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研究成果の概要（和文）：網膜再生治療の臨床応用に向けた基礎研究として網膜組織幹細胞の分

化、増殖に関わる分子の探索を、ノックアウトマウスを用いて解析した。網膜幹細胞の維持に

はヘパラン硫酸プロテオグリカンが関与していること、分化に関しては gp130 を介した分子シ

グナルが関わっていることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：The retinal tissue progenitor cell was analyzed as a basic research 
for the clinical application of the retina regeneration therapy. The search for the molecule 
was related to proliferation and differentiation of the retinal progenitor cell, and was 
analyzed by using the knockout mouse. Then it was clarified to the maintenance of the 
retinal progenitor cell of the role of the heparan sulfate proteoglycan, and relations of the 
molecular signal through gp130 for the differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症は本邦の
失明原因の上位にあり、患者数は増加の一途
にある。既に重篤な状態に陥り、機能喪失
した網膜疾患に対する有効な治療法は現時
点ではない。 
 
(2) 難治網膜疾患に対する新たな治療戦略
のひとつとして、幹細胞網膜移植が試みら
れている。成体眼内に網膜組織幹細胞が発
見され、拒絶反応を回避できる移植細胞源
として注目されている。 
 

２．研究の目的 
網膜幹細胞の分化増殖能に影響を与える眼
内因子の探索を行ない、疾患モデル、傷害網
膜での網膜再生に関わる分子メカニズムを
明らかにすることで、網膜再生の制御機構を
細胞分子レベルで解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 網膜幹細胞単離法の確立 
①sphere assay による単離 
発生過程の終脳から細胞を単離して EGF, 
FGF 下で浮遊培養すると神経幹細胞が細胞塊
（sphere）として得られる。このsphere assay
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法により、胎生マウス網膜、成体マウス毛様
体組織 から網膜幹細胞を単離する。        
② Fluoresence Activated Cell Sorter
（FACS）を用いた side population(SP)細胞
の単離 
幹細胞が Hoechst 33342 で低染色性であるこ
とから、Hoechst33342 で染色後、FACS で二
次元展開して得られる SP（Side Population）
細胞の獲得をマウス胎仔網膜、成体毛様体で
行う。 
(2)幹細胞の分化・増殖に影響を与える眼内
因子の探索 
①ノックアウトマウスを用いた解析 
ヘパラン硫酸プロテオグリカンが幹細胞の
増殖維持に関わる分子であることが示唆さ
れている。発生過程の網膜神経細胞特異的に
Ext-1 をノックアウトされる Ext-1 コンディ
ショナルノックアウトマウス(dickkopf 
homolog 3(Dkk3)-Cre;exostosin 
(Ext1)flox/flox)から、網膜幹細胞を単離し、増
殖能について sphere assay、FACS による SP
細胞の単離を行なう。また発生過程の網膜分
化について免疫染色を行い分化への影響に
ついて組織学的に検討する。さらに発生過程
における軸索成長について組織学的検討と
網膜切片を器官培養し、Netrin-1、Slit-2 に
対する各軸索誘導因子に対する反応をみる。
同様に Homeodomain-interacting protein 
kinase（HIPK）分子についてノックアウトマ
ウスの網膜発生過程を組織学的に検討する。 
②グリア分化に関する転写制御因子の解析 
神経幹細胞において bone morphogenetic 
protein(BMP)、leukemia inhibitory 
factor(LIF)の 2 分子はグリア分化に関わる
分子であることが明らかにされている。LIF
のレセプターである gp130 ノックアウトマ
ウスについて発生過程の網膜内グリアの分
化を組織学的手法で解析し、gp130 が網膜内
のグリア分化に影響しているかを観る。また
網膜幹細胞における LIF、BMP これらの分子
の影響について検討するために胎仔マウス
網膜より得られた網膜幹細胞を用いルシフ
ェラーゼアッセイを用いた GFAP プロモータ
解析、網膜切片をサイトカイン添加下で器官
培養し、組織学的解析を行なう。 
 
４．研究成果 
(1) 網膜幹細胞単離法の確立 
①sphere assay による単離 
 マウス胎仔終脳から sphere assay にて神経
幹細胞を単離する同様の方法を用いて成熟
マウス毛様体組織より網膜幹細胞の単離を
行なった。得られた細胞塊より 2次 sphere
の形成ならびに網膜特異的神経マーカーで
あるロドプシン陽性細胞への分化が認めら
れ、組織網膜幹細胞の能力を有する細胞の存
在が確認された。       

② Fluoresence Activated Cell Sorter
（FACS）を用いた side population(SP)細胞
の単離 
FACS で二次元展開して得られる side 
population（SP）細胞の獲得をマウス胎仔網
膜、成体毛様体で試みた。マウス胎生 16 日
網膜では SP 細胞が同定された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図１マウス E16 網膜の SP 細胞 
 
 (2)幹細胞の維持・分化に関わる分子の探索 
①Ext-1 コンディショナルノックアウトマウ
ス(Dkk3-Cre;Ext1flox/flox)胎生18日網膜にて、
網膜幹細胞の単離を行なった。Wild type と
比較して Dkk3-Cre;Ext1flox/flox では sphere 
assay、SP 細胞ともに網膜幹細胞数は著明に
減少する傾向が認められ、ヘパラン硫酸が網
膜幹細胞の維持、増殖に関与する分子である
ことが示唆された。発生過程の網膜における
免疫組織学的検討では Dkk3-Cre;Ext1flox/flox

では網膜特異的ニュローンへの分化に異常
は認められなかった。網膜層構造の異常、軸
索伸長の異常が観察された（図２）。HIPK KO
では網膜発生過程において異常が認められ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２Dkk3-Cre;Ext1flox/floxE13 網膜における神
経節細胞の軸索進展 
 
②グリア分化に関する転写制御因子の解析 
gp130 KO では P０網膜において GFAP 陽性ア
ストロサイトの数は wild type に比較して減
少しており、gp130 KO ではグリア分化が抑制
されることが判った。発生過程の網膜におい
てアストロサイトの分化には gp130を介した
シグナルが関与していることが明らかにな
った（図３）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
図３gp130 KO P０網膜での GFAP 陽性細胞 
 
マウス E18 網膜を分離し、sphere assay を行
い、網膜前駆細胞を単離した。胎仔終脳由来
神経幹細胞にてアストロサイトへの分化促
進効果が明らかにされている BMP、LIF 添加
下で網膜前駆細胞の培養を行い、アストロサ
イトへの分化の影響をみたところ、神経幹細
胞と同様のグリア分化促進効果が認められ
た。さらに GFAP プロモータアセイにて BMP
と LIF のグリア分化誘導効果が相乗的である
ことが明らかになった（図４）。網膜前駆細
胞においても神経幹細胞と同様の LIF,BMPの
グリア分化誘導効果が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図４網膜前駆細胞における分化誘導効果 
 

以上の実験か網膜幹細胞の増殖維持にはヘ

パラン硫酸プロテオグリカンが関与してい

ることが示唆された。また神経幹細胞で観察

される効果と同様の、LIF、BMP のグリア分

化への影響が明らかにされ、網膜幹細胞のグ

リア分化に関して gp130 を介した分子シグ

ナルが関わっていることが明らかになった。 
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