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Abstract

GlutamateisthemainexcitatoryneurotransmitterintheVerticalsignalpathWayintheVerte―

brateretina．There are avarietyofglutamate receptors（GluRs）inthe retina，outofwhich

NMDAreceptorisknOwntoregulatesymapticneurOtranSmission．InOrdertOclari＆itsfunC也onin

theretina，Ise1ectedGluRe1，oneOffourNMDAreceptOrεSubunits，andanalyzedtheGluRel

SubumitknockoutmOuSe・ImmunOhistochemistryshOwedGluREl，E2，ど1subunitexpressionsin

theOutertwo―丘fthoftheinnerpleXiformlaYer（IPL）wherebipolarcellstranskrmos郎the

0FFsignaltoamacrineandganglioncells，SuggeStingthatthese subunitswereexpressedin

ganglionandamacrinecellsandmightparticipate mainlyinthe OFFpathways．Physiological

functions ofthe retina were anaTyzed by eIectroretinogram（ERG）．No signi丘cant difference

wasobservedintheamp揖udeandimplicittimeofb－waVeandamplitudeOfOPsbetweenwi1d―

typeandGluRelknockOutmice，althOughtherearesOmereportSShowingthatNMDAreceptors

areinvolvedinERGb―waVeandOScillatOryPOtentials（OPs）・ulephenomenonthatNMDAcur―

rentswerereducedbutremainedintheareawhereG1uREland E2wereco―localizedsuggests

thatGluRε2subunitmighthavecompensatedfOrthedeletiOnofGluRε1－ulisisthe五rststudy

app1yingERGinthefunctionalanalysisofGluRelinretina．
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は じ め に

脊椎動物の網膜にお い て
, 外網状層で は視細胞

か ら双極細胞及び水平細胞に
, 内網状層で は双極

細胞か らア マ ク リ ン細胞や網膜神経節細胞に垂直

方向の シ グナ ル伝達が行われて おり, その 興奮伝

達を担う主要な神経伝達物質は グ ル タ ミ ン酸で あ

る . 網膜 におけるグ ル タ ミ ン酸の様々 な機能活性

は
, そ の受容体の 多様性に起因する と考えられて

い る 1)
. グ ル タ ミ ン酸受容体 ( Gl u R s) は代謝型

とイオ ン透過型 とに分類され, イオ ン透過型 は さ

ら に ア ゴ ニ ス ト に 対す る感 受性 に基 づ い て α
-

a m i n o - 3 I h y d r o E y - 5 -

m e th yl
- 4 - i s o x a z ol e p r o -

pi o n a t e (A M P A) 型 , カイ ニ ン酸型,
〟- m e 也yl -

D -

a sp ar t at e ( N M D A) 型 に分類され る .
こ の う

ち電位依存的活性調節とカ ル シ ウ ム イオ ン の高い

透過性を持つ N M D A 型受容体は
,

シナ プ ス 伝達

効率の 調節に関与する こ とが知 られて おり,
シナ

プス 可塑性の 鍵を握 る分子 と考えられて い る . こ

の受容体は, 遺伝子 ク ロ
ー ニ ン グ とその機能発現

解析により,
1 種渠の Glu R ど1 サブ ユ ニ ッ トと 4 種

渠 の G lu R e l ( N R 2 A) , e 2 ( N R 2 B) ,
E 3 ( N R 2 C) ,

∈4 ( N R 2 D) サ ブ ユ ニ ッ ト の組合わせ に より構成

され る ヘ テ ロ オリ ゴ マ - で働く こ とが判明 して い

る他,
N R 3 A

,
3 B など活性調節サブ ユ ニ ッ トの存

在も知られて い る
2)

. さらに, Glu R ( 1 サブ ユ ニ ッ

ト に は alt e r n ati v e s pli ci n g に よ り さ ら に 8 つ の

s pli c e v a ri a n t が存在 して おり , 受容体機能との 関

連が議論されて い る
3)

.
N M D A 型 受容体チ ャ ネ

ル は , 構成され る Glu R ｡ サブ ユ ニ ッ トにより薬理

学的 ･ 電気生理学的特性が異な っ て おり,
こ の 受

容体の 機能的な多様性の 分子 基盤が Glu R ∈ サブ

ユ ニ ッ トである ことが明らか にされて い る
2) 4)

. 脂

に お い て は時期 や部位に より異なる Glu R ∈ サ ブ

ユ ニ ッ トが発現 し
,

N M D A 型受容体チ ャネ ル の

多様な生理機能を分担 して い る と 考え られて い

る .

