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魚類網膜水平細胞の細胞内 Ca2＋ 濃度変化に 
関与するメカニズム

髙 橋 恭 一
（受付　2019 年 8 月 30 日）

1.　は　じ　め　に

　日本の研究者が発見し，命名権を獲得した113番目の元素，ニホニウム（元素記号；Nh）

が元素周期表に記載された（2016年11月28日に国際純正・応用化学連合［International Union 

of Pure and Applied Chemistry; IUPAC］が発表した元素周期表に Nhが記載された。）

（Morita et al., 2004, 2007, 2009, 2012）。現在，周期表に元素は118種類あり，この中で自然

界に約90種類が存在している（残りは，30種類程は人工的に合成された元素である。）こと

が知られている。ヒトの身体（細胞，組織や器官）を構成する元素として約60種類が知られ

ている。これらの元素の中で，酸素（O），炭素（C），水素（H）と窒素（N）の 4つの元素

が約96％を占め，タンパク質，脂質，糖質，ビタミンや核酸などの有機物を構成している。

残りの元素約 4％はミネラル（無機質）と呼ばれている。ヒトの身体を構成する元素は存在

量（70 kgの標準的男性を対象として，体重 1 g中の各元素の含有量を測定した。）に基づき，

㋐10 mg以上存在する元素を多量元素（生体内で多い順に，O，C，H，N，カルシウム［Ca］

とリン［P］），㋑ 1～10 mg存在する元素を少量元素（生体内で多い順に，カリウム［K］，

イオウ［S］，ナトリウム［Na］，塩素［Cl］とマグネシウム［Mg］），㋒1 mg～100 µg存在

する元素を微量元素（マンガン［Mn］，銅［Cu］，亜鉛［Zn］，鉄［Fe］，フッ素［F］，とケ

イ素［Si］など），そして㋓100 µg以下の元素を超微量元素（クロム［Cr］， バナジウム［V］，

セレン［Se］，コバルト［Co］，ヨウ素［I］，ニッケル［Ni］とモリブデン［Mo］など）の

4グループに分けられる（例えば，Lide, 2005）。従って，ミネラルは多量元素から超微量元

素に至る総ての分類に存在し，身体の pHや浸透圧を調節，酵素やその他の生理活性物質の

構成成分など様々な生理機能を支えている（例えば，Soetan et al., 2010; Zoroddu et al., 

2019）。

　ヒト体内のカルシウム量は体重の 1～ 2％であり，その殆どが骨や歯にヒドロキシアパタ

イト（Ca10（PO4）6OH2）として存在する。この状態のカルシウムを沈着型カルシウムと呼ぶ。

残りのカルシウムは血液や細胞内液中に遊離カルシウムイオン（Ca2＋）として，あるいはタ

ンパク質と結合して存在する。それぞれは遊離型カルシウムおよびタンパク質結合型カルシ
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ウムと呼ばれる（Mundy & Guise, 1999; Pravina et al., 2013）。つまり，体内でカルシウム

は沈着型，遊離型そしてタンパク質結合型の 3つの状態で存在している。血液中のCa2＋濃度

は副甲状腺ホルモン，ビタミン Dやカルシトニンなどのホルモンによって調節されている

（Petersen et al., 1994; Mundy & Guise, 1999）。細胞内外の Ca2＋濃度差は顕著であり，細胞外

Ca2＋は 2.5 mM程度であるに対し，細胞内は 50～100 nM1）と極めて少ない（Simons, 1988）。

細胞内 Ca2＋濃度の極端な上昇は細胞死2）を誘発するため，低く維持されている（Kass & 

Orrenius, 1999; Bronner, 2001）。細胞内 Ca2＋濃度を低く保つしくみとして，㋐細胞内 Ca2＋

の細胞外への排出，㋑細胞内 Ca2＋の細胞内 Ca2＋貯蔵庫（小胞体やミトコンドリア3））への取

り込み，そして㋒細胞内 Ca2＋のタンパク質への結合などが知られている（Bronner, 2001）。

　細胞内Ca2＋は筋肉の収縮，ホルモン分泌，神経軸索終末からの神経伝達物質放出，神経細

胞間シナプスの形成や可塑性，神経突起の伸展調節などに関与している（例えば，Pertersen 

et al., 1994; Berridge et al., 2000; Bootman et al., 2001; Bers, 2002; Carafoli, 2003; 

Dayanithi et al., 2009; Bootman, 2012）。これらの役割には，細胞内 Ca2＋濃度上昇がイオン

担体として膜電位変化（脱分極）を惹起するのみならず，細胞内セカンドメッセンジャーと

して各種の生理機能に寄与することと密接に関係している（Bootman et al., 2001; Parekh & 

Putney, 2005; Bootman, 2012）。細胞内 Ca2＋がセカンドメッセンジャー機能を発揮する際，

タンパク質と連動することが多い。これまでに，Ca2＋と結合するタンパク質4）としてカルモ

ジュリン，パルブアルブミン，カルレチニン，カルトラクチン，カルサイクリン，カルシ

ニューリン，プロテインキナーゼ C，ホスホリパーゼ C，カルパイン，カルビンディン，ト

ロポニンCやS100ファミリーなどが知られている（Baimbridge et al., 1992; Clapham, 1995; 

Burgoyne & Weiss, 2001）。これらのタンパク質の中で，カルモジュリンが最も普遍的なCa2＋

結合タンパク質であり，Ca2＋－カルモジュリン複合体が細胞内の複数のタンパク質（フォス

フォリラーゼキナーゼ，ミオシン軽鎖キナーゼ，Ca2＋/カルモジュリン依存性プロテインキ

ナーゼ I～ IV［Calcium-calmodulin dependent protein kinase I～ IV: CaMK I～ IVと略記

する。］，CaMキナーゼキナーゼなど）の機能制御に与っている（Chin & Means, 2000; 

Racioppi & Means, 2012）。

　近年，脊椎動物網膜において，電位依存性カルシウムチャネル，各種のレセプターと連動

するイオンチャネルを介したCa2＋の細胞内移動，細胞内のカルシウム貯蔵庫である小胞体か

らのCa2＋放出，そして細胞膜にあるNa＋/Ca2＋エクスチェンジャーやCa2＋ポンプによるCa2＋

の細胞外移動のしくみが次第に明らかになってきた。しかし，筋肉や脳などでの研究成果に

比べ，網膜神経細胞での細胞内 Ca2＋に関する研究は未だ不充分な状況にある。本論文では，

古くから電気生理学的のみならず形態学的・生化学的研究が行われ，多くの研究成果が蓄積

している魚類網膜の第二次神経細胞である水平細胞の細胞内 Ca2＋調節について調査した。
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2.　網膜の構造と水平細胞の機能

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

経節細胞）によって構成されている（第 1図 A参照）。視細胞のみが光感受性を持ち，昼間

の光受容を担う錐体と薄明（夜間）の光受容を担う桿体に分類される。光は視細胞外節で受

容され，光化学反応と酵素反応を経て膜電位変化に変換される（例えば，Pugh & Lamb, 

1990, 1993; Kawamura, 1993b, 1994）。視細胞（錐体と桿体）は暗時に脱分極し，神経伝達

物質としてL-グルタミン酸を放出している（例えば，Miller & Schwartz, 1983; Ayoub et al., 

1989; Copenhagen & Jahr, 1989; Schmitz & Witkovsky, 1996, 1997）。明時に，視細胞は過

分極する。この過分極は光強度に依存するため，視細胞による L-グルタミン酸放出は過分極

の程度に応じて減少あるいは停止する。このようにして，明暗に伴う視細胞の膜電位変化は

L-グルタミン酸の放出量に変換され，第二次神経細胞である双極細胞と水平細胞にシナプス

伝達（化学シナプス）される。

　双極細胞は受容野中心部に対する光照射と，中心部を除く周辺部に対する光照射とで全く

反対の膜電位変化を示す同心円型中心－周辺拮抗的受容野を有している（例えば，Werblin 

& Dowling, 1969; Kaneko, 1970, 1973, 1979, 1983; Kaneko & Tachibana, 1982; Saito & 

