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研究成果の概要（和文）：網膜のがんとして最も頻度が高い網膜芽細胞腫は、生存予後は高いがいまだ眼球摘出に至る
ことが多い。網膜芽細胞腫は病理像が異なる表現型をしめす複数病型があるが、他のがんのような遺伝子レベルの知見
を背景にした病型の分類は知られていない。本研究では、細胞表面にでている蛋白質である表面抗原の発現パターンを
摘出網膜芽細胞腫について解析し、未分化型、分化型ではことなる表面抗原の発現パターンを示すことが明らかになり
、病型分類に利用できる事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Retinoblastoma is the most frequent cancer in the eye. Retinoblastoma showed 
different pathological types, but there is no classification based on knowledge of gene information such 
as mutation, or translocation. Cell surface antigens are proteins that expressed in cell surface, and can 
be used for identification and purification of certain subset of cells. We analyzed expression pattern of 
Cd antigens in patient derived retinoblastoma clinical samples, and found that different expression 
patterns of Cd antigens in different pathological featured retinoblastoma. These results suggested 
information of expression pattern of Cd antigens can be used for diagnosis and planning of therapeutic 
strategy,
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１．研究開始当初の背景 
網膜のがんとして最も頻度の高い網膜芽細

胞腫(Retinoblastoma)は生後 2，3 歳で発見

に至ることの多い小児のがんで、先進国にお

いては生存予後は 90％以上と高いが、多くの

場合、眼球摘出となる疾患である（5 年眼球

保存率は国立がんセンターの統計で、非進行

例で約 8 割、進行例で約 3 割）。眼球摘出を

回避するため選択的眼動脈注入などの試み

が国立がんセンターを中心におこなわれて

いるが、生命予後の重視から眼球摘出が選択

される現状がある。治療法の選択は、がんの

進行度を中心に判断されている。これは他の

がんにおけるような、遺伝子変異との関連づ

けにおける病型の分類や治療法の選択の知

見がないことに起因していると考えられる。 

網膜芽細胞腫には病理組織像から未分化型、

分化型などの分類はあるものの、他のがんに

みられるような、遺伝子レベルの知見にもと

づいた病型分類はしられていない。一方、網

膜芽細胞腫の原因遺伝子が Rb であり、Rb が

はじめて知られたがん抑制遺伝子として研

究が集中、進展しているにもかかわらず、な

ぜ Rb の変異が網膜特異的に腫瘍を誘導する

のか、という事は未だ明らかではない。また

マウスではRb1の変異は他の遺伝子の代替的

発現を誘導するため、それらの遺伝子の三重

変異のマウスで検討せざるを得ないなどマ

ウスでの研究には限界があり、網膜芽細胞腫

の研究の進展の遅延の原因となっている。 
 
２．研究の目的 
我々は網膜発生・分化を研究しているが、そ

の過程で網膜の幹・プロジェニター細胞と細

胞系譜を実体としてあきらかにするために、

血液学の手法を用い、単細胞に分離したさま

ざまな発生段階のマウス網膜細胞を用いて、

細胞表面の蛋白質（表面抗原）の発現パター

ンのスクリーニングを市販で入手可能なすべ

ての抗原（約 150 種類）についておこないデ

ータベースを構築した。特定のサブセットの

網膜細胞に特異的に発現する表面抗原を多数

同定し、それぞれの抗体で認識されるマウス

網膜亜集団をセルソーターで純化し、その性

質を検討した。これまでに網膜幹プロジェニ

ター細胞、視細胞とその前駆細胞、グリア細

胞とその前駆細胞に特異的な表面抗原を同定

し、さらに多くの様々な細胞表面マーカーの

