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研究成果の概要（和文）：網膜を構成する主要な細胞は、網膜神経節細胞、双極細胞と視細

胞であり、視細胞は明暗を感知する杆体視細胞と，色覚を担う錐体視細胞とに大別される。

これまでに発生あるいは再生の過程で、網膜前駆細胞から神経節細胞や双極細胞、さらに

視細胞前駆細胞から杆体視細胞と錐体視細胞とに別れて分化する段階に関わる分子やその

受容体、その後の細胞内シグナル伝達が精力的に解析されてきたが、その詳細は十分に明

らかではない。我々はマウス ES 細胞並びに iPS細胞に眼発生に関わる重要な転写因子の

一つである pax6 を遺伝子導入した後、限界希釈法を用いることで nestin, musashi1, 

six3, 網膜前駆細胞の分化に関わる転写因子 chx10 を同時に発現する網膜神経前駆細胞

株を複数樹立する事に成功した。 

iPS 細胞から樹立した網膜前駆細胞は視細胞前駆細胞マーカーである CD73 を非刺激状態

で 50％程度、ロドプシン蛋白を中等量発現する。この細胞は様々な成長因子やケモカイン

に反応して更に分化して green-opsin, blue-opsin, red-opsin を発現する。一方、ES 細

胞から樹立した細胞株は優先的に網膜神経節細胞に分化する。即ち視細胞前駆細胞は異な

ったケモカインで杆体視細胞と錐体視細胞に分化調節されていることが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：The main cells that make up the retina, are photoreceptor cells, 

retinal ganglion cells, and bipolar cells. The photoreceptor cells are classified into 

rod-photoreceptor cells for sensing light and dark, and the cone photoreceptors 

responsible for color vision.   

In the course of embryonal development and somatic regeneration occur, differentiation 

from retinal progenitor cells into bipolar cells, retinal ganglion cells, cone photoreceptors 

and rod-photoreceptor cells has been extensively studied. Nevertheless, molecules 

involved in the differentiation processes have not been fully clarified.  

We have introduced a gene pax6 which is one of the most important transcription factors 

involved in the eye development into mouse iPS cells and mouse ES cells. After limiting 
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dilution culture of the pax6 transfected cells, we have established several retinal neural 

progenitor cell lines expressing simultaneously nestin, musashi1, six3, and chx10, a 

transcription factor which is importantly involved in differentiation of retinal progenitor cells.    

The retinal progenitor cells we have established from iPS cells are 50% positive for cell 

surface CD73, a retinal progenitor cell marker, and express a moderate amount of 

rhodopsin protein upon unstimulated condition. The cells differentiate into cells expressing 

green-opsin, blue-opsin, and red-opsin in response to various chemokines and growth 

factors.  

In contrast, cell lines established from ES cells with the same procedure differentiate into 

retinal ganglion cells predominantly. Collectively, we found that differentiation of 

photoreceptor precursor cells into cone photoreceptors and rod-photoreceptor cells are 

regulated by respective chemokines and growth factors. 
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１．研究開始当初の背景 

網膜は光情報受容の主体である神経網膜

と網膜色素上皮の２層から構成されている。

神経網膜組織は、発生学的に中枢神経系由

来の組織であり一旦障害を受けるとその修

復は困難である。なかでも視細胞は障害を

受けやすく、遺伝的原因や虚血等による視

細胞障害で失明に至る場合が多い。 

 網膜疾患での失明の主要な原因は視細胞

変性であることから、最終的に視細胞に分

化できる神経網膜前駆細胞の分化誘導と視

細胞分化の調節機構の解明が待ち望まれて

いる。ことに神経網膜前駆細胞は網膜神経

節細胞、双極細胞、視細胞へと分化して行

くと共に網膜神経層に遊走してシナプス形

成を行うがその制御の詳細は充分明らかで

はない。 

２．研究の目的 

我々はマウス ES 細胞に神経発生に関わ

る転写因子の一つである pax6 を遺伝子導

入した後、限界希釈法を用いることで

nestin, musashi1, six3, 網膜前駆細胞の分化

に関わる転写因子 chx10 を同時に発現する

網膜前駆細胞株の樹立に成功した事を報告

した。この網膜前駆細胞に各種のケモカイ

ン、増殖因子、さらにはそれらのノックア

ウトマウスを用いて、網膜神経節細胞、双

極細胞、視細胞へと分化するメカニズムを

転写因子レベルとエピジェネティック調節

のレベルで解析することを目的とした。 

我々の実験系ではクローンレベルで視細

胞や双極細胞への分化メカニズムを解析す



ることができる。既にその分化に MCP1 や

FGF が重要に関わることを見出した。今後

は細胞分化で誘導される転写因子やエピジ

ェネティク調節を解明し、網膜前駆細胞の

細胞内シグナル伝達機構にどのような変化

をもたらして視神経や双極細胞が分化誘導

されるのかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

我々の作成した株化 pax6 導入細胞は in 

vitro でも in vivo でも網膜神経節細胞、双

極細胞、視細胞に分化するがその分化機構

は明らかではない。  

これらの網膜前駆細胞株を成長因子等で

刺激して網膜神経節細胞、双極細胞、視細

胞への分化機構を解析するが、そこでは網

羅的なトランスクリプトーム解析を行う。

DNA メチル化のレベルで網膜細胞分化制

御におけるエピジェネティックな調節をも

明らかにする。近年網羅的トランスクリプ

トーム解析が進み、細胞内シグナルはシグ

ナル蛋白質や蛋白コード mRNA のみなら

ず、非蛋白コード mRNA、センス/アンチ

センス RNA が混然として行われているこ

とが明らかになってきた。網膜神経細胞分

化の分子メカニズムの解析はこの手法の導

入により初めて可能になると考える。さら

に同定された mRNA・蛋白質の役割につい

ては RT-PCR、免疫染色、ウエスタン法、

フローサイトメーターを中心に in vitro, in 

vivo で同定して行く。 

 
４．研究成果 

iPS 細胞から樹立した網膜前駆細胞は視

細胞前駆細胞マーカーである CD73 を非刺

激状態で 50％程度、ロドプシン蛋白を中等

量発現する。この細胞は様々な成長因子や

ケモカインに反応して更に分化して 

green-opsin, blue-opsin, red-opsin を発

現する。一方、ES 細胞から樹立した細胞株

は優先的に網膜神経節細胞に分化する。即

ち視細胞前駆細胞は異なったケモカインで

杆体視細胞と錐体視細胞に分化調節されて

いることが明らかになった。 
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