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研究成果の概要（和文）：ぶどう膜炎患者よりiPS細胞を樹立して、iPS細胞由来RPE細胞、ガングリオン細胞を
樹立、またiPSメラノサイト樹立をして、in vitro assayを行なった。その結果、ベーチェット病活動性ぶどう
膜炎患者の末梢血由来リンパ球は、in vitro assayにて自己のiPSガングリオン細胞を認識して増えていた。一
方、健常人の末梢血由来リンパ球は、自己のiPSガングリオン細胞に無反応であった。原田病活動性ぶどう膜炎
患者の末梢血由来リンパ球は、in vitro assayにて自己のiPS-RPE細胞を認識して増えていた。

研究成果の概要（英文）：IPS cells were established from patients with uveitis, iPS cell-derived RPE 
cells and ganglion cells were established, and iPS melanocytes were established, and in vitro assay 
was performed. As a result, the number of peripheral blood-derived lymphocytes in patients with 
Behcet's disease active uveitis increased by recognizing their own iPS ganglion cells by in vitro 
assay. On the other hand, the lymphocytes of healthy subjects were unresponsive to their own iPS 
ganglion cells. Peripheral blood-derived lymphocytes in patients with active uveitis of Harada's 
disease were increased by recognizing their own iPS-RPE cells by in vitro assay.

研究分野： ぶどう膜炎

キーワード： iPS細胞　再生医療　ぶどう膜炎　網膜　病態モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞は、現在様々な再生医療のための基礎研究が行われている。また臨床試験が取り組まれ始めている。臨
床試験は順調に行われて、網膜細胞は眼時点ではヒトに投与しても問題がない。またヒトiPS/ES細胞由来の視細
胞や神経網膜を含む3D retinaの分化誘導に成功している。本研究ではぶどう膜炎患者由来のヒトiPS細胞から分
化したRPE細胞、視細胞、神経網膜を用いて、ぶどう膜炎の疾患特異的iPS研究を行った。国内外を見てもぶどう
膜炎の疾患特異的iPS研究はまだ行われていないのが現状で、動物実験を使用しないin vitro眼内炎症病態モデ
ル作製を行う独創的な研究で、社会的な意義が高い研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

