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研究成果の概要（和文）：視覚は人の生活に必須である。目で光を受ける神経細胞である網膜視

細胞が形成・維持される機構かを明らかにすることは、学問上の意義のみならず、視覚障害の

診断や治療に重要である。私達は視細胞が形成される機構を、主にマウスを用いて解析し、網

膜幹細胞の増殖のメカニズム、視細胞の分化と維持のメカニズム、視細胞からのシグナルを伝

える網膜双極細胞の機能メカニズムと人疾患の関連について、分子レベルでの理解を大きく進

めることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Vision is critical to our lives. To elucidate molecular mechanisms underlying 
development of retinal photoreceptor cells is not only important for biology but also for development of 
diagnosis and treatment of retinal diseases. We studied mechanisms of retinal photoreceptor 
development mainly by using mouse genetics. We progressed our understanding on molecular 
mechanisms underlying retinal stem cell proliferation, differentiation and maintenance of photoreceptor 
cells, function and related human diseases of bipolar cells.  
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１．研究開始当初の背景 

申請者は脊椎動物の中枢神経系の細胞運
命決定の分子メカニズムの解明を目指して
いる。それを生物学的な見地からのみ追求
していくのではなく、ヒトの疾患との関連
からも追求していきたいと考えている。脊
椎動物の網膜は中枢神経系由来で、構造が
比較的単純であり、比較的発生過程が遅く、
生体レベルでの実験操作が容易であるとい
ったことから、網膜は中枢神経系発生の良

いモデルとして知られている。申請者は、
特に網膜視細胞の運命決定機構に注目して
いる。網膜視細胞は哺乳類において唯一の
光センサーであり、杆体・錐体の 2 種類よ
りなる。杆体は暗所での光を識別する感度
が高く、錐体は明所での光と色彩を識別し、
ヒトの視覚は主に錐体が担う。また、網膜
視細胞の異常に起因する病気であるヒト遺
伝的網膜変性症の患者は全世界に約 400 万
人いるが、根本的な治療法は存在しない。
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また糖尿病性網膜症、黄斑部変性症などの
多くの網膜疾患でも網膜視細胞が変性ある
いは障害されるので、網膜視細胞の再生や
新生を可能にするためにその発生・分化の
分子機構の解明は非常に重要である。した
がって網膜視細胞の分化機構を明らかにす
ることは神経発生のモデルとしてだけでな
く臨床医学的にも重要である。 

 
２．研究の目的 
申請者は以前、網膜視細胞の分化の鍵をに

ぎる転写因子 Crx を単離した (Furukawa et 
al., Cell, 91, 531, 1997)。その発現は網膜未分
化前駆細胞では認められず、分化しつつある
視細胞および最終分化した視細胞に非常に
高いレベルで発現していた。そして Crx はロ
ドプシン、コーンオプシンやトランスデュー
シンといった光受容経路の分子や視細胞の
構造を形成する多くの網膜視細胞特異的分
子の発現を調節することを明らかにした。つ
まり、Crx が長らくこの分野の多くの研究者
により探されてきた、視細胞特異的遺伝子群
の上流転写因子であった。また生体レベルで
Crx は視細胞の分化を誘導する活性がある
こと、ノックアウトマウスの解析から Crx
が視細胞の機能発現に必須であることを見
出した(Furukawa et al., Nat Genet., 23, 466 
1999)。 
さらに、我々の共同研究(Freund, Furukawa 

et al., Cell, 91, 543, 1997)ならびに他のグルー
プからの報告により、臨床的には、ヒトにお
いてはCrxが 3つのタイプの遺伝性網膜変性
症の原因遺伝子であることが明らかになっ
た。さらに我々は転写因子 Otx2 が網膜視細
胞の運命決定に必須であることを見出し、報
告した（Nishida et al., Nature Neurosci. 2003）。
Otx2 は胎生期の視細胞に発現し、Otx2 が Crx
の転写活性化因子であることも見出した。さ
らに、我々は最近 Otx2 が生後、双極ニュー
ロンの終末分化にも機能していることを明
らかにした(Koike et al., Mol. Cell. Biol. 27, 
8318-8329, 2007)。申請者は、本研究で、視
細胞の運命決定における遺伝子制御と蛋白
質制御のメカニズムを明らかにしていくこ
とを目的とする。 

 
３．研究の方法 
申請者らは、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、
アフリカツメガエル、ゼブラフィッシュなど
の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 
(１)－① 網膜細胞運命決定における転写抑
制因子 Blimp1 の機能解析 
近年、この Otx2 の下流分子として、Blimp1