網膜にお い て , N M D A 型受容体の研究は, 1

'

n sL

'

t u

b y b ridi z ati o n により m R N A レ ベ ル で N M D A 受容

体サブ ユ ニ ッ ト の 局在は確認されて い るが 5 卜 7)
,

各サ ブ ユ ニ ッ ト の シ ナプ ス で の局在を解析 した報

告は少ない 8)
. さ らに, 網膜機能に おける N M D A

型受容体の役割に つ い て , 光刺激に対する網膜の

反応をと らえ る網膜電位図 (E R G) による解析が

なされて きた が , N M D A 括抗薬が b 波を滅弱さ

せ る
9) 10) と い う報告がある 一 方,

N M D A 括抗薬

は b 波に は影響を与えな い 1 1) ‾ 13) と い う報告も

あり,
その評価は

一 定で は ない
.

一 方,
N M D A を

ネ コ 硝子 体 内に 注入 す る こ と に より 律動小波

( o s cill at o Ⅳ p o t e n ti al s; O P s) 波振幅が減弱した と

い う報告もあり,
N M D A 型受容体が E R G に何ら

かの影響を与えて い る こと ば推察されて い る 1 1)

本研究の 目的は N M D A 型受容体の 網膜に おけ

る生理機能を解析する こ とで あ る.
こ の ため に網

膜 におけ る N M D A 型 受容体サ ブ ユ ニ ッ ト の分布

を免疫組織学的に検索するとともに
,

こ の受容体

の 薬理学的 ･ 電気生 理学的特性を決定する Gl u R

E サ ブ ユ ニ ッ トの うち網膜 にお け る局在が確認さ

れ て い る Glu R El サ ブ ユ ニ ッ ト に着目 し,
こ の サ

ブ ユ ニ ッ ト遺伝子 を欠損 し た マ ウ ス を用 い て
,

E R G により解析 した .

材料と方法

動物

週齢8 - 10 週の N M D A 型 受容体 Gl u R el サブ

ユ ニ ッ ト ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 1 4) を使用 した. 対

照と して 遺伝子背景を同
一 にす る C 57 B L / 6 マ ウ

ス を使用 し た
.

なお
, すべ て の 動物実験は , 新潟

大学動物実験規則お よび指針に従い行 っ た ･

免疫組織化学

ベ ン ト パ ル ビタ
ー

ル (75 m g / k g) で全身麻酔後

に 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (p H 7 .4) を用 い て

全身濯流固定 した . 眼球を摘出し前眼部を除去 し

て か ら同固定液で 1 時間後固定を行 っ た . 以後博

法 によ り 5 〃 m 厚 の 網膜断層の パ ラ フ ィ ン 切 片

を作製 した . 通常の 免疫組織化学的処理 の前 に
,

N M D A 受容体サ ブ ユ ニ ッ トの免疫組織学的検出

に 重 要 で あ る ペ プ シ ン 処 理 ( 0 .2 5 m g/ m l O ･2 N

H Cl ,
3 7

o

C
,
7 分) を行 っ た 1 5 ト 1 7)

･ 引き続き切

片を ブ ロ ッ キ ン グ (1 0 % ヤ ギ血 清) 30 分,

一 次

抗体
一

晩,
二次抗体 ( ビオチ ン標識抗 ウサギIg G
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抗体) 2 時間,
ペ ル オキ シ ダ

ー

ゼ標識ス ト レ プ ト

ア ピ ジ ン 3 0 分 間反応さ せ た 後, ty r am id e sig n al

a m plifi c ati o n s y s t e m ( N e x a 5 46; M ol e c u l a r P r o b e s
,

E u g e n e
,
O R) で発色させ た. N M D A サブ ユ ニ ッ ト

に対する抗体は ウサギ抗 G lu R ∈1 抗体 1 5)
, ウサギ

抗 Gl u R ｡ 2 抗体 15)
, ウサギ抗 Gl u R ｡3 抗体

16)
,

モ

ル モ ッ ト抗 G l u R ; 1 C 2 1 抗体 17) をそれ ぞれ 1 〟

g/ m l の 濃度で用 い た . ブ ロ ッ キ ン グ , 二 次抗体,

ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン は Ⅲi st o丘n e S A B - P O ( R)

kit ( Ni c hi r ei
,
T o k y o , J a p a n) を用 い た .

