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網膜色素上皮細胞 ベ ー サ ル 膜 に お ける塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス の

存在証拠

金沢大学 医学部眼科学講座 (主 任 : 河崎
一

夫教授)

藤 井 茂

( 平成 4 年 3 月18 日受付)

網膜色素 上皮 (r e ti n al pi g m e n t e pit h eli u m , R P E) 細胞 ベ ー

サ ル 膜の 塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス ほ R P E に よ る神経網膜

側か ら脈絡膜側 へ の 水 の 輸送な らび に網膜電図 の フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ
ー シ ョ ン お よび 明上 昇の 発生に 深く関与 して い る と考え

られ て い る に もか かわ らず
,
R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス 存在 の 直接的証拠ほ 乏 しい

. 本研究でほ

ヒ キ ガ エ ル R P E ･ 脈絡膜標本に お い て ガ ラ ス 微小電極 お よび 塩素イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微小電極を 用 い て R P E 細胞 べ -

サ ル 膜

の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス に つ い て調 べ た . 被験標本 の 両 側を 対照濯流液 に て濯流 した 時 の R P E 細胞 の ア ピ カ ル 陵電位お

よ び べ - サ ル 膜電位は それ ぞれ - 6 0 . 2 ±1 . 5 m V お よ び
-

4 5 . 0 士1 . 7 m V (n
= 4 0) で あ っ た . R P E 細胞 内塩素 イ オ ン 括量ほ

20 . 4 土1 . 3 m M ( n
= 2 9) で あ り

,
ア ピ カ ル 膜 お よ び ベ ー

サ ル 膜 をほ さむ 塩素イ オ ン の 受動 的分布 で 予想 され る い ずれ の 値よ りも

高値 で あり
,

R P E 細胞は能動 的に塩素イ オ ン を 摂取 して い る こ とが 示 され た . 脈絡膜側催流液 中の 塩素イ オ ン 括 量の 82 m M

か ら 13 m M へ の 減少に よ っ て
▲
R P E 細胞の べ - サ ル 膜 ほ11 . 7 ±0 . 6 m V ( n = 1 7) 脱分極 する と とも に ベ ー サ ル 膜電 気抵抗が増

大 した . R P E 細胞内塩 素イ オ ン 活量ほ べ - サ ル 膜 を脱分極 さ せ るア ピ カ ル 側か ら ベ ー サ ル 側 へ の 通電で 増大 し
,

べ - サ ル 膜を

過分極 させ る 逆向き の 通電 で 減少 した . 脈絡膜側濯流液中に 加え た陰イ オ ン チ ャ ン ネ ル 阻止 剤 で あ る 4
,
4

1

T dii s o thi o c y a n o s tiト

b e n e
-2

,
2

'

-d is u lf o n a t e (D I D S) 5 0 0 FL M は 上 記す べ て の 変化を 抑制 した . 以上 の 結果 は
,

フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ
ー シ ョ ン およ び明

上 昇を 示 す ヒ キ ガ ェ ル の R P E 細胞 べ - サ ル 膜 に 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス が存在す る こ とを 明示 す る .

K e y w o r d s ele ct r o r e ti n o g r a m
,

r e ti n al p l g m e nt e pit h eliu m
,
b a s a l m e m b r a n e

,
C ト c o n d u ct a n c e

,

t o a d

網膜色素上 皮 (r e ti n al pi g m e n t e pith eli u m
,
R P E ) ほ 脈絡膜 と

神経網膜 と の 間 に 位置 し
, 網膜 機能 の 維持 に 不 可 欠な 多く の 重

要な機能 を ほた して い る
l)

. そ の 中で R P E の 物質輸送 に 関係す

る機能と して
,

R P E に よ る網膜側か ら脈絡膜 側 へ の 水 の 輸送

機能お よび神経網膜 と 脈絡膜 の 間の 血 液 網膜柵 (bl o o d -

r e t in al

b a r ri e r) の 機能 が あげ ら れ る
1 刷

. 前者 の 機 能 は 神 経 網 膜 と

R P E の 間の 接着維持に 重要 で あ り , 後者 の 機 能 ほ 神経 網膜 遠

位 部の 正 常な 機能 維持に 重要で ある . R P E 細 胞 の ア ピ カ ル 膜

(神経網瞑側 の R P E 細胞膜) は網膜下腔( R P E 層 と神経網膜層

の 間に ある視細胞外節周閉の 細胞外空間) を 介 し視細 胞 に 面 し

て お り ,

ベ ー

サ ル 膜 (脈絡膜側 の R P E 細胞膜) は ブ ル ッ フ 膜 を

介 し脈絡膜 に 画 して い る .
R P E 細胞の ア ピ カ ル 膜 お よ び ベ ー

サ ル 膜に お ける 正常 なイ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス お よ び物 質輸送機

能 は神経網膜 と R P E の 接着維持を 含め た正 常な 祝細胞機能 維

持 に 不 可欠な視 細胞周田 の 環境の 恒常性の 維持 に 極め て 重要で

ある の で
1

R P E 細胞 の ア ピ カ ル 膜お よび べ - サ ル 膜 の イ オ ン

コ ン ダ ク タ ソ ス お よび物質輸送機能に 関す る研究は 眼科臨床上

お よ び網膜生理 学上 非常 に重要で ある .

一 方 , 高等脊椎動物の 視軸胸で 吸収され た光 エ ネ ル ギ ー は 最

終的に R P E 細胞の ベ ー サ ル 膜の 膜電位お よび 電気抵抗に 一

連

の 変化 を 引き起 こ し
,

こ の 電位変化が 直流増 幅網膜電囲(dire ct

c u r r e n t ele c tr o r e ti n o g r a m , D C- E R G ) の 成分と して 観察される .

そ の 第
一

の 応答ほ R P E 細胞の ベ ー

サ ル 膜 の 過分極に 起因する

フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ
ー

シ ョ ン (f a s t o s cill a ti o n)
8ト 11 )

であり
, 第二

の 応答は フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ
ー シ ョ ン に ひ き つ づ い て 生ずる

ベ ー サ ル 膜 の 緩徐な 脱分極 に 起 関す る 明上 昇 (1ig h t ris e)
12 卜 輔

で

ある . 光刺激以外に
,
R P E の 重要な機能 で ある貪食作肌 色素

頼粒 の 移動 お よ び物質輸送 に 影響を与 える網膜神経伝達物質で

ある ド
ー パ ミ ン

15)
や ェ ピ ネ フ リ ン

18)

, ホ ル モ ン で ある メ ラ ト ニ

ゾ
T)

ま た は セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー で あ る サ イ ク リ ッ ク

A M P
T)1 8 )1 9)

は R P E の ア ピ カ ル 側に 作用 させ る と
,
R P E 細胞の

ベ ー サ ル 膜 の イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 性 質を変化 させ る ことが

報告 さ れ て い る . そ の 他 に も
, 高 浸 透 圧

20)
や ア ザ イ ド

2-'
を

R P E に 作 用 させ る と ベ ー サ ル 膜の イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス が変

化する こ と が 知 られ て い る .

こ れ ま で に ア ピ カ ル 膜 の イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス および物質輸

送機能 に 関 して は あ る程度研究 され て い る
2)22 卜 25 -

が
,

べ - サ ル

膜 の イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス お よ び物質輸送機能に 関 して ほおそ

らく脈絡膜 と い う拡散障害物 の 存在ゆ え に ア ピ カ ル 膜における

ほ どほ 知 られて い な い . 前述 の よ うな R P E 細胞の べ 一 サ ル膜
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網膜色素上 皮細胞 ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス

が関係する多くの 生理 現象の 磯序解 明 の 目 的に べ ー サ ル 膜の イ

オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス お よ び物質輸送機能 に 関する 研究 ほ ア ピ カ

ル膜に 劣らず重要で ある ･

網膜機能の 維持に 極 め て 重要な R P E に よ る水の 輸送に 重炭

酸イ オ ン な ら び に 塩 素イ オ ン の 輸送 の 関 与が 示 唆 され て お

り, 特に 塩 素イ オ ン の 通路 と して ベ ー サ ル 膜 に お け る塩素

イ オ ン コ ソ ダ ク タ ン ス の 存在が 多く の 報告か ら示 唆され て い

が
12 脚 26) 2 7)

. 光刺激 また は薬物 刺激 に よ る R P E 細 胞の ベ ー サ

ル膜電位およ び ベ ー サ ル 膜電 気抵抗 の 変化 は 刺激 の 種類 は 異

なっ ても最終的に は ベ ー

サ ル 膜の 同 一 部位 の 性質 の 変化か ら生

じて い る可能性 があ る
即 )1g) 28 ) 2 嘲

.
ヒ ヨ コ の R P E に お ける 陰イ

オ ン チ ャ
ソ ネ ル 阻止 剤 を 用 い た 実験 に よ っ て

,
R P E 細胞 の

べ - サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス 存在の 可能性 が

示酸された
抑

. すな わ ち 陰イ オ ン チ ャ ン ネ ル 阻止剤 で ある 4
,

4
,

-diis o thi o c y a n o stilb e n e
-2

,
2

'

- di s ulf o n a t e ( DI D S ) を添加 した濯

淀液に よ っ て RP E の 脈絡険側を准流す ると ,
R P E 細胞の ベ ー

サル 膜は過分極 し
,

べ - サ ル 膜電気抵抗ほ 増大 し
,
R P E 細胞内

塩素イ オ ン 括量ほ増加す る
28)

. 以上 の 結 果か ら
, 脈絡膜 側溝流

液中の DID S に よ っ て ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス

が阻止され る と示 唆 され る . さ らに
,

ウ シ
2T)

お よ び ウ シ ガ ェ

ル
26)

の R P E の イ オ ン 輸送の 研究か ら
,
D I D S に よ っ て 抑制 され

る べ - サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン 流出磯構 が 明 らか に され た .

一 九 DI D S が 光また は薬物刺激 に よ る R P E 細胞の ベ ー

サ ル 険

電位およ び べ - サ ル 膜電 気抵抗の 変化 を阻止す る こ と が判 明 し

だ
5)2g)

の で
, 光ま た は薬物刺激に よ る べ - サ ル 膜 の 電気 的性質

の変化ほ DID S に よ っ て 抑制 され る塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス

の変化に起因する こ とが 示 唆され る
l 刷

上記の ように 塩素イ オ ン ほ R P E に よ る水の 輸送お よび 光 ま

たは薬物刺激に よ る R P E 細胞 べ - サ ル 膜 の 電気的性質 の 変化

に深く関係する と考え られ る が
,

R P E 細胞 の べ
】

サ ル 膜 の 塩

素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 存在に つ い て は こ れ ま で に 間接的に

しか示按されて い な い
. 本研究の 目的は R P E 細胞の ベ ー サ ル

院の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス 存在 の 直接的証拠を ガ ラ ス 微小

電極およ び塩素イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微小電極に よ っ て 得 る こ と

である .

材料お よび方法

Ⅰ
. 実験動物

R P E 細胞の ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス 存 在の

直接的証拠を ガ ラ ス 微小電極 およ び塩 素イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微

小電極に よ っ て 得 るた め の 実験の 遂行ほ R P E 細胞が あ る程度

大きく ない と 困難 で あ る . ま た フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ ー

シ ョ ン お

よび明上昇と ベ ー

サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス と の 関係

が推測され てい る
2g)

の で
,

フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ
ー

シ ョ ン お よ び

明上昇を有す る動物 で の 実験 が 望 ま し い
. 最近 ヒ キ ガ ェ ル に

フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ ー

シ ョ ン お よ び明 上 昇が 存在す る こ と が発

見され
30)

, ま た ヒ キ ガ ェ ル の R P E 細胞は ガ ラ ス 微小電 極お よ

ぴイオ ン 選択性ガ ラ ス 微小電極に よ る実験に 適 した大き さで あ

るの で
, 本研究の 実験動物と して ヒ キ ガ ェ ル (β祝J o 〝1αrよ乃 祝 ∫)

を用い た
,

5 1 5

実験に 供す る前に 少なく とも 5 日 間に わ た り室温で12 時間毎

の 明暗順応下 に お い た 中型か ら大型 (体重300 ～ 5 0 0 g) の ヒ キ ガ

エ ル を用い た .

Ⅱ . 実験標本作製法

R P E ･ 脈絡膜標本 (被験標本) を作成する際 に 神経網膜 の 剥

離を容易に す る 目的で 5 ～

1 2 時間の 暗順応を 行な っ た . 臆赤色

光下に て断頭 し脳脊髄を挫 滅 して
,

た だ ち に 両眼 球 を 摘出 し

た . 水晶体後方で眼球を切割 し
,

そ の 後極側を 対照 准流液 (後

述) に 浸 し
, 実体顕微鏡下で 神経網膜 を RP E か ら剥離 し

,
残 っ

た R P E ･ 脈絡膜 を強膜か ら剥離 した . こ の よ う に して 得た 被

験標本を R P E 側を 上 に して直径 5 m m
, 厚 さ1 70 FL m の 円 形の

ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ ( T et o k o I n c .
,
E王m sf o r d , N Y , ア メ リ カ 合 衆

国) 上 に 載せ
, 湾流用の チ ェ ン バ ー (以下で ほ チ ェ ン バ ー

と略

記) に 固 定 し
, 実験 に用 い た .