Kaneko, 1983; Kaneko & Saito, 1983）。この拮抗的受容野はコントラスト強調の初期過程を

形成していると考えられている。また，水平細胞では三原色説過程から反対色説過程への変

換が生じ，色覚の初期過程を形成している（例えば，Tomita, 1963, 1965; Naka & Rushton, 

1967; Gouras, 1972; Daw, 1973; Stell et al., 1975; Burkhardt, 1977; Burkhardt & Hassin, 

1978）。これらの細胞からの出力は，アマクリン細胞や神経節細胞にシナプス伝達されるが，

この過程でさらに高度な情報抽出が行われる（神経節細胞では，方向選択性細胞が見つかっ

ている。）（例えば，Barlow & Levick, 1965; Taylor et al., 2000; Fries et al., 2002）。網膜内

で処理された視覚情報は，神経節細胞の軸索（視神経線維）を介して脳へと伝播される。

　双極細胞の受容野中心部への光照射に対する膜電位変化は，視細胞からの双極細胞への直

接的なシナプス入力によって形成される（Ishida et al., 1980）。一方，受容野周辺部への光

照射に対する膜電位変化には水平細胞から視細胞に対する抑制作用が影響する。水平細胞は

電気シナプス（ギャップ結合）結合し，数mmに達する広い受容野を有している（例えば，

Kaneko, 1971）。このため，光照射面積に応じた膜電位変化を発生する（例えば，Tomita et 

al., 1958）。水平細胞は視細胞（錐体）に対して抑制作用を示すため，受容野中心部を除く周

辺部に光照射を行ったとき発生する水平細胞の過分極は受容野中心部にある視細胞終末を脱分

極させ，視細胞からのL-グルタミン酸放出量を増大させる。この結果，受容野中心部への光
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照射によって双極細胞に発生する膜電位変化は受容野中心部と真逆となる。つまり，双極細

胞の周辺部応答は，水平細胞から視細胞に対する抑制作用が双極細胞にシナプス伝達された

結果形成される（例えば，Baylor et al., 1971; Fuortes & Simon, 1974; Toyoda & Tonosaki, 

1978）。

　以上のように，水平細胞は視細胞（錐体）への抑制作用を介して拮抗的受容野形成と反対

色過程形成に関与している。近年，水平細胞から錐体への抑制作用に関し，γ-Aminobutyric 

acid （GABA） を介する抑制性シナプス説（最近，GABA説とも呼ばれている。）以外に，新

たな 2仮説（細胞外電流説と細胞外 pH説）（現在，細胞外電流説はエファプス説，細胞外

pH説は pH説［あるいはプロトン説］と呼ばれている。）が加わり， 3仮説の何れが真のし

くみであるのかに関する研究が続いている（例えば，Byzov et al., 1977; Lam et al., 1980; 

Kamermans et al., 2001; Hirasawa & Kaneko, 2003）。

2-1　水平細胞の細胞膜

　魚類は生息環境により，網膜視細胞の構成が大きく異なる。コイ（Cyprinus carpio）やキ

ンギョ（Carassius auratus）に代表される動物には 3タイプの錐体（赤色錐体，緑色錐体と

青色錐体）と 1タイプの桿体が存在する（例えば，Tomita, 1963, 1964, 1965; Stell et al., 

1975）。各視細胞は異なる水平細胞（3タイプの錐体水平細胞と 1タイプの桿体水平細胞）と

シナプス連絡している。一方，アメリカナマズ（Ictarulus punctatus）網膜では錐体と桿体

がそれぞれ 1タイプしかなく，それぞれは異なる水平細胞とシナプス連絡している（第 1図

Aと B参照）（例えば，Naka & Carraway, 1975; Sakai & Naka, 1988）。水平細胞は視細胞

第 1図：アメリカナマズ網膜（A）および単離した水平細胞（B）の光学顕微鏡観察
　A：約 5時間暗順応した体長約 15 cmのアメリカナマズから眼球を摘出し，4°Cの 4％ Parafor-
maldehyde/0.1 M-Phosphate buffer （pH 7.4） の中で 3時間固定し，0.1 M-Phosphate buffer （pH 7.4） 
で眼球を洗浄した。その後，20％ Sucrose/0.1 M-Phosphate buffer （pH 7.4） 中に 8時間静置した。
眼球から網膜を剥離し，これを OCT包埋剤（Tissue Tek, Miles, Inc.）中で凍結し，クリオスタット
を用いて厚さ 10 µmの切片を作製した。この切片をトルイジンブルーで染色し，顕微鏡（Optiphot 
2, Nikon）写真を撮影した。この写真から，神経細胞の配置ならびに層構造を識別することができ
る。視細胞（Photoreceptor layer）の上層には，褐色の色素細胞層（Pigment epithelium layer）が存
在する。視細胞の細胞体が存在する外顆粒層（Outer nuclear layer）の下部には，視細胞，双極細胞
と水平細胞がシナプス連絡する外網状層（Outer plexiform layer）が認められる。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位が内顆粒層（Inner nuclear layer）であり，その下方に
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内網状層（Inner plexiform layer）があ
る。視細胞でとらえられた光環境変化は外網状層と内網状層で処理されて視覚情報となり，神経節細
胞層（Ganglion cell layer）に伝播される。大型の水平細胞（Horizontal cell）は，他の神経細胞か
らの区別は容易であった。B：単離後 4時間経過した細胞懸濁液 50 µl をスライドグラスに置き，顕
微鏡観察した（補助説明参照）。多数の樹状突起を有する 2つの錐体水平細胞（Cone horizontal cell）
を示した。錐体水平細胞は長い軸索と太い軸索終末（Axon terminal）を有するが，これらは単離操
作（機械処理）によって細胞体から外れ，細胞体と離れて観察されることが多い。本写真でも 2つの
単離水平細胞から少し外れた場所に，軸索終末が観察された。
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から興奮性入力を受け，そして視細胞に対して抑制性出力を送っている。視細胞から水平細

胞へのシナプスでは，神経伝達物質として L-グルタミン酸が使われている（例えば，Miller 

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

1996, 1997）。水平細胞から視細胞への抑制作用に関しては，現在 3仮説（エファプス説，

GABA説と pH説）が提唱されており，未だ決着を見ていない（例えば，Byzov et al., 1977; 

Lam et al., 1978, 1980; Kamermans et al., 2001; Hirasawa & Kaneko, 2003）。

　魚類網膜の水平細胞膜には，㋐レセプターとしてグルタミン酸レセプター，GABAレセプ

ターとドーパミンレセプター（Ionotropic glutamate receptor），㋑トランスポーターとして

GABAトランスポーター，㋒電位依存性イオンチャネルとして電位依存性ナトリウムチャネ

ル，内向き整流性カリウムチャネル（異常整流性カリウムチャネルともいう。），持続性外向

きカリウムチャネル（遅延整流性カリウムチャネルともいう。），一過性外向きカリウムチャ

ネルと電位依存性カルシウムチャネル（Voltage-dependent calcium channel），㋓エクスチェ

ンジャーとしてNa＋/Ca2＋エクスチェンジャー（Na＋/Ca2＋ exchanger）とNa＋/H＋エクスチェ

ンジャー，そして㋔ポンプとして Na＋/K＋ポンプと Ca2＋ポンプ（Ca2＋pump）が発現してい

ることが明らかになっている（第 2図参照）（例えば，Tachibana, 1981, 1983; Shingai & 

Christensen, 1983, 1986; Yasui, 1987; DeVries & Schwartz, 1989; Kobayashi et al., 1994; 

