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研究成果の概要（和文）：ヒトおよびマウスのiPS細胞、ES細胞から、網膜神経節細胞を作製した。網膜神経節
細胞は構造的にも機能的にも成熟していた。その単離培養にも成功した。この網膜神経節細胞を、視神経を傷害
したマウスに移植した、ドナー細胞は網膜内に生着するとともに、視神経入口部に向かって軸索を伸ばし、一部
は視神経内に侵入した。網膜神経節細胞の軸索の複雑な経路探索について、誘導物質Sem3AやSlit1の評価を行っ
た。各化合物をビーズに浸透させて局所で徐放したところ、軸索は化合物に応じて屈曲し経路を変更した。小型
動物実験においては、網膜神経節細胞を移植し、その軸索を視神経内に誘導し経路をコントロールする可能性が
示された。

研究成果の概要（英文）：We generated self-induced retinal ganglion cells (RGCs) with functional 
axons from human and murine iPS and ES cells. Axons extended radially from the margin of the clump. 
Induced RGCs expressed specific markers by quantitative PCR and immunohistochemistry. The long, 
prominent axons contained neurofilaments and tau, and manifested anterograde axonal transport and 
sodium-dependent action potentials. The ability to generate RGCs with functional axons uniformly and
 at a high rate may contribute to treatment of various optic nerve diseases that threaten vision. We
 transplanted the RGCs into the murine retina after damaging the optic nerve. The RGCs were 
successfully engrafted and radiated their axons into the damaged optic nerve. Pathfinding of axons 
were in vitro evaluated by slow release of Sem3A and Slit1 from beads inserted in the colony of 
RGCs. Axons were bended in accordance with guidance of chemical agents.    
  These finding suggests a possibility of transplantation of RGCs. 

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 
視神経は（網膜神経節細胞の軸索）にはさま
ざまな疾患があり、重篤な視力障害を起こす
が、治療法はない。これまでに視神経の再生
医療に関する研究はほとんど行われてこな
かった。iPS細胞や ES細胞を用いた網膜の再
生医療研究は、視細胞や色素細胞などの外層
を分化させることはできるが、軸索をもつ網
膜神経節細胞の作製にはどこも成功してい
ない。我々は初めて、ヒトやマウス iPS細胞、
ES細胞から、機能をもつ長い軸索を有する網
膜神経節細胞を自己分化誘導させることに
成功した。これは移植可能な初めての網膜視
神経細胞である。 
２．研究の目的 
本研究では、我々が初めて作製したヒトあ
るいはマウスの iPS細胞、ES細胞由来の機能
をもつ長い軸索を有する網膜神経節細胞を
用いて視神経障害モデル動物への移植実験
を行い、視神経の再生医療の可能性を探求す
ることを目的とする。 
３．研究の方法 
1) ドナーとなる iPS細胞或いは ES細胞由来
の網膜神経節細胞の調整 
 既に移植のドナーとなる網膜神経節細胞
はヒト或いはマウス由来の iPS細胞或いはES
細胞から作製されている。マウス ES 細胞は
GFPマウス由来なので GFP標識ができるが、
他は蛍光色素等による細胞膜生体染色を用
いる。また、網膜神経節細胞は胚葉体コロニ
ーの外縁で分化するので、純粋なドナー組織
を得るために、その単離技術を、機械的ある
いは抗体を用いた分離によって開発する。 
2) レシピエントとなる視神経障害モデル動
物の作製 
 障害された視神経の構造および機能復元
を目的とする 
ので、レシピエントはさまざまなマウスある
いはラットの視神経障害モデルへ移植を用
いる。具体的には、遺伝性高眼圧緑内障モデ
ル（DBA/2Jマウス）、さまざまな遺伝子のノ
ックアウト・変異導入マウス、薬剤誘発障害
モデル（NMDA、グルタミン酸など）、虚血
性視神経症モデル、視神経挫滅モデル、自己
免疫性視神経炎モデル、脱髄モデル（Shiverer 
マウス）などである。また、ヒト iPS細胞或
いは ES 細胞由来の網膜神経節細胞の移植で
は、免疫不全マウスを用いる。 
3) 移植実験 
 細胞懸濁液の硝子体内注射或いは毛様体
から硝子体内へコロニー片の移植を行う。予
備実験では後者が生着・分化共に良好である。
ドナーの網膜内生着を促すためにプラスミ
ン等による網膜硝子体界面分離、内境界膜の
菲薄化を検討した。 
4) 病理組織学的検討 
 ドナーのレシピエント網膜内での生着、自
己分化、双極細胞とのシナプス形成、視神経
内への axon伸長、中枢外側膝状体とのシナプ
ス形成について、免疫染色、電子顕微鏡を含

めて病理組織学的に検討する。 
5) 軸索の経路探索の in vitro実験 
 経路誘導物質 Sem3Aや Slit1の評価を行っ
た。各々の化合物をビーズ等に浸透させて、
コロニーの近傍や内に置いて局所で徐放し、
軸索の伸長形態によって検討した。 
 
４．研究成果 

1) ドナーとなる iPS細胞或いは ES細胞由来
の網膜神経節細胞の調整 
 ヒトおよびマウスの iPS 細胞或いは ES 細
胞から網膜神経節細胞を安定して作製する
ことに成功した。作製した細胞は特異マーカ
ーをすべて発現し、超微細構造から構造的に、
軸索流や電気生理学的な機能的にも成熟し
ていた。作製効率は 90%以上で、50日以上生
存することができる。これによって、初めて
機能する長い軸索をもつ視神経細胞の研究
を行えるようになった。さらに、免疫選択に
よって、網膜神経節細胞を単離培養すること
にも成功した。 
 

 
2) レシピエントとなる視神経障害モデル動
物の作製 
 今回のレシピエントは、視神経挫滅モデル
と薬剤誘発障害モデル（NMDA、グルタミン
酸など）を用いた。ヒト細胞の移植では、免
疫不全マウスを用いた。 
 
3) 移植実験 
 細胞懸濁液の硝子体内注射或いは毛様体
から硝子体内へ網膜神経節細胞の移植を行
った。ことに、免疫選択によって単離培養し
た網膜神経節細胞の移植では、ドナー細胞は
網膜内に生着するとともに、視神経入口部に
向かって軸索を伸ばし、一部は視神経内に侵
入した。 
 
4) 病理組織学的検討 
 病理組織学的によって、ドナー細胞が網膜
内に生着するとともに、視神経入口部に向か
って軸索を伸ばし、一部は視神経内に侵入し
ていることが確認された。 
 
 
 
 
 
 



ドナー細胞の軸索の視神経入口部への伸長 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ドナー細胞の網膜内生着と軸索の伸長 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5) 軸索の経路探索の in vitro実験 
 経路誘導物質 Sem3Aや Slit1の評価を行っ
た。各々の化合物をビーズ等に浸透させて、
コロニーの近傍や内に置いて局所で徐放し
たところ、軸索は化合物に応じて屈曲し経路
を変更した。この方法で化合物を徐放させれ
ば、網膜神経節細胞の移植で軸索を視神経内
や視交叉へ誘導することが可能となる。 
 

コロニー内に挿入したビーズからの Slit1 徐放に

よる軸索の屈曲 
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