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研究成果の概要（和文）：感覚機能で重要な視覚におけるセンサーとして働いている網膜は、１度損傷を受ける
と回復は困難である。ダイレクト・リプログラミングと呼ばれる再生技術で、転写因子遺伝子CRX,NeuroD,RAX,
OTX2をヒト体細胞に導入すると、短期間（１～２週間）で光刺激に応答する視細胞様の細胞に分化する。この方
法で、遺伝性・遅発性発症・進行性である網膜色素変性の患者由来細胞から分化誘導した変性視細胞様細胞にお
けるmRNAや蛋白を解析し、光トランスダクション関連やaging関連等の遺伝子発現の変化を見出した。また当研
究室で樹立したゼブラフィッシュ網膜色素変性モデルを解析し、細胞モデルから得られた知見を検証した。

研究成果の概要（英文）：Although methods to generate the retina from pluripotent stem cells have 
been established, it takes time for induction. Another method, transduction of transcription 
factors, CRX, NeuroD, RAX and OTX2, which is called “redirect differentiation”, can produce 
photosensitive photoreceptor-like cells (PLC) from somatic cells. Using this method, we produced PLC
 from retinitis pigmentosa (RP) patient-derived fibroblasts. Downregulation of 
phototransduction-related genes in patient-derived cells was restored by 4-PBA, an inhibitor of ER 
stress. RP is a hereditary, late-onset, progressive retinal degenerative disease, where retinal 
photoreceptor cells slowly die. To prevent progression of the disease, increasing strategies 
including gene therapy, have been proposed almost in research stages. Cost-effective screening 
system using such cellular modeling as shown by us may be useful. Another achievement was 
improvement of induction efficiency toward PLC by newly developed polycistronic vectors.

研究分野： 網膜変性疾患、網膜視細胞のダイレクト・リプログラミング

キーワード： 網膜視細胞　ダイレクト・リプログラミング　網膜色素変性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
中枢神経の１部である網膜の光受容細胞である視細胞は損傷を受けると回復は困難であるが、ES細胞やiPS細胞
から再生できるようになっている。この方法では再生に数か月かかるが、ダイレクト・リプログラミングと呼ば
れる再生技術では機能は限定的ではあるが１～２週間で視細胞様の細胞に分化誘導できる。遺伝性・遅発性発
症・進行性である網膜色素変性の患者由来細胞からこの方法で分化誘導した変性視細胞様細胞におけるmRNAや蛋
白を解析し、発現変化をパラメーターとした薬剤スクリーニングを試み、変化を正常化する薬剤を見いだした。
遺伝性網膜変性の進行抑制を目指した短期間・低コストの評価系の開発に繋がる可能性が示唆された。

※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 
感覚の 90%を占める重要な機能である視覚におけるセンサーである網膜は、１度損傷を受けると回復は

