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研究成果の概要（和文）：我々はiPS細胞から網膜前駆細胞を樹立した。これら細胞株でCD73陽性細胞はCXCR4を強く発
現した。網膜前駆細胞株１０クローンのうち８クローンではSDF1との培養でロドプシン、CRX、RX1、NRLのmRNA発現が
濃度依存性に増強する。この作用がCXCR4を介したSDF1によるものである事は特異的な阻害剤AMD3100の添加実験により
CD73蛋白とロドプシン蛋白の発現抑制から示された。SDF1はロドプシンプロモーターの遺伝子転写を活性化する事が明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：We previously reported establishment of cloned retinal progenitors which had 
ability to further differentiate into photoreceptor like cells by transfecting mouse induced pluripotent 
stem (iPS) cells with pax6 gene which regulated early events in eye development. We used the cloned cell 
lines for analyzing differentiation requirement of retinal progenitors.
Flow cytometric analysis revealed that the retinal progenitor cell clones started to express CD73+, a 
marker of photoreceptor precursors, and reached their expression maximum at day 4 to day 5. At that time, 
some of the CD73 positive cells became to express CXCR4 on the cell surface. Real time RT-PCR and 
Immunocytochemistry disclosed that the retinal progenitor cell clones differentiated into rhodopsin 
positive photoreceptors, and the differentiation was reinforced by the addition of exogenous SDF1. These 
results suggest that retinal progenitor cell differentiation was at least in part regulated by the 
SDF1/CXCR4.

研究分野： 再生医学
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１．研究開始当初の背景 

網膜は光情報受容の主体である神経網膜

と網膜色素上皮から構成されている。近

年、理化学研究所の高橋らはヒト iPS細

胞から視細胞などを含む神経網膜や網膜

色素上皮細胞などの眼の構成細胞を分化

誘導できることを報告した。網膜疾患で

の失明の主要な原因は視細胞変性であ

り、一方最近増加している緑内障では網

膜神経節細胞の変性が問題となる。最終

的に神経節細胞や視細胞に分化できる神

経網膜前駆細胞株の確立とそれを用いた

網膜構成細胞の分化の調節機構の解明が

待ち望まれている。網膜を構成する主要

な細胞は、網膜神経節細胞、双極細胞と

視細胞であり、視細胞は明暗を感知する

杆体視細胞と，色覚を担う錐体視細胞と

に大別される。これまでに神経網膜の発

生に関与する多くの転写因子が同定され

た。 Maf群転写因子 Nrl（neural 

retina leucine zipper）及び核内受容

体 Nr2e3（nuclear receptor subfamily 

2，group E，member 3）は杆体視細胞に

特異的に発現し、杆体視細胞に特異的な

遺伝子発現を活性化、 S錐体に特異的な

遺伝子発現を抑制する。しかし発生ある

いは再生の過程で、網膜前駆細胞から神

経節細胞や双極細胞、さらに視細胞前駆

細胞から杆体視細胞と錐体視細胞とに別

れて分化する段階に関わる分子やその受

容体、その後の細胞内シグナル伝達の詳

細は十分に明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 

我々はマウス ES 細胞並びに iPS細胞

に眼発生に関わる重要な転写因子の一つ

である pax6 を遺伝子導入した後、限界

希釈法を用いることで nestin, 

musashi1, six3, 網膜前駆細胞の分化に

関わる転写因子 chx10を同時に発現する

網膜神経前駆細胞株を複数樹立する事に

成功した。iPS細胞から樹立した網膜前

駆細胞は視細胞前駆細胞マーカーである 

CD73を非刺激状態で 50％程度、ロドプ

シン蛋白を中等量発現する。この細胞は

様々な成長因子やケモカインに反応して

更に分化して green-opsin, blue-

opsin, red-opsin を発現する。一方、ES

細胞から樹立した細胞株は優先的に網膜

神経節細胞に分化する。これらの細胞を

精製純化して、次世代シーケンサーを駆

使した Bioinformaticな解析を行い網膜

神経節細胞や視細胞の分化機構を分子レ

ベルで明らかにし、さらに進めて眼発生

の分子機構の理解につなげる。 
 
３．研究の方法 
我々がマウス iPS 細胞から作成した株化 
pax6 導入細胞の一部（４株）は視細胞前
駆細胞の分化段階に対応する細胞株で in 
vitro でも in vivo でも杆体視細胞と錐
体視細胞に分化するがその分化機構の詳
細は明らかではない。まず、これらの視
細胞前駆細胞株をケモカイン等で刺激し
てそれぞれの視細胞への分化を誘導す
る。この細胞は 90％程度の純度には容
易に分化誘導できるが、これに抗 CD73
抗体とセルソーターを用いれば 95％以
上の精製が可能である。同様にマウス ES
細胞から樹立した網膜神経節細胞前駆細
胞株（３株）から成熟網膜神経節細胞を
高純度に精製し回収する。高純度な網膜
の構成細胞を、具体的には網膜神経節細
胞、杆体視細胞と錐体視細胞を用いて網
羅的なトランスクリプトーム解析を、次
世代シークエンサーを用いて行う。 

迅速に大規模な量の配列解析能力をも
つ次世代シーケンサーは、近年多くの生
物学研究領域で目覚ましい進展を見せて
おり、これを用いて次世代の網膜細胞分
化メカニズムの解析を行う。 

まず全RNA から特有のキットを用いて
cDNAライブラリを合成した後でIllumina 
HiSeq2000を用いて全配列を解析する。
マッピングとデーター解析を行い、これ
をGiNeS（次世代シーケンシング対応ゲ
ノム解析クラウドサービス）を用いてデ
ータベース化した後に必要な情報のみを
取捨選択し解析を行う。 
 
４．研究成果 

我々は iPS 細胞から網膜前駆細胞を数
十株樹立したが、そのうちの mRNAと細
胞表面抗原で調べた限り全く差異の無い
１０株について詳細に解析した。網膜前
駆細胞を分化誘導培地で培養前後の視細
胞前駆細胞マーカーである CD73と SDF1
受容体である CXCR4 との二重染色を行っ
た。細胞株で発現強度に差は認められる
ものの、CD73 陽性細胞は CXCR4を強く発
現する事が分かる。 
網膜前駆細胞株１０クローンのうち８ク
ローンでは SDF1との培養でロドプシ
ン、CRX、RX1、NRL の mRNA 発現が濃度依
存性に増強する。この作用が CXCR4 を介
した SDF1によるものである事は特異的
な阻害剤 AMD3100 の添加実験により CD73
蛋白とロドプシン蛋白の発現抑制から示
された。興味深い事に、SDF1 は CRX の
mRNA 発現を増強するのみならず、転写因
子である CRX の核内移行を誘導した。
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SDF1はロドプシンプロモーターの遺伝子
転写を CRX の活性化、核内移行を介して
増強する事が明らかになった。 

一方で１０クローン中２クローンの
iPS由来網膜前駆細胞では SDF1刺激はロ
ドプシン mRNA発現を抑制してロドプシ
ン陽性細胞を分化誘導しない。逆に Mオ
プシン mRNA 発現は増強する。これらの
成績は網膜前駆細胞のレベルで既に錐体
視細胞と杆体視細胞は初期分化を既に終
えている事を示唆している。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
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