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研究成果の概要（和文）：本研究は哺乳類における網膜再生を目指した基盤研究である。眼の形成に関わる遺伝
子群は多くの動物で共通しているが、再生できる動物とそうでないものに分かれる。この原因は遺伝子の機能を
調節するエピジェネティクス修飾の違いが原因であると推測し研究を行った。その結果発生期（未成熟）網膜で
は、損傷後網膜を再生できる能力が存在するが、成熟するにつれてその能力が失われていくことが明らかとなっ
た。さらに再生能の担い手となるミュラー細胞では遺伝子の活性を抑制するエピジェネティクス修飾が強くなっ
ていることも示された。しかし本研究によりこの抑制状態は変えうる可能性があること分かった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to regenerate the retina after injury.  Although 
genes involved in eye development very similar to those of other animals, the regenerative ability 
of retina differs between mammal and fish.  We guessed that one of the cause of inability to 
regenerate is epigenetic modification that regulate genes expression.  We found that immature retina
 has the regenerative ability of retina after the damage and also found this ability is gradually 
lost until the retinal maturation.  Furthermore, we elucidated that genes of mature M&uuml;ller 
cells that is the soure of retinal regeneration were strongly repressed by epigenetic modification. 
 Our results indicated the possibility that this repression will be removed.

研究分野： 再生

キーワード： 再生　網膜　エピジェネティクス
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1．研究開始当初の背景 
【遺伝子発現のエピジェネティクス制御】 
近年、クロマチン（DNA がヒストンタン

パク質に巻き付いた状態）の修飾が遺伝子発
現に重要な役割を果たしていることが示さ
れている。これはエピジェネティクス制御と
言われ、ヒストンおよび DNA 配列自体に対
する化学的修飾（メチル化、アセチル化など）
が、クロマチンの構造またはタンパク質の結
合状態を変えることで遺伝子発現を制御す
る機構である。これまで発生や再生など形態
形成における分子機構の研究が盛んに行わ
れてきているが、いまだに十分な解明には至
っていない。それは遺伝子発現を直接制御す
る転写調節因子（以下、転写因子）の動態の
みに注目して研究が行われてきたことが一
因であると考えられ、今後エピジェネティク
ス制御を含めた解析を行うことで、より総合
的な分子メカニズムの理解が可能になると
考えられる。 
【網膜発生とヒストン H3K27 のメチル化】 

Ezh2 はヒストン H3 の 27 番目のリシン
（H3K27）をメチル化する PRC2 複合体の中
心因子として働き、修飾領域の転写活性を抑
制することで、様々な組織の増殖や分化の制
御に関わっている。カエル網膜の発生におい
て Ezh2 は網膜前駆細胞に強く発現し 1）、細
胞周期を促進すると同時に神経分化の誘導
にも作用する 2）。一方、Jmjd3 は Ezh2 とは
逆に H3K27 を脱メチル化することで、その
ゲノム領域における転写因子などのアクセ
スを容易にする。申請者らによるカエル胚を
用いた先行研究において、眼で発現している
転写因子 7つを予定上皮割球に共注入すると
小さな色素細胞しか誘導されないが、Jmjd3
と共発現させると眼組織を異所的に誘導す
ることができる。この時、Jmjd3 は共注入し
た転写因子 Pax6 の標的 DNA 配列に対する
結合性を促進させていることが明らかとな
った（投稿準備中）。これらのデータはH3K27
のメチル化制御が網膜発生に重要な役割を
果たしていることを示唆しており、転写因子
とエピジェネティック因子の共役に着目し
た研究の必要性が強く認識される。 
【網膜再生能の種差とエピジェネティクス
制御】 網膜のグリアであるミュラー細胞は
網膜損傷に際して神経を再生する能力があ
るため、網膜内在性幹細胞として注目されて
いる。しかしこの再生能力には著しい種差が
あり、魚類では損傷後ミュラー細胞が増殖し、
神経細胞に再分化することで網膜を再生す
るが３）、哺乳類のミュラー細胞はほとんど
増殖せず、損傷された網膜を修復することは
ない。この種差の理由は不明であるが、眼の
発生に関わる転写因子群は魚類からヒトま
でほぼ共通しており、ミュラー細胞の特性の
種差（魚類 vs 哺乳類）はエピジェネティク
ス制御によって説明できるのではないかと
推測される。 

