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研究成果の概要（和文）：我々はES/iPS細胞由来の網膜組織を視細胞変性疾患に移植することによる視機能の再
建を目指している。本課題では、動物モデルを用いてより実質的な視機能に必要なホスト-グラフト間のシナプ
ス形成を促進する手がかりを得るために、まずはホスト-グラフト間シナプスの密度分布の評価系を作成し、シ
ナプス密度分布を評価した。さらに移植後ホスト網膜の神経節細胞の光応答を対応させて解析することにより、
移植により得られた神経節細胞の光刺激受容領域が推定できる可能性が示唆された。また、蛍光組織像と電顕を
重ね合わせる技術を用いて移植後のシナプス観察を試み、ホスト-グラフト間シナプスの質的特徴を考察した。

研究成果の概要（英文）：We aim to develop a therapeutic strategy to restore visual function in 
retinal degeneration using ES/iPS cell derived retina. In order to enhance functional integration of
 ES/iPSC-retinas, we first established a protocol to draw a density map of host-graft synapses in 
the graft area after transplantation in the end-stage retinal degeneration mice. We then analyzed 
how the host-graft synapse distribution is correlated with light responsiveness of host retinal 
ganglion cells (RGCs), which seemed to provide a possible information as to receptive field of host 
RGC after transplantation. We also studied qualitative nature of host-graft synapses utilizing 
correlative light and electron microscopy.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、ES/iPS細胞由来網膜組織を末期網膜変性モデル動物に移植することにより、移植組織が移植後に成熟し
ホストの網膜とシナプスを形成、ホスト網膜が光に反応する様になること、そして移植後動物が光を認識する様
になることを検証してきた。今後、より発展的な治療として、形が分かるなどより実質的な視機能を再建するた
めには、現在の移植でどの様な質のシナプスがどの様に形成されているかを理解し、さらにそれを改善する方法
を追求する必要がある。本研究は、移植後のシナプスを量的質的に評価することに成功し、その考察からシナプ
ス形成を促進させる手がかりを得るとともに、今後の研究を進める上で重要となる評価手法を確立した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我々は、視細胞の失われた網膜変性疾患に対し、視細胞を主とする iPS/ES 細胞から分化誘導し

た網膜組織を移植することによる視機能再建を目指して研究を行なっている。これまでに、

ES/iPS 細胞由来網膜組織が移植先でさらに成熟し、1）視細胞が層構造を形成しつつ形態的にも

成熟し、光に反応するようになること、さらに 2）これらの移植細胞がホストの双極細胞とシナ

プスを形成すること、3）ホスト網膜の、脳への最終伝達細胞である神経節細胞において、移植

部位で光応答の発火が見られるようになること、4）マウスモデルにおいて、移植後に光を認識

するような行動をとるようになること、を報告してきた。 (Mandai et al 2017,Stem Cell Rep). 

これらを元に、すでに網膜色素変性に対し人への臨床研究も開始されているが、現在の課題とし

て、移植部位においてホスト-グラフト間のシナプス形成がまだ不均一であり、視機能再建が得

られる部位と得られない部位がまだら状に存在している点が挙げられる。より実質的な視機能

を回復するためには、より移植部位全体での均一なホスト-グラフトのシナプス形成が必要であ

る。 

 

２．研究の目的 

現在の移植において、どのような生着状態で、どのようにホスト-グラフトのシナプスが形成さ

れているのかを定量的定性的に評価できるようなシステムを立ち上げ、まずは現時点でのシナ

プスの形成の状態と移植後の視機能との相関について評価し理解を深める。また移植後形成さ

れるシナプスの質についても検討する。さらに、移植後の機能再建において改善できる可能性の

あるポイントを検証するとともに、新たな課題についても考察、検討する。 

 

３．研究の方法 

まずは、ホスト-グラフトのシナプス形成を定量的に評価するシステムを構築し、移植部位にお

けるホストグラフトシナプスの density map を描けるようにした。さらに、実際に多電極アレイ

を用いて移植部位での複数電極上でのホスト神経節細胞の活動を記録し、発火細胞とシナプス

形成との間にどのような相関が見られるかを検討した。また、ホスト-グラフトのシナプスの質



の評価として電顕的観察も試みた。また、実際にシナプス定量を用いて、 前年度までに報告し

てきた双極細胞欠損型網膜細胞やホスト側の環境因子としてグリオーシスの除去を期待できる

コンドロイチナーゼ ABC（ChABC）の効果について検討、加えて他にホストグラフトの視機能ネ

ットワーク再建に関わる因子を検討した。 

 