Eliasof & Jahr, 1997; Hayashida et al., 1998; Micci & Christensen, 1998）。

2-2　水平細胞の細胞内 Ca2＋ 研究

　魚類網膜水平細胞は内顆粒層にある大型の細胞であり，レンガを積み重ねたように配置し

ている（第 1図 A参照）。このため，ガラス管微小電極の刺入が容易であり，網膜で最初に

膜電位変化が細胞内誘導された（Svaetichin, 1953, 1956）。その後，水平細胞はギャップ結

合，グルタミン酸レセプター，GABAレセプターやドーパミンレセプターの電気生理学的研

究のみならず，光学および電子顕微鏡による神経回路や化学・電気シナプスの形態学的研究

第 2図：水平細胞の細胞内 Ca2＋濃度変化に関与するしくみ
　水平細胞内の Ca2＋濃度は，細胞膜に発現するグルタミン酸レセプターに連動するイオンチャネ
（Ionotropic glutamate receptor），電位依存性カルシウムチャネル（Voltage-dependent calcium chan-
nel），Na＋/Ca2＋エクスチェンジャー（Na＋/Ca2＋ exchanger）や Ca2＋ポンプ（Ca2＋pump）に加え，
細胞内に存在する小胞体（Endoplasmic reticulum）を介して調節されている。小胞体にはイノシトー
ル三リン酸レセプター（Inositol 1, 4, 5-trisphosphate receptor; IP3 receptor）とリアノジンレセプ
ター（Ryanodine receptor）が発現し，小胞体内から細胞内（Intracellular）に Ca2＋を放出する。一
方，細胞内の Ca2＋は Ca2＋ポンプを介して小胞体内に取り込まれる。小胞体への Ca2＋供給路として，
ストア依存性チャネル（Store-operated calcium channel）と Na＋/Ca2＋エクスチェンジャーの逆転輸
送の可能性が報じられている。また，水平細胞にはコネキシンやパネキシンからなるヘミチャネル
（Hemichannel）が存在することも知られている。細胞内で増加した Ca2＋は，Ca2＋結合タンパク質
（Calcium-binding proteins）と結合して各種の生理作用を発現する。
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に盛んに利用されてきた（例えば，Yamada & Ishikawa, 1965; Stell, 1967, 1975; Dowling 

& Werblin, 1969; Werblin & Dowling, 1969; Kolb, 1970, 1974, 1979）。最近では，これらの

研究に免疫組織化学や分子生物学的手法が付加され，より精度の高い解析が行われるように

なっている（例えば，Crooks & Kolb, 1992; Badea & Nathans, 2004; Johnson et al., 2004; 

Liu & Sanes, 2017）。

　水平細胞を含む網膜神経細胞の細胞内セカンドメッセンジャー（Cyclic adenosine mono-

phosphate ［cAMP］，Cyclic guanosine monophosphate ［cGMP］，イノシトール三リン酸

［IP3］，ジアシルグリセロール，や一酸化窒素［NO］ など）に関する研究は1980年代に始ま

り，重要な知見が得られてきた。近年，他領域で細胞内メッセンジャーとしてCa2＋の重要性

が多数報じられ，水平細胞を含む網膜神経細胞でも細胞内Ca2＋調節に関する研究が始まった

（例えば，Akopian & Witkovsky, 2002; Country & Jonz, 2017; Kovács-Öller et al., 2019）。

2-2-1　水平細胞のイオンチャネル型および代謝型グルタミン酸レセプター

　水平細胞の細胞膜（シナプス下膜）に発現するイオンチャネル型グルタミン酸レセプター

として，Kainic acid （KA）/（RS）-α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic acid 

（AMPA） 型グルタミン酸レセプターが重要な役割を演じていることは古くから知られている

（例えば，Rowe & Ruddock, 1982a, b; Takahashi & Murakami, 1988）。近年，AMPA型グ

ルタミン酸レセプターが水平細胞のシナプスレセプターとして機能している可能性が高いこ

とが報じられた（Okada et al., 1999; Huang & Liang, 2005; Huang et al., 2006; Sun et al., 

2010）。他の動物種と異なり，アメリカナマズ（Ictalurus punctatus）網膜およびキンギョ

（Carassius auratus）網膜の水平細胞には AMPA型グルタミン酸レセプターのみならず

N-Methyl-D-aspartate （NMDA） 型グルタミン酸レセプターも発現している（O’Dell & 

第 3図：アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞に惹起される膜電流変化
　正常リンガー液灌流下で，単離水平細胞からパッチ電極による膜電流記録に成功した後，リンガー
液を修飾リンガー液に変更した。－70 mVに膜電位固定した単離水平細胞に，鋸刃状の膜電位変化
（－124 mV～＋46 mV， 1秒）を与え，このときに発生する膜電流を記録した（補助説明参照）。こ
の鋸波状膜電位変化によって， 2つの膜電流が顕著となった。－70 mV付近で活性化し，過分極す
るにつれて膜電流が増大する内向き整流性カリウム電流（Inward recti�er potassium current）と －45 
mV付近で活性化し，－20 mVに最大値（約 200 pA）を持つ L型カルシウム電流（L-type calcium 
current）であった。水平細胞の暗時の膜電位が －20～－45 mVであることを踏まえると，L型カル
シウムチャネルは暗時に常時活性化している可能性が高く，このチャネルを通じて Ca2＋が水平細胞
内に流入していると考えられる。水平細胞に L-グルタミン酸を投与した際に細胞内に増加する Ca2＋

量の約半分は L型カルシウムチャネルを介しているという試算がある（Hayashida et al., 1998; 
Hayashida & Yagi, 2002; Huang & Liang, 2005）。左上ⓐは，パッチ電極（Patch electrode）を用い
て錐体由来水平細胞（Horizontal cell）から膜電流を導出する様子を写真撮影した。右下ⓑは，ガラ
ス管微小電極を用いて記録した水平細胞の膜電位記録である。静止電位は －80 mV であった。水平
細胞にガラス管微小電極を通じて脱分極通電を与えると，カルシウム依存性活動電位が発生した。
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Christensen, 1986, 1989）。この NMDA型グルタミン酸レセプターはその活性が細胞外のマ

グネシウムイオン（Mg2＋）によって阻害されており，この阻害がなくなるには膜電位が 

－20～－10 mVになる必要がある。水平細胞の膜電位は －60～－20 mVの範囲で変化する

ため，NMDA型グルタミン酸レセプターは殆ど活性化しないと考えられる。従って，この

NMDA型グルタミン酸レセプターが細胞内 Ca2＋上昇に大きく貢献するとは考え難い。

　水平細胞にはイオンチャネル型に加え，代謝型グルタミン酸レセプターも存在する（例え

ば，Nawy et al., 1989; Yasui et al., 1990; Takahashi & Copenhagen, 1992; Dixon & 

Copenhagen, 1997; Gafka et al., 1999; Linn & Gafka, 1999）。代謝型グルタミン酸レセプ

ターは水平細胞に発現しているにもかかわらず，視細胞からのシナプス入力によって水平細

胞に発生する膜電位変化には直接的な影響しないと考えられている（Yang & Wu, 1989; Luo 

& Liang, 2003）。現在，代謝型グルタミン酸レセプター視細胞から水平細胞へのシナプス連

絡の修飾および水平細胞に発現する電位依存性イオンチャネルの修飾に関与することが報じ

られている（Dixon & Copenhagen, 1997; Linn & Gafka, 1999）。

2-2-2　水平細胞の電位依存性カルシウムチャネル

　Johnston & Lam （1981） およびTachibana （1981） は，魚類網膜から単離した水平細胞に時

間経過の長い活動電位が発生することを見出した（第 3図右下ⓑ参照）。この活動電位は，電

位依存性カルシウムチャネルの活性化による（Tachibana, 1981, 1983; Shingai & Christensen, 

1983, 1986）。近年，水平細胞に発現する電位依存性カルシウムチャネルは 1種類ではなく，

複数の異なるタイプ（L型のみならず T型のカルシウムチャネルが存在する。）が発現して

いることが明らかとなった（第 1表参照）（例えば，Sullivan & Lasater, 1992; Dixon et al., 

1993; Pfeiffer-Linn & Lasater, 1996）。電位依存性カルシウムチャネル以外に，遅延整流性

カリウムチャネル，一過性外向きカリウムチャネル，内向き整流性カリウムチャネルに加え

電位依存性ナトリウムチャネルが発現していることも報じられている（例えば，Tachibana, 

1983; Shingai & Christensen, 1983, 1986）。

　水平細胞に発現するイオンチャネルは，膜電位の変化と維持のみならず生理活性に必要な

イオンの供給路としても機能していると考えられている。

2-2-3　水平細胞のポンプとエクスチェンジャー

　網膜を構成する神経細胞の機能を維持するには，細胞内外のイオンを含む物質環境の恒常

性維持が不可避である。細胞内の各種イオンは膜電位発生のみならず細胞内の酵素反応など

にも関係するため，その濃度はイオンチャネルのみならず複数のしくみで調整されている。

　多くの動物細胞と同様に，水平細胞にも Na＋/K＋ポンプ（Na＋/K＋ ATPase）が発現し，細
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第 1表：魚類網膜の水平細胞内 Ca2＋ 濃度変化に影響する因子

