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発達過程の網膜におけるVIP(vasoactive intestinal

polypeptide)の 役割―雛の ERGに対する影響 (図 9)
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要  約

発達過程にある雛の網膜に対 してERGの正常発達,VIP負荷の ERGに 対する影響,お よび網膜中に含ま

れる VIPの含有量 を調べ,以下の結果を得た。1.律動様小波は孵化前 1日 より記録可能 となり孵化後急激に

振幅の増大および頂点時の短縮を認め, 1週間以内に成鳥の レベルに達 した。2.VIP負荷によりOPlの振幅

増大 とOP2の頂点時遅延の効果が認められた。これらの効果は孵化直前から孵化後 1週間は強 く認められたが

以後次第に減少 し,孵化後 3週間目には僅かに認められるのみとなった。3.網膜の単位重量当た りの VIP含

有量は孵化前 4日 には検出不能であったが孵化前 1日 には微量の検出が可能 となり,孵化後急増 して5日 目に

最大値 をとり以後軽度 に減少 した。これらの事実からVIPは ,網膜のシナプス活動が開始する時期に一致 して

産生が開始 され,律動様小波に反映 されるシナプス回路に対 して,主 として発達過程において修飾物質として

作用することが示唆 された。 (日 眼 91:1256-1263,1987)
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Abstract

Although vasoactive intestinal polrueptide (YIP) has been immunohistochemically identified in
chick retina, its physiological role is still unclear. In this study, we evaluated how YIP might affect

ERG of chick retina, in vivo at various stages of development. As oscillatory potentials (OPs) are

considered to reflect neuronal activities in inner layers of retina we studied particularly how OPs are

modulated after intravitreal injection of VIP. In normal development, OPs were at first detectable 2

-3 days before hatching and after that their peak times reduced rapidly to adult values within a week.

Increase of OP,-amplitude and retardation of OPr-peaktime were observed 10-20 minutes after
injection of YIP (100pM, 20pl). These effects were significant at early stages (-1-9 days) after
hatching, reducing gradually with age and were only slightly observable at 3 weeks. We also studied

the retinal content of YIP by radioimmunoassay. YIP was barely detectable just before hatching,
lincreased dramatically and peaked 5 days after hatching and decreased gradually to the adult value.

These observations suggest that YIP is produced concomitantly with the onset of synaptic activity in

the retina and has modulatory efrects on the synaptic circuits represented by OPs during development.
(Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 1256-1263, 1987)
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I緒  言

最近の免疫組織化学的検索により,各種脊椎動物網

膜には,すでに,10種類以上の neuropeptideの 存在が

証 :!月 されている1). vasoactive intestinal polypeptide

(VIP)も その一つで,内顆粒層のアマクリン細胞に限

局 して存在している1)～ 3)が ,VIPの網膜回路での役割

については,細胞 レベルでの電気生理学的研究で,VIP

はコイの水平細胞に対 して脱分極を誘起すること4),

また網膜の培養細胞の研究で,VIPは コリン作動性細

胞の活動を修飾す ること。)が見出されているに過ぎな

い。これらの研究から,VIPは ,一部の網膜細胞に対

してなんらかの修飾物質 として作用することが示唆さ

れるが,網膜全体からみた VIPの役割についてはなお

明らかではない。

ERGの律動様小波は,網膜の内顆粒層および内網状

層 レベルでのシナプス活動を反映 している6)～ 8)と 考え

られている。そこでわれわれは,VIP負荷により律動

様小波にいかなる影響がおよぶかを検討することによ

り,VIPの 網膜内シナプス回路における役割を知るこ

とを試みた。また,発達過程の網膜の機能的成熟につ

いては,ERGの a波,b波 9),視
神経の伝導速度

10),神

経節細胞の受容野11)を 指標 とした研究があるが,われ

われは律動様小波の正常の発達に着 目し,VIPの律動

様小波に対する影響を発達 との関係で捉えることによ

り,発達過程にある網膜のシナプス回路に対するVIP
の役割について検討を加えた。さらに,網膜に含有さ

れる VIP量の発達に伴 う変化についても併せて検討

した。実験動物 としては,明 らかに,VIP含有細胞が

証明されており,かつ,内網状層の発達 しているニワ

トリの雛を用いた。

II 実験方法

1.実験動物 :受精 17日 目 (孵化 5日 前)か ら孵化後

3週間に至る自色 レグホンの雛80羽を使用 した。

2.ERGの 測定方 法 :雛 を手術 用覆 布 で包み約

38℃ に保温した。光刺激には Xenonフ ラッシュ光を使

用 し,眼前10cmよ り照射した。関電極はコンタクトレ

ンズ型電極を改良したものを用い,不関電極は頭部に
,

接地電極は頚部においた。光刺激は20分間の暗順応の

後,15秒以上間隔をあけて行い,通常0.5Jouleの 刺激

光を用いた.ま た刺激光強度はneutral density■ lter

(NDフ ィルター)を用いて対数的に変化させた。増幅

器の時定数は0.03sec,high cutは lKHzと した。律動

様小波の振幅 (amphtude)お よび頂点時 (peak time)

