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研究成果の概要（和文）：我々は、網膜におけるP2X受容体の生理学的機能を明らかにすることを目的として研
究を行ってきた。我々が同定したP2X受容体のうち、P2X3受容体について検討した。免疫組織化学、in situ 
hybridization、電気生理学的検討から、P2X3受容体は網膜神経節細胞やアマクリン細胞に発現が認められ、光
の情報伝達においてP2X3受容体は、網膜神経節細胞の応答のS/N比を適切なレベルに調節していることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：ATP acts as a neurotransmitter in the nervous system. All subtypes of P2X 
receptors (P2X1 - P2X7) have been identified in the mouse retina. However, the types of P2X 
receptors contributing the signal processing in the retina have not been well elucidated. In the 
present study, we focused on P2X3 receptors, and investigated the receptor localization and 
physiological function by immunohistochemistry, in situ hybridization and electrophysiological 
techniques. We found that P2X3 receptors were detected in amacrine cells and retinal ganglion cells,
 and the S/N ratio of the firing of retinal ganglion cells was regulated to the appropriate levels.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、中枢神経系におけるP2X3受容体の機能の理解に貢献するとともに、眼内でATP濃度の上昇が報告され
ている緑内障や加齢黄斑変性症などの疾患の新たな治療薬の開発につながることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 P2X 受容体は ATP の受容体として、生体内に広く発現が認められており、神経伝達、筋収縮、
炎症反応、聴覚、嗅覚、痛覚及び味覚など多様な生理現象に関わることが知られている。それゆ
え、P2X 受容体によるシグナル伝達は、数多くの疾患との関連が報告されている。P2X 受容体
は、P2X1 から P2X7 までの 7 つのサブタイプが知られており、網膜内にすべてのサブタイプの
発現が認められている。これらの P2X 受容体サブタイプのうち、P2X7 受容体は、失明の主な
要因とされる緑内障や加齢黄斑変性症において、硝子体内の ATP 濃度の増加に伴い活性化し、
網膜内の細胞のアポトーシスに関わることが報告されている（Zhang et al. 2007, Natomi et al. 
2013 他）。一方、P2X1～P2X6 受容体についても、所属教室の先行研究により網膜内での発現
を確認しており（Kaneda et al. 2004, Shigematsu et al. 2007）、これらの受容体の ATP に対す
る親和性は、P2X7 受容体と比べ 10～1000 倍高いことから、P2X1～P2X6 受容体も上記の疾患
や、網膜機能の維持発現等に関与している可能性が高い。そこで私たちは、これらの受容体が網
膜内で生理学的に機能しているのかを調べるために、網膜の出力細胞である網膜神経節細胞の
光刺激に対する応答が、P2X 受容体の非選択的アンタゴニストである PPADS（P2X1, 2, 3 及び
5 受容体を阻害）により修飾を受けること（Kaneda et al. 2008）、PPADS の眼内（硝子体内）
注入により網膜電図の b 波の振幅に有意な減少が認められること（Ichinohe et al. 2017）を報
告してきた。しかしながら、いずれの P2X 受容体サブタイプが網膜内で機能しているのかは不
明であった。そこで予備的な検討として、明順応条件下において、P2X3 受容体アンタゴニスト
を眼内に注入し網膜電図を記録したところ、b 波や OP 波の振幅の減少が認められた。以上より
