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研究成果の概要（和文）：ラットおよびマウスの視細胞変性モデルにおけるミュラー細胞の増殖

制御について解析を行った。マウスでは全く増殖が見られず、ラットではほぼすべてのミュラ

ー細胞が細胞周期へ進入したが、同時に DNA損傷と p53の活性化が起こり、ミュラー細胞の細

胞死と細胞数の減少が観察された。すなわち哺乳類網膜ではミュラー細胞の細胞周期進入に伴

う DNA損傷が網膜再生を阻害する要因となっていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： We analyzed the proliferative capacity of Müller glia in rodent 
models of photoreceptor damage. No proliferation was observed in the mouse retina whereas 
almost all Müller glia reentered the cell cycle in the rat retina; however, rat Müller 
glia underwent the DNA damage response and p53 activation, leading to cell death. Thus, 
the DNA damage response in Müller glia may be one of the mechanisms underlying the limited 
regenerative capacity of the mammalian retina. 
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１．研究開始当初の背景 
 ミュラー細胞は網膜のグリアであり、網膜
の形態と機能の維持に重要な働きをしてい
る。近年、魚類などの下等脊椎動物ではミュ
ラー細胞が網膜幹細胞として機能し、網膜傷
害により失われた神経細胞を再生すること
が報告された。哺乳類においてもミュラー細
胞による神経再生が報告されているが、魚類
と比較するとその再生能力は極めて乏しい。
Wnt、Sonic Hedgehog、EGF等の増殖促進因子

を投与することにより、哺乳類ミュラー細胞
の増殖と神経再生が促進されることも報告
されたが、傷害組織を再生するには不十分で
ある。ミュラー細胞が増殖し、神経を再生す
る分子機構はほとんど不明であり、特に哺乳
類においてその再生能力が抑制されている
要因についてはこれまで全く研究されてこ
なかった。 
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本研究の目的は、哺乳類網膜の再生が阻害
されている要因を明らかにすることにより、
ミュラー細胞による網膜再生を賦活化する
ための基盤的知識を得ることにある。 
 
３．研究の方法 
 マウス（C57BL/6）およびラット（Wistar）
にアルキル化剤 Methyl nitrourea（MNU）を
腹腔内投与し（70㎎/㎏ BW）、視細胞変性を
誘導した。MNU投与後、1～７日後に網膜を採
取し、４％パラフォルムアルデヒドで固定し
て免疫組織化学に供した。また組織を新鮮凍
結して mRNAを抽出し、リアルタイム PCRシ
ステム（アプライドバイオシステムズ 
StepOne Plus）を用いて定量 RT-PCRを行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）視細胞変性モデルの作製 
 MNU 投与による視細胞変性の経過を TUNEL
法を用いて検討した。マウス、ラットのいず
れにおいても投与 1日で外顆粒層のほぼ全体
が TUNEL陽性となり、投与 2日で反応のピー
クが見られた（図１）。 

 
 
図１：MNU投与
後のラット網
膜の TUNEL 反
応。投与 1 日
から視細胞の
変性が見られ
る。ONL,外顆
粒層、INL,内
顆粒層、GCL,
視神経細胞層。
スケール 20μ
m。 
 
 
 
 
 
図２：MNU投与後
の杆体遺伝子
(Rho, Gnat1)
と錐体遺伝子
（Opn1sw,Opn1m
w)の発現変化。 
 
 
 
 
 
 
 
 

また定量 RT-PCR により視細胞特異的遺伝
子の発現変化を見たところ、マウス、ラット
のいずれにおいても杆体遺伝子、錐体遺伝子
の発現が MNU 投与 1 日で著しい減少を示し、
2日にはほとんど消失した（図２）。したがっ
て、マウス、ラット両種において同様の経過
で視細胞変性が起きることが確認できた。 
  