網膜電位図

マ ウ ス を 一

晩暗順応させ ウ レ タ ン (2 .O m g / k g)

腹腔 内投与により全 身麻酔を施 した . ト ロ ピカ ミ

ド ･ フ ユ ニ レ フ リ ン点眼により散瞳 し
, 全身麻酔

に よる体温低下を回避するた め に ホ ッ ト パ ッ ドを

用 い て マ ウ ス を保温 した . E R G は 開電極を角膜表

面に , 不問電極を角膜輪部付近に
, 接地電極を耳

柔 に 設 置 した
. G an z fe ld 刺激装置を用 い て最 大

1 .0 l o g c d - s/ m
2
(p b o t o pi c u nit s) の ス ト ロ ボ刺激

を与え
, 刺激強度 を減弱させ るために中性フ ィ ル

タ ー を使用 した . S c ot o pi c E R G の 記録に は - 6 .2

か ら 1 .0 1 o g c d -

s/ m
2 まで の 7 段階の刺激強度 を

与え
, p b ot o pi c E R G の記録には杵体を抑制するた

め に 1 .3 lo g c d - s/ m
2
の 白色背景光下で

-

0 .8 か

ら 1 .0 1 o g c d -

s/ m
2 まで の 4 段階の刺激を与えた .

S c ot opic E R G の刺激間隔は低輝度 で 3 秒間隔, 高

輝度で は 6 0 秒間隔, p h ot o pi c E R G の 刺激間隔は

1 秒 間隔と し た
. 応答は 0 .3

-

1 000 H z の 帯域 フ ィ

ル タ ー で 増幅 し
, O P 波 を取 り 出す際 に は 75

-

1 0 00 H z 帯域フ ィ ル タ
ー

を用 い た . 基準 か らの ノ

イ ズ は 60 H z の ノ ッ チ フ ィ ル タ ー を用 い て除去 し

た
. 3 - 2 0 回の 応答を1o n g i n t e r sti m ul u s ( P o w e r

I ･ a b , A D I n st ru m e n t s , C a stl e Hill
,
A u st r ali a) を用

い て平均化した
. 本実験にお い て は s c o t o pi c E R G

の a 波,
b 波の 振幅と潜時および p b o t o pi c E R G の

b 波 の 振幅 に つ い て 解析 し た
. さ らに s c o t o pi c

E R G で は最大刺激強度1 .0 lo g c d -

s/ m
2

にお ける

各 o p 波 ( O P l -

4) の振幅に つ い て も解析 した .

a 波振幅は刺激前の 基準線か ら a 波最低点まで を,

b 波振幅 は a 波 最低点 か ら b 波項 点ま で と し た .

潜時 は フ ラ ッ シ ュ 刺激開始か ら波 の 頂点まで の 時

間と した. 各 O P 波の振幅は最初の 陰性の最低点

か ら陽性 の 頂点ま で と し た . 有 意差検 定 に は

A N O V A 解析を行 っ た .

N M D A 型 受容体 は 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト フ ァ ミ

リ
ー

Gl u Rど1 と ∈ により構成され る ヘ テ ロ マ - と

考え られて い る 2 ト 3)
. 本研 究で は

,
まず網膜 に

おける N M D A 型受容体各サ ブ ユ ニ ッ トの分布を

免疫組織学的手法を用 い て蛋白 レ ベ ル で 解析 し

た. G lu R E l , e 2
,

E 3 それ ぞれの サブ ユ ニ
ッ トに特

異的な ウサ ギ抗体を用 い て , 成体網膜で これら分

子 の 分布 を 解析 し た 結果, 野 生 型 マ ウ ス で は

Gl u R 亡1 が内網状層の 特に外側に多く存在 して い

る ことが 明らか にな っ た ( 図 1 B) .

一 方, Glu R ｡1

ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は網膜に おける Glu R ∈1 免

疫反応は認 められず, 用 い た抗体の特異性と結果

の 信頼性が裏付けられた (図 I A) . また
, Gl u R E 2

も内網状層外側に優位に局在 が認め られた が (図

1 C) , Glu R E3 に つ い て は網膜にお い て明確な免疫

反 応 が認 め られ なか っ た ( デ ー タ 提示 な し) .

