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研究成果の概要：網膜にはOFF経路とON経路とよばれる二つの並列な情報処理経路が存在す

る。本研究ではATPで活性化されるP2X2型プリン受容体が、コリン作動性アマクリン細胞のOFF

型には多く存在するが、ON型にはほとんど存在しないことを明らかにすることができた。網膜

神経節細胞の光応答もON経路とOFF経路でP2X型プリン受容体を介して経路特異的に調節を受け

ていることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
網膜ATP受容体の研究は、発生初期に網膜

内を伝播するCa waveにP2Y型プリン受容体が

関係することが注目され研究が進められて

きた。このため発生期における網膜ATP受容

体の役割については多くの知見が集められ

ていた。一方成熟動物網膜におけるATP受容

体の研究は、断片的な研究結果がいくつかの

学術誌に報告されたのみでP2X型受容体が神

経伝達物質として関与するのかどうかにつ

いては研究がほとんど行われていなかった。

このためわれわれがサルとマウスで行った

系統的な網膜内P2X型受容体分布の免疫組織

化学的検討（J. Comp. Neurol. 2003 & 2004）が、

網膜においてもP2X型プリン受容体が神経伝

達物質として機能する可能性を示す唯一の
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形態学的データであった。実験開始当時われ

われはパッチクランプ法を用いた実験で、

P2X型プリン受容体を介する応答がコリン作

動性アマクリン細胞に存在することを確認

していたが、網膜から上位中枢への出力に対

してATPが修飾をかけているのかどうかに関

する報告は行われていなかった。 

研究開始当時、網膜から上位中枢へ送られ

る情報解析を目的として、網膜神経節細胞の

光刺激に対するマルチ電極法を用いた応答

記録が導入され、tiger salamander等の冷血
動物を用いた研究成果（Nature, 2005）が報告

され始めていた。しかしながら、マウス網膜

等の哺乳類網膜を用いた検討はほとんど行

われていなかった。またマルチ電極法を用い

て、網膜神経節細胞光応答が ATP で修飾を
受けるかどうかを検討した報告は存在しな

かった。 

 
２．研究の目的 
網膜の神経回路は光刺激で興奮が増加する

ON経路と興奮が減少するOFF経路に分けられ

る。ON経路とOFF経路のシグナルは網膜内で

交じり合うことなく並列に処理され上位中

枢に送られ、再合成されて視覚情報として認

知される。近年われわれは理化学研究所・脳

センター・神経構築部門ならびに京都大学医

学部中西研究室との免疫組織化学的手法を

用いた共同研究を通じて、サルならびにマウ

ス網膜には広くP2X型プリン受容体が存在す

ることを明らかにしてきた。またマウス網膜

コリン作動性アマクリン細胞のP2X2型プリ

ン受容体の研究から、P2X2型プリン受容体が

ON経路のコリン作動性アマクリン細胞には

ほとんど存在せず、OFF経路のコリン作動性

アマクリン細胞に特異的に存在しているこ

とを明らかにしてきた（J. Comp. Neurol.,2

003 & 2004）。また研究を開始した頃に実施

していたコリン作動性アマクリン細胞ATP応

答のパッチクランプ法による解析において

も、外来性にATPを投与するとOFF型コリン作

動性アマクリン細胞のみに特異的にATPに対

する応答が引き起こされることが観察され

ていた。 

コリン作動性アマクリン細胞の出力は網

膜神経節細胞を介して上位中枢に送られる。

このことからわれわれはP2X型プリン受容体

が網膜神経節細胞の出力情報を修飾してい

るのではないかと考えていた。しかしながら

外来性にATPを投与したときに、網膜神経節

細胞から高次中枢に送られる活動電位の発

火パターンがATPで修飾されるのかどうか、

また修飾されるならばON経路とOFF経路でそ

の修飾様式に相違があるのかということに

ついては明らかとなっていなかった。本研究

では１）マルチ電極法を用いたマウス網膜神

経節細胞の光応答に対するP2X型プリン受容

体の修飾効果の検討と、２）パッチクランプ

法を用いたOFF型コリン作動性アマクリン細

胞P2X2型プリン受容体のイオン機構の検討

を目的として実験を行った。 

 

マウス網膜神経回路の模式図 

ON経路は黒、OFF経路は青で示してある。P2X

2受容体はOFF経路にのみ存在する。 



 

 