レセプター，イオンチャネル，エクスチェンジャー，ポンプ 動物の和名 動物の種名 文献

細

胞

膜

グルタミン酸
レセプター

イオン
チャネル型
グルタミン酸
レセプター

NMDA型グルタミン酸レセプター
アメリカナマズ Ictalurus punctatus O’Dell & Christensen, 1986, 1989; Linn & Christensen, 1992; Eliazov & Jahr, 1997

キンギョ Carassius auratus Shen et al., 2006; Jiang et al., 2008; Wang et al., 2008

Ca2＋透過性AMPA型グルタミン酸レセプター

ヨーロピアンパーチ Perca �uviatus Shcmidt, 1997

ホワイトパーチ Roccus americana Shcmidt, 1997

アメリカナマズ Ictalurus punctatus Eliasof & Jahr, 1997

キンギョ Carassius auratus Huang et al., 2005, 2006; Sun et al., 2010

コイ Cyprinus carpio Okada et al., 1999

代謝型グルタミン酸レセプター（グループⅠとグループⅢ） アメリカナマズ Ictalurus punctatus Linn & Gafka, 1999

電位依存性カルシウムチャネル
L型カルシウム チャネル

キンギョ Carassius auratus Tachibana, 1981, 1983; Jonz & Barnes, 2007

アメリカナマズ Ictalurus punctatus Johnston & Lam, 1981; Shingai & Christensen, 1983, 1986; Dixon et al., 1993; Takahashi et al., 1993; Linn & Gafka, 2001

ホワイトパーチ Roccus americana Lasater, 1986

コイ Cyprinus carpio Murakami & Takahashi, 1987; Hayashida & Yagi, 2002

エイ Raja erinacea & Raja ocellata Malchow et al., 1990; Haugh-Scheidt et al., 1995

ホワイトバス Roccus chrysops Pfeiffer-Linn & Lasater, 1996※

T型カルシウム チャネル ホワイトバス Roccus chrysops Sullivan & Lasater, 1992

ストア依存性カルシウムチャネル コイ Cyprinus carpio Lv et al., 2014

エクスチェンジャーとポンプ

Na＋/Ca2＋エクスチェンジャー

コイ Cyprinus carpio Yasui, 1987

キンギョ Carassius auratus Hayashida et al., 1998

アメリカナマズ Ictalurus punctatus Micci & Christensen, 1998

Ca2＋ポンプ（Ca2＋/H＋ポンプあるいは Ca2＋

ATPase）

キンギョ Carassius auratus Hayashida et al., 1998; Kreitzer et al., 2012

アメリカナマズ Ictalurus punctatus Micci & Christensen, 1998; Kreitzer et al., 2007; Jacoby et al., 2012

エイ Raja erinacea & Raja ocellata Molina et al., 2004

細

胞

膜

ギャップ結合とヘミチャネル#

サメ Mustelus cans Kaneko, 1971

コイ Cyprinus carpio Yamada & Ishikawa, 1965; Teranishi et al., 1983; Kaneko & Stuart, 1984; Janssen-Bienhold et al., 1998, 2001; Dermietzel et al., 2000

ホワイトパーチ Roccus americana Lasater & Dowling, 1985

アメリカナマズ Ictarulus punctatus Sakuranaga & Naka, 1985; DeVries & Schwartz, 1989, 1992; Dixon et al., 1996

ホワイトバス Roccus chrysops Lasater, 1987

キンギョ Carassius auratus Schmitz & Wolburg, 1991; Shen et al., 2003; Jonz & Barnes, 2007; Liu et al., 2009

ゼブラ フィッシュ Danio rerio
McMahon, 1994; McMahon & Brown, 1994; Dermietzel et al., 2000; Kammermans et al., 2001; Zoidl et al., 2004; Shields et al., 2007; 
Prochnow et al., 2009a, b; Klaasen et al., 2011; Sun et al., 2012

ジャイアントダニオ Devario danio McMahon & Mattson, 1996

ハイブリッドストライプドバス Roccus chrysops x Roccus Saxitalis Zhang & McMahon, 2000; Sun et al., 2009

小

胞

体

リアノジンレセプター

アメリカナマズ Ictalurus punctatus Linn & Christensen, 1992; Micci & Christensen, 1998; Linn & Gafka, 2001

エイ Raja erinacea & Raja ocellata Haugh-Scheidt et al., 1995

ホワイトバス Moroni chrysops Solessio & Lasater, 2002

キンギョ Carassius auratus Huang et al., 2004, 2006

コイ Cyprinus carpio Lv et al., 2014

イノシトール三リン酸レセプター アメリカナマズ Ictalurus punctatus Micci & Christensen, 1998; Linn & Gafka, 2001

※Pfeiffer-Linn & Lasater （1996） はホワイトバス網膜水平細胞に発現するカルシウムチャネルが L型カルシウムチャネルと同じ電位依存性ならびに Bay K8644 感受性を有するが，P型カルシウムチャネル拮抗薬にも感受性を示すことを見出した。
このため，このカルシウムチャネルに PLチャネルという名称を与えた。しかし，PLチャネルは上記論文以外に報告されていない。本表では，PLチャネルを L型カルシウムチャネルに含めた。

#ヘミチャネルを構成する膜タンパク質として，コネキシンのみならずパネキシンも含む（Prochnow et al., 2009a, b）。

―　　　　―51・52
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胞内外の Na＋と K＋の調節に役立っている（例えば，McGrail & Sweadner, 1986; Yazulla & 

Studholme, 1987; Shimura et al., 1998; Wetzel et al., 1999; Nelson et al., 2003）。さらに，

Cl－/HCO3
－エクスチェンジャー，Na＋/Ca2＋エクスチェンジャー，Na＋/H＋エクスチェン

ジャーおよびCa2＋ポンプ（Ca2＋/H＋ポンプあるいはCa2＋/H＋ ATPase）が水平細胞に発現し，

細胞内の Cl－，Ca2＋やH＋などの調節に与っていることが報告されている（第 1図参照）（例

えば，Yasui, 1987; Kobayashi et al., 1994; Molina et al., 2004; Micci & Christensen, 1998; 

Kreitzer et al., 2007）。

2-2-4　水平細胞のギャップ結合とヘミチャネル

　同種の水平細胞は電気シナプスで結合しているため，大きな受容野を有している（Yamada 

& Ishikawa, 1965; Kaneko, 1971; Stell & Lightfoot, 1975; Baldridge et al., 1987, 1998）。電

気シナプスはギャップ結合チャネルの集合体であり，隣接する細胞膜に発現するヘミチャネ

ルが密着してできている。ギャップ結合チャネルは物質通路を形成し，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ことが知られて

