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研究成果の概要（和文）： 

網膜前駆細胞は神経細胞やミュラーグリア細胞に分化すると増殖を停止するが、網膜芽細胞腫

では網膜前駆細胞が未分化性を維持したまま無秩序に増殖すると考えられる。このため、網膜

前駆細胞の増殖・分化を制御する分子メカニズムの解明が、網膜芽細胞腫に対する新たな治療

法の開発につながると期待される。本研究では、核受容体 Tlx およびチロシンキナーゼ型受容

体 VEGFR2 が、網膜前駆細胞およびミュラーグリア細胞の増殖・分化・恒常性維持に必要である

ことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Retinoblastoma is caused by deregulated proliferation of retinal progenitor cells, which 
normally differentiate into all types of retinal neurons and Müller glia. Therefore, it 
is expected that molecular mechanisms which regulate differentiation and proliferation 
of retinal progenitor cells can be novel targets to treat retinoblastoma. In this research 
program, we demonstrated that the nuclear receptor Tlx and the receptor tyrosine kinase 
VEGFR2 are co-expressed in retinal progenitor cells, and disruptions of these genes 
similarly resulted in abnormal development and impaired homeostasis of mouse retinal 
tissues. 
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１．研究開始当初の背景 

 

網膜芽細胞腫では、放射線療法・眼球局所療

法・化学療法の進歩によって眼球温存率が飛
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躍的に向上した。 

 

しかし、いずれの治療法においても重篤な副

作用が問題となっており、腫瘍細胞に対して

特異性・有効性の高い薬剤の開発が待望され

ている。 

 

網膜芽細胞腫の発症および病態進展には、

網膜前駆細胞の分化・増殖を制御する分子メ

カニズムの異常が示唆されているが、我々は

これまでに核受容体 Tlxが網膜前駆細胞の分

化・増殖を制御することを報告している。 

 

（Miyawaki, Uemura, et al. J Neurosci. 

2004; Uemura, et al. J Clin Invest. 2006） 

 

さらに、網膜芽細胞腫の培養細胞株において

Tlx の発現が確認されている。 

（Kato, et al. Mol Cell Biol. 2008） 

ことから、網膜芽細胞腫の発症・進展におけ

る Tlx の関与が示唆される。 

 

また、発生期の網膜前駆細胞がチロシンキナ

ーゼ型受容体 VEGFR2 を発現することから、

網膜前駆細胞における Tlx と VEGFR2 シグナ

ルの機能的相関が予想された。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、発生期マウスの網膜前駆細胞に

発現する Tlx および VEGFR2 の発現局在およ

び機能を解明することにより、網膜芽細胞腫

に対する新しい治療法を開発することを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

 

 

（1）マウス網膜における発現解析 

 

①in situ hybridization 法 および免疫

染色法 

 

②Tlx-LacZ レポーターマウス 

 

③VEGFR2-LacZ レポーターマウス 

 

④VEGFR2-GFP レポーターマウス 

 

（2）Tlx 遺伝子欠損マウスおよび網膜特異的

VEGFR2 遺伝子欠損 

（Dkk3Cre;VEGFR2-flox） 

マウスの表現型解析 

 

①網膜薄切標本および網膜フラットマウ

ント標本における組織学的解析 

 

②成体マウスにおける網膜電図（ERG）検

査 

 

（3）培養神経幹細胞における機能解析 

 

①成体ラット海馬由来神経幹細胞にお

ける遺伝子導入およびルシフェラー

ゼ・レポーター解析 

 

４．研究成果 

 

（1）発生期マウス網膜における Tlx および

VEGFR2 の発現 

 

発生期マウスの網膜では、Tlx および VEGFR2

が同一の網膜前駆細胞に発現することが確

認された。 

さらに網膜神経細胞（神経節細胞、アマクリ

ン細胞、双極細胞、水平細胞、視細胞）への



分化に伴って、いずれの遺伝子発現も低下し、

最終的に成体網膜のミュラーグリア細胞が

TlxおよびVEGFR2を恒常的に発現することが

観察された。 

 

（2）Tlx および VEGFR2 遺伝子欠損による網

膜異常 

 

通常のVEGFR2ノックアウト（KO）マウスは、

血液および血管の発達異常により胎生中期に

致死となるため、網膜の解析が実施できない。 

本研究では、マウス網膜前駆細胞にてCre遺伝

子組換え酵素を発現するDkk3Creトランスジ

ェニックマウス（大阪大学・古川貴久博士よ

り供与）と、VEGFR2コンディショナルKOマウ

ス（神戸大学・平島正則博士より供与）との

交配により得られた 

 

Dkk3Cre;VEGFR2-floxマウス 

を解析し、網膜神経細胞およびミュラーグリ

ア細胞におけるVEGFR2シグナルの機能につい

て検証した。 

 

Dkk3Cre;VEGFR2-floxマウス 

では出生率に異常を認めず、正常に発育した

が、網膜神経細胞数が減少するために網膜厚

が菲薄化することが明らかとなった。 

 

さらにDkk3Cre;VEGFR2-floxマウス 

における網膜電図検査では、生後1ヶ月時点で

コントロール群と差を認めないのに対し、生

後6ヶ月時点では光刺激に対する応答が完全

に消失することが確認された。 

 

また、生後6ヶ月時点で神経網膜の顕著な菲薄

化に伴う網膜血管の退縮が認められた。 

 

 

これらの結果はTlx-KOマウス 

（米国Salk研究所・Ruth T Yu博士より供与）

の表現型と酷似する 

（Miyawaki, Uemura, et al. J Neurosci. 

2004; Uemura, et al. J Clin Invest. 2006） 

 

ものであり、TlxおよびVEGFR2が階層的または

協調的に網膜前駆細胞およびミュラーグリア

細胞の増殖・分化・生存を促進することが示

唆された。 

 

（3）Tlx による MASH1 転写促進 

 

成体ラット海馬由来の培養神経幹細胞では、

Tlx が MASH1 遺伝子の転写を促進することに

より、神経細胞への分化を能動的に促進する

ことを明らかにした。 

 

（4）研究成果の意義と今後の展望 

 

本研究の成果により、VEGFR2 が網膜神経組織

の発生および恒常性維持に不可欠であるこ

とが明らかとなった。 

今後は、VEGFR2 および Tlx の機能的相関を明

らかにするとともに、これらの分子が網膜芽

細胞腫の新たな治療標的となり得る可能性

につき、さらに検証を進めることを予定して

いる。 
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