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フ 卜網膜電位図に及ぼす GABA拮抗薬の影響
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要  約

抑制性神経伝達物質である γ‐aminobutyric acid(GABA)は ,ラ ット網膜 においては内顆粒層および内網

状層 に多 く存在 し,主 に GABA含有アマク リン細胞に由来 していると報告 されている.GABAに 対 して

GABAA,GABABの サプタイプのレセプターにそれぞれ選択的な antagonistであるbicucunineお よび pha‐

clo艶 nを ラット硝子体内に投与 し,網膜電位図 (ERG)を記録 した.0.1～10 mMの bicucunine(3 μl)投与

と 10 mMの phaclofen(3 μl)投与によりb波振幅の増強 と律動様小波 (OPs)の減弱を認めたが,0.1～lmM

の phaclofen(3 μl)投与ではこれらの効果はみられなかった。今回の実験結果から,b波 ならびに OPsの発

生に GABAAお よび GABABの 両サブタイプのレセプターを介 した作用が関与 していることが示 された.(日

眼会誌 96:340-345,1992)
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Abstract

It has been shown that 7-aminobutyric acid (GABA) is densely packed in the inner nuclear and

plexiform layers in the rat retina, where it is mainly located within a subgroup of amacrine cells. This

study examined the effects on the electroretinogram of GABA antagonists infused into the vitreous

cavity of urethan-anesthetized rats. Infusions of the GABAA antagonist, bicuculline (0.1-f0 mM, 3 pl)

significantly enhanced the b-wave amplitude and reduced the oscillatory potentials (OPs). Similar

efrects were also produced by infusions of the GABAg antagonist, phaclofen (10 mM, 3 pl), although

lower doses (0.1-1 mM, 3 pl) had no efrect. These results suggest that the actions of GABA'

presumably released from amacrine cells, on both GABAA and GABAg receptors are involved in the

normal generation of the b-wave and OPs. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 :340-345' 1992)

Key words: Rat electroretinogram (ERG), b-wave, Oscillatory potentials (OPs), GABA antagonist,

GABA receptors
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I緒  言

網 膜 に お け る神 経 伝 達 物 質 に 関 して は γ‐

aminobutyric acid(GABA.), dopanline, glutalmate,

aspartate等多 くの物質がその候補 として示唆 されて

おり,ま たそれ らの網膜内での生理学的な作用につい

ても種々の報告がなされている1).こ れらのなかで抑

制性神経伝達物質であるGABAは ,ラ ット網膜にお

いては内顆粒層および内網状層に多 く存在し, これら

の領域の GABAは主にGABA含有アマク リン細胞

に由来していると報告されている2).

一方,網膜電位図 (electroretinoram,ERG)に 関

してはこれまでに数多くの生理学的および眼科学的研

究がなされてお り,ERG各波の発生機序に関しても多

くの研究がなされている。現在のところ b波の発生は

Muller細胞をめぐる K+の 流れに由来するとした説が

有力であるが3),最近 Brewら 4),Malchowら 5)に よっ

てそれぞれ glutamate,GABAの 作用によって生 じる

電流が関与 している可能性が報告 されている。また b

波の上行脚に重畳する律動様小波 (oscmatory poten‐

tials,OPs)は 双極細胞,ア マクリン細胞等の網膜内顆

粒層 レベルの細胞に由来する可能性が高いとされてい

る6)7)。

GABAレ セプターは,薬理学的に特性の異なる 2つ

のサブタイプ,すなわち bicuculHne感 受性の GABAA
レセプターと非感受性の GABABレ セプターに分類 さ

れ,それぞれ生理学的に異なった反応を媒介するとい

われている3)。 今回我々は,A,Bそれぞれのレセプター

に選択 的 な antagonistで あ る bicucullineな らびに

phaclofenを ラット硝子体内に投与 し,それらの ERG
振幅に及ぼす影響に関して b波ならびに OPsに つい

て比較検討 したので報告する。

II 実験方法

1.実験動物および準備

実験には 12時間明室/12時間暗室の環境下で飼育

した成熟 Wistar系 雄ラット21匹 (340～ 365g)を 使

用した。urethane(1.Og/kg,腹 腔内投与)で麻酔 し

た後,脳定位固定装置に固定 した.眼球は輪部結膜を

金属 リングに縫着することで固定 した。記録電極 (後

述)を毛様体扁平部より刺入 し,そ の先端を硝子体腔

まで進めて固定 した.不関電極には銀塩化銀電極を用

い,頭頂部皮膚に刺入固定 した.接地電極には, 白金

針電極を用い,脳定位固定部より誘導した.記録電極
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には,30Gス テンレスチュープを先端以外をアクリル

樹脂にて絶縁したものを用いるとともに,他端に微量

注入装置 と連結 したシリコンチューブを接続 して薬液

注入用 としても用いた。管腔内には前もって試薬を充

填しておいた.

