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研究成果の概要（和文）：網膜は中枢神経系に属する組織であり、構成する細胞種が少ないこと、構造や形態が比較的
シンプルなこと、および多様な分子マーカーが明らかになっていることから中枢神経系発生の良いモデルである。また
、脳と同じく多分化能をもった網膜共通前駆細胞から網膜を構成する6種類の細胞が産生される。我々はこれまで網膜
視細胞をモデルシステムとして細胞運命の決定・分化機構に関する研究を進めてきた。本研究において、我々は視細胞
の運命決定、成熟、生存におけるエピジェネティックスの役割をはじめとする複数の重要な新規分子機構を明らかにす
ることができた。さらに、重篤な視細胞変性に対する遺伝子治療モデルの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In vertebrate retinal development, it has been known that six types of neurons and
 glial cells (photoreceptors, horizontal cells, bipolar cells, amacrine cells, ganglion cells, and M&#252;
ller glial cells) are generated from common multipotent progenitor cells. In this developmental process, t
he gene expression programs controlling retinal development need to be precisely regulated by activating t
he expression of proper genes and repressing the expression of improper genes. We analyzed the molecular m
echanisms underlying this genetic program using mouse molecular genetics. In the current project, we clari
fied several important mechanisms in cell fate determination, epigenetic regulation, maturation, and survi
val of photoreceptors. In addition, we developed a gene therapy system using AAV (adenovirus-associated vi
rus), which is a important clue to the suitability of gene therapy for developmental disorders and degener
ation of the retina in humans.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
我々は眼球の奥にある網膜で光を受容し

ている。網膜には、光センサーとなる視細胞
（桿体視細胞ならびに錐体視細胞）が存在し、
この視細胞が受け取った光の刺激は、網膜神
経細胞のネットワークを通じて脳に伝えら
れる。我々はこれまで網膜視細胞をモデルシ
ステムとして細胞運命の決定・分化機構に関
する研究を進めてきた。網膜は中枢神経系に
属する組織であり、構成する細胞種が少ない
こと、構造や形態が比較的シンプルなこと、
および多様な分子マーカーが明らかになっ
ていることから中枢神経系発生の良いモデ
ルである。また、脳と同じく多分化能をもっ
た網膜共通前駆細胞から網膜を構成する6種
類の細胞が産生される。しかしながら、共通
前駆細胞からそれぞれの神経細胞とグリア
細胞が分化してくる分子機構の詳細はいま
だ不明である。また、網膜視細胞の変性は網
膜色素変性症を、双極細胞の異常は夜盲を、
神経節細胞の変性は緑内障を引き起こす。こ
れらの網膜関連疾患の克服は現代医学の重
要な課題でもある。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は以前、網膜視細胞の分化の鍵

をにぎる転写因子Crxを単離した (Furukawa 
et al., Cell, 91, 531, 1997)。その発現は
網膜未分化前駆細胞では認められず、分化し
つつある視細胞および最終分化した視細胞
に非常に高いレベルで発現していた。そして
Crx はロドプシン、コーンオプシンやトラン
スデューシンといった光受容経路の分子や
視細胞の構造を形成する多くの網膜視細胞
特異的分子の発現を調節することを明らか
にした。つまり、Crx が長らくこの分野の多
くの研究者により探されてきた、視細胞特異
的遺伝子群の上流転写因子であった。また生
体レベルでCrxは視細胞の分化を誘導する活
性があること、ノックアウトマウスの解析か
らCrxが視細胞の機能発現に必須であること
を見出した(Furukawa et al., Nat Genet., 23, 
466 1999)。 
さらに、我々の共同研究(Freund, Furukawa 

et al., Cell, 91, 543, 1997)ならびに他の
グループからの報告により、臨床的には、ヒ
トにおいては Crxが 3つのタイプの遺伝性網
膜変性症の原因遺伝子であることが明らか
になった。さらに我々は転写因子 Otx2 が網
膜視細胞の運命決定に必須であることを見
出し、報告した（Nishida et al., Nature 
Neurosci. 2003）。Otx2 は胎生期の視細胞に
発現し、Otx2 が Crx の転写活性化因子である
ことも見出した。さらに、我々は最近 Otx2
が生後、双極ニューロンの終末分化にも機能
していることを明らかにした(Koike et al., 
Mol. Cell. Biol. 27, 8318-8329, 2007)。
申請者は、本研究で、視細胞の運命決定、成
熟ならびに生存における遺伝子制御を転写
因子エピジェネティクスの観点から明らか

にしていくとともに、網膜変性の克服のため
の治療法開発へとつながる基礎研究を目的
とする。 
 
３．研究の方法 
研究代表者らは、分子生物学的手法により、

網膜の発生や機能に重要な因子を同定し、ノ
ックアウトマウス、トランスジェニックマウ
スなどの遺伝子改変モデル生物を用いて、免
疫組織学的解析、電子顕微鏡、機能解析を行
うとともに、生化学的解析、細胞生物学的解
析を行い、遺伝子レベル、蛋白質レベルでの
機能解析を行った。さらには、電気生理学的
方法によって、網膜神経回路における生理機
能の解析も行った。 
 
