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１．研究計画の概要 

緑内障患者に胚性幹(ES)細胞に由来する
網膜神経節細胞(RGC)を移植し損傷視神経を
置き換える根治療法の確立を最終目的とし、
その為の前臨床段階の検討を行う。 

 
(1) マウス ES 細胞に眼発生に必須の遺伝子
である pax6 を導入後神経細胞に適した環境
で培養し、神経幹細胞特異的な分子を発現し
たクローンを選択する。当該クローンの形態
を光学・電子顕微鏡にて観察し、RGC が発現
する神経特異的蛋白・転写因子の発現を検討
する。また興奮性細胞に特有のカルシウムの
取り込みの有無を確認する。 
 
(2) このpax6遺伝子導入細胞を視神経損傷マ
ウスの網膜下組織へ移植し、移植細胞の生着
及び生着後の細胞がRGCへと分化したかを検
討する。それ以外の細胞への分化が認められ
れば、組織染色等により性状・機能等を検討
し、移植後の分化について詳細に検討する。
RGCへと分化した細胞について、その軸索が中
脳上丘まで辿り着き後細胞に情報を伝達して
いるか確認する。 
 
(3) 移植マウスが視力を回復したか、機能的

検討を行う。正常マウス、視神経損傷マウス、

および移植マウスにおいて対光反射を調べ、

光刺激伝達能の回復の度合いを検討する。ま

たこの 3 群において網膜電図を測定し、網膜

における細胞の興奮過程を解析する。なお、

神経接着分子 L1 のノックアウトマウスを作

製して網膜神経節前駆細胞を移植し、再生し

た視神経が中脳上丘まで到達したか観察する。 

２．研究の進捗状況 
(1) マウスES細胞に眼発生に必須の遺伝子

であるpax6遺伝子とGFP遺伝子を導入し、限

界希釈法によりクローン化した。nestinお

よびMusashi-1を発現したものを選択培養

したところ、アルカリフォスファターゼ陰

性の双極性細胞および片側に長い軸索を伸

長しもう一方に多数の樹状突起を示す細胞

を認め、各々知覚神経およびRGC特有の形態

を示した。 

これらの細胞はpax6、神経特異分子である

βIII tubulin、neurofilament(NF)M、RGCに

認められるBrn3a、Brn3b、Islet1、Thy1、

メラノプシンを発現していた。またRGCの初

期誘導に関わるmath5や、otx2、emx1、emx2、

six3、shh等前脳を含む中枢神経の分化に関

わる分子の発現も認めた。中脳に発現する

En1、En2や、運動ニューロンに発現するLim1、

HB9の発現は認めなかった。 

マウス腎被膜下に移植した網膜神経節前

駆細胞を電子顕微鏡で観察したところ、神

経細胞に特異的な微細管構造や神経線維を

認め、神経細胞への分化を確認した。この

細胞が興奮性細胞としての特性を有してい

るかをCa imaging法にて検討した。RGC様細

胞はL-type、N-type、P/Q-type、T-typeの

Caチャネルのサブユニットを発現しており、

広い範囲のCaチャネルサブタイプを発現す

るRGCの特徴を反映した。KCl刺激により細

胞外からのCa2+を取り込みが見られ、 
阻害剤として鉛やニフェジピンを添加した
場合この取り込みの抑制が認められた。 
(2) 視神経を損傷し新規に緑内障マウスモ
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デルを作製するため、マウスの眼球後1mm部

位の視神経を切子で10秒x5回摘んで圧迫し

た。損傷マウスの視神経軸索ではNFMおよび

MBPの発現が殆ど認められなくなり、逆に圧

迫部位以外でGFAPの発現が亢進した。また

網膜最内層のRGCの細胞体数が減少した。本

損傷により順行性および逆行性にRGCの軸

索変性および細胞体の脱落を来し、視覚情

報の伝達が障害されるモデルを作製できた。 

このモデルマウスの網膜下に分化誘導した

網膜神経節前駆細胞を注入したところ、GFP

の発現にて移植細胞が生着していること確認

した。移植１か月後では、網膜のほぼ全層に

GFP陽性細胞が移動していた。GFP陽性細胞は、

網膜神経節細胞層において Brn3および NFMと、

双極細胞層において PKC と、光受容体層にお

いて opsin との２重陽性を示し、移植細胞は

各々の層を構成する細胞に分化して、視神経

損傷により変性した網膜組織構造を再構成し

ていると考えた。移植マウスでは、軸索全長

における NFM、損傷部における GFAP、損傷部

より中枢側の MBP の発現が回復しており、移

植細胞から網膜神経節細胞が分化し、軸索を

伸長して視神経変性を抑制したと考えた。 

網膜側より蛍光色素標識コレラ毒素を取り

込ませたところ、視神経損傷マウスではその

輸送が損傷部で途絶していたが、移植マウス

では視神経軸索での検出のみならず、対側の

中脳上丘および外側膝状体への投射が確認さ

れた。移植細胞から分化した網膜神経節細胞

の軸索伸長により、視神経の順行性軸索輸送

が回復されたと考えた。 
 
３．現在までの達成度 
 ①当初の計画以上に進展している。 
（理由）4年目までに作製予定の L1ノックア
ウトマウスを既に作製し終えたため。 
 
４．今後の研究の推進方策 
(1) 網膜神経節前駆細胞を移植したマウスが

視力を回復したか、機能的な検討を行う。正

常マウス、視神経損傷マウス、および移植マ

ウスにおいて対光反射を調べ、光刺激伝達能

の回復の度合いを検討する。観察は術後より

3 日置き程度に行い、時間経過に伴う変化を

視神経損傷マウスと移植マウスで比較する。 

 (2) 正常マウス、視神経損傷マウス、および

移植マウスにおいて網膜電図を測定し、網膜

における細胞の興奮過程を解析する。刺激の

強度を数段階に変化させ、各々の刺激時に現

れる電位変化を、３群のマウスで比較する。 

 (3) 神経接着分子 L1 のノックアウトマウス

を作製し、この網膜神経節前駆細胞を移植し、

再生した視神経が中脳上丘まで到達したかを

検討する。野生型視神経損傷マウスに移植し

た場合より特異的かつ詳細に、移植細胞のみ

に由来する軸索伸張を観察できる。 
 (4) 4年間全ての結果より、網膜神経節前駆
細胞による緑内障治療の前臨床研究につい
て、総合的に評価する。 
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