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「脳神経回路の形成・動作原理の解明と制御技術の創出」 
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網膜神経回路のシナプス形成と生理機能発現の解析 
 
 

§１．研究実施の概要  
 本研究は、中枢神経系のモデルとして網膜に注目し、「シナプスの特異的結合の分子メカニズ

ム」および「網膜神経回路の生理機能と動作メカニズム」を解明することを目的としている。網膜神

経回路構築の分子レベルでの理解を進めると同時に、遺伝子組み換えマウスを用いて電気生理

学的解析や視覚行動解析を行い、網膜神経回路がどのようなメカニズムと機能原理に基づき視覚

情報処理を行っているかを明らかにすることを目指し、本年度は以下の 2 項目の研究を実施した。 
1）網膜におけるシナプス形成の分子基盤解明 
 私達は、ピカチュリンをはじめとして網膜に高発現する細胞外マトリックス蛋白質が網膜シナプス

形成に重要な役割を果たしていると考えている。そのメカニズムの解明を目指して、ピカチュリンと

相互作用する蛋白質ジストログリカンの網膜・視細胞特異的コンディショナルノックアウト（CKO）マ

ウスの解析を行った。CKO マウスではシナプス間隙に発現するピカチュリンが拡散しており、網膜

電図（ERG）では双極細胞由来の応答の減少および伝達遅延を示した。また、ジストログリカンが

糖鎖修飾を介して相互作用する事およびピカチュリンがオリゴマーを形成することを確認し、視細

胞シナプス形成の分子機構の理解を進めた。 
 さらに、私達は神経細胞においてシナプスに次ぐ第二の入力装置と言われる繊毛の形成と機能

について、網膜視細胞をモデルとして解析を行い、網膜における視細胞変性を引き起こす新規な

メカニズムを明らかにした。視細胞は双極細胞とリボンシナプスを形成するが、ON 型双極細胞のリ

ボンシナプス部に TRPM1 チャネルが局在する。本研究で、私達は肺小細胞癌やメラノーマの患

者の一部でみられる視力障害の原因となる自己抗体の抗原蛋白質であることを明らかにした。これ

らの成果は、ヒト網膜変性症や癌の診断や治療に結びつく成果と考えられる。 
2）網膜および組織培養系を用いた新規シナプス形成因子の探索 
 シナプスを形成する分子機構として、シナプス膜に局在する膜貫通蛋白質、シナプス間隙に局

在する細胞外マトリックス蛋白質、そしてシナプス膜の内側に存在するアンカー蛋白質の相互作用

が考えられる。私達は、これらの分子のうち、網膜で発現する遺伝子の蛍光融合タンパク質を作製

し、in vivo エレクトロポレーションを中心にシナプスに局在する分子の探索を行った。 
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３）網膜双極細胞間の電気シナプスの役割の解析 

 網膜の特徴は、伝達物質を介する化学シナプスのみならず、ギャップ結合による電気シナプスが

豊富に存在していることである。私達はキンギョ網膜において電気生理学的実験及びトレーサー

結合実験を行った。電気シナプスは情報伝達に時間遅れがほとんどないことが特徴であるとされて

きたが、本研究の結果、電気シナプスで Ca2+スパイクによる遅延を伴った情報伝達が行われること

が明らかとなり、動きの検出や予測などの神経基盤となっている可能性が示唆された。 
 
 
§２．研究実施体制  

（１）古川グループ 

① 研究分担グループ長：古川貴久（大阪バイオサイエンス研究所、研究部長） 

② 研究項目 

1）. 網膜におけるシナプス形成の分子基盤解明 
  a) シナプスの陥入構造形成メカニズムの解明 
   •ジストログリカンの網膜特異的コンディショナルKO(CKO)の解析 
   •agrin floxマウスの作製 
  b) シナプス位置決定メカニズムの解明 
2). 網膜組織培養系を用いたshRNAライブラリ導入による新規なシナプス形成因子の 

 スクリーニング 
 •網膜や脳のシナプス形成に関与の可能性が考えられる「細胞外マトリックス蛋白質」、 
 「膜蛋白質」の選択 
 •平面型マルチ電極アレイによるマウス網膜のERGと神経節細胞のスパイク測定のセット   

アップ 
3）. 網膜神経回路の解析 

•水平細胞、AIIアマクリン細胞の選択的破壊マウスの作製と視覚機能解析 
•水平細胞選択的破壊モデルマウスの作製 

（２）立花グループ 

① 研究分担グループ長：立花政夫（東京大学大学院文学研究科、教授） 

② 研究項目 

1).  マウス網膜剥離標本へのマルチ電極法の適用  
2).  光パターン刺激装置の開発 
3).  蛍光標識された神経細胞からの光応答の記録 
4).  一過性・持続性応答および運動方向選択性応答の発現機構の解析 
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§３．研究実施内容 
(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 
視細胞シナプスの機能とヒト疾患 

