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1. 緒言

ヒスタミンは，平滑筋収縮，胃塩酸分泌，神経伝達など生理活性

物質として作用しており，特に神経伝達物質としては，ほ乳類の脳

l に加えて，近年，昆虫網膜の光受容器の神経伝達物質とする報告 2

• 3 • 4 • 5 • 6 が相次いでいる.日南乳類の網膜においても fluorometric 

as say7 . S • 9 • I 0 や radioenzymic methodl I によってヒスタミンが

存在することが報告された.また抗ヒスチジン脱炭酸酵素( HDC 

抗体による免疫組織化学的方法によりモルモット網膜にもヒスタ

ン作動性ニューロンが証明され I 2 脊椎動物の網膜においてもヒ

スタミンが何らかの神経伝達に関わっている可能性が示唆されてい

る.一方、ヒスタミンは、アナフィラキシーほか種々の病態にも関

与しており、最近糖尿病性網膜症で血液一眼球棚透過性元進にヒス

タミンが関与している可能性が示唆された。そこで今回著者らは、

この網膜のヒスタミンが、神経細胞またはそれ以外に由来するもの

なのかどうかを明らかにするため、各種動物の神経網膜中でのヒス

タミン含量と合成酵素活性を、定量分析し検討した。また，いずれ

にしてもヒスタミンの作用は、ヒスタミン受容体を介して発現する

と考えられるため、各種晴乳動物の網膜について、ヒスタミン HI 受

容体の存在、種差、特徴を， [3 H] メピラミンを用いる結合試験によ

り明かにし，またその HI 受容体の網膜内分布を [3 H] メピラミンによ

る光顕オートラジオグラフィーにて組織学的検討をした.更に，ウ

シ網膜より神経組織分画と微小血管分画に分離し [3 H] メピラミン

を用いる結合試験によってこれらの分画のヒスタミン HI 受容体を定

量し，神経，血管両組織に対する histaminergic regulationの可能

性を考按した.

、P
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日.実験材料及び方法

差益 本実験には次の試薬を用いた. 0ーフタルアルデヒド(同人

化学) , L- ヒスチジン(和光純薬) ，アール液〈ニッスイ製薬)

[3 H] メピラミン (New England Nuclear 28Ci/mml) , Aquasol-2 

(New England Nuclear) , トリプロリジン (Sigma) ，メピラミン

(Sigma) , ジフェンヒドラミン(和光純薬) , ヒスタミン(和光純

薬)及び 一 般市販薬.

実験動物 Wister albino rats , Hartley guinea-pigs , albino 

New Zealand rabbits , ピーグル犬及び Macaque 猿を使用した.

また，ウシ及びブタ眼球は，近隣の屠殺場より死後新鮮なものを得

て 4 oc に保存して持ち帰った. ヒト眼球は，眼疾患以外の病気で

死亡した方の病理解剖で得られた眼球を使用した.

網膜ヒスタミン含量の測定

ヒスタミンの測定には， Shore らの 0 - フタルアルデヒド蛍光法を

改良した大和谷らの方法を用いた I 3 死直後に摘出した各種動物

眼球より神経網膜のみを顕微鏡下にて剥離し，硝子体の付着の無い

ことをを十分確認の上，重量を測定した. 5 倍量の 3%(W/V) 過塩

素酸 (5凶可 EDTAを含む)を加え，ポリトロンにて 10秒間ホモゲナイ

ズした.ホモゲネートは測定まで -40 oc で保存した.ホモゲネー

トを 10 , 000 xg , 20 分遠心にかけ，上清 50μ工を直接強酸性樹脂

HPLC カラム(東 曹 ， IEX 510 sp) に注入し，移動相として， 0.3M 

KClを含む 0.2Mプロピオン酸カリウム緩衝液( pH 4.0) を用いて展開

し， 0 - フタルアルデヒド蛍光法によるポストカラム誘導体蛍光法

にて分析した.