いる（例えば，Kumar & Gilula, 1996）。当然，このギャップ結合チャネルを介して Ca2＋は

細胞間を移動する。

　水平細胞の樹状突起の細胞膜に，ギャップ結合チャネルを構成するヘミチャネルが単独で

発現していることが明らかになっている（例えば，Kamermans et al., 2001; Prochnow et al., 

2009a, b）。このヘミチャネルは細胞外の Ca2＋に対する感受性は有するが，細胞内 Ca2＋の影

響は受けない（DeVries & Schwartz, 1992）。勿論，ヘミチャネルは物質通路として，Ca2＋

の細胞内への供給に関与している可能性が考えられる。

3.　水平細胞の細胞内 Ca2＋ 貯蔵庫

　特定の細胞小器官の中に Ca2＋を貯蔵し，刺激に応じて Ca2＋を細胞内に放出することが知

られている（例えば，Berridge, 1993; Pozzan et al., 1994; Clapham, 1995）。小胞体やミト

コンドリアがCa2＋貯蔵庫としての役割を果たしており，これらを細胞内カルシウムストアと

呼ぶ。

　魚類網膜水平細胞において，小胞体5）が Ca2＋貯蔵庫の役割を担っていることが報告さ

れている（第 1表参照）（Linn & Christensen, 1992; Haugh-Scheidt et al., 1995; Micci & 

Christensen, 1998; Linn & Gafka, 2001; Solessio & Lasater, 2002; Huang et al., 2004, 2006; 

Lv et al., 2014）。小胞体にはリアノジンレセプター（Ryanodine receptor）とイノシトール

三リン酸レセプター（Inositol 1, 4, 5-trisphosphate receptor; IP3 receptor）（IP3レセプター）
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が存在し，Ca2＋を小胞体に貯蔵そして放出することによって細胞内 Ca2＋濃度を調節してい

る（第 2図参照）。

4.　水平細胞の細胞内 Ca2＋ 濃度変化

　暗時，視細胞が放出する L-グルタミン酸によって，水平細胞に発現する AMPA型グルタ

ミン酸レセプターは活性化し，このレセプターと連動する陽イオンチャネルを開口させる。

このチャネルを通じて Na＋や Ca2＋が細胞内に流入し，脱分極状態となる。この脱分極は電

位依存性カルシウムチャネルを活性化し，細胞内への Ca2＋流入を生む。このようにして，

AMPA型グルタミン酸レセプターと電位依存性カルシウムチャネルの活性化によって上昇し

た細胞内 Ca2＋は，さらに小胞体にあるリアノジンレセプターを介して Ca2＋を細胞内に放出

する（小胞体にある IP3レセプターを介する細胞内への Ca2＋放出も見込まれる。）（Linn & 

Christensen, 1992; Haugh-Scheidt et al., 1995; Micci & Christensen, 1998; Linn & Gafka, 

2001; Solessio & Lasater, 2002; Huang et al., 2004, 2006; Lv et al., 2014）。 3つのメカニ

ズムを介して，暗時，水平細胞内の Ca2＋濃度は上昇する。暗黒が長期間持続すれば，水平細

胞内にはCa2＋が貯留（蓄積）し，毒性を生む可能性がある。このため，上昇した細胞内Ca2＋

は速やかに減少させる，あるいは細胞内Ca2＋を上昇させないしくみが水平細胞に備わってい

ると推測される。

　これまでの研究により，㋐水平細胞内Ca2＋濃度を上昇させるしくみとして，細胞膜にグル

タミン酸レセプターと電位依存性カルシウムチャネル，細胞内の小胞体にはリアノジンレセ

プターと IP3レセプター，㋑水平細胞内Ca2＋濃度を下げるしくみとして，細胞膜にNa＋/Ca2＋

エクスチェンジャーと Ca2＋ポンプ，小胞体に小胞体型 Ca2＋ポンプ，さらに細胞内の Ca2＋結

合タンパク質が機能する（第 1表と第 2図参照）。近年，特に小胞体内の Ca2＋が枯渇したと

き，小胞体に Ca2＋を供給するために小胞体型 Ca2＋ポンプ以外に，ストア依存性カルシウム

チャネル（Store-operated calcium channel）や Na＋/Ca2＋エクスチェンジャーの逆転輸送が

役立っていると考えられている（第 1表と第 2図参照）。

5.　水平細胞の細胞内 Ca2＋ 濃度調節

　明暗に伴い視細胞が放出する L-グルタミン酸量が変化するため，これを受け取る水平細胞

の膜電位も大きく変化する。水平細胞の暗時の膜電位は －40～－25 mVであるのに対して，

明時には －55～－65 mVである。このような膜電位の変化と併行して，水平細胞内 Ca2＋濃

度も変化するに違いない。
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　アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞を用いた実験では，静止状態（膜電位が －55 

mV付近にある。）では細胞内 Ca2＋濃度は平均で 75 nM程であった。しかし，10 mMの L-

グルタミン酸と投与すると，細胞内 Ca2＋濃度は一過性には数mMにまで上昇し，その後約 

600 nMに維持されることが示された（Hayashida & Yagi, 2002）。この一過性の Ca2＋上昇

は，主にグルタミン酸レセプターの活性化に伴う小胞体のCa2＋放出による可能性が高く，そ

して持続性のCa2＋上昇は主にグルタミン酸レセプターの活性化に伴う電位依存性カルシウム

チャネルによる可能性が高いこと報じられた（Hayashida & Yagi, 2002）。また，Hayashida 

& Yagi （2002） は，細胞内Ca2＋の排出にはNa＋/Ca2＋エクスチェンジャーとCa2＋ポンプが機

能していることを明らかにした。

　近年，興奮性細胞のみならず非興奮性細胞において多くの研究が行われて，細胞内Ca2＋の

重要性が次々と見出されている。水平細胞においても細胞内Ca2＋を調査する研究が始まって

いるが，細胞内 Ca2＋の正確な動態（時空間の Ca2＋濃度変化）の詳細は未だ行われていない

（例えば，Hayashida & Yagi, 2002）。従って，水平細胞の膜電位と細胞内 Ca2＋の関係や細胞

内 Ca2＋緩衝能6）に関する知見は未だ不充分である（例えば，Akopian & Witkovsky, 2002; 

Country & Jonz, 2017）。とはいえ，Solessio & Lasater （2002） により，水平細胞の Ca2＋緩

衝能は2500以上であるという報告がなされている。多くの神経細胞では Ca2＋緩衝能が20～

200であるのに対して，水平細胞の数値は極めて高く，これは暗時に発生する水平細胞への

持続的な Ca2＋流入によって細胞内 Ca2＋濃度が上昇し過ぎないようにするためであろうと考

えられている。

6.　水平細胞の細胞内 Ca2＋ の役割

　細胞外 Ca2＋濃度は， 1～3 mMに維持されている。しかし，静止状態（非興奮状態）の細

胞では細胞内 Ca2＋が数 10 nMと極めて低く保たれている。細胞刺激により，細胞内 Ca2＋濃

度は数百 nMまで増加し，これが筋収縮，細胞分化，分泌，増殖，細胞死，神経伝達物質放

出，シナプス可塑性，遺伝子発現のような生命現象を惹起することが知られている（例えば，

Mackrill, 1999; Clapham, 2007; Bagur & Hajnóczky, 2017）。

　これまでの研究により，魚類網膜水平細胞の細胞内 Ca2＋は GABA放出と水平細胞樹状突

起先端の形成（伸長）と退行に細胞内 Ca2＋が関与していることが報じられている（例えば，

Lam et al., 1980; Wu & Dowling, 1980; Weiler & Wagner, 1984; Ayoub & Lam, 1985; 

Djamgoz et al., 1989）。何れも水平細胞から錐体（視細胞）への抑制作用に関係している。

　魚類網膜において，GABA 説は水平細胞から錐体への抑制作用のしくみとして多年にわた

り信じられてきた仮説である。これまでの研究によって，水平細胞からの GABA放出には
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Ca2＋依存性開口放出と Ca2＋非依存性のGABAトランスポーターの 2つのしくみが報じられ