本研究では、網膜における P2X3 受容体の生理学的機能を調べることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、P2X3 受容体が網膜内の神経伝達にどのように関与しているのかを明らかにする
ことを目的とした。網膜内における P2X3 受容体の分布及び P2X3 受容体を発現する細胞の同
定、同定された細胞への電流の入出力関係への P2X3 受容体による影響、P2X3 受容体による視
機能への影響について検討し、これらの研究成果をもとに、網膜の光情報伝達機構における
P2X3 受容体の役割を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 P2X3 受容体を発現している細胞の位置を調べるため、in situ hybridization にて P2X3 受容
体を発現している細胞の位置を調べ、免疫組織化学にて P2X3 受容体を発現している細胞種を
調べた。また、発現している P2X3 受容体が生理学的に応答可能な状態であるかを調べるため、
パッチクランプ法にて標的細胞に P2X3 受容体アゴニストを作用させ、応答の有無を検討した。 
P2X3 受容体がどのような条件で視覚情報の伝達に寄与するのかを調べるため、マルチ電極シス
テムを用いて、ex vivo の網膜標本に光を照射し、それにともなって生じる網膜神経節細胞の応
答への影響を検討した。また、ノックアウトマウスを用いて組織学的検討による P2X3 受容体の
分布や、薬理学的検討により認められた P2X3 受容体への影響を確認することとした。 
 
４．研究成果 
 P2X3 受容体を発現している細胞の位置を調べるため、in situ hybridization にて P2X3 受容
体を発現している細胞の位置を調べたところ、神経節細胞層に発現が認められた。また、免疫組
織化学においては、内網状層と神経節細胞に免疫反応が認められた。内網状層では、主に ON 型
の視覚情報の処理にかかわる sublamina b に反応がみられ、神経節細胞層では、網膜神経節細
胞およびアマクリン細胞のマーカーとの共局在が認められた。一方、細胞体が内顆粒層に位置す
る双極細胞やミュラーグリア細胞の突起との共局在はみられなかった。抗体の特異性は、抗原へ
の抗体の吸着実験や、P2X3 受容体ノックアウトマウスにて確認した。さらに、網膜神経節細胞
について電気生理学的検討を加えたところ、P2X3 受容体アゴニストによる応答が ON 型網膜神
経節細胞では認められたが、OFF 型網膜神経節細胞ではみられなかった。この結果は免疫組織
化学の結果と一致するものである。 
 次に、網膜神経節細胞でみられる活動電位の頻度について、P2X3 受容体による影響を、P2X3
受容体アンタゴニストを用いて検討した。暗順応条件下において１秒毎に明暗を繰り返す光を
照射したところ、ON 型網膜神経節細胞の発火頻度は上昇し、OFF 型網膜神経節細胞の発火頻
度は減少した。一方、明順応条件下において光刺激を十分な間隔を開けて照射した場合は、ON
型及び OFF 型網膜神経節細胞ともに、光刺激に伴う応答は減少する傾向が認められた。暗順応
と明順応の条件は異なるが、ON 型網膜神経節細胞の P2X3 受容体アンタゴニストの影響の違い
は、明刺激直前の双極細胞の伝達物質の貯蔵量に依存するものと考えられる。このとき、明刺激
間の非光刺激条件下（暗条件下）においては ON 型網膜神経節細胞で上昇し、OFF 型網膜神経
節細胞では減少していた。そのため、光刺激に伴い発生した活動電位と非光刺激時に自発的に生
じた活動電位の頻度を比較するため S/N 比を計算したところ、P2X3 受容体アンタゴニストに



より、ON 型網膜神経節細胞の S/N 比は減少したが、OFF 型網膜神経節細胞の S/N 比は増大し
ていた。なお、P2X3 受容体ノックアウトマウスを用いて網膜電図の記録を行ったところ、アン
タゴニストの眼内投与でみられたような影響はみられなかったことから、生理学的検討にノッ
クアウトマウスは利用しなかった。おそらく他の P2X 受容体サブタイプが発現し、網膜機能を
補償したものと考えられる。 
 以上の結果より、P2X3 受容体は、網膜内の神経節細胞層に分布する網膜神経節細胞及びアマ
クリン細胞に発現しており、光の情報伝達においては S/N 比を適切なレベルに調節し、脳への
伝達に寄与していることが示唆された。今回の研究により、網膜における P2X3 受容体の生理学
的機能の一端が明らかとなった。この結果は、緑内障や加齢黄斑変性症などの新たな治療法の鍵
となるばかりでなく、P2X3 受容体は中枢神経系にも広く発現が認められていることから、てん
かん等の精神疾患の治療への糸口となることも考えられる。今後は本研究で得られた成果を元
に、これらの疾患への影響や治療の研究へと力を注ぎたい。 
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