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研究成果の概要（和文）：網膜は「運動検出の予測」という高次機能を行っていることが既に報告されている．しかし
その高次機能を作り出す機序はまだわかっていない．そこで私はヒトの視覚心理学実験でよく用いられる錯視を光刺激
として利用し，網膜神経節細胞からそれに対する電気応答を記録し，同時に得た形態情報を解析することで，網膜神経
回路内のギャップ結合がこの高次機能に寄与していることを明らかにした．さらに，同機能を行う神経節細胞は１種類
の細胞だけでなく，いくつかのサブタイプの細胞でも同様に行われていたことが示唆された．これは『１サブタイプ＝
１機能』と考えられていた従来の通説とは異なる結果であった．

研究成果の概要（英文）：It had already been reported that the retina had performed the motion anticipation
, like a visual cortex. However, the mechanism to cause the motion anticipation in retina, not a brain, is
 not identified yet. Here, I used the optical illusion movie that has been used in the visual psychologica
l research as a light stimulation to identify the mechanism. My electrophysiological and anatomical data s
uggest that the gap junction in retinal circuit should contribute to cause the motion anticipation in the 
goldfish retina. Interestingly, the several subtypes of retinal ganglion cells showed the same function. C
anonically, we have believed that one retinal ganglion cell subtype had a one function. This research migh
t provide the new concept in retina.
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１．研究開始当初の背景 
網膜における視覚情報処理過程は，単に高

次視覚野に情報を送るためのプレフィルタ
ーとしてとらわれがちであったが，実はそう
ではなかった．網膜は私たちが考えていたよ
りも高度な仕事をしていたのである
（Gollisch and Meister, Neuron, 2010）．
網膜の最終出力細胞である神経節細胞は，そ
の形態学的・機能的な性質の違いからいくつ
かのサブタイプに分類されている．そしてそ
のそれぞれが視覚に関する異なる側面を，違
う「スパイク発火タイミング」や「スパイク
発火頻度」などを巧みに利用して，別々の視
覚情報を脳へ送っている（「１サブタイプ＝
１機能」説（Masland, Nat.Neurosci, 2001）
と考えられている． 
近年，網膜（無意識下）で，既に「動きの予
測」という機能を持っていることが報告され
た（Berry et al. Nature, 1999）．網膜以降
の高次中枢でもっぱら行われていると思わ
れていた「動きの予測」という仕事を，視覚
情報処理の初期段階である網膜が行ってい
たことは非常に興味深い．しかし，この仕事
を行っているのは，どのサブタイプの神経節
細胞なのかわかっていない．また，この先行
研究が出てから 15 年以上になるが，そのメ
カニズムが全くわかっていない．  
 
２．研究の目的 
本研究期間では，「動きの予測」を説明す

るために，再現実験（０）を除いて，次の３
点に焦点を絞って実験を行う． 
（０）本当に網膜で「動きの予測」が行わ

れるのかの再現実験 
（１）複数のサブタイプの神経節細胞が持

つ機能なのか？  
（２）双極細胞間のギャップ結合が関与す

る現象が見られるのか？ 
（３）双極細胞の働きを調節するアマクリ

ン細胞の影響はこの機能に関与するのか？ 
 
代表者は，「動きの予測」を引き起こすた

めには，網膜神経回路内での効率の良い側方
向への情報の伝播が鍵を握ると考えている．
本研究では，双極細胞の持つギャップ結合を
利用した興奮性シグナルの側方向への伝播
に注目する．代表者が以前所属していた研究
室から，ギャップ結合に関する新たな概念が
報告されており（Arai et al., J Neurosci, 
2010），この概念が網膜が行う高次機能に関
連するものと考えている． 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物 
本研究では，キンギョ（ワキン：Carassius 
auratus）の剥離網膜標本を用いて実験を行
った．実験動物の使用方法については，東京
大学実験動物プロトコールおよび，東邦大学
実験動物プロトコールに従った 
． 

（２）細胞電気記録（ホールセルクランプ） 
再現実験から本実験に際し，神経節細胞から
の光刺激応答をホールセルクランプ法を用
いて記録した．膜電流固定化で保持電流を 0 
pA に設定し，神経節細胞の活動電位を開始し
た． 
「動きの予測」現象を確認するための光刺激
のパターンは MATLAB (Mathworks)で自作した
ものを使用した．本研究では，「動きの予測」
現象を考慮した錯視を利用した．なお，光刺
激の各種較正は，視覚心理学の研究で用いら
れるものに準じて行った． 
 
