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慶應医学 ・85(2):179～184,2009

受賞記念講座(三 四会奨励賞)

STAT3/SOCS3経 路は網膜視細胞の分化のタイ ミングを制御する

慶應義塾大学医学部眼科学教室

   小 澤 洋 子

 光 は網膜視細胞を刺激 し,網 膜内の神経 ネ ッ トワーク

を介 して視覚を形成させ る.な ぜ,同 じ生物種で あれば,

誰 もが同 じものを同 じ形 と して見 ることがで きるのか.

言 い換 えれば,生 物 はどのよ うに して,同 一企画 の網膜

とい う器官 を形成 するのだろ うか.そ の答 えの一端 は非

常 に秩序 だ った網膜 の各細胞 の発生 ・発達機構 にある.

 網 膜 には6種 のニ ュー ロンと1種 の グ リア細胞 があ る

が,各 種網膜細胞 の分化 の順番(図1)や 数 の制御 につ

いて は今 まで にも数々の報告があ る.し か し,網 膜細胞

は光を受 け取 るだ けでな くシナプスを介 した ネ ットワー

クを形成 して情報処理 もす る複雑な器官であ り,更 に細

か い分化の スケ ジュールが決 まって いるはずで ある.そ

こで我 々は,網 膜,特 に視細胞の発生 を解析 し,視 細胞

分化 の タイ ミングを細か く調節す るメカニズムが存在す

る ことを明 らか に した.運 命が決 ま った細胞 において,

実 際 に分化 し機能 を持つ 時期 が調節 を受 けてい ることに

ついては今 まであま り注 目されていなか った.し か し,

最 近 の研究 か らは細胞分化 の時期 を同調 させた りず らし

た りす ることは,網 膜 内の シナプス ネッ トワーク形 成の

制御 に関わ る可能性があ ると考え られ るようにな って い

る1).つ ま り,分 化 時期の調節 メカニ ズム も視覚形 成 に

重要で ある可能性が あるということで ある.

 こ こ で は,桿 体視 細 胞 の分化 開始 の タイ ミング を

STAT3/SOCS3経 路 が調節す る,と いう知見 について,

我 々が発表 した次 の2つ の原 著論文2,3)を元 に解説 す る.

①"Downregulati0n of STAT3 activation is re-

 quired for presumptive rod photoreceptor cells to

 differentiate in the postnatal retina. (Mol Cell

 Neurosci.2004)"

0"SOCS3 is required to temporally fine-tune pho-

 toreceptor ce11 differentiation.(-Z)ev Biol.2007)"

1.網 膜では,共 通の網膜前駆細胞が分裂 し,

   特定の時期に特定の細胞種への

     分化の運命が決定 される

 網 膜 には光受容体で あ り一次 ニューロ ンである視細胞

の他 に二次,三 次 ニューロ ンである双極細胞 や神経節細

胞,二 種の介在ニューロン,ミ ューラー グ リア細胞 とい っ

た様 々な細胞 があるが,そ れ らは皆,同 一 の網膜前駆細

胞 が起源 で ある とい うことが知 られて いた4,5).更 に,

特 定 の時期 に特定 の細 胞の分化の運命が決定す ることも

知 られて いた4,5)(図1).そ の 調節機構 の一つ と して,

先 に分化 した細胞(網 膜神経節細胞 など)が 後か ら分裂 ・

分化す る細胞(視 細胞 な ど)の 数 を制御す る機構6)や,

サ イ トカイ ンなどの特定 の細胞外液性因子 による制御 の

機構7,8)が 報 告 され てい た.一 方,各 種 網膜細胞 の運命

決定 には,特 定 の転写因子 の発現 が重要 な役割 を果 たす

(Hatakeyama and Kageyama,2004),つ ま り細胞 内

因子 によ り分化調節 され る機構 の研究 も進 め られていた.

しか し,細 胞外ー細胞 内因子 間の関係 に関す る分子 レベ

ルの研究 や,同 一種類 の個 々の細胞 の分化 時期の調節機

構 について の研究 はほとん どされていなか った.