網膜細胞での発現パターンを把握している。

我々はさらに霊長類での応用として、コモン

マーモセットの網膜細胞を用いて､表面抗原

の発現について検討し、その多くがマウスと

発現パターンが共通であることを明らかにし

た。 

以上の情報をヒトの病態に応用するために、

網膜芽細胞腫の摘出臨床検体をもちいて予備

的検討を行った。マウス、コモンマーモセッ

トの網膜で得られた情報にもとづき、抗体を

約 20 種類選択し、網膜芽細胞腫の摘出サンプ

ルを染色しセルソーターで発現を検討した。

その結果、約 10 種類の抗原が発現しており、

また検体によって発現レベル、発現率などの

パターンがことなることを見いだした。 

この結果にもとづき、本提案では、網膜芽細

胞腫の臨床サンプルについて表面抗原発現パ

ターンの解析を行い、発現パターン、陽性細

胞率などにより、網膜芽細胞腫の分類を試み

る。一方で、細胞の培養をこころみ、株化可

能であったものについて増殖能、増殖因子、

抗がん剤への感受性などを検討する。 

 
3. 研究の方法 
網膜芽細胞腫の手術摘出サンプルについて

表面抗原の発現パターン、増殖レベル、網膜

細胞系列特異的タンパク質の発現パターン

を解析しデータベースを構築していく。一方、

摘出サンプルからの樹立細胞株の作成を試

み、これができたなら、表面抗原発現パター

ン、増殖能、増殖阻害剤への感受性などの検

討を行う。これらの情報と、臨床情報の表面

抗原発現パターンとの相関関連を検討し、網

膜芽細胞腫の病型分類を試み、治療戦略の検

討に役立てる。また、受容体、接着分子など

の発現パターンなども考慮し、試験管内の実

験で新しい治療法樹立をめざした知見を得

る。 

４．研究成果 

網膜芽細胞腫の表面抗原発現パターンの解

析：本研究は網膜芽細胞腫の臨床摘出サンプ

ルをFACSにて表面抗原の発現を解析すること

が研究の中心となる。このため、計画では、

網膜芽細胞腫摘出臨床サンプルについて、国

立がんセンター、国立成育医療センターから

提供をうけ解析する予定であった。しかしな

がら、全摘手術の減少傾向その他の理由によ

り、適用となる提供が一例もなく、このため、

他大学の眼科にも協力をもとめたが２年間の



間に臨床サンプルの入手が一例もなかった。

このため、すでに予備実験で解析をおこなっ

ていた4例について、発現している表面抗原を

マウスの網膜で詳細に発現パターンを解析し

た。この結果、臨床像がaggressiveな一例に

ついては網膜プロジェニターで発現している

表面抗原２種が強く発現しており、病理像的

にはあまりaggressiveとは考えられない二例

では、様々な分化網膜神経細胞に発現してい

る表面抗原多数が発現していた。すなわち、

未分化型と分化型では異なる表面抗原の発現

パターンを示していた。このなかでも４例中

３例で発現していたCXCR4についてマウス発

生期の網膜で詳細な発現パターンを解析した。

CXCR4はE15網膜で発現していたが、E18になる

と非常に強く発現レベルがあがり、生後数日

間が最も強く発現している。この時期の網膜

を視細胞（とその前駆細胞）、とこの他の網膜

神経細胞、グリア細胞にわけると、グリアの

前駆細胞で非常に強く発現している事が明ら

かになった。視細胞では発現は極めて弱く、

介在神経などの他の神経細胞では弱く発現し

ていた。 

細胞株樹立の試み：サイトカイン、フィーダ

ー細胞などの様々な条件により細胞株の樹立

をこころみたがバルクでの培養はできる例が

あるが、single cellからの株の樹立は不成功

に終わった。表面抗原により細胞を単細胞に

分離し、これらをさまざまな条件下で培養す

る、という試みも多数の条件でおこなったが

やはり株の樹立にはいたらなかった。 

CXCR4の網膜発生における役割の解析： CXCR4

ノックアウトマウスの解析から、CXCR4が網膜

プロジェニター細胞の増殖に関与することが

示唆さた。 

タンパク質との共染色についての技術開発：

細胞をdetergentで穴をあけ、細胞内タンパク

質を抗体で染色し、表面抗原との共発現状態

について様々な分画で検討し、基礎データベ

ースを作成した。さらに、染色の条件検討を

おこなって、細胞内蛋白質抗体で染めた後、

セルソーターで細胞を分取し、その遺伝子発

現を検討する事が可能になった。これにより、

これまでマウス、マーモセットで発現の確認

された表面抗原の多くは、発現が確認された

だけで、どの系列のマーカーとなっているか

はあきらかではない、という課題について、

遺伝子発現の検討により、明らかにすること

が技術的に可能になった。 
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