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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性は加齢とともに徐々に網膜視細胞死による視野狭窄が進行し、最終的に
視機能を喪失するため、高齢化社会においては社会問題となる。そこで本研究では、患者体細胞から樹立した人
工多能性幹細胞(induced pluripotent stem cell; iPSC)を用いて網膜3次元オルガノイド培養を行い、網膜色素
変性の病態を解析した。網膜視細胞に分化した際に蛍光標識されるようしておくことで網膜視細胞選択的解析を
可能とするシステムを構築し、これを用いて網膜色素変性の病態を解析し、薬物効果のメカニズムを探った。

研究成果の概要（英文）：Retinitis Pigmentosa is a progressive blinding disease in which visual field
 defects expand with age due to retinal photoreceptor death; it is a social issue in the recent 
aging society. In this study, we explored the pathogenesis using organoids derived from induced 
pluripotent stem cells (iPSCs). We developed iPSCs with fluorescent labels in the differentiated 
photoreceptors to selectively collect photoreceptors. Using this system, we analyzed the mechanisms 
of the disease and the treatment effects.

研究分野：網膜
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研究成果の学術的意義や社会的意義
網膜色素変性は4000人から8000人に一人と多数の患者がいるが、世界的に確立した治療法が無い。遺伝子治療の
開発は進められているが、該当遺伝子変異以外には用いられないこと、手術を伴うこと等比較的侵襲が高いこと
から、治療を受けられる患者は限られる。一方、本研究では基本的には薬物療法を開発することを目的としてお
り、多くの患者に適応される可能性を持つ。学術的には、iPS細胞を用いた研究であり、近年のテクノロジーを
生かした研究である。また、メカニズムの明らかにされた神経保護治療の開発は網膜色素変性だけでなく、他の
神経変性疾患にも応用可能となる発展性を持つ。

※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 
 
網膜色素変性は、国内の失明原因の第2位であり、
有病率は世界的に4000-8000人に１人がとされる頻
度の高い遺伝性疾患である。最近、失明原因の第 3
位から第 2位と上昇した。年齢とともに進行するた
め高齢化社会で増加したことと、世界的に治療法が
無いことが原因である。視細胞もしくは視細胞のメ
ンテナンスを司る網膜色素上皮細胞の遺伝子変異
が原因で、最終的に視細胞死を生じる。そのため中
間周辺部の視野欠損が徐々に中心に向かって広が
り、最終的にはトンネル視野(図 1)となって失明に
至る。両眼同時に進行し、視野狭窄のために行動の
自由や社会的活動が妨げられ、介護者の問題も重な
って社会問題となる。早期発見されても経過観察さ
れるのみであり、治療法の開発が待たれていた。 
 
しかし、患者生体からの網膜サンプル採取は倫
理的にできないことや、海外アイバンクから採取
しても網膜細胞は増殖せず細胞数を確保すること
は不可能に近いことから、網膜色素変性の研究は
滞っていた。しかし、人工多能性幹細胞(induced 
pluripotent stem cell; iPSC) (Takahashi, 
Yamanaka Cell 2006)は、患者の皮膚や血球等の体
細胞から樹立可能で、遺伝子変異を保持した網膜
細胞に分化誘導できるため、「疾患 iPS 研究」 (図
2)が行われるようになった。 
 

申請者らは、先行研究においてロドプシン変異
(E181K)を持つ網膜色素変性患者由来の iPSC(＃5 
iPSC)を樹立し(Yoshida, Ozawa, Okano et al. 
Mol Brain 2014)、単層培養による簡易的な視細胞
誘導法(Lamba et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2006) を用いて視細胞死の原因を解析する疾患
iPS 研究を行った。患者の遺伝子変異は小胞体スト
レスを亢進させアポトーシスを誘導したが、小胞体
ストレス抑制薬の添加は視細胞の生存を延長させ
たため、治療候補薬剤となり得た。しかし、本来網
膜は 6 種類のニューロンと 1 種類のグリアで構成
される組織であり、単層培養では網膜の微小環境を
模倣していなかった。 
 