て い る（Lam et al., 1980; Wu & Dowling, 1980; Ayoub & Lam, 1985, 1987; Schwartz, 

1987, 2002）。Ayoub & Lam （1985） はキンギョ網膜から単離した水平細胞を用い，細胞外

K＋上昇に伴う水平細胞の脱分極によって GABA放出が促進されることを踏まえ，脱分極が

小さいときCa2＋依存性そして脱分極が大きいときCa2＋非依存性のGABA放出を生じること

を報じている。しかし，GABAそしてそのアンタゴニストが抑制作用に影響しないことを報

じる研究が現れ，GABA説は劣勢となっている（Verweij et al., 1996）。

　水平細胞の樹状突起は，錐体シナプス終末の陥入に入り込みシナプス連絡している。明順

応下の網膜において，水平細胞の樹状突起はさらに細い突起（棘［Spinule］）を数多く形成

し，一方暗順応下の網膜ではこの棘が消失することを見出した（例えば，Weiler & Wagner, 

1984; Djamgoz et al., 1989; Kirsch et al., 1990）。暗順応下では，棘の消失に加え，色対比

型水平細胞の波長特異性の消失が一致して生じたため，この棘の形成と消失は水平細胞から

錐体への抑制作用と密接に関わっていると結論付けた（Kirsch et al., 1990; Kröger & Wagner, 

1996）。近年，暗順応下での水平細胞の棘の消失が，錐体が放出した L-グルタミン酸によっ

て水平細胞のCa2＋透過型AMPA型グルタミン酸を活性化し，水平細胞内に流入したCa2＋が

CaMKII7）に作用することで生じることを見出した（Schmitz et al., 1995; Okada et al., 

1999）。しかし，CaMKIIは水平細胞の樹状突起に発現しているものの，その近くにカルモ

ジュリンは検出されず，CaMKIIの存在部近辺にカルレンドリンが共存していることが報告

されている（Schultz et al., 2004）。

7.　終　わ　り　に

　これまで興奮性細胞および非興奮性細胞の細胞内Ca2＋に関し，膨大な数の研究が行われて

きた。近年，細胞内 Ca2＋信号の可視化が可能となり，細胞内 Ca2＋の時空間的変化を調査で

きるようになり，Ca2＋の作用は細胞内（細胞質）と細胞核に及ぶ多種多様な細胞機能制御に

結びついていることが明らかになった。

　脊椎動物網膜では，細胞内Ca2＋の研究が二度注目を集めた。一つ目は，視細胞の膜電位変

化に細胞内 Ca2＋が関与していることを報じた研究である（例えば，Hagins, 1972; Hagins & 

Yoshikami, 1974）。残念ながら，Ca2＋ではなく，cGMPが視細胞の膜電位変化に関与してい

るという結論8）に至ったが，その後光受容の複数のプロセスに Ca2＋が関与していることが明

らかになっている（例えば，Miki et al., 1975; Hubbel & Bownds, 1979; Liebman & Pugh, 

1979; Fesenko et al., 1985）。実際，細胞内 Ca2＋は視細胞内の S-モデュリンやリカバリンに

作用して光応答の持続時間調整，あるいはGCAPに作用して明順応時の光感度の調整に関与
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していることなどが報じられている（例えば，Koch & Stryer, 1988; Dizhoor et al., 1991; 

Kawamura, 1993a）。二つ目は，視細胞からの L-グルタミン酸放出にCa2＋が関与しているこ

とを報じた研究である（例えば，Matthews & Fuchs, 2010）。視細胞のシナプス終末にシナ

プスリボンが存在し，この周辺にシナプス小胞が認められる（例えば，Townes-Anderson et 

al., 1985; Thoreson et al., 2004）。この小胞が細胞膜に融合し，その内容物である L-グルタ

ミン酸をシナプス間隙に放出するには，シナプス終末内のCa2＋上昇が必要であることが明ら

かになっている（このような神経伝達物質の放出を，Ca2＋依存性開口放出という。）（例えば，

Schmitz & Witkovsky, 1997; Thoreson et al., 2004; Heidelberger et al., 2005; Rabl et al., 

2006）。

　視細胞以外の網膜神経細胞において，細胞内Ca2＋の調節ならびにその機能に関する研究は

漸く緒に就いたところである。これまでに，水平細胞では細胞膜と小胞体に細胞内Ca2＋を制

御するしくみが備わっていること，そして水平細胞内Ca2＋が視細胞（錐体）に対する抑制作

用（Ca2＋依存性 GABA放出と水平細胞樹状突起の棘形成）に関与していることが示された

が，依然として他領域の Ca2＋研究に比べて遅れた状況にあることは歪めない。今後，水平細

胞も含め網膜神経細胞の細胞内 Ca2＋とタンパク質（酵素）の関わり，さらに細胞内 Ca2＋の

転写調節因子活性化を介した遺伝子発現制御などを明らかにするため，生理学的のみならず

生化学的・分子生物学的・免疫組織化学的手法を駆使した研究を加速させる必要がある。
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【注】

1） モル濃度とは，溶質の物質量を溶液の体積（容積）で割った値を指す。1 mol/ℓ（1 Mと表記することが
多い。）とは，1 ℓ 中に原子あるいは分子などがアボガドロ定数（6.02×10－23 個）存在すること意味する。
つまり，mol/ℓ とは 1 ℓ 中の原子や分子などの個数である。従って，一つの原子や分子などの重量が測定

できれば，1 ℓ 中の原子や分子の重量を知ることが可能である。mMはMの
1

1 000,
であり，1 ℓ 中の個数

は 6.02×10－20 を意味している。一方，nMはMの
1

1 000 000 000, , ,
であり，1 ℓ 中の個数は 6.02×10－14

を意味している。例えば，細胞外の Ca2＋濃度が約 2 mMそして細胞内の Ca2＋濃度が約 200 nMであれ
ば，細胞内外の Ca2＋濃度差は10,000倍となる。

2） 脳において，L-グルタミン酸は神経細胞が放出する興奮性神経伝達物質の代表であり，記憶・学習などの
高次機能に関与していることは周知である。一方で，細胞外の過剰なグルタミン酸は毒性を持つことが知
られている（例えば，Lucus & Newhouse, 1957; Shinozaki & Konishi, 1970; Olney, 1986; Choi, 1988; 
Meldrum, 2000）。この毒性を興奮毒性という。興奮毒性による神経細胞死は，脳虚血，てんかんや脳外
傷に限らず，アルツハイマー病，筋萎縮性側索硬化症やハンチントン病などの細胞死にも関与していると
考えられている（例えば，Olney, 1990; Meldrum, 2000; Lewerenz & Maher, 2015）。現在，興奮毒性に
よる神経細胞死に，グルタミン酸レセプターの過剰な活性化や，シスチン／グルタミン酸トランスポー
ター（L-グルタミン酸と細胞外に排出し，シスチンを細胞内に取り込む交換輸送体である。細胞内でシス
チンはシステインに変換され，グルタチオン合成やタンパク合成に利用される。）の抑制などの関与が報
じられている（例えば，Murphy et al., 1989; Olney, 1990; Wahlestedt et al., 1993; Kritis et al., 2015）。

 　グルタミン酸レセプターによる興奮毒性の過程で注目されているのが，細胞内 Ca2＋である（例えば，
Mark et al., 2001; Kritis et al., 2015）。イオンチャネル型グルタミン酸レセプターの一つである NMDA
型および Ca2＋透過型 AMPA型レセプターの活性化に伴う細胞内への Ca2＋流入や代謝型グルタミン酸レ
セプターによる IP3合成を介する小胞体から細胞内への Ca2＋放出が考えられている（例えば，Meldrum　
& Garthwaite, 1990; Rousseaux, 2008; Kritis et al., 2015）。細胞内 Ca2＋濃度の上昇から経細胞死に至る
経路は単一ではなく，多くのメカニズムが絡んでいる（例えば，Meldrum　& Garthwaite, 1990; 
Rousseaux, 2008）。例えば，細胞内Ca2＋はカルパインなどのタンパク質分解酵素，ホスホリパーゼC，ボ
スホリパーゼ A2などの脂質分解酵素，あるいはエンドヌクレアーゼなどの核酸分解酵素を活性化し，細
胞骨格や膜脂質，核酸を破壊し，細胞死に直接的に関与する可能性がある（例えば，Mark et al., 2001）。
また，一酸化窒素合成酵素の活性化やアラキドン酸の遊離により細胞毒性の高いフリーラジカルの生成増
加が起こり，細胞死が導かれる可能性も考えられる（例えば，Mark et al., 2001; Kawasaki et al., 2002; 
Kritis et al., 2015）。さらに，プロテインキナーゼ Cなどのタンパク質リン酸化酵素についても，その過
剰な活性化が死につながることも示唆されている（例えば，Prentice et al., 2015）。