瞳孔はMydrin P① 点眼によって十分に散瞳 させた。

薬液注入に伴 う眼圧上昇を避けるために,生理食塩

水を満た した 25G注射針を毛様体扁平部 よ り硝子体

内に刺入 した。この時点で網膜剥離が発生 していない

ことを確認したのち,以下の実験を行った .

電極の固定時等には 0.4%塩酸オキシブプロカイン

を使用 し, さらに全実験過程において実験動物を注意

深 く観察 し,苦痛を与えないように配慮 した。

2.ERGの記録 と解析

刺激光には光刺激装置 (日 本光電 SLS‐ 4100)の キセ

ノン閃光 (2ジ ュール)を用い, コンデンサーレンズ

で集光 し,光 ファイバーで角膜面に誘導,照射 した.

以上の操作は,室内光下で行った。1時間の暗順応後,

薬液投与前の ERGを記録 し,続いて薬液を記録電極

のチューブ内を通して硝子体腔に注入した。投与後 15

分,30分,60分,90分,120分 にそれぞれ ERG記録

を行った。麻酔深度の変化によるERG振幅の変化を

避けるため,ERG記録は麻酔 3時間後に開始 した.

ERG電位は増幅器 (日 本光電 AB‐ 600G)で増幅後 ,

A/Dコ ンバータ (NEC‐ San‐ eiシ グナルプロセッサ 7

T18)を使用してデジタル変換を行った。増幅器の時

定数は 0.3 sec,ハ イカット周波数は lkHzと した。デ

ジタル変換時の A/Dコ ンバータの標本間隔 は 0.2

msecと 0.5 msecを 用い,標本点数 1,024点 のサンプ

リングを行った。7 sec間隔で 10回 の光刺激を行い,電

位を加算 し,シ グナルプロセ ッサのフロッピーディス

クヘ保存 した。光刺激発生およびERG記録の トリ

ガー発生用 として電気刺激装置 (日 本光電 SEN‐ 7103)

を使用 した。記録 した ERGは,RS‐232Cイ ンター

フェイスを介して接続 したパーソナル・ コンピュータ

(IBM 5550)へ転送し,各波形の比較, フー リエ変換

等の解析を行った。

実験装置のブロックダイアグラムを図 1に示す。

3.薬液の硝子体内注入

bicuculhne(SIGMA)は 生理食塩水に溶解 した。

phac10fen(SIGMA)|ま 0.3 N HClに溶解 し, 0.3N

NaOHで pHを 6.5～ 6.8の範囲に滴定 した ものを使

用した。両薬物 とも,0.1,1.0,あ るいは 10 mM溶液

を 3 μl注入した。ラット眼球の解剖学的知見9)を もと
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図 l ERG記録のプロックダイアグラム
.

に,薬液が硝子体中に均一に拡散 した場合の濃度を推

定すると,その濃度は投与薬液濃度の約 10分の 1と な

るが,硝子体 と網膜 との間の障壁の効果も考慮する必

要があり,実際に網膜に作用する濃度はこの推定値 よ

りもさらに低 くなるとも考えられる.対照 として生理

食塩水 3 μlを注入した。

4.統計処理

各実験において,室温(22～ 24℃ ),室内照度(約 450

lx),実験の時間帯 (午前 9時から午後 2時頃まで)等

の実験条件を一定に保つことに留意 したが,各実験間

での ERG振幅の比較には,記録電位そのままではな

く,各薬液投与前の振幅との比を用いた。有意差検定

には Studentの t検定を使用した。

III 結  果

1.bicucunine投 与の影響

図 2に bicucunine(lmM溶液)投与によるERG波
形変化の典型的な例を示す。投与後 15分には,すでに

OPsの消失 とb波の振幅の増加がみ られた。投与後

120分でもこの影響は持続していた .

