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研究課題別評価 

 

１ 研究課題名：網膜光受容体細胞の運命決定機構と再生 

 

２ 研究者氏名：古川 貴久  

 

３ 研究の狙い： 

網膜視細胞(光受容体細胞)は哺乳類において唯一の光センサーであり、昔より生理学的、生

化学的、解剖学的、および臨床眼科学的に盛んに研究されてきた。しかし驚くべきことに、その分

化発生機構は全くといっていい程不明であった。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。失

明あるいは重篤な視力障害もたらす網膜変性症の原因解明と治療は待ち望まれている。また網

膜色素変性症のみならず糖尿病性網膜症、黄斑部変性症などの多くの網膜疾患で網膜視細胞

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極めて重要である。網膜視細胞の運命決

定機構の解明を目指して２つのプロジェクトの展開を目指した。  

 

[Crx の発現制御機構の解明]   

Crx は分化しつつある網膜視細胞特異的にもっとも早い時期から発現する特異的マーカーで、

Crx の発現を開始する機構を明らかにすることが、網膜視細胞の分子機構を明らかにする最短経

路であると考えられる。 

  

[錐体の発生分化にかかわる遺伝子の単離]   

脊椎動物の網膜視細胞は杆体と錐体の２種類から構成される。杆体は薄暗い所での視覚を担

当し、錐体は昼間視と色覚を担当する。ヒトの視覚の主役は錐体であり、先進国において大きな

失明原因のひとつとなっている黄斑部変性症などで主に障害されるのはこの錐体である。その重

要性にもかかわらず、錐体の数が光受容体細胞数全体の約５％と少なく、また錐体の発生は網

膜形成直後の早い時期におこることから、その発生分化のメカニズムはほとんど解明されてこな

かった。錐体の発生分化に重要な役割を果たす遺伝子の単離を試みた。  

 

４ 研究成果： 

我々は以前より網膜視細胞の発生機構を明らかにすべく研究してきた。以前の研究において、

我々は網膜視細胞と松果体に特異的に発現する転写因子 Crx を単離し、いくつかの網膜変性疾

患の原因遺伝子であることを明らかにした。その後、ノックアウトマウスの解析により、Crx が視細

胞における光受容反応および松果体におけるメラトニン合成に重要であることを示した。しかしな

がら、Crx のホモ接合ノックアウトマウスにおいても視細胞の初期発生がみられることから、Crx と

機能的に重複する遺伝子の存在が示唆されていた。そこで今回、Crxと同じOtxファミリーに属し、

網膜における発現が報告されている Otx2 に注目した。Otx2 はショウジョウバエの遺伝子

orthodenticle の哺乳類におけるホモログとしてクローニングされ、前脳、中脳、松果体、神経網膜、

網膜色素上皮といった組織における発現が報告されている。我々は今回の研究において、視細

胞が網膜幹細胞から分化する際の最初の鍵を握る遺伝子がOtx2 であることを明らかにした。 

まず、in situ hybridization により Otx2 の時間的、空間的発現パターンを Crx と比較した。Otx2

の神経網膜における発現は Crx よりもやや先行して発生過程の視細胞にみられ、胎生期網膜で

は Crx の発現パターンに類似していたが、生後網膜では視細胞での発現がほとんどみられなくな

った。次に、Otx2の網膜視細胞発生における役割を調べるために、コンディショナルノックアウトマ
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ウスを解析した。Otx2 のホモ接合ノックアウトマウスは胎生致死であるので、Crx プロモーターの

