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研究成果の概要： 
網膜変性疾患治療に極めて重要である網膜神経節細胞の機能的再生を念頭におき、網膜神経上
皮細胞の増殖制御に、G タンパク共役型 ATP 受容体の活性化に加えてイオノトロピック型 ATP
受容体の持続的な活性化が必要であるかについて明らかにすることを目的とした。鶏胚網膜神
経層の器官培養液に ATP を添加して DNA 合成量を測定したところ、DNA 合成の促進が認められ
た。しかしその促進効果は、両 ATP 受容体を活性化させる ATP では認められるが、増殖期 S期
細胞で顕著にカルシウム動員及び容量性カルシウム流入を生じさせた Gタンパク共役型 ATP 受
容体のみを活性化させる UTP では認められなかった。以上の結果は網膜神経上皮細胞の増殖制
御に、G タンパク共役型受容体のみならずイオノトロピック型受容体との機能的連関が必要で
ある可能性を示唆している。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 2,600,000 780,000 3,380,000 

2008 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞は一旦分化すると二度と増殖しな
い。視覚情報伝達系においても、特に網膜神
経細胞の中で最も早く分化を開始する網膜
神経節細胞の機能的再生は困難を極めるが、
網膜変性疾患治療に極めて重要である網膜
神経節細胞の再生を念頭においた神経幹細
胞移植法の開発のためには、分化制御機構と
並行して、神経上皮細胞の増殖制御機構を解

明する必要がある。 
申請者はこれまでに、神経発生期の網膜神経
層において、G タンパク共役型 ATP 受容体の
活性化による細胞内カルシウムストアから
のカルシウムイオンの放出（カルシウム動
員）及びストアの枯渇により活性化される細
胞外からのカルシウムイオンの流入（容量性
カルシウム流入）が、細胞増殖期の神経上皮
細胞（特に細胞周期上のＳ期細胞）で顕著に
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生じ、分化した細胞（網膜神経節細胞）では
痕跡的であること、イオノトロピック型受容
体の活性化による細胞外からのカルシウム
イオンの流入が、網膜神経細胞の分化が進行
した後に認められることを報告しており、網
膜神経上皮細胞の増殖制御に、G タンパク共
役型 ATP 受容体の活性化（及びストア依存的
な一連のカルシウムシグナル）が必要である
と予想しているが、G タンパク共役型 ATP 受
容体の活性化のみで十分であるのか、イオノ
トロピック型ATP受容体との間に機能的連関
はあるのか、については明らかにされていな
い。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では 
・網膜神経上皮細胞の増殖制御に、G タンパ
ク共役型ATP受容体の活性化に加えてイオノ
トロピック型ATP受容体の持続的な活性化が
必要であるか 
について明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
細胞増殖効果については、器官培養後の鶏胚
網膜神経層を単離して血球計算板で全細胞
数をカウントする、或いは、トリチウムチミ
ジンを培養液中に添加してDNA合成中の細胞
に取り込ませた後、シンチレーションカウン
ターでトリチウムをカウントすることで評
価した。 
また分化した各種網膜細胞の数・割合に対す
る効果については、器官培養後の鶏胚網膜神
経層を単離し、網膜神経節細胞・アマクリン
細胞・双極細胞・杆体視細胞を認識する抗体
による免疫染色を行い、陽性細胞をカウント
することで評価した。 
 
 
４．研究成果 
ATP 受容体アゴニストの細胞増殖への影響を
検討するため、網膜神経層の器官培養液に
ATPを添加してDNA合成量を測定したところ、
DNA 合成の促進が認められた。しかしその促
進効果は、G タンパク共役型 ATP 受容体及び
イオノトロピック型ATP受容体の両者を活性
化させる ATP では認められるが、カルシウム
測光の結果から予想される傾向に反して、G
タンパク共役型ATP受容体のみを活性化させ
る UTP では DNA合成促進効果は認められなか
った（投稿準備中）。 
以上の結果は神経上皮細胞の増殖制御に、G
タンパク共役型受容体のみならずイオノト
ロピック型受容体との機能的連関が必要で
ある可能性を示唆している。 
現在はさらに引き続いて、細胞増殖に関与す
るATP受容体のサブタイプの同定を試みてい
る。また細胞増殖と表裏一体である細胞分化
についても、その効果の評価方法を確立済み
であるので、ATP 受容体のサブタイプ毎に検
討している。このように神経上皮細胞の増殖
制御機構と分化制御機構を並行して解明す

ることは、困難を極める網膜神経節細胞の機
能的再生のメカニズム解明の一助となると
期待している。 
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