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研究成果の概要（和文）：網膜神経細胞の情報修飾について、Ｄアミノ酸を軸に生理学的な測定を行った。アカ
ハライモリ網膜の神経細胞においてＤグルタミンの細胞外投与時に電位依存性内向き電流の振幅が減少し、閾値
付近の小さな刺激では活動電位が発生しなくなる現象が見られた。一過性の内向き電流を持つ三次ニューロン
（神経節細胞）において、Ｄグルタミンの細胞内への投与により遅延整流性の外向き電流の有意な増加が記録で
きた。また、その他の物質による網膜情報伝達への修飾効果も、シナプスでのグルタミン酸放出を指標として確
認できた。

研究成果の概要（英文）：I conducted physiological measurements to investigate how information 
processing in retinal neurons is affected by D-amino acids. In newt retinal neurons, perfusion of 
D-glutamine reduced the amplitude of voltage-dependent inward currents. Furthermore, small stimuli 
near the threshold no longer elicited action potentials. Intracellular administration of D-glutamine
 in retinal third-order neurons significantly increased the amplitude of delayed rectifier outward 
currents. Additionally, I performed an enzyme-linked fluorescent assay to visualize extracellular 
glutamate concentrations and confirmed the effects of other substances on retinal information 
transmission.

研究分野： 神経生理学

キーワード： 網膜細胞　パッチクランプ　画像解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
網膜の神経細胞において、Ｄグルタミンの存在下および細胞内投与により電位依存性電流に変化が見られた結果
から、Ｄアミノ酸の細胞内蓄積による光情報伝達の修飾・抑制が示唆される。また、グルタミン酸の可視化法を
応用して、修飾物質による情報伝達物質の放出の動向を直接調べることができた。この結果、妊娠中に性ホルモ
ンにより網膜レベルで視覚情報伝達が修飾される可能性が示唆されたことは学術的のみならず社会的な意義もあ
ると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
アミノ酸には光学異性体であるＬ型とＤ型が存在する。生体はＬアミノ酸で構成され、Ｄア

ミノ酸は存在しないと考えられていたが、近年 想定よりも多いＤアミノ酸が体内及び食品内
で検出されるようになってきた。また網膜ではグルタミン酸代謝経路の解明のため、組織内に
Ｄグルタミン酸を取り込ませ追跡する研究が行われ、代謝された遊離Ｄグルタミンが一部の神
経節細胞や双極細胞で蓄積されることが報告されていた（文献①）。組織に蓄積されたＤアミ
ノ酸の効果は不明のため、網膜をモデル系としてＤアミノ酸の生理的効果の検証を計画した。
また当時 研究室で確立していた、酵素反応を利用してグルタミン酸を可視化する enzyme-
linked fluorescent assay 法を応用して、網膜スライス標本からのグルタミン酸の放出を指
標とした情報修飾物質の検索や効果の確認も企画した。 
 
２．研究の目的 
（１）Ｄアミノ酸による網膜神経細胞の興奮修飾効果の検討 
網膜神経細胞の興奮に影響するＤアミノ酸を探索し、その存在下ではどのような変化が起こ

るかを電気生理学的な手法により確認した。特にＤグルタミンに着目し、細胞内外に存在する
場合それぞれの検証を試みた。 
 
（２）網膜神経細胞のグルタミン酸放出に影響する物質の検索 
網膜神経細胞の主な情報伝達物質はグルタミン酸である。電気生理学とは異なる グルタミ

ン酸の可視化法を利用したアプローチで、実際のグルタミン酸放出に影響する修飾物質を確認
した。網膜のシナプスが存在する内外網状層からのグルタミン酸放出の変化を検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）パッチクランプ 
ホールセルパッチクランプ法で、電位固定条件での電位依存性電流記録および電流固定条件

での活動電位記録を行った。測定試料は、細胞体が大きく種々の操作が容易なアカハライモリ
（Cynops pyrrhogaster）の網膜細胞を用いた。摘出したイモリ網膜を Papain で酵素処理し、
網膜細胞を単離した後、Concanavalin A により記録チェンバーに固定し測定した。ガラス電
極を細胞膜に密着させ、ギガオームシール状態で陰圧により穴をあけて電気記録を行った。電
位固定条件（voltage-clamp）では膜電位を-100 mV に保持し、+40 mV までの脱分極刺激を加
えてイオン電流を測定した。電流固定条件（current-clamp）では、10 pA 毎 段階的に電流を
注入し、活動電位を記録した。Ｄアミノ酸刺激は、１）濃度 100μM でＬグルタミン，Ｄグル
タミン酸，Ｄグルタミンを細胞外液に灌流投与、２）10μM Ｄグルタミンを加えた細胞内液を
ガラス電極内に入れ、ホールセルになった時点から経時的に記録 の、２つの方法で投与した。 
 
