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研究成果の概要（和文）：我々は、中枢神経系の一部である網膜の視細胞の発生と維持の遺伝子制御機構の解明
やシナプス形成の分子機構、さらには網膜色素変性症などの発症機構の解析を行ってきた。本研究では、中枢神
経系のモデルとして網膜における細胞運命決定機構の分子メカニズムの解明を行い、網膜神経細胞の分化成熟に
おいて、転写因子による制御およびエピジェネティックな分子メカニズムが重要な役割を果たすことを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：We have studied molecular mechanisms underlying retinal photoreceptor 
development, synapse formation, and retinal degeneration. In the current study, as a model system to
 study vertebrate central nervous system development, we have analyzed cell fate determination of 
retinal photoreceptor cells. We found that transcriptional regulation and epigenetic mechanisms play
 crucial roles in retinal neuronal differentiation and maturation.

研究分野： 神経発生学

キーワード： 網膜　細胞分化　視覚　転写因子　エピジェネテティック

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
研究代表者は眼球の奥にある網膜で光を
受容している。網膜には、光センサーとな
る視細胞（桿体視細胞ならびに錐体視細胞）
が存在し、この視細胞が受け取った光の刺
激は、網膜神経細胞のネットワークを通じ
て脳に伝えられる。研究代表者はこれまで
網膜視細胞をモデルシステムとして細胞運
命の決定・分化機構に関する研究を進めて
きた。網膜は中枢神経系に属する組織であ
り、構成する細胞種が少ないこと、構造や
形態が比較的シンプルなこと、および多様
な分子マーカーが明らかになっていること
から中枢神経系発生の良いモデルである。
また、脳と同じく多分化能をもった網膜共
通前駆細胞から網膜を構成する 6種類の細
胞が産生される。しかしながら、共通前駆
細胞からそれぞれの神経細胞とグリア細胞
が分化してくる分子機構の詳細はいまだ不
明である。また、網膜視細胞の変性は網膜
色素変性症を、双極細胞の異常は夜盲を、
神経節細胞の変性は緑内障を引き起こす。
これらの網膜関連疾患の克服は現代医学の
重要な課題でもある。	

 
２．研究の目的 
研究代表者は以前より網膜に着目し、特に網
膜視細胞の細胞運命決定と分化維持の基盤

となる遺伝子発現制御メカニズムの解明を行
ってきた。研究代表者は、網膜の発生の鍵と
なる Rax や視細胞分化に必須の Crx を含む
転写因子群を発見し、網膜色素変性症や無
眼 球 症 の 原 因 遺 伝 子 を 同 定 し た (Cell 
1997;91:531, Cell 1997;91:543,PNAS 1997; 

94:3088)。また、Otx2 が視覚系の入り口となる
視細胞の細胞運命を決定するマスター因子
で あ る こ と を 明 ら か に し  (Nature 
Neurosci.2003;6:1255)、視細胞の神経細胞運
命制御が Rax から Otx2 を経て Crx への「転
写因子の連鎖的活性化」によることを発見した 

(J.Neurosci.2011;16:16792, PLoS ONE, 
2011;  6:e19685,  Mol.Cell.Biol. 2007; 
27:8318,Nat.Neurosci. 2003;6:1255, J. 
Neurosci.2002;22:1640)。視細胞の運命決定
後に転写抑制因子 Prdm1 による運命固定化
が必 須 である こと も発 見した  (J.Neurosci. 

2010;30:6515)。また、分化した錐体視細胞の
維持にマイクロ RNA-124a が必須であることを
解明した (Nat Neurosci. 2011;14:1125)。さら
に、「出生後」の網膜神経細胞の生存には、
G9a によるヒストン H3K9 のジメチル化が「胎生
期」に行われる「エピジェネティックメモリー」が

必要であることも明らかにした (J.Neurosci. 
2012;32:17658)。また研究代表者は以前、視
細胞運命決定を阻害するとアマクリン細胞に
運命転換することから、視細胞とアマクリ
ン細胞の運命は相反的であることを見出し
ている(Nat.Neurosci.2003;6:1255)。この

ことは、アマクリン細胞の運命決定機構の
解明は視細胞の運命決定機構の解明につな

がる重要な手がかりとなることを示してい
る。	
	 中枢神経系において、介在ニューロンは
機能的な情報回路形成に必須の役割を果た
しており、最近その重要性が一段と認識さ
れている。網膜介在ニューロンのアマクリ

