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要  約

錐体系 ERGを十分な暗順応の後に明順応進行中に経時的に記録すると,そ の振動が著 しく増幅するという

興味ある現象を臨床応用の立場から鯉の網膜 (in vivoと in VitrO)に おいて検討 し,そ の発生機序に関して

以下の知見を得た。1.Live carpに おいてこの現象を錐体系 ERGの a‐ wave,b‐ wave,d‐ WaVeと SOdium

aspartateに よって分離 したreceptOr potentialに よって検討 したところ, この現象には,視細胞電位の変化

が重要な役割を果たしていると思われた。2.色素上皮を有 しないisolated retinaに おいてもlive carpと 同

様の増幅現象が観察されたことから,こ の現象は眼球の静止電位の変化とは関連が薄いと思われた。3.lsolat‐

ed retinaで増幅現象が観察できたのは,網膜遊離後一回目の記録においてのみであり,そ の後暗順応と記録

を繰 り返 しても錐体系 ERGの振幅は一回目の記録で増幅 したまま一定であり,増幅現象は観察されなかっ

た。これはisolated retinaで は錐体視物質は再生するが粁体視物質は再生 しないため,一回目の記録において

粁体視物質の多くが分解 し失われたことによると考えられ,こ の現象に対する粁体の関与を示 して
いると思わ

れた.(日 眼 92:395-402,1988)
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Abstract

Light adaptation of dark adapted visual system produce some changes in electroretinograms
(ERGs). The amplitude of rod ERG decreases soon after the onset of light adaptation because of

bleaching rhodopsin but that of cone ERG increases drastically during light adaptation. The mecha-

nism of the latter phenomenon is still unkown in spite of many previous investigations. W'e investigat'

ed this phenomenon by recording cone ERG and cone receptor potential from live carp (in vivo) and

cone ERG from isolated retinas (in vitro). In all experiments, the ERG was recorded every 2 of seconds

during the course of 5 minutes of light adaptation following 60 minutes of dark adaptation. The

a-waye, b-wave and d-wave of cone ERG from live carp showed similar amplitude increse amplitude.

On-and off-responses of cone receptor potential isolated by sodium asparatate also showed an ampli-

tude increase. These results suggest that changes of receptor potential may play an important role in

this phenomenon. Cone ERG from isolated retinas with no pigment epithelium showed almost the

別刷請求先 :466 名古屋市昭和区鶴舞町65 名古屋大学医学部眼科学教室 堀日 正之 (昭和62年 9月 9日 受付)
Reprint requetts to: NIaSayuki HOriguChi,MD. Dept.of Ophthalm01.,Nagoya Univ.School of Med.

65′rsururnai‐cho,ShoヽVa― ku,Nagoya 466,Japan

(Accepted Septenlber 9, 1987)

堀 口 正 之 。三

林音
同



46-(396)                                     日眼会誌 92巻  3号

sarne increase Of the amnplitude as that frOm live carip.1lhis result indicates that the phenomenOn has

essentially no relation to changes Of standing pOtentials of the eye caused by the pigmented epith‐

eliultl. The 1110st inotoble result ill this study was Obtained 、vhen we repeated the process of dark
adaptation and recOrding in is01ated retinas.In the 16rst recording in isolated retinas,continuOusly

arnplitude increase lvas observed.I10wever,in the second recOrding,the amplitude、 vas stable fro■ l the
nrst t。  last. Tlhis result suggests that rhodopsin is necessary for tllis phenomenon because, 。nce
rhodopsin is bleaclled in isOlated retinas,it cannot be regenerated。 ()n the other hand,cone pigment
can be regenerated even in isOlated retinas. In other wOrds, in the ■rst recording, both pigrnents
pr°duCed the phen°menOn but,in the SeCOnd reCOrding,COne pigntent a10ne COuld nOt prOduCe it.(´ ACta
SoC Ophthalmol Jpn 92:395-402,1988)

Key words: Cone mediated ERG, Increment of amplitude, Rod inhibition, Receptor potential,
Isolated retina