G l u R( 1 サブ ユ ニ ッ ト に は 8 つ の s plic e v a ri a n t が

知られて おり 3)
, Gl u Rど1 サ ブ ユ ニ ッ トの 3 a , 3b ,

4 a , 4 b を認識 する Glu R( 1 C 2 r に対する モ ル モ ッ ト

ポ リ ク ロ ー ナル 抗体を用 い て その 分布 を検索 し

た . その 結果, Glu R E I C 2
.
も内網状層外側 に高濃

度で存在する こ とが 明らか にな っ た ( 図 1 D) .

網膜電位 図

)
'

n t77
'

v10 に おける網膜 の 機能を評 価する た め に,

10 適齢の 野生型 マ ウ ス と Glu R ∈1 ノ ッ ク ア ウ ト マ

ウ ス を各々 4 匹用 い て , 暗順応下も しくは明順応

下 に お い て 様々 な刺激強度 で E R G を測 定 し た .

図 2 - 1 は暗順応 下で 7 段階の 刺激を与え記録 し

た s c o t o pi c E R G 波形で あ る . 最 も弱 い 刺 激 で
,

網膜 内層の 膜電 位 か ら生 じ る s c o t o pic n eg ati v e

r e s p o n s e (S T R) を記録しようと したが い ずれの

マ ウ ス に お い て も S T R は 記録で きなか う た .ー こ

れ は ケタ ミ ン の代わりに ウ レ タ ンを麻酔に用 い た

ため と考えられる . b 波 は脱分極性杵体双極細胞

の機 能 を反映 して い る と考 えら れて い る
1 8)

.
こ
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図 1

( A) Gl u R ∈1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 抗 Gl u R ｡ 1 抗体 に よる免疫反症 . ( B)

野生型 マ ウ ス の抗 G lu R ∈1 抗体に よ る免疫反応 . ( C ) 野生型 マ ウ ス の抗 G lu R

E 2 抗体 に よ る免疫反応 . ( D ) 野生型 マ ウ ス の 抗 G l u R El 抗体 に よ る免疫反

応 .
ス ケ ー ル バ ー は 2 0 F L m を示 す.

G C L ; 網膜神経節 細胞層 I P L; 内網状層 I N L ; 内願粒層 O P L; 外網状層

O N L ; 外顛粒層

lig h = nt 釧 Sity w ild
Iog cd! m 2

s

S tir n u lu s

- 6 .2
-5 .0
-3 .8

- 2 .6

-1 .4

- 0 .2

1 .0

匡1 2 - 1

s l -! -

StifTl uJu s

1 2 3 4 1 2 3 4

梯 -ぷト 巳琴M

V

図 2 - 2

野生型 マ ウ ス と G lu R e l ノ ッ ク ア ウ ト

マ ウ ス の 最大刺激 (1 .0 1o g c d - s/ m
2)

に 対する律動小波 (O P s) .

6 2 9

- ･ ･ の b 波は
, 刺激強度 - 5 .O l o g c d - s/ m

2 より出現

し, 刺激強度を強くするに従い 振幅は大きく な っ

た . 刺激強 度- 1 .
4 1 o g c d - s/ m

2 より n e g ati v e a

■ ‾

波が 出現 し
, 刺激強度の増加 に伴い より明確と な

2 00

S っ た
.

a 波 は視細胞の機能を表すと報告されて い

る
19)

. 図 2 - 2 は hig b p a s s 丘It e r を用 い て同 じ マ

野生型 マ ウ ス と Gl u R ∈1 ノ ッ ク ア ウ ト

マ ウ ス に おける s c o t o p i c E R G .
マ ウ ス を

一 晩暗順応 さ せ た後,
G a n zf eld 刺激装

置 を用 い て 7 段階 の ス ト ロ ボ刺激を与

え反応を記録し た .

ウ ス に 対する 最大刺激 (1 .0 1 o g c d -

s/ m
2) に お

ける E R G か ら各 O P 波を取り出した もの で ある .

o p 波 は網膜内層の ア マ ク リ ン細胞か ら開始する

抑制性フ ィ
ー ドバ ッ ク による シ ナプス 活動を反映

する と考 えられて い る 2 0)
. 波形か らは野生 型 マ
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図 2 - 3

野生型 マ ウ ス (○) と Gl u R ∈1 ノ ッ

ク ア ウ ト マ ウ ス ( ●) の s c o t o p i c

E R G の 各成 分 の 解析 . ( A) a 波 の 平

均振 幅 ( ± 1 S E M ) . ( B ) b 波 の 平均

振幅 ( ± 1 S E M ) . ( C) b 波の 平均潜

時 ( ＋ 1 S E M ) .