網膜双極細胞には光刺激で脱分極するON型

と過分極するOFF型があり、ON型双極細胞はO

N型神経節細胞に、OFF型双極細胞はOFF型神経

節細胞に情報を伝達する。 

 塗りつぶしてあるのはコリン作動性アマク

リン細胞で、ON経路で神経節細胞側に細胞体

を持つコリン作動性アマクリン細胞が、OFF

経路では双極細胞側に細胞体を持つコリン作

動性アマクリン細胞が網膜神経節細胞の応答

を修飾する。 

ON経路とOFF経路の情報は網膜内の異なる

神経回路で処理され上位中枢に送られるため、

P2X2型プリン受容体はOFF経路の情報のみを

修飾すると考えられる。 

 
３．研究の方法 
（１）遺伝子改変マウス網膜コリン作動性ア

マクリン細胞P2X型プリン受容体応答の電気

生理学的解析 

本研究課題を遂行するために必要な遺伝子

改変マウスはすでに所有しているものを用い

た。網膜スライス標本ならびに単離網膜神経

細胞標本を作製し、GFP陽性像を指標にしてコ

リン作動性アマクリン細胞からパッチクラン

プ法を用いてATP応答を記録した。スライス標

本上では、網膜内のGFP陽性細胞の細胞体の位

置を指標にしてON型とOFF型にコリン作動性

アマクリン細胞を区別した。ATP等の薬物の投

与には急速潅流法を用いた。ATPやP2X型プリ

ン受容体のアゴニストやアンタゴニストを投

与したときに得られるOFF型コリン作動性ア

マクリン細胞の電流応答の大きさを指標とし

て、P2X型プリン受容体のATP濃度依存性や受

容体サブタイプの検討を行った。 

連携研究者は網膜全般に関する豊富な形

態学的・生理学的知識をもとに、適切な助言

と文献的知識を研究代表者に提供した。 

（２）野生型マウス網膜神経節細胞からのマ

ルチ電極法を用いた記録システムの開発 

 理化学研究所・脳センター・細谷研究ユ

ニットの所有する冷血動物用記録システム

をベースとして、哺乳類網膜神経節細胞から

の記録用システムを共同開発した。哺乳類網

膜は冷血動物網膜に比べて酸素要求度が高

かった。そこで網膜の酸素化のシステムを中

心に冷血動物用のシステムに改良を加え、哺

乳類網膜から安定して記録できるシステム

を開発した。また哺乳類網膜は冷血動物網膜

に比べて厚いので、網膜をマルチ電極上に固

定する際の電極と圧着用アダプターの間の

距離を哺乳類網膜用に改良を加えた。理研で

の共同開発でシステムが稼働することを確

認した後、光刺激を加えたときの光応答から

マウス網膜神経節細胞をON型とOFF型に分類

する基準を決定した。光刺激はコンピュータ

ーディスプレイを用い、ディスプレイの光刺

激の強度、コントラスト、刺激頻度等の条件

を種々に変化させ、ON型とOFF型を分類する

のに適した光刺激の条件を決定した。こうし

た条件を設定した後、P2X型プリン受容体の

アンタゴニストであるPPADSを用いて光刺激

に対する網膜神経節細胞の応答をON型とOFF

型に分けて検討した。 

 
４．研究成果 

（１）遺伝子改変マウス網膜コリン作動性ア

マクリン細胞P2X型プリン受容体応答の電気

生理学的解析 

ON型とOFF型の両サブタイプで見られるATP

応答の大きさが免疫組織化学的観察で得られ

た免疫反応の強さの差を反映しているのかど

うかについて検討を加えた。ATPを急速潅流法

で投与し、GABA応答を用いてATP応答を正規化

してON型とOFF型でATP応答の大きさを比較し

たところ、OFF型ではON型に比べて大きな電流

応答が観察されることが明らかとなった。 



 

 

またP2X型プリン受容体のアゴニストやア

ンタゴニストに対する応答から、P2X2型プリ

ン受容体がOFF型コリン作動性アマクリン細

胞特異的に発現していることが明らかとなっ

た。 

ATP を投与すると OFF 型コリン作動性アマク

リン細胞への抑制性シナプス入力の増大が同

時に観察された。この抑制性シナプス入力の増

大は単離細胞標本でも観察された。ATP投与で

生じる抑制性シナプス入力の増大は GABA 受

容体のアンタゴニストで阻害されたことから、この

抑制性シナプス入力はGABAergic なものである

と結論した。また P2X 型プリン受容体のアゴニス

トとアンタゴニストを用いたときに観察される抑制

性シナプス入力の頻度を指標として受容体サブ

タイプの同定を行った。しかしながらアゴニストの

選択性が低いため、候補として考えられる受容

体を数種類に絞り込むことはできたが、受容体

サブタイプの同定はできなかった。しかしながら

薬理学的挙動が P2X2 型プリン受容体とは異な

ることから、OFF 型コリン作動性アマクリン細胞

へのシナプス前終末からの GABA 入力は別の

P2X型プリン受容体で制御されていることが考え

られた。 

 

（２）野生型マウス網膜神経節細胞からのマ

ルチ電極法を用いた記録システムの開発 
マウス網膜神経節細胞にマルチ電極法を

適用し、コンピューターディスプレイの明る

さをコンピュータープログラム上で変化さ

せ、網膜に光刺激を行うことでON型とOFF型

網膜神経節細胞から光刺激に対する応答を

記録することができた。またON型とOFF型か

らの光応答の記録システムと光応答の解析

システムを確立することができた。光応答を

記録しながら、P2X型プリン受容体の阻害薬

であるPPADSを投与するとON型では発火頻

度が減少したが、OFF型では発火頻度が上昇

しかつその発火パターンにも変化が見られ

た。このことから、網膜神経節細胞の光応答

はP2X型プリン受容体を介して経路特異的に

調節を受けていることが明らかとなった。 
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