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研究成果の概要（和文）：視細胞、ミューラーグリア、マイクログリアを網膜から単離する手法を複数の表面抗
原の組み合わせにより立ち上げた。正常、薬剤投与により網膜変性を誘導した網膜から、それぞれの細胞分画を
セルソーターで精製し、RNA-seqを行った。変性時の、異なる細胞系列た特異的な遺伝子発現について明らかに
した。さらに、視細胞変性後の時間軸に沿った遺伝子発現状態を各細胞系列ごとに検討し、細胞間の相互作用を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established technic to purify photoreceptor, Mueller glia, and microglia 
by using multiple cell surface antigens and a cell sorter. Then, these retinal subsets were purified
 from normal and photoreceptor-degenerated retina, and RNA-seq was performed using the fractions. 
Genes specifically up-regulated in each retinal subtype were identified by bio-informatics technics.
 Time course of gene expression was examined, and interaction of the subtypes through cytokines and 
chemokines during retinal degeneration was examined from the results.

研究分野： 分子生物学　眼科学
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経の病態の多くは加齢変化に伴い疾

病の発症にいたるが、網膜も例外ではない。

加齢性黄斑変性、糖尿病性網膜症、緑内障な

ど、失明原因の上位をしめる網膜疾患の多く

が加齢に従って発症し、病態が進展する。加

齢、すなわちストレスの蓄積はホルモン分泌

異常やサイトカイン濃度の変化として説明

され、その病態への関与が多数報告されてい

る。網膜疾患でも慢性的な炎症環境の病態発

症への関与が近年議論されているが、末梢の

システミックなストレスによる炎症が、網膜

内局所の炎症にいたる分子基盤についての

解明は遅れている。 

網膜は数種類に大別される神経細胞と、網膜

色素上皮細胞、ミューラーグリア(MG)、マイ

クログリアといった非神経細胞で構成され

る。網膜変性疾患は、神経細胞の変性疾患で、

神経変性のメカニズム研究とその保護、予防

や治療への応用をめざした多数の研究が蓄

積してきた。一方で、加齢によって引き起こ

される中枢神経変性疾患のドライバーとし

てマイクログリアの役割が指摘されている。

マイクログリアは、加齢によって弱く活性化

をうけ、ケモカイン、サイトカインを分泌し

眼内局所の慢性炎症状態を起こすが、その慢

性活性化のトリガーのメカニズムは不明で

ある。我々は視細胞変性をタモキシフェンに

より任意の時期に誘導できるマウスを樹立

しその検討の過程で、MG、マイクログリアが

短時間で活性化され「眼内グリアネットワー

ク」ともいうべき相互作用により眼内炎症環

境を変えていくことを観察している。一方で、

我々は網膜の発生・維持におけるヒストンリ

ジンメチル化の役割に注目し、H3K27me3 が双

極細胞の一部の成熟に必須で、さらに視細胞

維持をはじめとした網膜の恒常性の維持に

重要であり、その破綻が視細胞変性に至るこ

とを見いだした。 

２．研究の目的 

網膜を含む中枢神経の病態の多くは加齢変

化に伴い疾病の発症にいたる。本研究では、

網膜神経細胞変性病態について、神経細胞そ

のものを研究対象として治療戦略をたてる

という従来の王道の戦略ではなく、加齢や全

身のストレスが、眼内グリア細胞であるミュ

ラーグリア、マイクログリアにヒストンメチ

ル化、遺伝子発現の変異として蓄積し、眼内

炎症環境の変化をおこし、神経変性病態発症

のドライバーとなる可能性を仮定し、これを

検証し、分子変異を明らかにする事を目的と

する。また、その過程でのミューラーグリア、

マイクログリアの相互作用についても検討

し、眼内グリア細胞ネットワークの神経変性

病態発症での役割を解析する。本研究で期待

される成果は、グリア細胞を標的とした、網

膜変性疾患、さらには脳疾患の「予防薬」開

発に繋がるのみならず、網膜変性疾患の最も

早期の病態の指標となる事が期待され、早期

診断、発症リスク予測に重要な情報を提供す

る事が期待される。 

 

