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研究成果の概要（和文）：我々は末期網膜変性病態にES/iPS由来網膜を移植することにより視機能の回復を目指
しているが、そのためには移植組織内の視細胞とホスト網膜の内層の双極細胞がシナプスを効率よく作ることが
大切であるが、しばしば移植組織内に残留する双極細胞が競合的にホストと移植片のシナプス形成を阻害してい
ると考えられる。しかし移植片内の視細胞が順調に成熟するためには移植片内の内層細胞もまた必要と考えら
れ、移植後のシナプスを形成するときに移植片の内層細胞が減少するような遺伝改変を加えた移植片を作成して
移植したところ、よりよいシナプス形成と視機能改善が得られる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We are developing transplantation therapy of ES/iPS-derived retinas in 
end-stage retinal degeneration. We have observed a possibility that remaining inner neurons 
including bipolar cells in the graft could sometimes interfere with the synapse formation between 
the host bipolar cells and graft photoreceptors. Yet, these graft inner cells are also important for
 graft photoreceptors to functionally mature, so we produced genetically engineered graft retina in 
which graft inner or bipolar cells would degenerate at around the timing of synaptogenesis. By 
producing such iPS/ES-retina by deleting some gene involved in bipolar cell maturation, we could 
obtain a promising results suggestive of better synapse formation and visual function. 

研究分野：再生医療　眼科学

キーワード： 網膜変性　ES/iPS由来網膜　移植　遺伝改変　シナプス形成

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
網膜色素変性は遺伝的な背景により視
細胞が特異的に変性する疾患であり、現
在のところ末期にまで進行した変性状
態から積極的に視機能を回復されるよ
うな治療法はない。網膜変性が進行して
も、視細胞以外の網膜細胞はしばらくの
期間残存していることから、視細胞を移
植することによりある程度の視機能が
回復できることが期待される。我々はこ
れまでにマウスの末期網膜変性モデル
を用いて、まうす ES/iPS 由来網膜組織
を移植すると移植組織の中の視細胞が
層構造を形成しつつ成熟し、視細胞も光
受容体として重要な外節構造を形成し
て最終的な成熟形態を示すこと、さらに
移植片内の視細胞がホストの双極細胞
とシナプスを形成しうることを報告し
た。ただ、本来移植片内の視細胞はホス
ト網膜の内層にある双極細胞とシナプ
スを形成することが光受容シグナルを
ホストに伝えるためには必要となるが、
移植片内にも内層の細胞が残存するた
め、しばしば移植片内でシナプスを形成
してしまい、ホストと移植片の細胞が効
率よく作られないことがある。過去の報
告を調べると、双極細胞の成熟に関連す
る Bhlhb4や Islet1のような遺伝子を欠
損させると、双極細胞や網膜内層の細胞
が減少することが知られている。そこで
我々はこれらの遺伝子を欠損させたよ
うな ES・iPS 細胞株を用意し、そこか
ら網膜を分化させることにより、移植後
に移植片内の双極細胞を実際に減らす
ことができるか、そして移植後のシナプ
ス形成が良くなるかを検討することに
より、移植によるよりよい機能的生着を
目指せるか、臨床応用への基礎的研究を
行うことにした。 

 
２． 研究の目的 
視細胞移植により、より良い視機能回復
を目指して、より条件の良い移植片の開
発を裏付けるための基礎研究を行う。具
体的には双極細胞の成熟に関与し、その
マウス表現形として双極細胞が減少す
るような遺伝子を欠失させた遺伝的な
改変株を作成することにより、移植後に
移植片内の内層の細胞を減らし、より効
率よくホストとシナプスを形成し、また
より機能的な生着が得られるような移
植組織が作成できるかどうかを検討す
る。 

 
３． 研究の方法 
マウスの ES および iPS 細胞株で、
Bhlhb4 および Islet1 の遺伝子欠損株を
作成し、網膜への分化ができるかどうか
確認する。また移植後成熟し、実際に移
植片内の双極細胞が減少するかどうか

確認する。さらにホストおよび移植片の
シナプスを定量的に評価できるような
系を、遺伝的ラベルをシナプス末端に導
入することにより試みる。また多電極ア
レイを用いて光に対する移植後網膜の
応答能を評価できる系を立ち上げ、遺伝
改変株と wt 株由来それぞれの網膜移植
後での機能を評価、比較する。 
 
４． 研究成果 
まずマウス iPS 細胞で Bhlhb4 および
Islet1 遺伝子を欠失させたところ、いず
れも従来のプロトコルで野生株同様に
網膜に分化した。またこの分化網膜組織
を、マウスの末期網膜変性モデルに移植
したところ、変性網膜下に生着し成熟す
ることを確認した。さらにこれらの移植
片の表現形を移植後に免疫組織学的に
解析したところ、双極細胞が有意に減少
していることを確認した。 
次にシナプス形成を定量的に評価する
ために遺伝的標識を試みた。Nrl プロモ
ーター下に前シナプスマーカーの一つ
であるCtBP2と蛍光標識が発現するよう
マウス iPS 細胞株の ROSA 位に導入し、
移植片内の視細胞シナプス末端の CtBP2
タンパクが tdTomato で蛍光標識される
ような細胞株を作成し、移植後のシナプ
ス末端での実際の発現を確認した。ホス
ト側のマウスの双極細胞についてはシ
ナプス末端の標識が困難であったため、
双極細胞が蛍光ラベルされた末期網膜
変性モデルマウスを掛け合わせにより
作成した(L7-GFP/rd)。ここに後シナプ
スマーカーを免疫染色することにより、
GFP 陽性のホスト双極細胞、tdTomato 陽
性の移植視細胞末端、後シナプス免疫染
色、の 3者の共存によりホストグラフと
間のシナプス形成を定量評価すること
が可能となった。続いて今度はシナプス
末端標識株でのそれぞれの遺伝子欠損
株を作成した。実際にシナプスを計数し
たところ、特に Bhlhb4 欠損移植片にお
いてシナプス形成が促進される可能性
が示唆された。 
また、多電極アレイを用いて移植後網
膜からの光応答の記録およびその解析
方法を確立した。移植後網膜を取り出し、
移植部位のホスト網膜神経節細胞を電
極に接するように載せることにより、
8x8（64）電極上での網膜細胞からの反
応(mERG)と脳に直接シグナルを送るホ
スト神経節細胞の反応の両者を記録す
ることが可能となった。さらにスパイク
ソーティングと波形パターンのクラス
タリングを行い、神経節細胞の反応を
ON,OFF, ON-OFFと自動分類してカウント
するプログラムを作成した。野生株の網
膜組織で安定的に移植部位の網膜から
mERG および神経節細胞の反応が記録で



きた。また、薬剤実験により、ON-阻害
剤である L-AP4(mGluR6 agonist)でこれ
らの反応は遮断され、視細胞から入力さ
れた反応を見ていることが確認された。
全視野照射刺激を用いて、野生株、遺伝
改変株何においても良好な光応答反応
が mERG およびホスト神経節細胞より記
録された。この中で、Bhlhb4 で反応性が
高くなっている可能性が示唆された。 
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