Ⅲ . チ ェ ンバ
ー

お よび濯流系

チ ェ ン バ ー は ア ク リ ル 製の 台と蓋か ら構成 され て お り
,
両者

の 間に ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ 上 に 載せ た標本を は さみ 固定す る こ と

に よ っ て
, 被験標 本の R P E 側お よ び 脈絡膜側 を 面積 0 . 0 7

C m
2

の 円孔を 介 して それ ぞれ 独立 して 堆流する こ と が で き た .

こ の 際,
R P E 側濯流槽 と脈絡膜側潅流槽と の 間 の 被験標 本を

は さむ電気的 シ ャ ン ト を減少 さ せ る 目 的 で シ リ コ ン グ リ ー

ス

( C o r ni n g M ed i c al a n d S ci e n tifi c
,
N e w H a v e n

,
C T

,
ア メ リ カ 合

衆国) を被験標本周囲の チ ェ ン バ ー の 台と蓋の 間に塗布 した .

海流液切 り替え がすみや か に 行わ れ る よう に
, 擢流槽の 容積を

R P E 側で10 0 ～ 3 0 0ノバ( 吸引針 の 位置に て 可 変で き る) , 脈絡膜

側 で 100 /J l と小さく した . 濯流を 静水圧 に よ り行 い
, 潅流速度

を R P E 側 で 2 ～ 4 m l/ m i n
,
脈絡膜側 で 2 ～ 3 m l/ rn i n に 調節 し

た . 湾流液温を 室温 (1 8 ℃) に 保 っ た .

Ⅳ . 濯流液組成

対照港流液 の 組成 は N a C 1 1 0 0 . O m M , K C 1 5 . O m M
,
N a H C O 3

2 7 . 5 m M , gl u c o s e l O . O m M , M g C1 2 1 . O m M
, C a C l2 1 . O m M

(S ig m a C h e m i c al C o ,
,
S t . L o ui s

,
M O

,
ア メ リ カ 合衆国) であ っ

た .

対照確流液の 塩化ナ ト リ ウ ム を ナ ト リ ウ ム グ ル コ ネ ー トま た

は硫 酸ナ ト リ ウ ム に よ っ て 置換 して 低塩素イ オ ン 濃度試験濯流

液( 以下で は 試験湾流液 と略記) を得た . 塩化ナ ト リ ウ ム を硫酸

ナ ト リ ウ ム で 置換する場合に は試験激流液の 浸透圧が 対照港流

液と 同一に な る よ うに 試験濃流液に マ ニ ト ー ル を添加 した . ク

ル コ ネ
ー

トイ オ ン と 硫酸イ オ ン ほ カ ル シ ウ ム イ オ ン と キ レ ー

ト

を 作 が
1)

の で ,
カ ル シ ウ ム 電 極( W o rld P r e ci sio n I n s tr u m e n ts

I n c .
,
N e w H a v e n

,
C T

,
ア メ リ カ 合衆囲) で 実測 した カ ル シ ウ ム

イ オ ン 濃度が 対照准流液と 同
一

に な る よ う に さ らに 4 m M 濃度

分の 塩化 カル シ ウ ム を添加 した .

一 部の 実験 で 陰イ オ ン チ ャ ン ネル 阻止 剤で あ る DID S (S i g m a

C h e mi c al C o .) を 5 0 0 /上 M 濃度とな るよ う に 港流液中に 添加 し

た .

対照傭流液お よ び上 記各種試験港流液の p H な らび に 浸透圧

は95 % 0 2 お よ び 5 % C O 2 か らな る混合 ガ ス を通気 した状態で

そ れ ぞれ7 . 5 土0 . 1 な らび に 273 土6 m O s m ( A d v a n c e d W id e

R a n g e O s m o m e t e r
-3 W

,
A d v a n c e d I n st r u m e n t s

,
N e e h a n

resist a n c e ; R P E
,

r etin al pi g m e n t e p it h eliu m ; T E P
,
t r a n S -

e p it h elia l p o t e n ti al ; Ⅴ
& P ,

a p ic al m e m b r a n e p ot e n ti al ;

Ⅴ
'

1 p , a pi c al m e m b r a n e b at t e ry ; V b.
,
b a s al m e m b r a n e p ot e n ti al ; Ⅴ

,

b 8 , b a s al m e m b r a n e b at t e r y ; V b a

*

,
t r u e b a s a l

m e m b r a n e p o t e n tial ; V ch ,
t r a n S

-

C h o r oid al p ot e n ti al ; V R PE ,
t r a n S - R P E v olt a g e



5 1 6

H ei g h t s , M A
,

ア メ リ カ 合衆国) で あ っ た ･

Ⅴ
. 電 極

1 . ガ ラ ス 微小電極

ガ ラ ス 微小電極( 以下で ほ 微小電極と 略記) を外径 I m m の ガ

ラ ス 細管 ( O m e g a D o t G l a s s C o m p a n y of A m e ri c a , M ill v iu e
,

N J ,
ア メ リ カ合 衆国) か らガ ラ ス 微小電極作製器( M o d eI P - 7 7

,

S u tt e r I n s tr u m e n ts C o .
,
S a n F r a n ci s c o

,
C A

,
ア メ リ カ 合 衆

国) に て 作製 した
28)

. そ の 先端径は 1 ノノ m 未満で
,
そ の 内腔に は

500 m M 塩化 カ リ ウ ム 溶液 を充喫 し
,
塩化銀で 被覆 した銀 線で

信号 を 導出 した . 電極の 電気抵抗ほ 1 00 ～ 1 5 0 M n で あ っ た ･

2 . イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微小電極

イ オ ン 選択性 ガ ラ ス 微小電極 (以下 で は イ オ ン 電棲 と 略 記)

は 閃電極槽と 不 閃電極槽の 2 播か らな り
,
電極先端部の 当該イ

オ ン 活量を 閉篭極槽 と不 閲電極槽間の 電位変化 と して と らえ る

こ と が でき る
闘 3)

. 以下に そ の 作製法を記す . 王水 お よび 蒸留水

に て 洗 浄 し 乾燥 した 双 管 か ら な る ガ ラ ス 細 管 (th i c k -

S e p t u m

T h e t a t u b in g ,
W o rl d P r e cisi o n I n st ru m e n t S I n c ･) か ら ガ ラ ス 微

小電極作製器( 同上) に てイ オ ン 電極を作製 した . 双管 の 一 方 の

終端を 以下 の 操作 の 影響 を 受 けな い よ うに 歯 科用 の 蟻 で 封 を

し
,
他方を di m e th y トdi c hl o r o sila n e (S ig m a C h e m ic al C o ･) に て

疏水 処理 を し , 塩 素イ オ ン 電極用 イ オ ン 交換樹 脂 (‡47 7 9 1 3 ,

C o rn i n g M e di c al a n d S ci e n tifi c) つ づ い て 50 0 m M 塩化カ リ ウ

ム 溶液を 充填 し , 関電極槽と した . 蝮で封 を した 方の 細管の 蠣

を除き ▲ 50 0 m M 硫酸 カ リ ウ ム 溶液 つ づ い て 10 m M 塩化 カ リ ウ

ム 溶液を 充填 し
,

不 関電極槽と した . イ オ ン 電極先端径は 1 〟

m 未満 で
, 酸化 ア ル ミ ニ ウ ム 懸濁液を 細い ノ ズ ル か ら噴出 して

先端を研磨 し
31)

,
電極の 電 気抵抗を 関電極槽 で 6 ～ 8 3 G Q

,
不

閃電極槽 で40 ～ 8 0 M Q と な る よう に 調整した . 上 記の 関電極 槽

およ び 不 閃電橿槽か らの 電位の 導出に は そ れ ぞれ塩化銀 で被覆

した 銀線を使用 した .

イ オ ン 電 極は使用 前と 使用 後 に 校正 さ れ た . 校 正 に は 2 槽

( A 槽
,

B 槽 と仮称す る) か らな る較正用 チ ェ ン バ ー

お よ びイ オ

ン 電極用高入 力イ ン ピ ー ダ ン ス 前置増幅器 ( M o d el F 2 3
,
W o rld

P r e ci si o n I n s tr u m e n t s I n c .) を 用 い た . 較正用 チ ェ ン バ ー の A 槽

に 15 m M 塩 化 カ リ ウ ム 溶 液お よ び 135 m M カ リ ウ ム グル コ

ネ
ー

ト溶液を , B 槽 に 1 5 0 m M 塩化 カ リウ ム 溶液を 入 れ
,

A 槽

また は B 槽 に イ オ ン 電極先端を つ けた 時の イ オ ン 電極 2 槽間の

電位差 をそ れ ぞれ V A ま た ほ V 8 と し , そ れ ぞれ を次式 の Ⅴ に 代

入 して辺 々 を差 L 引い て 求め られ る S を 塩素イ オ ン 濃度1 0 倍変

化 に 対す る イ オ ン 電極 の 電位変 化の 実測 上 の ス ロ
ー

プ と し

た
28)3 2 )3 3 1 3 5)

V = Ⅴ
｡ 十S ･l o g ( a cl 十 k Gl ｡ / C L

･

a G LJ

V
｡ ほ電極に よ っ て決 ま る定数 で あり,

a Cl ,
a G l u

お よび k G. u / C ､ は そ

れぞれ A 槽 また ほ B 槽に お ける塩素イ オ ン 活最 ,
グル コ ネ

ー

ト

イ オ ン 酒量お よ び グ ル コ ネ
ー

トイ オ ン に 対す る塩素イ オ ン 電極

の 選択係数を 意味する . 本実験 に 使用 したイ オ ン 電極の 塩 素イ

オ ン 濃度10 倍変化に 対す る実測上 の ス ロ ー プ の 平均値お よ び標

準誤差ほ
-

5 2 . 0 士0 . 3 m V ( n
= 8 3) で あ っ た . イ オ ン 電棲 に よる

R P E 細胞内塩素イ オ ン 活魚(i n tr a c e11 ul a r C l~ a c ti vity ,
a
i

c L) の 算

出に は 次式を使用 L た
那 引

a
i

cl
= 1 0

腑 - / S
･

( a
抑■

cl 十k H 肋 / ｡.
･

a
8

｡ ｡ 伽)

また
,
イ オ ン 電極に よ る R P E 下腔(R P E 層 と脈絡膜 との 間) に

お ける 塩素 イ オ ン 括量( s u b e pith eli al C r a c ti vi ty , a
O

c l) の算出に

ほ 次式を使用 した .

a
O

c l
= 1 0

A V c I ' S
･( a

弧t

c L + k H C O a / C l
･

a
O

H C O 3)
-

(k H C O 3 / C l
･

a
O

甘C〔冶 + k A/ C .
･

a
･

)̂

上 の 2 式に お い て △V cl は イ オ ン 電極 2 槽 間の 電位 差の 対照滝

流液中 に お け る値か ら の 変化 の 実測値 , S ほイ オ ン 電極の実測

上 の ス ロ ー プ
,

a
弧I

c - は 対照潅流 液中の 塩素イ オ ン 括 軋 a
q

勒 ほ

細胞外重炭酸イ オ ン 括 軋 k R C Q 8 / C■は 垂炭酸 イ オ ン に 対する塩素

イ オ ン 電極 の 選択係数
,
k A / Cl は 置換イ オ ン ( グ ル コ ネ 一 丁イオ

ン また は硫酸イ オ ン
, 以下同 じ) に 対す る塩素イ オ ン の 選択係

数,
a

O

A ほ細 胞外置換イ オ ン の 活量を意味す る . グル コ ネ ー トイ

オ ン
, 硫酸イ オ ン お よび 重炭酸 イ オ ン に 対す る塩素イ オン 電極

の 選択 係数 は それ ぞれ0 . 01
,
0 . 07 お よび0 . 1 0 で あ っ た

謂 闇 }
. 以上

の 計算 に お い て
,

イ オ ン の 括量係数 を0 . 7 5 と した .

3 . R P E 層 と脈絡膜を は さん で 得 られ る電位 (tr a n s
-

e pith e
･

1i al p o t e n ti al
,
T E P ) の 記録電極お よ び不 閑電極

T E P の 導出 に ほ
一

対の カ ロ メ ル 電極を 用 い た . カ ロ メ ル 電

極を チ ェ ン バ ー

の R P E 側溝流槽 お よび 脈絡膜 側溝流槽に飽和

塩化 カ リウ ム 寒天橋 に て 各 々 接続 した . これ ら の カ ロ メ ル電極

を微小電極 およ び イ オ ン 電極不 閃電極槽 に 対す る不 関電極とL

て も用 い た . 脈絡膜側港流槽 に 試験潅流液を濯流する際に は脈

絡膜側溝流液 と飽和塩化カ リ ウ ム 寒天 橋と の 間に おけ る液相間

電位 (1iq u id j u n c ti o n p o t e n ti al) の 発生を極力抑え る 目的で
, 飽

和塩化 カ リ ウ ム 港流橋(fl o wi n g K C l b rid g e)
36)

を 用い た . この種

流構 内に は常 に 微量 の 飽和塩化 カ リ ウ ム 溶液が 脈絡膜側潅流槽

に 向か っ て 流れ て い るの で
,
標 本港流液 と准流橋と の 間の液相

間電位 は ほ と ん ど発生 しな い . また 塩化 カ リ ウ ム 准流橋は脈絡

膜側濯流の 末梢側 に おか れ て い るの で
, 橋 内港流塩化 カリウ ム

溶液ほ 被験 標本に 接触す る 催流 液 の イ オ ン 組 成 に は影響しな

し ､
.

