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緒 言 

 
脊椎動物の網膜は、後に間脳（前脳後部）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由来の組織である。

構造が比較的単純であり、生体レベルでの実験操作が容易であるといったことから、網膜は中枢神経系発生研究の良い

モデルとして知られている。特に、1世紀以上論争となっていたニューロンとグリア細胞の起源について、いずれも共

通前駆細胞由来であることは網膜において初めて見出された。網膜未分化前駆細胞は多分化能を有し、おおまかな分類

として5種類の網膜神経細胞と、1種類のグリア細胞を産生することが知られている。網膜の細胞はサブタイプも含め

ると 70 種類に及び、これらが正確に分化・成熟してアイデンティティーを獲得することは、正常な視覚機能に必須で

ある［1］。 
近年、各発生段階におけるゲノムワイドなエピゲノム変化の網羅的解析が進み、網膜細胞の多様性を確立する過程に

は、ダイナミックなヒストン修飾の変化やクロマチン構造の変遷を伴うことが解明されつつある［2，3］。このように

網膜では、ダイナミックなヒストン修飾の変化を伴いながら、共通前駆細胞から多様な細胞サブタイプへ分化し成熟し

ていくが、この変化を制御しているエピジェネティック因子の実体は何であろうか？また、これらのエピジェネティッ

ク制御因子は既存の転写因子群とどのような関係にあるのだろうか？この問いに答えるべく、本研究では、網膜の80％
を占める桿体視細胞に焦点をあて、ヒストン修飾とクロマチン構造の変化をエピジェネティックに制御する因子の同定

と、これらの因子が制御する網膜発現ターゲット遺伝子の発現機構の解明を目的として実験を行った［4］。 
 

方法および結果 
 
1. マウスSamd7とSamd11の発現解析 

Samd7の網膜における発現パターンを解析するために、発生期と成体期のマウス網膜を用いて in situハイブリダイ

ゼーションを行った。Samd7は生後1日目（P1）の桿体視細胞の発生のピーク期から発現が認められ、P6の視細胞で

強く発現し、以降次第に発現が低下するが生後4週の網膜でも発現が維持されていた。次に、我々は抗Samd7抗体を

作製し、P4マウス網膜の免疫染色を行ったところ、Samd7は桿体視細胞と錐体視細胞の両方で発現が観察された。一

方、Samd11は、網膜視細胞において胎生後期から発現されることが明らかとなった。 
2. Samd7 KOマウス網膜の組織学的解析 
我々は、Samd7 KOマウスを作製し、ホモ変異KOマウスの網膜組織を解析した。P9のSamd7 KO網膜において、

桿体視細胞のマーカーであるロドプシンおよび水緑色錐体視細胞のマーカーである M 錐体オプシンの発現と局在は野

生型（WT）コントロールとSamd7 KOマウスで変化が認められなかった。一方、青色オプシンのマーカーであるS錐

体オプシンは、WTでは発現していない桿体視細胞で強い異所性の発現が観察された（図1a）。視細胞は二次ニューロ

ンである双極細胞と水平細胞とシナプス結合を形成する。視細胞のシナプス形成を Pikachurin や CtBP2 などのマー

カー抗体を用いて観察したところ、WTとSamd7 KO網膜で変化はなく、Samd7 KO網膜においてもシナプス形成は

正常であることが分かった。 
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3. Samd7 KOマウス網膜の神経生理学的解析 
Samd7 の網膜のおける神経生理学的機能を明らかにするために、我々は Samd7 KO マウスの網膜電図（ERG：

Electro Retinogram）解析を行った。暗順応条件下において桿体視細胞機能を検証したところ、Samd7 KO マウスや

野生型に比べてa 波およびb 波の有意な低下が認められた。これは、Samd7 KO マウスにおける視細胞の機能の低下

を示す。次に、明条件下において錐体視細胞機能を検証したところ、野生型コントロールマウスとSamd7 KOマウス

間で有意な差は認められなかったことから、Samd7 KOマウスにおいて錐体機能は正常であることが明らかとなった。 
4. Samd7 KOマウス網膜における遺伝子発現解析 
我々は、Samd7 KO網膜の免疫染色においてS錐体オプシンの異常発現を観察したことから、P12の野生型とSamd7 

KO 網膜のゲノムワイドな遺伝子発現解析をAgilent 社のマイクロアレイを用いて行った。野生型網膜に比べ、163 個

の遺伝子が上昇し、251 個の遺伝子が有意に減少していることを見出した。発現上昇した遺伝子のうち 33 遺伝子は S
錐体遺伝子を含む錐体関連遺伝子で、23 個は桿体関連遺伝子であった。さらに、発現上昇した遺伝子のうち 163 遺伝

