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研究成果の概要（和文）：潅流液を22 ℃から34 ℃に上げると網膜杆体双極細胞は約20mV脱分極した。そのシナ
プス後細胞であるAIIアマクリン細胞では、潅流液の温度を上げることでEPSCの頻度と振幅が増大し、34 ℃にお
けるEPSCの電荷量は22 ℃の4.3倍になった。温度上昇によるAIIアマクリン細胞のEPSCの頻度の増加分はTRPブロ
ッカーで完全に抑制されたが、振幅の増加分は一部しか抑制されなかった。TRPM1欠損マウスにおいては、振幅
だけが温度で有意に増加した。これらの結果は、体温付近ではTRPM1が杆体双極細胞からのグルタミン酸の放出
頻度に一役買っていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Retinal rod bipolar cells (RBCs) depolarized approximately 20 mV as the 
temperature was raised from 22 ℃ to 34 ℃. Both the frequency and amplitude of EPSCs observed in 
the AII amacrine cells, that are post-synaptic to RBCs, increased at a higher temperature, and that 
the electric charge of EPSCs at 34 ℃ was about 4.3 times greater than that at 22 ℃. The increased 
frequency of EPSCs at 34 ℃ decreased by adding ruthenium red (RR), which is a TRP channel 
inhibitor. Similarly, the EPSC amplitude increased at a higher temperature, but was partially 
inhibited by RR. In TRPM1 KO mice, only the amplitude increased significantly at a higher 
temperature. Our findings indicate that the TRPM1 plays a role in the glutamate release frequency 
from RBCs at physiological temperature. It is likely that the body temperature may expand the 
dynamic range of glutamate release from RBCs by increasing the open probability of TRPM1 channel 
contributing to scotopic vision.

研究分野：神経生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の結果から、TRPM1チャネルの開口確率が体温付近で増加することで、杆体双極細胞からのグルタミン酸の
放出頻度が上がり、その結果、光に対するグルタミン酸放出のダイナミックレンジが広げられていることが考え
られる。杆体双極細胞は暗所視に寄与しているので、我々の研究結果は先天性の夜盲性疾患の解明などに役立つ
可能性が考えられる。ただ、TRPM1チャネル単体には温度感受性がないため、細胞内リガンドやその他の細胞内
因子が関連していると考えており、この点について今後明らかにしていきたい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ほ乳類の網膜では、桿体視細胞からの光情報は桿体双極細胞へ伝達され、その後 AII アマ

クリン細胞（AII細胞）を介して、網膜出力細胞である神経節細胞に送られ脳へ伝達される。

桿体視細胞と桿体双極細胞は、活動電位を発生せず緩電位で情報伝達を行う。すなわち、膜

電位変化分に応じてアナログ様式で神経末端からグルタミン酸が放出される。桿体視細胞の

グルタミン酸放出のメカニズムや細胞内カスケードは詳しく調べられているが、桿体双極細

胞に関しては不明な点が多く残っていた。桿体双極細胞の樹状突起には代謝型グルタミン酸

受容体である mGluR6が発現しており、光を受けると G蛋白系カスケードを介して下流の非

選択性陽イオンチャネルが開くことはわかっていたが、主要なセカンドメッセンジャーや非

選択性陽イオンチャネルそのものが何であるかは長い間不明であった。 

 その後、2009 年から 2010 年にかけて、TRP チャネルの１つである TRPM1 が桿体双極細

胞の樹状突起に発現していること、及び、TRPM1を欠損させたマウスでは暗所視における網

膜電図の b波（桿体双極細胞由来）が消失してしまうことから、TRPM1チャネルが桿体双極

細胞の非選択性陽イオンチャネルであることが明らかになった。1997 年に TRP ファミリー

の１つである TRPV1に温度感受性があることが初めて報告され、現在では 11種類の TRPチ

ャネルが温度感受性を持っていることがわかっているが、TRPM1は温度感受性を示さないこ

とが報告されている。 

 報告者は、予備実験で桿体双極細胞のシナプス後細胞である AII 細胞からシナプス電流を

記録し、温度との関係を調べた。その結果、潅流液の温度を室温から体温付近にまで上げる

と、AII 細胞の興奮性シナプス後電流（EPSC）の振幅と頻度が劇的に増大した。ほ乳類から

網膜電図を記録する際、体温付近でないと桿体双極細胞由来の b 波が観察できないことは古

くから知られており、これは報告者の予備実験の結果と合致する。すなわち、少なくともほ

乳類の網膜桿体双極細胞では、体温が神経伝達物質放出における極めて重要な因子の１つで

あることが考えられた。 
 
２．研究の目的 

杆体双極細胞の膜電位の温度依存性を定量的に解析することを第 1の目的とした。第 2に、

杆体双極細胞からの神経伝達物質（グルタミン酸）放出が温度によってどのように変わるの

か調べるため、AII 細胞からパッチクランプ法を適用して EPSC を定量的に解析した。さら

に、TRPブロッカーや TRPM1 KOマウスを用いて、これらの温度依存性グルタミン酸放出機

構と TRPM1チャネルとの関連を調べることを最終的な目的とした。 
 
３．研究の方法 

 杆体双極細胞にパッチクランプ法を適用し、室温（22 ℃）と体温（34 ℃）で膜電位を測

定した（麻酔下のマウス眼球内に温度計のプローブを入れて計測したところ34 ℃であった）。

さらに、TRP ブロッカーであるルテニウムレッドを潅流液に加えた時の杆体双極細胞の膜電

位、および AII細胞の EPSCの電荷量と頻度、そして振幅を比較し解析した。また、TRPM1 

KOマウスを用い、同様の実験をおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）杆体双極細胞の膜電位は温度で有意に上昇する 

