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研究成果の概要（和文）：網膜組織をすべて除去しても再生可能な動物は、両生類だけである。研究代表者ら
は、従来、有尾両生類イモリにおいてだけ観察されていたこの現象がカエル(Xenopus laevis、Xenopus 
tropicalis)でもおこることを発見し、そのモデル培養系を確立して研究を進めている。本研究では、(1)再生起
源となる色素上皮細胞がいかにして幹細胞化するのかを、細胞外基質や炎症との関係に注目して研究した。その
結果、細胞外基質からの遊離および炎症性反応の惹起が再生に重要なステップである事を器官培養系を用いて明
らかにした。またブタの虹彩組織を用い、虹彩由来の網膜幹細胞の特異な性質について研究した。

研究成果の概要（英文）：Amphibians are able to regenerate the whole retinal tissue when surgically 
removed. This ability had been considered to be limited only to the urodeles until Araki's group 
discovered that the complete regeneration occurs also in Xenopus. We established different 
organ-culture systems in which the retinal pigment epithelial (RPE) cells transdifferentiate into 
retinal cells. In the present study, we analyzed the interaction of RPE cells and basement membrane 
and the initiation of inflammatory response. The results indicate that inflammatory cytokines induce
 Matrix metalloproteinase (MMP) gene expression, which subsequently induces RPE cells to detach from
 the basement membrane. We also attempted to reveal the stem cell nature of the porcine iris 
tissue-derived cells by using the Matrigel embedding culture, and found that immediately after 
transferred to the culture, these cells differentiate into neural cells. This will favor the future 
analysis of stem cell nature of porcine RPE cells. 

研究分野：発生生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
⑴両生類モデルによる網膜再生 
 研究代表者は 1998 年以来、両生類の網膜
再生現象を研究しており、当初イモリの網膜
再生を in vitro で再現することに成功し
2004 年に報告した。その後、アフリカツメ
ガエルにおいても網膜の全再生がおこるこ
とをはじめて発見し、2009 年に報告した。
これは、有尾両生類以外の種で網膜全再生が
おこる初めての報告であり、網膜の完全再生
が他の動物でも可能である事を明らかにし
たと言う点で、非常に意味のある発見であっ
た。また、両生類のモデル動物であるツメガ
エルが研究材料として使えることも研究の
展開に大きな意味をもつことになる。 
 再生の細胞・分子メカニズムを解明するこ
とは、再生研究を鳥類や哺乳類にまで発展さ
せる上で重要である。そのためツメガエル網
膜の再生が再現できる器官培養系を確立す
る事が必要で、これを用いて、再生現象を分
子・細胞のレベルで詳細に解析した。結果、
網膜の立体構造を再現できるゲル包埋器官
培養法と細胞レベルで神経細胞分化や視細
胞分化を再現できる平面器官培養法の 2つの
培養系を確立し、研究体制を整えた。 
 
⑵トリおよびブタ虹彩組織の網膜幹細胞 
 上記と並行してトリや哺乳類の網膜再生
の可能性を探索するために、両生類と同様の
培養法を用いて、トリおよびブタの色素上皮
組織や虹彩組織の器官培養をおこなって、網
膜幹細胞が存在するのか、するとしたらどの
ような性質をもつのかを研究した。虹彩組織
には神経幹細胞が存在するとすでに報告さ
れている。今回の研究によって、この幹細胞
が従来にないユニークな性質をもつことが
明らかになった。 
 
２．研究の目的 
⑴アフリカツメガエルは、成熟後も網膜を完
全再生する。再生の起源細胞は主に網膜色素
上皮 (RPE) 細胞である。RPE細胞以外には
毛様体幹細胞が周辺網膜を再生する。本研究
では RPE がどのような条件の下で網膜幹細
胞化するのかを上記の組織培養モデル系に
おいて研究した。眼球内の再生過程では、最
初にRPE細胞が元の色素上皮層から遊離し、
網膜の除去手術の際に眼球内に残された網
膜血管膜（網膜の基底膜）に移動付着して、
RPE上皮層を形成する。再生はこの細胞シー
トから始まり、元の色素上皮層の RPE 細胞
が再生することはない。このような観察から、
RPE細胞が幹細胞化するには、いったん基底
膜から遊離し、別の基底膜に再付着すること
が必要であり、またその間、RPE細胞同士の
接着も消えることになる。このような過程で
分子的に何が起こっているかを明らかにす
る事により、RPE細胞が網膜を再生する基本
メカニズムを解明することが研究の目的で
ある。 