子は、網膜以外に発現する遺伝子であった。 
5. Samd7 とポリコーム抑制複合体PRC1との結合 

Samd7 による遺伝子発現抑制メカニズムを明らかにするために、 酵母ツーハイブリッド法を用いて samd7 タンパ

ク質と結合するタンパク質を探索した。その結果、Samd7と結合するタンパク質として、Samd7、Samd11とともに、

PRC1の主要コンポーネントの一つであるPhc2を同定した。Phc2はSAMドメインを有する。次に、Samd7とPhc2
が結合することを、HEK293 細胞を用いた免疫沈降法によって確認した。さらに我々は、Samd7 とPhc2 がSAM ド

メインを通じて多量体を形成することをFSEC（Fluorescence-detection size-exclusion chromatography）法によって

検出した。 
6. Samd7 とPRC1によるトリメチル化H3K27（H3K27me3）による非桿体遺伝子の抑制 
我々はSamd7 KO 網膜において発現上昇している遺伝子のH3K27me3 のレベルを解析した。以前ChIP 解析され

データベースに登録されている桿体遺伝子とSamd7 KOで発現上昇している遺伝子を比較した。我々は、Samd7 KO
で発現上昇している遺伝子のうち 58 遺伝子は、桿体視細胞で H3K27me3 されていることを見いだした。これらの遺

伝子について、ChIP解析を行い、H3K27me3されていることを確認した。さらには、Samd7 KOで発現上昇してい

る遺伝子について、H2AK119ub 化を検証し、複数の遺伝子が桿体視細胞において H2AK119ub 化されていることを

見いだした。 
 

考 察 
 
上記の結果から、網膜桿体視細胞においてSamd7がポリコーム抑制複合体PRC1のPhc2と結合し、さらに桿体に

発現する転写因子と相互作用することによって桿体における非桿体遺伝子の発現を抑制し、桿体視細胞の適切な分化と

維持に不必要な遺伝子発現を抑制していることが明らかになった。従来、神経細胞の分化によるアイデンティティ形成

には複数の転写因子の組み合わせによる制御によるものと考えられてきた。本研究によって、神経細胞の終末分化によ

るアイデンティティ形成には転写因子による制御だけでなく、エピジェネティックな制御機構も重要である可能性が示

された（図2）。今後は、Samd7とSamd11のダブルKOマウス網膜の組織、遺伝子発現、ヒストン修飾を解析し、さ

らにはクロマチン高次構造への影響を明らかにしていく。 
 
 
 

2



上原記念生命科学財団研究報告集, 33（2019） 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
図1．Samd7 KOマウス網膜におけるS錐体オプシンの異所性発現とヒストン修飾の制御 

a）野生型（WT）とSamd7 KO（KO）マウスの網膜のS錐体オプシン抗体を用いた免疫染色（赤）。 
細胞核をDAPI で染色している（青）。KO では桿体視細胞で異所性のS 錐体オプシンの発現が観察された。 

b）WT と KO での S 錐体オプシン mRNA の quantitative RT-PCR 法による定量と ChIP 解析による

H3K27me3の定量。KOではS錐体オプシンmRNAが著しく増加し（縦軸：WTを1とした比）、H3K27me3
が低下していた（縦軸：H3K27me3 抗体によってクロマチン免疫沈降された割合）。エラーバーは S.D.。
mRNAおよびH3K27me3ともに t検定でWTとKO間の差が有意であることを確認した。 

c）桿体視細胞において、Samd7がPRC1と複合体を作り、H3K27me3（茶三角）やH2AK119ubi（青四角）

のヒストン修飾制御を介して錐体オプシンの発現を抑制しているモデル図。 
 

 
図2．網膜視細胞の終末分化を制御するエピジェネティック機構 

左上野生型（WT）桿体視細胞においては転写因子NrlとCrxが協同して桿体オプシン（Rhodopsin）を

転写活性化する。野生型では桿体で発現しない S 錐体オプシン遺伝子は、Crx および Nr2e3 転写因子に

Samd7が未同定の転写因子によってリクルートされ、Phc2-PRC1複合体と結合してH3K27me3を引き

起こし、PRC2抑制複合体とともにS錐体オプシン遺伝子の発現を抑制する。Hox遺伝子もPRC1、2複

合体の作用でH3K27me3のヒストン修飾によって遺伝子発現が不活化されている。一方、Samd7 KOで

は、Samd7の欠損により、CrxおよびNr2e3転写因子がS錐体遺伝子を活性化し、異所性のS錐体オプ

シンが発現する。 

WT 桿体    Samd7 KO 桿体 
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