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研究成果の概要（和文）：本研究は、光分子センサーであるメラノプシンを網膜の介在神経であ

るアマクリン細胞等に遺伝子導入させ、その神経細胞を光で操作し、その役割と神経回路機構

を明らかにすることを目的とした研究である。そのため、げっ歯類（マウスやラット）成熟網

膜の組織培養法と遺伝子銃を用いて遺伝子導入する方法（メラノプシン遺伝子）を確立した。

さらに、BitetO-OPN4-mCherry 遺伝子改変マウスを開発しメラノプシンの網膜内異所性発現

に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate the function of retinal interneurons, 

namely amacrine cells, and their dendrites by optogenetic approaches with ectopic expression 

of photosensitive pigment, melanopsin. We successfully established organotypic tissue culture 

of adult rodent retina with particle-mediated gene transfer of melanopsin. In addition, we 

established transgenic mouse line, BitetO-OPN4-mCherry, which express melanopsin (OPN4) 

as well as mCherry under the presence of tetracycline-activator (tTA). 
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１．研究開始当初の背景 

 神経細胞の樹状突起は、複雑な神経回路に

おいて他の様々な神経細胞から情報を受け

取るための細胞局所の構造である。当初、樹

状突起は受動的に情報を受け取り情報の統

合を行っていると考えられていたが、ここ 10

年あまりの間で、樹状突起にも能動的なプロ

セスが存在し、積極的に情報の統合処理を行

っていることが明らかになっている。とくに、

多くの神経システムの内部で神経機能の調

整を行っている介在神経では、樹状突起と樹

状突起が直接シナプスをつくり複雑な神経
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回路を構築しており、樹状突起がシナプス統

合や神経回路における機能発現に積極的に

関与していることが分かってきた。とくに網

膜での視覚情報処理においてはアマクリン

細胞という樹状突起しか持たない介在神経

が数十～数百本はある樹状突起でのシナプ

ス入出力を通じて積極的に視覚情報処理の

修飾を行っている。アマクリン細胞は、視細

胞―双極細胞―網膜神経節細胞の視覚情報の

プロセスのうち、双極細胞と網膜神経節細胞

の間で樹状突起による複雑な神経回路を作

り、動きや方向選択性などの視覚情報抽出を

担っている（Watanabe, Koizumi, et al. 2000

など）。このように樹状突起間シナプスが視

覚情報の抽出において大きな意味をもって

いるが、どのように視覚情報処理に寄与して

いるのか、分かっていない。 

 一方、Nagelらがチャネロドプシン（ChR）

と呼ばれる光で神経細胞の電気現象を操作

できるイオンチャネルを発見し（2002）、に

わかに光による神経細胞の操作（光操作）が

着目を集め精力的に研究が進められている。

Deisseroth らの研究によって光操作が実践

的に精力的に行われている。ChRと同様に光

によって神経細胞を脱分極させることがで

きるメラノプシンの遺伝子導入を研究代表

者は行い、哺乳類動物の網膜神経節細胞を in 

vivo で光操作することに成功している（Lin, 

Koizumi, et al, PNAS, 2008）。 

 本研究では、これまでの研究を発展させ、
メラノプシンを用いた光操作技術を用いる
基盤的研究手法を開発し、これによって網膜
神経細胞を光操作、そして、さらに細かい細
胞局所である樹状突起を刺激し、視覚情報処
理におけるその役割を明らかにすることを
目的とした。 

 

２．研究の目的 

本研究は、一部の網膜神経節細胞に発現し
ている光分子センサーであるメラノプシン
を網膜の介在神経であるアマクリン細胞等
に遺伝子導入させ、その神経細胞を光で操作
し、樹状突起におけるシナプス統合と視覚情
報処理の神経回路機構を明らかにすること
を目的とした研究である。網膜には、視細胞
におけるロドプシンと呼ばれる光感受性タ
ンパク質のほか、一部の網膜神経節細胞にメ
ラノプシンと呼ばれる７回膜貫通型の光受
容センサーが発現している。このメラノプシ
ンは G タンパク質と共役し、細胞内のシグナ
ル伝達系を介して、神経細胞を脱分極させる
ことが知られている。このメラノプシンを他
の網膜介在神経細胞に異所性に発現させれ
ば、その神経細胞の機能や樹状突起・シナプ
ス機能を光によって操作することができる。 

３．研究の方法 

（１）メラノプシンをラット網膜培養組織標
本で遺伝子発現させる方法を確立する 

 眼球から剥離したげっ歯類（マウスやラッ
ト）成熟網膜の組織培養法とそれに対する遺
伝子導入法（メラノプシン遺伝子）を確立さ
せる。 

研究代表者がこれまでに確立したウサギ
成熟網膜培養法を応用する（Koizumi et al, 

PLoS One, 2007）。すなわち、インターフェ
ース・チェンバーを用いて、エネルギー代謝
度の高い網膜視細胞の要求に答えるため大
量の培養液を動揺させながら培養するとい
う基本デザインは変更の必要がないと考え
られる。ただし、ウサギ成熟網膜とは異なり、
げっ歯類の網膜は、厚く、血管をもっている
ので、培養液が浸透しづらいものと考えられ
る。これまでに研究代表者はラット網膜を用
いた予備実験で、培養液中の血清の濃度を上
げることで、ラット網膜のバイアビリティー
が高まり剥離網膜を長く維持できることを
確認している。血清濃度など培養液の成分に
ついて、さらなる工夫が必要であると思われ
る。 

組織培養した網膜に対して、遺伝子銃
（Bio-Rad社製）を用いてメラノプシンの遺
伝子導入を行う。必要に応じて、その他改良
型チャネロドプシンの遺伝子導入も合わせ
て行う。 

 

（２）遺伝子改変マウスの開発 

研究代表者らはメラノプシンを異所性に
発現する遺伝子改変マウスを作成し、これを
用いて、異所性にメラノプシンを網膜介在神
経への発現を試みる。このメラノプシンを網
膜介在神経細胞に異所性に発現させれば、そ
の神経細胞の機能や樹状突起・シナプス機能
を光によって操作することができる。 

 

４．研究成果 
（１）ラット網膜組織培養法の確立 
 眼球から剥離したげっ歯類（マウスやラッ
ト）成熟網膜の組織培養法とそれに対して遺
伝子銃を用いて遺伝子導入する方法（メラノ
プシン遺伝子）を確立した。 
（２）BitetO-OPN4-mCherry 遺伝子改変マウ
スの開発 
 メラノプシンを異所性に発現するために、
特定のプロモーター存在下でテトラサイク
リンアクティベーターを発現する tTAマウス
と掛け合わせることによって、メラノプシン
(OPN4)と、赤色素（mCherry）を同時に開発
する BitetO-OPN4-mCherry遺伝子改変マウス
を開発した。 
（３）AVPを発現する網膜介在神経を発見 
 網膜介在神経アマクリン細胞の一種類で、
抗利尿ホルモン AVP（バソプレシン）を発現



 

 

する新しい種類のアマクリン細胞を発見し
た。 
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