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研究成果の概要（和文）：プログラニュリンは神経新生などへの関与が報告されている成長因子である。我々は
これまでにプログラニュリンがマウス網膜において再生を促進する作用を有していることを報告しており、本研
究ではプログラニュリン欠損マウスを用いて網膜発生期からのプログラニュリンの影響を検討した。
プログラニュリン欠損マウスにおいては網膜神経節細胞の変性が起こっていることが認められ、生後９日目にお
いてプログラニュリン欠損マウスでは網膜前駆細胞とミクログリアの減少が見られた。これらのことから、我々
は網膜発生ひいては再生に寄与するプログラニュリンの働きを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Progranulin is a growth factor which leads to neurogenesis. Previously, we 
found that progranulin induces retinal regeneration in mice. However, little is known that the 
mechanism of progranulin to leads retinal regeneration. In this study, we investigated that the 
influence of progranulin deficiency during retinal development using progranulin knockout mice.
In progranuline knockout mice, we found that retinal ganglion cells are degenerated. In progranulin 
knock out mice, retinal precursor cells and microglia were also decreased on postnatal day 9. 
Collectively, we found that the novel mechanisms of progranulin which contribute to retinal 
development and retinal regeneration.

研究分野： 網膜再生

キーワード： Progranulin　microglia　retinal regeneration　retinal development

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においては、網膜再生を誘導する成長因子であるプログラニュリンの作用について詳細な検討を行った。
その作用機序の一端を明らかにしただけでなく、ミクログリアによる網膜前駆細胞増殖の制御などの新たな機構
についても明らかとした。これらのことは学術的な新規性を有しているのみならず、未だ達成されていない哺乳
類における網膜の再生制御を行うための重要な知見であり、本研究の実施は網膜再生医療の新たな発展に貢献す
るものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我々にとって、視覚は重要な感覚の一つであり、その感覚に大きく依存している。目の中でも、
特に網膜は光や色を感受するのに重要な器官である。加齢黄斑変性症や網膜色素変性症などの
網膜変性疾患における視細胞 (光や色を感受する細胞) の損失は、患者の生活の質を大きく低下
させるが、現在、視細胞が変性する疾患である萎縮型加齢黄斑変性症に対する治療薬は存在しな
い。そのため、視細胞の保護や再生を促すような薬の探索が切望されている。網膜障害モデルに
対して保護的に働く薬物は基礎検討によりいくつか候補が見つかっているものの、臨床で使用
されている薬はない。また、哺乳類において、網膜細胞は障害を受けると増殖・再生は起きない
ことが知られているが、近年、哺乳類においても障害後に網膜細胞の再生が起きる可能性が報告
されてきた。 
 当研究室において、最近、ヒトおよびマウス由来の脂肪幹細胞 (Adipose-derived Stem Cell; ASC) 
の培養上清 (Adipose-derived Stem Cell Conditioned Medium; ASC-CM) が光誘発網膜障害、脳虚血・
再灌流障害に対して保護的に働くことを報告した。さらに、その脂肪幹細胞培養上清中に豊富に
含まれているプログラニュリンの保護作用も見出した。プログラニュリンは成長因子として知
られており、組織の発達や修復に関わるとされている。特にその発現は、脳の神経細胞やミクロ
グリアにおいて見られる。しかし、網膜におけるプログラニュリンの作用は未だ明らかになって
いない部分が多いため、申請者らは、プログラニュリンの網膜における更なる作用を探ることを
考えた。 
 
