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〈要 約〉

　感覚神経系の研究は“受容野”の概念を中心に発展してきた．しかし，それと相補的な概念である“投射野”についての知見はほとんど得られていない．そこで，この研究では，網膜の神経回路において視覚情報処理の主経路をなす双極細胞から神経節細胞への投射野を同定かつ解析した．その結果，ギャップ結合やアマクリン細胞を介した多シナプス性の投射により，双極細胞は比較的大きな投射野をもつことがわかった．双極細胞および神経節細胞の異なる細胞型のあいだには，光応答の特性に準じた投射の強度および頻度の勾配はあったものの，暗条件のもとでは多対多の密な投射パターンがみられた．ただし，明条件のもとではアマクリン細胞からの多様な制御をうけて投射パターンはより選択的になり，その選択性は光の刺激の違いに応じて変化した．これらの結果は，投射野の構造や機能は形態学的に予想された単シナプス性の投射によるものよりはるかに複雑で動的であることを示唆した．
はじめに
　網膜は平面二層構造をもつ神経回路であり（図1），光信号を電気信号へと変換し，色，形，動きなど局所的な視覚情報を実時間で並列処理する演算装置である1,2)．1層目の網膜外層では視細胞により電気信号へと変換された視覚情報が双極細胞へと伝達され，水平細胞による側抑制をうけて時間的および空間的に前処理される．それにつづく網膜内層では双極細胞から神経節細胞へと視覚情報が伝達され，アマクリン細胞との相互作用により神経節細胞の発火パターンとして視覚情報が符号化される．このような初期段階の視覚情報処理は単純そうにみえてじつはきわめて複雑なものであり，たとえば，網膜においては視覚情報が20種類以上もの特徴に分解され，それぞれが別々に符号化されて脳の視覚中枢へと伝達されることが知られている3,4)．
　感覚系の神経回路の機能を研究するうえで重要な役割をはたしてきたのが“受容野”の概念である5)．受容野とは，適切な刺激が提示されると標的となるニューロンに応答活動をひき起こすような刺激空間領域のことであり，視覚系や聴覚系など感覚系にかかわるさまざまな脳領域において同定されてきた（図1）．そして，感覚ニューロン（たとえば，双極細胞）の受容野は，それよりも上流のニューロン（このときは，視細胞）の受容野の組合せにより構成される，という考え方のもと，感覚系の異なる階層における受容野の特性を比較することにより，感覚神経回路の構造や機能の研究が進んできた．
　この受容野と対をなす考え方として“投射野”という概念がある6)．すなわち，標的となるニューロン（たとえば，双極細胞）の活動がその下流のニューロン（このときは，神経節細胞）の活動に影響を及ぼす範囲のことをそのニューロンの投射野という（図1）．さまざまなニューロンによる相互作用から複雑な脳機能が生まれるとすれば，神経回路のはたらきを解明するためには受容野と投射野の両方の知見が必要不可欠である．しかし，投射野の同定には，標的となるニューロンの活動を任意に制御したうえで，その下流にあるすべてのニューロンの応答活動を同時に記録するという実験技術的に高い壁があり，その重要性は議論されてきたものの実験データはほとんど得られていない．
　そこで，この研究では，この壁をこえるべく，モデルとなる神経回路として網膜を選んだ．そして，微小ガラス管を用いた細胞内電極法により特定の双極細胞の活動を記録かつ制御する方法と，平面多点電極アレイを用いて複数の神経節細胞の活動を細胞外にて同時に記録する方法を組み合わせることにより，双極細胞から神経節細胞への投射野を同定かつ解析した（図1）．なお，この研究は，さきに発表した研究の続報である7)（新着論文レビュー でも掲載）．さきの論文では，個々の双極細胞からの出力信号の特性に注目することにより，双極細胞からの出力信号は多種多様な収束パターンおよび発散パターンを示すこと，および，双極細胞から神経節細胞への情報伝達はアマクリン細胞による選択的な制御をうけることを報告した．この研究では，細胞型の別にみた機能的な結合関係に注目し細胞集団レベルでの解析を試みた．
1．双極細胞は多シナプス性の投射により比較的大きな投射野をもつ

　双極細胞は興奮性のニューロンであり，脱分極させるとシナプス結合している神経節細胞の発火頻度は上昇する7)．しかし，投射野とは多シナプス性の間接的な情報伝達をも含めた機能的な結合関係を記述するものである．そこで，光の刺激を提示しない定常状態において双極細胞の活動が神経節細胞の活動にあたえる影響の及ぶ範囲とその極性について調べた．その結果，興奮性の投射については，その強度や頻度は距離が大きくなるほど減少することがわかった（図2a）．しかし，その範囲は驚くほど広く，双極細胞の投射野はそれ自体の受容野のみならず，神経節細胞の受容野よりも平均して大きかった．一方，抑制性の投射については，興奮性の投射に比べ強度や頻度は低いものの，そのピーク値は距離が少し離れたところにあった．これは，双極細胞の投射野が受容野と同様に“中心周辺拮抗型”をしていることを示唆した．
　また，薬理学的な手法を用いることにより，興奮性の投射はおもにギャップ結合により強化されており，抑制性の投射はアマクリン細胞に依存的であることがわかった．これは，ギャップ結合やアマクリン細胞を介した多シナプス性の投射が双極細胞の投射野を構成する要素として無視できないことを意味した．
2．細胞型の別にみた双極細胞の投射野の比較

