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研究成果の概要（和文）：外界からの光情報を感知する網膜において、視細胞リボンシナプスの異所性局在は視
覚機能の低下に相関することが示唆されている。本研究ではプレシナプスタンパク質CASTやELKSを網膜または水
平細胞特異的に欠損するマウスを作製し解析した。その結果、リボンシナプスの異所性局在などの変性は見られ
ず、視細胞や水平細胞に発現しているCASTは変性の直接的な要因ではないことが示唆された。一方、視細胞のシ
ナプスでCASTを急性的に欠損させると、視細胞が変性し、CASTは視細胞やシナプスの維持に重要な役割を担って
いることが分かった。

研究成果の概要（英文）：In the retina, which senses optical information from the external 
environment, the ectopic localization of photoreceptor ribbon synapses has been found to be 
associated with decreased visual function. In this study, we generated mice lacking the presynaptic 
proteins CAST and ELKS specifically in retinal or horizontal cells. In contrast to the previous 
analysis using global knockout of CAST, the immunohistochemical analysis revealed no signs of 
degeneration such as ectopic localization of ribbon synapses, indicating that CAST expression in 
photoreceptor and horizontal cells alone does not directly cause the retinal degeneration. However, 
when CAST was depleted after the synapse formation, it led to the degeneration of photoreceptor 
cells. Therefore, CAST plays an important role in maintaining the integrity of photoreceptor cells 
and their synapses.

研究分野：シナプス伝達を基盤とした脳神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
網膜機能が障害される網膜変性症では、視細胞が変性し夜盲や視野狭窄といった症状がみられ、視細胞の脱落が
進行すると失明にいたることもある。若年性の網膜変性症から多岐にわたる原因遺伝子が同定されてきたが、孤
発性の多くは特定の遺伝子異常がないため発症や進行の作用機序がわからず、効果的な治療法も確立されていな
い。本研究は、視覚機能の低下に相関する視細胞リボンシナプスの異所性局在において、プレシナプスタンパク
質の作用機序を明らかにすることで、網膜変性疾患の原因解明や治療法開発に貢献するものである。

※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 

外の世界を「見る」器官である眼球の中でも網膜は、光情報を脳へと伝達する重要な神経器官

である。薄さ数百mの組織の中では、光を感知し神経情報へと変換する視細胞を含め 5種類の

神経細胞によって層構造が構成されている(Fig. 1A)。この網膜が障害される網膜変性症では光セ

ンサーである視細胞が変性し、暗いところで見えにくい夜盲や、視界が狭くなる視野狭窄といっ

た症状がみられ、視細胞の脱落が進行すると失明にいた

ることもある。これまでに若年性の網膜変性症から多岐

にわたる原因遺伝子が同定されているが、孤発性の多く

は特定の遺伝子異常がないため発症や進行の作用機序

がわからず、効果的な治療法も確立されていない。 

本研究の申請者らは、シナプスタンパク質 CAST や

ELKSを欠損させたマウスにおいて、視覚機能の低下と

視細胞リボンシナプスの異所性局在が相関すること

(Fig. 1B)、また、後天的に ELKSを欠損させると、視細

胞の脱落が起きることを報告している(tom Dieck et al., 

2012, J Neurosci, Hagiwara et al., 2018, J Cell Biol.)。しか

しながら、CAST/ELKSが関与するシナプス伝達と

視細胞変性による異所性局在の因果関係や、視細

胞脱落のメカニズムは未だよくわかっていない。 

 

２．研究の目的 

神経回路は、神経細胞がシナプスと呼ばれる接合

部において情報を伝達することを基盤とし、プレシナプスでは開口放出部(アクティブゾーン, 

AZ)に伝達物質を内包するシナプス小胞が集積する。視細胞のリボンシナプスは、伝達物質の放

出を制御する重要な役割を果たしており、夜盲症の原因遺伝子欠損マウスや老齢マウスでは、リ

ボンシナプスが視細胞層(ONL)に異所性に局在し、視機能低下と関連する形態変化であると考え

られている。このような異所性局在は、CAST/ELKS 欠損マウスをはじめ、他の AZタンパク質

である Bassoon の欠損マウスでも報告されており(2007, Eur J Neurosci)、また AZ タンパク質の

RIMは網膜変性疾患の原因遺伝子の一つとして同定されている。すなわち、シナプス伝達が、リ

ボンシナプスの異所性局在や視機能低下に関連していることが示唆されているが、関連タンパ

ク質との因果関係は未だよくわかっていない。本研究では、CAST/ELKSの欠損マウスにおいて、

リボンシナプスの異所性局在が形成される要因や増加する過程を解析し、視細胞が変性する作

用機序を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

＜網膜特異的な CAST/ELKS欠損マウスを用いた、異所性局在と網膜変性の解析＞ 

Fig. １ リボンシナプスの異所性局在 

A. 網膜の層構造と神経細胞種。点線は抑制

性細胞 

B. 視細胞リボンシナプスは野生型では OPL

に集積しているが、CAST/ELKS 欠損では

ONLに異所性に局在（矢印）していた 
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外界の光情報は視細胞で神経シグナルに変換され、双

