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研究成果の概要（和文）：網膜の代表的疾患である網膜色素変性症は、最終的には失明に至るが、まだ治療法が
確立されていない。再生医療などの治療法が開発されているがその効果は患者網膜の状態に依存する。当該疾患
のモデル動物の研究により、疾患網膜では、異常な自律神経活動が観測されることが知られている。患者網膜状
態の理解を目的として、その病変神経活動が生じるメカニズムについて、電気生理学実験、組織解析、数理モデ
ルシミュレーションにより明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Retinitis pigmentosa is a representative disease of the retina, which 
eventually leads to blindness. The therapy of this disease has not yet been developed. Regenerative 
medicine and other therapies have been being developed, but their effectiveness depends on the 
condition of the patient's retina. Studies on animal models of the disease have shown that abnormal 
autonomic neural activity is observed in the diseased retina. In order to understand the patient 
retinal condition, we clarified the mechanism of the abnormal autonomic neural activity by which the
 diseased neural activity occurs by means of electro-physiological experiments, histological 
analysis, and mathematical model simulations.

研究分野： 計算論的神経科学

キーワード： 網膜　網膜色素変性症　神経回路モデル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
網膜色素変性症の治療には、その疾患により脱落する視細胞を再生技術により再生した視細胞の移植により補填
することが試みられているが、その効果は視細胞の下流にあたる網膜神経の状態に依存する。本研究により、２
次変性部位と病変神経活動の原因がその変性であることを明らかにできたので、治療のターゲットを同定できる
ことにより、より確実な治療法の開発に寄与すると期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ヒトは外界から得る感覚情報の多くを視覚に頼っている。そのため、網膜疾患は著しい「生活の
質」の低下をもたらすが、未だ治療法が確立されていないものが多い。再生医療技術の中でも「視
覚・聴覚」の再生技術に対する期待が高まるなかで、iPS 細胞を用いた再生医療技術の世界初の
臨床応用事例は網膜疾患、より詳しく言えば、網膜の生理機能を支える組織（色素上皮組織）に
対してであった。網膜そのものの機能の再生はまだ達成されていない、というのも、移植した組
織が機能するかどうかは患者の網膜状態に大きく依存するためである。疾患の直接的原因とな
る変性部位（視細胞）を補填するだけでなく、移植した組織が残された神経組織と回路を再形成
し、機能そのものが再生しうるかを検証しなければならない。これには、副次的な変性も含めた
疾患網膜の状態を理解することが必要不可欠である。 
 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえ、網膜疾患に対する再生医療への展開を想定した、初期視覚機能を再生する
技術を確立するために、 
(1) 網膜回路の動的特性に基づく視覚情報伝達様式の数理モデル構築 
(2) 回路動態解析による正常および病変網膜の神経機構解析 
(3) 数理モデルによる再生網膜組織の機能性評価手法の開発 
を達成する必要があるとし、これを研究の目的とした。 
 
(1) 網膜では、視細胞によって光信号が電気応答に変換された後、双極細胞、アマクリン細胞、

神経節細胞が構成する回路で視覚情報が処理される。これらの細胞には、それぞれ十種類
をはるかに超える多様なサブタイプが存在し、その機能的意義の理解が重要である。視覚
刺激は静止画ではなく、時事刻々と変化する動的刺激であるので、網膜を構成する神経細
胞・シナプスの動的特性がこの処理に重要な機能をもたらすと考えられるが、従来のほと
んどの研究ではこうした特性は十分に考慮されておらず、神経細胞やシナプスの生物物理
学的機構を数理モデル化し、そのダイナミクスを考慮したモデルの構築を目指す。 

(2) 病変網膜の中には正常網膜では見られない自律振動活動を示すことが報告されている。病
変網膜の代表的モデル動物である rd1 マウス網膜だけでなく、網膜 ON 型視覚伝達を担う
Trpm1 チャネルを欠損させた Trpm1 欠損マウス網膜でもこの自律振動活動が発生する一方、
同じく ON 型視覚伝達を担う mGluR6 を欠損させた mGluR6 欠損マウスでは見られない。これ
らを用い、異常な自律振動活動のメカニズムを理解することにより、網膜神経回路の機能
構築および視覚伝達のメカニズムを明らかにする。 

(3) 視覚再生において、多能性幹細胞から機能的に成熟した三次元網膜を作製する技術が求め
られている。安定した供給とクオリティチェックのためには、初期化・分化誘導の各プロセ
スの分子機構を理解し、より高安全性・高効率な作製技術が必要となる。そこで本研究で
は、網膜分化の分子機構を解明し、より高安全性・高効率な作製技術の開発と数理モデルに
よる機能評価系の構築を目指す。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 網膜、特に網膜内層の回路動態に着目するため、網膜内層を構成する主要な細胞である、双

