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研究成果の概要（和文）：  
神経発生において、前駆細胞での転写因子の発現は神経細胞の運命決定に重要であるが、より
後期の現象に転写因子が果たす役割はそれほど分かっていない。本研究では網膜神経細胞のサ
ブタイプ特異的な形態形成に注目し、LIM-ホメオドメイン型転写因子である Lim1 と Islet1
がトリ網膜の水平細胞でサブタイプ特異的に発現する事、サブタイプそのものの維持と細胞形
態の形成に重要なことを見出した。また神経細胞のサブタイプが発生後期でも変化しうること
を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In nervous system, transcription factor expression in progenitor cells regulates cell type specification. 
However, whether or not these transcription factors regulate later developmental events remains an open 
question. We found that two LIM-homeodomain transcription factors, Lim1 and Islet1, are expressed in 
distinct subtype of retinal horizontal cells (Lim1: type I, Islet1: type II/III). Overexpression of Islet1 in 
post-migratory horizontal cells repressed endogenous Lim1 expression and increased the cells with type 
II cell specific morphology. Inhibition of Lim1 function perturbed axonal morphogenesis of type I 
horizontal cells. Our results suggest that LIM-homeodomain transcription factors are required for 
subtype-specific morphogenesis of horizontal cells at later stages of retinal development. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）神経組織が正しく機能するには、組織を

構成する神経細胞一つ一つが適切な形態をとり、
軸策と樹状突起を介したネットワークを作り上



げることが必要である。軸策の伸長と投射パタ
ーンに関わる因子が盛んに研究されてきたのに
対し、神経細胞のサブタイプによって多様な形
をとる樹状突起の形成は、複雑な形の詳細を生
体内で観察する技術の困難さもあり、主にショ
ウジョウバエを用いた研究成果が報告されてい
る状況だった。 
 
（２）網膜の 6 種類の神経細胞が分化する時期
とそれを制御する転写因子群は詳しく分かって
いたが、さらに細かいサブタイプがいつ決定さ
れるのか、また一度方向づけられたサブタイプ
が変化することがあるのかどうかは分かってい
なかった。 
 
（３）われわれの研究室ではニワトリ網膜の水
平細胞が形態的に 3 種類に区別されること、軸
策を持つ細胞（タイプ I）と持たない細胞（タ
イプ II、タイプ III）で、それぞれ LIM-ホメオ
ドメイン型転写因子に含まれる Lim1 と Islet1
が発現していることを見出していた。網膜の２
次ニューロン、３次ニューロンである両極細胞、
アマクリン細胞、神経節細胞はそれぞれ１０か
ら２０種類のサブタイプがあるが、これらに比
べると水平細胞はサブタイプの数が少なく、形
態的な区別が明瞭なのでモデルとして用いやす
いと考えられた。 
 
（４） Lim1 と Islet1 はそれぞれ発生初期の神
経組織の形成と、脊髄の運動神経細胞の分化に
重要なことがよく知られている。特に脊髄から
四肢に投射する運動神経細胞では、二つの転写
因子が相互抑制的に神経細胞の細胞体の位置と
軸策の投射パターンを制御することから、網膜
の水平細胞でも Lim1 と Islet1 が細胞の運命決
定と細胞形態を制御する可能性が考えられた。 
 
（５）網膜神経細胞の発生研究では、特に神経
細胞が分化した後に時期特異的に遺伝子発現を
調節するのは困難である。われわれの研究室で
は Tol2 トランスポゾンと TET 応答性の遺伝子
発現法を組み合わせて、エレクトロポレーショ
ン法により目的遺伝子を細胞内に導入した後に
テトラサイクリン投与によって時期特異的に導
入遺伝子の発現を調節する方法をに作成してい
た。 
 
（６） 
２．研究の目的 
サブタイプを形態的に明瞭に区別できるニワ

トリ網膜の水平細胞をモデルとし、転写因子
Lim1 と Islet1 が、サブタイプ分化とサブタイ
プ特異的な樹状突起形態の形成にどのような働
きをしているのかを明らかにする。 
 
（１）網膜水平細胞は、前駆細胞から細胞周期
を脱したのちに神経性網膜組織内を遊走して水
平細胞層を形成し、その後神経突起を伸展して

各サブタイプに特異的な樹状突起形態を作り上
げる。まず Lim1 と Islet1 が水平細胞が分化す
るどの時期に働いているのかを明確にするため
に、それぞれの遺伝子の発現パターンを詳細に
調べる。 
 
（２）水平細胞の樹状突起が形成される時期特
異的に Lim1 又は Islet1 の過剰発現と機能阻害
実験を行い、それぞれの転写因子が神経細胞の
形態形成にどのような役割を持っているのかを
解析する。 
 