ウ ス と Glu R El ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス との 間に差 は

認め られなか っ た . 2 つ の群 の波形の差を検出す

る目的で
,
E R G の い く つ か の 成分 に つ い て検討し

た . S c ot o pi c a 波, b 彼 の振幅, b 波潜時は刺激強

度 の 全範囲に お い て野生型 マ ウ ス と ノ ッ ク ア ウ ト

冒. o o o
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E
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図 2 - 4

野生型 マ ウ ス と Gl u R ∈1 ノ ッ ク ア ウ ト

マ ウ ス の 最大刺激 (1 .0 1 o g c d - s/ m
2)

に 対する O P l - 4 の平均振幅.

マ ウ ス に おい て 有意差 は認 め られなか っ た ( a 波

振幅 p
- o .

2 64 , b 波振幅 p
- o .58 , b 波潜時 p

-

0 .94) ( 図 2
-

3) . s c ot o pi c E R G の 明 る い フ ラ ッ シ

ュ 刺激 に対する 4 つ の O P 波 ( O P 卜 4) に つ い

て も検討 した が
,
2 群に有意差 は認 められなか っ

た (p
- 0 .1 7

, p
- 0 .77 , p

- 0 .93 , p
- 0 .5 4) ( 図

2 - 4) . p h o t o pi c E R G の 結果を 図 3 - 1 に示 し た .

刺激強度 は 4 段階で あ る . 反応 は刺激強度の 増加

に伴 い大きく な っ た . 角膜陽性波 ( p h o t o pi c E R G

b 波) は視細胞後電位由来と考えられ て い る が

13)
, b 波振幅に つ い て 2 群 間に有意差 は認 め られ

なか っ た (p
- 0 .38)( 図 3 - 2) .

考 察

これまでに網膜に おける N M D A 受容体の局在は

)

'

n sl

'

t u h y b ri di z ati o n によ っ て示 されて きた 5) - 7)

Gl u R ∈1 サ ブ ユ ニ
ッ トは神経節細胞層, 内原粒層

ア マ クリ ン細胞層に シ グナ ル が検出され た こ とか

ら神経節細胞,
ア マ ク リ ン細胞に局在し, Gl u R E2

,

E l サ ブ ユ ニ ッ ト は神経節細胞 層, 内願粒層全層

に シ グ ナ ル が検出され た こ と か ら
, 神経 節細胞 ,

ア マ ク リ ン細胞 の他, 双極細胞 , 水平細胞 に も局

在 して い る可 能性が考え られ る
6)

.

一 方, 1L H lt u

b y b ridi z ati o n は m R N A の 発現 を検討 して い るも

の で あり,
シ ナプ ス 局在 を示すもの で は ない

. そ
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図 3 - 1

野生型 マ ウ ス と G lu R e l ノ ッ ク ア ウ ト

マ ウ ス の p b o t o pi c E R G .
マ ウ ス を明順

応 させ た後
,
1 .3 1 o g c d - s/ m

2
の 白色 背

景光下 で 4 段階の ス ト ロ ボ刺激を与え

反応を記録 した.

こ で 本研究で は N M D A 受容体の 網膜内に おける

局在を免疫組織学的に検索した. その結果,
Glu R ∈1

,

e 2
, (1 は い ずれ も内網状層 に局 在が確認 され た

.

この領域で は双極細胞が網膜神経節細胞や ア マ ク

リ ン細胞 と シ ナプ ス を形成 して おり,
N M D A 受

容体が シ ナプ ス 後膜 に存在する と い う知見か ら,

Gl u R El
,

E 2
, El サブ ユ ニ

ッ トは神経節細胞 ,
ア マ

クリ ン 細胞 シ ナプス に集積して い る可能性が示さ

れた.
これ らは 血 5 血 b y b ridi z ati o n の結果か らも

支持され る . また , N M D A ア ナ ロ グ や M K - 801

の ような N M D A 受容体括抗薬を用 い た薬理 学的

研究 に おい て も,
N M D A 受容体は 主 に 3 次 ニ ュ

ー ロ ン
, すなわち網膜神経節細胞 と

一

部の ア マ ク

リ ン細胞に存在 して い ると考えられており 21) ‾ 23)
,

こ の報告結果 とも -

敦する.

c aj al に よれば
, 内網状層 は等 し い 厚さで 5 層

に 分 け る こ と が で き る 2 4)
. 内原 粒層側 2/ 5 は

s u bla m i n a a も し く は O F F s u bla m i n a と呼 ば れ ,

主に O F F p ath w a y が 関与して い る .