I緒  言

錐体系 ERGは十分に暗順応した直後に記録すると
その振幅は極めて小さく,その後明順応 と共に記録を
経時的に行なうとその振幅は著しく増加する。この現

象は古 くから多 くの研究者によって指摘 されてお

り1)～ 3),臨床応用の試みも我々は行っている4)。 しかし,

その機序については幾つかの報告があるものの不明な

点が多 く,臨床で応用するためにはその解明は不可欠
である。

Granitは ,錐体自体の順応による変化と粁体による

錐体の抑制をその機序 として提案している5)。 H。。dは

カエルの網膜を用いてこの現象を検討し,Granitの主

張を支持している6)7)。 しかし,ArmingtOnら は眼球の

静止電位の順応による変化 との関連を述べており3),

また Gourasら は錐体の膜電位の変化をその機序とし

て唱えている9)。 このように諸家の意見は一致してい

ないが, これらの学説のいずれをとってみても, この

現象は今までERGでは捕えることの出来なかった網
膜の機能を反映していることになり,新 しい網膜の機
能検査法として多くの可能性を秘めていると思われ

る。

我々は, このERGの増幅現象を鯉の網膜において
検討 し,幾つかの新知見を得たので報告する.

II 方  法
錐体系 ERGを 分離するために,自色背景光下に刺
激頻度0.5Hz,刺激時間50msecの 矩形波自色光により

刺激 し,時定数0.3秒 の AC増幅器にて ON反応 と
OFF反応が記録された。背景光と刺激光の energyは
150μ W/cm2で あり,500Ⅵたの xenon arc lampを 光源

とする光刺激装置 MVS‐1(Nidek)が使用された。
AsanOら 1。)の報告によれば鯉の網膜では2× 10-2μ w/
cm2の 光で rOd Saturationが おこるとされており,本
実験の背景光の energyは錐体を分離するのに十分で

あると思われた。 この現象の発生機序を解析するため
以下の 3種類の実験が行われた。

実験 1.live carp(鯉 生体眼)よ り錐体系 ERGを記
録しこの現象を検討した.鯉の麻酔は Yangら の方法
により行われた11)12)。 すなわち,鯉 (Cyprinus carp10:

体長15～ 20cm)を 筋弛緩剤 ganamine triethiOdide(5

mg/kg)の 筋注により不動化し,水槽の中に置かれた
固定器に斜めに固定し,空気潅流の十分におこなわれ
た水を口腔より鯉に一定の速度(200m1/min)で 流すこ

とにより呼吸を維持した。この固定器と水槽は鯉の片

眼が常に水面上になるように作られている。電極には

TenOn Coated Pt‐ Ir wire(A‐ M SYSTEM.INC.)
が用いられた。関電極は硝子体中に27gauge針 で挿入

され,不関電極は眼寓内に固定された (図 1)。 60分の
暗順応後錐体系 ERGが 5分間記録された.こ の暗順
応 とERG記録は繰返し行なわれ, この現象の再現性
が確かめられた.反応は pen recorderに よって記録さ

れ,a‐ wave,b― wave,d_waveの 振幅の変化について
検討が加えられた。

実験 2.実験 1と 同様の方法で ERGを記録し,a‐
WaVe,b‐ WaVe,d‐Waveの振幅の変化が実験 1と 同様
に起こることを確かめた後,2.7mgの sodium aspar‐
tateを 硝子体中に27gauge針 により経強膜的に注入

し,reCeptor potentialを 分離した後,実験 1と 同様の

暗順応とERG記録が行なわれた。receptOr pOtential
の分離は米村ら13)が家兎生体眼により行なった方法と

同様であるが13),SOdium aspartateの 注入からAC
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図 1 実験 1で はlive carpよ り錐体系 ERGが 60分
の暗順応後 5分間記録された.実験 2では live carp