【網膜前駆細胞 vs ミュラー細胞】 
マウスのミュラー細胞は上述のように網

膜損傷後もほとんど増殖しないが、転写因子
の発現は増殖能・多分化能をもつ網膜前駆細
胞と極めて類似している４）。したがって、
発生期に網膜前駆細胞がミュラー細胞に分
化する過程でエピジェネティックな制御に
よりその増殖能や神経分化能を失っていく
ものと推測される。また発生期の未成熟なミ
ュラー細胞は増殖因子に対する反応性を保
持するが、分化と共に失っていくことも報告
されている５）。従って未分化な網膜前駆細
胞、未成熟ミュラー細胞、成熟ミュラー細胞
という細胞系列間で、その再生能とエピジェ
ネティック因子の動態を比較することによ
り、哺乳類の網膜再生能を制御するエピジェ
ネティック因子を探索することができると
考えられる。 
２．研究の目的 
本研究は将来網膜再生を実現するために

必要な基盤的知識を得ることにある。（1）網
膜前駆細胞の分化過程における再生可能時
期を特定する。（２）エピジェネティックス
制御は網膜の再生能の違いの原因となり得
ること明らかにする。（３）適切なエピジェ
ネティック因子および転写因子の導入によ
り、哺乳類ミュラー細胞の再生能の賦活化を
検証する。 
３．研究の方法 
網膜再生のエピジェネティック制御につ

いて解析を行う前に、まず正常網膜における
エピジェネティック因子の発現及びヒスト
ン修飾の状態を明らかにする必要がある。こ
れまで個々の因子について解析が行われた
例はあるが網羅的に調べられた例はない。
【実験①】発生期網膜におけるヒストンメチ
ル化・脱メチル化因子のｍRNA の局在を in 
situ hybridization 法により解析を行った。
【実験②】発生期網膜におけるヒストンメチ
ル化修飾の変化を蛍光抗体染色法により解
析を行った。解析に用いた抗体は主に転写制
御に関わることが知られているヒストン
H3K4、H3K9、H3K27、H3K36、H4K20 のそれぞ
れモノメチル(me1)・ジメチル(me2)・トリメ
チル(me3)である。【実験③】本研究では哺乳
類ミュラー細胞が網膜前駆細胞のように増
殖できない理由を細胞のエピジェネティッ
クな修飾の違いによるものであると推測し
ている。そこで網膜前駆細胞とミュラー細胞
のヒストンメチル化修飾の違いを解析した。
【実験④】細胞培養系に注目し増殖中のミュ
ラー細胞のヒストン修飾の解析を行った。
【実験⑤】本実験では、視細胞変性後に視細
胞を再生する能力を網膜前駆細胞、未成熟ミ
ュラー細胞、成熟ミュラー細胞の間で比較す
ることを計画した。このために、任意の時期
に視細胞変性を誘導できる動物モデルが必
要である。図 1に示すように時期特異的視細
胞変性マウスは視細胞（桿体、錐体細胞）特



異的に発現するcrx遺伝子のプロモーター下
に CreERT2 酵素遺伝子を導入したマウス（大
阪大学古川貴久博士より供与）とユビキタス
プロモーター（ROSA）下に flox-stop カセッ
トおよびジフテリア毒素（DT-A）遺伝子を導
入したマウス(ジャクソン研究所より購入）
を交配して作製した。視細胞において発現す
るCreリコンビナーゼはタモキシフェン投与
によりジフテリア毒素が発現する。ジフテリ
ア毒素が翻訳阻害を引き起こすことで、視細
胞が変性（細胞死）する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 

４．研究成果 
【実験①】25個のヒストン脱メチル化因子と
３つのヒストンメチル化因子の配列をクロ
ーニングし in situ hybridization 法により
mRNA の発現を解析した。その結果ヒストン脱
メチル化因子 KDM1A、1B、２A,２B、３A、３B、
４A～D、5A～D、６A、６B、７A～C、NO66 お
よびヒストンメチル化因子 G9a、SETDB、
SUV39H1 がそれぞれ程度差は見られるが広く
胎生初期（胎生 12-14 日）の網膜で発現して
いることが明らかとなった。これらの結果か
ら網膜神経細胞の分化開始時にエピジェネ
ティック修飾が大きくかかわっている可能
性が示唆された。 
【実験②】マウス網膜の発生過程（胎生 12、
14、18 日、生後 4、10 日及び 5週齢（成体））
におけるヒストンメチル化修飾の変遷を明
らかにした。網膜全体における概要を以下に
示す。ヒストン H3K4me1、2、3の修飾は活性
化している遺伝子のエンハンサーやプロモ
ーターで見られる。網膜前駆細胞から分化を
開始した細胞群（胎生 14 日の内神経芽細胞
層）において最も強い修飾を示すが、分化の
進行と共に修飾レベルは徐々に減少する。一
部の網膜神経細胞では強い修飾が維持され
ている。一方で遺伝子の抑制に関わる修飾
（H3K9me1、2、3及び H3K27me1、2、3）は大
きく異なる修飾パターンを示した。H3K9me1、
2、3は発生初期から成体に至るまで常時維持
されているが、特に H3K9me1 は胎生 14 日の
内神経芽細胞層で一時的に強くなり、その後
減少する。しかし成体の内顆粒層（網膜神経
細胞の核が集まる層）の一部の細胞では強く
修飾が維持されている。H3K9me２は神経細胞
の分化と関わりなく、各細胞均一に低いレベ
ルで修飾が維持されていた。H3K9me3 は