一方、3次元オルガノイド培養(図 3) (Eiraku et 
al. Nature 2011, Nakano et al. Cell Stem Cell 
2012)は、生体内の組織と類似の 3 次元構造を形成
し生体網膜の微小環境を模倣できる、より優れた病態解析モデルである。すでに研究
室で手法は確立したため、これを利用した研究を行うことができると考えた。 

 

 
図 2 疾患 iPS 研究の概要 

 

図 1 正常(上)と網膜色素変性
の視野狭窄(下)のシミュレー
ション 

 
図 3 iPS 細胞由来 3次元網膜
オ ル ガ ノ イ ド (Shinoda, 
Ozawa unpublished) 



 
２．研究の目的 
 
網膜色素変性は、世界的に頻度の高い遺伝性の失明疾患であり、治療法が無い。こ
れに対し世界初の新規治療法の開発につなげることが本研究の目的であった。本研究
では、視細胞の遺伝子変異を持つタイプの網膜色素変性を解析することとした。その
ため、視細胞に分化すると蛍光を発するように標識した iPSC の 3 次元オルガノイド
を用い、生体の微小環境を模倣したモデルを用いた解析を行った。動物実験と比べ薬
剤の網膜視細胞への効果を直接的にみられる利点があり、また薬剤スクリーニングす
ることも可能であった。網膜組織はは脳と同様神経組織であり、網膜神経細胞に対す
る保護効果を持つ薬剤は、脳の変性疾患にも効果を持つ可能性があり、本研究で詳し
いことがわかれば、眼科のみならず他の分野の疾患研究にも役立つ可能性があり発展
性があると考えられた。 
 

３．研究の方法 
 
本研究では、ロドプシン変異を持つ網膜色素変性を解析したため、ロドプシンを視物質
として用いる桿体視細胞に特異的な転写因子である Nrl 遺伝子のプロモーター支配下
に GFP 蛍光を発する標識を行った。これを Eiraku らの方法を改変して研究室の本間が
すでに立ち上げた方法(Homma et al. Genes Cells 2017)(図 4)により分化誘導すると
桿体視細胞のみが蛍光を発した。オルガノイドを Dissociation したのち、GFP 蛍光陽
性細胞をフローサイトメトリーで回収してリアルタイム PCR などの手法を用いて解析
した。 

 

４．研究成果 

 

iPSC の 3 次元オルガノイドを作製したとこ
ろ、GFP を発する細胞は網膜組織と類似した層
構造をなしていた(図 5)。そこで、このの GFP
陽性細胞を含み層構造を形成しているオルガ
ノイドの部分を切り取ったうえで、フローサ
イトメトリーで解析した。 
 
GFP 陽性細胞と陰性細胞を分けて細胞を選択
的に回収し、それらの遺伝子発現の差を確認
した。殊に GFP 陽性細胞群では Nrl の mRNA の
発現が明らかに高く、GFP 陰性細胞群ではほと
んどないことを確認した。 
 

 

図 5 GFP 蛍光を発した視細胞（白い

部分）Shinoda Ozawa et al. 

 

図 4 オルガノイド培養法(Homma et al. 2017) 



また、視細胞で発現し得る Opn1SW, Opn1MLW,Gnat2,Cnga3,Pde6H などの発現も解析し、GFP
陽性細胞群が桿体視細胞に特徴的な遺伝子発現をしていることを明らかにした。 
 
この系を用いて、GFP 陽性細胞、すなわち桿体視細胞の生存に効果を持つ薬物をスクリーニ
ングした。まず、そのまま培養したのでは明らかに経時的に生存細胞が増加していくことを
確認した。そして薬剤もしくはコントロール溶剤を添加した後、GFP 発現の経時的な低下が
抑制される薬剤を複数得た。今後は、その効果の分子メカニズムの解析を進める必要がある
と考えられた。 
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