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研究成果の概要（和文）：モデル動物の網膜組織において、休止している網膜幹細胞を、毒性の無い低濃度のグ
ルタミン酸によって、誘導・活性化した。誘導時に特異的に発現するタンパク質群の解析結果から、誘導時には
複数の因子によって代謝環境が制御され、エネルギー動態がリプログラミング（再構成）されることが示唆され
た。また、網膜組織から分離した細胞を用いて、同様に幹細胞誘導を行った。更に、失明疾患モデル動物におい
ても、網膜内における細胞増殖制御のメカニズムを解明した。
　一連の網膜幹細胞の形態評価に際し、既存の固定液では支障があり、網膜専用の固定液を新規に調製して使用
した。この網膜固定液の有用性に関して、別途論文報告を行った。

研究成果の概要（英文）：Retinal stem cells in the quiescent state were activated by glutamate at a 
non-toxic concentration in the matured ex vivo rat retina.  By analysing the identified proteins 
which were up-regulated during stem cell induction, it was suggested that these proteins regulate 
cell cycle and metabolic state, leading to epigenetic and metabolic reprogramming during stem cell 
induction.  The retinal stem cells were also induced from the primary cells of the mature rat retina
 and the cell properties were investigated. We further investigated the mechanism of retinal cell 
proliferation in the animal model of blindness. 
For accurate histomorphological evaluation of the retinal stem cells, we developed and reported a 
new fixative especially for the retinal tissues/cells.

研究分野：眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
成体ラットの網膜には、休止している神経幹細胞が存在し、その内在性幹細胞は低濃度のグルタミン酸で誘導で
きることが明らかとなった。本研究で同定した幹細胞誘導時の特異的なタンパク質群および代謝動態を制御する
因子を人為的に操作することで、効率的に内在性の網膜幹細胞が誘導出来る可能性が示唆された。
　失明疾患に対する網膜再生医療が、細胞製剤を使用せず、自己の内在性神経幹細胞誘導で実現するという新た
な可能性が示された。今後の研究継続により、低侵襲・低コストで効果が得られる新規の網膜治療法の確立と創
薬（点眼薬や注射薬）への発展が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 現在、本邦の失明者の過半数は、加齢黄斑変性や緑内障など、神経細胞死による視機能障害
によるものである。これらの疾患に対し、現時点で有効な治療はなく、網膜再生による治療法
の開発が喫緊の課題である。加齢黄斑変性などの疾患では、外科的治療や分子標的治療の進歩
により、網膜の広範な構造破壊は回避できるようになってきているものの、黄斑部における神
経細胞の障害により失明している症例が多数存在する。こうした症例には、網膜の再構築をす
るのではなく、喪失した神経細胞を再生させ補填する治療方法が有用と考えられる。また、緑
内障は網膜神経節細胞の消失が原因であるが、直径 1.5mm の黄斑部（全網膜の数%）の神経節細
胞のみ再生することが出来れば、視力が改善されると推察される。すなわち、広範な構造破壊
を伴わない失明疾患の場合、黄斑部位の障害された網膜の細胞のみを再生すれば、著明な視力
改善が期待できる。この着想を実現するため、具体的な研究方法を検討した。 
 哺乳類では、網膜神経細胞は再生しないと長らく考えられてきた。しかし、近年、成体網膜
内に休止している網膜幹細胞の存在が明らかになった（Tropepe et al., Science. 2000）。我々
は、成体ラット網膜において、低濃度のグルタミン酸が、組織障害を生じる事なく網膜幹細胞
を誘導することを報告した。誘導した幹細胞はミュラー細胞マーカーと共局在を示したため、
本幹細胞はミュラー細胞由来と考えられた。この結果により、グルタミン酸を用いて内在性の
網膜幹細胞誘導により網膜を再生させるという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本邦の視覚障害者は約 164 万人、失明者は約 19万人であり、今後更なる増加が予想されてい
る。失明原因疾患の過半数は網膜神経細胞死によるが、現在のところ有効な治療法はなく、網
膜再生による治療法の開発が急務である。我々は、成体ラット網膜の内在性網膜幹細胞を低濃
度のグルタミン酸で誘導することに成功し、誘導に関与する 3種類のタンパク質を同定して報
告した。この研究を基盤として、(1)幹細胞遊走と(2)幹細胞数の増加、(3)神経細胞への分化誘
導、(4)幹細胞誘導と分化に関与するタンパク質の機能、に関する解析を行う。更に、(5)失明
疾患モデルにおいて内在性網膜幹細胞誘導による網膜再生法を確立する。 
 