（３）形態観察 
① 実験終了後，顕微鏡の落斜蛍光装置を使
って Lucifer yellowによる形態観察を行い，
細胞体の形，核の大きさ・位置，樹状突起の
広がり，軸索・樹状突起がのびている位置・
方向などの観察を行った．また，記録用電極
には Lucifer yellow と同時に分子量の小さ
い Neurobiotinも混ぜ，組織固定後に細い 細
胞樹状突起の先端を詳細に確認した． 
② 電気生理実験後の色素の広がりを確認す
る実験とは別に，細胞内色素注入法を行った． 
 
（４）解析 
① 細胞電気応答の解析 
本研究で行った電気生理学的実験によって

得られたデータは，Igor Pro（Wavemetrics；
ver 5.05）を用い解析した． 
② 形態解析 
共焦点顕微鏡（NikonA1, Zeiss 510META）を
使用して記録細胞の形態写真を撮影した．記
録した細胞の樹状突起の先端の層から細胞
体の層まで観察深度を変え連続した画像を
取り込み，重ね合わせた画像を記録細胞の形
態 写 真 と し て 解 析 に 用 い た ． 写 真 は
Photoshop（Photoshop CS; Adobe）を用いて，
コントラストと明るさを調整した．写真画像
はコンピュータソフトウェア（ Nikon; 
NIS-Elements）に取り込んで解析を行った．
このソフトを用いて，細胞ごとに画像上の樹
状突起の先端をプロットしていくことによ
って樹状突起の面積および相対的な直径な
どを算出した． 
 
４．研究成果 
（１）再現実験と神経節細胞の分類 
最終的に現象を再現することに成功した．し
かし，先行研究に準じて行った実験では全く
再現することが出来なかった（N=76で再現例
ゼロ）．そこで電気応答を記録した細胞の形
態画像と電気記録を比較しなおし，さらに先
行研究のデータ解釈方法を見直した．その結
果，光刺激方法の改良が必要であるというこ
とを示唆するデータが得られた．キンギョ網
膜神経節細胞の形態を詳細にみると，同一の
細胞サブタイプでも，その細胞が存在する部
位によって，様々な細胞形態を示すことがわ
かった．それを考慮した光刺激が必要であっ



た．また，キンギョでは従来報告されていな
かった新規の神経節細胞も発見することが
できた．この細胞は代表者が以前，ウサギ網
膜で発見していた新細胞 Diving cell (Hoshi 
et al., J Neurosci 2009,: Hoshi et al., J 
Comp Neurol 2013,)と同様の形態をしており，
まだ機能がわかっていないこの新規神経節
細胞が種は違えども脊椎動物で共通して保
持していることがわかった．本研究では，実
験で記録した細胞の大きさを直径 400㎛以下
に限定した．なぜなら，ホールセルクランプ
で細胞を膜電位固定，膜電流固定したのだが，
これ以上の大きさになると，膜電位・膜電流
固定ができない状態（スペースクランプがで
きない）となり，安定したデータが得られな
かったからである．細胞の大きさを限定した
ことにより，安定した記録が可能となった．
しかし，中心部では円形に樹状突起を広げて
いた神経節細胞が，網膜周辺部では大きく楕
円形に樹状突起を広げることがわかってい
る．つまり，今回の研究では，樹状突起の張
る面積が大きい，それらの細胞からの電気応
答と形態のデータを得ることができず，神経
節細胞の分類が不完全な状態となっている．
早急に方法の改善が必要であった．そこでま
ず本研究期間中に新たに細胞内色素注入が
行えるセットアップを完了した．すでにキン
ギョ網膜神経節細胞にこの方法を行うため
の各種パラメタを得ることに成功している．
実際に，これまで代表者はウサギ網膜を用い
て同方法を得意としていた．しかし，ウサギ
網膜と同様のパラメタを用いることができ
ず，最適なパラメタ値を得るのに時間がかか
ってしまった．今後の研究で詳細な形態分類
を完成させたい． 
上述したことにより，改良した光刺激方法

を用いることで，代表者の実験及び，先行研
究に対する解釈方法の疑問が解決された．注
目すべき点は網膜神経節細胞から脳へ送る
際に利用される「スパイク列」の解釈方法で
ある．先行研究では「スパイク発火頻度」に
注目していたが，代表者は「スパイク発火タ
イミング」に注目した．先行研究の内容で「ス
パイク発火タイミング」に注目するとこの現
象は得られないと示唆される．つまり，本研
究により，より確実に網膜で「動きの予測」
が行われていたことを証明できたことにな
ると考えられる． 
 