網膜ヒスチジン脱炭酸酵素活性の測定

HDC活性測定は，田口らの方法を用いた 1 .4すなわち，死直後に

摘出した網膜を 0.5-1.0 ml の抽出溶液( O. 2mM di thiothrei tol , 

0.01mM pyridoxal-5'-phosphate , 1.0 %(W/V) polyethylene 

、，
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6.8) , H
 

P
 

,s-1 
ム緩衝液ウン酸カM 0.1 を含む300 glycol 

xg 12 , 000 ズした後，ンにて 10秒間ホモゲナイロト，ポを加え

回透3 の同様の抽出溶液で倍50 上清を分遠心にかけ，20 で

透析後の上清を酵素活性測定用の試(overnight) . 析を繰り返した

分間反応させた.200 で℃ 37 ジンとスチL- ヒmM 0.25 し料と

60%( した.とンクジンを加えずに同時に反応させプラスチ試料をヒ

産生されさせ，3% (W/V)) (最終濃度過塩素酸で反応を終了W/V) 

ン量とスタヒのンクフラ

した.

を上記の方法で測定し，

ジン脱炭酸酵素活性と

ンタスヒた

スチ

シ網膜微小血管分画の分離

微小血管分画は，

ヒの差を

ウ

新鮮な牛を用いた.の方法 I 5 al et Meezan 

組織はさみで細かく切り亥IJ み，り氷上にて神経網膜を剥離し，眼よ

り，ザーによスホモゲナイの約 4 倍量の氷冷アール液とともにガラ

ナイした後，ズ0 回上下させてホモゲナイを 1スノレ、7ンペロテフ

シープアール液にて洗浄の後，)上に注いだ.m
 

H
H
 

86 ンシーブ(ロ

スノレ、7ンペロテフザーにもどし，スホモゲナイ上の組織を再度ガ、ラ

シープ上 iこ注ぎシンロナイズした後，を 5 回上下させてホモゲナイ

20-25個の牛眼にて遠心し，xg 1085 ーブ上に残る組織を 2 分間

分離した牛網膜血の血管塊を得た.tissue mg wet 230-270 から

シーブ上に残った組織を再懸濁させ位相2 回目の管分画の純度は，

血管内部に捕捉得られた組織塊は，(図 1 ) 差顕微鏡にて調べた

とがわかっ
、，

にーされた血球が認められるが精製された網膜血管である

程度でm
 

H
H
 

20 多くは約μmであったが，5-50 網膜血管直径はfこ

あった.

各種動物網膜及びウシ網膜血管の膜分画の2___ft_盛

各種動物眼球神経網膜及び微小血管分固に， ン酸rnMNa/K 50 

を加え7.4) pH 12.2rnM; KH2 P04 37.8mM, Na2 HP04 緩衝液

トを 50 ， 000

ンその沈澱を Na/K リ

ホモゲネー

膜分画を得た.

ズした秒間ホモゲナイ

回遠心後，

20 

2 

ンで

20 分間で

ロトポ

xg, 
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酸緩衝液に加えて 2-10 mg protein/ml になるように懸濁し， -80?C 

で保存した.

膜分画の [3 H] メピラミン結合試験

0.2-1.0 mg 蛋白量を有する膜分画試料を， 10μM トリプロリジ

ンの存在(非特異性結合)または，非存在(総結合)条件で，各種

濃度( 0.3-10 nM )の [3 H] メピラミンと 25 oc で 45 分間インキ

ュベーションした.ガラス繊維鴻紙( Whatman GF/B )で漣過し， 50 

mM Na/K リン酸緩衝液 (3ml) で 三 回洗った後， 10ml の Aquasol-2 

により，鴻紙に付着したい H] メピラミンを抽出し，液体シンチレー

ションカウンターにて放射能を測定した.特異性結合は，総結合か

ら非特異性結合を差し引いて計算した.

蛋白の定量

試料蛋白の定量は， Lowry の方法 I 6 によりウシ血清アルブミン

を標準として行なった.