４．研究成果 

まず移植範囲においてホスト-グラフトシナプスの密度分布を評価できるようにした。ホストの

双極細胞が GFP 蛍光を発するレポーターマウスと、グラフトのシナプスマーカーが tdTomato ラ

ベルされたレポーターラインを用い（マウス ES細胞）、分化した網膜を移植し、さらに後シナプ

スマーカーの mGluR6 または cacna1s を染色することにより、ホストとグラフトのシナプスを同

定した。（図 1）前年度までに開発した、グラフト内の双極細胞を遺伝子改変により除去した網

膜組織を用いると、移植細胞とシナプスを形成するホストの双極細胞の率は変わらないのに対

し、ホスト双極細胞あたりにシナプス形成する視細胞（rod）の数（シナプス数）が増加する、

という結果が得られ、このことはホスト側の方にグラフトとのシナプス形成を阻害する要素が

まだ何かあることを示唆していると考えられた。そこで移植時に ChABC の同時投与を行なった

が、明らかなシナプス形成の変化は見られなかった。 

 
図１ 双極細胞が GFP ラベルされたホストマウス（視細胞変性モデル）に前シナプスマーカーに

tdTomato をラベルしたレポーター株から分化させた網膜組織を移植、さらに後シナプスマーカ

ーを染色することでホスト/グラフトシナプスを同定した。 



 

次に、イマリスの画像解析ソフトを用いることにより、3次元的にシナプスを自動同定し、手動

補正することにより、移植部位上でのホスト-グラフトシナプスの分布を density map として表

示することができるようになった （図２）。 

 

図２ イマリス画像解析ソフトを用いてホスト/グラフトシナプスを自動同定し、移植部位でのホスト/グラフ

トのシナプス分布を表示できるようになった。 

 

さらにシナプス密度分布と多電極アレイを用いた移植後ホスト網膜の神経節細胞の光応答を照

合すると、神経節細胞の反応がその周辺の一定距離内にあるシナプスの数と相関する傾向がみ

られ、これは移植後の神経節細胞の光刺激受容領域を反映しているとも示唆された。また、この

相関関係は、野生株よりも双極細胞を欠失させた次世代遺伝子改変株でより強い傾向が見られ

た。 

また、これらのレポーターシステムを応用することにより、シナプスが電顕レベルでどのような

構造を持っているかを、CLEM（Correlative light and electron microscopy）という蛍光組織



像と電顕を重ね合わせる技術を用いて観察することが可能になった。電顕的観察より、移植後に

は様々な成熟段階のシナプスが形成されていることが示唆された。生体内の視細胞のシナプス

は、視細胞と双極細胞の他に、水平細胞が寄与して triad を形成しているが、これらの移植後の

シナプス観察より、移植後視細胞シナプスへの水平細胞の寄与は移植後の視機能再建において

重要な要素の一つであることが示唆された。また、視細胞変性モデルでは、水平細胞もまだらに

退縮する像を観察しており、移植後のホスト-グラフトのシナプス形成に水平細胞が関与する可

能性も考えられる。そこで、次のステップとして、移植後シナプス形成の量的質的要素にホスト

内及びグラフト内の水平細胞がそれぞれどの様に寄与しているかを検討するために、CRE 誘導型

水平細胞の欠失マウス、双極細胞がラベルされたレポーターマウス、視細胞変性モデルを掛け合

わせ、水平細胞を欠失させた視細胞変性-双極細胞レポーターモデル動物を確立した。これらの

モデルを用いた移植後シナプス形成及びホスト網膜の光応答については今後の課題において引

き続き研究を進めていく予定である。 

今回の研究課題により移植後の視機能再建において重要なホスト-グラフト間のシナプス形成

に対するより詳細な理解を得るとともに、今後更に発展的な研究において、より良い視機能再建

を目指していく上での重要な手がかりとツールを得た。 
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