困難である。失われた視覚の再生を目指して網膜の再生研究が行われてきた。網膜は 10 層構造から成

り、網膜色素上皮は最外層に位置し、視覚を司る 9 層から成る神経網膜を支える役割を担っている。

視覚障害原因の上位を占める網膜色素変性は神経網膜、その中でも最初に光を感受する視細胞が変性

する。すでに、マウスやヒトの ES/iPS 細胞から網膜様組織がつくられていたが（Eiraku, et al. Nature, 

2011, Zhong, et al. Nat Commun, 2014）、網膜誘導に数か月を要することがひとつの課題となってい

た。 

一方、普通の線維芽細胞などの細胞（体細胞と呼ばれる）に数種類の転写因子遺伝子をミックスして

導入すると１～２週間で必要な細胞が得られる“ダイレクト・リプログラミング”と呼ばれる技術も開

発され、すでに心臓、膵臓、神経、血小板などがつくられている。研究代表者の世古らは、CRX,NEUROD,RAX

の３種類の転写因子遺伝子をヒト線維芽細胞などに導入すると、約１週間で光刺激に応答する視細胞

様の細胞に分化し OTX2 を加えるとより完全に分化誘導できることを見つけ（Seko, et al. PLoS 

One,2012、Seko, et al. Genes Cells, 2014）、非侵襲的に採取可能なヒト末梢血単核細胞に CRX１種

類の転写因子遺伝子を導入した場合にも、約１週間で光刺激に応答する視細胞様の細胞に分化するこ

とを見つけた（Komuta, et al. Seko, Biol Open, 2016）。さらに、網膜視細胞の機能維持の役割を果

たしている網膜色素上皮細胞の培養上清を添加することによって分化誘導効率が高くなることも見つ

けた（Komuta, et al. Seko, Biol Open, 2016）。同じ方法で、網膜変性疾患の患者由来細胞やゲノム

編集によって変異導入した細胞を分化誘導し変性視細胞モデルを作製すれば、薬剤のスクニーニング

などに応用可能である可能性があった。 

一方、日本における視覚障害の第 2位である網膜色素変性（RP）について、当センター病院と研究所

の連携により、日本人常染色体劣性（ar）RP 患者の主要原因遺伝子が EYS であること、特に頻度の高

い 2 種類は日本人に特有の創始者変異であることが示された（平成 24 年度）。平成 24 年度以降さらに

多数例（国リハ患者 262 例と共同研究先の京都大学の患者 209 名を合わせた 471 例）で家系解析を含

む詳細な解析を行い、上記 2 種類に加え新たに 3 種類の病原性が明らかになり計 5 種類の変異が日本

人 arRP の約 3 割に見られることを示していた（Iwanami et al. Mol Vis, 2019）。 

そこで当研究室では、網膜色素変性の主要原因遺伝子 EYS 変異を保有する RP 患者の皮膚細胞からダ

イレクト・リプログラミングによって変性視細胞モデルを作製し、患者網膜に見立て転写産物（RNA）

と蛋白の発現を解析することによって、RP の病態を解明するとともに新規バイオマーカーの開発も目

指し、変性視細胞モデルにおける転写産物の解析が病態解析の一助になることが示唆されていた。す

なわち、異なる 3 種類の EYS 変異を保有する変性視細胞モデルの解析から、変異を保有する EYS 遺伝

子転写産物が、変異の種類によって完全に分解される場合とほとんど分解されずに細胞内にとどまる

場合があることがわかり、変異によって生じた終始コドンの直近下流の遺伝子配列の特徴によって分

解（NMD）から部分的に免れて細胞内に蓄積され、網膜の変性に関与する可能性が示唆された（Seko, 

et al. Stem Cell Res Ther, 2018）。また、ダイレクト・リプログラミングによって作製された視細

胞様細胞とゼブラフィッシュ網膜を用い、網膜に発現する蛋白の中では最長とされる巨大分子 EYS 遺

伝子の転写産物の全長を解析し、C 末端側のみからなる転写産物は皮膚にも発現するが N 末端側を含

む転写産物は網膜に特異的に発現することも明らかにした（Takita et al. Seko. FASEB J, 2019）。 

ダイレクト・リプログラミングは、短期間・低コストで目的の細胞を作ることができるだけではな

く、エピゲノム情報が保持され、疾患モデル研究における有用性も示唆されていた。しかしながら、ダ
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イレクト・リプログラミングで分化誘導された視細胞様細胞が不均一であるという課題もあった。 

 
２．研究の目的 
ダイレクト・リプログラミングによって分化誘導された視細胞様細胞の分化レベルの不完全性と不均

一性の改善、疾患細胞モデルによる検証を含めた適応の拡大を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）誘導レベルの不完全性と不均一性の改善、疾患細胞モデルによる検証 