4 . 通電用電極

チ ェ ン バ ー の 各槽 に ほ被験標本を は さむ外 部定電流通電用に

一 対 の 銀 ･ 塩化銀電 極を置 い た . 定電流通電 に は電流電圧固定

装 置付前 置増幅 器 ( M o d el V C C 6 0 0
,
P h y si ol o gi c I n s t r u m e n ts ,

S a n D i e g o , C A ,
ア メ リ カ 合衆国) を 用 い た . 5 ～ 1 8 p A の電流

を 被験標本 の 神経網膜側か ら脈絡膜側 また は 脈絡膜側か ら神経

網膜側 方向に 3 ～ 9 0 秒間流 した .

Ⅵ . 記録 系お よび解析

図1 A に 記録系の 模式図を示 す . T E P を チ ェ ン バ ー の各槽に

置い た
一 対 の カ ロ メ ル 電極に よ っ て 導 出し

, 電流電圧固定装置

付前置増幅器( M o d el V C C 6 0 0
,
P h y si ol o gic I n s tr u m e nt s) に導い

た . R P E 細 胞内に 置 い た 微小電極ま た はイ オ ン 電 極不 関電極

槽か らの 電位は R P E 側潅流槽 に 置 い た カ ロ メ ル 電極を不図電

極と した 場合 に ほ R P E の 神経網膜側の 細胞膜( ア ピ カ ル 膜) の

電位 ( a pi c al m e m b r a n e p o t e n ti al
,
V

&P) を 意味 し, 脈絡膜側澄渡

槽 に 置 い た カ ロ メ ル 電極を 不閑電極と した場 合に は R P E の脈

絡 膜 側 の 細 胞 膜 ( ベ ー

サ ル 膜) の 電 位 (b a s al m e m br a n e

p o t e n ti al
,
V b 8) を意味す る(図I A) . R P E 下腔に 置い た微小電極

ま た はイ オ ン 電極不 閑電極槽か ら の 電位は R P E 側港流槽に置

い た カ ロ メ ル 電極を 不 関電極と した 場合 に は R P E 層の みをは

さん で得 られ る電位 (tr a n s- R P E v olt a g e
,
V R P E) を意味し

∫
脈絡

膜側濯 流槽 に置 い た カ ロ メ ル 電極 を不 関電極と した場合には脈

絡膜を は さ ん で得 られ る電位(trq n s
-

C h o r oid al p o t e n ti aI
･
V m) を

意味す る (図 1 A) . こ れ ら敏小電極 また は イ オ ン 電極不 閑 鯛



網膜色素上皮細胞 ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス

措からの電位は高入 力イ ン ピ ー ダ ン ス 前置増幅器 ( M o d el 1 0 犯

w in s to n E l e ct r o n ic s
,
S a n F r a n c is c o

,
C A

,
ア メ リ カ 合衆国) に

導かれ た ･ イ オ ン 電極 2 槽間の 電位 ( V cI) はイ オ ン 電極用高 入

力イ ソ ピ
～ ダ ン ス 前置増 幅器 ( M o d el F 2 2 3 , W o rld P r e ci si o n

I耐 r u･ 冊 nt S I n c ･)-むこ導か れ た ･
こ れ らの 前置増幅器 を 介 した 電

l N T R A C E L L U L A R $ U B E Pt 丁目E u A L

Fig . 1 . R e c o r di n g c o n fig u r a ti o n s ( A ) a n d e q u i v al e n t el e c tri-
C al cir c uit f o r th e R P E ( B ) . ( A ) W ith a d o u bl e- b a r r ele d

Cl~LS el e c ti v e m ic r o el e c tr o d e p o siti o n e d i n tr a c ell ul a rly i n t h e

R P E (lef t) ,
th e a pi c al ( V

叩) a n d b a s al ( V b .) m e m b r a n e

p o te n ti al s w e r e r e c o r d e d b y r ef e r ri n g th e r ef e r e n c e b a r r el

t o th e a pi c al a n d b a s al b ath s
,

r e S P e C ti v ely . T h e t r a n s- e pi-
th eli al p o te n tia l ( T E P ) , r e C O r d e d d iff e r e n ti a11y b e t w e e n th e

apic al a n d b a s al b a th s ,
i n cl u d e d th e t r a n s- C h o r oid al

p o te n ti al ( V cb) a s w e11 a s th e tr a n s- R P E v olt a g e ( V R P E) .

V R P E a n d V ch W e r e r e C O r d e d b y p o siti o n i n g a m i c r o el e c t r o d e

i n th e s u b e pit h eli al s p a c e o u t sid e t h e R P E b a s al m e m b r-
a n e ( rig h t) . V cli s th e diff e r e n ti al si g n al b e t w e e n th e

r ef e r e n c e a n d C r- S el e c ti v e b a r r eI s of a C ト s el e c ti v e

m ic r o el e ctr o d e ･ T h e a pi c al m e m b r a n e i s d ir e c tly e x p o s e d

to th e a pic al b at h w h il e th e b a s aI m e m b r a n e i s s e p a r a t e d

f r o m th e b a s al b a t h b y B r u c h
'

s m e m b r a n e ( B M ) a n d th e

C h o r oid ･ (B ) T h e R P E a pi c al m e m b r a n e is r e p r e s e n t e d b y

a r e sis t o r
, R .｡ , i n s e ri e s wi th a b at t e r y , V

'

a ｡ . S i m il a rly , th e

b a s al m e m b r a n e is r e p r e s e n t e d b y a r e si st o r , R b . , i n s e ri e s

W ith a b a tt e r y ,
V

,

b &
. T h e m e m b r a n e r e si s t a n c e s a r e

Sh u n t ed b y a r e sis t o r
,
R

引
th e c o m bi n e d p a r a c ell ul a r a n d

■̀

tis s u e e d g e

"

p a th w a y s
,

W hi c h is i n s e ri e s wi th a b a tt e r y ,

E
s

. E
s
is a s s u m e d t o b e z e r ｡ W h e n th e tis s u e i s b a th e d

bil at e r alIy w ith s ol u ti o n s of id e n ti c al c o m p o siti o n ･ D u e t o

diff e r e n c e b e t w e e n V
,

叩 a n d V
･

b A , a St e a d y c u r r e n t (i) fl o w s

th r o u gh th e cir c uit . A s a r e s u lt o王 th e v olt a g e d r o p d u e

to thi s c u rr e n t a c r o s s R
叩

a n d R b l ,
th e m e m b r a n e p ot e n ti al s

r e c o rd e d a c r o s s th e s e r e sis t a n c e s ( V 叩 a n d V b . ,
r e S p e C ti v ely)

diff e r f r o m th e m e m b r a n e b a tt e ri e s (Ⅴ
,

., a n d V
,

b
.) . T h e

T E P e q u aIs t o V b A
- Ⅴ .｡ a n d . i n t o a d

,
i s g e n e r all y 1 0 ～ 2 0

m V
･ a pi c al b a th p o titi v e .
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位 を 差 動 増 幅 器 ( El e c tr o ni c s h o p ,
U ni v . of C alif o r ni a S a n

F r a n ci s c o
,
S a n F r a n ci s c o , C A

,
ア メ リ カ 合衆国) に よ っ て 増幅

し
,

オ シ′ ロ ス コ ー プ (M o d e1 5 11 1
,
T e k tr o ni x

,
B e a v e rt o n

,
O R

,

ア メ リ カ 合衆国) で モ ニ タ ー した . さら に
,

これ ら の 電 位を サ

ン プ リ ン グ レ
ー

ト 4 H z に て ア ナ ロ グデ ジ タ ル 変換 ( L a b t e c h

N ot e b o o k
,
S ci e n tifi c S ol u ti o n s

, W ill mi n g t o n
,
M A

,
ア メ リ カ 合

衆 国) し て
,

コ ン ピ ュ
ー タ (IB M A T mi c r o c o m p u t e r

,

I n t e r n a ti o n al B u si n e s s M a c h i n e s C o .
,
A r m o n k

,
N Y

,
ア メ リ カ 合

衆国) デ ィ ス プ レ
ー

で モ ニ タ
ー す る と同時に フ ロ ッ ピ ー

デ ィ
ス

ク に 記録保 存 した . デ
ー タ 解析お よ び 作 図 に は プ ロ グ ラ ム

(L o t u s ト2-3 ,
L o u t u s D e v el o p m e n t C o r p o r a ti o n

,
C a m b rid g e

,

M A
,

ア メ リ カ 合衆国) を使用 した .

Ⅶ . 等価回路お よ び計算式

図 1 B に R P E の 電気的等価回 路を 示 す
1T)2 2 )3 0 )

. 等価回路的に

ほ R P E 細 胞 の ア ピ カ ル 膜 は ア ピ カ ル 膜 電 気 抵 抗 ( a pi c al

m e m b r a n e r e sis t a n c e , R &｡) お よ び ア ピ カ ル 膜起 電 力 ( a pi c al

m e m b r a n e b a tt e r y , V
'

叩) で 表され
,

べ - サ ル 膜は べ -

サ ル 膜電

気抵抗(b a s al m e m b r a n e r e si st a n c e
,
R b .) お よ び ベ q サ ル 膜起電

力(b a s al m e m b r a n e b a tt e ry ,
Ⅴ

'

b ,) で表 され る . 各膜起電力は 膜

電位と 同様 に 細胞外 に 対する細胞内の 電位 で 示 され る . ア ピ カ

ル 膜お よ び ベ ー サ ル 膜は R P E 細胞 間脛お よ び被験標本端 に お

け る電気抵抗 である シ ャ ン t ･ 電気抵抗( s h u n t r e sis t a n c e
,
R

s) な

ら び に ア ピ カ ル 側お よ び べ - サ ル 側湾流液 の イ オ ン 駐成が 相違

す る場合に RP E 細胞間腔に お い て 生ず る拡散電位 で ある シ ャ

ン ト起電力( s h u n t b a tt e r y ,
E

s) に よ っ て 結合 して い る .
こ の 結

合を 介 して 一 方の 膜の 電気的変化ほ他方の 膜 に 電気的影響を 与

え る . こ の 結合を通 じて等価回路に 流れ る シ
ャ

ン ト 電流(s h u n t

c u r r e n t , i) ほ 次式で 与え られ る(i ほ 図 1B に 示す 向きを 正 とす

る) .

i = ( Ⅴ
'

｡ &

- V
'

& P- E s)/(R 叩 + R b . 十R
s)

… … … … (1)

こ の 電流ほ R a
｡
お よ び R bJ こお い て 電圧降下 を 発生する の で , 実

際 に 記録され る膜電位 ( V
叩
お よ び V b .) は次式で 与え られ る .

V 叩
= Ⅴ

'

叩
+ i ･ R 8 ｡

… ･(2)

V b &
= V

'

b A

- i ･ R b &

… … ･ ‥ ･ … … … … … … ‥ (3)

V
'

叩 ,
E

s お よび 各電気抵抗値が 一 定の 状態 に て V
'

b A
が△V

'

b .
だ け

変 化すると ,
V

抑
V b &

お よ び i の 変化分( そ れ ぞれ △V a, , △V b
&
お

よ び △i) ほ以】~F の 3 式で 表現され る .

△V
8｡

= △i ･ R
叩

… … … … ‥ (4 )

△V b 且
= △V

'

b
l - △i ･ R b 8

… … (5)

△i = △V
'

J ( R A
,
+ R b &

+ R
s)

… … … … ‥ (6)

式 6 を 式4 およ び式 5 に 代入 して 次式を 得る .

△V
&,

= △V
'

b a
･ R & ｡/( R A

,
+ R b & + R s)

･ … … … … … ･ ･ ‥

(7)

△V .&
= △V

'

b &

･( R
. ｡ + R

s)/ ( R & , + R b ｡
+ R

s) ･ … … ･ ‥ (8)

また T E P およ び T E P の 変化分(△T E P) ほ 次式で 与え られ る

か ら

T E P = V b 且

-

V .
｡

△T E P = △V b .

- △V
.｡

… … … … … … …
… ‥ (9)

式 7
,

8 を 式 9 に代入 して次式を得 る .
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△T E P = △Ⅴ
'

h
･ R J( R t ｡ + R b . + R

s) … … ･ …
… ･(lO)

Ⅴ
′

叩 ,
Ⅴ

'

払 お よ び各電気抵抗値が
一 定の 状態に て E

s
が △E

5
だ け

変化す ると
,
△Ⅴ &, , △V b . お よび △T E P ほ 以下の 3 式で 表現 され

る.

△V A ｡
=

-

△E き

･ R
叩/( R

L , + R b .
+ R

彗)
… … … … ･ ･GD

△V b.
= △E

s

･ R bJ( R 叩 + R b .
+ R &)

… … … … … ･G2)

△T E P = △E s
･( R . ｡ + R b .)/(R 坤 + R b A + R

s) … … … ･ ㈹

式11 , 1 2 か ら明 らか な よ うに
,
△E 8

に よ る △Ⅴ
. ｡

お よび △V b.
の

極性 は互 い に 反 対に な る .