b波の振幅に対する bicucullineの 投与量の影響を

経時的に検討 した結果を図 3に示す。b波振幅は投与

前を 1と し,それ との比で示した。検討 したいずれの

濃度 (0.1,1.0,10 mM)に おいてもb波振幅は有意

(p<0.05)に 増加 したが,用 量依存性は認め られな

かった。

OPsについては,全例で投与後 15分にはすでに消

mln

120

100μV

1 00 msec

図 2 bicucunine(lmM溶 液)投与によるERGの変

化.0分 として示したものは,薬液投与前のERGで
ある.b波振幅の増加とOPsの 消失がみられる。

失しており,0.lmM溶液の投与群で 90～ 120分後に

わずかに再出現をみた例を除いて 120分後も消失した

ままであった.
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60              120
Time(min)

図 3 bicucunineの 投与量とb波振幅の経時的変化

(平均値±標準偏差).グ ラフ中のシンボル横に示し

た数字は,投与濃度である.bicucumne(0.1～ 10

mM溶液)投与によって振幅の増加がみられたが

(p<0.05),用 量依存性はみられなかった。

min

120

100μ V

loo rnsec

図 4 phac10fen(10 mM溶 液)投与によるERGの 変

化.0分 として示したものは,薬液投与前のERGで
ある。b波振幅の増加とOPsの一過性の減弱がみら

れる.

2.phado“n投与の影響

phacloた n(10 mM溶液)投与による ERGの変化の

343

mln

60

15

ropv I

50 msec

図 5 図 4で示 した ERGよ りOPs成 分をフーリエ

変換及び逆フーリエ変換にて取 り出した波形.矢印

で示した波がOlで ある。10 mM phacloた n投与に

よって OPsの一過性の減弱がみられる。
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6o              120

Time(min)

図 6 phacloin(10 mM)の投与と律動様小波振幅の

経時的変化 (平均値士標準偏差).投与前との振幅の

比を標準偏差とともに示した.OPs振 幅は 01か ら

04振幅の合計を示した。10 mM phaclofen投 与で振

幅の低下がみられた。(p<0.05)

典型例を図 4に示す。phacloたn投与によりOPsの 一

過性の減弱 とb波振幅の増加がみられた。図 5に原波

形 よ リフー リエ変換及 び逆 フーリエ変換 (30～ 120

ラット網膜電位図に及ぼすGABA拮抗薬の影響・吉田他
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図 7 phac10た nの投与量 とb波振幅の経時的変化

(平均値±標準偏差).投与前との振幅の比を標準偏
差とともに示した.グ ラフ中のシンボル横に示した

数字は,投与濃度である.10 mM phac10fen投 与で

振幅の増加がみられたが(p<0.05),lmM以 下の濃

度では振幅の増加はみられなかった.

Hz)で取 り出した OPs成 分の変化を示す。演算処理に

よって両端部にノイズの混入が見 られるが,矢印で示

した波が OPs中最初の陽性波 01である。

図 5の ERGの 原波形はサ ンプ リングクロック 0.2

msecで記録 した.図 6に 10 mM溶液投与と対照群の

OPs振幅の経時変化を示す.phaclofen投与によって

OPsの 一過性の減弱がみられた。

b波の振幅に対するphacloた nの 投与量の影響を経

時的に検討 した結果を図 7に示す。b波の振幅は 10

mM phacloたnの 投与後 90分 に約 2倍 に増大 (p<
0.05)し たが,lmM以下の濃度では b波に有意な変化

はみられなかった.OPsについて もlmM以下の溶液

の投与では変化はみられなかった。

IV考  按

今回の実験では,bicucunineお よびphac10たnの硝

子体内注入 に よってb波振 幅 の増大がみ られた .

