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研究成果の概要（和文）：本研究は網膜内リモデリングを利用した再生医療の実現と新たな創薬基盤を目指し
た。網膜内層には、OFF層とON層があるが、緑内障の初期にOFF層が障害を受けることが知られ、我々は緑内障モ
デルマウスにて網膜内層のシナプス形成（シナプトジェネシス）がOFF層で起こる可能性を見出した。そこで、
OFF層を分離するマーカーを探索し、網膜内の細胞接着分子Necl-1が、OFF層の経路を分離することを見出した。
次いで、Necl-1が網膜内発現と機能について解析した。シナプトジェネシスにおけるNecl-1の機能を解析するた
め、レポータマウスと多光子顕微鏡観察による網膜内リモデリング観察の基盤を完成した。

研究成果の概要（英文）：Our research aimed at the realization of regenerative medicine using 
intraretinal remodeling and a new drug discovery platform. There are OFF layer and ON layer in the 
inner layer of the retina, but it is known that the OFF layer is damaged in the early stage of 
glaucoma. We found the possibility of it happening in glaucoma model mouse. Therefore, we searched 
for a marker that separates the OFF layer, and found that the cell adhesion molecule Necl-1 in the 
retina separates the pathway of the OFF layer. We analyzed where Necl-1 expressed in retina and how 
it work. We completed the basis of intraretinal remodeling observation by reporter mouse and 
multiphoton microscopy so we can now analyze the function of Necl-1 in synaptogenesis.

研究分野： 緑内障

キーワード： 緑内障　シナプトジェネシス　OFF層　接着分子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、Necl-1レポータマウスの高眼圧モデル上で、二光子顕微鏡を用いて生体観察することで、網膜内層の新
らたなシナプス形成（シナプトジェネシス）とそれを促進する分子機序を解明できる準備を完成した。これによ
り、神経再生回復観察システムにおけるシナプトジェネシス現象が観察でき、その現象を促進する有効な薬物の
探索システムを確立でき、有効性評価も容易になる。このことにより、これまで不可能であった緑内障の再生医
療の一端を拓くことができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
緑内障は眼圧上昇により視神経乳頭が変形し、視神経線維が周囲支持組織とともに物理的に障

害され、網膜神経節細胞が視神経軸索輸送阻害によるアポトーシスを来し発症する。眼圧下降に

反応しない緑内障に対して、神経保護的予防治療や網膜神経節細胞再生治療が期待されている。

しかし、神経保護治療では長期経過評価の困難さや、再生医療では外側膝状体まで至る軸索の全

長回復および外側膝状体でのシナプス形成という新たな課題を克服する必要があり十分な有効

性を得たものがない。近年、緑内障の高眼圧モデルマウスにおいて、網膜神経節細胞障害をきた

す初期段階では、網膜神経節細胞が刺激伝達を受ける網膜内網状層 (IPL)において、OFF 層が

ON 層より先行して障害を受けることが指摘され（Santina LD J Neuroscience 2013）、その OFF

層で網膜神経節細胞が dendrite を伸ばしシナプス再形成することから、網膜内リモデリングに

よる再生能の存在が示唆された。緑内障患者では、視野が消失して暗いと自覚する前にぼやけ、

つまり解像度の低下を自覚することが最近知られており、ヒトの緑内障でも IPL の OFF層がON

層より先行して障害を受ける可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、緑内障モデルマウスを用いて IPL の新らたなシナプス形成（シナプトジェネシス）