3） 真核生物の細胞内には小胞体，ゴルジ体やミトコンドリアなどの細胞小器官が存在する。小胞体（Endo-
plasmic reticulum）は粗面小胞体と滑面小胞体の 2タイプに分類され，粗面小胞体はタンパク質合成，そ
して滑面小胞体はコレステロールの合成と分解，脂質代謝，薬物の解毒や Ca2＋貯蔵の役割を果たしてい
る。ミトコンドリアは小胞体やゴルジ体と異なり，二重膜構造を呈する。内膜はミトコンドリア内にヒダ
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状に突出し，クリステを構成する。ミトコンドリアには外膜と内膜の間の膜間腔と内膜に囲まれた基質
（マトリックスとも呼ばれている。）の 2つの空間がある。ミトコンドリアの基質ではクエン酸回路そして
内膜には電子伝達系が存在し，細胞活動に必要なエネルギーである ATPを産生している。ミトコンドリ
アの基質にはミトコンドリア DNA とリボソームが含まれ，これらを使って自立的に分裂して数を増やす
ことができる。近年，小胞体とミトコンドリアがCa2＋貯蔵と放出に与っていることが明らかにされた（例
えば，Berridge, 1993; Pozzan et al., 1994; Clapham, 1995）。

4） 細胞内でシグナル伝達系を形成するセカンドメッセンジャーの中に，Ca2＋の結合によって機能が調節され
るタンパク質が存在する。Ca2＋はこれらの分子の EFハンドモチーフや C2ドメインと呼ばれる構造に結
合する。脊椎動物ではカルモジュリンやトロポニン C，カルパイン，カルシニューリン，プロテインキ
ナーゼ C，ホスホリパーゼ Cなどの Ca2＋結合タンパク質が存在し，細胞の機能調節に関与している。例
えば，カルモジュリンの EFハンドモチーフは Eヘリックスと Fヘリックスと呼ばれる 2つのα ヘリッ
クス構造とそれらをつなぐループ部分によって構成され，Ca2＋はこのループ部分に結合する。

5） 小胞体は Ca2＋を貯蔵する役割を有しており，小胞体膜上にはカルシウムチャネルとして機能するリアノ
ジンレセプターが存在する。例えば，骨格筋を構成する筋線維（筋肉細胞）内にある筋小胞体にはリアノ
ジンレセプターが細胞外でCa2＋検出器として働くジヒドロピリジンレセプター（ジヒドロピリレセプター
は L型カルシウムチャネルと同一タンパク質であり，レセプターが活性化すると細胞内に Ca2＋が流入す
る。）と共役し，このレセプターの活性化で細胞内の Ca2＋濃度が上昇する。この Ca2＋はリアノジンレセ
プターに結合すると，細胞内 Ca2＋濃度に依存的して小胞体内から Ca2＋を細胞内に放出する。このしくみ
は，Ca2＋誘発性 Ca2＋放出と呼ばれている。小胞体にはリアノジンレセプター以外に，カルシウムチャネ
ルとして機能するイノシトール三リン酸（IP3）レセプターが存在する。IP3は Gタンパク質共役型レセプ
ターなどを介して産生され，小胞体膜上に存在する IP3レセプターに結合することによって小胞体から細
胞内に Ca2＋放出が始まる。

6） Ca2＋緩衝能とは，細胞内のCa2＋が Ca2＋結合タンパク質によって緩衝される濃度と遊離の状態で存在する
Ca2＋の濃度の比を指す。細胞内でタンパク質と結合する Ca2＋および遊離の Ca2＋を測定することは難し
く，正確なCa2＋緩衝能を求めることは容易でない。例えば，Ca2＋緩衝能が50のとき，細胞内に70のCa2＋

が流入すれば，20が遊離 Ca2＋であることを意味している。従って，Ca2＋緩衝能が高いほど，細胞内で
Ca2＋は遊離で存在し難い。

7） 神経伝達物質やホルモンは細胞表面に発現するレセプターに結合し，細胞内セカンドメッセンジャー
（Ca2＋，Cyclic adenosine monophosphate［cAMP］，Cyclic guanosine monophosphate［cGMP］，イノ
シトール三リン酸［IP3］，ジアシルグリセロール，や一酸化窒素）の活性化を介して細胞に各種の反応を
惹起する。中でも細胞内 Ca2＋濃度の上昇に伴うプロテインキナーゼ（タンパク質リン酸化酵素）の活性
化は，脳内で重要な機能を果たしている。特に重要な経路として，Ca2＋/カルモジュリン依存性プロテイ
ンキナーゼⅡ（CaMKII）の活性化がある。神経細胞に CaMKIIが豊富に存在し，神経伝達物質合成酵素
やシナプス小胞結合タンパク質，イオンチャネル，シナプスレセプターなどをリン酸化することにより，
これらの機能を調節することが知られている。そして，シナプス伝達の可塑性，学習・記憶などの高次脳
機能に重要な役割を演ずると考えられている。

8） Hagins （1972） および Hagins & Yoshikami （1974） はラット（Rattus norvegicus）網膜桿体を用いた実
験に基づき，桿体外節膜に発現する陽イオンチャネル（当時，ナトリウムチャネルと考えられていた。）を
外節内に存在する Ca2＋が閉塞するという仮説（Ca2＋仮説）を提唱した。暗時，外節にある円盤内に Ca2＋

は収納さているため，外節内（細胞内）の Ca2＋濃度は低く保たれ，結果として陽イオンチャネルが開口
し視細胞は脱分極している。明時，円盤内に蓄えられていた Ca2＋は外節内（細胞内）に放出されるため，
陽イオンチャネルが閉塞し過分極する。Brown et al.（1977）はオオヒキガエル（Bufo marinus）網膜桿
体内への Ca2＋注入が桿体を過分極させることを見出し，Ca2＋仮説の妥当性を強調した。一方，Miller & 
Nicol （1979） は Brown et al.（1977）と同じオオヒキガエル網膜を実験に用い，桿体への cGMP注入が
桿体を脱分極させることを見出した。これをきっかけに，Ca2＋仮説と cGMP仮説を唱える研究グループ
はしのぎを削ることとなった。この論争に終止符を打ったのは，Fesenko et al.（1986）による研究であっ
た。ヨーロッパアカガエル（Rana temporaria）網膜桿体を単離し，この桿体外節膜の一部をパッチ電極
により剥がし取り，外節膜内面を露出させた。この標本に cGMPを投与すると，外節膜片を通じて電流
が流れるのを観察した。勿論，cGMPを除去すると，電流変化は生じなかった。その後，cGMPによっ
て開口する陽イオンチャネルと光照射によって開口する陽イオンチャネルが同一であることが証明された
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（Yau & Nakatani, 1985; Nakatani & Yau, 1988）。これらの実験は，視細胞外節内にある cGMPの増減が
外節膜に発現する陽イオンチャネルの開閉を引き起こしていることを示していた。

