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研究成果の概要（和文）：網膜色素変性や加齢黄斑変性では視細胞が進行性に変性し、いまだ根治療法は存在しない。
近年、哺乳類網膜で傷害時にグリア細胞が神経細胞を再生することが示された。このようなグリア細胞の再生能をいか
した治療を開発するには、培養下で薬剤をスクリーニングできる系の開発が必須である。本研究では遺伝子改変マウス
を用いて、組み換え依存的に視細胞の傷害を誘導できるモデルマウスを作成した。網膜体外培養を行ったところ、培養
下でも視細胞の傷害とグリア細胞の活性化を誘導できた。培養下で刺激依存的に網膜変性とグリアの活性化を誘導でき
る系は例がなく、グリア細胞の再生能を誘導する薬剤を探索する上で有用なツールとして期待される。

研究成果の概要（英文）：Retinitis pigmentosa and macular degeneration are characterized by progressive deg
eneration of photoreceptor cells. There are still no effective treatments to cure these diseases. Recent s
tudies have shown that Muller glia, the most abundant glia in the retina, de-differentiate upon injury, an
d regenerate neurons. To identify drugs that promote the regenerative potential of Muller glia, it is esse
ntial to establish an in vitro model of photoreceptor degeneration. By using genetically engineered mice, 
I generated a new mouse model of photoreceptor degeneration. Retinal explant culture experiments showed th
at photoreceptor degeneration and Muller glial activation could be induced by tamoxifen-dependent recombin
ation in vitro. To my knowledge, this is the first in vitro model of photoreceptor degeneration and Muller
 glial activation that can be induced in a temporally controlled manner. This model facilitates the discov
ery of drugs that promote the regenerative potential of Muller glia.
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１．研究開始当初の背景 

 

日本における視覚障害者の総数は 30 万人

を超える。その約 25%を占めるのが網膜色

素変性や加齢黄斑変性といった、視細胞が

変性する疾患である。一度変性した視細胞

は再生しないため、根治療法はいまだ存在

しない。近年、哺乳類網膜において、傷害

時にグリア細胞が脱分化して神経細胞を生

み出すことが分かって来た。このようなグ

リア細胞の再生能を利用すれば、傷害され

た視細胞を再び作り出せる可能性がある。

しかし、哺乳類網膜において、傷害時にグ

リア細胞が環境から受け取るシグナルや、

脱分化応答を制御する分子機構については

ほとんど分かっていない。 

 

２．研究の目的 

 

視細胞傷害時のグリア細胞の応答を研究す

るためには、急性に視細胞の傷害を引き起

こす必要がある。そのようなマウスモデル

として、薬剤投与や光傷害が知られている。

これらの方法は in vivo において有効性が

示されているが、 グリア細胞の応答を制御

するような薬剤をスクリーニングするには、

in vivo モデルは drug delivery の観点から非

効率的である。網膜再生を促進するような

薬剤を探索するためには、in vitro で視細胞

の傷害を誘導し、グリア細胞の応答を解析

できるような系の確立が必須である。そこ

で本研究では、遺伝子改変マウスを用いる

ことで、タモキシフェン投与依存的に視細

胞の傷害を誘導できるモデルを作成し、網

膜体外培養により、in vitro でもグリア細胞

の応答を再現することを目的とした。  

 

３．研究の方法 

 

RNA 結合タンパク Msi1 は、杆体視細胞に発

現することが知られている。そこで、この

Msi1 遺伝子に着目し、Msi1 遺伝子座に誘導

型 Cre 組換え酵素（CreERT2）をノックイン

したマウス（Msi1-CreERT2）を作製する。そ

して、組換え依存的にジフテリア毒素フラグ

メント A (DTA) が発現するようなマウス

（R26R-DTA、The Jackson Laboratory）と掛け

合わせ、Msi1-CreERT2；R26R-DTA マウス

（DTA マウス）を作成する。この DTA マウ

スにタモキシフェンを投与することで、組換

え依存的に杆体視細胞で DTA の発現を誘導

し、細胞死を誘導することができる。この組

換えマウスから網膜を摘出して体外培養し、

in vitro でタモキシフェンを投与することで、

in vitro でも視細胞の変性を誘導することが

できると考えた。 

 

４．研究成果 

 

Msi1 遺伝子座のエクソン１番目の開始コド

ン以降を CreERT2 に置き換えるターゲッテ

ィングベクターを作成した。ES 細胞にインジ

ェクションし、正しく組み替えが起こった ES

クローンをサザンブロッティングで選択し

た。初期胚へインジェクションしてキメラマ

ウスを作製し、C57BL/6 マウスとの戻し交配

により、生殖系列へ移行した系統を得た。次

に、Cre による組換え依存的に LacZ、または

YFP を発現するマウスを交配し、タモキシフ

ェンを投与して、Msi1 の発現組織で組み替え

が起こることを確認した（Takeda et al., 2013)。

こうして作製した Msi1-CreERT2 マウスを、

The Jackson Laboratory か ら 購 入 し た

R26R-DTA マ ウ ス と 掛 け 合 わ せ て 、

Msi1-CreERT2；R26R-DTA マウス（DTA マウ

ス）を作成した。DTA マウスにタモキシフェ

ンを投与したところ、投与１ヶ月後には組織

学的に杆体視細胞の変性が確認された。そし

て、網膜電図でも一致する所見が得られた。

詳細な組織解析から、投与１週間後には、ミ



ュラーグリア細胞がリアクティブな変化を

示し、また活性化したミクログリアが網膜下

腔へと移動することが分かった。これらから、

DTA マウスモデルは、タモキシフェン投与依

存的に視細胞の変性を誘導できる、新規の視

細胞変性モデルであることが示された。次に、

DTA マウスの網膜を摘出して体外培養し、in 

vitro でタモキシフェンを投与したところ、1

週間後に in vitro でもミュラーグリア細胞の

リアクティブな変化とミクログリアの活性

化を認めた。ミクログリアは、変性視細胞の

方へと移動し、さらにミュラーグリア細胞は

増殖を再開したことから、増殖能をもつ未分

化な状態へと脱分化したと考えられた。以上

より、タモキシフェン投与依存的に ミュラ

ーグリアとミクログリアの活性化を誘導で

きる培養系を確立できた。In vitro で刺激依存

的にグリア細胞の活性化を誘導できるよう

な系の報告はこれまでになく、この系を用い

ることで、今後グリア細胞の脱分化や再生を

促進するような薬剤やサイトカインなどを

スクリーニングしていくことが可能となっ

た。 
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