[3 H] メピラミン結合試験データの解析

[3 H] メピラミン結合飽和実験データを下記の式[ 1 ]を用いて非線

形最小二乗法で解析した.

B= 乞( Bmax i X F / (KD i + F )) .... . ...... 式[1 ] 

B は特異性結合量， F は遊離リガンドの濃度

i は結合部位数 Bmax は最大結合能量，Koは解離

定数である.結合部位数の決定に 'extra sum-of- squares' F-試

験 I � • I 9 を用いた.各種薬物の [3 H] メピラミン結合に対する限

害の分析にはプロピット変換法 I 9 を用いた.

[3 H] メピラミンによるオートラジオグラフィー

ブタ眼球を，摘出直後，液体窒素で凍結し， cryostat にて厚さ

20μ皿の組織切片を作成した.乾燥後， 15 分間の preincubation 

(50 mM NaKPBS 4・ C) の後， total binding として [3 H] メピラミン
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2 nM , non-specific binding として [3 H] メピラミン及び 1 μ阿トリ

プロリジン存在下にて，切片を 1 時間 incubation した (25 ・ C ). 

洗浄後，オートラジオグラフィーの手技に従い，切片に乳剤を塗布

し， 5 週間冷暗所で露出，現像後，光学顕微鏡にて観察した.

四 . 結果

網膜ヒスタミン含量及びヒスチジン脱炭酸酵素活性

各種動物神経網膜におけるヒスタミン含量の測定結果を表 1 に示

す.測定した全動物網膜よりヒスタミンが検出された.最もヒスタ

ン含量が多かった種はイヌ (540 pmol/g wet tussue) であり，最

も少なかった種はウシ (13 pmol/g wet tussue) であった.ラット

(105) ，ウサギ (65) ，モルモット( (43) ，フタ (37) ，サル (36) らはこ

の 2 種の中間の値を 示 した.また表 2 に測定されたヒスチジン脱炭

酸酵素( HDC ) 活 性を 示 す.測 定 した 全 種より酵素活性が検出され，

最も HDC 活性が 高 か っ た種はイヌ (151 mol HA synthesized/mg 

prot ./min. ) であり，最も少なか っ た種はサル (2.9 pmol/g wet 

tussue) であった.ただし，イヌ以外の種の，モルモット (13) ，ブ

タ (7 . 7) ，ウシ ((5.7) ，ラット (4.3) ，ウサギ (3.0) らは最も低かっ

たサルと近似した値であり，イヌ網膜 HDC活性のみが，他の種に比

して著しく高い値を示した.

各種網膜膜分画の [3 H] メピラミン結合試験

ウシ，ブタ，イヌ，及びヒトの網膜膜分画に対する [3 H] メピラ

ンへの特異的結合はラジオリガンドの濃度の増加により飽和した.

その結合を式[ 1] を用いて非線形最小 二 乗法で分析した.それぞ

れの結合解離定数と最大結合量を表 3 に示す.最も高い親和性を持

つ種はブタ (KD=1.8:!:0.6 n阿)であり，最も低い親和性を持つ種はウ

シ (KD=3.8:!:1.2 nM) であったが，いずれも脳組織における値 2 Ü ・ 2 t と

近似した. 最も最大結合量が多かったヒト網膜に対する [3 H] メピ

ラミン結合の飽和曲線と Scatchard plotsを図 2 に示す. どの種に
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2 結合部位モデルカ王1 = ~~) (式 [1 ], 1 結合部位モデルもおいて

各また，Pく0.05よい結果が得られた(り著しよ1 =2) 式 [1 ], 

ンの対する結合を-
フ

ピ[3 H] メのオーダーでnM HI1吉抗薬が種の

トとウサギの網膜膜分画から、ゾモルモしかし，〈表 4 ) 阻害した

-
フ

ピ[3 H] メを用いても有意な

ンの特異的結合を得られなかった.