ャこおいて sOdium aspartateに よりreceptor poten‐

tialが 分離され,60分の暗順応と5分間の記録が行

われた。実験 3で は isolated retinaよ り錐体系

ERGが 60分の暗順応後 5分間記録された。

recordingに てその分離が確かめられるたで 2～ 3時

間を要した。反応は pen recorderに よって記録され,

ON反応 とOFF反応の振幅の変化が検討された。
実験 3.isolated retinaよ りERGを 記録しこの現

象を検討した。鯉を 1時間かそれ以上暗順応したのち

眼球を摘出し,強膜,脈絡膜,網膜色素上皮から感覚

網膜を遊離 し,そ の感覚網膜を視細胞側を上にして小

容器に固定 した(図 1).遊離網膜は生理的食塩溶液で

潅流された (8m1/min)。 潅流液の組成は NaCl:116.0

mM,KCl:3.6mM,CaC12:1・ 2mM,MgC12:1・ lmM,

NaHC03:5.OmM, D‐ glucose:26.OmMで , これに

99%02,1%C02を 常時通気 し,pHは 約7.8に 保たれ
た1。 )。 電極には寒天電極を用い,硝子体側に関電極を,

視細胞側に不関電極を置いた。 1時間の暗順応後,刺

激光と背景光が硝子体側から与えられ錐体系 ERGが

5分間記録された。isolated retinaに おいても暗順応
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図 2 実験 1における錐体系 ERGの増幅現象.記録
開始後の時間 (秒 )と共に錐体系 ERGの波形を示し
た。

とERG記録は繰 り返し行なわれ, この現象の再現性
が検討された。反応は pen recorderに 記録 され a―

wave,b‐ wave,d‐waveの振幅の変化が検討された。

III 結  果

実験 1.図 2に 60分の暗順応後に 5分間記録された

錐体系 ERGの時間経過と共に示した。図 3は 5分後
の振幅を100%と した a―wave,b‐waVe,d‐ WaVeの %
amplitudeの 時間経過であ る。過去の報告 と同様

に1)～ 9)暗順応直後は ERGの振幅は著しく小さく,時間
とともにその振幅は増加している。さらに a‐ wave,

b‐wave,d‐ waveの %amplitudeの 増加はその量,時間

経過ともにほとんど同じであった。またこの現象は,

暗順応 とERG記 録を繰返す ことによって再現性を

もって観察することができた。

実験 2.図 4に 60分の暗順応後に実験 1と 同一の刺

激条件で 5分間記録された receptor potentialを 時間

経過と共に示した。図 5は 5分後の振幅を100%と した

ON反応 とOFF反応のそれぞれの%amplitudeの 時
間経過である。receptor potentialの 振幅は暗順応直後

は小さく,時間とともに増加している。しかし,ON反
応 とOFF反 応の%amplitudeの 増加を実験 1の a‐

wave,b‐ wave,d‐ waveの %amphtudeの 増加 (図 3)

と比較すると,その量はかなり少ないことが分る。実

験 2においても振幅の増加は,暗順応と記録を繰 り返

すことによって再現性をもって観察することができ

た。

実験 3.図 6に遊離網膜より2回記録された錐体系

ERGを 時間経過と共に示した.すなわち,左側の図は

網膜遊離後初めて記録された錐体系 ERGで あ り,右

側の図はその後60分の暗順応を行ない, もう一度記録

された錐体系 ERGで ある。 1回 目の記録では振幅の

Exp.2 live carP

Exp.3 isolated retina

Sodium asparatate

|

retina
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増加が観察されたが, 2回 目の記録では振幅は 1回 目
の記録で増加したままであり,それ以上の増加は認め
られなかった。
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図4 実験 2におけるcone receptOr pOtentialの 増
幅現象.記録開始後の時間 (秒)と 共に cone rece‐
ptor potentialの波形を示した。
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図 3 実験 1に おけ る錐体系 ERGの a‐wave,b‐
WaVe,d‐ waveの 振幅の時間経過.振幅は記録開始
より5分後の振幅を100%と した%Ampntudeで示
した。縦軸は%Amplitude,横 軸は記録開始からの時

間 (秒)である。

'I st recording
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図 5 実験 2に おけるcone receptOr pOtentialの
on‐祀spon∞,oFresponseの 振幅の時間経過.振幅
は記録開始 より5分後の振幅を100%と した%
Amplitudeで示した.縦軸は%Amplitude,横軸は