視覚情報処理において明暗は決定的に重要な視覚情報である。明暗の情報は双極細胞にお

いて初めて ON（明）と OFF（暗）という経路に分かれることが明らかとなっている。この明暗を区別

する ON／OFF 応答は双極細胞に発現しているイオンチャネルの性質に依存していることが知ら

れていたが、応答の大部分を占める ON 型応答を司るイオンチャネルが何であるかは不明であっ

た。私達は ON 型応答を司る双極細胞のイオンチャンネルの実体が TRPM1 であることを明らかに

した （Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 107, 332-337, 2010）。また、ON 型双極細胞の機能欠失

は、ヒトで完全型先天性停止性夜盲症の原因となっていることが知られている。私達は、ヒト

TRPM1 が完全型停止性夜盲症の原因遺伝子となっていることを突き止めた (Mol. Vision; 16, 
425-437, 2010)。 

これに加え、私達は平成 22 年度の研究で腫瘍関連網膜症にも TRPM1 が関与していることを

明らかにした。腫瘍連網膜症とは、ある種の癌患者における夜盲をともなう視覚障害である。腫瘍

由来の抗原に対する自己抗体が、網膜で反応することが原因であるといわれている。その抗原の

同定は治療法および腫瘍関連網膜症の診断において重要な鍵となると考えられる。網膜視細胞

に対する自己抗体は同定されてきたものの、未だに双極細胞に対する自己抗原は同定されていな

かった。癌関連網膜症は主として 2 種類に分けられ、肺小細胞癌、乳癌、子宮癌に随伴する癌関

連網膜症（CAR）と悪性黒色腫に随伴する悪性黒色腫関連網膜症（MAR）が知られている。私達

は TRPM1 が網膜だけでなく、網膜色素上皮や皮膚にも発現していることを見出しており、

TRPM1 が腫瘍関連網膜症における自己抗体の抗原になりうるのではないかと考えた。そこで、私

達は名古屋大学眼科学教室の近藤峰生準教授らと共同研究を行い、CAR 患者由来の血清に

TRPM1 に対する自己抗体が含まれているかをウェスタンブッロト解析で検証した（図 1）。  

 

 

 

図 1．CAR 血清による TRPM1 のウェスタン

ブロット解析 
HEK293T 細胞に TRPM1-3xFlag を発現

させ、そのライセートをサンプルとして（A）抗

FLAG抗体、（B）CAR患者由来血清および

（C）健常者の血清を用いてウェスタンブロッ

ティングを行った。CAR 患者の血清におい

て、抗 FLAG 抗体で検出されたシグナルと

同じ大きさの約 200-kDa のバンドが検出さ

れた。 
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その結果、CAR 患者由来の血清に TRPM1 に対する抗体が含まれていることが明らかとなった。

私達はさらに、この血清から IｇGを精製して、アカゲザル網膜で免疫染色を行い健常者と比較した。

CAR 患者 IgG において、マウス網膜における抗 TRPM1 抗体染色と同じ染色像が観察できた（図

2）。 
 

 

 

 

 

 

 

 そこで、私達は MAR 患者においても同様に TRPM1 に対する自己抗体が血清中に存在するの

ではないかと考え、米国オレゴン健康科学大学のアダムス博士と共同研究を行い、26 例中 2 例の

MAR 患者においてウェスタンブロットで検出可能な TRPM1 に対する自己抗体が存在しているこ

とを明らかにした（図 3）。 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

以上の結果から、私達は長年、網膜双極細胞に対する自己抗体が存在するのではと言われて

きたものの、実体が不明であった自己抗体疾患の一つである腫瘍関連網膜症の双極細胞抗原が

TRPM1 チャネル蛋白質であることを同定し発表した 5)。この研究成果は、神経科学分野での情報

伝達の基礎的理解を医学的な見地へと発展させたものである。癌ならびに網膜疾患の診断や治

療に直接結びつく成果と考えられる。 
 

神経細胞においてシナプスに次ぐ入力装置である繊毛の長さの調節機構 

 私達は、マイクロアレイを用いた視細胞に発現する遺伝子の解析から、網膜視細胞の分化やシ

ナプス形成に関わる分子を複数同定してきた 1), 6)。そのスクリーニングの中から、機能未知キナー

ゼ Mak が視細胞に強く発現することを見出した。私達は、まず、Mak に対する抗体を作製し Mak
の視細胞における細胞内局在を調べたところ、Mak は繊毛の軸糸に局在することがわかった（図

4B 左）。Mak 欠損マウスにおける網膜の発生を観察したところ、網膜の層形成が完了する生後 14

図 2．CAR 血清の免疫組織化学 
CAR および Noral 血清の IgG でアカゲ

ザル網膜を抗体染色した。（A）マウス網

膜を用いた抗 TRPM1 抗体染色。（B）ア

カゲザル網膜を用いた CAR 由来 IgG 染

色。（C）アカゲザル網膜を用いた健常者

（Normal）由来 IgG 染色。 

 

