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§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

 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、本年度は以下の研究を実施した。 

 

(1)(1)(1)(1)DystroglycanDystroglycanDystroglycanDystroglycan(DG)(DG)(DG)(DG)----PPPPikachurinikachurinikachurinikachurin によるによるによるによる視細胞視細胞視細胞視細胞－－－－双極細双極細双極細双極細胞間胞間胞間胞間シナプスシナプスシナプスシナプス形成機構形成機構形成機構形成機構    

  私達が同定した細胞外マトリックス蛋白質 Pikachurin は、視細胞シナプス間隙に局在し、シナ

プス陥入構造形成に関与する。Pikachurinの変異マウスでは双極細胞への伝達遅延を示すことは、

シナプスの「かたち」が正常な情報伝達に必須であることを示している。Pikachurin は DG と直接結

合し、DG は視細胞のシナプス前部に局在する。私達は DG が糖鎖修飾を介して Pikachurin と相

互作用することおよび Pikachurin がオリゴマーを形成することを確認した(J. Biol. Chem., 285, 

31208-31216, 2010)。 

私達は視細胞のシナプス前部における陥入構造形成機構を詳細に解析するために、DG の視

細胞特異的コンディショナル KO(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

現したPikachurinが拡散しており(図1A)、網膜電図(ERG)では双極細胞由来の応答の減少および

伝達遅延が観察された(図1B)。電子顕微鏡により視細胞-双極細胞間シナプスを詳細に観察する

と、双極細胞の神経突起が視細胞のシナプス前部へ入り込めなくなっていた(図 1C)。興味深いこ

とに Pikachurin KO マウスでは視細胞シナプス間隙における DG のシグナルが著しく減少していた

( 図 1D) 。 HEK293 細 胞 に お い て Pikachurin を 強 制 発 現 さ せ る と 、 細 胞 表 面 に お いて

Pikachurin-DG 複合体が形成された(図 1E)。これらの結果は、視細胞シナプス前部における

DG-Pikachurin 複合体が視細胞-双極細胞間シナプス形成、視細胞から双極細胞への情報伝達

に必須であり、シナプス末端における微細な形態形成がシナプス結合において重要であることを

示した。私達はこの微細な形態形成のことを”micromorphogenesis”と命名し、これが DG と

Pikachurin により制御されることを実証した(図 2)(Omori et al., J.Neurosci.,in press, 2012)。 

DG は Dystrophin と複合体を形成し視細胞のシナプス前部に局在する。Dystrophin は筋ジスト

ロフィーの原因遺伝子であり、筋ジストロフィーの患者では視覚情報伝達の異常を示すことが知ら

れている。今回の研究成果は、神経細胞間のシナプス形成における分子メカニズムを明らかにし

たことに留まらず、筋ジストロフィーの視覚情報伝達異常の病態解明、診断、治療にも結びつく成

果であると考えられる。 
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図 1. DG、Pikachurin のシナプス形成における機能解析 (A)組織学的解析。DG CKO マウスでは

Pikachurin(赤)のシグナルが薄くなっている。(B)電気生理学的解析。DG CKO マウスでは b 波の

振幅の低下、潜時の延長がみられる。(C)電子顕微鏡を用いた解析。DG CKO マウスでは双極細胞

の神経突起がシナプス前部に入り込んでいない。(D)組織学的解析。Pikachurin KO マウスでは

DG(赤)のシグナルが薄くなっている。(E)Pikachurin 発現による DG のクラスタリング。HEK293

細胞において Pikachurin を過剰発現させると細胞表面に DG のクラスタリングが誘導される。 

図 2. DG、Pikachurin の視細胞－双極細胞間シナプス形成における役割についてのモデル図。

野生型マウスでは、Pikachurin がオリゴマーを形成し、DG のクラスタリングを誘導する。

Pikachurin KO マウスでは Pikachurin による DG のクラスタリングが誘導されず、シナプスの

構造異常を示す。DG CKO マウスでは Pikachurin は存在するが、DG のクラスタリングが誘導

されずシナプスの構造異常を示す。 
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（（（（2222））））動動動動きをきをきをきを検出検出検出検出するするするする神経回路網神経回路網神経回路網神経回路網のののの解析解析解析解析    