の計測法は米村等の方法12)に
従った。

3。 使 用 薬 剤 お よ び投 与 方 法 i VIP(Porcine

synthesized)は Sigma社 (米国)お よびペプチ ド研究

所 (大 阪府)の ものを使用した。VIPの 濃度は10μ M
～300μ M(通常100μM)を使用し, これを片眼の硝子

体腔中に20μ l注入 した。対眼の硝子体腔中には生理的

食塩水20μ lを 注入し対照 とした.

4.VIPの定量 (RIA法 ):雛の全網膜 (4眼分)を

摘出し,湿重量を測定 した後これに 2規定の酢酸を加

え,100℃ で10分間沸騰 した後ホモジェナイズした。こ

れを3,000rpmで 10分間遠心分離 した後上清を凍結乾

燥 して試料とした。この試料に家兎抗 VIP血清および

1123_VIPを 加 え 4℃ で72時間 イ ンキュベーションを

行った.こ れ に dextran coated charcoalを 加 え,

2,000rpmで 10分間遠心分離 した後,上清をガンマカ

ウンターで測定 した。

III 結  果

1.雛の発達 とERGの変化

律動様小波は孵化前 1日 (受精20日 )に再現性のあ

る記録が可能 となった (a波および b波は孵化前 3日

(受精 16日 )よ り記録可能であった).Fig.1は各発達

段階の ERGを示 したもので,孵化後律動様小波の頂

点時の短縮および振幅の増大が認められた。Fig.2は

各群 5羽 について,律動様小波の頂点時および振幅の

発達に伴 う変化を示 したもので,孵化後 2～ 5日 で頂

点時の急速な短縮 と振幅の増大が顕著にみられ,孵化

後 2週間で頂点時,振幅いずれもほぼ成鳥のレベルに

達 した。

2.VIP負荷による律動様小波の変化

Fig.3は孵化後 2日 目の雛において VIP注 入後の

律動様小波の変化を示したものである.VIP負荷によ

りOPlの振幅の増大および OP2の 頂点時の遅延が認

め られた。a波および b波には顕著な影響は認められ

なかった。Fig.4に VIP注入後の律動様小波の振幅お

よび頂点時について経時的変化を示 した。VIP注入に

よる OPlの 振幅増大および OP2の 頂点時遅延の効果
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Fig.1 発達段階にある雛の代表的 ERG.'F撃化 1日 前

より孵化後20日 までの雛の代表的 ERGを 示 した.

律動様小波は孵化前 1日 (受精20日 目)に初めて記

録が可能となった。孵化後律動様小波の頂点時の短

縮,お よび振幅の増大が認められた。(較正は50μ V,

10msec)

T!ME
(min_)

0

0

10

日眼会誌 91巻 12号

Age(days)

Fig.2 律動様小波の発達に伴う変化―頂点時(図上)

および振幅 (図下)について一.孵化後急速に頂点

時の短縮 (図上)お よび振幅の増大 (図下)が OP】

およびOP2と もに見られ,孵化後 5日 目にはほぼ成

鳥のレベルに達した。(各群5羽 の平均)
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Fig.3 VIPの 律動様小波に対する影響.孵化後 2日 目の雛について,VIP(100μ M)
注入後の律動様小波の波形変化を示した(上段は対照群,下段はVIP注入眼).VIP
注入眼では注入10分後には OPlの振幅増大およびOP2の頂点時遅延が認められ,こ
の効果は少なくとも60分間持続した。(較正は50μ V,10msec)
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4 VIP注入後の律動様小波の経時的変化―頂

点時 (図上)お よび振幅 (図下)の変化―.VIP注
入後の頂点時 (図上)お よび振幅 (図下)について

対照眼に対する比率 (%)を示した,VIP注入によ

りOP2の頂点時の遅延 (図上)お よび Plの振幅増大

(図 下)が明確に認められた.こ の効果は注入後

10～ 20分で最大となり,そ の後少なくとも60分は持

続した。OPlの 頂点時 (図上,自丸)お よびOP2(図

下,黒丸)の振幅には明らかな影響は認められなかっ

た。(孵化後 2～ 5日 の雛について4羽 の平均)