の蛋白mg 1.5 チューフには，

イジオグラフ豚網膜切片の光顕オー

図 3 はブタ網膜切片の光顕オー

-
フ

ト

ーの結果を示すイフジオグラトラ

-
フ

ピから神経節細胞層まで [3 H] メ視細胞では，(左)総結合

では [3 H] メ(右)非特異的結合ンの結合部位が分布しているが，

特異的結合部位の網膜内ンの網膜内層の結合が阻害された.-
フ

ピ

神経節細胞層と網膜内層に多内網状層を中心に内頼粒層，

く分布していた.

分布は，

ン結合試験

ンの結合試験を行な

ピラシ網膜血管分画及び神経分画の [3 H] メ

シ網膜血管の膜分画に対する [3 H] メ

ウ

-
フ

ウ

ドガンジオンへの特異的結合はラ-
フ

ピ[3 H] メその結果，っ Tこ.

最nMで2.78:t0.32 結合解離定数はり飽和した.の濃度の増加によ

ロナイま fこ，であった.fmole/mg prote1n 53.8:t1.7 大結合量は

ンシープにて漉過された神経組織の膜分画についても同様に結合試

結合解離定神経組織分画でも特異的結合は飽和し，験を行なった.

prote1n fmol/mg 108.9:t3.1 は最大結合n阿，4.4:t0.52 数は

シ網膜血管分画と神経組織分画

を示ン結合の飽和曲線と

と図 5 はそれぞれウ

-
フ

ピ

図 4

[3 H] メ

であった.

に対する Scatchard plots 

す.

が 2 結合部位モデル1 =2) (式 [1 ], 1 結合部位モデル両分画とも

また，P<0.05 よい結果が得られた(り著しくよ1=2) (式 [1 ], 

H I 1吉抗薬との結合阻害HI 結合部位の特異性を各種の血管分画の

ン結合に対する

ジンは強フ。ロ

-
フ

ピ

トンと

網膜血管へのメ

-
フ

ピメHI 措抗薬の阻害定数 (K1 ) である.

は，表 5試験にて検討した.
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く阻害し， ジフェンヒドラミンはやや弱く， ヒスタミンは弱かった

r\l. 考按

種々の動物網膜におけるヒスタミン量とヒスチジン脱炭酸酵素は

イヌを除いて，以前の網膜での報告 I I • 2 2 の約 1 / 1 0 であり，

ラット脳組織のそれらの約 1 / 4 0 から Jl / 1 0 0 であった. しか

し，以前の報告 S • 9 • 2 3 では検出不能とされたウサギ網膜において

もヒスチジン脱炭酸酵素活性が測定可能であった.これは，著者ら

の用いたヒスタミンの検出方法の測定感度がよく，また HPLC を

使用したことでヒスタミン以外の不純物を除くことができ特異性が

増したためと考えられた.

表 6 に正常ラットの皮膚，脳組織及び網膜のヒスタミン含量( HA 

) , ヒスチジン脱炭酸酵素活性( HDC )とその比( HDC/HA )を示

した.含有ヒスタミンのほとんどが肥満細胞に由来するラット皮膚

では，高いヒスタミン量( HA )に比して非常に低いヒスチジン脱

炭酸酵素活性( HDC )のため，その比は 0.00002 である 2 4 一方

ヒスタミン神経線維に 富 む脳組織の比は， 1.4 である I 4 • 2 5 皮膚

，脳両組織における HDC/HA のこの差異は，肥満細胞系と神経細胞

系のヒスタミン生合成の turn-over の違いに帰すと考えられる.

我々の結果から網膜組織での HDC/HA は，それぞれ 0.44-0.04であ

り(表 7 ) ，脳の HDC/HA よりは小さいが，皮膚の HDC/HA の約

1000-10000倍大きい値であった.

特に，イヌ網膜においては，脳組織のそれらと近似する高いヒス

タミン含量とヒスチジン脱炭酸酵素活性が得られたが，さらに，神

経組織に於けるヒスタミンの代謝酵素( HMT: ヒスタミン- N -メチ

ル基転移酵素)活性も存在した (131.1 pmol HA metabolized/min/ 

mg protein). 