一 方, 網膜神

経節細胞 層側 の 3/ 5 は s u bl a m i n a b も しく は O N

ど
≡

ヽ
･ ー

q )

勺
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≡
ed
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図 3
- 2

野生型 マ ウ ス (○) と G l u R E l ノ ッ ク

ア ウ ト マ ウ ス ( ●) の pb ot o p ic E R G の

b 彼の 平均振幅 ( ± 1 S E M ) .

s u bl a m i n a と呼ばれ , 主 に O N の シグ ナ ル 伝達が

行われて い る . ま た O N - O F F 応答は両 s u bl a m i -

n a に み とめ られ る 2 5)
.

Gl u R E l
,

e 2
, E l サブ ユ ニ

ッ ト は 内網状層外側 に優位 に局在 がみ とめられ

た . G rti n e rt ら は サ ル 網 膜 に お い て Glu R e l は

s u bl a m i n a 2 , 4 に発現 をみとめた と報告 して い る

が
,

Gl u R E l ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス をネガ テ ィ ブ コ

ン ト ロ
ー ル と した今回の結果で は

,
マ ウ ス網膜に

おい て は特に s u bl a m i n a 4 に相当する部位で高濃

度に局在 して い た . 以上の こ とか ら, Glu R El は特

に O F F 経路に関与して い る可能性が考えられた.

網膜機能に お ける N M D A 型受容体 Glu R E l サ

ブ ユ ニ ッ トの機能を明らか にするために
,

こ の 分

子 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で E R G を行 っ た
.

これ

まで 括抗薬などを用 い た薬理 学的研究 によ っ て
,

E R G へ の N M D A 型受容体の 関与は指摘されてき

たが , 分子 レ ベ ル で の検証は本研究が最初の もの

である . b 波は 一

般的に O N 型双極細胞が起源で

あるとされてき た 18) が
,

N M D A 型受容体が b 波

の発生 に関与 して い る可能性に つ い て も報告され

て い る 9) 10)
. w u r zig e r ら は R o y al C oll e g e of

s u rg e o n s ( R C S) ラ ッ トの単離網膜におい て非競

合性 N M D A 型受容体括抗薬で あ る ケ タ ミ ン が b

波 を減弱させ
,

N M D A 型 受容体を有する 3 次 ニ
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ユ
ー

ロ ン が b 波に寄与 して い る可 能性を報告 し

た
9)

. また u c h t e n b e r g e r らは無 麻酔 の ウ サ ギ の

b 波と比較 して
, ケ タ ミ ン によ る全 身麻酔を した

ウ サギで は b 波が有意 に減弱 した と報告 した 1 0)

一 方で H u a n g らは 1

'

D V7
'

tr o で非競合性 N M D A 受

容体括抗薬であ る ケ タ ミ ン
,

M K - 801 , デキ ス ト

ロ メ ソ ル フ ァ ン が E R G の b 波 に影響を与えなか

っ た と報告 した 1 2)
. さ ら に N M D A 投与に より b

波が増強 したと い う報告も散見され 1 1) 1 3)
, b 波は

主 に N M D A 抵抗性の 2 次 ニ ュ
ー

ロ ン が 起源 であ

る こ とが考えられ た . 今回 の 実験結果で は
, 野生

型 マ ウ ス に 比較 して
, Glu R E l ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ

ス に おける暗所下 , 明所下 の b 波は いずれ も軽度

減弱 して い た が野生型 マ ウ ス に比較して有意差 は

認 め ら れず, 少 なく と も Glu R E l サブ ユ ニ
ッ ト は

b 波 の 発生 に 関 して 明らか な寄与は ない と考えら

れ た
.

