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研究成果の概要（和文）：網膜の視覚情報処理機構が内外の環境に依存して変化するか調べた。マウス上丘にト
レーサーを注入して網膜神経節細胞を逆行性に蛍光標識し、形態から24サブタイプに分類した。電気生理学的手
法で眼球運動を模した画像刺激に対する網膜神経節細胞の応答特性を調べたところ、キンギョ網膜と同様、マウ
ス網膜でも受容野特性の変化が認められた。ON型双極細胞に発現するTRPM1チャネルを欠損させると、網膜構造
はほとんど変化しなかったが、網膜神経節細胞がシナプス入力により異常な周期的発火を示した。また、網膜で
細胞接着関わる関連遺伝子を欠損させると、視細胞層が乱れ、網膜神経節細胞が類似した異常な周期的発火を示
した。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether the visual information processing mechanism of the 
retina changes depending on the internal and external environment. After injecting a tracer into the
 superior colliculus of mice, retinal ganglion cells were retrogradely fluorescent labeled, and 
morphologically classified into 24 subtypes. We examined electrophysiologically the response 
characteristics of retinal ganglion cells to video stimuli mimicking eye movements, and found that 
the receptive field properties were changed in both goldfish and mouse retinae. 
Deletion of TRPM1 channel expressed in ON-type bipolar cells caused only a subtle change in the 
retinal structure, but retinal ganglion cells showed abnormal periodic firing, which was induced not
 by themselves but by periodic synaptic input. Although deletion of a gene involved in cell adhesion
 in the outer limiting membrane caused a disorder of the photoreceptor layer, retinal ganglion cells
 exhibited similar abnormal periodic firing.

研究分野：視覚神経科学

キーワード： 網膜　網膜神経節細胞　受容野　眼球運動　周期的発火

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
網膜のON型双極細胞に発現するTRPM1チャネルを欠損させると、網膜構造にほとんど変化がないにも関わらず、
網膜神経節細胞は異常な周期的発火を示した。一方、外境界膜の細胞接着関連遺伝子を欠損させると構造異常は
ほぼ視細胞層に限局していたが、網膜神経節細胞に類似した異常な周期的発火が認められた。このように、網膜
に発現する遺伝子を欠損させると、層構造の変化に程度の差異があっても、網膜回路ダイナミクスが変化して周
期的発火を生じることが示唆された。網膜疾患患者における光視症等の原因探索の手がかりになると期待でき
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）視覚系への入力は、外界そのものではなく、眼の光学系によって網膜上に投影されたイ
メージ（網膜像）である。体動や眼球運動によって網膜像全体が揺動する条件下で、網膜はど
のように視覚情報を処理しているのか十分に解析されていない。 
 
（２）網膜変性症マウスでは、網膜神経節細胞が異常な周期的発火（オシレーション）をおこ
すことが報告されているがその神経機構はいまだ解明されていない。 
外部環境や内部環境の影響で網膜神経回路はダイナミックに変化することが予測されるが、
実験的な検証が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
（１）固視微動やサッケードなどの眼球運動条件下における網膜像全体の動きを模した広域動
画像を作製し、この動画像に対する網膜神経節細胞群の応答を記録・解析することによって、
網膜神経回路のダイナミクスを明らかにする。 
 
（２）網膜特異的に発現する遺伝子を欠損させたマウスを作成し、網膜神経節細胞のスパイク
発火パターンから情報処理機構の変化を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス眼球運動の測定と眼球運動様に動く画像刺激の作成 
 麻酔したマウスの頭蓋骨に小型固定具を取り付け、１週間後に、眼球運動測定装置にマウス
の頭部を固定し、瞳孔の動きを赤外線 CCD カメラ（fps:250 Hz）で撮影する。マウスを中心と
して市松模様（空間周波数：0.16 cycle/degree）を貼り付けたドラムを正弦波状に往復回転
（最大速度：8 degree/sec）させて視機性眼球運動を誘発させる。瞳孔検出ソフトウェアで瞳
孔の動きから眼球運動のパラメータを推定する。この結果から、眼球運動様に動く画像刺激を
作成する。 
 
（２）マウス網膜神経節細胞のサブタイプ分類 
 麻酔したマウスの上丘表層にトレーサー（アデノ随伴ウイルスベクターにレポーター遺伝子
を挿入したもの）を微量注入し、逆行性に少数の網膜神経節細胞を標識する。2 週間後に剥離
網膜標本を作製し、共焦点顕微鏡で標識細胞の形態を観察し撮影する。撮影画像から各網膜神
経節細胞の網膜内網状層における樹状突起を描画し、その形態のパラメータに基づいて t 分布
型確率的近傍埋め込み法（t-SNE）によって 2次元に圧縮し、クラスターに分類する。 
 
（３）キンギョおよび野生型マウスの網膜における動画刺激に対する応答の記録と解析 
 剥離網膜標本を作製し、網膜神経節細胞にマルチ電極法やホールセルクランプ法を適用して
眼球運動様に動く画像刺激に対する応答を記録し解析する。 
 