以上より今回の結果は，網膜含有ヒスタミンが，肥満細胞ではな

く神経細胞に存在し，神経組織にて生合成の結果貯蔵されたことを

示すと考えられた.また，イヌ網膜をはじめ， HDC/HAの高いウシ，

ブタ，イヌ，モルモットではヒスタミンが神経伝達に大きく関わっ

，、2
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ている可能性が推察される.

網膜の [3 H] メピラミン結合が，ウシ，プタ，イヌ，およびヒトに

おいて測定できた.それらの結合親和性は高く，脳における結合解

離、定数と近似していた.さらに，種々の HI 括抗薬による阻害試験

の結果もやはり今までの脳における報告と同等の阻害定数を示した

これより，網膜 HI 受容体は，脳とほぼ同じ薬理学的性質を持っ

ていることが明かになった.ウシ網膜での結果は，以前の Arbones

らの報告 2 6 した結合解離定数とほぼ近似した. Nowak2 j らは [3 H] メ

ピラミンの結合部位を 2 種類報告しているが，非線形解析がなされ

ていないので確定的ではない.

また，モルモットとウサギ網膜で有意な特異的結合が得られなか

った. しかし，上記の網膜ヒスタミン量やヒスチジン脱炭酸酵素も

種によってかなり変動があり，網膜のヒスタミンの役割にも，種差

があると推察される.また， ヒスタミン受容体は， HI , H2 と H3 受容

体サブタイプに分けられる.種によってはそれ以外の受容体が働い

ている可能性も否定できない.

網膜血管には， ヒスタミン HI 受容体が網膜神経組織と同織に存

在し，全網膜 2 6 ・ 2 � ，および脳膜分画 2 (f . 2 I ・ 2 S • 2 9 とほぼ同じ薬

理学的性質を持っていた.網膜血管の組織蛋白あたりの HI 受容体

容量は，網膜神経組織に比して約半分であり，これは以前に報告 3 0 

・ 3 I された牛脳血管と脳皮質との割合に近似している. しかし，全

網膜にしめる細胞数(蛋白量)は，血管組織に比べ神経組織の方が

圧倒的に多いことを考慮すると、網膜 HI 受容体活性は大部分神経

細胞組織に分布すると結論される。

また，光顕オートラジオグラフィーの結果より特異的結合は網膜

内層に分布しており，その存在部位は，内層に豊富である血管系と

神経細胞系の両方が推測された. しかし，網膜血管は最内層により

豊富であり，メピラミン結合が特に内網状層に多いことから，結合

存在部位は神経組織系に多いと考えられた.これは定量分析の結果

とも一致している

網膜血管には，その他インスリン受容体 3 2 ・ 33 ，アドレナリン受

-、，
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容体 34.35 ，アンギオテンシン E 受容体 36 ，などが存在し，その

うちインスリン受容体とアドレナリン受容体は，血管と神経組織の

両方への存在が証明されている 3 3 • 3 .. したがってヒスタミンの

受容体が血管，神経両組織に存在しうると考えられた.

中枢神経組織の血管制御に関するヒスタミンの役割については，

内頚動脈にヒスタミンを注入すると血管拡張反応や透過性冗進がお

こる，など多くの報告がある 3 9 • .. ü このヒスタミンの血管作用

は，血管に存在する H. と H2 受容体を介すると思われるが，これ

らの受容体の存在場所も明かではない.脳血管の平滑筋か，内皮細

胞膜上が示唆されて.. • . .. 2 • .. 3 • .. ..おり，網膜血管も同様であろうと

推察される.作用をおこすヒスタミンの originは，血液中に含まれ

るヒスタミンや，傍血管組織.. 5 や分離志れた脳微小血管.. 6 にみ

られる肥満細胞が脱頼粒し放出されたヒスタミンである，など諸説

はあるが未だ明らかにされていない.

