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Ｗｎt2bによる網膜幹細胞の維持機構
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論　文　　内　容　の　要　　旨

　脊椎動物の網膜の最もレンズに近い領域にはCiliaryMarginalZone (以下ＣＭＺ）と呼ばれる領域があり，そこには未分

化で増殖能を持った網膜幹細胞が存在している。 ＣＭＺに存在する網膜幹細胞の性質は，どのような分子機構によって維持

されているのかを調べるために，様々な発生現象の制御に関与することが知られているＷｎtシグナル伝達経路に注目し，

その機能解析を行った。

　ニワトリ網膜にWnt2bの過剰発現を行うと，本来分化するはずの網膜神経節細胞の分化が著しくｍ害されていた。逆に

Wｎtシグナルの機能を, LEFlドミナントネガティブ分子で阻害すると，本来未分化な状態に保たれている網膜マージン

領域において，異所的に神経細胞が出現するのが観察された。以上の結果から, Wnt2bは，網膜幹細胞の未分化状態を維

持するのに，必要十分な働きを持つことが分かった。さらに，網膜細胞の培養を用いた実験から, Wnt2bはＣＭＺに存在

する網膜細胞の分裂能を長期間持続させる効果を持つことが分かった。以上の結果から, Wnt2bは網膜幹細胞を維持する

シグナルとして働くことが強く示唆された。

　Wnt2bは網膜細胞の分化を抑制し，未分化な分化状態に保つことが明らかになったので，次にWnt2bはその下流でどの

ようなシグナル経路を動かすことで，分化抑制を行っているかについて検討した。 Wnt2bは，分化抑制に関わるシグナル

として良く知られているDelta -Notch シグナルとは異なるの細胞の分化状態を誘導していたことから, Delta -Notch シグ

ナルとは別の独立したシグナル経路を活性化することで，分化を抑制していることが示唆された。また, Wnt2bを過剰発

現させた網膜では数々のプロニューラル遺伝子の発現が抑えられていた。したがって, Wnt2bによる分化抑制は，これら

プロニューラル遺伝子が働くなることで，実現しているのではないかと結論づけられた。

　Wnt2bによって引き起こされる細胞内現象を分子レペルで理解するために, Wnt2bの下流で働く遺伝子の探索を行った。

私は, Wntシグナルが活性化されていると予想される網膜細胞で特異的に発現する遺伝子の探索を行った。その結果，７

つの独立のクローンを，幹細胞が存在する領域ＣＭＺで発現する遺伝子として，同定することができた。これら候補クロー

ンのうちの一つ, Atonal遺伝子ファミリーに属するCath6は，機能解析の結果，神経細胞を抑制する機能を持っているこ

とが分かった。

　さらに, Hesファミリーに属する遺伝子，ｃ -hairyl は，網膜ＣＭＺで発現することが報告されたので，ｃ -hairy1 が網膜

幹細胞の維持に関わっているのか，もしそうならばｃ -hairyl はWnt2bによって制御されている可能性があるのか，につい

て検討した。 ｃ-haiｒｙ1は, Wnt2bと同様，分化を抑制し，また網膜細胞の増殖を長期間持続させる効果を持っていた。重

要なことにｃ -haiｒｙ1は, Cath6を含む上記のスクリーニングで得られた幹細胞特異的遺伝子の発現を誘導していた。さ

らに，網膜においてＷｎtシグナルを活性化させると，ｃ -hairyl の発現が誘導された。以上の結果から，ｃ -hairy1 はWnt

シグナルの下流で働く主要な因子なのではないかと推測された。

　以上の結果を総合すると, Wnt2bによる網膜幹細胞の未分化状態の維持においては，その下流で，ｃ -hairylが主要な役
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割を担っており，ｃ -hairyl がCath6を活性化したり，プロニューラル遺伝子の発現を抑制したりする実行役となることで，

神経分化を抑制しているという分子機構が働いている可能性が示唆される。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　網膜の幹細胞は，網膜CMZ (CiliaryMarginalZone)に限局して存在することが知られている。これまで網膜幹細胞の性

質に関しては，記述的な知見が得られていた一方，どのようにしてこれら幹細胞が生体内で維持されているのか，という分

子機構についての研究は進んでいなかった。

　本論文では，まず申請者は，シグナル分子Wnt2bが生体内網膜ＣＭＺに隣接した領域で発現していることに注目し，そ

の機能解析を行った。 Wnt2bは網膜細胞の神経分化を抑制し，未分化な細胞分化状態に維持することが示された。また，

Wnt2bの存在下では，網膜細胞が長期間に渡って細胞増殖を持続されることを明らかにした。これは，網膜幹細胞の性質

の維持に関わる分子をはじめて特定したものである。

　さらに，申請者はＷｎtシグナル経路の下流で，神経細胞への分化を抑制するシグナル伝達経路についてさらに詳しく調

べるために　これまでに神経分化を制御することの知られている分子群である，プロニューラル遺伝子，およびDelta/

Ｎｏtchシグナルに関わる分子とＷｎtシグナルとの関連を検討した。その結果, Wntシグナルの下流では, Notchlの発現，

および複数のプロニューラル遺伝子の発現が抑制されていた。したがって, Wntシグナルの活性化に応じて神経分化抑制

を行うためには, Delta/Notchシグナルは介さすらプロニューラル遺伝子の発現を抑制する，という機構が働いているこ

とを見出した。

　また，申請者は, Wntシグナルの下流で網膜幹細胞の維持に関わる遺伝子のスクリーニング・同定を試み，いくっかの

幹細胞特異的な発現を示す遺伝子の同定に成功した。それらは，幹細胞のマーカーとして用いることができるだけでなく，

Cath6という遺伝子は，実際に, Wntシグナルの下流で，神経分化抑制を実行するのに貢献する可能性が示唆された。

　さらに, Wntシグナルの下流で働く分子としてｃ －hairyl に注目した解析から，網膜幹細胞においては，ｃ -hairyl が

Ｗｎtシグナルの下流で働き，幹細胞の維持に関わることが示された。この結果は, Wntシグナルは，ｃ -haiｒｙ1をエフェク

ターとして用いることによって，幹細胞の維持を行うということだけでなく，ｃ -hairy1 がＷｎtシグナルの下流で働くこと

可能性をはじめて提示した。

　以上の結果は, Wnt2bが網膜幹細胞を維持する働きを持つことをはじめて明らかにし，さらに, Wntシグナル下流でｃ-

hairylが主要な役割を担っていることを示したものであり，網膜幹細胞を維持する分子機構の解明において，大きな貢献

をなすものである。

　よって本論文は，博士（生命科学）の学位論文として価値あるものと認めた。また，平成19年１月22日，論文内容とそれ

に関連した口頭試問を行った結果，合格と認めた。
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