標本をは さん で 流 した定電流に よ る電圧降下か ら次 の 粗織電

気抵抗の 変化が と らえ られ る . すなわ ち R P E を ほ さん で得 ら

れ る電気抵抗(tr a n s
-

e pith eli al r e si st a n c e
,
R t) お よ び ア ピ カ ル 膜

電気抵抗と ベ ー サ ル 膜電気抵抗 の 比( a 値) が 求め られ る .

R t
= R

s

･( R 叩 + R b .)/( R . , + R b & + R
s)

… … … … ‥ ㈹

a = R .ノR h
‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ … ‥ … ‥ … … ‥ ‥ ‥ ㈹

R . は 通電 に よ る △T E P か ら計 算 され , + a 値 は 通 電 に よ る

△Ⅴ
. . と △V b .

の 比か ら計算され る ･

成 績

t . 対照濯流液濯流下 にお け る被験模本の電気的特性

被験標本を チ ェ ン バ ー に 固定 し5 ～ 1 5 分間に わ た り対照准流

液 で准流す る と ,
T E P は 15 ～ 2 0 m V の 極大 (p e a k) と な り , そ

の 後30 ～ 6 0 分で 定常状態( s t e a d y- S t at e) に 達 した . 表 = こ 定常

状態に お い て 微小電極ま た ほイ オ ン 電極 に よ っ て 得 られ た被験

標本に お ける T E P ,
V

. , ,
V b & ,

R L お よ び a 値(R 叩/ R b ▲) の 平均値 士

標 準誤差を 示す . 表 1 に は さ らに 両電極 に よ る測定値を 合わ せ

て 算出 され た 平均値 土標準誤差 も示 す . T E P
,
Ⅴ

. ｡ お よ び V h&
に

は 記録電極の 種 類(微小電極ま た はイ オ ン 電極) の 差異 に よ る

有意差 は見 られ ず, 微小電極ま た ほイ オ ン 電極 に よ っ て 測定さ

れ た16 標本40 細胞で T E f
■

お よ び Ⅴ一｡ の 平均 値士標準誤差は そ

れぞれ 15 . 2 土0 . 8 m V お よび
-

60 . 2 士1 . 5 m V で
,

V b .
は V 印 よ

り T E P の 分だ け脱分極 して い た ･
R

t お よび a 値の 平均値土標

準誤差ほ そ れ ぞれ3 . 2 ±0 . 2 k 畠 お よび0 . 68 ±0 . 03 であ っ た
.

Ⅲ ･ 対照湾 流液濯流下 にお け る R P E 細胞内塩素イ オ ン清量

(a
l

c.)

a
i

｡ 1 は R P E 細胞の ア ピ カ ル 膜 か ら細胞内に 進 めた 塩素イオン

電極 に よ っ て 測定さ れ た . 図 2 に 示 す よ うに 11 観∴織29 細胞の

a
i

cl の 平均値 士標準誤差は 20 ･ 4 土1 ･ 3 m M で あ っ た ･ こ の値は塩

ぎ
∈
)

-

U
-

再

1 1 TIS S U E S
,
2 9 C E L L S

Fi g . 2 . I n tr a c ell ul a r C ｢ a c ti v it y ( a
i
c l) i n t o a d R P E m e a s u r ed

wi th d o u b l e-b a r r ele d C l-- S el e c tiv e m i c r o ele ct r o d es ▲

M e a s u r e
甲

e n t S i n 2 9 c ell s f r o m l l tis s u e s ( o p e n b a r) g a v e

a m e a n a
l

c l Of 2 0 . 4 土1 . 3 m M
,

W h ic h i s 2 . 3 a n d l . 3 ti m es

hi g h e r th a n th a t c al c u la t e d f o r p a s si v e d is trib u ti o n a c r o s s

th e a pic al (a p) a n d b a s al (b a) m e m b r a n e s ( c r o s s h atc h e d

b a r s) ,
r e S p e C ti v ely .

T a bl e l . E l e c tri c al p a r a m et e r s of t o a d R P E -

C h o r oid ti s s u e s u n d e r c o n tr oI

c o n d itio n s

p a r a m e t e r 慧霊慧e 慧慧慧慧 c o m b in e d P -

V al u e
*

T E P ( m V ) 1 4 . 9 j = 1 . 5 1 5 . 3 土0 . 9 1 5 . 2 ±0 .8 N S
* *

Ⅴ
叩 ( m V ) -

6 3 . 3 士2 . 1
-

5 9 . 0 士1 . 8
-

6 0 . 2 ±1 . 5 N S
* *

V h ( m V ) 一 亜 . 3 ±2 . 7
-

4乱7 士2 . 0
-

4 5 . 0 ±1 . 7 N S
* *

R L (k o h m ) 2 . 5 土0 .2 3 . 4 ±0 . 3 3 . 2 土0 . 2 < 0 .0 5

R
.ノR h O . 7 9 ±0 . 05 0 . 6 4 士0 .0 3 0 . 鎚 士0 . 0 3 < 0 ･ 02

N u m b e r s

of c elI s
1 1 2 9 4 0

N u m b e r s

o f tis s u e s
5 1 1 1 6

C o n v e n ti o n al si n gl e - b a r r el e d mi c r o e le c t r o d e s a n d C ト s el e cti v e d o u bl e
-b a r r el e d

m i c r o el e c tr o d e s w e r e u s e d . Ⅴal u e s a r e m e a n s 士S E M .

*

A diff e r e n く主e b e t w e e n e a c h v al u e i n th e s e c o n d c oJ u m n a n d i n th e th ird

c ol u r n n w a s c o m p a r e d s t a ti sti c all y b y S t u d e n t t二t e s t ･

… A diff e r e n c e w a s c o n sid e r e d n o t si g nifi c a n t (N S) f o r p
- V al u e s gr e a t e r

th a n O ,1



網膜色素上 皮細胞 べ - サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス

素イ オン がア ピ カ ル 膜お よび ベ ー

サ ル 膜 を は さん で 受動的 に 分

布すると仮定して 著者が 計算 して 求めた 値 (そ れ ぞれ 8 ･ 9 ±0 ･ 7

m M およ び16 ･
3 ±1 ･ 2 m M ) の ど ち らを も凌駕 した ( 図2 ) ･

Ⅲ . 脈掩膜側塩素イ オ ン 濃度減少に よ る R P E 下腔の塩素イ

オン 清量 (a
O

cl) 変化

RP E 細胞の ベ ー サ ル 膜 に 塩素イ オ ン に 対す る コ ン ダ ク タ ン

ス が存在するか否か を知 る 目的 で
, 脈絡膜側潅流液を 対照港流

液から試験潅流液に 切 り替えた ･ 脈絡膜 は塩素イ オ ン に 関 して

脈絡映側湾流槽と R P E の べ - サ ル 膜 と の 間の 拡散障壁 とな る

ので
,

まず脈絡膜側対照 准流液か ら試験 港流液 へ の 切 り替え に

ょる a
｡

｡. の変化を R P E 下腔 に 置か れ た 塩素イ オ ン 電極に よ っ

て実測した . 図3 に 示 すよ うに 速 い 潅流速度お よ び対照港流液

から試験濯洗液 へ の すみ や か な切 り替え に よ っ て も ,
R P E 下

Fig ･ 3 ･ S u b e pith eli al r e c o rd i n g s of t r a n s- R P E v olt a g e ( V R P E) ,

tr a n s- C h o r oid al p o t e n ti al ( V ch) a n d s u b e pit h eli al C l~ a c ti vi ty

(a
O

c I) d u ri n g a d e c r e a s e i n C l- a cti vi ty i n t h e b a s al b a th . A
Cl.- S el e c ti v e mi c r o el e ct r od e w a s p o siti o n e d i n t h e s u b e pitL
h eli al c o m p a r t m e n t

,
a n d th e c h a n g e s i n V R P E ,

V c b ,
a

O

c l a n d

tr a n s ･

e pith elial p o t e n ti al ( T E P ) w e r e r e c o r d e d d u ri n g a

d e c r e a s e i n b a s al C r a c ti v it y f r o m 8 2 to 1 3 m M b y
r e pl a c l n g N a C l wi th N a

-

gl u c o n a t e . T h e fir s t d a s h e d
V e rtic al li n e s h o w s a n o n s e t of i n c r e a s e i n T E P

,
a n d t h e

S e C O n d o n e s h o w s a n o n s e t of d e c r e a s e i n a
｡

c l . C h a n g e i n

T P E b e t w e e n th e s e li n e s w a s o ri gi n a t e d o nl y f r o m c h a n g e

i n V c h ･ P e ri o di c s pik y d efl e c tio n s i n thi s fi g u r e w e r e

C a u s e d b y p a s s l n g C u r r e n t p ul s e s a c r o s s th e ti s s u e f o r

m e a S u rl n g r e sis t a n c e p a r a m e t e r s .
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腔の 塩素イ オ ン 電極濫 よ っ て 莫測 された a
O

｡- の 変化 に は 開始 か

ら定常状態 に い た る ま で に 短く とも 5 分間を要 した .

さ らに R P E 下腔 の 塩素イ オ ン 電極 に よ っ て
, 脈絡膜側濯 流

液を 対照准 洗液か ら試験濯流液 に 切 り替え た時 に 脈絡膜相聞電

位 ( c h o r oid Al j u n c ti o n p o t e n ti al ) に よ り発生す ると 考え られ る

V ｡ h 変化を検出 した(図3
,
Ⅴ｡ h) . Ⅴ｡ b ほ 脈絡膜側准流槽の 塩素イ

オ ン 活量が 減少す るに つ れ て 極大に 達 し
,

a
Q

c . が 定 常 に 近 づ く

に つ れ て V ｡ h も定常状態に 達 した . 図 3 の 2 本の 縦の 破線 の 間

に 示 す初期 T E P 変化は Ⅴ｡h の 変化に よ る . T E P か ら V c h を差

し引 い て 得 られ る電位(Ⅴ貯 E) の 変化に 比 べ て
,

T E P の 変化 は

早く始 ま り , 大きく 1 早期に 極大に 達 した ( 図3 ) .

Ⅳ . 脈拍 膜側塩素 イオ ン 濃度減少に よ る R P E 細胞膜電位お

よび膜電気抵抗の 変化

脈絡陸側潅流液 中の 塩素イ オ ン 濃度減少に 伴う R P E 細胞膜

電位 の 変化を R P E 細胞内に 刺入 した 微小電極に よ っ て 測定 し

た . 図4 に 示 すよ う に 脈絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少

に よ っ て ア ピ カ ル 膜 およ び べ - サ ル 膜 は 脱分極 した .

べ - サ ル

膜の 脱分極が ア ピ カ ル 膜の 脱分極に 比 べ て 大きく か つ 早期に 起

きた (図4 ) の で
,

こ の 脱分極 は ベ ー サ ル 膜起源で ある と推論さ

れ る . ア ピ カ ル 膜の 脱分極は ベ ー サ ル 膜 の 脱分極が被験標本の

電気的 シ ャ ン トを 介 して 生 じたと考 え られ る . 脈絡膜側港流液

中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ っ て V b. と V
坤 の 差が増加 した の

で
,

T E P ほ 増加 した ( 図4) . 微小電極 に よ る細胞 内記録 を 行

な っ た 後に
, 引き続い て微小電極を さ らに 前進 させ て べ - サ ル

8 0

6 0

4 0

加

0 0

8 0

3

3

3

勺
∪

3

2

(

●

〓
∈
エ

○

温
l

⊂

0
00000

0 0 0 0 0 0 0 0

1 3 m M C l
-

0 5 1 0 1 5

M t N

F ig . 4 . I n tr a c ell u la r r e c o r di n g of a C l▼diff u si o n p o t e n ti al

a c r o s s th e b a s al m e m b r a n e . A c o n v e n ti o n a l m ic r o el e c tr-
O d e w a s p o sitio n e d i nt r a c ell ul a rly i n th e R P E

,
a n d th e

a pi c al m e m b r a n e p ot e ntial ( V
. p) , b a s a l m e m b r a n e p o t e n ti al

( V b A) a n d t r a n s- e Pit h eli al p ot e n ti al ( T E P) w er e si m ult a n e o u-
sly r e c o r d e d a s b a s al C r a c ti vity w a s d e c r e a s e d f r o m 8 2 to

1 3 m M b y r e pl a ci n g N a C I w ith N ap gl u c o n a t e . I m m e di a t ely

f ollo wi n g t hi s i n tr a c ell u l a r r e c o r d in g ,
th e el e c tr o d e w a s

a d v a n c e d i n t o th e s u b e pith eli al s p a c e a n d th e r e s p o n s e s to

a n id e n ti c al d e c r e a s e i n C l- w e r e r e c o r d e d . T h e t ru e ti m e

c o u r s e a n d m a g nit u d e of th e c h a n g e in V b .( V b L

*

) w a s th e n

e s ti m a te d b y s u b tr a ctin g th e tr a n s
-

C h o r o id al j u n c tio n

P O t e n ti al f r o m V b &
. T h e lo w e r p o r ti o n of th is fi g u r e

ill u str a t e s th e eff e c t of d e c r e a si n g b a s al C l
-

o n th e

tr a n s
-

e pith eli al r e si st a n c e (R L) (cl o s e d cir cl e s) a n d th e

a

p
i c al t o b a s al m e m b r a n e r e sis t a n c e r a ti o (R J R b) ( o p e n

C lr Cl e s) r e c o r d e d si m u lt a n e o u sl y i n thi s e x p e ri m e n t .
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膜を 穿通 L て R P E 下脛 に すすめ , 脈絡膜相間電位を 測定 した

( 因幡) . 脈絡膜側海流液中の 塩 素イ オ ン 濃度減 少 に よ る V b .
の

真 の 変化ほ こ の 脈絡膜相聞電位 を 差 し引く こ と に よ っ て 得 られ

た . 図 4 に こ の よ うに して 補正 され た V b . を V bA

*

(tr u e b a s al

m e m b r a n e p o t e n ti al) で示 す . V b L

*

の 変化は V b8 の 変化に 比 べ 小

さ く
, 遅い こJと が わ か る .

