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研究成果の概要（和文）：視細胞変性モデル動物におけるミュラー細胞の増殖制御機構について解析を行った。視細胞
変性に伴い、ミュラー細胞でNotch1および2の遺伝子発現が誘導されることを確認した。視細胞変性後に多くのミュラ
ー細胞は増殖するが、Notch阻害剤により細胞増殖は阻害された。Notch2は蛋白レベルでの発現検出が出来たが、Notch
１は検出限界以下であった。初代培養ミュラー細胞を用いてNotch1蛋白について解析した結果、プロテオソームの阻害
剤によりNotch1蛋白量が増加した。これらの結果から、プロテオソーム系を介した分解によるNotch１の制御機構が、
哺乳類において網膜再生阻害の要因であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism of Muller cell dedifferentiation and proliferation in 
rodent models of photoreceptor damage. We examined expression Notch1 and Notch2 at mRNA and protein 
levels after photoreceptor damage. We found that expression of Notch1 and Notch2 mRNA are highly induced. 
Notch2 protein expression is also changes, accordingly. In contrast, we didn't detect Notch1 protein. We 
found that expression of Notch1 protein leveles increse with proteasome inhibitor. Our findings reveal 
that the degradation of Notch protein by ubiquitin-proteasome system may be one of the mechanisms that 
limit retinal regeneration in mammals.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
魚類などの下等脊椎動物では、網膜のグリ
アであるミュラー細胞が網膜内在性の幹細
胞として組織の維持、修復に関わることが知
られている。特にゼブラフィッシュでは、網
膜傷害後にミュラー細胞が脱分化し、神経細
胞を再生して視機能が完全に回復すること
から、網膜再生のモデルとして研究が進めら
れている。一方、哺乳類のミュラー細胞も網
膜傷害後に増殖し、神経細胞に再分化するこ
とが報告されているが、その再生能力は極め
て乏しい。細胞増殖を促進するWntシグナル
を活性化することで、ミュラー細胞の増殖は
亢進するが、視機能を回復するには、新生細
胞の数が不十分である。哺乳類網膜の再生能
が抑制されている原因は全く不明であり、再
生医療への応用を実現するためには、その分
子基盤の解明が必須である。 
当研究室では、アルキル化剤である MNU
を投与することで視細胞変性モデルを作製
し、哺乳類のミュラー細胞の増殖と神経再生
を制御する分子機構について解析を進めて
いる。ラットでは視細胞変性後にほぼ全ての
ミュラー細胞が細胞周期に進入する。ところ
が、細胞周期に入ったミュラー細胞は即座に
DNA損傷を起こし、アポトーシスが誘導され
てミュラー細胞数は逆に減少した（申請者ら、
未発表データ）。この結果より、哺乳類のミ
ュラー細胞は脱分化に必要な因子が欠如し
ており、神経再生には至らないと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、哺乳類の網膜再生の阻害に関
与する分子を同定し、さらに、それらの分子
を遺伝子操作により改変することにより、ミ
ュラー細胞の脱分化と神経再生の賦活化を
試みる。 
 
３．研究の方法 
ラット（Wistar）にアルキル化剤 Methyl 

Nitrosourea (MNU)を腹腔内に単回投与（70 
mg/kg BW）視細胞変性を誘導した。MNU投
与後の網膜を採取し、4% PFAで固定し免疫
組織学に、また組織を新鮮凍結して mRNA
を抽出し定量的 RT-PCRに、さらに、タンパ
ク質を抽出して、ウェスタンブロットに用い
た。 
 各Notchの活性化ドメインをタンパク発現
ベクターにサブクローニングした。また、各
Notch のノックダウン用のプラスミドは
Sigmaより購入した。これらのプラスミドと、
レンチウィルスのパッケージング用のプラ
スミドを HEK293T 細胞に遺伝子導入し、各
ウィルスベクターを作製した。 
 生後 12日目のラットの網膜を分散培養し、 
高純度の初代ミュラー細胞を培養し実験に
用いた。 
 

４．研究成果 
(1)視細胞変性後の NotchのmRNAの変化 
MNU投与後の網膜でNotch１および2の発現
の誘導が見られた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：MNU 投与後 1 から３日目の各 Notch
のｍRNA の変化を定量的 RT-PCR で解析し
た。各サンプルは GAPDHで基準化した。グ
ラフは、MNU 投与なしのサンプルにおける
各 Notchの量の相対値。 
 