を見出した。Blimp1はN末にPR/SET domain、
C 末に Zinc finger motif をもつ転写制御因子
であり、B 細胞が形質細胞へと最終分化する
際に機能するマスター因子であることや、生
殖細胞への運命決定に必須の因子であるこ
と等が報告されている。そこで、網膜特異的 
Blimp1 コンディショナルノックアウトマウ
スを作製し、解析を行った結果、Blimp1 を
欠損すると、視細胞発生の初期から視細胞の
数が半減することが明らかとなった。さらに、
Blimp1 欠損網膜では、双極細胞様細胞およ
び増殖性細胞が増加することを見出した。ま
た、逆に Blimp1 を過剰発現させた網膜では、
双極細胞形成および細胞増殖が阻害された。
Blimp1 の作用機序を明らかにするため、野
生型と Blimp1 欠損網膜における遺伝子発
現プロファイルをマイクロアレイ解析によ
って比較したところ、Blimp1 欠損網膜では 
Chx10 の発現が有意に増加することを見出
した。Chx10 は双極細胞への運命決定および
網膜前駆細胞の増殖を制御する転写因子で
ある。さらに、ルシフェラーゼアッセイおよ
び ChIP 解析の結果、Blimp1 が網膜におい
て直接 Chx10 の発現を抑制することが明ら
かとなった。以上の結果から、網膜前駆細胞
から視細胞へと分化する過程において、
Blimp1 は視細胞前駆細胞が双極細胞や細胞
増殖に不適切に運命転換するのを抑制して
いる可能性が示された。このメカニズムには 
Blimp1 による Chx10 の発現抑制が寄与し
ているものと考えられる。これらのことから、
正常な視細胞の運命決定には、Otx2 などに
よる正の制御因子による遺伝子活性化だけ
では十分ではなく、Blimp1 のような転写抑
制因子によって視細胞への分化を安定化す
ることが必須であることが明らかとなった。
また、本研究は視細胞発生機構において新た
な制御機構を加えたのみならず、Blimp1 が
初期視細胞前駆細胞の可塑性を制御する鍵
となる分子である可能性をも示しており、興
味深い知見を見出すことができたものと考
えられる。 

 
(１)－② 視細胞の運命決定における新規転
写調節共役因子Panky (photoreceptor ankyrin 
repeat protein）の同定と機能に関する研究 

遺伝子情報の正確な時間的・空間的制御は
個体の発生や機能発現にとって重要である。
遺伝子の発現調節機構において、その 中心的
役割を果たす転写因子は比較的よく研究さ
れてきた。しかし、この転写因子と共に働く
転写共役因子については未解明な点が多い。
我々は以前、Otx2 の視細胞特異的コンディ



 

 

ショナルノックアウトマウスでは、視細胞前
駆細胞がアマクリン様細胞に細胞運命を転
換することを報告した。我々はこのマウス網
膜を用いて、視細胞で働く新規な遺伝子をマ
イクロアレイで探索した。この解析において、
mRNA の発現が Otx2 CKO で著しく低下し
て い る 遺 伝 子 の 一 つ と し て Panky
（ photoreceptor-specific ankyrin repeat 
protein）を同定した。Panky は網膜視細胞と
松果体特異的に発現していた。切片 in situ 
ハイブリダイゼーションによって網膜にお
ける発現パターンを調べると、Panky は生後
1 日目頃から視細胞に発現し始め、成体マウ
スでも視細胞にその発現が維持されている
ことが明らかとなった。PANKY は 385 アミ
ノ酸からなる蛋白質であり、錐体視細胞由来
細胞株 661Wに強制発現させたPANKYの細
胞内局は細胞質と核に認められた。そこで
CRX によって活性化される遺伝子のプロモ
ーターを用い、CRX による遺伝子の転写活
性化に対する PANKY の影響を検定した。そ
の結果、PANKY は CRX による転写活性化
を抑制する機能を有することを見出した。 

 
(２) 網膜幹細胞の増殖機構の解析 
神経前駆細胞の増殖の制御は、正常な中枢

神経系の形成に必須である。我々は、中枢神
経系の初期発生における細胞増殖の制御機
構の解析を目的として、眼・前脳の初期発生
に必須であり、細胞増殖を制御することが知
られている転写因子 raxにより誘導される因
子の同定を試み、クロマチン制御因子のひと
つである High mobility group B3 (Hmgb3)遺
伝子を単離した。我々は以前、アフリカツメ
ガエルの初期胚を用いた機能解析により、
xhmgb3 が発生中の中枢神経系の細胞増殖制
御において重要な役割をもつことを報告し
た。xhmgb3 は、その構造から他のタンパク
質と機能する可能性が考えられたため、我々
は、酵母ツーハイブリッドシステムを用いて
結合するタンパク質を探索し、Ubiquitin 
conjugating enzyme 9 (Ubc9)を単離した。
Ubc9 は、脊椎動物において現在同定されて
いる、唯一の SUMO 結合酵素である。我々
は、ubc9 が網膜の中で網膜幹細胞の存在す
る毛様体周縁部(ciliary marginal zone)に発現
することを見出した。そこで、xhmgb3 と
Ubc9 の共発現を試みると、xhmgb3 単独の場
合に対して、2 倍以上の高頻度でアフリカツ
メガエル胚の眼の巨大化が認められた。一方
で、Ubc9 の機能阻害は、眼の縮小を引き起
こした。xhmgb3 と Ubc9 の大量発現は、ア
フリカツメガエルの網膜発生において、細胞
死には影響を与えなかった。また、DAPI 染
色により核密度を検討した結果、影響が認め
られなかったことから、細胞密度に影響しな
いことが示唆された。さらに、BrdU を用い

て細胞増殖について検討した結果、細胞周期
の離脱に影響が認められた。これらのことよ
り、xhmgb3 と Ubc9 は発生中の網膜前駆細
胞の増殖の制御に共同的に機能することが
示された。さらに、Ubc9 は細胞周期抑制因
子を抑制することで、幹細胞増殖に関わって
いることを見出し、論文投稿中である。これ
らの知見は、再生医療において神経幹細胞な
どの未分化性を維持したまま増やす場合に
も応用できると期待される。 
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