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緒　言

　神経網膜は神経細胞の細胞体が存在する顆粒層（外顆粒層，内顆粒層，神経節細胞層）とシナプスが存在し網経回路
網が発達する場所（外網状層，内網状層）が限定されているため，シナプス結合の詳細な観察が可能であり神経回路形
成の良いモデルである．網膜では二次ニューロンである双極細胞以降，光刺激によって神経細胞の興奮が起こる ON
経路と光刺激の消失によって興奮が起こる OFF 経路があり，それらの回路は内網状層での軸索投射位置や樹状突起の
配置によって明確に分類することができる．マウスにおける双極細胞の ON/OFF 経路は生後６日目から 12 日目にか
けて急速に発達する．それぞれの双極細胞は適切な視細胞とシナプス結合して外網状層で視覚系最初のシナプスを作
り，軸索を内網状層に投射する．内網状層はさらに外層 (S1-S2) と内層 (S3-S5) の下位層に分けることができ，外層に
は OFF 型双極細胞が，内層には ON 型双極細胞が投射する．本研究ではこれら網膜神経回路ができる仕組みとその分
子メカニズム，およびその視機能における機能的意義について検討した．

方法および結果

１．正常な ON 経路と OFF 経路の発生機構
　ON/OFF 型双極細胞の形態形成や発生を調べるために，ON 型双極細胞の陽イオンチャネル TRPM1 欠損マウスや
代謝型グルタミン酸受容体の mGluR6 欠損マウス，さらに杆体視細胞に高発現する膜の足場タンパク質 Protein4.1G 欠
損マウスの網膜を用いて免疫染色を行った．染色は神経回路が構築されて間もない生後 15 日目に行った．その結果，
生後 15 日目の 4.1G 欠損マウスでは視細胞シナプス末端の形成の遅延に起因する双極細胞の成熟の遅れが観察された

（図 1）．
　マウスの網膜では杆体 ON 型双極細胞に加えて５種類の ON 型双極細胞と７種類の OFF 型双極細胞が存在してい
る．ON，OFF それぞれの 4.1G 欠損マウスの杆体（ON 型）双極細胞の樹状突起先端を抗 PKCa 抗体で，OFF 型双極
細胞の樹状突起先端を抗カルセリニン抗体で染色して調べたところ，ON 型，OFF 型の双極細胞は共に外網状層では
なく，外顆粒層に樹状突起を異常侵入させることが明らかとなった（図 2）．
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図 1． 4.1G 欠損マウス網膜では双極細胞の成熟が遅れる．
生後 15 日目のマウス網膜を TRPM1（緑），mGluR6（マゼンタ）および CtBP2（シアン）に対する抗体で染色
した．野生型では典型的な馬蹄形の視細胞シナプスリボンと双極細胞の樹状突起先端への TRPM1 と mGluR6
の集積が観察された（矢頭）．4.1G 欠損マウスでは視細胞のリボンシナプス形成に必須な CtBP2 の集積の遅れが
あり，また双極細胞側では TRPM1 や mGluR6 の樹状突起先端への蓄積が認められなかった．

図 2． 4.1G 欠損マウスにおける ON/OFF 双極細胞のシナプス形成位置の異常．
野生型と 4.1G 欠損マウス網膜の組織を ON 杆体双極細胞マーカーの PKCa（緑）と視細胞シナプスマーカーの
CtBP2（マゼンタ）で染色した（上図）．野生型と 4.1G 欠損マウス網膜の組織を OFF 型双極細胞マーカーのカ
ルセリニン（Csen，マゼンタ）と視細胞シナプスマーカーのピカチュリン（Pik，緑）で染色した（下図）．4.1G
欠損マウスでは ON 型と OFF 型の双極細胞樹状突起が共に視細胞層へと異常侵入し（矢頭），視細胞と異所的
にシナプスを形成していた．
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２．ON/OFF 経路に作用する介在神経細胞の同定
　双極細胞で分岐した ON/OFF それぞれの経路は内網状層で神経節細胞へと情報を伝達する．内網状層は S1-S5 か
らなる下位層から成り，S1 と S2 は OFF 経路の神経情報が，S3-S5 では ON 経路の神経情報が処理されている．双極
細胞と介在神経細胞のアマクリン細胞がそれら情報処理の主要を担うが，各アマクリン細胞の役割はほとんど明らかに
されていない．私たちはアマクリン細胞で高発現する転写因子の Prdm13 (PR domain containing 13) を同定し，その
欠損マウスを作製し網膜を観察したところ，ON と OFF を分断する神経束を形成するアマクリン細胞が欠失すること
が明らかとなった（図 3）．

図 3． Prdm13 欠損網膜の ON/OFF 層分離束形成アマクリン細胞の欠失．
A）内網状層の下位層を構成する神経細胞マーカーのカルビンジンもしくはカルレチニン染色像．Prdm13 欠損
マウスでは ON/OFF を分ける神経束を欠き，カルビンジンやカルレチニン陽性の神経細胞の減少が観察された
見られた（矢頭）．B）野生型と Prdm13 欠損マウス網膜のカルビンジンとカルレチニン陽性アマクリン細胞の
数．**p ＜ 0.01 by student's t-test.

考　察

　本研究では網膜を構成する神経回路の発達と神経活動との関連について解析した．4.1G 欠損マウスでは視細胞のシ
ナプス形成が遅れる．それに伴い，4.1G 欠損マウスの双極細胞は視細胞とシナプスを形成するべく視細胞層に侵入し
た．この様な視細胞－双極細胞間のシナプス形成位置の異常は老化したヒト網膜でも観察されている．本研究結果に
より，老化網膜の異所性シナプス形成は視細胞側の変化に起因することが考えられる．今後はこの様な異所性シナプス
がどのように視機能に影響するのかを検討したい．また今回，VGLUT1 欠損マウスでは明らかな神経回路の形成異常
は観察されなかった．これはグルタミン酸の放出とシナプスの形成位置とは無関係であることを示している．一般的
に網膜視細胞-側局細胞のシナプスの形成過程においてはグルタミン酸の放出がその引き金になると考えられていた
が，本研究結果はそれを支持しない新しい知見である．
　また，ON/OFF 層を分ける神経束を形成する網膜介在神経細胞を失ったマウスを Prdm13 欠損マウスを作製するこ
とで得ることができた．今後，同マウスを用いた解析をさらに進めることで，網膜神経回路の機能と未知のアマクリン
細胞の機能が解明されると期待できる．
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