制御下に網膜視細胞および松果体において特異的に Otx2 の発現が消失するようなコンディショ

ナルノックアウトマウスを作成した。Otx2 コンディショナルノックアウトマウスでは、網膜視細胞の

発生はみられず、網膜神経細胞の一種であるアマクリン細胞が著明に増加していた。これは、本

来であれば網膜視細胞に分化すべき細胞が、Otx2 の機能消失により、アマクリン細胞へと細胞

運命を転換したことによると考えられる。また、松果体は完全に欠損していた。Otx2 コンディショナ

ルノックアウトマウスの網膜における各種転写因子の発現を調べたところ、Crx の発現が著しく低

下していた。また、レトロウィルスベクターを用いてラットの網膜未分化前駆細胞に Otx2 を強制発

現させるとアマクリン細胞、双極細胞、ミューラー細胞への分化が抑制され、視細胞への分化が

促進されることが明らかになった。さらに、Crx のプロモーター領域を用いてルシフェラーゼアッセ

イを行い、Otx2がCrxプロモーター上のOTX結合部位を介してCrxの発現を制御することを示唆

するデータが得られた。これらの結果から、Otx2 は網膜視細胞の運命決定に必要かつ十分であ

り、また Crx の上流遺伝子として働くことが示された。 

今回の研究で、Otx2 が網膜視細胞および松果体の初期発生を制御する最上流に位置する遺

伝子であることが明らかになった。今後、網膜幹細胞や神経幹細胞に Otx2 を導入することにより、

視細胞への分化誘導が可能になることが期待される。今回の研究は、現在の医学では治療の方

法がない難治性網膜疾患の治療につながる研究であると考えられる。 

   

５ 自己評価： 

我々は網膜視細胞特異的なノックアウトマウスの系を開発した。この系を用いて、網膜視細胞

の運命決定の鍵となる遺伝子がOtx2 であること、さらにOtx2 は網膜幹細胞を視細胞に誘導でき

るマスター遺伝子としての機能を持つことを明らかにした。以前の一連の Crx 関係の仕事と合わ

せ、視細胞の分化の経路の主要な部分は解明できたのではないかと思う。実際、２００４年１２月

のハーバード大学医学部での招待講演の講演者紹介で、「Takahisa のここ数年の努力によって、

以前はほとんど分かっていなかった網膜視細胞の発生の主要な点はだいたい解明されたと言っ

て過言ではないだろう」とのコメントを頂いた。現在は、マスター遺伝子の Otx2 の発現がどのよう

な機序で視細胞において活性化されるのかを解明すべく、研究を継続している。この点が解明で

きれば、視細胞の運命決定と分化を最終的に解明できるだけでなく、ニューロンの分化一般の理

解に大きくつながるのではないかと期待している。また、我々が論文に報告し特許も申請している、

Otx2 の視細胞分化誘導能をもとにした応用が既に報告されはじめている。例えば、毛様体に存

在するヒトの網膜幹細胞をOtx2によって視細胞へ効率よく誘導できた結果が報告された。今後の

網膜疾患のOtx2 を用いた移植再生治療の発展を期待したい。 

一方、錐体細胞の分化の解明に関しては大きな進展を得ることはできなかった。マーキングさ

れた少数の錐体を生体の網膜から FACS ソーティングにより単離し、桿体との遺伝子発現を比較

解析するという手法であったが、少数の細胞からの材料を用いた解析は、テクニカルに予想以上

にチャレンジングであった。現在は担当の研究員を交代し、研究を継続している。是非、少数の細

胞からの遺伝子比較解析の技術を確立して、他の様々な系の解析にも応用したいと考えている。 

  また、我々は網膜視細胞特異的なノックアウトマウスの系を活かして、様々な重要な遺伝子の

機能の生体レベルでの解析も行っている。ニューロンは明確な細胞極性を持っており、その極性

形成のメカニズムの解明は神経科学の重要なテーマのひとつである。最近、我々は、網膜視細胞

特異的なノックアウトマウスの系を用いて視細胞という極性をもったニューロンのメカニズムの一

端を生体レベルで明らかにした(論文投稿中)。この研究をはじめとして、新しい網膜特異的遺伝子

の同定と解析など、いくつかの研究の結果がまとまり、PRESTO の成果として投稿中である。これ

は、グループメンバーがいたからこそ成し遂げられた事であると確信しており、ポスドク参加型の

プロジェクトであることの大きな利点だと感謝したい。3年間という期間は短かったが、そこでの「成

果」だけでなく、得られた「種」をもとにさらに研究を発展させていくつもりである。 
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６ 研究総括の見解： 

本研究領域を対象としている研究者は多い。その中にあって着実に成果をあげてきていること

を評価する。細胞の運命決定と分化メカニズムの解明という基本課題の解決にどのように焦点を

しぼって迫っていくか。視細胞系という特徴ある実験系に取り組んでいるだけに、今後を期待す

る。 
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Synaptogenesis and outer segment formation are peturbed in the neural retina. 
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特許   

発明の名称: Otx2 遺伝子を用いた網膜視細胞の再生と新生 

発明者: 古川貴久 
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