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研究成果の概要：幼弱期のマウス網膜組織内に、光受容体細胞（視細胞）の形質を獲得してい

るにもかかわらず、取り出して培養すると増殖を開始して他の網膜神経細胞へ分化転換すると

いう細胞を発見した。その細胞は組織傷害時などに細胞分裂を開始し他の神経を生み出す幹細

胞として機能しうる可能性が器官培養系の結果から得られ、全く新規の網膜幹細胞であること

が示唆された。またその細胞の遺伝子発現を網羅的に解析し、網膜の発生・分化・疾患に関わ

る遺伝子候補を多数同定した。 

 

交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2008 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度  

年度  

年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 

研究分野：幹細胞生物学  

科研費の分科・細目：生物科学・発生生物学 

キーワード：幹細胞、細胞分化 

 

１．研究開始当初の背景 

虹彩上皮組織の幹細胞の同定に成功してその

実体解明に取り組んでいた。その過程で実は

虹彩上皮幹細胞と似た性質を持つ幹細胞活性

を示す細胞が網膜視細胞（特にコーン型視細

胞）に存在する可能性を見いだしていた。さ

らにこの細胞が未分化多能性幹細胞のマーカ

ーとして知られる遺伝子(Oct-3/4など)を発

現していることが示唆されていた。この新規

網膜コーン型視細胞幹細胞に着目し本研究を

計画した。 

 

２．研究の目的 

網膜色素変性疾患の多くは遺伝性疾患であ

るが、現在その有効な治療法は確立されてい

ない。遺伝病の診断・治療のためには、原因



遺伝子の同定とその機能解析が必要不可欠

である。我々が着目する網膜の新規幹細胞の

分子基盤を解析することにより、網膜視細胞

の発生・分化および疾患に関わる遺伝子の候

補をリストアップしそれらの機能を明らか

にすることを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

生後の網膜に存在するコーン型視細胞様幹細

胞を蛍光（EGFP）で可視化しうるトランスジ

ェニック（Tg）マウスを導入して、細胞の特

性を明らかにするとともに、その細胞で特異

的に発現する遺伝子についての解析を実施し

た。 

(1) コーン型視細胞様幹細胞の特性 

EGFP蛍光を指標にTgマウスの網膜組織内での

細胞の特性を免疫組織学解析で明らかにする。

同時にセルソーティングによりコーン型視細

胞様幹細胞を濃縮して、それらの増殖能・分

化能について培養系を用いて解析した。 

(2) 器官培養系での解析 

Tgマウス網膜の器官培養を行い、成長因子を

添加しコーン型視細胞様幹細胞の組織内増殖

の可能性を検証した。 

(3) DNA マイクロアレイ解析 

pOct-3/4-EGFP Tgマウスの網膜細胞からセル

ソーターを用いてコーン型視細胞様幹細胞を

濃縮し、特異的発現を示す遺伝子を網羅的に

解析し同定した。 

(4) 体細胞におけるOct-3/4遺伝子の発現に 

ついての解析 

体細胞における Oct-3/4遺伝子の発現は偽遺

伝子の存在により否定的な見解となってい

た。そこで網膜および各組織における発現を

精査し詳細を明らかにした。 

 

４．研究成果 

(1)生後マウスの網膜組織内ではコーン型視

細胞はすでに増殖停止し分化を完了してい

るとされてきた。しかしながら、今回我々が

着目した細胞は、コーンの形質である

s-opsin, recoverinなどの発現は示すものの、

PNA 陰性であることから、視細胞としては未

成熟な状態で存在する細胞であることが明

らかとなった。 

 さらにそれらの細胞を取り出し LIF存在か

で培養すると、増殖を開始し sphere を形成

すること、さらにラミニンの上に接着培養す

ると他の網膜神経種の細胞へ分化転換する

ことが分かった。 

(2)コーン型視細胞様幹細胞は通常組織内で

BrdU を取り込まないことから増殖は停止状

態にあると考えられた。しかし、網膜の器官

培養をすると、LIF 依存的に増殖を開始する

ことを見つけた。この結果から、コーン型視

細胞様幹細胞は組織傷害時などには増殖し

て組織修復に関与している可能性が考えら

れた。 

(3)ＤＮＡマイクロアレイにより特異的に高

い発現を示す遺伝子を同定したところ、コー

ン型視細胞の形質を示す遺伝子の他に、多数

の網膜変性疾患原因遺伝子と癌関連遺伝子

が含まれていた。またそれらの癌関連遺伝子

の多くが試験管内の sphere 形成時発現が有

意に増大することを確認した。この結果は、

出生後の網膜発生期に存在するコーン型視

細胞様幹細胞は、その存在意義はまだ充分明

確にはなっていないものの、網膜の発生・維

持に深く関与している可能性が示唆された。 

上記(1)-(3)の成果については、現在論文投

稿準備中である。 

(4)Oct-3/4 遺伝子は、iPS 細胞誘導にも使わ

れる全能性維持に重要とされる遺伝子で初

期胚や ES 細胞、iPS 細胞で発現している。体

細胞での発現についての報告はあるものの、

偽遺伝子の存在などのために、再検討が必要



とされていた。 

 そこで我々はマウス Oct-3/4遺伝子の偽遺

伝子を排除し真の発現を確認できる特異的

プライマーを設計して精査した。生後３日の

マウスの各臓器における Oct-3/4 遺伝子を

RT-PCRＰ法にて調べた結果、生殖巣以外では

眼で最も強い発現がみられ、他には脳での発

現を確認した。しかもその転写産物について

詳細に解析した結果、初期胚やＥＳ細胞など

で従来知られる全長タイプの転写産物では

なく、Exon1 を欠損した variant 型の転写産

物を体細胞では発現しており、それらがコー

ドするタンパク質は既知の全長タイプ意外

に少なくとも２種類(Oct-3/4B, Oct-3/4C)が

存在することが示唆された（論文①）。 

図１）Oct-3/4B,C の構造 

 

NIH 細胞への強制発現解析により、Oct-3/4C

タイプは全長タイプと同様にトランスフォ

ーム活性を有することがわかり、生体内でも

何らかの機能を持つ可能性が高いと考えら

れた。 

 さらに、Oct-3/4 variant 型遺伝子の転写

調節領域も新たに同定し、その領域を EGFP

につなげて variant型発現細胞を可視化でき

るトランスジェニックマウスも新たに作製

して生体内でもその領域が転写調節活性を

持つことを確認した。 

 

図２）Oct3/4 variant の転写調節領域 

Ａ：ルシフェラーゼ活性測定による転写調節

領域の同定 

Ｂ：同定された領域を用いた Tg マウスの網

膜の切片 

 

以上の結果は、体細胞での Oct-3/4 遺伝子の

発現を明確に結論づけることができた上、マ

ウス Oct-3/4 variant 型転写産物の最初の発

見となった。網膜のみならず体性組織内での

Oct-3/4 遺伝子の発現・機能を解析する上で

も有力なツールが得られ、幹細胞生物学分野

においても幅広く貢献しうる。 
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