H3K9me1同様に胎生14日の内神経芽細胞層で
一時的に強くなるが、その後徐々に弱くなり、
成体網膜では特に外顆粒層（視細胞核の存在
する層）の視細胞核の中心部で強く染色され
るようになる。次に H3K27 のメチル化修飾は
網膜の分化が進むにつれて修飾が強くなる
傾向が見られた。特に H3K27me1，３は胎生
12 日ではほとんど検出されないが、成体網膜
の内顆粒層では弱～中程度の修飾が見られ
た。H3K27me２の修飾は胎生期から維持され
るが、成体ではほぼすべての細胞で核膜内部
を裏打ちするように見られる。H3K36me1 のヒ
ストン修飾の機能は明らかになっていない。
いずれの発生段階でも低いレベルで染色さ
れた。初期では核内の一部領域に偏って染色
されるが、成体に近づくにつれ核膜内を裏打
ちするような染色像を示す。H3K36me2 は複製
フォークの修正に関わることが知られる。こ
れも H3K36me1 同様に発生初期では核内の一
部領域に偏って染色されるが、次第に修飾が
強くなり成体の内顆粒層では多くの細胞で
修飾が維持される。外顆粒層の視細胞では
H3K36me1 同様に核膜内を裏打ちするような
染色像を示した。H3K36me3 は活性化遺伝子の
遺伝子配列を修飾していることが知られる。
その意味で H3K4 のメチル化と同様に胎生 14
日の内神経芽細胞層で一時的に強くなる。成
体に至っても修飾が比較的強く維持されて
おり、核膜内膜を裏打ちするような染色を示
す。H4K20me1 は活性化遺伝子のプロモーター
での修飾が知られ、H4K20me2 は細胞周期との
関連が報告されている。両者は類似した変化
を示し、胎生期において一部の細胞において
のみ染色が見られ、H3K36me1、２同様に核内
において一部領域に偏っているように見ら
れる。しかし生後にはいずれの細胞において
も修飾が見られるようになる。H4K20me3 の修
飾は H3K4 のメチル化と同様に胎生 14日の内
神経芽細胞層で一時的に強くなり、成体に至
っても内顆粒層で修飾が強く維持される。ま
た H4K20me1、2、3 はいずれも外顆粒層の視
細胞核の核内を裏打ちするような染色を示
した。 
 これら結果から発生期網膜におけるヒス
トンメチル化修飾の程度及びクロマチンの
核内配置がダイナミックに変化しているこ
とが明らかとなった。またヒストンのメチル
化修飾が単なる転写の指標であるならば全
ての網膜神経細胞が同様の修飾状態を示す
と考えられるが、実際にはそうではないよう
である。分化後の機能やその維持にも関与し
ていることが推測される。 
【実験③】網膜前駆細胞とミュラー細胞にお
けるヒストンメチル化修飾の比較を行った
（表 1）。網膜前駆細胞では遺伝子の活性化に
関わるヒストンH3K4me1、2、3の修飾が強く、
抑制に関わる修飾 H3K27 me1、2、3は非常に
弱いか又はほとんど検出されないレベルで
あった。一方ミュラー細胞では H3K4me1、2、
3の修飾が弱く、H3K27 me1、3 の修飾が強い



ことが分かった。また抑制に関わる H3K9me1 、
３もミュラー細胞で非常に強く修飾が見ら
れた。H3K9me2 および H3K36me1 はいずれの細
胞も大きな変化はなく低いレベルで維持さ
れている。H3K36me2、3 は網膜前駆細胞では
比較的強く染色が見られるが、ミュラー細胞
では低くなっている。H4K20me1、2 は両細胞
とも中程度の修飾を示すが、H4K20me3 はミュ
ラー細胞において特に強く染色されていた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