（２）本研究の成果 
① 運動刺激の方がフラッシュ刺激より早く
スパイク発火した．  
ホールセルクランプ法の膜電流固定下でス
パイク発火を記録した．下図Ａで，MB_06が
運動刺激時の応答タイミングを示す． FB01
から FB06がフラッシュした静止刺激時の応
答タイミングを示す．静止刺激では，FB06か
らスパイク発火がみられた．FB04と FB05は
閾値以下の脱分極だけがみられた．運動刺激
時 MB_06 と静止刺激時 FB06 の発火タイミン

グを比較すると，同一部位の刺激であるにも
関わらず，運動刺激の MB_06 の方が早くスパ
イク発火していることがわかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② 受容野は双極細胞からの興奮性入力が作
る領域より大きかった． 
下図Ｂは図Ａの記録と対応する．各グリッド
は 100㎛の正方形である．この細胞の光刺激
は縦 100㎛横 400㎛の長方形のバー刺激を用
いた．細胞の樹状突起がない（図中の赤線，
細胞体が白丸，緑線が軸索を示す）．興味深
いことに，下図Ｂでは，FB04 には樹状突起が
無い．それにもかかわらず，図Ａの FB04で
は既に脱分極が起こっていた．何も樹状突起
がない FB04で脱分極が起こるということは，
神経節細胞に入力が入る前に既に脱分極し
ているということは，少なくとも約 50 ㎛ほ
ど受容野が広がっていなくてはならない．こ
れはちょうど神経節細胞に入力する双極細
胞二個ぶんの広さに相当する．尚，一つの双
極細胞の受容野は 25㎛とした．実際の双極
細胞間の距離を計測したところ，20.9±1.2
（N=8 サンプル）であった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

このことから，運動刺激が記録している網
膜神経節細胞に入力する前にすでに受容野
外の双極細胞が脱分極していて，それらがギ
ャップ結合を介して記録している神経節細
胞の受容野内に入力する双極細胞を脱分極
させたものと考えられる． 



双極細胞 2個ぶんのギャップ結合というのは，
すでに Arai et al(2010)によって示された双
極細胞の伝播と一致している．尚，神経節細
胞同士のギャップ結合も考えられるが，残念
ながら隣の神経節細胞で生じたスパイクが
隣の細胞にスパイクとして伝わることはな
い．これはギャップ結合を構成している膜の
特性実験で既に分かっている． 
③ 双極細胞の入力が段階的な加算を生み， 
神経節細胞はスパイク発火しやすくなった． 

 
図の赤は運動刺激時のバーの動き（左）とそ
の記録応答を示す（右）．一番上は受容外１
と２を連続して刺激した時の応答を示す．加
算した脱分極が見られたが，スパイクは見ら
れなかった．真ん中の図は受容野外１，２そ
して受容野内３の連続した３つの刺激を呈
示すると，運動刺激と同じタイミングでスパ
イクが出現した．一番下は受容野内３だけを
刺激したものである．受容野内なのでスパイ
クは見られたが，運動刺激（赤）や加算して
呈示したものよりもスパイクの発火タイミ
ングが遅かったのがわかる．つまり，受容野
外の双極細胞からの入力が段階的な加算を
生み，神経節細胞がスパイク発火しやすくな
ったことがわかった． 
④ 樹状突起の形態を考慮した刺激をするこ
とが，錯視現象を生み出すのに重要であった．
また，遅延のある膜電位の加算は， 神経節
細胞の樹状突起の張り方で決まった． 
これは次の研究につながるために，図の提示
を省く． 
ただやみくもに神経節細胞を光刺激するだ
けでは上述したように錯視現象は再現する
ことが出来なかった．ただし，細胞形態を考
慮した光刺激を呈示することで錯視現象を
スパイク発火タイミングの違いで証明する
ことが出来た． 
⑤ 閾値を超えるか否かは興奮性・抑制性入
力加算で決まるが，発火タイミングは興奮性
入力のタイミングのみで決まった．  

 

 

 

図中の赤は運動刺激時の神経節細胞のスパ
イク発火を示したものである．これは膜電流
固定下で記録を行った．同じ細胞を膜電位固
定下で保持電位を変えて記録すると，双極細
胞からの興奮性入力応答（Vh=-70mV）とアマ
クリン細胞からの抑制性入力応答（Vh=0mV）
を得ることが出来る．これらの結果（両図と
も黒）と運動刺激時のスパイク発火タイミン
グ（赤）の結果を比較してみると，双極細胞
からの入力で得られる上図 EPSC で得られた
スパイク発火のタイミング（上図黒）と全く
同じタイミングで出ていたのに対し，下図
IPSC で得られたスパイク発火タイミングは
運動刺激時よりも早くスパイクが見られた．
これは，IPSC のタイミングが反映されないこ
とを示唆するものであった．ただし，これは
まだ実験数が足りないために，更なる実験を
必要とする． 
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