R P E 細胞膜 電位の 変化 は披験標本の 電気抵 抗 の 変化 を 伴 っ

て い た (図 4) . 脈絡膜側港流液 中 の 塩 素イ オ ン 濃度 の 減少 に

よ っ て
,

R
【
は 増加 L

,
a 値は減少 L た (図4 ) . こ の 結果ほ 脈絡

膜側港流液中 の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ っ て R b｡ が増 大 した こ

と に よ る と考 え られ る . 表2 に 脈絡膜側溝流液 中の 塩素イ オ ン

活量 を 82 m M か ら 1 3 m M に 減 少 さ せ た 時 の △V R P E ,
△V

& , ,

△V b∴ △R t お よ び △R
l｡/ R b .

の 平均値 ±標準誤差 を ま と め て 示

す . こ れ らの 値は記録電極(微小電極また ほ イ オ ン 電極) お よ び

置換イ オ ン ( グ ル コ ネ ー トイ オ ン また は 硫酸イ オ ン) の 種 塀 を

問わ ず測定 され たす べ ての 値か ら計算 され た . 蓑 2 の ｢極 大｣

欄 に 示 すそ れ ぞれ の 平均値 土標準誤差ほ , 脈絡膜側溝流液を 対

照湾流液か ら試験湾流液 に 切 り替え た後 に 現 わ れ る V b .

事
の 極

大 (港流切 り替 え後平均2 分) で 計測され た そ れ ぞれ の 測定 値

に も とづ い て 算出 され
, 表 2 の ｢ 定常状態｣ 欄 に 示 す平均値士

標準誤差は
, 脈絡膜側港流液を 対照港流液か ら試験准流液 に 切

り替 えた 後ケこ現わ れ る V b .

*
の 定常状態 (潅流切 り替 え後10 分)

で計測 され たそ れぞれ の 測定値 にも とづ い て 算出 された , 脈絡

膜側潅流液 中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ っ て V b.

*
は 極大 に お

い て 平均11 . 7 m V 脱分極 した . V b .

*
ほ 極大を過 ぎる と 平均 7 . 7

m V 再 分極 し
, 試験濯流液に 切 り替 え る 前 の 膜電 位 よ り平均

3 . 9 m V 脱分極 した状態 で定常に 達 した .

V . 脈絡膜側塩素イオ ン濃度減少に よ る R P E 細胞 ベ ー

サ ル

膜 をは さむ塩素イオ ン平衡電位変化

R P E 細胞の ベ ー サ ル 膜 に 塩素イ オ ン に対 す る コ ン ダ ク タ ン

ス (g ｡.) が 存在す る とすれ ば
,
脈絡膜側湾流液 中の 塩 素イ オ ン 濃

度減少 に よ る △V b. ほ脈絡膜側溝流液中の 塩素イ オ ン 濃度減 少

に よ る ベ ー サ ル 膜 に おける塩 素イ オ ン 平衡電 位 ( C r e q u ilib ri u-

m p o te n ti al
,
E cl) の 変化 (△E ct) を 反映す る はずで ある . 前述 の

よ う に 脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ る a
｡

q の変

化が 開始か ら定常 状態 に 達す る に ほ 短く と も 5 分を要し 個

3) ,
また こ の 時閣内に a

i

cl の 変化も起 きて い る可 能性がある .

脈絡膜側濯 流液 中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ る △V b
. と △E ｡ と

の 間の 関係を定 量化 する ため に
, 微小電 極ま た はイ オ ン電極を

R P E 細胞 の ア ピ カ ル 膜か ら R P E 細胞内に 刺入 して 脈絡険側潅

流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る V b且 お よび a
i

cl の 変化を実

測 した (図 5 A ) ･ ひ きつ づ い て
▲ 微小電極 ま た はイ オ ン 電極を

前進 させ R P E 下腹 に すすめ
, 脈絡膜側潅流液 中の塩素イ オ ン

濃度減少 に よ る V c b お よび a
o

cl の 変化を 実測 した(図 5B) . これ

らの R P E 細胞の ベ ー

サ ル 険 を は さむ 細胞内外の 塩素イオ ン括

畳変化 の 実測値 に も とづ い て , ネ ル ン ス ト の 式 (図 5C) から

R P E 細胞の べ - サ ル 膜を は さ む E c- の 時間経 過を計算 した
. さ

らに脈絡膜 側准流液 中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る V b.

*
の時

間経過 を知 る た め に V b . ( 図 5 A) か ら V ch( 図 5B) を差し引い

た . 図 5 C に 脈絡膜側准流液 中 の 塩 素イ オ ン 濃 度減少に よる

V b8

*

,
V RP E お よ び E ct の 変化を 示 す .

E c. に 適切な係数(図5C で

は0 . 3 5) を 選ん で 掛け る こ と に よ り ,
E cl 変 化開始後60 秒間で

V b .

*
お よ び V R ｡ E の 軌跡 に E ｡1 の 変化 を互 い に 重ね あわすことが

可能で あ っ た . また
,

こ の 時閣内で は脈絡膜側港流液中の塩素

イ オ ン 濃度減少に よ っ て ,
R

t お よ び a 値( R 叩/ R b.) には有意な変

化は なか っ た (図 5 C) .

Ⅵ . R P E 細胞 ベ ー

サ ル 膜の 塩素イオ ン に対す る相対コ ンダ

ク タ ン ス の 算 出

ある イ オ ン に 対す る細胞膜 の 相対 コ ン ダ ク タ ン ス (T im) は細

胞膜の 全 コ ン ダ ク タ ン ス に対す る当該す る イ オ ン の コ ン ダクタ

ソ ス の 比 で あ り, 次式 に て 表 され る
22)

.

T i ｡ ｡
=

g i ｡ノg t｡t ｡

gi ｡ ｡ ほ 当該イ オ ン に 対す る細 胞膜 の コ ン ダ ク タ ソ ス であり,

g . 血 は 細胞膜の 全 コ ン ダ ク タ ソ ス で ある . 実際に は
,
T i ｡ ｡

は細胞

外 の 当該イ オ ン 濃度変化に よ る細胞膜 の 当該イ オ ン 平衡電位変

化 (△E 血) お よ び 細 胞膜電 位変 化 (△V
m) を 測 定 し て そ の比

(△V
m/ △E i. 爪) を 計算する こ と に よ っ て求め られ る

37)
. すなわち,

T a b l e 2 . P e a k a n d s t e a d y
-

St a t e C h a n g e s i n el e c tri c al p a r a m et e r s of t o a d

R P E -

C h o r oid ti s s u e s i n b a s al l o w Cl
~

P e a k S t e a d y
- St a t e

* *
D iff e r e n c e

+ +

△ V R 陀 ( m V ) 1 0 . 4 士0 . 4 4 . 5 士1 . 0 4 . 0 土0 . 2

△ V h

*

( m V ) 1 1 . 7 士0 . 6 3 . 9 士1 . 3 7 . 7 土1 . 0

△ Ⅴ岬 ( m V ) 1 . 3 士0 . 5
-

0 .6 土0 . 7 3 . 0 士0 . 9

△ R t (k o b m ) 0 . 4 2 士0 . 0 6 0 . 6 3 士0 . 0 3
-

0 . 3 5 士0 ･ 0 3

△R
.,/ R 山

一 0 . 15 士0 . 0 3
-

0 . 3 0 士0 . 0 3 0 . 1 5 士0 . 0 1

N u m b e r s

of c ells
1T 4 4

N u m b e r s

of ti s s u e s

8 1 1

E ff e c t $ O f d e c r e a si n g b a s al Cl
-

a c ti vi t y
･

f r o m 8 2 t o 1 3 m M o n el e c tri c al

p a r a m e t e r s of t o a d R P E -

C h o r oi d ti s s u e s a r e s u r n m a ri z e d ･ R e s ult s wi th

S O r (4 c ell s
.
2 ti s s u e s) a n d gl u c o n a t e (1 3 c e11 s

,
6 ti s s u e s) s u b stit u ti o n s

h a v e b e e n
t

c o m b i n e d .

* *
S t e ad y

-

St a t e m e a S u r e m e n t S W e re O b t ai n e d f r o m 4 c ell s
.
al 1 i n th e s a m e

ti s s u e
,

a n d th e c o m p a ri s o n b e t w e e n th e p e a k a n d st e a d y
-

S t a t e C h a n
■
g e s

(Diff e r e n c e c ol u m n) a r e f o r t h e s e 4 c ell $ O nl y ･



網膜色素上 皮細胸 ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス

R P E 紳胞 べ - サ ル 膜の 塩素イ オ ン に 対する 相 対 コ ン ダ ク タ ソ

ス(T q) を求め るに は
,
脈絡膜側潅流液 中の 塩素イ オ ン 濃度減

少による べ - サ ル 膜に お ける △E c■お よ び △V
'

b ･ を計算 しな けれ

ばならない ･

脈絡膜側湾流液中の 塩素イ オ ン 濃度の 減少に よ る V
坤 お よび

v h の 初期変化 (そ れ ぞれ △Ⅴ叩 お よび △V b -) に は 2 つ の 成分が

E
c l

真 一5 鋸 o g l O ( a
O

cl/ a
蔓
c-)

僻
(

●

誉
主
星

-

∝

0 .3 5 E
cl

〆
表…:

由
ノ
/

ノ

･
･

-
･

○ ~

○
~ ○ ■ ○ - ○ ~ ○ ~ ○ ､

○ ＼

… メ ;こ:
ト ー ● - ● -

●
- ● -

●
-

●
一 ●

/

1 3 m M C l
-

0 .8 且
( 8

｣ ⊃

0 ･7 も
ーり

【亡

0 .6

0 1 2 3 4

M IN
Fig . 5 . S e q u e n ti al m e a s u r e m e n t s of i n tr a c e = ul a r a n d

e xtr a c ell ula r C l~ a c ti vi ti e s d u ri n g a b a s al C l山d e c r e a s e .

P e ri o dic s pik y d efl e c tio n s i n th is fi g u r e w e r e c a u s e d b y

p a s s l n g C u r r e n t p u l s e s a c r o s s t h e ti s s u e f o r m e a s u ri n g

r e sist a n c e p a r a m e t e r s , ( A) A n R P E c ell w a s i m p al e d

a c r o s s th e a pic al m e m b r a n e w ith a d o u bl e- b a r r el e d

C トs el e ctiv e m ic r o el e c tr o d e , a n d th e c h a n g e s i n t r a n s- e Pi-
th eIi al p o t e n ti al ( T E P ) ,

a pic al m e m b r a n e p o t e n ti al ( V
叩) ,

b a s al m e m b r a n e p o t e n tial ( V b &) a n d i n tr a c ell ul a r C l. a c ti v ity

( a
l

c l) w e r e r e c o rd e d a s b a s aI C l¶a c ti vi ty w a s d e c r e a s e d f r o m

82 to 1 3 m M b y r e pl a ci n g N a C I w ith N a 2S O . . (B ) T h e

el e c tr o d e w a s th e n a d v a n c e d a c r o s s th e b a s al m e m b r a n e

i nt o th e s u b e pith elial s p a c e ,
a n d c h a n g e s i n T E P

,
tr a n S-

C h o r oid al p o t e n ti al (V ch) a n d e x tr a c ell ul a r C ｢ a c ti vi t y ( a
｡

｡ L)
W e r e r e c o r d e d i n r e s p o n s e t o a n id e n ti c al s t e p d e c r e a s e in

b a s al C l｣ . ( C) C o m p a ri s o n of c h a n g e s i n t ru e b a s al

m e m b r a n e p ot e n tia l ( V b &

*

) ,
tr a n S

- R P E v olt a g e ( V R P E) a n d

Cl- eq uilib ri u m p ot e n ti al (E c.) p r o d u c e d b y d e c r e a si n g
Cl

~

o u t sid e th e b a s al m e m b r a n e . F r o m th e s e q u e n ti al

m e a S u r e m e n t s of a
i

c l a n d a
O

c. d u ri n g a r a pid d e c r e a s e i n

b a s al Cl¶
,

th e c h a n g e i n E cI W a S C al c u la te d u si n g th e

e q u a tio n ill u s tr at e d ･ W ith E cI S C al e d b y a f a c to r of O . 3 5
,
it

W a s s u p e ri m p o s e d o n V b A

*
a n d V R P E f o r th e fir s t 6 0 s e c .