（２）ミュラー細胞の細胞周期進入 
 ラット網膜の凍結切片を用いて、細胞周期
マーカーKi67、Geminin、ミュラー細胞マー
カーLhx2に対する 3重免疫染色を行い、視細
胞変性に伴うミュラー細胞の細胞周期進入
を検討した。MNU未投与のコントロール、MNU
投与後 1日、2日の網膜では Ki67や Geminin
の反応は見られなかったが、2.5 日目でほと
んどのミュラー細胞が Ki67 および Geminin
陽性となった（図３）。ほとんどのミュラー
細胞は 4 日目まで Ki67 陽性であったが、
Geminin の反応は早めに減少し、4 日目には
ほぼ陰性となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：MNU投与後のラット網膜における Ki67
と Gemininの免疫反応。Ki67+/Geminin+/ 
Lhx2+ミュラー細胞（矢印）。Ki67+/Geminin-/ 
Lhx2+ミュラー細胞（矢頭）。ONL,外顆粒層、
INL,内顆粒層。スケール 20μm。 
 
 ミュラー細胞の細胞周期進入をさらに検
証するために、固定の 2時間前に BrdUを投
与して、BrdU（S期マーカー）の免疫染色を
おこなった。Ki67や Geminin同様、 コント
ロール、MNU投与後 1日、2日の網膜では BrdU
の反応は見られなかったが、2.5日目で多数



のミュラー細胞が陽性となった（図４）。陽
性細胞数はその後減少し、4日目には全く見
られなくなった。 
 

図４．MNU投与後のラット網膜における BrdU
の免疫反応。矢印は BrdU+/Lhx2+ミュラー細
胞。ONL,外顆粒層、INL,内顆粒層。スケール
20μm。 
 
 同様に、M期マーカーである phospho- 
histone H3（pH3 )の免疫染色をおこなうと、
MNU投与 3日目をピークに陽性細胞が見られ
たが、多くの陽性細胞は Lhx2陰性であった
ため、同時に S100βをミュラー細胞マーカー
として用いたところ、pH3陽性細胞はすべて
ミュラー細胞であることが確認できた（図
５）。 

 
図５．MNU投与後のラット網膜における pH3
の免疫反応。矢印は pH3+/S100β+/Lhx2+ミュ
ラー細胞。矢頭は pH3+/S100β+/Lhx2-ミュラ
ー細胞。スケール 20μm。 
 
 以上の結果より、Geminin、BrdU、pH3の反
応は MNU 投与 2.5 日～3.5 日に認められ、4
日ではほとんどのミュラー細胞は陰性であ
ったが、Ki67 の発現は 2.5～4 日においてほ
とんどすべてのミュラー細胞に認められた。 
ミュラー細胞の細胞周期進入の時期につい
てさらに検討を加えるために、静止期（G0）
マーカーである CDK阻害因子 p27の発現を検
討した。コントロールおよび MNU投与 1日で

はすべてのミュラー細胞が p27陽性であった
が、2 日目には一部のミュラー細胞が p27 陰
性となり、2.5 日にはほとんどすべてのミュ
ラー細胞が陰性となった（図６）。3日目には
p27 陽性細胞と陰性細胞の両方が混在したが、
4 日目にはすべてのミュラー細胞が p27 陽性
に戻った（図６）。以上より、2～2.5 日目に
かけてミュラー細胞が細胞周期に入り、3 日
目には徐々に細胞周期から離脱し、4 日目に
はほとんどのミュラー細胞が細胞周期から
離脱すると考えられた。したがって、Ki67は
細胞周期から出た後の細胞にも発現し、細胞
周期マーカーとして使用する際には注意が
必要であると考えられた。 

図６．MNU 投与後のラット網膜における p27
の発現。矢印は p27-/Lhx2+ミュラー細胞、矢
頭は p27+/Lhx2+ミュラー細胞。ONL,外顆粒層、
INL,内顆粒層。スケール 20μm。 
 