２．研究の目的 
 近年、老齢のプログラニュリン欠損マウス網膜において、網膜神経節細胞 (retinal ganglion cell: 
RGC) 数の減少が起きることが報告された。一方、プログラニュリン欠損下で若齢の成体マウス
網膜や、発達期マウス網膜がどのように変化しているのかについては明らかになっていない。ま
た、プログラニュリンは発生期において中枢神経系に豊富に存在すると報告されているが、その
作用についてほとんど明らかにされていない。In vitro 培養細胞系においてプログラニュリンに
よる神経細胞分化促進作用が示されているものの、in vivo においてそれを示した報告や網膜に
おける分化への関与の報告は全くない。そこで本研究では、網膜発達期におけるプログラニュリ
ンの網膜視細胞への分化に対する作用並びに網膜神経節細胞及びその近傍に位置するミクログ
リアに対する作用を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫染色用組織切片作製 
 妊娠 ddY マウスは日本エスエルシー株式会社より、プログラニュリン遺伝子を欠損したマウ
スは理研バイオリソースセンターより購入した。 
 
(2) プログラニュリン欠損マウスの組織学的評価 
 未処置のマウス眼球を摘出し、4%パラホルムアルデヒド含有 0.1 M phosphate buffer (PB) (pH 
7.4) を 2 µL 硝子体内投与し、同液にて 24 時間固定した。つぎに 70%エタノール 2 時間、90%
エタノール 2 時間、95%エタノール 2 時間、99%エタノール 12 時間、無水エタノール 2 時間 
× 2 回、キシレン 2 時間 × 2 回、 キシレン 12 時間、融解パラフィン 2 時間 × 2 回、融解パラ
フィン 12 時間の順に浸透させた。その後、パラフィンにて眼球を包埋し、ミクロトーム (Leica, 
Tokyo, Japan) を用いて、5 µm の切片を作製し、カバーグラス (Matsunami, Osaka, Japan) に載せ
37°C にて一日乾燥し、室温にて保存した。 
 
(3) ヘマトキシリン・エオジン染色  
 パラフィン切片は、キシレンに浸してパラフィンを洗浄した。つづいて段階的にアルコール濃
度を下げた溶液に浸し、蒸留水に浸透した後、ヘマトキシリン液に 2 分間、エオジン液に 8 分間
浸して、段階的にアルコールで脱水し、キシレンで透徹しオイキット (AS ONE, Osaka, Japan) を
用いて封入した。封入後、キーエンス顕微鏡 (BZ-9000) を用いて撮影した。 
 
(4) 組織評価 
 網膜組織の評価はヘマトキシリン・エオジン染色した標本を用いた。各サンプルにつき 3 切片
を任意に抽出し、視神経乳頭中心から 240 µm 間隔で網膜外顆粒層 (outer nuclear layer: ONL) の
厚みを Image J (NIH, Bethesda, MD, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/) を使用して測定した。 
 
(5) ウェスタンブロットによる評価 
 マウス網膜を摘出し、マイクロチューブの中に入れ急速凍結した。サンプルはタンパク質抽出
まで-80 ºC に保存した。タンパク質抽出には細胞溶解液として、protease inhibitor cocktail、
phosphatase inhibitor cocktail 2 及び 3 を含む RIPA buffer [50 mM Tris HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、
0.5% デオキシコール酸ナトリウム、0.1%SDS、1%Igepal CA-630] を 100 μL 用い、ホモジナイザ
ー (Physcotron, Microtec Co., Chiba, Japan) により 30 秒間破砕、均質化した。その後、20 分間氷
中に静置させ、12,000 × g、4°C、20 分間遠心分離した。遠心分離した上清を回収し、タンパ
ク質抽出液とした。SDS ポリアクリルアミドゲルを泳動装置にセットし、容器に泳動用緩衝液 