図 3．MAR 血清による TRPM1 のウェス

タンブロット解析 
HEK293T 細胞に TRPM1-3xFlag を発

現させた細胞ライセートをサンプルとして

MAR 患者由来血清に抗 TRPM1 抗体が

含まれているかをウェスタンブロット解析で

調べた。MAR患者#8（A）およびMAR患

者#23（B）において TRPM1 に対する自

己抗体を認めた。 
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日までに、層構造に大きな変化は見られなかった。しかし、生後 3 カ月から視細胞層が特異的に薄

くなり、12 か月では視細胞のほとんどが脱落してしまった（図 4 A）。この進行性の視細胞の脱落は、

ヒト網膜色素変性症と同様の状態と考えられる。視細胞脱落の原因を解析するために、Mak 欠損

マウスの視細胞の繊毛をアセチル化チューブリン抗体で免疫染色したところ、興味深いことに繊毛

が 2 倍以上に伸びていることが観察された（図 4 B 右）。さらに、Mak の繊毛における局在を詳し

く検定したところ、微小管結合蛋白質 RP1 の局在とオーバーラップすることがわかった。RP1 のノ

ックアウトマウスでは、視細胞の繊毛が短くなることが報告されていたので、私達は RP1 と Mak の

関係に注目した。インビトロキナーゼアッセイにより、Mak が RP1 をリン酸化することが明らかとなっ

た。また、培養細胞において RP1 を高発現させると、繊毛が伸長するが、Mak と RP1 を同時に発

現させると過剰に伸びた繊毛がレスキューされることがわかった４）。これらの結果は、Mak が RP1
をリン酸化することで繊毛の長さを調節していることを示唆している。この研究から、網膜における

視細胞変性を引き起こす新規なメカニズムが明らかになり、網膜変性疾患の原因解明や治療へと

つながる成果と考えられる。 

 
 

 

 

図 4. （A) Mak 欠損マウスにおける進行性の視細胞の脱落。Mak 欠損マウスの網膜では、

生後 3 カ月から視細胞層の脱落が見られ、12 か月では視細胞のほとんどが脱落している（右

図）。（B) Mak 欠損マウスにおける繊毛の過剰な伸長。Mak は野生型マウス視細胞の繊毛に

局在する（赤）。Mak 欠損マウスでは、視細胞の繊毛軸糸（アセチル化チューブリンを染色：緑）

が過剰に伸長している（矢印）。 
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網膜双極細胞間の電気シナプス 

網膜の特徴は、伝達物質を介する化学シナプスのみならず、ギャップ結合による電気シナプス

が豊富に存在していることである。キンギョ網膜において電気生理学的実験及びトレーサー結合実

験を行った結果、巨大な軸索終末部を持つMb1型双極細胞は樹状突起間でギャップ結合を形成

していること、また、ギャップ結合には電位依存性や整流性が無く、ローパス・フィルターの周波数

特性を持っていることが明らかとなった(図 5)。また、近隣にある Mb1 型双極細胞同士の自発性膜

電位変動は同期しており、ノイズの低減に役立っていることがわかった。さらに、ギャップ結合した

電気的ネットワークでは、Ca2+スパイクによる広範な側方情報伝達が行われているという新たな知

見が得られた（図 6）。Mb1 型双極細胞から神経節細胞への化学シナプス伝達を調べた結果、双

極細胞間の電気的ネットワークを介する時間遅れを伴う側方情報伝達が、神経節細胞に非常に長

い応答を引き起こすことを明らかにした。従来、電気シナプスは情報伝達に時間遅れがほとんどな

いことが特徴であるとされてきたが、本研究の結果、電気シナプスで Ca2+スパイクによる遅延を伴

った情報伝達が行われることが明らかとなり、動きの検出や予測などの神経基盤となっている可能

性が示唆された７)。 

 

  

 

 

 

 

図 5. トレーサー結合の蛍光画像 

 neurobiotin に結合させた Alexa 
488 の蛍光を共焦点顕微鏡を使って深

さ方向の焦点面を変えながら連続画像

を記録した。矢頭：neurobiotin を導入

した Mb1 型双極細胞。焦点面：（左上）

外網状層、（右上）内顆粒層、（左下）内

網状層 a 層、（右下）内網状層 b 層。 

図 6．Ca2+スパイクの波及における振幅

の変化と遅延 
隣接する 2 個の Mb1 型双極細胞（Cell 
1、Cell 2）からの同時記録。A（左）Cell 
1 に-40 から-10 mV への脱分極パルス

を与えると、Cell 2 で Ca2+スパイクが発

生した。（右）左の Cell 2 で発生した

Ca2+スパイクをテンプレートとして Cell 2
に電圧コマンドを与えると細胞 Cell 1 で

は少し遅れて Ca2+スパイクが発生した。

B A の Ca2+スパイクを重ね合わせたも

の。C（左） Cell 2 の Ca2+スパイクと

Cell 1 の Ca2+スパイクの振幅比。（右）

Cell 2 の Ca2+スパイクと Cell 1 の Ca2+

スパイクの発生の時間差。 
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