（３）脊髄運動神経では Lim1 と Islet1 は異な
るサブグループで発現し、お互いの発現を抑制
することが知られている。水平細胞のサブタイ
プの確立でも同様に、相互抑制的な遺伝子発現
の制御が行われているのかどうかを調べる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）Lim1 と Islet1 が水平細胞の発生のどの
時期に関わっているか詳細に知るために、免疫
組織化学によりそれぞれのタンパク質の発現パ
ターンを調べた。 
 
（２）胚発生期のニワトリ網膜を用いた通常の
遺伝子導入実験では、遺伝子発現が長期的に維
持できない、遺伝子の発現時期を調節できない
という欠点があった。本研究では、Lim1 と
Islet1 の機能を神経細胞が樹状突起を形成する
時期特異的に解析するために、トランスポゾン
を用いて外来遺伝子をゲノムに組み込ませる方
法と、外来遺伝子の発現を時期特異的に調節で
きる Tet システムを組み合わせて用いた（図１）。 

 
 
 
（３）GFP と Lim1 又は Islet1 を共発現させた
ニワトリ胚網膜組織を whole-mount 抗体染色
し、GFP でラベルされた細胞の軸策および樹状
突起形態を定量的にあらわした（長さ・末端の
受容野の広さ）。3 種類の水平細胞の形が遺伝子
の過剰発現・機能阻害で変化するかどうかを定
量的に検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Lim1 と Islet1 はそれぞれ水平細胞が神
経前駆細胞から分化した直後から発現していた。

    
図１ 



水平細胞が網膜組織内を水平細胞層へ移動する
間、水平細胞層で樹状突起を形成する間を通し
て Lim1 と Islet1 の発現は重ならず、水平細胞
には Lim1 発現細胞と Islet1 発現細胞の二つの
異なる細胞群があることが示された。より後期
の Lim1 と Islet1 の発現は、軸策を持つタイプ
I水平細胞と軸策を持たないタイプ II、タイプ
III 水平細胞に対応していた（図２）。 
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（２）水平細胞の分化・水平細胞層への移動が
終了した時期に、薬剤投与によって外来の
Islet1 遺伝子を過剰発現させると、軸策を持つ
タイプ I細胞の割合が大きく減少した。外来の
Islet1 によって内在性の Lim1 の発現は抑制さ
れており、さらに軸策を持たないタイプ II、タ
イプ III 細胞のマーカー遺伝子は正常に発現し
ていたことから、Islet1 の過剰発現はタイプ I
水平細胞をタイプ II/III 水平細胞に変化させた
と考えられた。水平細胞のサブタイプは、前駆
細胞が最終分裂を終える直前にある程度決まっ
ているという報告がなされていたが、本研究結
果は、一度方
向づけられた
水平細胞のサ
ブタイプが外
来遺伝子の過
剰発現によっ
て、神経発生
の後期でも変
換しうることを示した（図３、４）。 
一方で、Lim1 の過剰発現では各サブタイプの割
合に変化は見られず、Islet1 の発現も抑制され
なかった(図３)。これらの結果から、網膜の水
平細胞のサブタイプは、脊髄運動神経とは異な
る機構で維持されていると考えられた。 
 
（３）Islet1 が水平細胞のサブタイプそのもの
を変換したのに対し、Lim1 は軸策を持つ細胞の
軸策形態を制御していた。ドミナントネガティ
ブ因子により Lim1 の機能を阻害すると、タイプ
I細胞の軸策が有意に長くなり、逆に軸策末端
の広がりが小さくなる傾向が見られた。タイプ
I細胞の軸策末端は棹体視細胞とシナプスを形
成しており、Lim1 は軸策長を制御することでタ
イプ I水平細胞が機能する範囲を調節している

と考えられた。 
 
（４）以上の結果から、転写因子 Lim1 はタイプ
I 水平細胞がシナプスを作る範囲を調節するの
に必要であり、Islet1 はタイプ II 水平細胞の
特異性を決めるのに重要な因子であると考えら
れた（図４）。 

  
図２ 

 
 
（５）本研究では、Lim1 と Islet1 という二つ
の転写因子が水平細胞の軸策形態とサブタイプ
分化のそれぞれに重要なことを示した。特に
Islet1 の過剰発現でサブタイプ間の変換が起
きたことは、神経細胞が少なくともサブタイプ
のレベルでは細胞分化の後期でも可塑性を持つ
可能性を示している。網膜を構成する 6種類の
神経細胞のうち、２次ニューロンである両極細
胞とアマクリン細胞、３次ニューロンである神
経節細胞はそれぞれ細胞形態から１０から２０
のサブタイプに分類される。発生過程における
それぞれのサブタイプの決定に重要な転写因子
は徐々に分かってきているが、それらが神経細
胞の発生後期に、特に一度方向づけられた分化
運命の維持にどのような役割を果たしているの
かはまだ研究が進んでいない。神経組織が機能
するうえで重要と考えられる細胞運命の決定と
その可塑性がどのように制御されているのか、
一度でき上った成体の神経細胞においても外部
からの遺伝子導入によって細胞のアイデンティ
ティーを変えることができるのかは今後の興味
深い課題である。 
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