(25 mM Tris、190 mM Glycine、3.5 mM SDS) を入れ、ゲルを取り付けた泳動装置に浸した。泳動
装置の中にも泳動用緩衝液を入れた。1 ウェル当りの添加量は分子量マーカーを 5 μL、各サンプ
ルを 10 μL とした。サンプルを添加後、ゲル 1 枚当たり 20 mA で泳動した。泳動後、ゲルを
cathode buffer (25 mM Tris、40 mM 6-aminohexanoic acid、20% methanol) に 15 分間浸した。転写
膜は、メタノールに 15 秒間浸し、超純水に 15 分間浸した。その後、anode buffer 2 (25 mM tris、
20%メタノール) に 20 分間浸した。陽極側から、anode buffer 1 (0.3 M tris、20%メタノール) に
浸したろ紙、anode buffer 2 に浸したろ紙、転写膜、ゲル、cathode buffer に浸したろ紙の順に組
み、0.8 mA/cm2 の条件で転写した。転写後、0.05% Tween 含有 0.01 M TBS でメンブランを洗浄
し、Blocking One-P に浸し、30 分間ブロッキングした。0.05% Tween TBS で洗浄後、Can Get Signal 
Solution 1 で一次抗体を希釈し、4ºC で一晩反応させた。0.05% Tween TBS で洗浄後、Can Get 
Signal Solution 2 で二次抗体を希釈して室温で 1 時間反応させた。0.05% Tween TBS で洗浄した
後、イムノスターLD に 5 分間浸した。その後、LAS-4000UVmini (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用い
て検出した。 
 一次抗体には、rabbit anti-CRX antibody (1:200 dilution; SantaCruz)、mouse anti-rhodopsin antibody 
(1:1000 dilution; Millipore)、mouse anti-β-actin (1:2000 dilution; Sigma-Aldrich) を用いた。二次抗体
には、Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:2000 dilution; Thermo Scientific)、 
HRP-conjugated goat anti mouse antibody (1:2000 dilution; Thermo Scientific) を用いた。 
タンパク質の発現強度は、Multi Gauge Ver3.0 (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用いて解析した。バンド
の強度を数値化し、個々の値を算出した。 
 
(6) 免疫染色用組織切片作製 
 マウス眼球を摘出し、4%パラホルムアルデヒド含有 0.1 M PB (pH 7.4) にて一晩放置した。そ
の後、25%スクロース含有 0.1 M PB (pH 7.4) 液に移し 24 時間放置した。液体窒素を用いて O.C.T. 
compound により凍結し、薄切するまで-80°C にて保存した。凍結した眼球を O.C.T. compound
を用いて-20°C 下で固定し、クリオスタット (Leica,Wetzlar, Hesse, Germany) を用いて厚さ 10 
µm の切片を作製し、MAS コーティングされたカバーグラス (Matsunami, Osaka, Japan) に載せ、
-80°C で保存した。 
 
(7) 免疫染色による評価 
 染色時、-80°C より凍結切片を取り出し、-20℃で 1 時間放置した後、4°C で 1 時間放置し、
さらに室温で 2 時間乾燥させた。その後、Super PAP pen (Daido sangyo, Osaka, Japan) にて反応液
の流出を防ぐために切片の周囲を囲んだ。その後、マウス由来の抗体を用いる際には、M.O.M 
Blocking Reagent により 1 時間ブロッキングした。それ以外の場合は、10% goat serum または horse 
serum により 1 時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、一次抗体 (溶媒：M.O.M protein 
concentrate を PBS で希釈またはブロッキング剤) を用いて 4°C で一晩反応させた。その後、二
次抗体 (溶媒：M.O.M protein concentrate を PBS で希釈またはブロッキング剤) を 1 時間反応さ
せた。つづいて、Hoechst 33342 により核染色を行った。染色後、Fluoromount (水溶性封入基材) 
で封入した。 
 一次抗体には、 rabbit anti-Iba-1 antibody (1:200 
dilution; Wako)、sheep anti-progranulin antibody (1:20 
dilution; R&D) を用いた。二次抗体にはそれぞれ
Alexa Fluor®546 donkey anti-rabbit IgG 、 Alexa 
Fluor®647 donkey anti-sheep IgG (Thermo Scientific) を
用いた。また、一次抗体を除いたネガティブコントロ
ールを用意した。 
染色した切片は共焦点レーザー走査型顕微鏡 
(FLUOVIEW FV10i; Olympus, Tokyo, Japan) を用いて
撮影した。 
 