2.最 終分裂を終えた予定視細胞は,

時間をかけて分化の過程 を完了する

 網 膜 前駆細胞が何度 も分裂 を繰 り返 し,も うこれ以上

は分裂 しないとい う最終分裂 を して視細胞 へ と運命決定

す ると,予 定視細胞 と呼ばれ る.マ ウスでは予定視細胞

は胎生13日 目(embryonic day 13;E13)か ら出生

後4日 目(postnata1 day 4;P4)く らいまでの間に誕

生 して徐 々に増 えてい くが,桿 体視細胞の最終分化 マー

カ ーで ある ロ ドプ シ ンの発現 はPO以 降 に限 られ ること

が知 られて いた(図1).ロ ドプ シ ンの上 流 の転写 因子
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Crxも,分 裂後早期 か ら低 レベルで発現 を開始す る もの

の,ロ ドプ シンの発現 に必要 な高 レベルの発現 を開始す

るまでには数 日かか ることが報告 されて いた9.1ω.つ ま

り,最 終分裂後 に視細胞 に分化す る運 命が決 まり,Crx

を低 レベルで発現 した予定視細胞 は,そ の後数 日間,分

化 の過程を完了 できず,最 後 にCrxの 発 現 が急 に上 昇

してロ ドプ シンを発現 し始 め る(こ こで はこれ を,分 化

を開始 したとよぶ),と い う過程 をたどるので ある,ま

た,分 裂後 に分化を開始 す るまでの時間 は,胎 生 期 に誕

生 した細胞 の方 がPO以 降 に誕生 した細胞 よ り長 い こと

が報告 されていた'D,す な わ ち,分 化 を止 め られて いる

期間が,予 定 視細胞 の誕生 時期 により異 な って いたので

ある.

 こ れ とは別 に初代 培 養 の実 験 か ら,予 定 視 細 胞 は

ciiiary neurotrophic factor(CNTF)存 在 下 では,ロ

ドプ シ ンの発 現 を可逆 的 に抑 制 され,CNTFの 除 去 に

よ り分化 を開始 しうることが知 られていだ2).つ ま り細

胞外 因子 で あるCNTFは 視 細胞 の分 化過程 を抑制す る

ことがで きたわ けであ る,し か し,こ の ときの分化 に必

要 な細胞 内因子 の動 向について は,未 だ解析 されていな

か った.

 と こ ろで,発 達期網膜 でのCNTFの 発 現 について は,

神経節細

アマクリン細胞

錐

桿体視細胞一
胎♂1 13    17出生0      5     9日'

ロドプシン発現

図1各 網 膜細 胞の誕 生 時期.網 膜 で は,胎 生期 後期 か ら出生 後 に

 か けて,特 定の 時期 に特定 の種 類 の細 胞 運命が 決 定 されて 分化

 を開始 す るI視 細 胞 の最終 分化 マ-カ-で あ る ロ ドプ シンは出

 生0日 目以 降 に発 現 ず るI(Marquardt et al. Treads in

 Neurosciences 2002よ り改 変)

胎生期終 盤で高値 を示 し,PO以 降 に急激 に低下 す ると

言 うことが報告 されて いた13),CNTFは そ の受 容体 を

通 して 膜貫 通 型 受容 体gp130を 活 性 化 す るが,こ の

CNTF/gp130シ グナルが視細胞 の分化 の開始 を負 に調

節す る可能性が あった.そ こで,マ ウス網膜器官 培養 と

ノックアウ トマウスを用 い,視 細胞 の分化 時期 の調節機

構にっ き次の ような研究 を した.

3.CNTF/gp130シ グナ ル下 流 のSTAT3が

   Crx・ ロ ドプ シ ンの発 現 を抑 制 し,

     視 細胞 の分化 を抑 制 した

 CNTF/gp130シ グ ナル の下 流 で は細 胞 内 でJAK/

STAT3経 路SHP2/MAPK経 路 が活 性化 しうるが,

そ のいずれがCrx・ ロ ドプシ ンの発現 を抑制 し,視 細胞

の分化 を抑制 す るか は,不 明で あった.そ こで我 々はま

ず この点 を,網 膜 の発達を よ く再現す ることで知 られ る

網膜器官 培養(retinal explant)の 系M)を 用 いて解析 し

た.我 々 はこのretinal explantに 直 接,遺 伝 子を エ レ

ク トロポ レー ションによ り導入す る方法を開発 し,ド ミ

ナ ン トネガ テ ィブ型STAT3(STAT3F)16)を 導 入 した.