の分子機序を解明する。 そのため、IPL の OFF 層と ON 層を分離するマーカーが必要であり、

我々はこれ迄の基盤研究から高眼圧で影響を受ける OFF 層 dendrite 再生に関わる可能性のある

網膜内接着分子 Necl-1 注目している。まずその特性を定めるため、Necl-1 が網膜内のどこで発

現し、どのような機能を司るのかを解明し、次いで高眼圧によってどう変化するかを、Necl-1 レ

ポータマウスの高眼圧モデル上で、二光子顕微鏡を用いて生体観察することで、網膜内層の新ら

たなシナプス形成（シナプトジェネシス）とそれを促進する分子機序を解明する。最後に神経再

生回復観察システムによりシナプトジェネシスに有効な薬物の探索システムを確立し有効性評

価を容易にする。本研究の成果は、網膜内リモデリングを利用した再生医療の実現と新たな創薬

基盤となる。 

 
３．研究の方法 
（１）網膜 OFF 層と関連性のある接着分子 Necl-1 が発現している網膜内局在をシングルセル公

開情報からのサブ解析と超解像度顕微鏡（Delta vision, GE Healthcare）により解析する。 

（２）一過性高眼圧負荷に対して接着分子がどのような反応するかを形態的に観察する。マウス

網膜内層（IPL 層）の OFF 層障害優位性および回復過程(シナプトジェネシス)について、シナプ

ス観察に優れている Delta vision を用いて経時的解析を行う。 

（３）Necl-1KO を作成し、シナプス形成への影響を観察し、これまで開発してきたマウス UV/M

錐体細胞由来の網膜電図（ERG）ON,OFF 分離システムを利用して、これまで困難であったマ

ウス OFF 層の電気生理学的解析を非侵襲的に進める。 

（４）持続的な形態観察を可能とするため、接着分子 Necl-1 に Brainbow を繋げた Brainbow-

Necl-1 マウスを作成する。 

（５）二光子励起顕微鏡を用いての観察では、時間的変化を捉えるため、これまで開発してきた

侵襲性の高い球後観察法とは異なる、角膜を介した乳頭と網膜内層の観察法を開発する。特にマ

ウスでは、眼球が小さく、角膜と水晶体による収差が問題となるため、収差を減じるシステムを

構築する。 



（６）Brainbow-Necl-1 マウスを高眼圧にすることで、生体におけるシナプス再形成（シナプト

ジェネシス）の経時的形態変化を観察する。 
マウス薬物硝子体注射および静脈注射を併用し、電気生理学的解析薬理学的により網膜内シナ
プトジェネシスを促進する薬物の探索システムを構築する。 
 
４．研究成果 

（１）Single cell sub analysis から接着分子 Necl-1 は OFF 双極細胞とアマクリン細胞に発現し

ていた。Delta vision の解析から網膜内層 IPL では OFF 層を中心に一部 ON 層に発現し、OPL

では OFF 網膜双極細胞と S-opsin 陽性視細胞の間に集約された。 

（２）一過性高眼圧負荷に対して Necl-1 がどのような反応するかを Delta vision により観察し

たところ、IPL では OFF 層が増大したように観察された。 

（３）Necl-1KO マウスを作成し、マウス網膜シナプス形成への影響を観察したところ、S-opsin

陽性細胞と結合している Calsenilin 陽性双極細胞（マウス Type4 双極細胞）のシナプス形成に

影響した。 

（４）Necl-1KO マウスを UV/M 錐体細胞由来の網膜電図（ERG）ON,OFF 分離システムで観察

したところ、OFF 層の電気生理学的機能低下が観察された。 

（５）R26R-Confetti を Jackson ラボから導入し、CRISPR/CAS9(大阪大学微生物研究所)にて

Necl-1CreER マウスを作成した。今後、２系統を掛け合わせて接着分子 Necl-1 発現細胞で

Brainbow が発色する Brainbow-Necl-1 レポータマウスを作成する。 

（６）特殊コンタクトレンズを用いた二光子励起顕微鏡を用いて、角膜を介した乳頭と網膜内層

の観察に成功した。今後、コンタクトレンズを改良し解像度を更に向上させる。 

（７）マウス薬物硝子体注射および静脈注射を併用し、電気生理学的解析薬理学的により網膜内

シナプスへの影響を観察する研究を補佐した。 
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