 
⑵鳥類や哺乳類では、網膜の完全再生、つま
り、全網膜を除いた場合、RPE細胞をはじめ
として周辺組織の細胞から網膜が再生する
ことは全く報告がない。両生類型の網膜再生
はこれらの動物では不可能であろうと考え
られている。一方で、例えば、虹彩組織や毛
様体組織には網膜幹細胞様の細胞が存在す
ることが in vitroで証明されている。そこで、
本研究では、トリやブタの虹彩組織細胞が幹
細胞化するメカニズムをより詳細に研究し、
今後 RPE 細胞が幹細胞化するには何が必要
かを検討する基盤的な情報を得ることを目
的として研究をおこなった。また、虹彩組織
はヒトにおいても比較的容易に分離するこ
とが可能な組織で有り、移植等の目的に応用
することも十分可能であると考えられ、研究
の意義は大きい。 
 
３．研究の方法 
(1-1)アフリカツメガエル（以下、ツメガエ
ルと表示）の網膜を除去する手術をおこない、
経時的に、眼球を摘出後、色素上皮層と脈絡
膜を分離して、RNA を回収した。これを用い
て、炎症性サイトカイン遺伝子の発現量およ
び基質融解酵素 Matrix metalloproteinase 
(MMP)遺伝子の発現量について定量的 PCR
をおこなった。 
(1-2)ツメガエル RPE 組織の組織培養をおこ
なった。方法は、ツメガエルの眼球を摘出後、
RPE 組織を脈絡膜がついた状態で分離し、こ
れを培養用の膜フィルター付きカップ
(Millicell-CM, Millipore社)上に置いて培養
した。培養液を加え、25℃の培養器で培養し
た。色素上皮細胞の動きを経時的に観察し、
記録後、固定、抗体による染色をおこなった。
用いた抗体は、神経細胞の特異抗体
ßIII-tubulin、細胞接着分子、Connexin43, 
N-cadherin, 転写因子 Pax6、増殖マーカー
BrdUである。 
 また、in situ hybridizationを実施して、
組織培養した RPE 細胞で MMP 遺伝子の発
現を可視化した。 
(1-3)組織培養下で、阻害剤を用い、薬理学
的実験をおこなった。MMP の活性阻害剤
1,10-phenanthroline (PNTL)や抗炎症作用を
もつDexamethasoneが神経細胞分化にどのよ
うな効果を持つか、調べた。 
 
(2-1)トリ胚は孵化直前の 19 日胚を用い、虹
彩を分離した。またブタは、京都市の屠畜場
にて屠畜後 30 分以内の眼球を入手した。ト
リと同様に、虹彩組織だけを分離した。いず
れの動物の虹彩組織も分離後、小さな断片に
細切し（1mm 角程度）、タンパク分解酵素
Dispase にて 37℃で 18〜20 時間処理した。
その後、培養液でDispaseをよく洗い落とし、
マトリゲルに包埋して培養した。培養液は
Dulbecco MEM に牛胎児血清 8％を添加するか、
あるいは血清の替わりに無血清培養用添加



物 B27 を加えた。 
(2-2)抗体による染色。培養開始後経時的に
組織を固定し、抗体による染色をおこなった。
用いた抗体は、神経細胞の特異抗体
ßIII-tubulin、視細胞マーカー、rhodopsin、
iodopsin、および細胞増殖マーカーBrdU で
ある。 
(2-3)定量的 PCR、RT-PCRを、幹細胞マー
カーSox2、神経分化マーカーNeuroD、Otx2
等についておこなった。 
 