す る と,STAT3Fを 導 入 され た 予 定 視 細 胞 で は,

CNTFを 添 加 して も, STAT3の 活 性 化 は抑制 され,ロ

ドプ シンを発現 す ることがで きたのであ る.も う一つ の

リガンド

  a-sOpliF
LリFl

Plwsphorylat

灘愚
感塵

  Grllb 2TSosl

図2 炎 症 性 サ イ トカ イ ンと して知 られ,細 胞 外 液 性 因子 で あ る

 CN2Fな ど は 膜 貫 通 型 受 容 体gpl30を 介 して 細 胞 内 で

 STAT3を 活性 化 し,予 定 視細 胞 で のCrx・ ロ ドプ シ ンの 発 現

 を抑制 す る.
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経路,SHP2/MAPK経 路 を抑制 して も, CNTFの 視 細

胞分化抑制効果を相殺す ることはできなか った.よ って,

視 細 胞 の分化 はCNTFが 予 定 視細胞 内でSTAT3を 活

性化す る ことで抑制 され る,と い うことが明 らか にな っ

た(図2).

4.E18の 予 定視 細胞 で はSTAT3が 活 性化

して いるが,P0に な る と大 き く低下 した

 マ ウスでは最終的 に形成 され る視細胞の約半数が,胎

生期 に予定視細胞 と して誕生す るが,ロ ドプ シン発現 は

POま で始 ま らない.そ れ では,胎 生期(El8ま で)の

予 定視 細胞 で はSTAT3が 活 性 化 して い るのか.興 味

深 いことに,実 際,胎 生期の予定視細胞層で はほぼすべ

て の細胞 でSTAT3が 活 性化 してお り, POで 急 激 に下

が って いる ことが,活 性化STAT3の 免 疫組 織染 色 に

より明 らかにな った(図3).

5-網 膜特異 的STAT3ノ ックア ウ トマウスで は,

   視細 胞 分化 の開始 が早 ま って い た

 で は,STAT3が 胎 生後期 に活性化 していな けれ ば,

視 細胞 の分化 は早 く開始 す るのか.STAT3の ノ ックア

ウ トマウスは胎生致死 で解析が で きないため,我 々 は網

膜特異 的STAT3ノ ックア ウ ト(α 一Cre STAT3°ox'° °`)

マ ウ スを用 いて解析 した.こ の マ ウスで は,E12か ら

STAT3を 発 現 しな くなるのだが, E18で ロ ドプ シンの

上流転 写因子 のcyxの 発 現 が上昇 して いた.こ の ことか

ら,生 体 内で も実際 に,誕 生 した予 定視細 胞 は活性化

STAT3に よ り分化過程 を途中で止 め られてお り,そ れ

が解 除 される ことで視細胞分化 が開始す る(図4)こ と

が示 され た.た だ し,も し胎生 後期 にSTAT3が 活 性

化 されて いな くて も,予 定視細胞 の誕生後 直ちに視細胞

の分化が開始す るわけではなか った.す なわち,分 化の

開始 に は い くつ か の条 件 が 整 う必 要 が あ り,活 性 化

STAT3の 発 現が低下 して も充分 で はな いが,低 下 しな

い限 り分化 の開始 に必要 な条件 がそろわない といえた.

6.P0で 網膜 内STAT3活 性が急に低下 しても,

   すべての予定視細胞が同時に分化を

     開始するわけではなか った

 前 述 のよ うにPOで 網 膜内STAT3活 性 は急 激 に低下

す るが,そ のわ りにはP0以 降 に ロ ドプ シンを発現 し始

める細胞 は急激 には増加 しない(図3).そ こで我 々は,

リガ ン ドの発現 低下 以外 に,さ らに細 か く細 胞 ごとに

STAT3活 性 を調節す る分子 があるに違 いないと考えた.

 -方,STAT3活 性 を抑 制す る分子 の一つ にSQCS3

が あ った.STAT3はリ ガ ン ドがgp130受 容 体 を活性

化 す る と働 くJanus kinase(JAK)に よ り活 性化 され

E18

PO

図3 E18に は予 定視 細胞 でSTAT3が 活 性化 して お り(c, g-g;活 性 化STAT3は 核 内移 行 して いた),ロ ドプ シ ンの発 現

 は見 られな いが(a,g), POで は急 激 に活性 化STAT3の 発 現 が低 下 し(d, h),■ 部 の予定 視 細胞 で ロ ドプ シ ンの 発現 が

 開始 した(b,h). P0で わ ずか に活 性 化STAT3が 残 存 す る細 胞 で は,ロ ドプ シ ン発 現 は見 られ な か った(h,矢 印).