３．研究の方法 

ストレスモデルマウス、加齢マウス、あるい

はこれらのマウスに網膜変性誘導薬剤を投

与し、視細胞変性のオンセットと進展を野性

型と比較する。同時に、ミューラーグリア、

マイクログリアの数、増殖、形態、網膜内で

の位置を検討し、ストレス、加齢による変化

の有無を検討する。ミューラーグリア、マイ

クログリアを正常、ストレス下、加齢マウス

について、視細胞変性を誘導する薬剤投与後

に単離し、遺伝子発現パターンを RNA-seq で

把握し、サイトカイン、シグナル、転写因子

などを中心に特徴抽出を行う。その際、ミュ

ーラーグリア、マイクログリアの単離に適し

た表面抗原の探索をまず行う。ChIP-seq によ

り、ヒストン修飾に蓄積されるストレスの仮

説の検証を行う。まずはミューラーグリア、

マイクログリアの正常時、視細胞変性時のヒ

ストン修飾を検討する。ミューラーグリア、

マイクログリアの互いの機能連関を検討す

るために、それぞれを除去する薬剤をもちい

て、in vivo でいずれかのグリア細胞を除去

し、その上で、網膜変性誘導薬剤を投与し、

他方のグリア細胞の増殖、形態、位置などの

病理的検討、さらに遺伝子発現、ヒストン修

飾の検討を行う。同時に視細胞変性のオンセ

ット、進展について検討を加える。 

 

４．研究成果 

まず入手できるストレスマウスについて網

膜変性が起きているか検討を加えたが、網膜

全体で検討したサイトカインの遺伝子発現

レベルについては多少の差がコントロール



に比べて観察されたが、切片の免疫染色など

も含む病理学的検討では網膜変性を示唆す

るような変化は観察されなかった。従って今

回検討したマウスについては、網膜変性が自

然発症する可能性は低いと考えられた。スト

レスマウス、加齢マウスに網膜変性誘導薬剤

を投与し、視細胞変性のオンセットと進展を

検討したところ、ストレスマウスではサイト

カインの発現に多少差があったが、個体差が

大きく有意差のある一貫した傾向が観察さ

れなかった。この検討は、より異なるストレ

スマウスを用いて再検討することを計画し

ている。一方加齢マウスでは、ミュラーグリ

アの過剰活性化とマイクログリアの弱い活

性化が観察された。加齢マウスについてはマ

ウスが一年を過ぎると不安定で、これ以上の

分子基盤の解析は困難であったため、まず、

ミュラーグリア、マイクログリア特異的な

RNA-seq を正常マウスと薬剤誘導性変性マウ

スで行った。視細胞、ミューラーグリア、マ

イクログリアを成熟マウスから単離する手

法が確立していなかったため、様々な表面抗

原を検討し、複数の表面抗原の組み合わせに

より、視細胞、ミューラーグリア細胞、マイ

クログリア、その他の細胞に分離できる系を

立ち上げた。これを用いて、正常マウス、薬

剤（MNU）投与により網膜変性を誘導したマ

ウスから、それぞれの細胞分画をセルソータ

ーで精製し、RNA-seq を行った。この結果を

解析し、変性時に、異なる細胞系列からどの

ようなサイトカイン／ケモカイン類が分泌

されるのか？また特異的な遺伝子発現につ

いてバイオインフォーマティクスの手法を

用いて明らかにした。さらにこの情報に基づ

いて、視細胞変性後の時間軸に沿った遺伝子

発現状態を各細胞系列ごとに検討し、細胞間

のサイトカインなどを通じた相互の影響に

ついて検討している。ヒストン修飾について

検討を加えるため、ミューラグリアを単離し

てヒストンメチル化を検討することを行っ

た。これについては Hes1-EGFP マウスを用い

ると、発生中の網膜からミューラーグリアを

単離することが可能であることをまず確認

し、続いて各種ヒストン修飾について

ChIP-qPCR を行った。多数の遺伝子が、ミュ

ラーグリア特異的なヒストン修飾を受けて

いることが明らかになり、これが網膜変性時

にどのように変わっていくのか、さらに検討

を加えている。ChIP-seq を少量の細胞から行

うことを同時に試みているが、十分量のサン

プルを得ることができず、技術的な開発がま

だ必要であると考えている。 

さらにマイクログリアを除去する条件を

様々に検討していたが、ある薬剤を混ぜたエ

サを作成しマウスに与えたところ、マイクロ

グリアがほとんどすべて消失することが明

らかになった。この時に薬剤投与により視細

胞変性を起こし、視細胞、ミュラーグリアの

挙動について検討を加えている。 
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