網膜血管の H. 受容体を標的とするヒスタミンの originは今後の

解明が必要である.還流ヒスタミンまたは網膜神経組織に含まれる

ヒスタミンが候補と考えられる.特に網膜神経組織には，上で示し

たように， ヒスタミンとともにヒスチジン脱炭酸酵素が含有されて

いる.なにかの病的状態にて，血清ヒスタミン量の上昇，または網

膜ヒスタミン合成能の冗進がおこるのかもしれない.近年，ストレ

プトゾトシンー糖尿病ラットで血管組織.. ï や血中川，尿中.. 9 の

ヒスタミン含量の増加が報告された.特に網膜ヒスタミン合成が糖

尿病で冗進するという報告 5 ﾜ は注目される.ウシ網膜血管のヒス

タミン H. 受容体は，神経組織に比しては少ないが，十分血管拡張

作用を有しえると考えられる.

以上よりヒスタミンは，各種晴乳動物網膜の主に神経組織に存在

し，その H. 受容体は，神経細胞と微小血管の両組織に存在し，網

膜ヒスタミンが，神経細胞及び微小血管を標的細胞として働いてい

る可能性が示唆された.

，、，
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Tαble 1. Histamine ζontents in the retina of different species. 

SPECIES HISTAMINE 
(pmole/g wet tissue) 
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HA in the'sensory retna was determined using a speci五c method by the HPLC wi th a 

cation exchanger and an automated Shore's f1uorometric assay system. ~our retinas 

of rats were put together as necesarry to reach the threshold value of the detection. 

One retina of 蚯her species was much enough for one sample of the assay. Results 

represen t means + S.E .M. N umber of assays 二九.
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Tαble 2. L-Histidine decarboxylase(HDC) activities in the retina of different species. 

SPECIES HDC 九

(fmole HAJminJmg protein) 

Rat 4.3 + 1.5 4 

Guinea-pig 13.1 + 0.8 8 

Rabbit 3.0 + 0.7 5 

Bovine 5.7+0.3 9 

Pig 7.7+0.2 4 

Dog 151.0 土 13.2 6 

Monkey 2.9 + 0.9 5 

The. activities were determined by the assay of histamine formed durinig.the reaction 

carried out with 0.25 mM  l-histidine for 200 min at 37. oC. Four to six retinas ofrats and 

a pair of guinea-pigs were put together as necesarry to reach the threshold value of the 

detection. One retina of other species was much enough for one sample of the assay. 

Results represent means+ S.E.M. Number ofassays 二九.
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Tαble 3. [3H]Mepyramine binding to H 1-receptors in retinas of various species. 

HISTAMINE Bmαx(fmole/mg protein) 

Guinea-pig n.d. n.d. 

Rabbit n.d. n.d. 

Bovine 3.8+1.2 75.6+15.1 

Pig 1.8+0.6 158.8+28.0 

Dog 2.6+0.6 114.2+17.0 

Human 3.0+0.9 290.7+51.7 

Data were analyzed by nonlinear regression using equation [lJ. Values were mean 土

S.E.M.(n:::: 4) 

n.d.: not detectable. 
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Tαble 4. Drug influences on [3H]mepyramine binding to retinas of bovine and pig 

(Ki). 

DRUG 

Mepyramine 

Triprolidine 

Diphenhydramine 

Histamine 

BOVINE 

0.7 土 0.2 nM 

5.1 土 1.5 nM 

63.9 土 19.0 nM 

45.8 + 13.6 11M 

PIG 

2.3 +0.7 nM 

4.3 士 1.3 nM 

27.6 + 8.2 nM 

34.0 + 10.0 J.lM 

The inhibition of speci五c binding of [3HJmepyramine (5孔M) was determined wi th fi ve 

concentrations of competing drugs assayed in replicate. The mean inhibitory 

concentration (Ic5o) values were determined from the log-probit analysis and Ki 

values were calculated from the equation Ki =!c5o/(1 + [3HJmepyramine IKpJ ・ Values

weremean +S.E.M.(n=4) 
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Tαble 5. Drug influences on [3H]mepyramine binding to 

the blood vessels of bovine retinas were shown. 