（４）遺伝子改変マウス網膜の免疫組織化学的解析と電気生理学的解析 
 ① ON 型双極細胞特異的に発現する TRPM1 チャネルを欠損させたマウス網膜の解析 
 ② 網膜外境界膜で細胞接着に関わる遺伝子を欠損させたマウス網膜の解析 
 
 
４．研究成果 
（１）マウス眼球運動の測定 
 マウスの頭を中心に市松模様を貼り付けたドラムを回転させたときに誘発される視機性眼球
運動を計測した。ドラムの回転と逆方向に生じる速いサッケード様眼球運動のパラメータを求
めたところ、最大速度は 300～1,500 degree/sec にわたり、最大速度 Y と振幅 X との関係はほ
ぼ線形で、時計回り（こめかみ側から鼻側）では Y = 25.83 X + 653.88 、反時計回り（鼻側か
らこめかみ側）では Y = 27.99 X + 236.07 であった。マウスの自発的なサッケード様眼球運動
を測定した Sakatani & Isa (2007)（引用文献①）も類似した計測結果を報告している。しか
し、計測されたサッケード様眼球運動の速度は、通常のコンピュータモニター上で急速運動す
る画像を提示するには速すぎるため、これまでに報告されている方向選択性神経節細胞の応答
速度（8 deg/sec〜95 deg/sec）(Weng et al., 2005：引用文献②)を参考にして、眼球運動様
に動く画像刺激を作製した。 
 
（２）マウス網膜神経節細胞のサブタイプ分類 
マウスの上丘から逆行性に蛍光標識された網膜神経節細胞の樹状突起の形状と内網状層にお



ける分布を共焦点顕微鏡で観察し撮影した(図 1A)。細胞形態を描画して再構成し、内網状層で
の樹状突起の広がりに関するプロファイルを作製した。得られた 102 細胞のデータについて、
内網状層での深さ方向の分布に基づき t-SNE によって２次元に圧縮し、24 のクラスターに分類
した（図 1B）。電子顕微鏡を用いて分類された報告（Bae et.al., 2018：引用文献③）と比較
した結果、24 クラスターのうち 14 について網膜神経節細胞のサブタイプと対応をつけること
ができた。 
 
 A              B 

      
 
図 1. A)逆行性に蛍光標識された網膜神経節細胞の共焦点顕微鏡像。B)神経節細胞の樹状
突起の分布に基づいてクラスタリングされた 24 のサブタイプ。各番号は網膜神経節
細胞に付与したもの。 

 
（３）キンギョおよび野生型マウスの網膜における動画刺激に対する応答の記録と解析 
 キンギョの剥離網膜標本に眼球運動を模した広域動画刺激を提示し、マルチ電極法で網膜神
経節細胞のスパイク発火を記録し解析した。ランダムドットからなる広域背景を微動運動させ
た後、背景と共にターゲット刺激を急速運動させると、近隣の一過性 ON 型神経節細胞は同期発
火し、付近にある持続性 ON 型神経節細胞は前者細胞群の同期発火を基準にして一定の潜時で発
火するという協同的なスパイク発火応答を示した（Matsumoto and Tachibana, 2017：引用文献
④）。そこで、一過性 ON 型神経節細胞にホールセルクランプ法を適用して、受容野特性を調べ
た。その結果、広域背景の微動運動によって、受容野が水平方向に伸張することが明らかにな
った(図 2A. Matsumoto and Tachibana, 2019：引用文献⑤)。また、受容野の伸張は、新たに興
奮性シナプス入力が付け加わることによって生じ、抑制性シナプス入力については変化のない
ことがわかった(図 2B.)。 
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 図 2．A)受容野の水平方向への伸張。左：暗黒背景、右：眼球運動様に背景が微動。バ
ー：200μm。B)小フラッシュ刺激で発生した後シナプス電流の振幅をカラーマップ表
示したもの。上段：興奮性シナプス後電流（EPSC）、下段：抑制性シナプス後電流
（IPSC）。左：暗黒背景、中：微動背景、右：差分。  

 
次に、マウスの剥離網膜標本に広域のランダムドットパターン背景を提示し、ホールセルク
ランプした網膜神経節細胞の小フラッシュ刺激に対する応答（興奮性シナプス電流）を記録し
た。一過性の ON 応答を示す網膜神経節細胞では、ランダムドットパターンを静止させた背景に
比べて、固視微動様に微動運動させた背景を提示したときには、小フラッシュ刺激に対する興
奮性シナプス後電流の振幅は増加し、また、応答する領域もやや広がった。このような変化が、
このサブタイプに特有のものか否かに関して、他のサブタイプでも検討中である。 
 