D u ri n g thi s ti m e
,

R t a n d R & ｡/ R b & (pl o tt e d i n th e l o w e r

g r a ph) did n o t ch a n g e .
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ある と考 え られ る . ひ と つ は 脈絡膜側塩素イ オ ン 濃度減少に よ

る △V
'

b .
に よる成 分(式 7 お よび 式8 ) で あり , 他の ひ と つ は

R P E 細胞間腔に おけ る塩素イ オ ン の 拡散電位に 起因す る △E
,

に よ る成分(式11 お よび式12) である . 脈絡膜側渡流液中の 塩 素

イ オ ン 濃度の 減少直後で は R P E の 電気的等価回 路に お ける電

気抵抗 が変化 しなか っ た から( 図 5C), △V 叩 お よび △V h ほ 以下

の 式 で表せ る .

△Ⅴ
叩

= ( △V
'

b .

- △E
s)

･ R
. ｡/( R

叩 + R b . + R s)
… … ‥ G6)

△V b .
= ( △V

'

b
･( R

. , + R
$) + △E

9

･ R b .†/( R
L ,
+ R b .

+ R
s) ‥ (17)

前節 で述 べ た 方法で △E c●を求 め る こ と が できた 3 回 の 実験で
,

脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る初期の Ⅴ
.｡ は

.

E ｡t に 適切な 係数を 掛け て得 られ る軌跡 と V h

*
の 軌跡を 重ね あ

わ す こ と が 可 能 な範 囲内 で ほ と ん ど変 化 しな か っ た (図 5 A ,

V
. ｡) . ゆ えに 式16 か ら以下の 式が成立 する .

△V & ｡
= (△V

'

b A- △E ,) ･ R &,/( R 4 ｡ + R h + R ,) = 0

上 式か ら次式が 成立 する .

△V
'

b .
= △E

毎

… … … … … … … … … … ‥ ㈹

式17 に 式1 8 を代入 して 次式を得 る .

△V b.
= △V

'

h
= △E s

… … … … ･ t … … … …

㈹

脈絡膜側湾流液中の 塩素イ オ ン 濃度を減少 さ せ て か ら 3 分間

で ほ Ⅴ. ｡ は変 化 し な か っ た が (△Ⅴ
. ｡

= 0),
V b . は 変 化 した (図

5 A) の で
, 式19 か ら こ の 時間範囲で 実測 され た △V b. は △V

'

h と

等 しい こ とと な る . E c. に 適切な 係数 を掛 けて 得 ら れ る 軌跡 と

V b.

*

( = V b .
- V c h) の 軌跡を 重ね あわす こ とが で きる 時間範 囲は

脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 濃度を 減少さ せ て か ら2 . 2 5 分間

で あ り, 上 記の 3 分間に 含まれ る の で こ の 時間範囲 で は △V b .

と △V
'

b .
が 等 しい と 考え られ る . ゆ え に

,
V b .

*
の 軌跡 に 重ね あ

わ す さい に E ｡. に 掛けた係数は ベ ー サ ル 膜 に おけ る T c. を 意味す

る こ と と な る . △E ｡1 を求め る こと が で きた 3 回 の 実験 で 計算さ

れ た T ｡. は0 . 3 5 ( 図 5C)
,
0 . 4 5 お よび0 . 5 5 で あり , T c. の 平均値

±標準誤差 ほ0 . 45 土0 . 0 5 で あ っ た .

Ⅶ . 陰イオ ン チ ャ ン ネル 阻止 剤の 効果

R P E 層 を は さむ塩素イ オ ン の 流れ は 陰イ オ ン チ ャ
ン ネ ル 阻

止剤 で ある DID S を R P E 細胞の ベ ー サ ル 側の 濯流液 に 添加す

る こ とに よ っ て 阻止 され る( ウ シ ガ ェ ル
26)

,
ウ シ

27)

) . そ こ で
,
脈

絡膜側准流液中 の 塩素イ オ ン濃度減少 に よ る V R PE お よび R t の

増加に 塩素イ オ ン チ ャ
ン ネ ル が 関与 して い るか 否か を知 る 目的

で
, 脈絡膜側准流液中に 添加 され た 500 p M DI D S が脈絡膜 側

潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度の 減少に よ る V R P E お よび R t
の 増加

に お よば す効果 を調 べ た . そ の 結果 , 脈絡膜側准流液中の 50 0

〃 M D I D S ほ脈絡膜側溝流液中の 塩 素イ オ ン 濃度の 減少に よ る

V R P E およ び R t の 増加を それ ぞれ31 % お よび27 % だ け抑制 した

(図 6 ) . 同様 の 結果 が 他の 8 回 の 実験 ( 塩素イ オ ン の グ ル コ

ネ
ー

トイ オ ン に よ る置換 3 回 お よ び 硫 酸イ ー オ ン に よ る 置換 5

回) で も得 られ た .

さ ら に 脈絡膜側 准流液 中に 添加 され た 5 0 0 ノJ M DI D S が

R P E 細胞膜電位 およ び組織電気抵抗 に 与 え る 効果 を 調 べ た .

脈絡膜側濯流液 中の 500 FL M D I D S に よ っ て R P E 細胞 の ア ピカ

ル 膜 お よび ベ ー サ ル 膜は 共に 過分極 した が
,

べ -

サ ル 膜 の 過分

極 の ほうが ア ピ カ ル 膜の 過分極 に 比 べ て 大 きくか つ 速か っ た

(図 7) . こ の 結果か ら脈絡膜側准流液 中の 500 〆M DI D S は主に

べ - サ ル 膜に作用 して べ - サ ル 膜を まず過分極 させ
,

こ の 過分
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極 に よ る シ ャ ン ト 電流 に よ っ て 二 次的に ア ピ カ ル 膜を 過分極 さ

せ た 上考 え られ る . 上 記変化 に 加 え て
, 脈 絡膜 側濯 流液 中の

500 jl M D I D S に よ っ て
,

R
t
ほ 増加 L

,
R

A ｡/ R b .
は 減 少 し た ( 図

7) . 以上 か ら DID S に よ る べ - サ ル 膜の 塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ

ン ス 閉鎖 に 起因す る R b . の 増 加が考 え られ る (考察参照) .

Ⅷ .
R P E 層 をは さむ外部定電流通電に よ る R P E 細胞内塩

素イ オ ン 活量 (a
i

｡1) 変化

ヒ キ ガ ェ ル R P E 細胞 の ベ ー サ ル 膜 に 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ

ン ス が 存在す る証拠 が R P E 層を は さむ 外部定電流 の 通電 に よ

る a
-

cl 変化の 実測と い う上 記 Ⅶ . と は 別の 手法 で 得 られ た . 図

8 に 示 すよ う に
,

R P E の ア ピ カ ル 側 か ら べ -

サ ル 側 へ の 18

〟 A の 定電 流通電むこよ っ て ア ピ カ ル 膜 お よ び ベ ー

サ ル 膜 は 互

い に 逆方向に すみ や か に 分極 した . すなわ ち ,
V b 8 は 3 0 m V 脱

分極 し
,

V
. ｡

ほ 2 0 m V 過分極 した . そ の 結果 T E P は 50 m V 増

加 した , こ の70 秒 間の 起電流通電 中に a
-

｡. は 通電前の 20 m M か

ら 33 m M ま で 増加 した . 通電終了時 に ほ 両膜電位 ほ すみ や か

に 基線 に 復 したが
,

a
i
c l は膜電位 に 比べ ゆ っ く り と 基線 に 復 し

た .

ベ ー サ ル 側か ら ア ピ カ ル 側 へ の18 ノノ A の 走電流通電 に よ っ

_ 一
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Fig . 6 . E ff e c ts of b a s al DI D S o n b a s al C l~ diff u si o n p o t e n tト

al a n d ti s s u e r e sis t a n c e . B a s al C l
-

a c ti vity w a s d e c r e a s e d

f r o m 8 2 t o 1 3 m M b y r e pl a ci n g N a Cl wi th N a
-

gl u c o n a t e ,

a n d th e c h a n g e s i n tr a n s
- R P E v olt a g e ( V R P E) a n d t r a n s

-

e p ト

th e li al r e si s t a n c e (R L) w e r e r e c o r d e d 1 5 mi n b e f o r e

(C O N T R O L ) a n d 4 0 m i n af t e r c h a n g in g th e b a s al p e rf u s a
-

t e t o o n e c o n t ai n in g 50 0 /J M D I D S ( D I D S ) . T h e u p p e r

t w o tr a c e s w e r e s u p e ri m p o s e d f o r c o m p a ri s o n a s s h o w n o n

th e thir d tr a c e s . P e ri o di c s pik y d efl e c ti o n s in th is fi g u r e

w e r e c a u s e d b y p a s si n g c u r r e n t p u ls e s a c r o s s th e ti s s u e

f o r m e a s u r l n g r e Sis t a n c e p a r a m e t e r s .

て , 同
一

の 細胞 で記録 され た a
i

cl は6 0 秒間 で 通電前 の 19 m M か

ら 11 m M ま で減少 した
,

こ れ らの 外部走電流通電に よる a 硝

化は通電 に よ る R P E 細胞膜を 通 る塩素イ オ ン に 作用する駆動

力(d ri vi n g f o T C e) 変化 に よ っ て生 じた と 推察で きる .
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F ig . 7 . E ff e c t of b a s al p e rf u si o n wi th 5 0 0 〃 M DI D S o n

tr a n s
-

e pith eli al p o te n ti al ( T E P) , a pi c al m e m b r a n e p o te ntial

( V
& ,) , b a s al m e m b r a n e p o t e n ti al ( V b a) ,

tr a n S, e Pith elial

r e si st a n c e ( R t) a n d th e a pi c al t o b a s al m e m b r a n e r e sist a n c e

r a tio ( R
叩/ R b &) . A n R P E c e ll w a s i m p al e d a c r o s s th e apic al

m e m b r a n e
,

a n d th e b a s al p e rf u s a t e w a s c h a n g e d t o a te st

S Ol u ti o n c o n t ai ni n g D I D S a t th e ti m e i n di c a t e d b y th e b a r ･

←_
′

l

]

+ 1 8 メイA -1 8 〟A

F i g . 8 . E ff e c t s of t r a n s- ti s s u e c u r r e n t o n tr a n s- e p 仙 elial

p o t e n ti al ( T E P) ,
a pi c al m e m b r a n e p o t e n ti al ( V

叩) ,
b as al

m e m b r a n e p o t e n ti al ( V b &) a n d i n tr a c ell u l a r Cl▼a c ti vi ty ( a
L

o) ･

A n R P E c e11 w a s i m p al e d a c r o s s th e a pi c aI m e m b r a n e

wi t h a d o u bl e
- b a r r el e d C r -

S el e c ti v e m i c r o el e c tr o d e
,

a nd

c h a n g e s in T E P , Ⅴ叩 ,
V b &

a n d a
i

｡. W e r e r e C O rd e d i n r e s p o nS e

t o + 1 8 FL A (a pi c al t o b a s a l) of c u r r e n t p a s s ed a c r o s S th e

ti s s u e f o r 7 0 s e c f oll o w e d b y
- 1 8 FL A (b a s al t o a pi c al) of

c u r r e n t p a s s e d f o r 6 0 s e c . T h e i n iti al r e s tin g l e v els oL

V
.p a n d V b .

W e r e di s pl a c e d b y th e a m o u n t of T E P ･ T h e

tr a c e s of V A p a n d V b . i n t e r s e c t a t th e o n s e t a n d e ǹ d of

- 1 8 p A c u r r e n t ,
th e u p p e r a n d l o w e r tr a c e s i n dic atin g

V 叩 a n d V b r e S P e C ti v e ly d u r in g
- 1 8 FL A c u r r e n t p a S Si n g ･
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次に , 外部定電流通電に よ る a
i

cl 変化に 与え る脈絡膜側濯 流

液中の500 FE M D I D S の 効果を検討 した ･
こ れ らの 実験 で は , 対

照として DID S 濯流前の 通電に よ る a
i

ct 変化を 実測 した の ち に
∫

脈絡膜側に DID S を濯 流 し DID S に よ っ て T E P が減少 し定常

に達した状態 で (15 ～ 4 0 分後) 再 び通電 に よ る a
i

cl 変化 を実測 し

た .
この さ い

,
D I D S 負荷前後 で 被験標 本は 同

一

で あ るが
, 被験

細胞は 異な っ た ･ 脈絡 膜側 濯流液 中 に 添 加 した 5 00 〃 M の

DID S によ っ て
,
通電 に よ る a

i

cl 変化は 抑制 され た( 図9) ･ 通電

開始後1 分で通電に よ る a
i

cl 変化ほ ア ピ カ ル 側か ら ベ ー サ ル 側

へ の通電で86 % ,
べ - サ ル 側か らア ピ カ ル 側 へ の 通電 で1 0 0 %

抑制され た . 4 被験標 本の 6 鼠の R P E 細胞で ア ピ カ ル 側か ら

ベ ー サ ル 側 へ の 18 〃 A の 通電1 分後 で a
i

cl 増 加の 平均値±標準

誤差は8 .0 ±1 . 9 m M で あり ,
こ の 増加 ほ脈 絡膜側 港流液 中の

500 p M の DI D S に よ っ て 3 . 9 士1 . O m M に 抑制 され た .