極細胞、アマクリン細胞、神経節細胞の数理モデルを構築する。また網膜の主要な伝達経路
に存在するリボンシナプスのモデルも構築した。 

(2) 疾患モデルマウスから剥離網膜標本を作製し、網膜神経節細胞におけるオシレーショ
ンの発生機構を明らかにするため、ホールセルクランプ法による電気生理学実験を行
った。また、正常および疾患モデルマウス（rd1, Trpm1欠損, mGluR6 欠損）の網膜を
免疫組織化学的に解析した。 

(3) 明暗を認識する杆体細胞と色覚を担う錐体細胞の機能評価や神経回路の解析において、ヒ
ト・マウス・ジリスといったモデル動物の細胞から樹立した多能性幹細胞を用いて、三次元
網膜を作製する。さらに、再生網膜の機能性評価に有用な成熟網膜の分化培養系の構築を
試みる。 

 
 
 



４．研究成果 
網膜の ON 型双極細胞の樹状突起には、視細胞からのグルタミン酸を受容する metabotropic 

Glutamate Receptor subtype 6（mGluR6）が発現しており、陽イオンチャネルである Transient 
receptor potential cation channel subfamily M member 1（Trpm1）チャネルの開閉を制御す
ることで光応答を発生させている。夜盲症の原因遺伝子である Trpm1 遺伝子を欠損させたマウ
スの剥離網膜標本にマルチ電極法を適用して網膜神経節細胞（RGC）のスパイク発火を記録した
ところ、周期的な自発発火（オシ
レーション）をしていることを見
出した。そこで、Trpm1 KO マウ
スの剥離網膜標本の大型 RGC
（αRGC）にホールセルクランプ
法を適用して、オシレーションの
発生機構を検討した。記録電極か
ら 細 胞 内 に 導 入 し た
neurobiotin で細胞形態を観察
し、αRGC の光応答型を形態学的
に分類した。Trpm1 遺伝子を欠損
させたため、光刺激に対して ON
型αRGC は応答せず、OFF 型αRGC
は OFF 応答を示した。いずれのα
RGC も膜電流固定下では周期的
なスパイク発火を示した。また、
αRGC ペアから同時記録を行い、
オシレーションの位相を調べた
結果、光応答型が同じペア（ON 型
－ON 型、OFF 型－OFF 型）では同
位相、光応答型が異なる RGC ペア
（ON 型－OFF 型）では逆位相の関
係にあることがわかった。次に、膜電位固定して、電位依存性の電流が活性化しないようにした
ところ、周期的なシナプス入力が認められた。したがって、オシレーションは、RGC 自体の電位
依存性電流の働きではなく、シナプス入力によって駆動されていることがわかった。周期的なシ
ナプス入力の反転電位を調べたところ、ON 型αRGC では 0 mV 付近、OFF 型αRGC では-60 mV 付
近であった(図 1)。したがって、ON αRGC はグルタミン酸作動性シナプス入力、OFF αRGC はグ
リシンまたは GABA 作動性シナプス入力によってオシレーションが駆動されていることが示唆さ
れた。 
ON 経路と OFF 経路に同時に逆極性のシナプス入力を行っている神経細胞がオシレーションの

発生源として考えられる。杆体視
細胞から入力を受ける杆体（ON
型）双極細胞はグルタミン酸作動
性シナプスを介して AII アマク
リン細胞（AII AC）を興奮させる。
AII AC は、ギャップ結合を介し
て ON 型錐体双極細胞を興奮さ
せ、一方、グリシン作動性シナプ
スを介して OFF 型錐体双極細胞
を抑制する。ON 型錐体双極細胞
の興奮は ON 型 RGC に ON 応答を
発生させ、OFF 型錐体細胞の抑制
は OFF 型 RGC に OFF 応答を発生
させる。そこで、ギャップ結合の
阻害剤やイオンチャネル型グル
タミン酸受容体の阻害剤を投与
したところ、ON 型αRGC における
オシレーションは消失し、一方、
グリシン受容体の阻害剤を投与
したところ、OFF 型αRGC のオシ
レーションは消失した。以上の実
験結果は、AII AC がオシレーシ

図 1． αRGC の細胞形態とシナプス入力の反転電位。 
A1．OFF 型αRGC の細胞形態。 B1. 網膜内網状層にお
ける蛍光強度の分布（赤：ChaT、緑：Neurobiotin)。C1. 各膜
電位に固定したときのシナプス入力波形。 
A2，B2, C2. ON 型αRGC の細胞形態、蛍光強度の分布と
膜電位固定下でのシナプス入力波形。D. 各膜電位におけ
るシナプス入力の振幅。 E. 反転電位。 

図２． Trpm1 欠損マウスの網膜応答(生理実験と数理モデル) 