記録開始からの時間 (秒)である.
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図 6 実験 3における錐体系 ERGの増幅現象.60分の暗順応 と5分間のERG記録は
繰 り返し行われたが,左側は網膜遊離後 1回 目の記録であり,右側は2回 目の記録
である。それぞれ記録開始からの時間 (秒)と共に錐体系 ERGの波形を示した。
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図 7 実 験 3に おけ る錐 体 系 ERGの a‐wave,b‐
wave,d‐ waveの 振幅の時間経過.網膜遊離後 1回
目に 5分間記録された錐体系 ERGの 各波の振幅
を, 5分後の振幅を100%と した%Amplitudeと し

て示した.縦軸は%Amplitude,横 軸は記録開始から

の時間 (秒)である。

図 7は遊離網膜における 1回 目の記録の結果であ

り,記録開始 か ら 5分 後 の振 幅を100%と した a‐

wave,b‐ wave,d‐ waveの 各々の%amplitudeの 時間

経過である。再現性はないものの,色素上皮を有 しな
い遊離網膜でもそれを有するlive carpの 網膜 と同様

の振幅の増幅が観察できることが分る.

IV考  按

暗順応下にある網膜が明順応をはじめると視物質は

褪色する。しかし,こ の事実だけでは明順応に伴 う錐

体系 ERGの増幅現象を説明することはできない。明
順応過程において視物質の褪色以外に何が起きるので

あろうか。Granit5)は この疑間に対して,網膜内には興

奮と抑制の 2つの現象があると仮定し,明順応により

興奮と抑制の re―destributionが 起きると述べている。

また Granit5)は その抑制は拝体によって起きるとし,

49- (399)

暗順応下での粁体による錐体の抑制 (rod‐ cone inhibi―

tion)を錐体系 ERGの増幅現象のmechanismと して

考えた。すなわち暗順応下では粁体は錐体系反応を抑

制しているが,明順応が進むにつれてその抑制が消失

し,錐体系反応は増大する。Granit5)は この現象がカエ

ルのような錐体と粁体の混合網膜に著名であり,ハ ト

のような錐体優位網膜では現れないことをその根拠と

して述べている. しかし,rod‐cond inhibitionを 実際

に証明することは難しく,彼はこの他にも考えられる
mechanismと して錐体自体の明順応による変化をあ

げている。この現象が錐体自体で起きるという考え方

は Gourasら 9)の 説と一致する.Gowasら 9)は錐体細

胞の re‐depolarizationを そ の mechanismと して考

えており,それは錐体細胞内の c‐GMPの変化によっ
て起こるとしている。これは,錐体細胞の膜電位は暗

順応下では脱分極しているが明順応開始直後は著しく

過分極するため錐体系 ERGの 振幅は小さくなり,明
順応が進行するに伴い膜電位が再び脱分極方向に傾く

ためその振幅が増大するという仮設である.Gouras9)

は明順応 に伴い錐 体 系 ERGの intensity‐response

curveが急峻になることを注 目し,彼が報告した血液

中の c‐GMPが高値を示す特異な錐体変性症では
intensitytesponse crveが 著しく急峻であることか

ら14), この膜電位の変化は錐体細胞内の c―GMPの 変
化によると推論している。 さらに Hood6)7)は ヵェルで
この現象を検討し,isolated retinaと in vivoの実験

から Granitの 考えた二つの仮説が双方 ともこの現象

の発現に深 く関与していると述べている。一方,Ar‐

minttonら 8)は眼球の静止電位の変化をその mecha‐

nismと して考えている。これは,暗順応下では眼球の

静止電位は低下しており明順応により増大するため,

錐体系 ERGの振幅がこの静止電位と共に変化すると
いうものである。

このように明順応による錐体系 ERGの増幅現象の

発生機序に関して多くの学説があるが,諸家の意見は
一致していない。今回の我々の研究の目的はこの現象

の発生機序を探ることであり。この現象が人間でも容

易に観察できることからその臨床応用への可能性を見

出すことである。すなわち,今 日まで臨床における

ERGでは捉えられなかった網膜の機能をこの現象が

表現しているとすれば, この方法は新しい網膜の機能

検査法として大きな価値を有する可能性がある。

実験 1に おいて錐体系 ERGの a‐wave,b‐wave,
d・waveが暗順応後の明順応により全く同様の振幅の

明順応下における錐体系 ERGの増幅現象の発生機序。堀口他

ｏ「コ〓
五
Ｅ
‘
ま

ｏ「ヨ〓
一
Ｅ
ｃ　
Ｓ

ｏ「〓
〓
ュＥ
ｃ　
Ｓ

o subject I
x subjecl 2

. subject 3

. subject I

. subject 5



50- (400)