は注入後10～ 20分で最大 となり,その後少なくとも60

分間持続した。OPlの頂点時および OP2の 振幅には明

らかな影響は認められなかった。

3.VIPの効果の濃度依存性

Fig.5に 硝子体内に注入する VIPの 濃度を変化 さ

せて,律動様小波の頂点時の遅延率, および振幅の増

大率を対照眼に対 して求めたものを示 した。VIPの 影

響は注入濃度10μ M(硝子体中に均一に拡散したと仮

定 した場合の硝子体濃度はlμM)で は明らかではな

かったが,注入濃度30μ M(硝子体濃度 3μ M)で再現性

よく認められ, さらに濃度を上げても効果に大きな差

はなかった。

4.VIPの効果の刺激光強度依存性
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ng.5 VIPの 効果の濃度依存性―頂点時 (図上)お
よび振幅 (図下)について―.VIPの注入濃度 (10

μM～ 300μ M)に対する,律動様小波の頂点時の遅延

率,お よび振幅の増大率を対照眼に対して求めたも

のを示した。VIPの影響は,注入濃度10μM(均―に

拡散したと仮定した場合の硝子体濃度はlμM)では

明らかではなかったが,注入濃度30μ M(硝子体濃度

3μ M)で再現性よく認められ, さらに濃度を上げて

も効果の大きな差はなかった。(孵化後 2～ 5日 の雛

について各濃度4羽 の平均)

刺激光強度を対数的に減弱させると,対照眼および

VIP注 入眼 ともに律動様小波の振幅は減少 し頂点時

は延長 したが,VIP注入眼における OPlの 振幅増大効

果は減少 し,OP2の 頂点時遅延効果は増大 した (F暮

6).従 って以下の実験においては,VIPの 効果をみる

適切な刺激強度 として0.5Jの刺激光を用いた。

5,VIPの効果の発達段階による違い。

孵化前 1日 から孵化後20日 までの各発達段階の雛に

対 して,VIP負荷の影響を Fig.7に示 した。孵化直前

か ら孵化後早期に OPlの振幅増大お よび OP2の頂点

時遅延が著明に認められたが,成長 とともにこの影響

L____」 _____」 _____」
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Fig。 6 VIPの効果の刺激光強度依存性―振幅 (図 a)お よび頂点時 (図 b)について―.対照眼の刺激強度10Jに

対する,律動様小波の振幅 (図 a)お よび頂点時 (図 b)を 1.0と し,NDフ ィルターを用いて刺激光を変化させ
,

各刺激光強度での対照眼およびVIP注入眼の振幅および頂点時の相対値を示した.(VIP注入後10～ 30分,濃度
100μMの条件下での測定).刺激光強度を対数的に減少させると,対照眼およびVIP注入眼共に律動様小波の振

幅の減少および頂点時の延長が認められたが,VIP注 入眼での OPlの振幅増大効果は減少し(図 a),OP2の頂点

時遅延効果は増大した (図 b)(孵化後 2～ 5日 の雛 4羽の平均).
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Fig.7 VIPの 効果―各発育段階の雛の代表的 ERC―.上段は対照眼,下段はVIP注入後のERGで (注入10～ 20

分後,VIP濃度100μ M),孵化前 1日 よりOPlの振幅増大効果およびOP2の頂点時遅延効果が認められた.こ の効

果は孵化後早期には顕著に見られたが,20日 目には僅かに認められる程度となった。(縦線は50μ V横線は10msec

を示す.ただし孵化前 1日 については振幅を 2倍に表示した。)
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Fig.8 VIPの 効果の発達に伴 う変化―振幅 (図 a)お
よび頂点時 (図 b)について―.各発達段階での VIP
注入眼の振幅増大率 (図 a)お よび頂点時遅延率 (図

b)を対照眼に対して求めたものを示した。OPlの振
幅増大効果は孵化直前より認められ,孵化後 9日 目
にピークに達した後減少し20日 目には軽度に認めら
れるのみとなった (図 a).OP2の頂点時遅延は孵化
前 1日 に最大値をとり孵化後徐々に減少し,20日 目
には殆ど認められなくなった(図 b)。 (各群 4羽 の平
均)

は小さくなった。Fig.8に VIP負荷による振幅の増大

率および頂点時の遅延率の発達に伴 う変化を示 した。

OPlの振幅増大は孵化直前 より認められ,孵化後 9日

目にピークに達した後減少 し, 3週間後には軽度に見

られるのみ となった。OP2の 頂点時遅延は孵化直前が

最も大 きく,孵化後徐々に減少し, 3週間後にはほと

んど認められなくなった .