Q
u
 

uu 
u
'
 

r
 

D
 

Ki 
(nM) 

Triprolidine 

Mepyralnine 

Diphenllydramine 

I-listalnille 

3.6+2.1 

1.9 土 1.1

24.4 土 14.2

15.4 土 9.0( l:lM)

Tlle ill1libitioll of specific' bindill~~ of [3I-IJlnepyraluille 

(511M) was deterlnilled wi tll fi v'e COllcell Lra tions of 

cOlnpeLillg drugs assayed ill replicaLe. rrlle 111eall 

inllibitory concentraion(IC50) vallles were deterlnilled 

froln tlle log probit allalysis and Ki "values were calculaLed 

frolll tlle equatioll Ki ニ ICso/(l+ [3I-I]luepyraluille/KD). 
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Tαble 6. Histamine contents and L-Histidine decarboxylase(HDC) activities in the brain , 

the skin and the retina of rats. 

Brain 

Skin 

Retina 

Histamine 

(nmol /g wet tissue) 

0.399 + 0.062 

436.6+85.0 

0.104 + 0.012 

HDC 

(げfnio札lHAlm江lImgprotein) 

563.2 + 23.8 

8.3 土 34.1

4.3+1.5 

8 rats were used for the assay. Results represent means + S.E.M. 

HDC圧IA

(!min) 

1.4 

0.00002 

0.04 

、
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Tαble 7. The ratios of H DC activities vs. HA contents in the 

retinas of different species. 

SPECIES ]~IDC/I-IA 
、
、
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Rat 0.04 

Guinea-pig 0.30 

Rabbit 0.05 

Bovine 0.44 

Pig 0.21 

Dog 0.28 

Monl{ey 0.08 

The values were obtai11ed by the devision of each HDC 

activity(table 2) by I-IA content(table 1). 
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Figure 2. (A) Saturation analysis of [:3 H]mepyramine binding 

to receptors in human retina. Specific [:3H]mepyramine 

bindings , total binding minus nonspeeific binding , were 

pol tted as a function of increasing concentration. Points 

were means of the replicates from a single experiment. The 

experiment was replicatedat least 3 times. Equation [1] 

described in the textwas fitted to the data in (A). 

(B) Scatchard analysis of the same data. KD=3.0:tO.9 nM. 

Bmax=290.7:t51.7 fmole/mg protein. 



Figure 3. Autoradiography of pig retina under lightｭ

microscope. (A) Total binding and (B) non-speci fic binding 

of [3H]mepyramine. 

GCL:ganglion cell layer. IPL: inner plexiform layer. 

INL:inner nuclear layer. ONL:outer nuclear layer. 
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Figure 4. (A) Saturation analysis of [3 H]mepyramine binding 

to blood vessels of bovine retinas. Specific [3H]mepyramine 

bindings , total binding minus nonspecific binding , were 

pol tted as a function of increasing concentration. Points 

were means of the replicates from a single experiment. The 

experiment was replicated at least 3 times. Equation [1] 

described in the text was fitted to the data in (A). 

(B) Scatchard analysis of the same data. Kn=2.78!O.32 nM. 

Bmax=53.8!1.7 fmole/mg protein. 



F i gu r e 5. ( A ) 

to neuronal 

[3H]mepyramine 

Saturation analysis of[3H]mepyramine binding 

fraction of bovine retinas. Specific 

bindings , total binding- minus nonspecific 

binding , were poltted as a function of increasing concentraｭ

tion ・ Points were means of the replicates from a single 

experiment. The experiment was replicated at least 3 times. 

Equation [1] described in the text was fitted to the data in 

(A) . 

(B) Scatchard analysis of the same data. Kn=4.40:tO.52 nM. 

Bmax=108.9:t3.1 fmole/mg protein. 
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