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研究成果の概要（和文）：我々は、中枢神経系の一部である網膜の発生と維持の遺伝子制御機構の解明やシナプ
ス形成の分子機構、さらには網膜色素変性症などの発症機構の解析を行ってきた。我々が一細胞転写プロファイ
ル解析を行って同定した網膜の発生や機能に関わる候補遺伝子群についてマウス網膜における機能解析を行っ
た。候補遺伝子のノックアウトマウスやダブルノックアウトマウスを作製し、電気生理学的解析や組織学的な解
析を行った。網膜グリア細胞の発達期に発現するRax遺伝子の細胞および時期特異的なノックアウトマウスの解
析から、Rax遺伝子が網膜グリア細胞の炎症反応を抑制し、網膜の恒常性を維持していることを見出し、論文と
して報告した。

研究成果の概要（英文）：We have studied molecular mechanisms underlying retinal development, 
including neuronal and glial cells, synapse formation, and retinal degeneration. In the current 
study, we identified candidate genes involved in retinal development  and function by scRNA-seq 
analysis. We analyzed their possible functions in the mouse retina. We generated knockout and 
double-knockout mice and performed electrophysiological analysis and histological analysis. We 
carried out inducible Muller glial cell-specific Rax knockout mice. We found that ax suppresses 
inflammation in Muller glial cells and regulates retinal homeostasis. We reported these results as a
 research journal paper.

研究分野： 神経発生学

キーワード： 網膜　神経細胞　グリア細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、中枢神経系における発生と機能の分子メカニズムの理解の進歩に貢献するとともに、網膜変性症
を含む失明にいたる網膜疾患の治療法開発の基盤となると期待される。

※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 

外界の光情報を検知する網膜は、後に間脳になる脳領域が胎生期に膨出して形成される中枢

神経系の組織である。脳や網膜を含む中枢神経系が高次神経機能を発揮するためには、多様な神

経細胞が正確な神経回路を形成し、光情報をはじめとする外部環境情報を適切に処理・統合する

ことによってはじめて成立する。中枢神経系の構築と機能発現の分子メカニズムの理解と中枢

神経系の異常に起因したヒト疾患の克服は、神経科学研究において重要なチャレンジの一つで

ある。より具体的な問いとしては、①神経細胞やグリア細胞（回路素子）がどのようなメカニズ

ムで未分化前駆細胞から適切に分化し正しく位置するのか、②神経細胞はどのようなメカニズ

ムで正しい相手と特異的にシナプスを形成（選択的シナプス形成）し、精密な回路を構築するの

か、③形成された神経回路はどのようなメカニズムで高次神経機能を発揮できるのか、④これら

の過程の異常とヒト疾患の病態との関連の理解とヒト疾患をいかに克服できるか、である。申請

者は、これらの問いに網膜を研究対象に選んでチャレンジしてきた。 

網膜には、光センサー細胞である視細胞、介在ニューロンであるアマクリン細胞、水平細胞、

二次ニューロンである双極細胞、そして脳への出力を担う神経節細胞の、大別して 5種類の神経

細胞が 3 層に分かれて存在するが、これらはミュラーグリア細胞も含めすべて共通の未分化前

駆細胞から細胞周期を出て、細胞運命決定され分化成熟する。網膜は中枢神経系由来の神経組織

であるが、脳における様々な機能単位となる神経核のように入力と出力が入り組んでおらず、情

報が一方向のみに流れるシンプルな神経組織である。また明瞭な細胞形態と層構造を有し、生体

レベルの実験も行いやすい。したがって網膜は、中枢神経系発生における重要な問題の基本的分

子メカニズムや原理を解明し理解するのに役立つユニークな組織である。また網膜視細胞は、加

齢黄斑変性や網膜色素変性症などの網膜変性疾患において障害され視覚障害を引き起こす。そ

の治療のために再生医療や人工網膜などが期待されているが、患者達が望む細かいものが見え

るレベルの視覚を再建するには未だ道のりは遠いのが現状であり、その実現には網膜の発生と

回路機能のメカニズムの理解を深める基礎研究による下支えが重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、これらの問題の解明を目指して、網膜の発生に関わる因子を、発生期マウ

