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研究成果の概要： 
マウスを用いて網膜細胞移植実験を行い、細胞生着のための知見を得た。グリオーシスやマク

ロファージの集積を促進するような炎症環境は移植細胞の生着に好ましくない事が示唆された。

移植細胞とホストとの免疫適合性も大切と思われ、ES 細胞からの分化も種を考慮する必要性

が示唆された。変性網膜への移植については、いずれの変性段階においても移植細胞の生着は

みられ、異所性であってもシナプスを形成する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
我々のところで ES 細胞からの視細胞分化方

法を確立し、移植成果を検討する段階となっ

た。野生株マウスにおいては生後３日令か

ら７日令位の発育段階の視細胞であれば、

成体網膜内にきれいに生着することが報告

され（MacLaren RE et al. NATURE 444: 

203–207, 2006）、変性網膜において機能回復

のための視細胞の移植条件を検討するため

に、そのためのよりよいホスト環境の整備と、

移植細胞の効率よい準備と純化が必要な段

階となった 

 
２．研究の目的 

野生株マウス成体網膜への視細胞生着の

報告をうけて、我々のところでもまず野生

株生体網膜への移植手技方法を確立した。

そこで本研究においては、急性、慢性２つ



の変性モデルを用いてその進行過程の時期

を変えて視細胞が生着するかどうかを観察

した。また、変性進行期におけるグリオー

シスによるホスト側網膜のバリア形成反応

を考慮し、異なる移植時期におけるコンド

ロイチナーゼの効果についても検討した。 
 
３．研究の方法 

移植時のホスト環境については、6‐8 週令

の BL/6 マウスに 50mg／kg の MNU を腹

腔投与し、急性変性モデルを作成、その１

日後、５日後、７日後に移植を行った。

C3H/HeJ(rd)マウスでは３週令、４週令、

５週令で移植を行った。MNU５日後、７

日後及び rd マウスの移植では、コンドロ

イチナーゼ（0.05U/μl）を添加したものと

も比較した。移植細胞には生後３日から７

日令の GFP または Nrl-GFP マウス網膜を

用いた。移植網膜は２週間後に固定し、

GFP(移植細胞)、GFAP, Iba1 (microglia ) 
PKC(rod bipolar) の免疫染色を行い、移植

細胞の生着数、移植細胞と microglia, glia
細胞、2 次ニューロンとの関係を評価した。  
 

４．研究成果 

まず、6‐8 週令の BL/6 マウスにおける視

細胞移植のプロトコールを確立した。この

段階で、異系間でのホスト−移植細胞は生着

がよくないことを観察し、ES 細胞からの

細胞準備においても免疫的な適合性を考慮

することが示唆された。ES 細胞からの分

化細胞の準備についてはその点も含めて引

き続き今後の研究中に検討していく。 
また、移植後の機能評価の一手段として、

網膜組織培養を行い、網膜電位を測定する

方法を確立した。 
移植環境の実験において、rd マウスにおい

てはマイクログリア集積数、GFAP 発現と

も２−４週令では２週令が最大で、あとは

徐々に低下した。２−４週令においていずれ

の時期にも視細胞の生着がみられ、移植細

胞による特異的なマイクログリアの活性化

や GFAP 強陽性像はみられなかった。２週

令でのコンドロイチナーゼ添加はマイクロ

グリアの集積を増強した。多くの移植細胞

は残存した外層のさらに外側に位置したが、

PKC 陽性細胞の突起伸展によりシナプス

形成は可能な位置にあるものも多く見られ

た。 
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MNU モデルにおいては３−５日令にマイ

クログリア集積と GFAP が増強するが、早

期の MNU 投与後１日目は比較的生着がよ

かった。このモデルではグリオーシスの影

響がみられ、５日目、７日目の移植におい

てはコンドロイチナーゼを添加しなければ

グリアのバリアを超えての生着は極めて少

なかった。しかし、コンドロイチナーゼ添

加は同時にマイクログリアの集積も増強す

る傾向がみられた。 
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