一

九

ベ ー サ ル 側か らア ピ カ ル 側 へ の 18 /J A の 通電 で a
i

cl 減少の 平均

値±標準誤差は6 . 9 ±0 . 6 m M で あり ,
こ の 減 少は脈絡膜側准流

液中の 500 FL M DI D S に よ っ て 0 . 6 土0 . 3 m M に 抑制 され た ･

考 察

本研究で は ヒ キ ガ エ ル R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜 に おける塩素イ

オン コ ン ダ ク タ ソ ス の 存在を 証明す るた め
, 微小電極 およ び 塩

素イオ ン 電極を用 い て脈絡膜側濯流液 中の 塩素イ オ ン 濃度減少

または外部定電流通電 に 対 する R P E 細胞膜 電位変 化 お よ び

a
i

｡ 変化を実測 した . そ の 結果 ,
R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ

オン コ ン ダ ク タ ソ ス ほ 静止状態の ベ ー サ ル 膜 の 全 コ ン ダ ク タ ン

ス の約45 % と計算 され,
D I D S に 感受性 を有 し

,

ベ ー サ ル 膜 の

主な塩素イ オ ン 流出路と な っ てい る可能性 が ある こ と が判明 し

た . 以上 の 結果お よび そ の 生理 的意義お よ び眼科臨床的意義に

つ い て 以下に 考察す る .

C O N T R O L

～
ハ
+ 1 8 JJ A

B A S A L D ID S

ー

＼
⊥ 一

｢
一 人

＼

+ 1 8 〃A

｣ 拍 M

｢ J
-

r r v
㌦ レ へ

-1 8 JJ A ･1 8 〟A

F ig ･ 9 ･ E ff e c t of b a s al p e rf u si o n w ith D I D S o n c u r r e n ト

in d u c e d c h a n g e s i n i n tr a c ell ul a r C l¶a c ti vi ty ( a
i

｡1) . R P E

C ell s w e re i m p al e d a c r o s s th e a pi c al m e m b r a n e w ith

d o u bl e
- b a r r el e d C ト s el e c ti v e mi c r o el e c tr o d e s

,
a n d th e

C u r r e n t -i n d u c e d c h a n g e s i n a
i

c. w e r e r e c o r d e d b ef o r e

(C O N T R O L) a n d 4 0 m i n af t e r c h a n gi n g th e b a s al p e rf u s a
-

te to o n e c o n t ai n in g 5 0 0 〟M D I D S (B A S A L D I D S) . T h e

p o sitiv e s lg n Of c u r r e n t m e a n s a c u r r e n t p a s s ed f r o m

a pi c al sid e t o b a s al sid e
,

a n d th e n e g a ti v e si g n m e a n s a

C ur r e n t p a s s e d f r o m b a s al sid e t o a pi c al sid e .

5 2 3

最初に 脈絡膜側塩素イ オ ン 濃度減少が R P E 細胞膜電位に お

よぼ す効果に つ い て考察する . 硫酸イ オ ン ま たは グル コ ネ
ー ト

イ オ ン 置換 に よ る脈絡膜側溝流液 中 の 塩 素イ オ ン 濃度減少 に

よ っ て
,
V b 8

*

は 極大 で 平均11 .7 m V の 脱分極を 示 した 後 に 平

均7 . 7 m V 再分極 し
, 最終 的に 基線 よ り平均3 . 9 m V 脱分極 した

点で 定常 状態 とな る 二 相性 の 変化 を 示 した (表 2 ) .

一 方 ,

V b 8

*

変化に 伴 っ て 起き る Ⅴ
叩 変化に は以下の 3 通 りの 場合が 観

察され た t 壁全⊥, 脱分極(1 7 例の うち 5 例) ( 図 4)
-

こ の 脱分

極ほ 主 に △Ⅴ
'

b8
が R P E 層の 電気的シ ャ ン ト を通 じて Ⅴ叩 を 二

次的に 変化さ せ る こ と に 由来す る と考 え られ る (式 7 ) ･ 箪全

ヱ , 過分短( 4 分で 2 m V 以下)(1 7 例の う ち 5 例) (因幡) - こ の

過分極は主 に R P E 細胞間腔 の 拡散電位で ある △E 与 が変化す る

こ と に 起 因する と考え られ る(式11) . 室生旦, 無変化(17 例の

う ち 7 例) (図 5 A)
-

こ の 所見の 説明と して
,
△V

'

b . と △E
雪
が同

時 に 同程 度生 じ R P E の 電気的等価 回路に て 互 い に 逆方向で あ

る の で 相殺す るもの と 考え られ る .

以上 の 結果か ら,
べ - サ ル 膜の 脱分極は以下の 2 つ の 要因か

ら 由来 し
,

どち らの 要困が優位に な るか に よ っ て Ⅴ
. ｡ 変化の 方

向 (脱分極か 過分趣か) が決 まる と考え られ る . 萱里⊥,
べ

-

サ

ル 膜起電力の 変化 △Ⅴ
'

b 8

- こ の 変化 は べ - サ ル 膜が 塩素イ オ ン

コ ン ダ ク タ ソ ス を 有 してい る こ と に 起因 する ･ 璧旦旦,
R P E 細

胞間腔 に お ける拡散電位で ある △E
s

- こ れ は 塩素イ オ ン に 比 べ

て 置換イ オ ン の シ ャ ン トを通 る透過性が 低い こ と に 起因す る .

さ らに べ ー サ ル 膜の 脱分極は上 記の 2 つ の 要因か ら由来す ると

す る仮説を 支持す る結果が DID S を 用 い た実験で 得 られ た . 脈

絡膜側港流液に 添加 した DI D S ほ外部通電 に よ る a
i
cl 変化を ほ

と ん ど完全に 阻止 した (図9 ) .
こ の 所見 は脈絡膜側准流液中の

DID S に よ っ て R P E 細胞 べ - サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ

ソ ス が ほ ぼ完全に 阻止 され た こと を 示唆す る .

一

方 , 脈絡膜側

溝流液中の DID S は脈絡膜側港流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に

よ る V R PE 変化 を31 % だ け 阻止 し た に すぎ な い ( 図 6) .
こ の

DI D S に よ っ て も 抑制を 受け な い 部分は上 記 の 要因 2 に よ る も

の と考え られ る .

次に
, 脈絡膜側潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ る ベ ー サ

ル 膜 の 脱分極後に み られ る再分極 に つ い て の 可 能な説 明を 試み

る . 脈絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少に よ る R
l
の 増加 お

よ び a 値の 減少は R b8
の 増加を示 唆する こ と か ら

, 脈絡険側 の

塩素イ オ ン 濃度減少に 伴うイ オ ン チ ャ ン ネ ル を通 る塩素イ オ ン

自身の 減少に よ る べ → サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 減

少が 考え られ る . ヒ キ ガ ェ ル R P E ･ 脈絡膜標本 で 脈絡膜 側聴

流液中の カ リ ウ ム イ オ ン 濃度を 5 m M か ら 50 m M へ 増加す る

と
,
R P E 細胞 の ベ ー

サ ル 膜ほ 1 0 ～ 1 5 m V 脱分極 した ( 図略) .

こ れ ほ他 の 動物[ ウ シ ガ ェ ル
22)

,
ヒ ヨ コ ( 藤井 ; 未発表) ,

ウ ミ ガ

メ ( 藤井; 未発表)] で もみ られ るよ う に ヒ キ ガ エ ル に おい ても

R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜が カ リ ウ ム イ オ ン に 対 して も コ ン ダ ク タ

ン ス を 有す る こ と を意味す る .
カ リ ウ ム 平衡電位ほ 塩素イ オ ン

平衡電位よ り過分極 して い るの で
37)3 8I

, 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ

ン ス の 減少は ベ ー サ ル 陵の 全 コ ン ダ ク タ ン ス に しめ る カ リ ウ ム

イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 寄与を 増大させ
, 膜電位を 過分極 させ

る と考え られ る . 脈絡膜側濯流液中 に DID S を添加す るこ とに

よ っ て
, 脈絡膜側潅流液中の 塩素イ オ ン 渡度減少に よ る ベ ー サ

ル 膜 の 再分極 に 一 致すると 考え られ る V R pE の 基 線 へ の 戻 りほ

消失 した (図6 ) の で
, 脈絡険側種流液 中の DID S は ベ ー サ ル 膜

の 再 分極を 阻止す ると考 え られ
,

こ の 再分極は 上記の 要因1 か
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ら生 じて い る こ とが 示唆 され る .

ある 上 皮細胞膜に つ い て膜の 全 コ ン ダ ク タ ソ ス に 対す る特定

の イ オ ン の 相対 コ ン ダ ク タ ソ ス を 求め る こ と は上 皮層両側間の

電気的 シ ャ ン ト の 存在, 細胞外イ オ ン 濃度変化に よ る細胞間脛

拡散電位の 発 生お よび 結合観織 に よ る イ オ ン 拡散障 害 な ど に

ょ っ て 容易で は な い . 本報に用 い た細胞 内外の 塩素イ オ ン 活 量

の 実測に よ っ て 塩素イ オ ン 平衡電位を 計算 し べ - サ ル 膜起電 力

変化 と比較する 方法 は R P E 細胞の べ - サ ル 膜 の 塩素イ オ ン 相

対 コ ン ダ ク タ ソ ス を見積も る新 しい 方法で ある ･ 脈絡膜側濯流

液中 の 塩素 イ オ ン 濃 度減少 に よ る 初期 △Ⅴ.｡ が 零 の 標 本 (図

5 A) に お い て べ - サ ル 膜の 全 コ ン ダ ク タ ン ス に 対す る塩素イ オ

ン の 相対 コ ン ダ ク タ ソ ス ( T ｡.) ほ0 . 3 5 で あ っ た ( 図 5 C) . 初 期

△Ⅴ
仰
が 零の 他 の 2 標本の 結果 を含め た T q の 平均値 は0 ･ 4 5 で あ

り ,

べ - サ ル 膜 の 静止 コ ン ダ ク タ ソ ス の うち 約45 % が塩素 イ オ

ン コ ン ダ ク タ ソ ス に よ る こ とが 本研究で 示 され た . V
l ｡ が 脱分

極 ま た は 過分極 す る標 本 に つ い て は相 対 コ ン ダ ク タ ン ス は

V
.. が 変化 しな い 場合 に 比べ それ ぞれ よ り大き い か ま た は よ り

小さ い と推測 され る . 置換イ オ ン が 塩素イ オ ン チ ャ ン ネル に も

い く らか 透過性を も つ 可能性と 塩素イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 阻止す

る可能性が あるの で
, 実際の 塩 素イ オ ン の 相 対 コ ン ダ ク タ ン ス

ほ これ らの 計算値 よ り大き い と 考え られ る . い ず れ の 場合 で も

相対 コ ン ダ ク タ ン ス を過小評価 して しまう可 能性 が ある
39)

･

脈絡 膜側濯流液 中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る a
i

cl 減少 の 機

序に 関 してすく なく とも下記 の 2 つ の 仮説が 考え られ る ･ 壁塾

⊥,
a

O

c l 減少 に よ っ て E q が よ り陽性に な る(零 に 近づ く) こ と に

起困す る 塩素 イ オ ン 流出 の 増 加 に よ る とす る 説
∵ 侭説 2 ,

R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜 にお い て DI D S に 感受性を 有 し重炭酸 イ

オ ン に 依存性の 塩素イ オ ン 摂取機構が 存在す る とす る 臥 こ の

扱構 はす で に ウ シ ガ エ ル で は 存在す ると の 報告が あ り
珊

,
脈絡

膜側潅流液中 の 塩素イ オ ン の 減少に よ り こ の 機構 に よ る塩素イ

オ ン の 取込 が減少 しさ らに a
i

｡. が減少す る と考え られ る .

こ の 脈絡膜側濯流液中の 塩素イ オ ン 漉度減少 に よ る a
i
c■ の 減

少 は こ れ まで に 種 々 の 動物 (ウ シ ガ エ ル
,

ヒ ヨ コ
,

イ ヌ
l

ウ

シ) で そ の 存在が知 られ て い る ア ピ カ ル 膜 に おけ る塩 素イ オ ン

取込機構に よ り代償され て い る 可能性が ある
4)22 ト 24) 川

･ ヒ キ ガ ェ

ル と 同 じく 両棲燥 で あ る ウ シ ガ エ ル (月α〃α C α 加ゎgiα乃α) の

R P E 細胞 べ - サ ル 膜の イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス を 調 べ た M i11e r

ら
22) に よ る と ,

カ リ ウ ム イ オ ン の 相対 コ ン ダ ク タ ン ス (T K) は

0 .
9 で あり , 脈絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン

, 重炭酸 イ オ ン ま

たは ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃度を 変化さ せ て も R P E 細胞膜電位 ほ

有意 に 変化せ ず
,

ウ シ ガ エ ル R P E 細胞 べ - サ ル 膜 の 静止 コ ン

ダ ク タ ン ス ほ ほ と ん ど カ リ ウ ム イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス で あ っ た

と い う . 本研究 に お ける ヒキ ガ エ ル と M ill e r ら
抑

の ウ シ ガ エ ル

に お ける実験結果の 相違の 原田の ひ と つ の 可 能性 と して 准流液

阻成の 違 い が 考え られ るか も しれ な い . しか し ヒ キ ガ エ ル 標本

を ウ シ ガ エ ル 用 の 准流液 で港流 して 脈絡朕側港流液 中の 塩素イ

オ ン 濃度 を減少 させ て もや は り R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜ほ脱 分極

す る こ と を著 者は観察 した(未発表) の で
! 潅流液組成 の 遭 い に

よ る上 記の 実 験結果の 相違 の 可能性 は な い と 考 え られ る . 近

年 ,
ウ シ ガ エ ル R P E ･ 脈絡膜標本に は ア ピ カ ル 側 か ら べ - サ

ル 側 へ 向か い 脈絡膜側海流液 中の DID S に よ っ て 抑制 され る塩

素イ オ ン の 能動輸送が 存在 し
,

ウ シ ガ エ ル R P E 細胞 の ベ ー サ

ル 陰に お け る塩素イ オ ン の 流出路は 塩素イ オ ン コ ン ダク タ ソ ス

に よ っ て形成 されて い る可能性が ある
2 印 )

と の 報告が な された .