極細胞への興奮性シナプス伝達は、水平細胞による側方

抑制を受けることでコントラストの調節などが行われ

ている。申請者らは、先の解析において電子顕微鏡・3

次元立体再構築を行い、CAST/ ELKS欠損マウスでは水

平細胞の分岐が顕著に低下していることを見出した

(Fig. 2)。本研究では、水平細胞と異所性局在の因果関係

を明らかにするため、水平細胞特異的な CAST/ ELKS

欠損マウスを作成し、形態学的な解析を行う。 

水平細胞特異的な欠損マウスは、CAST floxマウス、

ELKS floxマウス、または CAST/ELKS double floxマウ

スを、水平細胞特異的 Creマウス（Cx57-Cre; 2013, PLoS 

ONE, Cx57-CreERT2; 2017, Scientific Reports）との交配により作成する。これらのマウスから得ら

れた網膜を免疫組織化学染色によってリボンシナプスを標識し、網膜層構造や異所性局在の形

成を検証する。 

 

＜網膜神経細胞の動態観察＞ 

 網膜神経細胞の神経伝達を観察するため、視細胞や双極細胞、また水平細胞特異的な標識法を

確立する。まず、アデノ随伴ウィルス(AAV)ベクターを用いて蛍光タンパク質を発現させ、免疫

組織化学染色法により各種神経細胞への特異性を評価する。その後、蛍光カルシウムセンサーや、

蛍光膜電位センサー(ArcLight, Ave-mNeonGreen, VARNAMなど)の発現系に応用させる。CASTや

ELKSの欠損マウスにおいて、リボンシナプスの異所性局在と、光刺激依存的な神経伝達様式を

比較し、視細胞変性におけるシナプス伝達の作用機序を明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1) 網膜特異的な CAST/ELKS欠損マウスの解析 

本研究では、CASTを組織または細胞特異的に欠損させため、新潟大学の阿部教授らとの共同

研究により作製された CAST floxマウスを用いることとした。このマウスでは、CAST遺伝子の

エクソン 14をはさむ形で loxP配列が組み込まれており、Cre組み換え酵素によってフレームシ

フトが起こり、不完全な CASTが翻訳されてくる。また、この CAST floxマウスを、既存の ELKS 

flox マウスと交配させ CAST/ELKS dflox マウスを作製し、Cre マウスの系統と交配させること

で、CAST/ELKSの条件付き遺伝子欠損マウスを作製した。 

まず、CAST/ELKS dflox マウスを

Crx-Creマウスと交配し、網膜視細胞

の CAST/ELKS欠損マウスで、リボン

シナプスの異所性局在を解析するこ

ととした。ウェスタンブロッティン

グ法で CAST や ELKS の発現が消失

していることを確認したが、リボン

シナプスの異所性局在は見られず、

視細胞に発現している CAST の欠損

は異所性シナプスの直接的な要因で

Fig.2 網膜水平細胞の形態変化 

CAST/ELKS欠損マウスでは水平細胞の分

岐が激減し、1 本の側枝によって調節され

るプレシナプスが増えていた。 (J. Cell 

Biology. 2018) 



はないことが示唆された。 

 

次に、各種 Flox

マウスに水平細

胞特異的にCreを

発現する Cx57-

Creマウスを交配

し、水平細胞にお

ける CAST/ELKS

の欠損と異所性

局在を検証することとした。その結果、CAST/ELKS の両遺伝子を水平細胞から欠損させても、

層構造の異常やリボンシナプスの異所性局在は見られず、水平細胞の CAST/ELKS も、従来の

CAST欠損マウスで見られた網膜変性の直接的な要因ではないことがわかった。 

 

(2) 成熟した網膜における CAST欠損と網膜変性に関する解析 

一方、CAST floxマウスにアデノ随伴ウィルスベクタ

ーで Creを発現させ、成熟した視細胞のシナプスにおい

て CAST を急性的に欠損させると、視細胞の変性が起

きることが分かった。これらの結果から、形成されたシ

ナプスにおいて CASTは、視細胞からのシナプス伝達や

その維持に重要な役割を担っていることが分かった。 
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(3) 網膜神経細胞の動態観察 

視細胞からの神経伝達に関与する、視細胞、双極細胞、水平細胞をそれぞれ標識するため、AAV

ベクターのセロタイプやプロモーターに関する検討を行った。 

 視細胞特異的な標識には、AAVセロタイプの一つである AAV5が有用であることを確認し

た。 

 双極細胞特異的な標識には、mGluR6のプロモーター領域を用いた AAVベクターを開発し

たが、発現効率が弱く今後さらなる改良が必要である。 

 水平細胞特異的な標識には、Cre依存的な FLEX型 AAVを作成し、Cx57-Creマウスに導入

することで効率的に標識できる。また、AAVセロタイプのうち、PHPeB型は水平細胞に導

入できるため、AAVベクターを眼球内に直接注入せず、静脈投与することで、網膜を傷つ

けない非侵襲的な標識が可能である。 

今後、これらの標識法を用いて神経細胞の活動を解析するシステムを構築し、異所性のリボンシ

ナプスの神経伝達様式の詳細な解析から、視機能低下のメカニズムを明らかにしていく。 
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