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研究成果の概要（和文）：我々が樹立した株化 pax6導入iPS細胞は網膜神経前駆細胞の中でも視細胞前駆細胞に
相当する。しかしその分化メカニズムはあまり明らかではない。
今回網羅的トランスクリプトーム解析を行った。杆体視細胞への分化を誘導するSDF1刺激により、この細胞内で
はthyroid hormone synthesis経路、Nitrogen metabolism経路、Prostate cancer経路の活性化が起こっている
ことが示された。既に杆体視細胞への分化にはthyroid hormone receptor betaの発現が起こることが知られて
いるが、それを確認してさらに進展させる成績が得れた。

研究成果の概要（英文）：Among the retinal neural progenitor cells, the pax6-transfected iPS cells 
established by us correspond to photoreceptor precursors in mice. However, the differentiation 
mechanism of the photoreceptors is not so clear.
We conducted an total transcriptome analysis of the cloned photoreceptor precursor upon SDF1 
stimulation using next generation sequencer. 
We found that activation of the thyroid hormone synthesis pathway [KEGG:04918], nitrogen metabolism 
pathway [KEGG:00910], and prostate cancer pathway [KEGG:05215] is taking place in this cell by SDF1 
stimulation that induces differentiation into rod photoreceptors. It has already been known that the
 expression of thyroid hormone receptor beta occurs upon differentiation into rod photoreceptors. 
Our findings confirmed involvement of thyroid hormone pathway for the rod photoreceptor 
differentiation and extended in more detail of the differentiation.

研究分野： 再生医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
視細胞前駆細胞から視細胞への分化メカニズムや細胞相互の関連性はあまり明らかではない。我々が樹立した株
化 pax6導入iPS細胞は網膜神経前駆細胞の中でも視細胞前駆細胞に相当する分化段階の細胞である。この細胞を
用いて視細胞前駆細胞の分化機構を解析した。そこでこの細胞をSDF1刺激して経時的に網羅的トランスクリプト
ーム解析を行った。これまでに視細胞に対して網羅的トランスクリプトーム解析は行われておらず、極めて独創
性の高い研究である。臨床的には全く分子病態の明らかではない色覚異常をもたらす分子を同定できる可能性が
ある。同時に現時点では知られていない視細胞の全く新規な病態を明らかにする可能性も高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

網膜組織は光情報受容の主体である神経網膜と網膜色素上皮から構成されている。神経網
膜は発生学的に中枢神経系由来の組織であり一旦障害を受けるとその修復は困難である。 
 近年、理化学研究所の高橋らはヒト iPS 細胞から視細胞などを含む神経網膜や網膜色素
上皮細胞などの眼の構成細胞を分化誘導しそれらを用いた臨床研究を行なっている。網膜
疾患での失明の主要な原因は視細胞変性であり、一方最近増加している緑内障では網膜神
経節細胞の変性が問題となる。最終的に神経節細胞や視細胞に分化できる神経網膜前駆細
胞株の確立とそれを用いた網膜構成細胞の分化の調節機構の解明が待ち望まれている。  
 視細胞は明暗を感知する杆体視細胞と色覚を担う錐体視細胞とに大別される。これまで
に視細胞の発生に関与する多くの転写因子が同定された。 Maf 群転写因子 Nrl（neural 
retina leucine zipper）及び核内受容体 Nr2e3（nuclear receptor subfamily 2，group E，
member 3）は杆体視細胞に特異的に発現し、杆体視細胞に特異的な遺伝子発現を活性化、 S
錐体に特異的な遺伝子発現を抑制する。ホメオボックス型転写因子 CRX  (cone-rod 
homeobox containing gene)はロドプシン等網膜特異的遺伝子の発現をもたらす。 
２．研究の目的 

この視細胞分化の過程で、網膜前駆細胞から神経節細胞や双極細胞、さらに視細胞前駆細
胞から杆体視細胞と錐体視細胞とに分化する段階に関わる分子やその受容体、その後の細
胞内シグナル伝達の詳細は不分明である。iPS 細胞に pax6 を導入し限界希釈後に視細胞
前駆細胞株を作成した(Neuroscience Letters 2012;509:116-120）。 
網膜前駆細胞株１０クローンのうち８クローンでは SDF1 との培養でロドプシン、CRX、

RX1、NRL の mRNA 発現が濃度依存性に増強する。この作用が CXCR4 を介した SDF1 によるも
のである事は特異的な阻害剤AMD3100の添加実験によるCD73蛋白とロドプシン蛋白の発現
抑制から示された。SDF1 は CRX の mRNA 発現を増強するのみならず、転写因子である CRX
の核内移行を誘導した。SDF1 はロドプシンプロモーターの遺伝子転写を CRX の活性化、核
内移行を介して増強した。培養終了時 (mature)には細胞質は楕円形から長方形となり ロ
ドプシンは核から離れた細胞質全体に存在する。現時点で一部の細胞株ではほぼ 100%に近
い ロドプシン陽性細胞が得られる。一方で SDF1 は iPS 由来網膜前駆細胞の網膜神経節細
胞への分化は強く抑制する。このメカニズムの解析は株化網膜前駆細胞を培養して比較検
討することで詳細に解明することが出来る。これまで我々は下図の Aのモデルを想定して
いた。即ち、網膜前駆細胞から両者に共通の視細胞前駆細胞が存在して、それぞれ特異の
刺激を受けて杆体と錐体の視細胞に分化するモデルである。しかしクローン化細胞株を持
ちいた解析は下図の Bのモデルを示唆する。Six3 や Chx10 を発現する網膜前駆細胞のレベ
ルで、あるいはその直後のレベルで既に杆体視細胞前駆細胞と錐体視細胞前駆細胞分化し
ており、それらがそれぞれ特異の刺激を受けて杆体と錐体の視細胞に分化するモデルであ
る。さらに発生段階により両者が共存する可能性もある。この点を明らかにすることを目
的とする。 