増幅を示すことが,live carpの 実験により確かめられ

た1.Granit5)|ま icker ERGと b‐ waveクこよりこの現象

を検討しているが,刺激時間を長 くしたときの OFF
反応の増大もこの現象に関係があると考えている。

H。。d6)7)は nicker ERGで 実験 を行 なってい る。
Arinington3)と Gouras9)|ま a‐waveと b―wave lこ よ り
検討を加えている。Gouras9)は a‐waveの振幅が明順

応により増加することから視細胞電位の変化をこの現

象の発生機序として考えているが,d―waveすなわち

o“―erectの 急峻部は a‐waveよ り視細胞電位の関与

が強いとされているため15)～ 17),d_waveの明順応によ

る振幅の増加は明順応過程における視細胞電位の変化

をさらに強く示唆するものである。そこで実験 2にお

いて sodium aspartateに より視細胞電位 (distal

PIII)を 分離し, この現象を検討した。sodium aspar‐

tateに よりpostsynapticな 成分は除去され視細胞電

位を分離することができるい).Granit5)は PHIが 明順

応により増大することを既に報告しているが,彼が分
離した PIIIは ,postsynapticな網膜領域に由来すると

いわれるproximal PHIと 視細胞電位である distal

PIIIか ら成ってお り視細胞電位を分離 してこの現象

を検討した報告はない。図 5と 図 6に示したように視

細胞電位は暗順応後の暗順応によりON反応とOFF
反応ともに振幅が増大する。Hood6)7)は Granitの PIII

に関する報告に考察を加え,PIIIの 明順応による増大

は proximal PIIIに よって起きると推察しているが,

今回の結果から distal IIIの 関与が大きいことが分か

る。しかしながら,図 4と 図 6を比較すると視細胞電
位 の ON反応 とOFF反 応の振幅 の増加は錐体系
ERGの a‐Wave,b‐ wave,d‐ waveの振幅の増加に比し
その量はかなり小さいことがわかる。 これは二つの解
釈が可能である.一つは sodium aspanateに よって除

去された postsynapticな成分がこの現象の発現に何

らかの関連を持つ という仮説である。Granit5)が考え

たように rod‐cone inhibitionに よってこの現象が起

きるとする,rod‐cone inhibitionに は二つの経路が推

定されており,こ の結果をよく説明することができる。

すなわち,psychophysicalな 実験から粁体は水平細胞

を介して錐体を抑制するという仮設があり10)20), この

経路が sodium aspartateに よって抑えられると考え

ることができる。 さらに微小電極法による電気生理学
的実験によって推定された経路があ り,錐体細胞と粁

体細胞の間の gap junctionを通して粁体が錐体を抑

制するという21)。 この経路は sodium aspartateで は抑
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えられないと考えることができる。以上をまとめると,

暗順応下では粁体が錐体を抑制 しており明順応開始直

後はその抑制がまだ働いているため錐体系 ERGの振
幅は小さく,明順応に伴い抑制が減弱するためその振

幅は増加するが,その抑制には水平細胞を介するもの

と細胞間の gap junctionを 介するものがあり前者は

sodium aspartateに 抑えられるが後者は抑えられな

い.しかし, この説明には幾つかの問題がある。一つ

は鯉の網膜では錐体と粁体を連絡する水平細胞が組織

学的に証明されていないことである。 もう一つはこの
二つの経路による rod‐ cone inhibitionは 順応の変化

により速やかに完了すると考えられ,錐体系 ERGの

増幅のゆっくりした時間経過とは一致しないことであ

る。そこで,postsynapticな 成分の関与に関してもう

一つの考えられる可能性として水平細胞のたed back

がある.Wuと DOwlin♂ 2)による鯉の網膜における実
験によれば,暗順応下では neurotransmitterである

γ‐aminobutyricacid(GABA)が 絶えず水平細胞より

放出されており錐体はこれにより過分極しその光に対

する反応が抑制されるという22)。 この錐体と水平細胞

の間の feed back機構によって postsynapticな 成分

の関与をよく理解することができる。暗順応下では水

平細胞よりGABAが放出され錐体の反応は抑制され
ており,明順応が開始されるとGABAの放出は停止
するがその直後は GABAの影響が残っており錐体の
反応は小さい。そして明順応が進むに伴いGABAの
影響がなくなり錐体の反応が増大する.しかし,水平
細胞は sodium aspartateに より抑制されるため視細