O P 波 は s c o t o pi c E R G に お い て
, b 波 に垂積す

る高振幅の 成分で あり, 内網状層内の双極細胞軸

索末端,
ア マ ク リ ン細胞樹状突起 , 神経節細胞樹

状突起 の 関与する網膜神経回路内の フ ィ
ー ドバ ッ

ク機 構 を反 映 し て い る と考 え ら れ て い る
1 8)

G l u R El サ ブ ユ ニ
ッ トが ア マ ク リ ン 細胞 や神経節

細胞 に発現 して い る こ とか ら, O P 波の 変化が も

っ と も期待 され た が
, 野生型 マ ウ ス と Glu R ∈1 ノ

ッ ク ア ウ ト マ ウ ス にお い て O P 波振幅に おける有

意 差 は 認 め ら れ な か っ た . ネ コ 硝 子 体 内 に

N M D A を注入する こ とに より, O P 波の軽度 の可

逆 的 な減 少を もた ら した と い う 報告 が あり 11)
,

N M D A 型 受容体 が O P 波の 産生 に 寄与 して い る

可能性 も考え られて い る が , 今回 の 結 果 か ら は

Glu R ∈1 サブ ユ ニ ッ トは E R G 変化をもた らすよう

な明らか な電気的現象に は重要な役割を果 た して

い をい と考えられた .

今回 の結果 か らは Gl u R ∈1 サ ブ ユ ニ
ッ トと E R G

に 明確 な関 連 は み と め られ な か っ た . し か し

Glu R e l , E 2 サ ブ ユ ニ
ッ ト が共存 して い る領域で

は, N M D A 電 流が軽度減少する が あ る程度 残る

と い う現 象 が あ る . Gl u R E l サ ブ ユ ニ ッ ト の 欠損

は Gl u R ∈2 サ ブ ユ ニ ッ トに より代償され て い る可

能性もあり, N M D A 型受容体 と E R G と の 関連 に

つ い て は更なる検討が 必要と考えられた
.

結 語

本研究で は N M D A 型 受容体 Glu R ∈1 サブ ユ ニ

ッ ト ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を用 い る こ と に より ,

Gl u R ∈1 サ ブ ユ ニ ッ ト の 網膜 にお ける局在を正確

に示 す こ と が で きた . N M D A 型 受容体 Gl u R ∈1 ,

e 2 , ど1 サブ ユ ニ ッ トは内網状層の O F F s u bl am i -

n a に 優位に局在 して い る こ とが判明 し た . また
,

こ れ まで N M D A 型 受容体の E R G へ の 関与 に 関

して 議論が 分 か れて い た が
, 少 なく と も Glu R E l

サ ブ ユ ニ ッ ト は E R G に 明確な関与をみ と めなか

っ た . 本研 究は E R G と N M D A 型受容体 Glu R E l

サ ブ ユ ニ ッ ト の 関連 を は じめ て 示 し た もの で あ

る .
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of r a bbit s wi th a pig m e n t e pith eli u m d ef e ct . Vi s

R e s 4 0 : 1 2 9 - 1 3 6 ,
2 0 0 0 .

l l) V a e g a n a n d M ill ar T J: E ff e ct of k ai ni c a cid a n d

N M D A o n p a 比e m el e ct r o r eti n o g r a m
,
血e s c o -

t o pi c 也r e s b old r e sp o n s e
,
也e o s cill at o Ⅳ p o t e n -

ti al s a n d th e el e ct r o r eti n o g r a m i n th e u r eth a n e

a n a e sth etiz e d c at . V i si o n R e s 3 4: 1 1 1 1 - 1 1 2 5
,

1 9 9 4 .

1 2) H u an g J C , S alt T E , V o a d e n M J a n d M a r s h al1 J :

N o n
-

c o m p etiti v e N M D A - r e c e pt o r a nt a g o n i st s

a n d an o xi c d e g e n e r ati o n o f th e E R G b - w a v e )
'

n

v7
'

b l O . E y e 5 : 4 7 6
-

4 80 , 199 1
.

Si e vi n g P A , M u r a y a m a K a n d N a a r e n d o r p F :

P u s h - p ull m o d el o f th e p ri m at e p h o t o pi c el e c -

tr o r eti n o g r a m : A r ol e f o r h y p e r p ol a ri zi n g n e u r o n s

i n sb a pi n g 也 e b -

w a v e . Vi s N e u r o s ci l l : 5 19 -

532
,
1 99 4 .

14) S aki m u r a K
,

K ut s u w a d a T , It o I , M an ab e T
,

T a k ay am a C ,
K u shiy a E

,
Y a gi T , Ai z a w a S ,

I n o u e

Y , S u giy a m a E a n d M i sbi n a M : R e d u c e d bip -

p o c am p al I J P a n d s p a ti al l e a mi n g i n m i c e l a c k -

i n g N M D A r e c ep t o r ｡ 1 s u b u nit . N at u r e 3 7 3 : 1 5 1 I

1 5 5 , 1 9 9 5 .