GABAの antagonistで ある picrotoxin投与によ りb

波振幅が増加するとの報告は多 くされており10)H), ま

た bicucunine投 与に関して も同様の報告10)が なされ

ている。本実験においても,こ のことが確認され,b波
の発生に GABA作動性細胞の関与が示唆された .

b波の発生に関しては,従来か ら言われている Mul―

ler細 胞内外の K+の流れに由来す るとの説が有力で

あるが,柳 田12)13)は b波 が Muner細胞以外の神経細
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胞の活動をも反映する可能性を示す報告をしている。

さらに近年 Brewら 4)は
光刺激 によってサンショウウ

オの脱分極型双極細胞の神経終末か ら放出 された

glutamateが Na+と 共役輸送的に Muner細胞に取 り

込まれ るさいに発生する電流が b波 の発生に大 きく

貢献し得 るとの仮説を発表 している。Tachibanaら 14)

はキンギ ョの脱分極型双極細胞が GABAAレ セプター

を介してアマクリン細胞より負のフィー ドバ ックを う

けると報告 しているが, これ らの系がラットにも存在

すると仮定すれば,本実験の結果に関して,GABAA
antagonist投 与によってアマク リン細胞から脱分極

型双極細胞への抑制が阻害 され,双極細胞の活動が上

昇しb波振幅が増大したとの推論が可能である。一方

GABABレ セ プターに関 して は,Tachibanaら 14)は

GABAB agonist投 与では脱分極性双極細胞の反応は

みられなかったとしている。 しかしながら本実験にお

いて は,GABAB antagOn社 の 投 与 で もGABAA
antagonistと 同様の作用がみられた.た だし,bicucul‐

lineと phacloたnと の間で,有効濃度に 100倍以上の

差 が み、ら れ た。Solteszら 15)は 0.5～ lmMの pha・

C10fenが hippocampusneuronの GABABレ セ プター

を介した反応を選択的に遮断すると報告している。本

実験で の phacloたnの 効果 が薬物の GABABレ セ プ

ターに対する作用以外の非特異的作用を介して発現 し

ていた可能性は否定できないが, この Solteszら 15)の

報告から,本実験で用いた phaclofenの 投与量 (硝子

体内推定濃度 lmM)は GABABレセプターに対す る

選択性を維持 しうる範囲内の生理的な用量であると考

えられる。 したがって,b波の発生に GABAAレ セプ

ターのみ な らず GABABレ セ プターの関与 も考 え ら

れ,本実験におけるb波振幅の増大は,GABA antagO‐

nistの 投与 によって網膜内の神経細胞の GABA作動

性ニューロンからの抑制が遮断され,それによって脱

分極性双極細胞の光刺激 に よる脱分極が増大 して

Moller細胞外の近位部での K+濃度の上昇がさらに増

大し,それが b波振幅の増大を導いたと考えられる。

本実験では bicucunineに よるb波振幅の変化に用

量依存性は認められなかった。 これは,用 いた最低濃

度の bicucumneで も最大の効果が得 られたことによ

ると思われる。

OPsの 発生に関しては双極細胞,ア マクリン細胞等

の,網膜内顆粒層レベルの細胞に由来する可能性が高

いとされてお り6)7),フ ィ_ド バ ックシナプス回路を反

映しているとする報告6)7)が ある.OPsに 影響を与える
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神経伝達物 質 は 多数報告 され て い るが,そ の うち

GABAは ラッ ト網膜においては内顆粒層および内網

状層に多 く存在 し,主に GABA含 有 アマク リン細胞

に由来 している と報告 されてお り2),OPsの発生に関

与 している可能性が高いと思われ る。

川口ら16)は GABA投 与によって OPsが抑制 され る

ことならびに picrotoXin投 与 において も抑制がみ ら

れることを報告 している。

本実験においては,type Aお よび type Bの レセプ

ターを選択的に遮断する GABA antagonistの投与 に

よって OPsが抑制 され,OPsの発生に両タイプの レセ

プターを介 した作用の関与が示唆 された。このことか

ら,GABA含 有 アマク リン細胞 とそれからの入力を

type Aま たは Bの レセプターを介 して受けるアマク

リン細胞,双極細胞 または網状層間細胞 Cnterplexl―

fOrm cen)と 2種 またはそれ以上 の細胞 か らな る

ニューロン・サ ーキ ットが OPsの発生に関与 している

と考えられる。

本論文の要旨は第 94回 日本眼科学会総会にて発表した。

稿を終えるにあたって,ご指導とご校閲を賜 りました本

学第 1生理学教室の瀬戸勝男教授ならびに椛 秀人助教授

に厚く感謝致します。
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