ン細胞は、方向や動きの検出など網膜の情
報処理に重要であることが知られている。
マウスやヒトにおいてアマクリン細胞は 30
種類以上のサブタイプが存在し、その正確
な発生は網膜回路の機能構築のために重要
である。本研究では、網膜をモデルとして、

視細胞の発生、成熟、生存の分子メカニズ
ムをヒト疾患との関連を踏まえつつ解明し
ていくとともに、網膜情報処理に重要なア
マクリン細胞の発生の解析を行う。神経細
胞発生における遺伝子発現制御やエピジェ
ネティック修飾の変化といった問題の解明

を進める。これらの解析を通じて、哺乳類
の中枢神経系の発生の基本原理の理解と網
膜再生医療など応用研究への基盤を作るこ
とを目指す。	
	
３．研究の方法	

研究代表者は、分子生物学的手法により、
網膜の発生や機能に重要な因子を同定し、
ノックアウトマウス、トランスジェニック
マウスなどの遺伝子改変モデル生物を用い
て、免疫組織学的解析、電子顕微鏡、機能
解析を行うとともに、生化学的解析、細胞

生物学的解析を行い、遺伝子レベル、蛋白
質レベルでの機能解析を行った。さらには、
電気生理学的方法によって、網膜神経回路
における生理機能の解析も行った。	
	
４．研究成果	

a)網膜視細胞発生と維持の新たな制御機構
の解明	
研究代表者は視細胞の発生および成熟に
関わる遺伝子を特定するため、視細胞に優
位に発現する遺伝子の探索を行った。Crx
は視細胞前駆細胞に発現する転写因子であ

り、Crx を発現する視細胞前駆細胞を集め
て遺伝子を解析することで視細胞に優位に
発現する遺伝子を同定することが可能であ
ると考えられる。以前、研究代表者は Crx
のプロモーター下で EGFP を発現するトラ
ンスジェニックマウスを用いた研究が行わ

れた。胎生期 17.5 日において EGFP 陽性の
細胞を FACSで選別後、EGFP 陽性と EGFP	陰
性の細胞の遺伝子発現を DNA マイクロアレ
イ解析により比較した。この解析により視
細胞前駆細胞で優位に発現する転写因子を
21 個見出した。なかでも MADS ファミリー



に属する転写制御因子をコードする Mef2d
が EGFP 陽性細胞において EGFP陰性細胞の

約 4倍の発現レベルを示した。この結果か
ら、Mef2d が錐体視細胞前駆細胞において
高発現しており、視細胞の発生と生存に重
要な役割を担っている可能性が示唆された。	
研究代表者は Mef2dに焦点を当て、Mef2d
の視細胞における機能を解明することで視

細胞成熟のメカニズムを明らかにすること
を試みた。Mef2d のマウス組織における発
現を調べるために、成体マウスの組織から
単離した全 RNA を用いてノザンブロット解
析を行った。その結果、Mef2d が網膜にお
いて高発現していることが明らかとなった。

次に、Mef2 ファミリー遺伝子の網膜の発生
段階における発現を明らかにするために、
各発生ステージの網膜組織の切片を用いて
in	situ ハイブリダイゼーション解析を行
った。Mef2dは胎生期 17.5 日および生後 3
日において網膜全層に渡って発現が見られ

た。特に胎生期 17.5 日において、Mef2dは
将来視細胞層になる領域において強い発現
が見られた。この時期には視細胞のうち錐
体視細胞前駆細胞が分化することから、
Mef2d は錐体視細胞前駆細胞に高発現して
いることが示唆される。	

網膜の発生過程における Mef2dの生体に
おける役割について検討することを目的と
して、Mef2d 欠損マウスの作製を行った。
Mef2d 欠損マウスの網膜における表現型を
解析するため、まず網膜の凍結切片を作成
しトルイジンブルー染色を行った。生後 21

日においては野生型マウスと Mef2d 欠損マ
ウスの間で ONL の厚みに有意な差は確認さ
れなかったが、生後 30日から 6か月にかけ
て Mef2d 欠損マウスの網膜において、ONL
の厚みが減少し視細胞の変性が進行してい
ることが確認された。この結果から、Mef2d