（２）Enzyme-linked fluorescent assay 
網膜細胞の主要な情報伝達物質であるグルタミン酸を直接捉えるため、酵素反応を応用して

蛍光測定を行う enzyme-linked fluorescent assay 法を網膜試料に適用した。酵素であるグル
タミン酸デヒドロゲナーゼによりグルタミン酸はαケト-グルタレートに変換されるが、その
際 NAD が NADH に変換される。この NADH は、360 nm 付近の紫外線を照射されると 500 nm
付近の蛍光を発するため、この蛍光を指標にすることでグルタミン酸の放出を間接的に可視化
できる（文献②）。C57BL/6J マウスから単離した網膜を 200μm 厚でスライスし、測定チェン
バー内で細胞外液を灌流させた。励起光は石英スライドの横から照射し、試料のうちスライド
に接する部分が主に励起されるようにした。網膜試料の自家蛍光を退色させてから刺激を加え、
蛍光変化を記録した。 
 
４．研究成果 
（１）Ｄアミノ酸の細胞外投与による影響 

網膜細胞に影響するＤアミノ酸を調べるため、ホー
ルセルパッチクランプ法による電位依存性電流の測定
を行い、アミノ酸の効果を検証した。単離した網膜神
経細胞は、脱分極刺激に対して内向き電流とその後の
外向き電流の応答波形を示した。細胞外液にＬグルタ
ミンを投与しても神経興奮に関わる内向き電流には有
意な変化は見られなかった。次にＤアミノ酸の１つで
あるＤグルタミン酸を投与すると、内向き電流の振幅
は投与前よりわずかに減少する傾向を示した。さらに、
末端アミノ基の異なるＤグルタミンを投与したところ、
内向き電流は有意に減少した（図１）。また、電流固
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図１ 内向き電流の変化率 



定条件で、標準外液中で活動電位が発生する最小の電流刺激を確認し、Ｄグルタミン投与後に
再度刺激したところ、同じ刺激では活動電位が発生しなくなった。遊離Ｄグルタミン存在下で
は網膜神経細胞の電気応答が修飾される可能性が示唆された。 
 
（２）網膜神経細胞へのＤグルタミンの細胞内投与 
Ｄグルタミンの網膜細胞内への蓄積効果を確認するため、

Ｄグルタミンを加えた記録電極でのパッチクランプ測定を
行った。ホールセルになった時点から脱分極刺激による電
位依存性電流を経時的に記録し、細胞内にＤグルタミンが
蓄積された条件を模したところ、内向き電流を持つ網膜細
胞では記録から１分程度で遅延整流性外向き電流の振幅が
有意に増加した（13.0%；図２）。しかし内向き電流が見ら
れない試料では、有意な外向き電流の振幅変動は見られな
かった（<10%）。イモリ網膜細胞では主に三次ニューロン
にあたる神経節細胞が電位依存性内向き電流を持つ。Ｄグ
ルタミンが神経節細胞に蓄積されると、抑制的に働く可能
性が示唆された。 
 
（３）グルタミン酸可視化法による網膜での性ホルモンの効果 
電気生理学的なアプローチ以外で網膜における情報伝

達の修飾効果を検証するため、また哺乳類網膜における
情報修飾効果を確認するため、マウス網膜スライス試料
を用いて enzyme-linked fluorescent assay 法による蛍
光画像解析を試みた。しかし、グルタミン酸可視化法で
の測定にグルタミン酸などによる刺激を使用することは
困難であった。そこで細胞内への蓄積効果を確認する例
として性ホルモン（ステロイドホルモン）による刺激を
試みたところ、黄体ホルモンであるプロゲステロンを雌
マウス網膜試料に投与した際に蛍光の変化が検出できた。
網膜においてシナプスが形成されている内網状層（IPL）
および外網状層（OPL）の領域では１μM プロゲステロ
ンの投与に応じて蛍光強度が増加した（図３）。卵胞ホ
ルモンであるエストロゲンや男性ホルモンであるテストステロンの投与では蛍光強度は増強さ
れなかったが、TRPM チャネルのアゴニストである pregnenolone sulfate の投与では蛍光強度
の増強が確認された。また雄マウスの網膜試料でもプロゲステロンにより蛍光強度は増加した
が、雌マウス試料ほど有意な効果は見られなかった。プロゲステロンは卵巣や副腎皮質で作ら
れ、ヒトでの妊娠時の血中濃度は 190 ng/mL（0.6μM）に達する。ヒトでは妊娠中の視覚変化
について報告があり そのメカニズムが不明であったが、本研究から妊娠中には性ホルモンに
より網膜レベルで視覚情報伝達が修飾される可能性が示された。この成果は主目的のＤアミノ
酸によるものではないが、網膜での光情報伝達が修飾物質によって変化する内容から 同種の
研究として着目して進め、最終年度に 双極細胞と神経節細胞の間のグルタミン酸作動性シナ
プスの活性をプロゲステロンが増加させる内容で、研究成果を公表できた（文献③）。 
 
（４）その他 
本研究での手法・機器を応用して、ヒト網膜双極細胞や虹彩培養細胞などでの生理学的測定

を行い、電位依存性ナトリウムチャネルの発現確認や機能解析を得た。本研究の技術や知見を
網膜研究における種々の課題に活用できたと考えている。 
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図２ Ｄグルタミンの細胞内投与 

による外向き電流の変化率 

図３ グルタミン酸可視化結果 
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