１．4 種類の転写因子がシストロニックに結合され、導入する細胞種に最適なベクターを構築した。ポ

リシストロニックベクター上での各転写因子の結合順序を変え、時間軸上でも発生過程を模倣した量

的な発現コントロールを可能にすることを目指した。 

２．EYS の変異を保有する網膜色素変性患者細胞にベクターを導入し変性視細胞モデルの作製、転写

産物・変性蛋白の解析、ヒト変性視細胞モデルとゼブラフィッシュモデルの結果を統合し網膜変性機

序を解明するとともに、細胞モデルの分化レベルを検証。 

（２）直接的分化誘導の適応拡大 

新規改良ベクターを導入し、網膜前駆細胞の作製を目指し、移植医療への応用の可能性を探る。細胞モ

デルを用いたアッセイのスモールスケール化も完成させ、低コスト・鋭敏な評価系を完成させる。 

 
４．研究成果 
（１）誘導レベルの不完全性と不均一性の改善 

ダイレクト・リプログラミングによって作製される視細胞様細胞が不均一であるという課題を克服す

るため、CRX, NEUROD, RAX, OTX2 の４種類の転写因子遺伝子をミックスして導入するというこれまで

の方法ではなく、シストロニックに連結したポリシストロニックベクターを使用することを考え、薬

剤耐性遺伝子を組み込んだレトロウィルスベクターに 4 因子の転写因子を順番を変えてポリシストロ

ニックに連結したものを数種類、新規に構築した。これらを皮膚線維芽細胞に導入、視細胞様細胞に分

化誘導した。それぞれのベクターによって誘導された視細胞様細胞における遺伝子/蛋白の発現を解析

し、ポリシストロニックベクターでは、モノシストロニックベクターのミックス同様に視細胞特異的

遺伝子/蛋白を発現する細胞を作製できること、連結する転写因子の順番によって分化の程度が異なる

ことを見出した（業績欄（学会発表）、原著論文執筆中）。（世古） 

(２) 直接的分化誘導の適応拡大 

（２）―１ 網膜前駆細胞の作製の試み 

市販の皮膚線維芽細胞を用い、網膜視細胞様細胞の誘導に用いる転写因子遺伝子とは異なる網膜前駆

細胞誘導ベクターを作製し、自己複製能と網膜の各種細胞への分化能について検討を行った。その結

果、誘導された細胞は継代することが可能な細胞であったが、網膜の各種細胞への分化能は不十分で

あった。 

（２）―２  

当初計画として、「網膜双極細胞の分化誘導方法を確立し網膜視細胞との in vitro でのシナプス再構

築」も掲げていた。一方、分担者の金田らは当シナプスにおける主要な分子であるグルタミン酸レセプ

ターの in vitro での解析を進めており、本研究の一部として重要な知見を得たのでここで報告する。 

代謝型グルタミン酸受容体６型（mGluR6）は網膜の ON 型双極細胞の樹状突起に特異的に発現

する受容体で、その機能異常は先天性停止性夜盲症の原因となることが知られている。mGluR6

の樹状突起への局在には、N 末端側に存在するシグナルペプチド部位が視細胞側に発現する Lrit1
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や Elfn1 と結合することが関係することが報告されている（Agost et al. J. Biol. Chem. 2021; 

