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研究成果の概要（和文）：視覚は生活の質の維持に重要な要素であり、視機能の再生・維持を目的として、iPS
細胞を用いた細胞移植、チャネルロドプシンを用いた機能回復、人工網膜などの研究が進んでいる。一方で、網
膜の内在性幹細胞を利用した神経細胞の再生源として、ミュラーグリア細胞が注目されてきた。本研究ではアデ
ノ随伴ウイルス（AAV）を用いた遺伝子導入により、傷害時のミュラーグリア細胞の増殖とその後の神経細胞へ
の分化を促進することを目的とし、候補因子の比較、網膜へのAAV導入効率を検討した。

研究成果の概要（英文）：Recovery of visual function is a recent issue for regenerative medicine. 
Several methods, such as iPS cell-based retinal cell/tissue transplantation, recovery of visual 
function using channel Rhodopsin and artificial retinal implant, are in progress. On the other hand,
 retinal Muller glia is focused as an injury-induced retinal stem/progenitor cell in vertebrate 
species. Regeneration of retinal neuronal cells from Muller glia has also been studied. In this 
study, we examined regeneration potential of mouse Muller glia by inducing candidate regeneration 
promoting genes by using adeno-associated virus transfection.

研究分野：網膜　発生生物学　再生　分子生物学
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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 
哺乳類において中枢神経細胞の再生は非常に起こりにくいと考えられており、確かに網

膜の変性疾患で失われた視機能が自然に回復することはない。しかし、内在性に神経細胞

を再生する能力がまったく無いわけではなく、これまでの研究で網膜内の主要なグリア細

胞であるミュラーグリア細胞から神経細胞を再生できることが報告されてきた。たとえば

成体ラット網膜に対して急性傷害を与えるとミュラーグリア細胞が増殖を開始し、さらに

遺伝子導入によって網膜内の神経細胞への分化を促進できることが示された。これらの増

殖性ミュラーグリア細胞は網膜前駆細胞様のマーカー遺伝子を発現しており、傷害後に

Wnt や上皮細胞成長因子（EGF）といった増殖促進因子や分化促進因子を添加するとミュ

ラーグリア細胞の増殖が促進され、神経細胞に分化する細胞も増えることが報告されてい

る。マウスではミュラーグリア細胞の増殖が生後 2 週齢以内の若いマウスでしか見られな

いという報告もあるが、申請者はこれまでの研究で成体マウス網膜でも傷害後にミュラー

グリア細胞が網膜前駆細胞と共通のマーカーを発現し、C57BL/6（B6）系統に対して 129 系

統、BDF1（B6 と DBA2 の掛け合わせ第一世代）マウスではより多くの細胞が増殖しており、

さらにこれらの B6 以外の系統では Wnt シグナル活性化因子、EGF、繊維芽細胞成長因子

（FGF）、FGF+インスリンをそれぞれ添加したときにミュラーグリア細胞の増殖が促進され

ることを示した。さらに、ミュラーグリア細胞の増殖しやすさの違いに関わる因子を調べ

るために最も差の大きかった B6 系統と 129 系統の間で網膜傷害前後での遺伝子発現の差

を比較した結果、傷害後に 129 系統では網膜前駆細胞と共通の遺伝子の発現が上昇してい

たのに対し、B6 系統では炎症応答に関わる因子の発現が高くなることが示された。 

ミュラーグリア細胞由来の網膜再生能が非常に高いゼブラフィッシュでは、先に挙げたWnt 

シグナル、EGF シグナル、FGF シグナル、インスリンシグナル全てが網膜傷害後に上昇し、

それらが相乗的に網膜神経細胞の再生を促進することが示されている。申請者らが得た結

果は、遺伝的背景に影響されるものの、これらのゼブラフィッシュと共通のシグナルが哺

乳類でもミュラーグリア細胞の網膜前駆細胞化を促進することを示している。しかし、上

に挙げたような増殖因子の眼内への添加はミクログリアや血管内皮細胞などに対しても非

特異的に増殖促進する可能性が高く、ミュラーグリア細胞特異的に増殖・脱分化に重要な

遺伝子を制御する事が必要である。 

 
２．研究の目的 
   本研究では、申請者がこれまでに行ったマウス系統間での遺伝子発現量の比較データとゼ

ブラフィッシュでの報告をもとに、まず哺乳類のミュラーグリア細胞株を用いて網膜前駆細

胞化と神経細胞への分化に寄与する候補遺伝子の機能評価を行う。さらにここで絞り込まれ

た候補遺伝子・遺伝子群を生体網膜内のミュラーグリア細胞に高効率で感染する改変型アデ

ノ随伴ウィルスを用いてマウス・ラットに投与し、光傷害による急性の視細胞変性モデルと

遺伝的な網膜変性疾患モデルでもミュラーグリア細胞の網膜前駆細胞化と網膜神経細胞の

再生が促進されるかどうかを検討する。すでに転写因子の組み合わせによって増殖性のミュ

ラーグリアから特定の網膜神経細胞への分化誘導効率が上がることが知られており、これら

の遺伝子をさらに加えることで生体内でより高効率に目的とする神経細胞が再生されると

期待できる。また、成体で常に視細胞が新生されているゼブラフィッシュとは異なり、恒常

的な細胞新生が見られない哺乳類網膜内で神経細胞への分化と生着を促進するために、in 



vitro の視細胞分化誘導系で効果が見られているレチノイン酸やタウリン、また眼内の炎症

抑制による新生細胞の生着促進を試みる。 

 