４．研究成果 
［その 1］ 
(1)網膜除去後に RPE 細胞が色素上皮基底膜
から遊離するのはMMPが関わっていると予想
して、Xenopus の 8 つの MMP 遺伝子について
経時的にその発現量を調べた（図１）。その
結果、Xmmp9 と Xmmp18 の 2 つの遺伝子は、 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
網膜を除去して 24 時間後には、極端に発現
上昇することがわかり、これはその後も継続
した。この事から、網膜を除去すると MMP 遺
伝子発現レベルが急速に上昇し、その結果、
RPE 細胞が、基質から遊離すると考えられた。
実際にRPE細胞で発現していることを培養組
織で調べることにした（図２）。 
 
(2)色素上皮を平面培養すると、周辺部から
色素上皮細胞(RPE 細胞)が這いだし、培養フ
ィルター上を遊走する。これらの細胞は、最
初は上皮構造を維持しているが、次第に接着
構造を失う。その後、神経分化が始まる。こ
の過程でいつMMP遺伝子を発現するのかを調
べたものが図 2である。周辺部の RPE 細胞に
は Xmmp9 および Xmmp18 の高い発現があり、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
周辺部から這い出した直後の細胞にもまだ
高い発現が認められるが、その後急速に低下
する。これはRPE細胞の移動開始に実際にMMP
活性が機能していることを示唆している。そ
こで、もし MMP 活性を抑制し、移動を阻害す
ると何が起こるかを検討した。 
 
(3)MMP 活性阻害剤、1,10-PNTL の効果を、培
養組織に投与することによって調べた。PNTL
を投与すると、培養組織の周辺部から RPE 細
胞が遊走しなくなった。また、2 週間後の神
経細胞分化を ßIII-tubulin 陽性細胞の数は、
大きく減少した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、MMP 阻害剤 PNTL が、RPE 細胞の接
着構造維持や転写因子 Pax6 の発現にどのよ
うな効果があるのかを Connexin43 や
N-cadherin の抗体を用いて調べた。その結果、
MMP 活性を阻害することによって、形成され
るはずの Gap 結合が形成されず、また Pax6
も発現されず、その結果、神経細胞分化が抑
制されると考えられた。また、PNTL は RPE 細
胞の増殖をかなり抑制した。 
 これらの実験結果から、RPE 細胞が増殖し、
網膜を再生するためには、MMP 遺伝子が発現
し、その結果として細胞移動と上皮の再形成
がおこることが必要であると強く示唆され
た。この事は、実際に眼の中で網膜再生がお
こるときに、最初に RPE 細胞がブルーフ膜か
ら遊離し、次に、基底膜に再接着し上皮形成
すること、また、遊離しない RPE 細胞は再生
過程に入ることなくRPE細胞の性質を変えな
いという観察とよく対応している。 
 
(4)では次に、網膜を除去すると何故 RPE細
胞にMMP遺伝子が発現するのか、について
検討を加えた。網膜除去後の眼内組織をよく
観察すると、RPE細胞層に隣接した脈絡膜で
強い炎症反応が観察される。そこで、網膜除
去にともなって脈絡膜に炎症反応が発生し
た結果、RPE細胞でMMP遺伝子が発現する
と仮定し、検討をおこなった。実際に、この
ような現象（炎症によりMMP発現の上昇）
は炎症組織や再生過程でよく知られており、
治癒の一過程でもある。 
 眼球内で網膜除去すると、24 時間以内に、

図１ 網膜除去後のMMP遺伝子発現 

図 1 PCRによるMMP遺伝子の発現 

図 2 MMP遺伝子の発現(B, D) 

図 3 MMP 活性阻害剤と神経分化



炎症性物質 IL-1βや TNF-αの発現が見られ
る。RPE 細胞の組織培養でもこれらの発現が
見られ、それによく対応して Xmmp9, 
Xmmp18 の発現上昇が見られた（図 4）。つ
まり、まず炎症性因子の発現がおこり、それ
によってMMP遺伝子が発現、その結果、RPE
細胞が移動開始すると予想される。この一連
の流れを検証するために、培養下で抗炎症作
用をもつ薬剤を投与し、その効果を調べた。
ここでは、dexamethasoneを用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