 
 次にマウス網膜におけるミュラー細胞の
細胞周期進入について検討した結果、MNU 投
与後も細胞周期マーカー（Ki67、BrdU、pH3）
の反応が全く認められなかった。そこで、G1
期から S期にかけて細胞周期への進入とその
維持に関わる各種 Cyclin の発現を定量
RT-PCRにより解析した結果、ラット網膜では
Cyclin D1、E１、E2、A2のいずれもが発現増
加を示したが、マウス網膜で増加した Cyclin
は D1のみで、S期への進入を示す Cyclin E、
Aの発現は認められなかった（図７）。したが
ってラットとは異なり、マウスのミュラー細
胞は視細胞変性後も明らかな細胞周期への



進入が確認できなかった。 

 図７：MNU 投与後の網膜における Cyclin 
mRNAの発現変化。Gapdhを内部標準として相
対値を算出し、コントロール（Cont）を１と
した Fold変化を示した。 
 
（３）ミュラー細胞における DNA損傷応答 
 細胞周期マーカーを発現するミュラー細
胞が実際に分裂することを確認するために、
MNU 投与後のミュラー細胞数の変化を定量化
した。その結果、MNU 投与後 2 日間で細胞数
が若干減少したが、2 日目から 4 日目にかけ
て細胞周期への進入と一致して細胞数の有
意な増加が見られた（図８）。ところが、4日
目から 7日目にかけて、ミュラー細胞数の著
しい減少が観察された(図８)。 

図８：MNU 投与後のラット網膜におけるミュ
ラー細胞数の変化。 
 
 ミュラー細胞数が減少した理由として、細
胞周期進入に伴う DNA損傷が要因となって細
胞死を起こすという仮説を立て、DNA 損傷マ
ーカーである phospho-H2AX（pH2AX)の免疫染
色を行った。その結果、MNU 投与後 1～２日

には細胞死を起こす視細胞が pH2AX陽性とな
ったが、ほとんどのミュラー細胞は陰性であ
った（図９）。ところが、ミュラー細胞が S
期に入る 2.5日目にはほぼ全てのミュラー細
胞が pH2AX陽性となり、その後反応は徐々に
減少した（図９）。 

 
図９：MNU投与後のラット網膜における pH2AX
の免疫反応。矢印は DNA 損傷を示す
pH2AX+/Lhx2+ミュラー細胞。pH2AX+/Lhx2-の
細胞はミュラー細胞以外での DNA損傷を示す
（矢頭）。ONL,外顆粒層、INL,内顆粒層。ス
ケール 20μm。 
 
DNA損傷は ATM、ATRといったキナーゼを介

して腫瘍抑制因子 p53を活性化し、細胞周期
停止やアポトーシスを誘導することが知ら
れている。そこで、ミュラー細胞における p53
の活性化の有無を検討した。ATM や ATR によ
るリン酸化を示す Phospho-p53(Ser15)の免
疫反応はコントロールや MNU投与１～２日に
は認められなかったが、2.5 日にはほとんど
のミュラー細胞に陽性反応が観察され、その
後は減少した（図 10）。 



 
図 10．MNU 投与後のラット網膜における

Phospho-p53(pp53) の 免 疫 反 応 。 矢 印 は
pp53+/Lhx2+ミュラー細胞。ONL,外顆粒層、
INL,内顆粒層。スケール 20μm。 

 
（４）結論 
以上の所見より、ラットでは視細胞変性後

にミュラー細胞が細胞周期へ進入し、それと
ほぼと同時に DNA 損傷を起こす結果、p53 が
活性化し、ミュラー細胞の細胞周期停止およ
び細胞死が誘導されると考えられた。今後
DNA 損傷の抑制あるいは p53 の機能抑制によ
りミュラー細胞の細胞増殖と生存、さらには
視細胞再生が促進されることを示すことに
より、「DNA損傷応答が哺乳類網膜の再生を阻
害する」という新たな仮説を検証していきた
い。またラットとマウスの比較により明らか
になったミュラー細胞の増殖能の種差に関
して、今後その分子基盤を解明していきたい。 
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