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研究成果の概要（和文）：緑内障は視神経損傷により失明を来す疾患であり、根治療法の確立が

急務である。本研究では、眼発生に必須の pax6遺伝子をマウス ES細胞に導入し、視神経を構

成する網膜神経節細胞の特徴を有する前駆細胞を誘導した。これを緑内障モデルマウスに移植

すると視神経の変性が抑制され、対光反射及び網膜電位が有意に回復して視機能が改善した。

ES細胞由来網膜神経節前駆細胞移植治療により、緑内障を根治できる可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Glaucoma, loss of retinal ganglion cells (RGCs), causes severe 
visual impairment. We induced RGC-progenitor cells by transfecting pax6 gene to mouse 
embryonic stem (ES) cells. Transplantation of the RGC-progenitor cells into a glaucoma 
model, optic nerve-injured mice, successfully reduced the degeneration of optic nerves, 
and significantly improved light reflex and electroretinogram in the grafted mice. 
Transplantation of the RGC-progenitor cells induced from ES cells may be useful for 
treatment of visual impairment in glaucoma.  
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１．研究開始当初の背景 

緑内障は、眼圧の上昇等により視神経が損

傷し、それにより視野に欠損が生じた状態で

ある。一旦損傷を受けた視神経は回復しない

ため、緑内障を放置すると失明に至る。現在

は神経保護薬を含む薬物療法、レーザー手術、

外科手術などにより治療がなされているが、

これらの治療は成功しても現状を維持するに

とどまり、根治的療法とはならない。日本で

は糖尿病性網膜症に次いで２番目の失明の原

因であり、根治的療法の確立が急務である。 

根治療法を行うためには、障害された視神

経細胞を再生させる必要がある。しかし成体

の神経再生能力は非常に低いため、新たに準

備した視神経細胞で置き換える必要がある。

このような新たな視神経細胞の供給源として、

発生過程にある胎児の網膜から網膜視神経節

細胞を得る方法(Castillo et al, 1994, Bra
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in Res; James et al, 2003, J Neurosci)、

胎児の網膜全層移植法(Lund et al, 1995, J

 Comp Neurol)、成体の毛様体領域に存在する

幹細胞からの網膜視神経節細胞の分化誘導(A

hmad et al, 2000, Biochem Biophys Res Co

mmun; Tropepe et al, 2000, Science)、など

が考えられ、動物やヒトにおいて試みられて

きている。しかしヒトにおいてこれらの細胞

の入手や分化誘導が成功したとしても、胎児

からの入手は倫理的な問題を伴い、成体から

の入手は感染の危険を伴う。また両者ともド

ナーと患者の関係は異系となるため、移植の

際に拒絶反応が起こる可能性が高い。 
視神経細胞の供給源として、胚性幹

(embryonic stem, ES)細胞より分化誘導する
方法が考えられる。ES 細胞は、ヒト ES 細胞
も含め既に何種類もの細胞株が樹立されて
おり、ほぼ無限に増殖し、あらゆる種類の細
胞に分化することのできる万能性の細胞で
ある。細胞源として新たに胎児や成体を必要
とすることがなく、ES 細胞から除核して患
者の核を移入すれば同系の細胞として使用
することができ、移植の際の拒絶反応の可能
性を回避することができる。 
 
２．研究の目的 
 将来的に緑内障患者に ES 細胞由来網膜神
経節細胞を移植治療することを目的に、この
前臨床段階の研究を行う。眼発生に必須の分
子である pax6 の遺伝子をマウス ES 細胞に
導入し、網膜神経節細胞として十分な特性・
機能を有しているかを検討する。また、誘導
した網膜神経節細胞を、緑内障のモデルマウ
スとして作製した視神経損傷マウスに移植
し、移植細胞が構造・機能の両面から脱落し
た網膜神経節細胞を完全に置換しているか
否かを評価、不足の点があれば発現分子の調
整等により改善を試みる。将来のヒト ES 細
胞よりの分化誘導・移植治療をふまえ、緑内
障の根治療法の確立へと向け施行する。 
 