Trpm1 欠損 マウス網膜の神経節細胞の光刺激時の神経応答

計測(左)、それを再現する数理モデルシミュレーション(右) 上

段が OFF 型神経節細胞、下段が ON 型神経節細胞 この網

膜では、ON 型のみに光情報伝達の機能欠損が見られ、数理

モデルがそれを再現  



ョンの発生源となって、RGC に周期的スパイク発火を発生させることを示している。 
杆体（ON 型）双極細胞の樹状突起に発現している mGluR6 遺伝子を欠失させたマウスでは、網

膜に光照射しても RGC には ON 応答が発生しないが、オシレーションは見られない。視細胞が変
性する rd1 マウスでは、光応答が消失し、RGC にはオシレーションが発生する。そこで、Trpm1 
欠損マウス、mGluR6 欠損マウス、rd1 マウスのそれぞれの網膜について免疫組織化学的に調べ
たところ、Trpm1 と mGluR6 欠損マウスでは重篤な網膜変性は見られず杆体双極細胞の樹状突起
が正常だったにも関わらず、rd1 では視細胞がほぼ消失し、杆体双極細胞の樹状突起も変性が見
られ、TRPM1 の膜局在が見られなかった。Trpm1 欠損マウスでは TRPM1 は膜に局在しないが、
mGluR6 欠損マウス網膜では、わずかに少ないものの、樹状突起先端における局在が認められた。
杆体双極細胞の軸索終末部は、オシレーションを示す Trpm1 欠損マウスと rd1 マウスでは退縮
しており、オシレーションを示さない mGluR6 KO マウスでは野生型マウスと違いがないことが
わかった。杆体双極細胞から AII AC へのグルタミン酸作動性入力の減少が AII AC にオシレー
ションを引き起こす可能性が示唆された。 
こうした電気生理学的、免疫組織科学的解析により得られた結果を網膜内層数理モデルに取

り入れることにより、正常網膜、rd1、Trpm1 欠損、mGluR6 欠損マウス網膜のいずれの活動をも
再現できることがシミュレーション実験により確認された（図２）。 
以上より、多くの網膜疾患で観測される病変自律振動活動のメカニズム、それをもたらす二次

的な回路編成が明らかになり、網膜疾患の治療において、留意すべき網膜状態の評価の基準が確
立できると期待される。 
 
理化学研究所多細胞システム形成研究センター網膜再生医療研究開発プロジェクト（現：株式

会社ビジョンケア）と協力して、ヒト・マウス・リスの多能性幹細胞（ES/iPS 細胞）から網膜組
織の分化培養系を構築しつつある。マウスのモデルでは、網膜組織へ分化した細胞で GFP が発現
するレポーター多能性幹細胞（Rx-GFP ES 細胞）を用いて、網膜組織への分化メカニズムに関す
る解析を行った。そこで、ノックアウトマウスで網膜構造の形成異常が報告されている接着分子
ALCAM に着目して実験を実施した。Alcam 遺伝子は、15 個の exon から構成されるが、選択的ス
プライシングにより exon 13 をスキップする short ALCAM と全 exon から発現する long ALCAM
の 2 種類のアイソフォームが存在する。この 2 つのアイソフォームは ALCAM タンパク質の細胞
外ドメインの切断感受性が異なり細胞接着や細胞内シグナル伝達を担う機能に相違があると考
えられている。しかし、網膜への分化効率や成熟度への影響については不明な点が多い。本研究
から 2 つのアイソフォームを欠損させると細胞接着が脆弱になり網膜組織への分化が阻害され
る一方で、long ALCAM の細胞外ドメインが切断された可溶型 ALCAM が網膜分化を促進する可能
性などが見いだされた（第 45 回日本分子生物学会年会、2022 年 12 月 1 日）。効率的な三次元網
膜作製にむけた分化培養系の構築に有用な情報が得られたと考えられる。錐体細胞が豊富で色
覚研究に有用なジリスのモデルでは、米国 Northwestern 大学の Steve H. DeVries 博士との共
同研究によりリス胎仔線維芽細胞やリスミューラーグリア細胞からリス iPS 細胞の樹立を試み
た。分化抵抗性の株が高頻度で樹立されるため難航したがベクターや初期化因子の改良により、
アルカリフォスファターゼ活性陽性の iPS 細胞株の候補クローンをいくつか樹立することに成
功した。現在、内因性の未分化マーカー遺伝子の発現や内・中・外胚葉への分化多能性に関する
機能解析を実施中である。最終的にはジリス網膜組織への分化培養系を構築し、世界で初となる
錐体細胞エンリッチな網膜組織を培養皿上で再現したい。複雑で未解明な色覚情報の電気回路
の解明と再生網膜の品質評価に向け、本研究の成果は有用なツールの構築という点でパイオニ
ア的なものになると期待される。 
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