6。 網膜の単位重量当たりに含 まれるVIPの発達に

よる変化

網膜の単位重量当た りに含まれるVIPの量は,孵化

前 4日 には検出不能であったが,孵化前 1日 には微量

の検出が可能 となり,孵化後急増し5日 目にピークに

達した後軽度に減少した (Fig.9).
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ng.9 VIP含 有量 (網膜単位重量当たり)の発達に

伴う変化.網膜単位重量当たりのVIP含有量は孵化
前 4日 には検出不能であったが孵化 1日 前には微量
の検出が可能となり,孵化後急増し5日 目にピーク

に達した後軽度に減少した。(各群 4羽の平均)

IV 考  按

雛の網膜の発達については,受精後視細胞から神経

節細胞にいたる各細胞要素が成熟するまでに13日 間か

か り,その後 3～ 4日 で細胞間にシナプスが形成され

ることが解剖学的に明らかにされている13)。
孵化する

のは受精後21日 目である。ERGの a波 および b波は

受精後 18日 目 (孵化 2日 前)よ り記録されることが報

告 されているが
“
),今 回の実験でもこのこ.と が確認さ

れた。律動様小波の発達に伴 う変化については過去に

報告はないが,今回の実験で律動様小波が再現性よく

記録可能となったのは,a波および b波 より1～ 2日

遅れた受精後19～ 20日 目 (孵化 2日 ～ 1日 前)であっ

た。従って,律動様小波に反映される網膜内顆粒層 ,

内網状層 レベルのシナプスは,孵化直前に活動を開始

し,',f化後急速に増強 した後, 2日 ～ 5日 ではぼ成熟

すると考えられる (Fig.2).雛 は刷込み現象で知られ

ているように,孵化直後 より視覚機能を働かせること

が要求されており,従って孵化時期に向けて網膜のシ

ナプス活動が準備され,孵化後この機能が急速に成熟

することは合目的である。 ラット網膜における免疫組

織化学的研究では,VIP陽性細胞は開険後 2日 (生後

12日 )頃より未熟なものが認められ (こ の頃よりERG
の記録が可能となる),開険後11日 には成熟することが

確かめられている15)。
今回の雛網膜におけるVIP含有

量の実験からは,VIPの産生は孵化 2～ 3日 前に開始

し,チ F:ド 化直後に急増 し,孵化後 5日 でほぼ成鳥のレベ

ルに達することが確かめられた (Fig.9)。  これらの事

OPI
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実はラット同様雛においても,網膜のシナプス活動の

開始する時期に一致 して VIPが準備され,シ ナプス活

動の増強する時期に VIPの 産生が急速に増加するこ

とを意味しており,VIPが網膜のシナプス活動に何ら

かの寄与をしている可能性を示唆している。VIPの律

動様小波に対する影響を発達の観点からみると,OPl

に反映 されるシナプス回路のVIPに対す る感受性は

孵化直前より存在 し,孵化後 9日 をピークとして以後

減少 し,孵化後 3週間で軽度に認められるのみとなっ

た。また OP2に反映される回路に対する感受性は孵化

直前が最 も高 く孵化後次第に減少し,孵化後 3週間で

殆 ど認められなくなった (Fig.7).こ れらの事実は
,

VIPの 作用は完成 したシナプスよりも,む しろ形成過

程にあるシナプス回路に対してより顕著であることを

示 している.最近の雛の網膜を用いた神経ペプチ ドの

研究によると,グ ルカゴン,エ ンケファリンも孵化前

後に網膜内含有量が急増することが認められているの

で16), これらのペプチ ドも発達と関連することが予想

される。またイモ リの摘出網膜ではソマ トスタチン
,

サブスタンスPが律動様小波に影響を与 えるとい う

報告 もある17).し かし我 々が試した範囲では雛のERG
に顕著な影響を与 えたペプチ ドは現在の ところ VIP

のみであった").従 って発達過程の雛網膜 において

VIPは,少なくともERGの律動様小波に関係するシ

ナプス回路に関しては,他のペプチ ドより大きな修飾

作用を持つ と考 えられ る。VIPの 作用機序 について

は,鯉の水平細胞に対 して膜電位を直接変化させる速

い作用 と,Cyclic AMPの 産生促進を介した遅い作用

が存在することが明 らかにされている4)。 網膜全体か

ら見た今回の研究では,VIPは OPlに対 して頂点時に

は影響を与えないが振幅を増大させ,OP2に対 しては

振幅には影響を与えないが頂点時遅延をもたらすこと

から(Fig.4),VIPの OPlを形成するシナプス回路に

対する働きと,OP2を形成する回路に対す る働 きは異

なっていることが推察 される。

真鍋虐三教授の御指導,御校閲に深謝いたします.ま た,
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