(2) 視細胞変性後の Notch のタンパク質の変
化  MNU投与後の網膜でNotch2をタンパ
クレベルで検出した。Notch2の発現は（１）
のmRANの変化と相関していた。それに対し
て、Notch1はタンパクレベルでは、ほとんど
検出出来なかった（図 2） 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：MNU 投与後 1 から 7 日目の各 Notch
のタンパク質の変化をウェスタンブロット
で解析した。 
 
(3)視細胞変性後のミュラー細胞における
Notch のタンパク質の変化  MNU 投与 3
日後にミュラー細胞で Notch2 が発現するこ
とが明らかになった。それに対して、Notch1
はほとんど検出出来なかった（図 3）  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：MNU投与 3日後の各 Notchの変化 各
Notch（赤）、ミュラー細胞を S100β（緑）お
よび核（青）で染色した。 



(4)視細胞変性後の Notchの機能の解析 
Notch が視細胞変性後のミュラー細胞の増
殖に影響を与えるかどうかを解析した。
DAPTの投与によりMNU投与4日後のSOX9
陽性のミュラー細胞の数および、４日目に細
胞周期（S期）の細胞数が減少した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４：Notch の阻害剤によるミュラー細胞の
増殖能の変化 Notch の阻害剤である DAPT
を硝子体内に投与した後、MNU を腹腔内に
投与し視細胞の変性を誘導した。４日後に増
殖している細胞を BrdU(緑)でラベルし、ミュ
ラー細胞のマーカーである SOX9(赤)および
核(青)で染色した。 
 
(5)ミュラー細胞の増殖に対する各 Notch の
役割  ミュラー細胞の増殖に各Notchが関
与しているのかどうかを解析するために、
Notch シグナルの下流因子であることが知ら
れている Hes 遺伝子の遺伝変化を指標とし
て解析を行った。レンチウィルスベクターを
用いて活性型の Notch1 を過剰発現させた初
代培養ミュラー細胞で、Hes5 の発現誘導が
見られた図 5（左）。別の細胞種の Neuro2A
で各 Notch強制発現させた結果、Notch1と 2
で Hes5 の発現誘導が見られることから（図
5（右）、ミュラー細胞では Notch1 の活性化
が増殖に重要であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5：各 Notchの活性化によるミュラー細胞
での Hes の発現変化 初代培養ミュラー細
胞（左）または Neuro2A細胞（右）に、レン
チウィルスべクターを用いて各活性型 Notch
を過剰発現させたのち、Hes1 および Hes5
発現量を定量的 RT-PCRで解析した。各サン

プルは、GAPDH で基準化した。グラフは、
GFP を発現するコントロールベクターにお
ける相対値。 
 

(6)Notch1 のタンパクレベルでの発現制御を
受けているかどうかの解析  Notch1 が翻
訳後修飾により発現制御されているかどう
かを、初代培養ミュラー細胞を用いて解析し
た。ミュラー細胞を MG132 で処理すること
で、Notch1のタンパク量が増加することが明
らかになった、Notch1 の増加は NH4Cl の処
理では見られなかった（図 6）。また、MG132
処理によるＮotch1のｍRNAの変化は見られ
なかった（データ記載なし）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6：初代培養ミュラー細胞をプロテアソー
ム阻害剤である MG132 または、リソソーム
阻害剤である HN4Clで処理した後、Notchの
タンパク質をウェスタンブロットで解析し
た。  
 
(7)視細胞変性後に発現が誘導させるユビキ
チンリガーゼの解析  Notch がプロテアソ
ーム系で分解されるためには、ユビキチンリ
ガーゼによるユビキチン化が必要である。こ
のことから、Notch のユビキチン化に関与す
ることが報告されている各ユビキチンリガ
ーゼの、視細胞変性後の発現変化を解析した。 
その結果、ユビキチンリガーゼ Deltexの発現
が視細胞変性後に誘導されることが明らか
になった（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7：MNU投与後 1から３日目の各ユビキチ
ンリガーゼのｍ RNA の変化を定量的
RT-PCR で解析した。各サンプルは GAPDH
で基準化した。グラフは、MNU 投与なしの
サンプルにおける各ユビキチンリガーゼ量
の相対値。 
 
４．結論 
視細胞変性後にミュラー細胞は脱分化し



細胞周期へ進入し増殖するが、神経細胞への
再分化の前に DNA 損傷を起こし細胞死が誘
導される。 
本研究から、視細胞変性後のミュラー細胞
の増殖には Notch1 の活性化が必要であるこ
とが明らかになった。しかしながら、Notch1
の半減期は非常に短いことから、ミュラー細
胞の脱分化にも影響すると考えられる。今後、
Notch の安定化と視細胞再生に向けて研究を
進めていきたい。 
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