胞電位を分離した場合は反応の増大は少なくなる。水

平細胞か ら視細胞へのたed backが aspartateや
glutamateに よって抑制 され る とい う考えは Cer‐

vettOや Mac Nicholか らも報告がある23)。 以上のよう

な過去の研究から種々の推論が可能であるが,我々の

結果からも図 3と 図 5,図 4と 図 6を よく比較してみ
ると明順応開始直後の振幅に明らかに差があるため ,

postsynapticな 成分の除去に伴 う増幅現象の変化は,

明順応による振幅の増幅の違いと考えるよりは暗順応

による振幅の減少の違いと考えた方が理解し易く,網
膜内の何らかの抑制性の成分の変化 と解釈することが

できる.し かし,sodium aspartateに よって分離され

た視細胞電位の増幅が小さいことに関するもつ一つの

解釈として,sodium aspaiateの 視細胞自体への影響

が考えられる。すなわち,最近の微小電極法による研
究によりsodium aspaiateが 視細胞自体に影響を与
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えるとい う可能性が示唆されているため24),sodium

aspartateが視細胞に直接作用し,視細胞電位の増幅

を減少させた可能性も否定することは出来ない。

以上のように実験 2における視細胞電位の増幅が小

さいことに関しては多くの解釈が可能であるが,実験
1と 実験 2か ら視細胞電位の変化がこの現象に深 く関

与していることは明らかである。次に我々は実験 3に

おいて色素上皮を有しない遊離網膜においてこの現象

を検討した。眼球の静止電位は明順応により上昇する

が, これには網膜色素上皮が重要な役割を果たしてい

るとされてお り20),色素上皮を有しない遊離網膜では

それを有する Hve carpと 全 く異なった静止電位の変

化を示す と思われる。したがって,遊離網膜 と live

carpにおいてこの現象を比較することによって,静止

電位の関与について考察することができる。図 8に示

したように遊離網膜においても Hve carpにおいても

ほぼ同様の増幅現象が認められた。 このことから, こ
の現象は眼球の静止電位の変化とは関連が薄く,視細
胞と網膜内層の中で起こる変化であると考えられる。

また実験 3におけるもう一つの興味ある結果は,図 7

から分かるようにこの現象が遊離網膜においては再現

性を示さなかったことである.そ こで,実験 1と 実験
2における Hve carpの網膜ではこの現象は再現性を

もって観察されたことから,live carpの 網膜と iso‐

lated retinaの 機能の差異がこの現象の mechanism

の解析において重要な手掛 りとなると思われる。両者

の間には多 くの機能的差異が考えられるが,我々が最

も注目しているのは,isolated retinaで は錐体視物質

は光によって分解しても再生することができるが行体

視物質は一度分解すると再生で きない ことであ

る26)27)。 実験 3の遊離網膜における視物質の状態を考

えてみると,網膜遊離後 1回 目の記録を開始する時点
では錐体視物質,粁体視物質共に十分に存在するが ,

刺激光と背景光により粁体視物質は減少し暗順応に

よっても再生しないため, 2回 目の記録を開始する時

点では錐体視物質は再生し十分に存在するが粁体視物

質は極めて少ないと推察できる。すなわち 2回 目の記

録で錐体系 ERGが増幅を示さなかったのは梓体祝物
質の欠落によると考えられ, この現象の発現には粁体

視物質が不可欠ということになる。 しかし,今回の結
果からはどのように粁体が錐体系 ERGを変化させる
かは不明である.水平細胞によるものか,細胞間の gap

junctionに よるものか,ま たそれ以外の経路によるも

のかは今後の検討に譲ることにする。
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