（４）遺伝子改変マウス網膜の免疫組織化学的解析と電気生理学的解析 
① ON 型双極細胞特異的に発現する TRPM1 チャネルを欠損させたマウス網膜の解析 
 視細胞からのグルタミン酸入力を受け取る ON 型双極細胞の樹状突起には、代謝型グルタミン
酸受容体mGluR6とその下流で制御されるカチオンチャネルTRPM1が発現しており、ON応答の発
生に必須である。それぞれの遺伝子を欠損させたマウス網膜では、野生型マウスや mGluR6 欠損
マウスに比較して、TRPM1 欠損マウスでは杆体（ON 型）双極細胞の軸索終末部が有意に小さい
こと、また、TRPM1 欠損マウスの神経節細胞でのみ周期的スパイク発火（3～8 Hz）を発生する
ことがわかった（Takeuchi et al., 2018：引用文献⑥）。 



そこで、TRPM1 欠損マウスの網膜神経節細胞の中でも細胞体が大きいα型網膜神経節細胞を
ホールセルクランプし、周期的スパイク発火の発生機構を検討した。膜電位を静止膜電位に固
定して膜電位依存性イオンチャネルの活動を抑制したところ、シナプス入力に周期性が見られ
た。したがって、周期的スパイク発火の発生源は網膜神経節細胞よりも上流で発生しているこ
とが明らかとなった。 
次に、周期性を持ったシナプス入力がどのような神経伝達物質によって駆動されているのか
を検討するために、シナプス入力の反転電位を調べた結果、ON 型網膜神経節細胞における周期
的スパイク発火は興奮性伝達物質によって駆動され、OFF 型網膜神経節細胞における周期的ス
パイク発火は抑制性伝達物質によって駆動されていることがわかった（図 3）。 
A                   B                  

                                 
                                                                    

図 3. 周期的シナプス入力が抑制性の網 
膜神経節細胞（A）と興奮性の網膜神経
節細胞（B）からの膜電流記録。膜電位
固定下で、膜電位を-60 mV から 10 mV
ステップで 8秒間変化させた。 

 
 
 
 

 
さらに、近隣の２個のα型網膜神経節細胞から同時記録を行い、スパイク発火のタイミング
について解析を行った結果、スパイク発火のタイミングが逆位相の関係にある網膜神経節細胞
ペア（図4.A-D）と同位相の関係にある網膜神経節細胞ペア（図4.E-H）が観察され、前者はON
型／OFF 型網膜神経節細胞のペア、後者は ON型／ON型網膜神経節細胞のペアあるいは OFF 型／
OFF 型網膜神経節細胞のペアであることがわかった。 

 
図 4．スパイク発火のタイミングが逆位相の網膜神経節細胞ペア（A-D）と同位相の網膜神
経節細胞ペア（E-H）。電流固定した網膜神経節細胞ペアの膜電位同時記録（Aと B、E
と F）。スパイク発火をフィルターで除去した後の膜電位変化（C、D）とその相互相関
解析結果（D、H）。 

 
網膜神経節細胞で周期的スパイク発火を発生させるシナプス前細胞として、AII アマクリン
細胞（AII AC）が可能性としてあげられる。杆体（ON 型）双極細胞からグルタミン酸入力を受
け取る AII AC は、ON 型錐体双極細胞と電気的結合を形成し、OFF 型錐体双極細胞および OFF 型
網膜神経節細胞とはグリシン作動性シナプスを形成している。したがって、AII AC が脱分極す
ると、ON 型網膜神経節細胞は脱分極し、OFF 型網膜神経節細胞は過分極することが予測され、
本実験結果と一致する。網膜スライス標本を使って AII AC を穿孔パッチ法でホールセルクラン
プし、膜電位を測定した結果、TRPM1 欠損マウスでは野生型マウスに比べて、静止膜電位が過
分極側に変化していることが示唆された。これは、AII AC に興奮性入力を送る杆体双極細胞の
軸索終末部が TRPM1 欠損マウスでは小さくなっていたこと、また、モデルシミュレーションの
予測とも対応している。 
 
② 網膜外境界膜で細胞接着に関わる遺伝子を欠損させたマウス網膜の解析 

A B C D

E F G H



網膜外境界膜における細胞膜裏打ちタンパク質の遺伝子を網膜前駆細胞でのみ欠損させた
ところ、網膜の層構造は、野生型マウスと比較して、視細胞層が乱れていることが明らかにな
った。剥離網膜標本にフラッシュ刺激を与え、マルチ電極アレイ法で局所網膜電図（ERG）を記
録した結果、野生型と比較して a 波と b 波の振幅が減少し、それぞれの潜時が増加していた。
マルチ電極アレイで網膜神経節細胞のスパイク発火応答を記録したところ、ON 型、OFF 型、
ON-OFF 型の光応答を示す細胞があったが、野生型に比べて光応答を示さない細胞が増加してい
た。また、周期的なスパイク発火を示す網膜神経節細胞も見いだされた。したがって、網膜で
細胞接着に関わる遺伝子を欠損させると、外網状層における視細胞－ON 型双極細胞間のシナプ
ス伝達のみならず、内網状層における網膜回路ダイナミクスも変化していることが示唆された。 
このように、網膜特異的に発現する特定の遺伝子を欠損させると、網膜の層構造の乱れに程
度の差異があっても、網膜回路ダイナミクスが変化して網膜神経節細胞に周期的発火を生じさ
せることが示された。 
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