３．研究の方法 
 グルタミン酸を用いた内在性網膜幹細胞誘導による網膜再生法の確立を目指し、以下を行う。 
(1)ミュラー細胞の遊走及び走化因子の検討 
(2)誘導する内在性網膜幹細胞数の増加法の検討 
(3)網膜神経細胞への分化の確認と特異的タンパク質の同定 
(4)幹細胞誘導及び神経細胞分化に関与するタンパク質の機能解析 
(5)失明疾患モデルでの網膜再生法の確立 
 
４．研究成果 
 成体ラットから分離した感覚網膜の組織培養を行い、培養液中にグルタミン酸を添加して網
膜内に分裂細胞、神経幹細胞を誘導した（右、図 1）。
対照群とグルタミン酸投与群の網膜からタンパク質
を抽出して、プロテオーム解析を行い、誘導時に特
異的に発現が上昇するタンパク質群を報告した。 
 分化した神経細胞と比較して、神経幹細胞では糖
質や核酸などの代謝が亢進することが報告されてい
るため、幹細胞誘導時における代謝動態のダイナミ
ズムを解析した。その結果、網膜幹細胞誘導時には、
解糖系律速酵素の一つであるピルビン酸キナーゼ
（PK）を含む複数の酵素が上昇していた。PKのアイ
ソフォームの内、特に乳酸を増加させる M2型（PKM2）
の発現が上昇し、実際に網膜内の乳酸も増加してい
た。更に、PKM2 の細胞内局在について解析をすすめ、
網膜幹細胞誘導時には PKM2 が細胞質内から核内に
移行することを明らかにした（次頁、図 2）。核内に
移行した PKM2 は細胞増殖に関与する転写因子を促
進することが報告されており、PKM2 が内在性網膜幹細胞誘導における幹細胞の増殖に関与して
いる可能性が考えられた。 
 解糖系以外のエネルギー代謝動態に関しても検討し、幹細胞誘導時には、他の経路において
も特有の酵素群の発現が変化することを明らかにした。エネルギー代謝全体を制御する因子の
内、制御の上流に位置する候補を見つけており、この因子は前述の酵素である PKM2 と相互作用
があることが確認出来ている。これらの結果は、論文として投稿し、現在 revise 中である。 
 
 



 一方、成熟ラット網膜から細胞を単
離・継代するシステムを構築し、この
システムを用いて幹細胞誘導を行っ
た。誘導した細胞において、遊走性・
走化性を確認し、chemoattractant 等
の解析を行っている。更に、誘導する
内在性網膜幹細胞数の増加法の検討
においては、我々が保有する chemical 
compound において作用を有する候補
があり、現在検討をすすめている。 
 
 失明疾患モデル動物における網膜
再生法の検討については、加齢黄斑変
性モデル動物を用いて実験を進めた。
加齢黄斑変性モデルにおいて、網膜色
素上皮の炎症や上皮間葉移行のメカ
ニズムを解明し、報告した。 
 
 本研究における一連の神経幹細胞誘導時の網膜細胞・組織の評価に際し、既存の固定液を用
いた網膜の固定では、核内微細構造が不明瞭で、神経細胞体や神経突起の腫脹を生じ、正確な
対象評価が困難であった。そこで、網膜の形態学的評価に適切な固定液を新規に調製し、報告
を行った（前頁、図 1は、新規固定液を用いた網膜像）。 
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