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研究成果の概要（和文）：　マウス網膜組織における視細胞（杆体・青錐体・緑錐体）と、二次ニューロン（水平細胞
・双極細胞）との接続を担う分子の探索および機能解析を行った。杆体視細胞特異的に高い発現を示す一回膜貫通蛋白
質であるSusd3を電気穿孔法による強制発現により、発現量依存的にシナプスの奇形および二次ニューロンへの接続が
促進された。また、Aldh1a1, Cyp1b1のダブルノックアウトマウスは緑錐体の減少を示した。また、Aldh1a1ノックアウ
トマウスでは脈絡膜血管の低形成が観察され、加齢黄斑変性症との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed functional screening of molecules that govern 
specific synaptic connection between photoreceptors (rod, S cone and M cone) and secondary neurons 
(horizontal cell and bipolar cells) in the mouse retina. When we electroporated Susd3 cDNA, a single 
transmembrane protein specifically expressed in rod photoreceptors in the mouse retinas, the 
photoreceptors showed branching synaptic terminals that targeted secondary neurons in a dose dependent 
manner. Next, we developed double knockout mice of Aldh1a1 and Cyp1b1, enzymes that synthesize ligands 
for Rxrg, and observed significant decrease of M cones. In addition, Aldh1a1 deficient mice showed 
choroidal hypoplasia.
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１．研究開始当初の背景 
多くの哺乳類において網膜は外界の視覚

情報を受容する唯一の中枢神経組織であり、
視覚入力を電気信号に変換する視細胞、2 次
ニューロンである双極細胞、水平細胞、アマ
クリン細胞と、これらの神経細胞からの情報
を統合して脳に伝達する神経節細胞により
構成される。これまでに明暗・色彩等の映像
要素は網膜で抽出される事が示されており、
関与する神経細胞サブタイプの同定および
生理機能の解析が精力的に進められている。
例えば、明暗情報は視細胞のサブタイプの杆
体視細胞により受容され、杆体双極細胞・AII
型アマクリン細胞を経て神経節細胞に伝達
される。色（波長）情報は色感受性の異なる
錐体視細胞（赤錐体・緑錐体・青錐体）によ
り受容され、それぞれのサブタイプに選択的
に接続する双極細胞が様々な生物種より報
告されている。しかしながら、これらの神経
回路の構築のための分子機構の解析は少な
かった。 
 
２．研究の目的 
杆体の光受容蛋白質（ロドプシン）のみ錐

体タイプに置換したノックインマウスでは
杆体型双極細胞由来の有意な応答が認めら
れる事より、杆体視細胞－杆体双極細胞間の
神経接合が受容体の入力特性依存的（活動依
存的）でなく遺伝的プログラムにより形成さ
れる事を示す。そこでまず明暗情報を伝達す
る杆体視細胞－杆体双極細胞間のシナプス
接続に着目し、杆体視細胞シナプス末端に選
択的に局在する1回膜貫通蛋白質Susd3の機
能解析を行う。 
また、我々は視細胞サブタイプ決定におい

て、転写制御因子 Pias3（Protein Inhibitor of 
Activated Stat3）が中心的役割を担う事を見
出し、関与する転写因子群の分子機序を報告
している。そこで、杆体・錐体視細胞のサブ
タイプ決定および選択的回路形成に必須な
分子群の同定を目指し、霊長類に特徴的な構
造である中心窩の視覚形成を担う分子の探
索および作用機序を解析する。 
 
３．研究の方法 
研究室および公共データベースの網膜マ

イクロアレイより杆体および錐体視細胞選
択的に発現が予想される遺伝子を選別した。
このうち、杆体視細胞特異的に発現する
Susd3 に着目し、GOF/LOF 解析により回路
形成の変容を免疫組織化学的に追跡した。 
錐体視細胞特異的な分子の探索について