はマウス視細胞の維持に不可欠であること
が示唆される。次に視細胞における Mef2d
の生理的機能を調べるために、1 か月齢の
Mef2d 欠損マウスおよび野生型マウスの網
膜電図(ERG)測定を行った。暗順応下におい
て、野生型マウスでは a波が高刺激強度に

おいてのみ観察された。また、b 波は弱刺
激強度であっても観察された。一方で
Mef2d 欠損マウスは、暗順応下において a
波、b 波共に著しい振幅の減弱を示した。
これらの結果から、Mef2d は杆体視細胞の
活性および杆体視細胞から ON 型双極細胞

への光情報の伝達に不可欠な役割を果たし
ていることが示唆された。明順応下におい
て、Mef2d 欠損マウスにおける a 波の振幅
は高刺激強度において極めて減弱した。さ
らに b波の振幅も、高刺激強度において著
しい減弱を示した。これらの結果から、

Mef2d が錐体視細胞の活性および錐体視細
胞から ON 型双極細胞への光情報の伝達に

おいても不可欠な役割を果たしていること
が示唆された。	
トルイジンブルー染色および ERG におけ
る結果から、Mef2d 欠損マウスは視細胞の
成熟過程に異常が生じていることが示唆さ
れた。そこでこの表現型をさらに詳しく解

析するために、免疫組織染色法を用いた解
析を行った。まず、生後 14 日および 30日
の野生型および欠損型の網膜を杆体視細胞
のマーカーであるRom1とRhodopsinを用い
て共染色した。その結果、すでに生後 14
日において Mef2d 欠損マウスの杆体視細胞

の外節の厚みが野生型マウスと比較して減
少していることが分かった。また同様にし
て生後 14 日および 30日の野生型および欠
損型の網膜を錐体視細胞のマーカーである
S-opsin と M-opsin、さらに外節および内節
のマーカーである PNAによって 3重染色し

たところ、桿体視細胞の外節と同様に
Mef2d 欠損マウスの錐体視細胞の外節の長
さが野生型マウスと比較して短縮している
ことが分かった。これらの結果から、Mef2d
は視細胞外節の成熟に不可欠であることが
示された。	

さらに、リボンシナプスの形成が Mef2d
欠損マウスにおいて阻害されているかどう
かを調べるために、免疫組織染色法を用い
た解析を行った。まず Mef2d 欠損マウスに
おいて視細胞シナプス前部の成熟過程に異
常が見られるかどうか調べるため、生後 14

日、21 日および 30 日の野生型および欠損
型の網膜を視細胞シナプス前部末端に存在
するシナプスリボンのマーカーである
Ctbp2により染色した。生後14日において、
野生型マウスの網膜では馬蹄形をしたシナ
プスリボンが確認されたが、Mef2d 欠損型

ではシナプスリボンの数自体が減少してお
り、さらにその多くが異常な形態を示して
いることが明らかとなった。	
次に Mef2d 欠損マウスにおいて視細胞シ
ナプス後部の成熟過程に異常が見られるか
どうか調べるため、生後 14 日、21 日およ

び 30 日の野生型および欠損型の網膜を視
細胞のシナプス後部に位置する双極細胞の
樹状突起末端のマーカーである mGluR6、
Trpm1、Cacna1s により染色し、視細胞軸索
末端と双極細胞樹状突起末端の間のシナプ
ス間隙をピカチュリン抗体により染色した。

Mef2d 欠損マウス網膜においては、双極細
胞の樹状突起マーカーのシグナル強度は著
しく低下していた。生後 21 日における野生
型および欠損型の網膜において抗 Ctbp2抗
体により染色された視細胞シナプスリボン
および抗 Cacna1s 抗体により染色された双



極細胞樹状突起のシナプスの数をカウント
したところ Mef2d 欠損マウス網膜において

シナプスリボンおよびシナプスの数が著し
く減少していることが明らかとなった。	
さらに、Mef2d 欠損マウス網膜で見られ
た視細胞層における異所性のシナプスが視
細胞と双極細胞および水平細胞との間に形
成されているかどうかを調べるため、野生

型および Mef2d 欠損マウスの網膜を抗
PKC-α 抗体(杆体双極細胞樹状突起マーカ
ー)、抗 Znp-1 抗体(錐体双極細胞樹状突起
マーカー)および抗 Calbindin 抗体(水平細
胞樹状突起マーカー)により染色した。生後
14 日および 30 日における野生型マウスの