３．研究の方法 
     申請者が行った網膜傷害後に発現が上昇する遺伝子のマウス系統間での比較により、ミュ

ラーグリア細胞の増殖に対応して発現が高くなる遺伝子の中には網膜前駆細胞と共通の遺

伝子があることが示された（78 個中7 個）。これらの中にはCyclin やMyc など細胞周期の

制御に直接かかわる遺伝子の他に、神経幹細胞の未分化性や細胞増殖と分化に関わる機能が

既に報告されている遺伝子が複数含まれていた。これらの遺伝子と先行研究で用いられてい

るAscl1 をミュラーグリア細胞の網膜前駆細胞化促進候補因子とし、まず株化されたミュラ

ーグリア細胞（C57M10、MIO-M1等）又はミュラーグリア細胞の初代培養を用いて機能を評価

する。Pollak らの方法ではマウスミュラーグリア細胞の初代培養作成から20 日程度で網膜

神経細胞のマーカー発現を確認しており、これを指標に候補遺伝子の導入によって網膜前駆

細胞に特徴的な遺伝子発現が見られるかどうか、ミュラーグリア細胞に特徴的な遺伝子の発

現が低下するかどうかを確認する。またミュラーグリア細胞の初代培養細胞は増殖が遅いが

（1 週間で2 倍程度）、Ascl1 を導入すると細胞増殖が促進されていることから、同様にpH3 

で検出できるM 期の細胞数が変化するかどうかを確認する。第一目標としては対象として用

いるAscl1 よりも網膜前駆細胞化が早く、又は効率よく見られる候補遺伝子があるかどうか

を検討する。ここでそれほど大きな差が見られなかった場合、Ascl1 と他の候補遺伝子の組

み合わせを試し、相乗的効果が得られるかどうかを検討する。また、前駆細胞化促進候補に

加えて発生過程で網膜の各神経細胞への分化を制御する遺伝子の組み合わせを導入したと

きに分化の方向性が変化するかどうかを免疫染色により検討する。 

   先年度の研究で得られるミュラーグリア細胞の前駆細胞化遺伝子、又は前駆細胞化遺伝子

と特定の神経細胞への分化促進遺伝子の組み合わせを網膜変性モデルマウスにアデノ随伴

ウィルスを用いて導入し、生体内でのミュラーグリア細胞由来の神経細胞の再生が促進され

るかどうかを検討する。これまでの報告で変性する視細胞の量が多いほどミュラーグリア細

胞の脱分化が起こりやすいことが言われており、申請者が薬剤投与による変性モデルと光傷

害モデルを用いて検討した場合も確かに視細胞の変性が早いほど多くのミュラーグリア細

胞が増殖していた（未発表）。これらの結果から、まず傷害の強さを人為的に光の強さでコ

ントロールでき、視細胞変性のモデルとしてよく使われている光傷害モデルに対してin 

vitro で検討した候補遺伝子を導入し、視細胞の再生効果があるかどうかを検討する。遺伝

子導入には先に述べたように硝子体注射でミュラーグリア細胞に効率よく感染することが

できる改変型アデノ随伴ウィルス（ShH10）を用いる。光傷害直前に候補遺伝子を発現する

アデノ随伴ウィルスを投与したマウスに対して、LED ライトを一定時間照射する。増殖細胞

をラベルするために腹腔注射によりBrdU を投与する。ラットの光傷害モデルでは傷害後2 

日‐3 日目にミュラーグリア細胞の一過的な増殖が見られ、1 週間程度で視細胞外節の消失

と外顆粒層の網膜全層に対する比率の顕著な減少が認められる。そこで傷害後１日目から４

日目までの間に遺伝子導入によってミュラーグリア細胞の網膜前駆細胞化が促進されるか

どうかをBrdU の取り込みやin vitro の検討で使用したマーカー遺伝子の発現で確認する。

増殖から神経細胞への分化に移行すると予想される5 日目以降については、導入遺伝子の効



果を増殖したミュラーグリア細胞由来と考えられるBrdU 陽性細胞の位置と神経細胞マーカ

ーの発現によって検討し、さらに、各神経細胞への分化の比率を特異的なマーカーの染色で

確認する。BrdU 陽性細胞の生着率が低い場合には、全体的な炎症を抑える合成ステロイド

剤やミクログリアの活性化を抑えるミノサイクリンの投与で改善を試みる。また、より長期

に外顆粒層の厚さが遺伝子導入によって保たれるかどうかを光干渉断層計によって継時的

に観察し、顕著な効果が見られればERG や行動解析によって機能の回復を検討する。 

４．研究成果 

（１）マウス系統ごとのミュラーグリア細胞の増殖性の違い 

   これまでの研究で近交系である B6 

