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研究成果の概要（和文）：私たちの眼球に入射した映像は、まず網膜の神経回路により受容、処理される。この
網膜神経回路を構成するニューロンとグリアはサブタイプを含めると約70種類以上に及ぶ。また、網膜視細胞に
はシナプスや繊毛が発達し、視覚情報の取得に重要な役割を果たしている。近年、網膜においてエピゲノム変化
の網羅的解析が進み、網膜細胞の多様性を確立する過程には、クロマチン状態の変化を伴うことが解明されつつ
あるが、その制御因子やメカニズムの実体の解明は進んでいない。本課題では脊椎動物モデルを用いて網膜にお
けるエピジェネティック制御機構の解析を行い、中枢神経の発生と機能に重要なメカニズムの解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：Images that we observed using the eyes are first received and processed by 
neural circuits in the retina. There are more than 70 types of neurons and glia in the retinal 
neural circuit. In addition, retinal photoreceptor cells have well-developed synapses and cilia, 
which play an important role in the acquisition of visual information. Recently, a comprehensive 
analysis of epigenomic changes in the retina has revealed that the process of establishing retinal 
cell diversity is accompanied by changes in chromatin state, however the regulatory mechanisms have 
not been elucidated yet. We analyze the epigenetic control mechanisms in the retina using vertebrate
 models. We will elucidate the mechanisms important for the development and function of the central 
nervous system.

研究分野： 基礎医学、発生生物学、ゲノム科学

キーワード： 網膜　脊椎動物　ゲノム進化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変異体キンギョやゲノム編集による遺伝子改変ゼブラフィッシュや遺伝子改変マウスなどの脊椎動物モデルを用
いて、網膜の細胞分化におけるエピジェネティック因子による制御機構の解析を行うことで、脊椎動物における
網膜の発生と維持の分子メカニズムの解明に繋げることができる。これらの研究から得られた脊椎動物の網膜に
おける生物学的な知見により発生や進化などの基礎生物学的な理解の蓄積に繋がる。これらの基礎生物学的な知
識は、基礎医学の分野でも重要であり、眼科領域疾患の治療法や診断法の確立に貢献することが期待される。

※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 
脊椎動物の網膜は、後に間脳（前脳後部）になる脳領域が胎生期に膨出して形成される中枢神

経系由来の組織である。構造が比較的単純であり、生体レベルでの実験操作が容易であるといっ

たことから、網膜は中枢神経系発生研究の良いモデルとして知られている。網膜未分化前駆細胞

は多分化能を有し、おおまかな分類として５種類の網膜神経細胞と、1 種類のグリア細胞を産生

することが知られている。網膜の細胞はサブタイプも含めると 70 種類に及び、これらが正確に

分化・成熟してアイデンティティーを獲得することは、正常な視覚機能に必須である(Nature 

Reviews Neurosci 2014;15:615)。 

 近年、各発生段階におけるゲノムワイドなエピゲノム変化の網羅的解析が進み、網膜細胞の多

様性を確立する過程には、ダイナミックなヒストン修飾の変化やクロマチン構造の変遷を伴う

ことが解明されつつある（eLife 2016;5:e11613, Neuron 2017;94:550）。一方で、その制御因子やメ

カニズムの実体の解明は進んでいない。 

 私たちは、これまでにマイクロアレイを用いた発現解析から網膜視細胞の発生に重要なエピ

ジェネティック因子を探索するスクリーニングを行ってきた（Omori et al., PLOS One 2011)。こ

の解析からエピジェネティック制御と関係の深い Blimp1 や Mef2d が網膜視細胞の発生をコント

ロールすることを見出してきた（Kato, Omori et al., J Neurosci 2010; Omori et al., GTC 2015）。最

近、このスクリーニングからヒストン H3K27 メチル化を制御するポリコーム複合体 1（PRC1）

の構成因子 Phc の SAM ドメインと高いホモロジーを持ち視細胞特異的に発現する機能未知蛋白

質Samd7を見出した。PRC1はヒストンH2AK119ユビキチン化やクロマチン凝集を制御したり、

ヒストン H3K27 メチル化を触媒する PRC2 と連携することで生体のエピジェネティック制御の

中心的な役割のひとつを担っている。私たちは、Samd7 の欠損マウスを作製し、Samd7 欠損マウ

スでは青色錐体（S 錐体）オプシンが野生型に比べて 10 倍程度に過剰発現することや約 160 個

の非桿体遺伝子が桿体視細胞に高発現することを見出した（Omori et al., PNAS 2017）。Samd7 が

PRC1 の細胞種特異的サブユニットとして桿体視細胞におけるヒストン修飾を制御し、オプシン

などの錐体視細胞特異的遺伝子の発現抑制を行っていることを発見した（Omori et al., PNAS 

2017）。この発見により、SAM ドメイン蛋白質の一群が PRC1 を制御することでクロマチン構

造を変化させる新たなモデルが提唱された。 

 