 Hoechst;核 染色.(0zawa et alすMol(.'ell Neurosci.2004よ り)
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懇 爵F鱗 毒

             3&other negative regulators

             霧            磁

リ麿arリd … ■  ■・ー■■レ STA「 『3-activati●n

CNTF掌 ど          &othe-negative fac壷0-S

   上 ⊥

瞬 め         //
positivef
actors

y

Rhodopsin

図4 予 定 視細 胞 で は,低 発現 して いたCrxが(お そ ら くposi-

 tive Peedback機 構 によ り)急 激 に発 現上 昇す ると ロ ドプ シン

 の 発現 が 開 始 し分 化 す る が,STAT3が 活 性 化 して いる と,

 Crxは 低発 現 の ままで発 現上 昇 せず,ロ ドプ シンの発 現が 開始

  しな い.こ れ に対 しS0CS3は, STAT3の 活性 化 を 抑 え るた

 め,Crxの 急 激 な発 現上 昇 を促 しロ ドプ シ ンの発現,つ ま り視

 細胞 の分 化 を開 始 させ る.(Ozawa et al Mol(.'ell Neurosci

 2004よ り改変)

リガンド→ レgp130受 容体→JAKE STA-「3活 性 化

             TSOCS3
図5 STAT3は,細 胞 外 因子(リ ガ ン ド)がgp130受 容体 を 活

 性化 す る と働 くJanus kinase(JAK)に よ り活性 化 され る.

 SOCS3は, STAT3活 性化 によ り転写 活性が 上 昇 し誘導 され,

 JAKの 活性 を抑 制す る こ とでSTAT3の 活性 化 を抑制 す る.

るが,こ のJAKの 活 性 を抑 制す るのがSOCS3で あ る

(図5).ま たSOCS3は 活 性化STAT3に よ り転写 を促

進 され るので,STAT3のnegative feedback modu1a.

forの 一 っ とされ てい る.興 味深 い ことに, SOCS3は

PO以 降,常 にロ ドプ シンの発現 開始 に先 ん じて予定視

細 胞層 で発 現 して いた(図6E, F).す な わ ちSOCS3

が 発 現 してSTAT3を 抑 制 した細胞 で のみ,視 細 胞 の

分化 を開始で きる可能性が あ った.

更 に,ド ミナ ン トネ ガテ ィブ型SOCS3(F59D.JAB)

に よ りSOCS3の 機 能 を抑制す ると, CNTFを 添 加 しな

い通常の培養条件下で あって も,視 細胞 の分化 は開始 で

きない ことを示 した.

8.網 膜特異的SOCS3ノ ックアウ トマウスでは,

    視細胞分化 の開始が遅延 していた

 SOCS3が 欠 損 してい ると,生 体 内で も視細胞 の分化

が抑制 され るのか.P3の 網 膜で比較 す ると網 膜特異 的

SOCS3ノ ッ クアウ ト(α.Cre SCCS3`[ox/fリox)マ ウ スで は

活性化STAT3は 高 値 を, Crx・ ロ ドプ シンの発現 は低

値 を示 した(図6).す な わち,P0以 降 た とえリ ガ ン

ド発現 の大 幅 な低 下 によ り活性 化STAT3が 胎 生 期 に

比 べ ると大 きく低下 して も,SOCS3を 欠 損す る と,あ

る閾値 以上 のSTAT3活 性 が残 存 して いて視細 胞 の分

化 を開始す ることが で きな いと考 え られ た.P0以 降 残

存 した活性化STAT3を シ ャ ッ トダ ウ ン し,視 細 胞 の

分 化 を 開 始 さ せ る に は,SOCS3が 必 要 で あ っ た

(図4).

 P3よ り後,こ のマ ウスでの視細胞 の分化 は成 体 にな

るまでに野生型 に追 いついて 行 くが,そ の速 さは個体 に

よ ってまちまちであ った.-方,分 化す る細胞 の順番か

ら,各 細胞 の シナプス ネッ トワークを形成す る相手 を見

間違 わないよ うに してい る可能性があ ることは,他 の現

象 の解 析か らも考 え られ てい る-).そ の た め,網 膜全体

に敷 き詰 め られ るよ うに存在す る視細胞が正常 な順番で,

上 位 ニュー ロンとタイ ミングを合わせて分化す ることで,

正 常 な シナプスを形成 す る可能性があ るI事 実,網 膜特

異 的SOCS3ノ ックアウ トマ ウスの成 体 では,ロ ドプ シ

ンの発現 は野生型 と同様 にまで追いつ いて いたが,二 次

ニューロ ン以上 の機能 を網膜 電図で見 ると低下 して いる

ことを,我 々は最近 明 らかに したI7〕.