ス網膜を用いた一細胞 RNA-seq 解析によって、発生過程の遺伝子発現プロファイルを一細胞レ

ベルの解像度で可視化することによって同定し、それらの機能とその作用メカニズムを生体レ

ベルで明らかにし、中枢神経系の発生の分子メカニズムや網膜視覚回路の機能発現の理解に貢

献することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

マウス網膜を氷冷 D-PBS にて摘出し、液体窒素で凍結させた。ジギトニンの含まれている

溶解バッファーを用いて細胞核を単離、精製した。10,000 細胞核になるように濃度を調整

し、10X Chromium によって一細胞核 RNA-seq 解析を行った。取得したデータは R言語 Seurat

および関連解析ツールを用いて前処理をし、UMAP の作成および既知細胞マーカーの発現パ

ターンにより細胞型アノテーションを行った。 

レトロウイルスを用いた細胞系譜解析については、アルカリホスファターゼあるいは GFP

および目的の遺伝子を IRES の後に組み込んだプラスミドをウイルス産生用 HEK293 細胞に



トランスフェクションして、細胞上清を超遠心

して濃縮し作製した。生後 0日のマウス網膜下

に濃縮ウイルス液インジェクションし、14 日-

１ヶ月後に網膜を採取し観察した。 

また、ミュラーグリア細胞特異的に Cre 活性を

誘導できるRlbp1-CreERT2トランスジェニックマ

ウスを作製し、これを用いて生後のミュラーグリ

ア細胞特異的にRaxを欠損させたコンディショナ

ル KO マウス(Rax iCKO マウス)の網膜に対して、

ストレス条件下の組織学的解析および、FACS ソー

ティングしたミュラーグリア細胞の RNA-seq 解析

による発現変動遺伝子解析を行った。 

 
４．研究成果 

私たちは本研究において、網膜の細胞運命決定と成熟に関わる因子を、発生期マウス網膜を

用いた一細胞RNA-seq解析によって、発生過程の遺伝子発現プロファイルを一細胞レベルの解像

度で可視化することによって同定し、それらの機能とその作用メカニズムを生体レベルで明ら

かにし、中枢神経系の発生の分子メカニズムや網膜視覚回路の機能発現の理解に貢献すること

を目指した。私たちが、生後マウス網膜の一細胞RNA-seq解析（図１）によって同定した複数の

候補遺伝子の中から、網膜未分化前駆細胞から視細胞前駆細胞へと分化するに従って特異的に

発現が増加する機能未知な蛋白質をコードする遺伝子群を同定した。レトロウイルスベクター

(LIA)を用いて、当該転写因子群の遺伝子発現による細胞系譜解析を行い、網膜の細胞分化に影

響を与えるか検証した。マウス網膜を用いたシングルセルRNA-seq解析とレトロウイルスを用い

た機能解析から、アマクリン細胞に分化する過程に特異的に発現する遺伝子として網膜におけ

る機能未知のbHLH型転写因子を同定した。レトロウイルスを用いた網膜未分化前駆細胞におけ

る当該転写因子の発現により、アマクリン細胞の分化が有意に促進されることを見出した。当

該遺伝子のノックアウト(KO)マウスを作製し、組織学的解析や網膜電図解析などを行ってアマ

クリン細胞の発生を検証したところ、野生型コントロール網膜と比較して有意な差が観察され

なかった。このbHLH型転写因子と類似したbHLH型転写因子をコードする遺伝子がマウスゲノム

に存在していることから機能補償している可能性が考えられたため、これら2つの遺伝子のダブ

ルKOマウス網膜の表現型を検証する必要が生じた。もう一方のbHLH遺伝子のコンベンショナル

KOマウスは新生児致死になることが知られていることから、網膜特異的なCKOマウスを作製する

必要が生じた。私たちは、ゲノム編集技術を用いて2つのloxP配列を遺伝子に挿入したマウス系

統を作製し、発生期網膜に特異的にCreを発現するDkk3-Creマウス(Sato et al., 

Genesis,2007,45: 502)と掛け合わせて、網膜特異的ダブルCKOマウスの作製を進めている。さ

らに網膜未分化前駆細胞から視細胞前駆細胞へと分化するに従って発現する機能未知のBTBドメ

イン蛋白質のKOマウスを作製し、機能解析を行っている。 

網膜神経細胞と同じく共通未分化前駆細胞から発生してくるミュラーグリア細胞は､網膜の生

理機能や構造の維持を含め多彩な役割を有すると考えられており、網膜疾患における役割も注

目されている。さらに近年、損傷した網膜において、ミュラーグリア細胞が網膜幹細胞化しうる

ポテンシャルについても報告されている。生後マウス網膜のシングルセル RNA-seq 解析のプロ

ファイルから、発生期以降のマウス網膜のミュラーグリア細胞に Rax が発現していることを見

図１. マウス網膜の一細胞 RNA-seq 解析の U-MAP
プロット Cell type:網膜の各細胞タイプ。Rod:
桿体視細胞、Cone:錐体視細胞、RGC:神経節細胞、
BC:双極細胞、AC:アマクリン細胞、HC：水平細胞、
MG：ミュラーグリア細胞。 
Rlbp1:ミュラーグリア細胞のマーカー遺伝子。赤
丸：ミュラーグリア細胞。 