２．研究の目的 

網膜は視覚を司る神経組織であるが、その 1 細胞レベルでの遺伝子発現の詳細やエピジェネ

ティックな遺伝子制御による遺伝子発現変化のメカニズムは十分に明らかになっていない。ま

た、網膜色素変性症は根本的な治療法が確立していない難病であり、その発症メカニズムや診断

法、治療法の確立が望まれている。本研究では、マウスやゼブラフィッシュ、キンギョなどの脊

椎動物モデルを用いて数十種類の神経細胞を含む複雑な神経組織である網膜におけるエピジェ

ネティック因子による発生と維持・再生の制御メカニズムを解明することを目的とする。これら

のメカニズムを解明することで、基礎生物学的な知見を得るだけでなく、網膜色素変性症を含む

網膜関連疾患の発症メカニズムを解明するとともに眼科関連疾患を含む基礎医学的な知見の蓄

積に貢献することが予想される。本研究から得られた知見により、眼科関連疾患の治療法や診断

法の確立に貢献することが期待される。 

 



３．研究の方法 

網膜の解析には、通常の凍結組織切片の作製後、免疫蛍光染色法などを用いて組織の染色を行

った。染色後の組織は、コンフォーカル顕微鏡などを用いて画像を取得する。一方、ゲノム編集

には合成 gRNA を用いたインジェクション法を確立した。キンギョやゼブラフィッシュの受精

卵にデザインした gRNA のインジェクションを行い、ゲノム編集が行われていることをサンガ

ー法によるシーケンスで確認した。シングルセル解析には、網膜組織からプロテアーゼにより細

胞の分散を行い、シングルセルの状態でライブラリの作製を行った。Illumina 社のショートリー

ド DNA シーケンサーなどを用いて次世代 DNA シーケンサー解析を行い FASTQ ファイルを得

た。RNA-seq（RNA Sequencing）解析と ATAC-seq（Assay for Transposase-Accessible Chromatin 

Sequencing）解析は 10xGenomics のシステムを用い Seurat のプラットフォームを使ってインフォ

マティクスの解析を行った。これらの NGS データは公共データベースに登録を行った。 

 

４．研究成果 

 本研究では、まず、新規な脊椎動物モデルであるキンギョを用いて、次世代 DNA シーケン

サーを用いたシングルセルレベルでの網膜における遺伝子発現解析とエピジェネティック解析

を行う実験系の確立を行った。キンギョから網膜を単離し、状態のよいシングルセルを単離する

手法の確立を行った。プロテアーゼ処理の条件を工夫することで、シングルセル解析に十分な細

胞を精製することに成功した。この手法によって得られた細胞からシングルセル解析を行うた

めのライブラリを構築し、次世代シーケンサーを使ってパイロットシーケンスを行った。その結

果、細胞集団のクラスターを複数確認し、本手法が有効であることが証明された。シングルセル

解析と並行して野生型網膜と病変網膜組織を用いたバルク RNA-seq を行いトランスクリプトー

ムの比較を行った（Kon et al., Current Biology 2020）。バルク RNA-seq の結果とシングルセル解析

で行った結果を比較すると、予想通りシングルセル解析の結果がバルク RNAseq の結果の総和

となっていることがわかり、手法の正確性が確認された。また、トランスクリプトーム情報にエ

ピジェネティックな情報をリンクさせる目的でシングルセル ATAC-seq 解析を行った。また、こ

れまでに得られたシングルセル RNA-seq のデータと、バルク RNA-seq のデータ、ATACs-eq のデ

ータを統合して正常網膜における細胞の遺伝子発現とエピジェネティックな遺伝子発現制御機

構の wet 解析および dry 解析を実施した。シングルセル解析の手法を用いて解析を行う個体数を

増やし網膜細胞のデータを取得し詳細な解析を行った。網膜変性を示す動物系統にも同手法を

適用し、シングルセル解析を複数個体行った。一方、マウスを用いて網膜分化と維持に関与する

転写因子の機能解析を行い、網膜細胞の分化と成熟に重要なメカニズムを明らかにした（Kubo 

et al., Scientific Reports 2021, Yamamoto et al., Cell Reports 2020）。また、網膜におけるシングルセ

ル RNA-seq 解析の詳細な情報処理を 10x Genomics の Seurat のプラットフォームを用いて、脊椎

動物モデルの野生型と変異型の網膜における細胞種を高精度で分離することに成功した。さら

にエピジェネティックな理解を深めるために行ったシングルセルATAC-seq解析でもプロテアー

ゼによる網膜細胞の処理条件を工夫することで細胞種の同定に成功した。情報解析では、網膜に

おけるシングルセル ATAC-seq で得られたピークのシグナルの定量化を行い、シングルセル発現

解析のデータと照合したところ、多くの細胞種で特異的な遺伝子の発現パターンと ATAC-seq の

ゲノム上のピークが強く関連することを示唆する結果を得ることができた。Seurat のパイプライ

ンを用いてデータベース上に登録されている別のモデル生物の網膜におけるシングルセル解析

の結果と比較し、今回発見した細胞種群との対比をおこなった。新たなサブタイプの細胞種が同

定され、網膜の細胞種の多様性が明らかとなった。これらのデータを統合して網膜におけるシン



グルセルレベルでのトランスクリプトームのエピジェネティックな制御機構が明らかになった。

これらのデータをまとめ、学会で発表を行った（2021 年度、日本分子生物学会大会、ワークシ

ョップ）。また、論文の作成を行い専門科学雑誌に投稿を行い現在査読中である。これらのデー

タから得られた情報をもとにさらなる情報解析をすすめている。 
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