哺乳類網膜では、運動方向選択性を示す 2 種類の神経節細胞が知られている。ON-OFF 型運

動方向選択性神経節細胞における方向選択性は starburst アマクリン細胞の関与が明らかにされ

ているが、ON 型運動方向選択性神経節細胞における方向選択性に関しては、シナプス前細胞

であるアマクリン細胞のサブタイプが未だ同定されていない。ラット網膜 ON 型運動方向選択性神

経節細胞の投射核である副視索系内側終止核に越シナプス性トレーサーである狂犬病ウィルス

を注入した結果、starburst アマクリン細胞のみならず別のサブタイプのアマクリン細胞も関与して

いる可能性が示唆された。また、ウサギ網膜では ON 型運動方向選択性神経節細胞に 2 種類の

サブタイプが存在することが明らかになった（Hoshi et al., J Comp Neurol.,519,2509,2011）。そこ

で、ラットの副視索系内側終止核に逆行性の蛍光色素を注入し、蛍光標識された網膜神経節細

胞から記録した結果、効率的に ON型運動方向選択性神経節細胞の応答を記録することができる

ようになった。また柳川右千夫教授の作成した VGAT-Venus ラットを用いることによって、蛍光標

識されたGABA作動性アマクリン細胞から光応答を記録し、neurobiotinを細胞内注入することによ

って細胞形態を解析し、GABA 作動性アマクリン細胞のサブタイプを分類した。 

 

（（（（3333））））動動動動きをきをきをきを予測予測予測予測するするするする神経回路網神経回路網神経回路網神経回路網のののの解析解析解析解析    

 オブジェクトの動きの予測は既に網膜で行われているという先行報告がある（Berry et al., 1999)。

しかし、どのような網膜神経回路網でこのような予測が可能になるのかは不明である。そこで、剥離

網膜標本にパッチクランプ法を適用して、単一の神経節細胞から光応答を記録した。動くバー刺

激と静止したフラッシュ・バー刺激を記録している細胞の細胞体を中心とした広い領域に呈示し、

興奮性シナプス後電位およびスパイク発火を記録し解析した。その結果、動くバー刺激の方が静

止したフラッシュ･バー刺激よりも早くスパイク発火する神経節細胞が見つかった。神経節細胞の

樹状突起の空間分布とスパイク発火との関連を詳細に検討中である。 

 

（（（（4444））））一過性一過性一過性一過性・・・・持続性応答持続性応答持続性応答持続性応答のののの発現機構発現機構発現機構発現機構のののの解析解析解析解析 

 キンギョ網膜の ON 型双極細胞の一つである Mb1 型双極細胞の出力を受け取るシナプス後細

胞の自発性 EPSC を解析した結果、一過性 EPSC が主体の細胞、持続性 EPSC が主体の細胞、

両者が混在する細胞が存在し、さらに、これらの細胞が、樹状突起を伸ばす亜層を別とする異なる

サブタイプであることが明らかになった。Ca

2+

バッファーであるEGTA は、Mb1 型双極細胞からの出

力のうち、リボン無しシナプスからの出力のみを選択的に抑制できることが知られている。そこで、

Mb1 型双極細胞に脱分極パルスを与え、シナプス後細胞で生じる EPSC が、EGTA によって抑制

される程度を調べることで、リボン無しシナプスからの出力の寄与率を調べた。その際、樹状突起

間のギャップ結合を介して電気的に繋がった Mb1 型双極細胞群全てに EGTA を導入するため、

細胞膜透過性の EGTA-AM を灌流投与する手法を用いた。その結果、一過性 EPSC が主体のシ

ナプス後細胞では EGTA の影響がほとんど見られなかったが、持続性 EPSC が主体のシナプス後

細胞では EGTA によって EPSC が大きく抑制され、持続性 EPSC と一過性 EPSC が混在するシナ
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プス後細胞でも、より穏やかではあったが、EGTA による EPSC の抑制が観察された。したがって、

本実験の結果、シナプス後細胞ごとに EGTA による EPSC の減少率が異なっていたことは、リボン

無しシナプスが、Mb1 型双極細胞の出力経路として用いられている機能的シナプスであることを示

すものである。さらに、EGTA による減少率が EPSC の持続時間と相関していたことは、シナプス後

細胞での持続性応答の形成にリボン無しシナプスが関与していることを示唆している。 
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§§§§３３３３．．．．成果発表等成果発表等成果発表等成果発表等    

    

（（（（３３３３－－－－１１１１））））    原著論文原著論文原著論文原著論文発表発表発表発表    
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（（（（３３３３－－－－２２２２））））    知財知財知財知財出願出願出願出願  

① 平成 23 年度特許出願件数（国内 0 件） 
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② CREST 研究期間累積件数（国内 0 件） 

    

 

 