1 5) W at a n a b e M , F u k a y a M , S a ki m u r a K
,
M a n a b e T ,

M i shi n a M a n d I n o u e Y : S el e cti v e s c a r cit y of

N M D A r e c e pt o r c h a n n el s u b u nit s in 也e st r at u m

l u cid u m ( m o s sy 丘b r e - r e cipi e nt l ay e r) of 也e

m o u s e bip p o c a m p al C A B s u b 丘eld .
E u r∫N e u r o s ci

lO : 4 7 8 - 48 7
,
1 9 98 .

1 6) Y am a d a K
,
F u k ay a M , Shi m iz u H , S a ki m u r a K

a n d W at a n ab e M : N M D A r e c e pt o r s u b u nit s Gl u R

E 1 , Gl u R e3 a n d Gl u R ( 1 a r e e n ri c h e d at th e

m o s sy 五b r e - g r an ul e c ell sy n a p s e i n th e ad ult

m o u s e c e r e b ell u m
.
E u r ∫ N e u r o s ci 13 : 2 0 2 5 -

2 0 3 6 , 2 0 0 1 .

1 7) A b e M , F u k ay a M , Y a gi T
,
M i shin a M

,
W at an a b e

M a n d S aki m u r a K : N M D A r e c e p t o r Gl u R E/ N R 2

s u b u nit s ar e e s s e n ti al f o r p o st sy n a p ti c l o c ali z ati o n

a n d p r ot ei n st a bili ty of Gl u R E l/ N R I s u b u nit ･ J

N e u r o s ci 2 4: 7 2 9 2 - 7 3 0 4 , 2 00 4 .

1 8) R o b s o n J G a n d F ri sh m a n ”: R e sp o n s e li n e a ri ty

a n d ki n eti c s of 也 e c at r etin a : th e bip ol a r c ell

c o m p o n e n t of th e d ar k - a d ap t e d el e ct r o r e d n o -

g r a m . Vi s N e u r o s ci 12 : 83 7
-

8 50 , 1 9 9 5 ･

1 9) H o o d D C a n d Bi r ch D G : A s s e s si n g ab n o m al r o d

p h ot o r e c e pt o r a ctivi ty wi th th e a - w a v e of th e

el e ct r o r e ti n o g r a m : ap pli c ati o n s a n d m eth o d s ･

D o c O p bth al m o1 9 2: 2 5 3 - 2 6 7
,
1 99 6 ･

2 0) W a c ht m ei st e r L : O s cill at o ry p ot e nti al s i n th e

r eti n a : w h at d o 也e y r e v e al . F r o g R eti n E y e R e s

1 7 : 4 8 5 - 5 2 1 , 1 9 9 8 .

2 1) K a r s chi n A , Ai z e n m a n E an d Li pt o n S A
′

m e

i nt e r a cti o n o f a g o n ist s a n d n o n - c o m p etiti v e

a nt a g o n i st s at th e e x cit at o ry a m i n o a cid r e c e pt o r s
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i n r at r eti n al g a n gli o n c ell s in vit r o . ∫N e u r o s ci 8:

2 8 9 5 - 2 9 0 6 , 1 9 88 .

2 2) Ai z e n m a n E , F r o s ch M P a n d Lipt o n S A :

R e s p o n s e s m e di at e d by e x cit at o ry a m i n o a cid

r e c e pt o r s i n s olit a ry r etin al g a n gli o n c ell s 血
･

o m

r at . ∫P h y si o1 3 9 6 : 7 5 - 9 1
,
1 9 8 8 .

23) B o o s R
,
S c h n eid e r H a n d W 畠s sl e H : V olt a g e - a n d

tr a n s m itt e r - g at e d c u r r e n t s o f all I a m a C ri n e c ell s

in a sli c e p r ep a r ati o n of 也e r at r e 血 a . ∫N e u r o s ci

1 3 : 2 8 7 4 - 2 8 8 8 , 1 9 9 3 .

2 4) c aj al S R y : I . a r占tin e d e s v e rt6 tb r6 s . c ell ul e 9:

1 19 - 2 57 , 189 2 .

2 5) F am igl iet ti E V J r , K a n e k o C a n d T a c hib a n a M :

N e u r o n al a r c hit e ct u r e of O N a n d O F F p aty w ay s

t o g a n gli o n c ell s i n c a r p r eti n a . S ci e n c e 1 9 8:

1 2 6 7 - 1 2 6 8
,
19 7 7 .

(平成 1 7 年 1 月 2 0 日受付)




