamateが減少もしくは停止するため，水平細胞は過分極する。視細胞から放出される L-Glutamate
によって水平細胞に生じる膜電位変化のイオン機構を解明するには，この細胞にガラス管微小電極を刺入し，
通電刺激により膜電位を変化させる実験が求められる。ところが，水平細胞は電気シナプス（ギャップ結合）
を介して連絡しているため，通電刺激によって膜電位を正確に保持することが難しく，イオン機構を詳細に解
析することはできなかった。
　コイの剥離網膜標本を各種のイオンチャネル阻害剤を含む修飾リンガー液で灌流すると，水平細胞にカルシ
ウム依存性活動電位が発生し，しかもこの活動電位は電気シナプスを介して結合する近隣の水平細胞（水平細
胞の機能的合胞体ともいう。）に同期していることを見出した（Murakami & Takahashi, 1987）。当然，正常
リンガー液から修飾リンガー液への変更によって，水平細胞の膜電位（s暗時）も過分極側へと移動した（暗
時の水平細胞の膜電位は正常リンガー液中で－30～－45 mVであるが，修飾リンガー液中では－55～－65 mV
となった。）。カルシウム依存性活動電位を発生させるには水平細胞を脱分極させる必要があり，このためガラ
ス管微小電極による脱分極性通電刺激あるいは L-Glutamate投与に伴う脱分極を利用した。ナトリウム依存性
活動電位の時間経過は約 1 msecと短いが，カルシウム依存性活動電位の時間経過は数秒間にも及ぶ。不思議
なことに，カルシウム依存性活動電位には十数秒から数分間にも及ぶ時間経過の長いプラトー電位が現れるこ
とがあった。カルシウム依存性活動電位のピーク電位は＋20～＋30 mV，そしてプラトー電位は＋10～＋20 
mVであった。剥離網膜標本を L-Glutamateを添加した修飾リンガー液で灌流すると，水平細胞は－55～－65 
mVから緩やかな脱分極を経てカルシウム依存性活動電位を発生し，やがて－5～－10 mVに達した。そし
て，修飾リンガー液中に L-Glutamateが存在する限り，水平細胞の膜電位は－5～－10 mVに保持された。修
飾リンガー液から L-Glutamateを除去すると，－5～－10 mVから元の膜電位レベル（－55～－65 mV）に戻
る水平細胞が大半であるが，一部－5～－10 mVから脱分極に転じプラトー電位へと移行する水平細胞も存在
した。L-Glutamateの除去後にプラトー電位へと移行した水平細胞では L-Glutamateによってプラトー電位が
抑えられたと推測された（剥離網膜標本を用いた灌流実験では修飾リンガー液から L-Glutamateを完全に除去
するには数分間以上の時間が必要であり，L-Glutamate濃度が次第に低下して行過程でプラトー電位が出現し
てきたと考えられる。すなわち，カルシウム依存性活動電位発生に関与するカルシウムチャネルの活動
L-Glutamate応答発生に関与するイオンチャネル［グルタミン酸レセプターに連動するイオンチャンネル］の
活動の間で鬩ぎあいが生じ，グルタミン酸レセプターと連動するイオンチャネルが優勢であったことを示唆し
ている。）。勿論，第 5図のように，L-Glutamateが残存する間にプラトー電位が突然終了すれば，水平細胞の
膜電位は過分極し，徐々に元の膜電位レベル（－55～－65 mV）へと回復する。回復までの時間は，残存する
L-Glutamate濃度に依存している。これらの結果を踏まえると，L-Glutamate投与に伴って水平細胞に現れる
膜電位（－5～－10 mV）はグルタミン酸応答（L-Glutamate投与に伴い水平細胞に惹起される膜電位変化を
指す。）の逆転電位（逆転電位とは細胞内外のイオン種に依存し，細胞膜を通過するイオンによって生じる膜
電流が極性を逆転する膜電位を指す。）であり，この逆転電位には Na＋と K＋の透過性が関与していると推測
された。幸いなことに，修飾リンガー液の灌流中にも，水平細胞は光照射に伴う膜電位変化（光応答ともい
う。）を発生するため，カルシウム依存性活動電位を活用して光応答の逆転電位を測定することにも成功した
（Murakami & Takahashi, 1987）。この結果，水平細胞の光応答とグルタミン酸応答の逆転電位（逆転電位の
一致は，イオン機構が同じであることを意味している。）は完全に一致し，視細胞の神経伝達物質がL-Glutamate
であることの有力な証明となった（Murakami & Takahashi, 1987; Takahashi & Murakami, 1987, 1991; 
Murakami et al., 1995）。電気シナプスにより機能的合体を形成する水平細胞に通電刺激を適用してグルタミ
ン酸応答の逆転電位を測定することは1980年半ばまで不可能であったが，Murakami & Takahashi （1987） に
よるカルシウム依存性活動電位を活用する方法の開発によって漸く逆転電位の測定が可能となった。