３．研究の方法 
 マウスES細胞にpax6遺伝子を導入して網

膜神経節細胞が得られるかを検討する。具体

的には、マウス ES 細胞に pax6 遺伝子を導入

後、神経細胞に適した環境で培養し、神経幹

細胞特異的な分子を発現しているクローンを

選択する。当該クローンの形態を光学顕微鏡

および電子顕微鏡にて観察する。またこのク

ローンの細胞特性を、網膜神経節細胞が発現

する神経特異的蛋白、転写因子等の発現の有

無により検討する。このクローンが興奮性細

胞に特有のカルシウムの取り込みを示すかを

確認する。 
上記方法により網膜神経節前駆細胞が得ら

れれば、それを視神経を損傷させた緑内障マ

ウスモデルに移植し、治療効果が得られるか

明らかにする。移植は網膜下組織への細胞注

入により行う。さらに、移植細胞の軸策が十

分に伸長され視交叉での交叉が適正に行われ

ているか、最終的には中脳の上丘まで到達し

ているかを検討する。総合的な機能評価とし

て、この移植治療により、実際に視神経損傷

モデルマウスの視力が回復したかを検討する。 
 
４．研究成果 
 マウスES細胞に眼発生に必須の遺伝子で

あるpax6遺伝子とGFP遺伝子を導入し、限界

希釈法によりクローン化した。nestinおよび

Musashi-1を発現したものを選択培養したと

ころ、アルカリフォスファターゼ陰性の双極

性細胞および片側に長い軸索を伸長しもう

一方に多数の樹状突起を示す細胞を認め、

各々知覚神経および網膜神経節細胞特有の

形態を示した。 

これらの細胞はpax6、神経特異分子である

βIII tubulin、neurofilament(NF)M、網膜神

経節細胞に認められるBrn3a、Brn3b、Islet1、

Thy1、メラノプシンを発現していた。またRGC

の初期誘導に関わるmath5や、otx2、emx1、

emx2、six3、shh等前脳を含む中枢神経の分

化に関わる分子の発現も認めた。中脳に発現

するEn1、En2や、運動ニューロンに発現する

Lim1、HB9の発現は認めなかった。 

マウス腎被膜下に移植した網膜神経節前駆

細胞を電子顕微鏡で観察したところ、神経細

胞に特異的な微細管構造や神経線維を認め、

神経細胞への分化を確認した。この細胞が興

奮性細胞としての特性を有しているかをCa 

imaging法にて検討した。誘導した網膜神経

節細胞はL-type、N-type、P/Q-type、T-type

のCaチャネルのサブユニットを発現してお

り、広い範囲のCaチャネルサブタイプを発現

するRGCの特徴を反映した。KCl刺激により細

胞外からのCa2+を取り込みが見られ、阻害剤

として鉛やニフェジピンを添加した場合こ

の取り込みの抑制が認められた。 

視神経を損傷し新規に緑内障マウスモデル

を作製するため、マウスの眼球後1mm部位の

視神経を切子で10秒x5回摘んで圧迫した。損

傷マウスの視神経軸索ではNFMおよびMBPの

発現が殆ど認められなくなり、逆に圧迫部位

以外でGFAPの発現が亢進した。また網膜最内

層の網膜神経節細胞の細胞体数が減少した。

本損傷により順行性および逆行性に網膜神

経節細胞の軸索変性および細胞体の脱落を

来し、視覚情報の伝達が障害されるモデルを

作製できた。 



 

 

このモデルマウスの網膜下に誘導した網膜

神経節前駆細胞を注入したところ、GFP の発

現にて移植細胞が生着していること確認した。

移植１か月後では、網膜のほぼ全層に GFP 陽

性細胞が移動していた。GFP 陽性細胞は、網

膜神経節細胞層において Brn3 および NFM と、

双極細胞層において PKC と、光受容体層にお

いて opsin との２重陽性を示し、移植細胞は

各々の層を構成する細胞に分化して、視神経

損傷により変性した網膜組織構造を再構成し

ていると考えた。移植マウスでは、網膜神経

節細胞層に生着した細胞の軸索全長における

NFM、損傷部における GFAP、損傷部より中枢

側の MBP の発現が回復しており、移植細胞か

ら網膜神経節細胞が分化し、軸索を伸長して

視神経変性を抑制したと考えた。 

網膜側より蛍光色素標識コレラ毒素を取り

込ませたところ、視神経損傷マウスではその

輸送が損傷部で途絶していたが、移植マウス

では視神経軸索での検出のみならず、対側の

中脳上丘および外側膝状体への投射が確認さ

れた。移植細胞から分化した網膜神経節細胞

の軸索伸長により、視神経の順行性軸索輸送

が回復されたと考えた。 
 網膜神経節前駆細胞移植マウスにおける
視機能の回復を検討するため、対光反射検査
および網膜電図を施行した。対光反射検査に
おいては、正常マウスでは瞬時に瞳孔径収縮
を認めたが(収縮率：平均 71.7%、SD3.2%)、
視神経損傷マウスでは損傷 28 日後でも殆ど
収縮を認めなかった(平均 9.1%、SD 9.2%)。
移植マウスでは損傷後 21、24、28 日後で視
神経損傷マウスに対し有意な収縮を認めた
（p<0.05、28 日後：平均 46.3%、SD 16.2%）。
網膜神経節前駆細胞移植マウスでは、有意に
光刺激伝達能が回復したことが示された。 
 網膜電図では、網膜神経節細胞とその軸索
の神経活動性を示す positive STR (pSTR)を
測定した。刺激強度を-5.7、-5.2、-4.7、-4.2 log 
cd s m-2（以下単位略）と変化し、各刺激時
の電位変化を上記３群のマウスで比較した。
正常マウスでは最も弱い-5.7 刺激より pSTR
を検出し、刺激強度上昇と共に振幅が増加し
た。視神経損傷マウスでは損傷 28 日後で-5.2
刺激より弱い pSTR を検出したが、最強の
-4.2 刺激でも振幅は小さかった(p<0.01)。移
植マウスでは、やはり損傷 28 日後で-5.2 刺
激より弱い pSTR を検出したが、振幅は-5.2、
-4.7、-4.2 何れの刺激でも視神経損傷マウス
より大きかった。-4.2 刺激では、移植マウス
は視神経損傷の約 2倍の pSTRの振幅を示し
た(p<0.05)。網膜神経節細胞の活動性は網膜
神経節前駆細胞移植により有意に回復した
と考えられた。 
 なお、神経接着分子 L1 ノックアウトマウ

スの視神経を損傷し網膜神経節前駆細胞を
移植したところ、L1 陽性視神経が再生し網
膜神経節細胞層から中脳上丘への投射を観
察した。生着した移植細胞が軸策を伸長し視
神経を再構築したことが確認された。 
 以上、ES 細胞由来網膜神経節前駆細胞の
移植により視神経障害である緑内障を根治
的に治療できる可能性が示された。今後ヒト
細胞を用い、臨床治療に向けて研究を進展さ
せる意義が示された。 
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