9.生 体内のS0CS3の 発現は,

 転写後調節を受 けていた

7.網 膜器官培養 において,SOCS3機 能を

抑制すると,視 細胞の分化は抑制 された

 上 述 の仮 説 を証 明す るた め に,我 々 は再 度retinal

exp1antに 直 接,遺 伝子 をエ レク トロポ レー ションで導

入 す る方法 を用 いて解析 した.こ れ によ り,SOCS3を

強制 発現 した細胞 はCNTFを 添 加 して もSTAT3の 活

性化 は抑制 され,視 細胞分化を開始で きることを示 したI

 従 来SOCS3は 活 性化STAT3に よ り転写活性 が上昇

して誘導 され るnegative feedback modulatorと して

知 られてい る16).と い うことは,STAT3活 性 の高い胎

生 後期(E18ま で)でSOCS3が 誘 導 されて しま うはず

で ある,し か し,実 際 には生 体内 のSOCS3タ ンパ クの

発現 はP0以 降 に始 ま った(上 述6.参 照).そ こで我々

は,EI8ま で はSOCS3 mRNAは 誘 導 されて も転写 後

抑 制 によ りSOCS3タ ンパ クが誘導 され ないとい う仮説
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図6 網 膜 でSOCS3発 現 が 著 し く低 下 した α一Cre SOCS3° °`/「lo翼マ ウ ス の 網 膜 で は(A, B), P3で ロ ドプ シ ンを 発 現 す る 細 胞

 数 が 低 下 して い た(GD, E, F, G).0ド プ シ ン は, SOCS3を 発 現 し た 細 胞 の ■ 部 で 発 現 し て い た(E, F).α.Cre

 SOCS3"°`/no圧 マ ウ ス の 網 膜 で は ロ ドプ シ ン の 上 流 転 写 因 子, Crxの 発 現 が 低 下 して い た(H,1,」)すSOCS3"°""°';野 生 型

 マ ウ ス,α.Cre SOCS3"°'バ 「【肛;網 膜 特 異 的SOCS3ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス(Ozawa et ad. Dea BdoL 2007よ り)

を立 て,こ れ を解 析 した.す ると仮 説 の通 り,El8で

は既 にSOCS3 mRNAの 発 現 はPOと 同 様 の値 に まで

上昇 してい たが,SOCS3タ ンパ クの発現 はPOの 半 分

以下に抑 え られていた.こ のよ うに転写後抑制 がある こ

とで,SOCS3タ ン パ クがEl8以 前 に 誘 導 さ れ て

STAT3の 活 性化 が抑制 され ることはな く,視 細胞 の分

化開始時期 をP0以 降 にそろえ ることができたので ある.

そ の上,胎 生期 にmRNAを す でに発現 して いることは

POか らquick&timelyにSOCS3タ ンパ クの発現 を開

始す ることに貢献 していたのである.こ の転写後抑制 の

メカニズムは今 の ところわか っていないが,タ ンパ ク合

成の抑制 による可能性 があ った.

 こ の よ う に,網 膜 桿 体 視 細 胞 の分 化 は,CNTF/

gpl30受 容 体 の リガ ン ドで あ る細胞外 因子 が,細 胞 内

因子 であ るSTAT3を 活 性 化す る と抑制 され, SOCS3

の タ ンパ ク発現 が始 ま ると,細 胞 内 で のSTAT3活 性

化が抑制 され ることで細胞 内因子 であるCrx・ ロ ドプ シ

ンの発現 が上昇 し,開 始 して いた(図4).す な わ ち視

細胞の分化は細胞外 因子 が細胞 内因子 に作用 しつつ,調

節されてい ることが示 された.

 さ らにこの ことは,発 生 とい う興味だ けでな く,網 膜

再生法 の開発 のために も重要 な知 見 とな った ことを付 け

加えて おきたい.網 膜再生 が必要 な障害網膜で は,各 種

炎症性 サイ トカイ ンの発現 が亢進 して お り,STAT3は

容 易 に活性化 され うる.し か し,そ の微少環境下で は,

た とえ再生医療 によ り新 しい細胞が補填 されて も,視 細

胞 として必 要 なCrxや ロ ドプ シ ンを発現 す ること,つ

ま り分化誘導 され ることは難 しい と言 うことを意味 して

いた.
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