 潅流液の温度を 22 ℃から 34 ℃まで上昇させたところ、野生型マウスでは杆体双極細胞

の膜電位が 19.6 ± 1.2 mV上昇した（n =10）。潅流液に TRPブロッカーであるルテニウムレッ

ドを加えたところ、杆体双極細胞の膜電位が 12.4 ± 1.2 mV上昇した（n = 5）。さらに TRPM1 



KOマウスでも同様の実験をおこなったところ、膜電位が 12.3 ± 2.3 mV上昇した（n = 6）。温

度による上昇分を多重比較した結果、野生型の上昇分が他の 2 群と比べて有意に大きかった

（p < 0.05）。これらの結果から、野生型における杆体双極細胞が温度に依存して脱分極する

のは、TRPM1チャネルを介している可能性が示唆された。 

 
（２）野生型マウスの AII細胞から記録される EPSCの頻度と振幅は温度で増え、TRPブロッカ
ーで頻度の温度増加分だけが抑制される 

 杆体双極細胞の膜電位が温度によって上昇するということは、そのシナプス後細胞である

AII細胞への神経伝達物質放出にも影響があると考えられる。この点を明らかにするため、パ

ッチクランプ法を用いて AII 細胞からシナプス電流を記録した。電気性理学的および薬理学

的解析から、AII細胞で記録されるシナプス電流は、そのほとんどが杆体双極細胞からのEPSC

であった。AII細胞の EPSCは潅流液を 22 ℃から 34 ℃に上げると劇的に上昇し、ルテニウ

ムレッドで一部抑制された（図１a-c）。EPSCのイベント間隔と振幅を累積度数分布で表した 

（図 1 d-e, 黒線が 22 ℃, 赤線が 34 ℃, 青線が 34 ℃ ＋ ルテニウムレッド）。これらを定

量的に解析したところ、EPSCの頻度と振幅は温度によって有意に増加したことがわかった。

ルテニウムレッドによって頻度の温度増加分は完全に抑制されたが、振幅の増加分は一部し

か抑制されなかった（図 1 d-eの挿入図）（*, p < 0.05）。 

 

 
図 1．AII細胞で観察された EPSCの温度依存性とルテニウムレッドの効果 
 
（３）TRPM1 KO マウスの AII 細胞から記録される EPSC の振幅は温度で増加するが頻度は変
わらない 

 TRPM1 KOマウスを用いて AII細胞の EPSCの温度による影響を調べたところ、温度上昇

によって EPSCが増加した（図２ a-b）。TRPM1 KOマウスでは記録した全ての AII細胞で 3

〜5 Hzの自発的なオシレーションが見られ、温度を上げるとオシレーションの振幅が小さく

なった（n = 4）。さらに、TRPM1 KOマウスでは EPSCが重なって観察されることが多かった

（図２ a-bの矢印）。増加した EPSCを解析したところ、温度によって有意に増えたのは振幅

のみであった（図２ c-d, 累積度数分布の黒線が 22 ℃, 赤線が 34 ℃; 挿入図の*, p < 0.05）。 



 

図 2．TRPM1 KOマウスの AII細胞で観察された EPSCの温度依存性 
 
（４）杆体双極細胞と AII細胞との正常シナプスの構築には TRPM1チャネルが必要である 
 TRPM1 KO マウスから AII 細胞の EPSC を記録をしている時に、AII 細胞の樹状突起が少

ないことに気付いた。TRPM1 KOマウスの提供元である大阪大学の古川貴久教授と話し合い、

TRPM1 が杆体双極細胞と AII 細胞のシナプス形成に関連しているのではないかという仮説

を立て、共同研究を始めることにした。この点については研究当初予期していなかったため、

新たに時間を割いて実験を進めることにした。さまざまな遺伝子を欠損させたマウスを用い

て詳細な解析をおこなった結果、TRPM1が開口しグルタミン酸の放出が起こることが、発達

段階における杆体双極細胞と AII 細胞の正常なシナプス形成に必要であることが明らかにな

った（図３A  TRPM1と VGluT1 を欠損させたマウスでは膜容量が有意に小さい、すなわち

細胞の容積が小さい, B 実際に共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した AII細胞の蛍光像）。

我々の研究から派生した、この新たな知見は、2018年に Journal of Neuroscienceに発表した。 

 

 
図 3．さまざまな遺伝子を欠損させたマウスにおける AII細胞の膜容量と形態 
 



（５）まとめ 

 TRPM1 チャネルは杆体双極細胞と AII 細胞の正常なシナプス形成に必要不可欠であるこ

とを明らかにした。また、TRPM1 チャネルは杆体双極細胞からのグルタミン酸放出頻度に

関与していることがわかった。体温付近において TRPM1チャネルの開口確率が上がること

によって、杆体双極細胞からのグルタミン酸放出頻度が増え、その結果、杆体経路における

視覚情報のダイナミックレンジが広げられ、より精細な視覚情報を得ることができると考え

られる。しかしながら、TRPM1チャネル単体では温度感受性は認められていないことから、

細胞内リガンドなどの細胞内分子が TRPM1チャネルに影響を与えている可能性が高い。今

後は、これらの分子メカニズムを明らかにしていきたい 
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