４．研究成果 
(1)プログラニュリン欠損マウス網膜外顆粒層の変化 
 全身的にプログラニュリンを欠損したマウスを用
いて、網膜層の変化について検討を行った。ウェスタ
ンブロット及び免疫染色により、プログラニュリン
欠損マウスの網膜において、プログラニュリンが欠
損していることを確認した。野生型マウスとプログ
ラニュリン欠損マウスの網膜層を測定した結果、欠
損マウス網膜において視細胞の存在している網膜
外顆粒層 (ONL) の厚さが低下していた (図 1)。ま
た、rhodopsin の発現量がプログラニュリン欠損マ
ウスにおいて低下していた 。ヘテロ欠損マウスに
おいては、いずれも明らかな変化は認められなかっ
た (図 1)。以上のことから、プログラニュリン欠損

図 1.プログラニュリン欠損マウス網膜外
顆粒層の組織学的評価 
Data are shown as means ± S.E.M. (n = 6). #; p 
< 0.05 and ##; p < 0.01 vs.WT (Student’s t-
test). WT: Wild-type; Hz: Heterozygous; KO: 
Knockout. GCL: ganglion cell layer, IPL: inner 
plexiform layer, INL: inner nuclear layer, 
ONL: outer nuclear layer. Scale bar = 50 µm. 



マウスの視細胞の発達異常または神経変性により、視細胞数の減少が認められた。 
 
(2)プログラニュリン欠損による網膜発達に及ぼす
影響 
 発生段階におけるプログラニュリン欠損の影響
を検討するため、生後 9 日目において評価を行っ
た。ウェスタンブロットによる結果から、プログラ
ニュリン欠損マウスにおいて視細胞の前駆細胞の
マーカーである CRX の発現増加、視細胞のマーカ
ーである rhodopsin の発現が低下した (図 2)。また、
免疫染色による結果から、視細胞外節の rhodopsin
の発現量が減少し、ONL の rhodopsin の発現量が
増加した。以上の結果から、プログラニュリン欠
損により、視細胞の発達障害 (分化障害) が起き、
それが成体における外顆粒層の菲薄化につながっ
ていることが示唆された 
 
(3) ミクログリア及び網膜前駆細胞に及ぼすプログラニュリン欠損の影響 
 プログラニュリンはミクログリアの遊走に関
与する (72)。そこで、プログラニュリン欠損下で
は網膜内のミクログリアの減少が起きているこ
とが考えられる。生後 7 日目のマウスを用いて
検討を行ったところ、野生型ではプログラニュ
リンの発現が、網膜において認められ、特にミク
ログリアでの高発現が認められた (図 3)。プログ
ラニュリン欠損マウスでは、網膜内でプログラ
ニュリンの発現がないことを確認し (図 3)、さら
に、網膜ミクログリアの減少が認められた (図
3)。このほかに生後 7 日目のマウスにおいてミ
クログリアを除去することにより、前駆細胞の
減少がみられていた。そこで、プログラニュリ
ン欠損マウスにおいても同様に前駆細胞が減少
するかについて検討した。プログラニュリン欠
損マウスは、網膜前駆細胞のマーカーである
Pax6 陽性細胞数が減少した。以上の結果から、
プログラニュリンはミクログリアの網膜への遊
走を介して、前駆細胞の数を調節していることが示唆された。 
 
 これらの検討により、プログラニュリンは網膜発生期に網膜細胞分化や生存を促進すること
を明らかにした。ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤によるプログラニュリンの網膜神経細胞で
の誘導や、後眼部送達を目的としたリポソーム点眼剤を用いることで、眼内へとプログラニュリ
ンを送達することができる。プログラニュリンは加齢黄斑変性症などの網膜変性疾患における
治療標的の候補となることが期待される。 
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