４．研究成果 
（１）網膜視細胞の発生と成熟機構の研究 
網膜は3層の細胞層とその神経軸索や樹状

突起からなる2層の網状層から構成されてお
り、神経ネットワーク形成の極めて優れたモ
デル系である。視細胞の分化制御の解析によ
り見出した転写抑制因子 Blimp1 は、網膜視
細胞へと運命づけられた細胞において、視細
胞への運命を固定し、網膜の他の細胞系譜の
細胞へと運命転換することを抑制する機能
をもつことを明らかにした（Kato et al., 
2010）。また、G9a は血球系細胞において
Blimp1 と結合することが報告されているヒ
ストンメチル化酵素であるが、G9a を網膜特
異的に欠損させたマウスを解析したところ、
Blimp1 を欠損した網膜と同様に視細胞の減
少とアポトーシスの増加、異所性の双極細胞
様細胞が認められた。このことから Blimp1
は視細胞の運命を固定する際にG9aを用いて、
不必要な遺伝子にヒストンメチル化マーク
を付与していることが示された（Kato et al., 
2012）。さらに、視細胞の成熟に関しては、
Otx2CKO で発現が低下した機能未知リン酸化
酵素 Mak の遺伝子欠損マウスの解析により、
Mak が繊毛の長さ制御を行い、視細胞の生存
に必須の役割を果たすことを発見した
（Omori et al., 2010）。同時に Mak 欠損動
物が網膜色素変性症モデルとなることを明
らかとした。一方、視細胞リボンシナプスの
形成に関しては、Otx2 CKO で発現が低下する
因子ピカチュリンと相互作用する分子とし
て、筋ジストロフィーの発症機構において中
心的な役割を果たすプロテオグリカンであ
るジストロフィンを見出し、二者の相互作用
がリボンシナプスの形成に重要であること
を明らかにした（Omori et al., 2012）。こ
れらの研究により、視細胞のシナプス形成と
形態の分子機構解明に貢献した。 
神経細胞の成熟と維持に関しては神経細

胞特異的に高発現するマイクロ RNA-124a
（miR-124a）の機能メカニズムの解析を
miR-124a-1 欠損マウスを作製して行った。
miR-124a-1 欠損マウスでは、神経細胞への細
胞運命決定付けは行われるが、その後の成熟



過程においてアポトーシスを引き起こすこ
とを TUNEL 解析によって明らかにした。また
海馬歯状回顆粒細胞では、神経細胞の成熟に
異常をきたし、顆粒細胞の苔状繊維が異常伸
長して、CA3 領域に入り込む、てんかん患者
様の表現型を示すことを Timm 染色によって
明らかにした。以上の結果から miR-124a は
神経細胞の生存や海馬の正常な回路形成と
いった、神経細胞の維持と成熟に寄与してい
ることを明らかにした（Sanuki et al., 2011）。
本研究結果は生後の脳神経系における特定
のマイクロRNAの機能を明らかにした初めて
の研究である。 
網膜神経回路と機能の研究では、視細胞

-ON 型双極細胞のシグナル伝達メタにズムを
解明した。網膜 ON 型双極細胞のグルタミン
酸受容体 mGluR6 と共役する視覚伝達陽イ
オンチャネルは長い間謎であったが、それが
TRPM1 であることを世界で初めて明らかにし、
暗下で放出されたたグルタミン酸による陽
イオンチャネル閉口メカニズムを解明した
（Koike et al., PNAS 2010）。さらに TRPM1 
が完全型停止性夜盲症の原因遺伝子である
こと（Nakamura and Sanuki et al., 2010）、
ならびにTRPM1が自己抗体症の一種である癌
関連網膜症の抗原となることを同定し
（Kondo and Sanuki et al., 2011）、 ON 経
路関連疾患の原因を解明した。 
これらの研究によって、網膜神経細胞のよ

り詳細な発生メカニズムが明らかになるだ
けでなく疾患網膜の理解も進み、神経回路や
シナプスにおける新規な生理機構も明らか
になってきた。 
 
（２）網膜におけるヒストンメチル化による
エピジェネティック制御の役割の解析 
我々は以前、運命決定直後の網膜視細胞は

可塑的であり、正常に分化するためには細胞
運命の固定が必要であること、さらに、その
分子メカニズムを明らかにし、論文として報
告してきた（Katoh et al., J Neurosci. 
2010;30: 6515-6526）。このメカニズムを担
う分子は Prdm ファミリーの転写因子 Blimp1
である。Blimp1 が欠損すると、視細胞の細胞
運命が他の細胞系譜の細胞あるいは再び前
駆細胞様の細胞へと運命転換し、その後アポ
トーシスにより排除される。この原因として、
運命転換はしたものの、何らかの細胞プログ
ラムが残存しているために完全には運命転
換しきれず、細胞死が惹起されたためと考え
られる。すなわち、個々の細胞には自身の状
態を提示・認識する機構が存在する可能性が
示唆された。細胞の自己提示・認識システム
の一つとして考えられるのが、DNA メチル化
やヒストン修飾に代表されるエピジェネテ
ィックコードにより構築される“細胞記憶”
である。近年、同一の遺伝子であっても細
胞・組織によって、また、分化状態によって
エピジェネティックな情報（エピジェノタイ
プ）が異なることが多数報告されている。一