結果、RPE 細胞層からの RPE 細胞の遊走はか
なり抑制され、また神経細胞分化も相当に減
少した。 
 
(5)仮説の提唱。 
 以上の実験の結果およびこれまでの研究
代表者の研究成果より、研究代表者は、両生
類における網膜再生の過程を次のように考
えている。それを図示したものが下図である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 カエルやイモリの眼球から網膜を除去す
ると、当然ながら、出血や組織障害がおこる。
その結果炎症反応が開始するが、とくに脈絡
膜のように静脈性の血管が豊富な場所では
強い炎症性反応が起こると考えられる。事実、
組織像はそれを示している。脈絡膜に隣接し

ている色素上皮層では、炎症性サイトカイン
によって MMP 遺伝子の発現が誘導され、その
結果、RPE 細胞は基底膜から遊離、遊走する。
たまたま、すぐ近傍に RPE 細胞が接着できる
網膜血管膜が残されているので、ここに定着
し、RPE 細胞は上皮構造を再構築し、これら
の変化にともなって Rax 遺伝子や Pax6 遺伝
子など、網膜再生に必要な遺伝子が発現する。
今後この仮説を生体内において検証するこ
とは、両生類以外の動物、鳥類や哺乳類で、
なぜ両生類タイプの網膜再生がおこらない
のか、どうすれば可能なのかを検討していく
上で、大きな意味があると考えている。  
 
［その 2］ 
 上記のカエル網膜再生の研究と並行して
トリおよびブタの虹彩組織における網膜幹
細胞について、研究を実施した。その意図は、
将来、これらの動物の網膜再生研究を考える
上で重要な情報をあたえてくれると考えた
からである。ここでは、成熟ブタによる実験
の結果を報告する。 
 
(1)急速な神経分化の開始。 
 虹彩組織は、非神経組織である。ところが、
虹彩組織を Dispase 処理後、Matrigel に包埋
して培養すると、遅くとも 48 時間後には、
神経細胞の分化が確認された。一方、視細胞
の分化は、これほど早い時期には認められな
かったが、約 1ヶ月後には多数のロドプシン
陽性の細胞が出現した。つまり、虹彩内には
網膜幹細胞様の細胞が存在することになる。
従来の研究報告では、かなり複雑な手続きを
経て、また時間をかけて虹彩から神経分化が
おこるとされているが、今回、このような急
速な分化現象を初めて見つけた。この過程を
RT-PCRによっても解析し、培養にともない、
rhodopsin 遺 伝 子 や 神 経 特 異 遺 伝 子
NeuroD1、幹細胞遺伝子 Sox2が培養にとも
ない発現する事を明らかにした。 
 さらに、予備的な実験では、Wnt シグナル
賦活剤のBIOによって神経分化が抑制される。
現在、そのメカニズムを詳細に研究中である。 
 
(2)継代培養による長期安定神経細胞株の分
離。 
 マトリゲルで培養することにより、神経細
胞の分化を確認できた。培養条件を、通常の
平面培養にすると、神経分化や視細胞分化は
おこらない。この状態で虹彩色素上皮として
よく増殖する。これを回収して Dispase 処理
し、マトリゲルに包埋培養すると、神経分化
が起こる。つまり、平面培養下では幹細胞状
態で維持し、マトリゲル培養で分化させるこ
とが可能であると言える。 
 このようにしてきわめて長期にわたり（6
ヶ月〜10 ヶ月）、平面培養したものをマトリ
ゲル培養に移し、ほぼ全部の細胞が神経細胞
に分化するような株（？）を分離した。この
成果は、今後の研究による解析を考える上で

図 4 RPE 組織培養下での IL-1b, TNF-a, 
MMP遺伝子の発現 



も大変興味深いと考えている。 
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