は、錐体視細胞サブタイプを決定する Pias3
の制御する因子を候補とした。錐体視細胞で
は Pias3 は Rxrg の転写活性により制御され
る。Rxrg はレチノイン酸依存的に活性化す

るため、網膜発生期（回路形成期）で発現す
るレチノイン酸合成酵素 Aldh1a1, Cyp1b1
の機能解析を行った。 

 
４．研究成果 
まず、電気穿孔法により Susd3 の蛍光融合

タンパク質を発生期の視細胞に導入したと
ころ、強い蛍光シグナルが視細胞-双極細胞の
シナプスを形成する外網状層に観察された。
また、通常の杆体視細胞シナプス末端は球状
の染色像を示すが、蛍光の強い（Susd3 の発
現量の高い）シナプスでは枝分かれするなど
の奇形を示した。さらに蛍光の強いシナプス
には杆体視細胞に接続する神経細胞（杆体双
極細胞および水平細胞）の樹状突起マーカー
の強い共染色が観察され、Susd3 が杆体視細
胞と杆体双極細胞・水平細胞のシナプス接続
を促進する事が示唆された（下図）。 
 

 

 
 ノックアウトマウスの解析を行ったが野
生型マウスと比べて網膜電図およびシナプ
ス形態において有意な差は認められなかっ
た。本研究期間において、1 回膜貫通型蛋白
質 Elfn1 (leucine rich repeat and 



fibronectin type III, extracellular 1)が、杆体
視細胞＝杆体双極細胞シナプス形成の責任
分子であることが他機関より報告された（引
用文献）。 
 
 次に、錐体視細胞のサブタイプ分化を担う
Pias3 の発現を制御する Rxrg の活性化に関
与する分子を探索・解析して以下の結果を得
た。 
  まず、レチノイド X 受容体のリガンド供
給分子としてAldh1a1およびCyp1b1を特定
した。In situ ハイブリダイゼーションによる
発現解析の結果、これらの分子はマウス網膜
において発生期の背側ミュラー細胞で高い
発現を示した。またこれらの分子とレチノイ
ド受容体を培養細胞に共発現させると、レチ
ノイドX受容体の転写活性が有意に上昇した。
即ち、背側網膜において Aldh1a1, Cyp1b1
の 2つの分子がレチノイドX受容体を活性化
することが示唆された。また、マウス背側網
膜における Aldh1a1 の発現が、ミュラー細胞
および一部の背側アマクリン細胞で観察さ
れ、発生期および成体のマーモセット網膜に
おいて Aldh1a1 の発現を免疫組織化学的に
解析したところ、中心窩部分のミュラー細胞
に強い染色像が観察された。 
 次に、Aldh1a1, Cyp1b1 のノックアウトマ
ウスを作製し、錐体視細胞サブタイプ分化お
よびシナプス等形態変化を追跡した。リガン
ドの受容体である Rxrg ノックアウトマウス
では、背側青錐体の増加が観察される。シン
グルノックアウトマウスでは青錐体視細胞
の有意な増加は認められなかったが、ダブル
ノックアウトマウスでは青錐体の有意な増
加が観察された（下図・青オプシン染色）。
補足として、現在 Rxrg ノックアウトマウス
やマウス幹細胞からの自己組織化網膜培養
系を用いて形態変化の比較解析を進めてい
る。 
  

 
 
 
さらに、霊長類の黄斑/中心窩形成において

視細胞サブタイプ決定は中心視野の視覚形

成において重要な役割を担う。上記のノック
アウトマウスの形態を詳細に検討した所、網
膜色素上皮層裏側の脈絡膜血管の低形成が
認められた。この部分では Aldh1a1 の発現は
観察されないため、網膜細胞から供給される
レチノイン酸が遠心的に作用すると考えら
れる。脈絡膜血管の破綻は加齢黄斑変性症に
よる失明の原因となるため、視細胞シナプス
維持を含む網膜形態の観察を継続する。 
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