方、どのようにしてエピジェノタイプが構築
されるのかについての分子基盤に関しては
不明な点が数多く残されている。私たちは網
膜発生の様々なステージにおける遺伝子プ
ロファイリングおよびデータベース検索に
より、網膜発生期において高く発現する H3K9
ヒストンメチル化酵素 G9a に着目した。私た
ちが開発した網膜特異的 Dkk3-Cre マウスを
用いて網膜特異的に G9a を欠損させると、視
細胞への運命決定は起こるものの、その後急
激にアポトーシスにより消失すること、また、
網膜前駆細胞で機能する遺伝子の発現が顕
著に増加することを見出した。さらに、G9a
を Crx-Creマウスを用いて細胞周期を出て分
化した視細胞で欠失させたところ、発生は正
常に起こるが、視細胞が次第に死んで脱落す
ることを観察した。これは、H3K9 メチル化は、
神経細胞が細胞周期を出て分化してから、細
胞増殖関係遺伝子を抑制することに機能し
ていることを示している。このことから、G9a
は運命決定後に網膜前駆細胞の細胞記憶を
消去し、視細胞特有の細胞記憶を構築する分
子である可能性が示唆された。また、G9a に
よるヒストンメチル化修飾は、より安定な遺
伝子発現抑制修飾とされるDNAのメチル化と
も密接にリンクしており、細胞記憶の確立に
働く可能性が強く示唆される。以上、本研究
で私たちは、網膜の発生の系を用いることに
よって、神経発生における生体での H3K9 の
メチル化による抑制的エピジェネティック
制御の役割が細胞分化の安定化と新生細胞
の生存にあることを見出した。 
 
（３）網膜変性マウスの遺伝子レスキュー実
験による網膜組織と機能の回復 
網膜色素変性症は、眼に入った光を感受す

る網膜視細胞が徐々に破壊されて脱落し、最
終的には失明に至る疾患であるが、その症状
の程度や症状が現れる時期は原因遺伝子に
より様々であることが知られている。網膜色
素変性症のうち、網膜視細胞の発生異常を伴
い、乳幼児期から強い視力障害、視野欠損な
どの症状を呈する重篤な疾患に対して、遺伝
子治療が有効であるかどうかは明らかにな
っていなかった。また発生期の網膜にどの血
清型のアデノ随伴ウイルスが最も感染効率
が良いかも分かっていなかった。私たちは遺
伝子治療に最適なアデノ随伴ウイルスベク
ターの血清型を同定し、以前に私たちが開発
した重篤な網膜変性症を呈するCrx欠損マウ
スをモデルとして、遺伝子治療が有効である
かを検証した。 
Crx は DNA に直接結合して遺伝子発現を制

御する転写因子蛋白質で、網膜視細胞の発生
や機能に必要なオプシン、トランスデューシ
ンを含むほとんどの視細胞遺伝子群を“オ
ン”にする役割を持つ、いわば司令塔遺伝子
である。したがって Crx 欠損状態は他の網膜
色素変性症よりも治療が難しい重篤な網膜
変性を引き起こす。ヒトにおいて Crx の異常



は、幼少時より失明に至るレーベル黒内障と
呼ばれる重篤な網膜色素変性症の原因とな
ることが知られている。私たちは Crx 欠損マ
ウスの新生児期の網膜下にCrxを発現するよ
うにデザインしたアデノ随伴初ウイルスを
投与し、成体期に網膜の神経活動を網膜電図
により測定したところ、消失していた網膜電
図の活性がある程度回復していることを見
出した。さらに、組織切片の免疫組織染色と
電子顕微鏡観察を行い、コントロール網膜で
は形成されなかった視細胞外節が、短いなが
ら形成されていることを観察した。本研究に
より、正常な発生を経ず組織形成異常を示し、
機能的にも異常に陥った網膜視細胞でも、ア
デノ随伴ウイルスを用いた遺伝子治療によ
り改善できることが明らかとなった。Crx が
発現を指令する遺伝子の多くは他の遺伝性
網膜変性症の原因遺伝子として知られてい
る。本研究成果は、Crx だけでなく他の原因
遺伝子に起因する比較的緩徐な網膜色素変
性症においても遺伝子治療が有効である可
能性を示している。また同時に iPS 細胞など
を用いた再生医療との融合によって、さらな
る難治性疾患治療への応用に貢献すること
が期待される。 
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