網膜において、抗 Ctbp2 抗体により染色さ
れた視細胞シナプスリボンは抗 PKC-α 抗
体で染色された双極細胞樹状突起末端の近
傍に存在した。同様に、生後 21日における
野生型マウスの網膜において、リボンシナ
プスは抗 Calbindin 抗体で染色された水平

細胞樹状突起末端に存在した。生後 14 日お
よび30日におけるMef2d欠損マウス網膜に
おいて、視細胞層に見られる異所性のシナ
プスは杆体双極細胞および水平細胞の樹状
突起末端に局在していた。以上の結果から、
Mef2d は視細胞リボンシナプスの成熟に必

須であることが明らかになった。	
	
b)網膜介在神経細胞の細胞運命決定機構の
解明	
双極細胞で分岐した網膜ONとOFFのそれぞ
れの経路は内網状層で神経節細胞へと情報

を伝達する。双極細胞と介在神経細胞のア
マクリン細胞が情報処理の主要を担うが，
各アマクリン細胞の役割はほとんど明らか
にされていない。研究代表者はアマクリン
細胞で高発現する転写因子の Prdm13（PR	
domain	containing	13）を同定し，その欠

損マウスを作製し網膜を観察したところ，
ONとOFFを分断する神経束を形成するアマ
クリン細胞が欠失することが明らかとなっ
た。研究代表者は、Prdm13 欠損マウスを作
製して網膜を観察したところ、光伝経路のうち、
暗い刺激の伝達に関与する S2 層と明るい刺

激の伝達に関与する S3 層を分けるアマクリン
細胞が消失することを発見した。網膜神経回
路における S2/3 層の生体視覚機能における
役割は、これまで適切なモデルが存在しなか
ったことから全く解明されていない。Prdm13 欠
損マウスの ERG を記録したが、野生型と比べ

て変化が生じなかった。しかし、OKR を測定し
たところ、視覚コントラスト感度および空間周
波数感度が野生型と比べて上昇していた。
S2/S3 層は光伝達の ON と OFF を分断する
層である。この 2/3層間に投射する Prdm13陽
性細胞の主要な神経伝達物質を調べたところ、

GABA もしくはグリシンであることが明らかとな
った。以上の結果より、Prdm13 陽性のアマクリ

ン細胞が抑制の介在シグナルを担うことで、
適切な範囲の視覚感知を行うことが示唆され
た。 
	
c)網膜視細胞におけるエピジェネティック
制御の役割の解析	

網膜視細胞には大別して桿体視細胞と錐
体視細胞が存在する。桿体視細胞は錐体視
細胞の約 100 倍の光感度を持ち(Luo	et	al.,	
PNAS	2008;105;9855)、弱い光に対しても応
答することが可能であるため、暗所での視
覚を担う。一方で錐体視細胞は、桿体視細

胞と比較すると光感度は低いが、光の波長
に対する感受性の違いから数種類に分類さ
れ、明所視や色覚を担っている。人やマウ
スを含む脊椎動物の視細胞は網膜前駆細胞
から 1種類の桿体視細胞と数種類の錐体視
細胞のサブタイプに分化する過程で、オプ

シンやトランデューシンを含む複数のサブ
タイプ特異的な遺伝子群が厳密に発現制御
されて細胞のアイデンティティーが確立さ
れる。	
研究代表者は、視細胞に特異的に発現す
る Samd7 のノックアウト(KO)マウスを作製

し解析したところ、Samd7	KO マウス網膜で
は青色錐体(S 錐体)オプシンをはじめとし
て、多くの非桿体遺伝子が桿体視細胞に発
現をすることを見出した。S 錐体オプシン
をはじめとした錐体遺伝子のプロモーター
領域で H3K27me3 や H2AK119ubi などの抑制

性ヒストン修飾が大きく減少し、Samd7 は
桿体視細胞において、ポリコーム複合体
PRC1 の主要サブユニット Phc2 と結合して
不必要な遺伝子の発現をエピジェネティッ
クなメカニズムで抑制していることを発見
し、桿体視細胞の最終分化はエピジェネテ

ィック機構で制御されていることを明らか
にして、論文として報告した。	
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