Ueno et al., Cell Rep., 2018）。しかしながら細胞内の極性輸送や細胞膜への輸送に関係する C 末

側にシグナル部位が存在するのかどうかは検討されていない。我々は C 末側に細胞内輸送に関係

するシグナル部位が存在するのかどうかについて HEK 細胞を用いた強制発現系を用いて免疫組

織化学的手法とビオチン標識法を用いて検討した。C 末側を欠損した変異型 mGluR6 は、欠損部

位特異的に膜発現が見られなくなることが明らかになった(Rai et al., J. Neurochem, 2021)。また

欠損型の中でも ER retention motif を欠損したものでは膜発現が認められた(Shimohata et al., 

Mol. Cell. Neurosci. 2023)。このことから mGluR6 の C 末側には、細胞膜発現に関係するシグナ

ル部位と ER retention motif が存在することが明らかとなった。（金田） 

（２）―３ 疾患モデルによる検証 

１）変性視細胞モデルの解析 

EYS 変異を保有する RP 患者由来の変性視細胞モデルと正常ボランティア由来の視細胞様細胞におけ

る遺伝子発現プロファイリングをマイクロアレイ等によって比較した。差が認められる遺伝子は薬剤

の有効性を評価するパラメーターになる他、RP の新規バイオマーカーとなる可能性もある。比較する

ためのデータを精査し定量実験を重点的に進めるために実験

のスモールスケール化を進めた。これまでは、誘導視細胞の主

に質的研究を行い、6 ウェルプレート（培養表面積：約 9.4cm2）

を使用して分化誘導実験を行い、多数のターゲットについて遺

伝子や蛋白の発現を調べた。量的な比較を行うため、検討項目

を数種類に絞り、24 ウェルプレート（培養表面積：約 1.9cm2）

を用いた分化誘導を開始し、このスケール(約 5 分の 1)でも定量的な発現解析実験が可能であること

がわかった（図１）。このスモール化された系を用い、変性視細胞とドナーの年齢をマッチさせた正常

ボランティア由来の視細胞様細胞との間で発現遺伝子を定量的に比較した。これまでの研究によって、

ドナーの年齢が分化誘導効率に影響を与えることが明らかとなっており、継代数が分化誘導効率に影

響を与えることとも合致していた（未発表データ）。その結果、調べた 2 組において再現性をもって光

トランスダクション関連その他の遺伝子の発現が有意に低下することが確認された。さらに、この実

 
図１：誘導のスモールスケール化 

 

図２：小胞体ストレス阻害剤の添加による発現低下の正常化 

変性視細胞モデルと正常誘導細胞との間には複数の遺伝子（光トランスダクション関連、加齢・

oxidative stress 関連等）で発現レベルの違いがみられた。違いが顕著であった遺伝子をパラメ

ーターとし、最適な誘導条件下で、小胞体ストレス阻害剤である 4-PBA による正常化がみられた。 
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験系で小胞体ストレス阻害剤の添加によって発現低下が正常化することがが見いだされ、網膜視細胞

の細胞死に小胞体ストレスが関与することが示唆された（図２）。（Rai et al. Seko. Stem Cell Res 

Ther, 2022）本研究の最終年度には、96 ウェルプレートを用いた誘導実験のプロトコールも確立し、

上記（１）の研究に採用した。（世古） 

ヒト ES 細胞を用いた網膜再生の研究において、さまざまな材料の生原基への適合性を評価し、これ

らが視細胞の効率的な分化誘導に寄与することを考察した。特に、ポリシストロニックベクターの導

入による転写因子の最適化が、分化の均一性と効率を向上させることを通じて、ヒト ES 細胞を用いた

網膜再生研究の発展性を示すことができるかを、将来的な再生医療や薬剤スクリーニングへの応用に

向け、個々の因子についての妥当性を検討した。（梅澤） 

２）網膜色素変性ゼブラフィッシュモデルの解析 

細胞モデルの限界を補う目的で、マウスには存在しない EYS 遺伝子をノックアウトした網膜変性ゼブ

ラフィッシュモデルの開発にも着手し、当研究室でも国内で初めて樹立に成功したが、国外で先に樹

立され錐体杆体ジストロフィの表現型を示すことが報告された。並行して、EYS と LRP5 との二遺伝子

性 RP の症例報告に着目し、この 2つの遺伝子をノックアウトしたゼブラフィッシュを樹立し解析を行

った。その結果、eys+/-; lrp5+/-ゼブラフィッシュには、網膜変性が認められ、網羅的遺伝子発現解析

によって、 eys+/-; lrp5+/-ゼブラフィッシュの眼では視覚サイクルに関わる rbp1 遺伝子の発現が著名

に低下していることがわかった。さらに、Rbp1 蛋白は Lrp5 蛋白と、網膜色素上皮細胞の微絨毛に共局

在し、Rbp1 蛋白が、Lrp5 蛋白の C末側にある細胞内の部位に直接的に結合することが確認された。視

覚サイクルに関連するとされる rbp1 が顕著に低下することに加え、EYS, LRP5, RBP1 の相互作用が明

らかになり EYS 変異による網膜色素変性の発症機序として視覚サイクルも関与することが示唆された

（Takita & Seko iScience, 2020）。 

 国内外の複数の研究室で、

EYS 遺伝子のノックアウ

トゼブラフィッシュの解

析結果が報告されている

が、当研究室では、EYS 遺

伝子上でそれらとは異な

る部位に変異を保有する

ノックアウトゼブラフィ

ッシュを樹立し解析中で

ある。（世古） 

（ Analysis of eys+/-; 
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reveals LRP5 as a 

strong candidate for 

the receptor of all-

trans retinol in the 

visual cycle.  

Takita and Seko, 

iScience, 2020）
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