出した（図１）。しかしながら、ミュラーグリア細胞に

おける Rax の機能はよく分かっていなかった。私たち

は、ミュラーグリア特異的に CreERT2 の発現を誘導で

きる Rlbp1-CreERT2 マウスを作製し、生後にミュラーグ

リア細胞特異的に Rax を欠損させた網膜の解析を行っ

た。Cre の活性を Cre 依存的 TFP 発現マウスでモニター

できるようにかけ合わせを行った。まず私たちは、

Rlbp1-CreERT2マウスの出生後4日にタモキシフェン注

射し、1か月齢で網膜を回収し免疫染色を行って解析し

たところ、Rax CKO マウスではグリオーシスの増加が観

察された（図２）。一方、1ヶ月齢の成熟期にタモキシ

フェンを注射し、2 か月齢で回収したマウスでは、グ

リオーシスは観察されなかった。この結果から、Rax は

発生後期のミュラーグリア細胞において重要な機能を有しているが、成熟したミュラーグリア

細胞においては必須でないことが示唆された。そこで私たちは、ミュラーグリア細胞における

Rax CKO に伴う遺伝子の変動を見るため、Cre 依存的に TFP を発現したミュラーグリア細胞のみ

FACS ソーティングで濃縮して RNA-seq 解析を行った。TFP 陽性のミュラーグリア細胞は平均約

16,000 個ソーティングされた。RNA-seq 解析の結果を基に遺伝子発現変動解析を行ったところ、

候補となった遺伝子群の中で、Socs3 遺伝子の発現が

低下していることを見出した(図３)。そこで、Rax が

Socs3 を直接的に制御しているかどうか検証するため

に、NIH3T3 細胞を用いてルシフェラーゼを行った（図

４）。レポーターに使用した Socs3 プロモーターは

Socs3 の上流 2.4kb のプロモーターをレポーターとし

て用いた。Rax の結合配列が 2 か所存在する。レポー

タープラスミドとしては、Socs3 プロモーター、プロ

モーター上に存在する Rax の結合配列を変異させた

Socs3-mut2 プロモーターの 2 種類を使用した。NIH3T3

細胞にレポータープラスミドとして上記の 2種類を、発

現プラスミドとして Rax を同時に導入することでルシ

フェラーゼ活性を測定した。その結果、変異が入ってい

ない Socs3 プロモーターにおいては、Rax の導入により

ルシフェラーゼ活性の上昇が認められたのに対して、

Rax 結合配列が変異した Socs3 プロモーターにおいて

は、Rax を導入してもルシフェラーゼ活性は上昇しなか

った。この結果から、Rax が直接的に Socs3 を転写制御

していることが示唆された。 

これらの結果から、Rax は、発達期マウス網膜におけ

る Socs3 の発現活性化を通じてミュラーグリア細胞の

炎症を抑制し、網膜の恒常性を維持していることが明ら

かになった(Yoshimoto et al., J Biol Chem. 2023, 

299:105461)。 

図 2. 生後 4 日目にて Rax iCKO マウスにタ
モキシフェンを注射し、1か月齢で回収した
網膜の免疫染色像。GFAP:ミュラーグリア細
胞マーカー、DAPI:細胞核染色。 

図 3. ミュラーグリア細胞における Rax 欠
損により発現変動する遺伝子のボルケイ
ノプロット。 

図 4. Socs3 遺伝子プロモーター(Socs3-
promoter)の Rax による転写活性のルシフ
ェレースアッセイ。 



 また私たちは、網膜に高発現し中枢神経系特異的な発現を示すマイクロ RNA の miR-124a の

多重 KO マウスや多重 KO ES 細胞の神経細胞分化システムを用いてバイオインフォマティック解

析を行い、miR-124a の機能メカニズムの一端を明らかにした(Chaya, Maeda et al., J Biol 

Chem. 2022,298:102293)。 

以上述べた私たちの研究によって、網膜における発生や機能メカニズムの一端が明らかとな

った。この成果は、網膜疾患の発症機構の解明や進行の抑制ならびに治療法の確立につながる

可能性が期待される。 
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