【補　助　説　明】

第 1図 Bと第 3図の実験
【実験材料と方法】
単離水平水平細胞の作製
　数時間以上暗順応した体長約 40～50 cmのアメリカナマズ（Ictalurus punctatus）を低温麻酔し，断頭そし
て脳と脊髄の両側穿刺終了後，両眼球を摘出した。雑菌の混入を防ぐため，操作はクリーンベンチ（滅菌箱）
内で行った。70％エタノールに20秒間浸した摘出眼球を，pH 7.6 に調整した単離操作液（125.0 mM 塩化ナ
トリウム［NaCl］，1.0 mM リン酸ナトリウム［Na2HPO4］，2.6 mM 塩化カリウム［KCl］，2.5 mM 塩化カ
ルシウム［CaCl2］，0.5 mM 塩化マグネシウム［MgCl2］，0.5 mM 硫酸マグネシウム［MgSO4］，10.0 mM 
ブドウ糖［Glucose］，10.0 mM N-2-Hydroxyethylpiperazine-N＇-2-ethanesulfonic acid［HEPES］，0.01 mg/
mℓ ウシ血清アルブミン［BSA］）で数回洗浄し，前眼部，水晶体および硝子体を除去後，剥離網膜を作製し
た。剥離網膜を 2 mm幅に切断し，これらを pH 7.0に調整した Papain溶液（30 U/mℓ Papain［タンパク質分
解酵素］, 125.0 mM NaCl，1.0 mM Na2HPO4，2.6 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，0.1 mg/mℓ BSA）に移し，28°Cで40分間振盪した（網膜の酵素処理）。そ
の後，1.5 mℓ の単離操作液を加えたプラスチック製遠心管（容量 15 mℓ; Becton Dickinson）に網膜片を移
し，先端口径を約 1.0 mmにファイアポリッシュしたパスツールピペット（Becton Dickinson）を用いて網膜
片を 7回ピペッティングした（網膜の機械処理）。比較的大きな網膜片が沈殿するのを待ち，1 mℓ の細胞懸濁
液を容量 6 mℓ のガラス製試験管（Fisher Scienti�c Co.）に移し，4°Cで保存した。さらに，網膜片が存在す
る遠心管に単離操作液を 1.0 mℓ 補充し，パスツールピペットによるピペッティングを 7回行い，細胞懸濁液
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繰り返した。結果として，16～20本の
細胞懸濁液を含む試験管を得ることができた。それぞれの試験管から 20 µℓ の細胞懸濁液を採取し，スライ
ドガラスに置き顕微鏡観察した。15以上の単離水平細胞を含む試験管を残し，実験に使用した。アメリカナマ
ズ網膜の水平細胞には錐体由来と桿体由来の 2タイプが認められ，両者はその大きさと形態学的特徴により容
易に区別できる（Naka & Carraway, 1975; Sakai & Naka, 1988）。単離操作後，細胞懸濁液に存在する水平細
胞は殆どが錐体由来であり，桿体由来は少なかった。
　1 N-塩酸（HCl）ならびに100％エタノールで洗浄した直径 15 mmの円形カバーグラス（Matsunami Glass 
Ind., Ltd）を直径 60 mmの滅菌プラスチックシャーレ（Becton Dickinson）の中に 6枚並べ，それぞれに pH 
7.6に調整した培養液（浸透圧調整のため70％に希釈した L-15に，29.17 mM NaCl，1.62 mM CaCl2，10.0 
mM Glucose，10.0 mM HEPES，0.01 mg/mℓ BSAを加えて作製した。）を 100 µℓ 置き，この中に 50 µℓ の
細胞懸濁液を加えた。カバーグラスに細胞が接着するまでに約12時間を要した。接着完了後，このプラスチッ
クシャーレの中に 7 mℓ の培養液を加え，14°Cの低温培養器に静置した。カバーグラスへの細胞接着を確実
にするため，多くの培養では Concanavalin A （Con A） を塗布したカバーグラスを利用した（0.1 mg/mℓ の
Con Aをカバーグラスに薄く塗り，これを紫外線ランプ［滅菌用ランプ］の下で乾燥させて使用した。）。単離
水平細胞を長期間培養するとき， 3日毎にクリーンベンチ内で培養液の交換を行った。
　単離後12時間以内に水平細胞を用いるとき，Con Aを塗布したカバーグラスを使用した。単離水平細胞の
形態は細胞懸濁液をスライドグラスに置き，顕微鏡（Optiphot XF-NT, Nikon）観察した。写真撮影は顕微鏡
に装着した撮影装置（H-Ⅲ, Nikon）にテクニカルパンフィルム（Kodak）を装填して実施した。この顕微鏡
写真のデジタル化には，フィルムスキャナー（FS-1300WINS, Epson）を用いた。
単離水平細胞の膜電流記録および膜電位記録
　実験には， 2日以上培養した錐体水平細胞を用いた。錐体水平細胞が生存するカバーグラスを倒立顕微鏡
（model IM-35, Carl Zeiss, Inc.）に装着した記録槽内に置き，細胞から　200～400 µm離れた位置に先端直径 
150 µm の Y-tubeを設置しリンガー液を灌流した。
　アメリカナマズの正常リンガー液の組成は，125.0 mM NaCl，2.6 mM KCl，2.5 mM CaCl2，1.0 mM 
MgCl2，15.0 mM Glucoseと 10.0 mM HEPESであった。L型カルシウム電流観察を容易にするため，修飾
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リンガー液（105.0 mM NaCl，2.6 mM KCl，2.5 mM CaCl2，1.0 mM MgCl2，20 mM Tetraammonium-Cl
［TEA-Cl］，15.0 mM Glucoseと 10.0 mM HEPES）を灌流し，遅延整流性カリウム電流を阻害した。両リン
ガー液には 0.1 mg/mℓ BSAを加え，1 N-NaOHを用いて pH 7.8に調整し灌流した。パッチ電極内液の組成
は 140.0 mM グルコン酸カリウム（K-gluconate），4.0 mM NaCl，2.0 mM MgCl2，10.0 mM EGTA，1.0 
mM Adenosine 5’-Triphosphate （ATP），0.1 mM Guanosine 5’-Triphosphate （GTP） と 10 mM HEPESで
あった。パッチ電極内液の pHは7.4であった。
　Whole-cell voltage-clamp法を適用し，水平細胞を膜電位固定し膜電流記録を行った（Hamil et al., 1981）。
パッチ電極は Brown-Flaming型微小電極製作器（P87, Sutter Instrument Co.）を使って，直径 1.5 mmのホ
ウケイ酸ガラス管（SF2714 R, Garner Glass）から作製した。電極抵抗は 5～10 MΩであった。単離水平細胞
にパッチ電極を近づけ（第 3図左上ⓐ），ギガ Ωシール達成後，パッチ電極内圧を下げて電極内の細胞膜を破
砕し，膜電流を導出した。その後，灌流液を正常リンガー液から修飾リンガー液に変更し，単離水平細胞に
パッチ電極を通じて鋸波状の膜電位変化（－124～＋46 mV, 1秒）を与え，惹起される膜電流変化（電流－電
圧関係）を観察した。水平細胞に発生する膜電流変化は，Whole-cell voltage-clamp用増幅器（Axopatch-1D, 
Axon Instrument）を使い，2 KHz（4 次ベッセルフィルター）のフィルターを介してオシロスコープ（465, 
Textronix）で観察した。同時に，この変化は 10 KHzでデジタル化（Labmaster DMA, Scienti�c Solution）
し，コンピューターに取り込んだ。必要に応じて，膜電流記録を再生し，解析した。
　アメリカナマズ網膜から単離した水平細胞の膜電位変化（カルシウム依存性活動電位［第 3図右下ⓑ］）を
細胞内誘導導出するため，ガラス管微小電極法を用いた。ガラス管微小電極は Brown-Flaming型電極作製機
（P88, Sutter Instruments Co.）を使って，約 1 mmのホウケイ酸ガラス管（芯入りガラス管）（1B120F-4, 
World Precision Instruments）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 200～300 MΩであった。水平細胞に発生する膜電位変化は前置増幅器（model 1090, Winston 
Electronics）を経て，オシロスコープ（465, Textronix）で観察し，FMテープレコーダー（4 DS, Racal 
Recorders, Inc.）に保存した。必要に応じて，ペンレコーダー（Brush 220, Gould）に記録した。
　水平細胞の単離ならびにこれを利用した生理実験で使用した薬品は，Nacalai Tesque Inc.，Kanto Chemical 
Co.，Katayama Chemical Co.，および Sigma Chemical Co.から購入した。PapainはWorthington Biochem-
ical Co.および L-15とMedium 199 は Gibcoから購入した。