しか しな が ら ヒ キ ガ ェ ル R P E 層 に お ける塩 素イ オ ン 能動輸送

量は ウ シ ガ エ ル に 比 べ 2 倍以 上 で ある
】8) 川

の で
,

R P E 細胞ベ ー

サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス は ウ シ ガ ェ ル に比べ

て ヒ キ ガ エ ル で は大 きい 可 能性が ある .

R P E 細胞 べ -

サ ル 険の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 大きさ

の 違 い は ヒ キ ガ ェ ル と ウ シ ガ エ ル との 間の R P E に 起源を有す

る電気的応答 の 応答様式の 差異 の 原因 で ある 可能性がある . こ

れ ま で に 研 究 さ れ た 他 の 両 棲 煩 と 異 な り ,
ヒ キ ガ ェ ル の

D C-E R G は爬虫類 ,
,鳥類お よ び 哺乳煉 に の み 従来見い だされて

い た フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ ー

シ ョ ン お よび 明上 昇
`2)

の 両成分とも

を示 す
30)

. 最近 の 研究
29)

に よ っ て
,

フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ ー シ ョ ン

お よび 明上 昇は とも に R P E 細胞 の べ -

サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ

ン ダ ク タ ン ス に 依存 する可 能性が 示 唆され て い る . 最近さら虹

ヒ ヨ コ
狗

の R P E 細胞 の べ - サ ル 膜 に 塩素イ オ ン コ ン ダク タ ン

ス が存在す る可 能性 が示 唆され た . 従来調べ られた ヒ キガェ ル

以外 の 両棲類 い ノ サ マ ガ エ ル
,

ア カ ハ ラ イ モ リ) が明上昇およ

び フ ァ
ー ス ト オ ッ

シ レ
ー

シ ョ ン を示 さな い
42)

理 由と して
,
R P E

細胞 ベ ー

サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス が ヒ キ ガ ェ ル に比

べ て ヒ キ ガ ェ ル 以外 の 両棲塀 で ほ は るか に 小 さい 可能性が考え

られ る . そ の 他 の 理 由と して
,
R P E 細胞 の ベ ー サ ル 膜の 塩素イ

オ ン コ ン ダ ク タ ン ス を変化 さ せ る機構 (例 え ば セ カ ン ドメ ッ セ

ン ジ ャ
ー や ラ イ ト ピ ー ク サ ブ ス タ ン ス な ど) の 相違も関与して

い る可 能性が ある .

ヒ キ ガ エ ル
41)

を 含め
,

い く種嬢か の 動物( ヒ ヨ コ
23)

,
ウシ

24 郡

,

イ ヌ
4

り の R P E は ア ピ カ ル 側か ら ベ ー サ ル 側 へ 向か う塩素イオ

ン の 能動輸送を 行な っ て い る . こ れ ま で の 研究に よ っ て
,
ウシ

ガ エ ル お よ び ヒ ヨ コ R P E 細胞の ベ ー サ ル 膜 に DI D S 感受性の

塩素イ オ ン 洗 出機構が 存在す る こ と が 示 唆 さ れ て い る
冊

. ヒ

ョ コ で は
よ 塩素イ オ ン は R P E 細胞の ベ ー サ ル 膜 をは さんで電

気化学的平衡 で受動的 に 分布 した と して 予想 され る値よりも高

い 濃度で R P E 細胞内に 存在 し
, 脈絡陸側潅流液 中に 添加した

DID S に よ っ て ベ ー サ ル 膜 は過分極 し
,

R b且 の 増大が示 唆され,

a
･

｡ t は増加す る
28)

. ヒ キ ガ エ ル で は ,
a
i

｡ 1 は ベ ー サ ル 膜を はさむ電

気化学的平衡 に よ る受動 的分 布で 予想 され る値 よ りも高く , 脈

絡峡側 の DID S は ヒ ヨ コ と同 じく , 膜の 電気抵抗 の 増大を示唆

する過 分極 を ベ ーサ ル 膜に 起 こ し
,

a
i
｡ . を増 加 さ せ た (図7) ･ さ

らに
, 脈絡膜側溝流液中に 添加 した DID S に よ っ て

,
R P E をほ

さむ 外部定 電流通電 に よ る a
i

｡. 変化が抑制 され (因9 )
,

また脈

絡膜側准流液中の 塩素イ オ ン 濃度減少 に よ る T E P 変化とそれ

に 伴う R
t 増加 も 抑制 され た (図 6 ) . ウ シ

27)
お よ び ウ シ ガ ユ

ル
26)

で
, 脈絡陸側港流液中に 添加 した DI D S は R P E に よる塩

素イ オ ン の 輸送を 阻止 した と い う . ゆ え に
, 前述の ヒ キガエ ル

R P E に 対す る脈絡膜側溝流液中の DI D S の 効果は R P E 細胞の

ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン 流出路 で ある DID S 感受性の 塩素イオ

ン コ ン ダ ク タ ソ ス の DI D S に よ る閉鎖に よ っ て 惹起され たと説

明 で きる .

最後に R P E の 生理学 お よ び眼科臨床 と本研究と の 開封こつ

い て 考察す る . こ れ ま で に 多くの 種類 の 動物( ヒ キ ガ エ ル
頼

,
ヒ

ョ コ
23〉

. ウ シ
24)2 T -

,
イ ヌ

4)
) に お い て R P E を は さむ網膜側から脈

絡膜側に 向か う塩素 イ オ ン の 能動輸送 の 存在が 報告された ･
こ

の 塩素イ オ ン の 流れ は垂炭酸イ オ ン と共 に RP E を ほ さむ網膜

側か ら脈絡膜側 へ 向か う水 の 輸送の 原動力を演 じて お り
仰'

,
こ

の 永の 流れ は神経網膜 と R P E 間の 接着 に 重要な役割を果たし

七い る と考 えられ て い る
43】

. R P E をは さむ塩素イ オ ソ の能動輸



網膜色素上皮細胞 べ - サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス

送はア ピ カ ル 側の 潅流液 に 添加 した フ ロ セ マ イ ドま た ほ ブ メ タ

ナイ ドに よ っ て抑制され ,
こ の 事実 は R P E 細胞 の ア ピ カ ル 膜

における塩素イ オ ン の 摂取 に ナ ト リ ウ ム イ オ ン
･ 塩素イ オ ン 共

輸送または ナ ト リ ウ ム イ オ ン
･ カ リ ウ ム イ オ ン ･ 塩素イ オ ン 共

輸送が関与する こ とを 示 唆す る
4'23 '2 酬 4)

･ こ の ア ピ カ ル 膜に おけ

る塩素イ オ ン の 取込が ア ピ カ ル 膜お よ び ベ ー サ ル 膜を それ ぞれ

はさむ電気化学的平衡に よ る受動的分布で 予想 され るよ り 高い

膚で の R P E 細胞内塩素イ オ ン の 集債 を引き起 こ し
,

ひ い て は

ベ ー サ ル 膜に お ける塩素イ オ ン の 流出の 原動力と な っ て い る と

考えられる . R P E 細胞の ベ ー サ ル 膜 に お け る塩 素イ オ ン の 涜

出の 際に 塩素イ オ ン が ベ ー サ ル 膜を 通過す る通路 と して ベ ー サ

ル膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 存在ほ 非常に 重要で ある .

神経網膜と R P E 間の 接着 に 異常を きた した 状態ほ 限科臨床

上では網膜剥離と よ ばれ , 放置す る と失明 に 到る疾患で ある .

網膜剥離の 原因に よ っ て 治療法は さ ま ざまで ある が
, 最終的に

ほ網膜下液が R P E に よ っ て網膜下脛か ら脈絡膜側に 排除さ れ

ることに よ っ て網膜剥離 ほ復位する . 前述 した ように
,
R P E 細

胞のベ ー サ ル 膜の 塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス ほ こ の 網膜下液

の排除に 重炭酸イ オ ン と共 に 重要な役割 を演 じて い る と考 え ら

れてお り
3ト 8日3)

, 眼科臨床上 も網膜 剥離 の 治療 との 関わ りか ら極

めて重要である .

次に フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ
ー

シ ョ ン お よ び 明上 昇と R P E 細胞

の ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス と の 関連に つ い て述

べる . フ ァ
ー

ス ト オ ッ シ レ ー

シ ョ ン お よ び 明上 昇の 発現の 最終

段階はそれ ぞれ R b. 増大を 伴う ベ ー サ ル 膜の 過分極 お よ び R b .

減少を伴う ベ ー サ ル 膜の 脱分極 で あ る
9 ト 13)2 g )

. ま た , 光刺激以外

の 薬物刺激に よ っ ても同 様な べ ー サ ル 膜の 電気 的性質の 変化 が

観察されて い る
15)l T1 1 9 ト 2- )

. こ れ ら の R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜に 由来

する諸種の 電気現象 の 発現機構 に べ -

サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン

ダク タ ン ス が深く 関係 して い る と考 え られ て い る .

眼科臨床上で は 明上 昇ほ 眼球電 位図 法 ( el e c t r o- O C ul o g r a p h y)

により間接的に 測定され , 主 に R P E 機能 を評価する 目 的に 応

用されて い る
45 ト 51 }

. 明上 昇の 発現機序ほ い ま だ充分に 解明 さ れ

てはい な い が
, 少な く とも 明上 昇発現 の 最終段階で R P E 細胞

の ベ ー

サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス に 関係 して い る可 能

性が示唆され て い る
29)

. 本研究は 明 上 昇の 発現磯序 の 解明 に 少

なか らず貢献 し
,

ひ い て は 明上 昇に 異常 をきた す疾患 の 病態生

理の 理解に 寄与す ると 考え られ る .

本研究ほ 以上 の よ うに 眼科臨床上 お よ び網膜生理学 上極め て

重要な R P E 細胞の ベ ー サ ル 膜 の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス に

対して直接的な存在証拠を 与え
,

さ らに べ
ー

サ ル 膜の 全 コ ン ダ

ク タ ン ス に しめ る塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 割合を 新 しい 方

法に よ っ て 明 らか に した もの で ある .

結 論

ヒキガ ェ ル R P E
･ 脈絡膜標本 に お い て 微小電 極 お よ び 塩素

イオ ン 電極を用 い て脈絡陸側潅流液中の 塩素イ オ ン 濃度減 少ま

たほ外部走電流通電 に 対す る R P E 細 胞 膜電 位 変 化 お よ び

RPE 細胞内塩素イ オ ン 括畳変化 を実測 し
, 以下の 結論を得 た .

1 ･ R P E 細胞ベ ー サ ル 膜に塩素イ オ ン に 対 す る コ ン ダ ク タ

ン ス が存在 した .

2 ･ R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス は静

止状態の ベ ー サ ル 膜 の 全 コ ン ダ ク タ ソ ス の 約4 5 % と 計算 され

た .

5 25

3 . R P E 細胞 ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス は 陰

イ オ ン チ
ャ

ン ネル 阻止剤 で ある DID S に よ っ て ほ ぼ完全 に 阻止

され た .

4 . 静止 状態の R P E 細胞内塩素イ オ ン 倍量は ア ピカ ル 膜 ま

た は ベ ー サ ル 険をは さむ電気化学的平衡 に よ る受 動的分布で予

想 さ れ るそ れ ぞれ の 値 の い ずれ を も凌 駕 し
, 塩 素 イ オ ン の

R P E 細胞内 へ の 能動的取込が示 唆 され た .

5 . R P E 細胞 べ - サ ル 膜 の 塩 素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス は

べ -

サ ル 膜 に お け る主 な塩素イ オ ン 流出路とな っ て い る可能性

が 考 え られ た .

本研究ほ神経網膜 と R P E 間の 接着およ び R P E 細胞 ベ p サ

ル 膜起源の 種 々 の 電気現象の 発生に 深く関係 して い る と考え ら

れ て い る RP E 細胞の ベ ー サ ル 膜の 塩素イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス

存在 の 直接的な証拠を与え
,

さ らに そ の 性質 を明 らか に した .
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