 
３．研究の方法 
網膜視細胞分化の詳細な比較検討を行うため、上記の細胞を精製純化して、次世代シーケ
ンサーを使用して Bioinformatic な解析を行う。我々がマウス iPS 細胞から作成したクロ
ーン化 pax6 導入細胞の一部（10 株）の中で８クローンは視細胞前駆細胞の分化段階に対
応する細胞株で in vitro でも in vivo でも杆体視細胞と錐体視細胞に分化する。この細
胞株を高純度に精製し回収して網羅的なトランスクリプトーム解析を行う。全 mRNA から
cDNA ライブラリを合成した後で Ion PGM シーケンサーを用いて全配列を解析する。RNA-Seq
データ解析は、2x 50 bp のランで約 3000 万リードで行う。一次解析はシーケンサー装置
で行い、塩基およびクオリティ値を Fastq 形式で算出し、ファイルサイズは約 3 GB 程度の
データを得る。この結果をもとに二次解析を行いリファレンスゲノムへのアライメント、
カウント、補正を行う。ここでは TopHat を主体として無料アクセスが可能な Galaxy (リ
ンク先は galaxy.psu.edu)を用いる。一部は有料であるが GiNeS（次世代シーケンシング対
応ゲノム解析クラウドサービス）を用いてデータベース化した後に必要な情報のみを取捨



選択し解析を行う。これらの研究を通して網膜神経節細胞や視細胞の分化機構を遺伝子レ
ベルで明らかにする。次世代シークエンサーに関して我々はデータの集積と十分な統計学
的解析の経験を持つ。これらをさらに進めて眼発生の分子機構の全体的な理解につなげる。 
４．研究成果 

我々がマウス iPS 細胞から作成したクローン化 pax6 導入細胞の一部（10 株）の中で８
クローンは視細胞前駆細胞の分化段階に対応する細胞株で in vitro でも in vivo でも杆
体視細胞と錐体視細胞に分化する。高純度な網膜の構成細胞を、具体的には網膜神経節細
胞、杆体視細胞と錐体視細胞を用いて網羅的なトランスクリプトーム解析を行った。 
 同一の視細胞前駆細胞（Clone17 を用いた）に対して杆体視細胞を優先的に誘導する SDF1
刺激と錐体視細胞を誘導する MCP1 刺激と非刺激状態で mRNA を回収して行った検討を行っ
た。同一の視細胞前駆細胞に SDF1 処理（杆体視細胞誘導）と MCP1 処理（錐体視細胞誘導）
を行った場合には 37 遺伝子が 5％の有意差をもってそれらの発現に差異を認めた。
FPKM(Fragments Per Kilo- base of transcript per Million mapped reads)の性質上、同
一実験内の相対的な比較として結果を解釈すると、SDF1 は Nr2e3 を誘導しロドプシンを誘
導するのに対してMCP1は既知の転写因子には影響せずにOpn1swを誘導すると考えられる。
この成績は Aモデルと矛盾しない。さらに MCP1 で特異的に誘導される mRNA の中に眼発生
での機能が未同定の遺伝子が含まれている。その 37 遺伝子の中にオプシン誘導さらには錐
体細胞分化の調節に働く分子が存在する可能性があり、現在はそこを詳細に検討している。 
我々が樹立した株化 pax6 導入 iPS 細胞は網膜神経前駆細胞の中でも視細胞前駆細胞に

相当する分化段階の細胞と考える。この細胞は視細胞分化のシグナルである SDF1 が作用す
ると、brn の発現が抑制され網膜神経節細胞への分化が遮断される。 
 我々の実験系ではクローンレベルで視細胞前駆細胞の杆体視細胞と錐体視細胞の分化メ
カニズムを詳細に解析することができる。このような細胞系はこれまで報告が無く、それ
を用いた成果として既にその分化に SDF1、MCP1 や FGF が重要に関わることを見出した（論
文投稿中）。今後は細胞分化で誘導される転写因子や epigenetic 調節を解明し、視細胞前
駆細胞の細胞内シグナル伝達機構にどのような変化をもたらして成熟視神経が分化誘導さ
れるのかを明らかにする。この知見を応用すれば高度に純化された視細胞を in vitro で
作成することが容易になり、それらは網膜疾患への移植治療への応用できる。高純度の視
神経を移植しより安全でより完全な視力回復が可能な移植法を樹立する為の基礎検討とし
て極めて重要である。 
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