　網膜は視覚情報をいくつもの特徴に分けて並列処理している3)．このような並列化は双極細胞の段階からはじまり，神経節細胞へとひき継がれ複雑化していく．そこで，双極細胞および神経節細胞をそれぞれ受容野の構造や光応答の特性にもとづき分類し，これらの細胞型の別に双極細胞の投射野を比較した．その結果，機能的にはどの型の双極細胞もほぼすべての型の神経節細胞へと投射していることがわかった（図2b）．形態学的には，おのおのの双極細胞の型がそれぞれ異なる組合せの神経節細胞の型とシナプス結合していることが知られており2)，この結果は予想外であった．しかし，暗条件のもとでは光の検出力を高めるため網膜の神経回路は信号の増幅率の高い状態にあることも知られている4)．したがって，双極細胞からの多シナプス性の投射も顕在化しやすくなり，このような密な投射パターンが検出されたと考えられた．ただし，異なる細胞型のあいだの投射の強度および頻度には光応答の特性に準じた勾配がみられた．すなわち，たとえば，光が消えたときに応答するオフ型の双極細胞からの投射は，同じオフ型の神経節細胞へとむかうほうがオン型の神経節細胞へとむかう場合よりも強度が強く頻度も高かった．また，ギャップ結合を多くもつオフ型の双極細胞のほうがオン型の双極細胞よりも概して広い投射野をもち，ギャップ結合が網膜内層において横方向の信号の広がりに寄与していることを支持する結果が得られた．
3．双極細胞の投射野は光の刺激に応じて変化する

　暗条件のもとでは異なる型の双極細胞と神経節細胞とのあいだに多対多の機能的な結合関係がみられたが，明条件のもとではどのような投射パターンが形成されているのであろうか．この問いに答えるため，異なる光刺激を提示しながら双極細胞の投射野を測定した．その結果，明条件のもとでは暗条件のもとと比べ投射野は概して小さくなり，また，より細胞型に依存的になった（図2b）．これは，明条件のもとでは双極細胞の投射パターンはより選択的になることを意味した．さらに特筆すべきは，この投射パターンの選択性が光の刺激に依存して変化したことである．すなわち，ある光刺激を提示すると抑制された投射が，また別の光刺激を提示すると増強された投射がみられることがあり，このような投射の動的な制御が細胞型に依存的にみられた．このような網膜内層における多様な情報制御機構は，光の刺激に応じて異なるアマクリン細胞が活性化することにより得られると考えられた7,8)．
おわりに

　脳神経系における情報処理を理解するためには，解剖学的な結合関係のみならず，機能的な結合関係についての知見が欠かせない．事実，網膜において双極細胞から神経節細胞への投射野に多シナプス性の投射の寄与が少なからずあったことは，たとえば，電子顕微鏡を用いた神経回路の構造解析だけでは機能の解明にはいたらないことを示唆した．この研究では，実験技術的な理由もありモデルとなる神経回路として網膜を選んだ．しかし，最近の実験技術の発展にはめざましいものがあり，光学的な手法を用いた細胞集団の活動の同時記録や，光遺伝学的な手法によるニューロンの活動制御が可能になってきている9,10)．近い将来には，ほかの脳領域においても投射野の同定および解析が進むものと予想される．
　感覚神経系では階層ごとにその受容野は大きく複雑になる5)．上位の階層での受容野が下位の階層での受容野の組合せにより構成されるとするならば，投射野はその“重み”を記述しているといえる．しかし，双極細胞の受容野と投射野との単純なたたみ込み演算では神経節細胞の受容野を説明できないことは，この研究が示すとおりである．投射野は状況に応じて変化するものであり，情報伝達の動的な制御のさらなる実験的な解析，そして，数理科学的な手法を用いたモデルの研究が進むことにより，感覚神経回路の機能の理解の深まることが期待される．とくに，網膜の神経回路については，異なる型の神経節細胞がどのように形成され，そのそれぞれが視覚情報のどのような特徴を選択的に抽出しているのか，という大問題を解く鍵になるのではないかと期待している．
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〈図説明〉

図1　受容野と投射野の関係

網膜の神経回路を例にとると，光の刺激が提示されたときに標的となるニューロン（たとえば，赤色で示した双極細胞）が応答活動を示す網膜の領域のことをそのニューロンの“受容野”という．また，標的となるニューロンの活動がその下流にあるニューロンの活動に影響を及ぼす範囲のことを“投射野”という．すなわち，受容野とは標的となるニューロンへの入力特性を記述したものであるのに対し，投射野とは標的となるニューロンからの出力特性を記述したものである．
A：アマクリン細胞，B：双極細胞，G：神経節細胞，H：水平細胞，P：視細胞．
図2　この研究の結果

（a）網膜における双極細胞（B）から神経節細胞（G）への投射野．興奮性の投射の強度は距離に応じて減少したが，ギャップ結合（抵抗器の記号で示す）による横方向への信号の広がりにより，形態学的に予想される単シナプス性の投射の範囲よりも広い投射野を形成していた（赤色の線）．また，抑制性の介在ニューロンであるアマクリン細胞（A）を中継することにより，双極細胞は抑制性の弱い投射野も形成していた（青色の線）．
（b）双極細胞（B）から神経節細胞（G）への投射パターン．矢印の太さにより投射の強度を，異なる色により細胞型の違いを示した．暗条件のもとでは多対多の密な投射パターンを示したのに対し，光の刺激のもとでは投射パターンは選択的になり，その選択性は提示する光刺激の違いに応じて変化した．