マウスと 129 マウス、BDF1 マウス間で

ミュラーグリア細胞の網膜傷害後の

増殖能に差があることを見ていたが、

加えて Balb/c マウスとコンジェニッ

クであるICRについても比較検討を行

った（図１）。これまでの結果と同様

に、B6 以外の系統は GSK3 阻害剤存在

下ではミュラーグリア細胞の増殖が

促進された。 

 

 

（２）増殖促進候補因子としての Hmga2 の網膜での発現 

まず Ascl1 と共発現させる

増殖促進因子として以前の

スクリーニングで得られた

Hmga2 の発現を発生中のマ

ウス網膜組織で確認した

（図２）。脊椎動物の網膜で

は周辺部に幹細胞が存在し、

前駆細胞から最終分裂を終

えた分化細胞が中心部に向

かって加えられていくが、

Hmga2 は周辺部で細胞増殖

マーカーである Ki67 と共局在しており、これまでの報告にあるように、より未分化性の

高い細胞で発現していると考えられた。 

 

 （３）遺伝子導入用ウイルスベクターの作成と in vivo 遺伝子発現の検討 

   網膜ミュラーグリア細胞へ遺伝子を導入するプラスミドベクターおよびアデノ随伴ウイ

ルス（AAV）ベクターを作成し、培養細胞、網膜組織培養、さらに生体マウス網膜への感染

の検討を行った。培養細胞には高効率で感染し、導入遺伝子タンパク質の発現を確認でき

た。以前 B6と 129 マウスの網膜組織培養で細胞増殖を比較した実験を参考に、生後 8週齢

B6マウスの網膜組織培養に対して、VenusとHmga2又はAscl1をAAVにて導入したところ、
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図２胎生 12日、16日マウス網膜でのHmga2タンパ

ク質の発現。Hmga2（緑）は G1/S 期マーカーであ

る Ki67（マゼンタ）よりも網膜の辺縁部に限局した

発現を示した。右の図は中央の図の破線部分の高倍率

像。 

 
図１網膜組織培養を用いた BrdU 陽性ミュ

ラーグリア細胞の数の比較。□：薬剤添加

なし、■：GSK3 阻害剤あり。 



ミュラーグリア細胞への感染は見られたが増殖は確認できなかった（図３）。 

成体マウス由来の網

膜組織培養および生

体マウスでの AAV に

よる遺伝子導入効率

が予想よりも低く、

増殖能の変化の観察

が困難と考えられた

ため、まず感染効率

に影響する条件を検

討した。その結果、ウイルスベクターの精製過程よりも実験に用いるマウスの週齢が感染

効率に大きく影響していた。最終的に生後１０日目以内のマウスに対しては、改変型ウイ

ルスベクターの使用により硝子体側から広範囲に遺伝子を導入することができた。本研究

ではこれまでの実験結果から６週令以上の成体網膜に対して実験を行う予定だったが、ウ

イルスベクターの特性により生後１０日以内の幼若マウスを用いることに変更した。生後

７日目マウスの網膜に硝子体注射によって AAV ベクターを注入したが、Ascl1、Hmga2 の単

独発現では蛍光タンパク質のみを発現させた対照群と細胞増殖や導入された細胞の種類

に違いは見られなかった。 

  （４）ラットミュラーグリア由来培養細胞での比較 

   AAV による in vivo での遺伝子導入では導入効率のばらつきが予想以上に大きかったた

め、培養細胞にて細胞増殖および神経細胞への分化能の違いを比較するためにラットミュ

ラーグリア細胞から樹立された細胞を購入し、遺伝子導入実験を行った。 

（５）視細胞障害モデルマウスの作成 

   先行論文では遺伝子改変により Cre 依存的にミュラーグリア細胞で Ascl1 を発現させた

マウスに対し、NMDA 投与による網膜傷害を与えてミュラーグリア細胞の増殖と神経細胞へ

の分化を検討している。しかし NMDA 投与では障害される神経細胞の種類を選べないことか

ら、光障害による視細胞死を検討した。B6 マウスには Rpe65 遺伝子の多型により光による

視細胞変性が起こりにくいと言われているため、当研究室で CRISPR/Cas9 法により作成し

たヒトの遺伝子変異を持つ疾患モデルマウスを用いて、光照射による視細胞変性の有無を

検討している。 
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