（表 1） 
まとめると網膜前駆細胞では遺伝子の活

性化に関わるヒストン修飾が強く、抑制に関
わる修飾は低い。一方でミュラー細胞では活
性化に関わる修飾が低く、遺伝子の抑制に関
わる修飾が強い。従って網膜前駆細胞とミュ
ラー細胞で明らかにヒストン修飾が大きく
異なる。これらの結果は本研究の仮説を支持
するものといえ、さらに哺乳動物においてミ
ュラー細胞による網膜再生が起こらないエ
ピジェネティックな原因の一端を示したも
のと言える。 
【実験④】網膜前駆細胞とミュラー細胞のヒ
ストン修飾の比較より、増殖中のミュラー細
胞ではどのようなヒストン修飾状態にある
のか新たな疑問が生じた。そこでマウス網膜
の初代培養系を用いて増殖中のミュラー細
胞におけるヒストン修飾について解析を行
った。網膜は生後 9日、14日、3週齢（成体）
マウスを用い、S 期の細胞周期マーカーであ
る BrdU を用いて細胞周期に入っている細胞
を確認した。結果、いずれのサンプル群でも
細胞周期に入る細胞が存在することが分か
った。増殖中の細胞では遺伝子の抑制に関わ
る H3K9me3 及び H3K27me2、3 の修飾が大きく
減少し、一方で遺伝子の活性化に関わる
H3K4me2 の修飾レベルには大きな変化は見ら
れなかった。では細胞周期に入った細胞が何
の細胞であるのか検討すると、生後９日の網
膜では後期の網膜前駆細胞が存在する可能
性が考えられるが、生後 14 日（未成熟ミュ
ラー細胞）並びに 3週齢（成熟ミュラー細胞）
では明らかにミュラー細胞が細胞周期に再
進入したと考えられる。これらの結果からマ
ウスミュラー細胞は分化後に遺伝子の抑制
に関わるヒストンメチル化修飾が強くなる
が、それらは細胞環境の変化により取り除か
れることで細胞周期に再進入することが可
能であることを示したと言える。さらに驚く

べきことに3週齢マウスにおいても細胞周期
に再進入した点である。一般的に生体内で成
熟したミュラー細胞が細胞周期に入ること
は無いと考えられている。しかし培養系にお
いては成熟ミュラー細胞でも細胞周期に再
進入するコンピテンスが維持されているこ
とが明らかとなった。従ってミュラー細胞の
ヒストン修飾を変化させる原因因子の解明
に大きな進展をもたらす有用な手段を得た
といえる。 
【実験⑤】時期特異的視細胞変性実験を行う
為に DTA+/-,CrxCre+/-マウスにおいてタモ
キシフェン投与し、視細胞変性（細胞死）を
誘導することが確認された（図２-A,B）。こ
のトランスジェニックマウスを用いて生直
後から順にタモキシフェンを投与し、視細胞
変性後の再生可能時期について検討を行っ
た。結果、生後 3日までにタモキシフェン投
与を行った DTA+/-,CrxCre+/-マウスでは細
胞周期マーカーである BrdU の取り込みが野
生型のコントロールマウスに比べて多く見
られた。生後 4日目以降に投与したマウスで
は視細胞変性後の BrdU の取り込みは見られ
なかった。さらに生後 1日のマウスにタモキ
シフェン投与し、5日後に BrdU を投与、生後
20 日目で固定したマウスで、BrdU 陽性細胞
が視細胞、ミュラー細胞、双極細胞の３種に
分化していることが明らかとなった（図２
-C,D）。しかしタモキシフェン投与後細胞死
が確認されるまでに２日程度かかることか
ら、生後３日に誘導をかけたマウスは生後５
日ごろに細胞死が見られることになる。この
時期には後期網膜前駆細胞又は未成熟ミュ
ラー細胞が存在しており、どちらの細胞が細
胞死に応答して細胞周期に再進入したかは
確認できていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２） 

これらの結果をまとめると、分化中の網膜は
損傷に応答し、細胞周期に再進入することで
視細胞を再生させることができる。しかしそ



の再生能は分化と共に（生後 6日以降）失わ
れたと考えられる。これらの知見はマウスの
網膜再生可能時期の存在を初めて明らかに
したものである。 
これまでの報告から、網膜損傷と同時に

EGF などの成長因子を眼球に直接投与し、再
生させる例６）が報告されているが、わずか
なアマクリン細胞しか再生しない。また生後
10 日のマウスで網膜損傷と同時にミュラー
細胞に転写因子Ascl1を発現させると視細胞
を再生できることが報告されている７）。本
研究では生後４-５日であれば何の投与もな
く自己再生する可能性を示した。以上の結果
から生後４-５と 10日の間に一段階再生能力
が失われ、さらに Ascl1 を成体網膜で発現さ
せても再生が行らないことから７）、生後 10
日から成体に至る間でさらに再生能が失わ
れていくと考えられる。その原因について
Ueki らは、成体マウスのミュラー細胞では
proneural gene へ の chromatin 
accessibility が減少していることを示唆す
る結果を示している７）。従って成熟ミュラ
ー細胞のエピジェネティック修飾を変えう
る因子を同定し、修飾を変えることで成体網
膜の再生を引き起こす可能性が見いだせる
と考えられる。 
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