人工多能性幹細胞 (Induced pluripotent stem cells: iPS 細胞) は、多種類の細胞・組織に分化す

る事が可能な細胞として注目され、現在様々な再生医療のための基礎研究が行われている。また、臨

床への応用として臨床試験（移植手術等）が取り組まれ始めている。我々の研究所では、ヒト iPS 細

胞由来の網膜色素上皮 (retinal pigment epithelium: RPE) の分化誘導に成功し、2014 年に加齢性

黄斑変性患者に iPS 細胞由来 RPE シートを移植した。また、2017 年に開始された臨床試験はコスト面

等を考慮して自家移植ではなく他家移植で行われ、iPS-RPE 細胞を数名の加齢性黄斑変性患者に移植

した。このように臨床試験は順調に行われて、これらの結果から我々が樹立した RPE 細胞は眼時点で

はヒトに投与しても問題がない事が証明されている。また、我々は、ヒト iPS/ES 細胞由来の視細胞や

神経網膜を含む 3D retina の分化誘導に成功している。本研究では、ぶどう膜炎患者由来のヒト iPS

細胞から分化した RPE 細胞、視細胞、神経網膜を用いて、ぶどう膜炎の疾患特異的 iPS 研究を行う。

国内外を見てもぶどう膜炎の疾患特異的 iPS 研究はまだ行われていないのが現状で、動物実験を使用

しない in vitro 眼内炎症病態モデル作製を行う独創的な研究である。 

 
２．研究の目的 

今回、ぶどう膜炎は自己免疫性ぶどう膜炎（ベーチェット病、フォークト・小柳・原田病）および感

染性ぶどう膜炎（ヘルペスウイルス関連ぶどう膜炎）を対象とする。iPS 細胞から分化した網膜細胞

を用いて、in vitro での病態解明、治療法スクリーニング等を行うトランスレーショナルリサーチを

目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) ヒト iPS 細胞由来 RPE 細胞樹立 

 ヒト iPS 細胞の培養維持はフィーダーフリーで行う。iPS 細胞は、ヒト皮膚の線維芽細胞または

末梢血 (PBMC) にエピソーマルベクターを用いて初期化因子を遺伝子導入し、培養する。分化誘導

後に、褐色の色素を持った多角形の上皮細胞、RPE 細胞が確認されたら数回に分けて継代培養する。

最終的にはヒト iPS-RPE 細胞の以下の品質規格試験を行う。RPE 特異的遺伝子発現（RPE65 など: RT-

PCR）、RPE 純度試験（Bestrophin など: 免疫染色）、増殖因子分泌試験（VEGF/PEDF: ELISA）、視細

胞外節の貪食試験（蛍光顕微鏡）を行う。上記ヒト RPE 細胞の対照細胞として、ヒト ES 細胞由来

RPE、ARPE-19 細胞（RPE セルライン）、ヒト primary RPE、ヒト iPS 細胞、ヒト線維芽細胞を使用す

る。なお、分化誘導前にぶどう膜炎患者または健常人 iPS 細胞の品質規格試験を行う。プラスミド

残存試験、核型解析、iPS 特異的遺伝子発現（Lin28 など: RT-PCR）、iPS 純度試験（Nanog など: 免

疫染色）。 

(2) ヒト iPS 細胞由来 3D retina、視細胞、ガングリオン細胞樹立 

 ヒト iPS 細胞由来 3D retina（視細胞や神経網膜を含む）を分化誘導し、品質規格試験を行う。視

細胞特異的遺伝子発現（RT-PCR）、ガングリオン細胞特異的遺伝子発現（RT-PCR）、視細胞およびガン

グリオン細胞純度試験（免疫染色）。なお、ガングリオン細胞の単離は Immunopaning 法もしくは MACS

で行い、最終的に SMI と Brn-3b の染色で純度を確認する。また対照細胞に ES 細胞由来の網膜細胞、

ヒト iPS 細胞、ヒト線維芽細胞を使用する。 

(3) ぶどう膜炎患者血液細胞分離 

 同意の得られた健常人またはぶどう膜炎患者より末梢血 (PBMC) を用いて細胞分離カラムとビーズ
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にて CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞、B細胞、単球、NK細胞をそれぞれ分離カラムとビーズを用いて採取す

る (MACS system)。好中球はモノ・ポリ分離法にて分離する。分離後の細胞はすぐに assay を行うか、

またはセルバンカーで-150℃に Stock して後日起こして使用する。 

(4) ベーチェット病 3D retina を用いた in vitro 病態モデル 

 HLA-B51 陽性のベーチェット病ぶどう膜炎患者末梢血からから iPS 細胞、その後 3D retina を分化

誘導する。またガングリオン細胞を単離して 2D culture する（下図）。これらの網膜細胞と未治療の

ベーチェット病ぶどう膜炎患者血液細胞（特に、HLA-class I を認識する CD8+ T 細胞とベーチェット

病で活性化が見られる好中球）を用いてヒト in vitro ベーチェット病病態モデルを作製する。対象に

HLA-B51 陽性および陰性の健常人 3D retina またはガングリオン細胞を用いる。上記網膜細胞と共培

養してその細胞に対する反応について細胞増殖試験（抗 Ki-67 抗体を用いた細胞増殖試験）、炎症サイ

トカイン測定（TNF-alpha ELISA、Flow cytometry など）にて検討する（下図）。網膜細胞に対する免

疫応答が確認されたら次に標的抗原の検索を行う。HLA-B51 拘束性の網膜抗原のスクリーニングを HLA 

Peptide Binding Predictions プログラムにて行う。検索後にその 9-mer のペプチドを合成してベー

チェット病患者から分離した CD8+ T 細胞と共培養してペプチド抗原に対する反応を見る。 

(5) 原田病 RPE 細胞を用いた in vitro 病態モデル 

 HLA-DR4 陽性の原田病ぶどう膜炎患者末梢血から iPS 細胞、その後 RPE を分化誘導する。RPE 細胞と

原田病ぶどう膜炎患者血液細胞（特に、HLA-class II を認識する CD4+ T 細胞）を用いてヒト in vitro

原田病病態モデルを作製する。対象細胞に、HLA-DR4 陽性および陰性の健常人由来の RPE 細胞を用い

る。RPE 細胞と共培養してその細胞に対する反応について細胞増殖試験（抗 Ki-67 抗体を用いた細胞

増殖試験）、炎症サイトカイン測定（IFN-gamma ELISA、Flow cytometry など）にて検討する。標的網

膜細胞に対する免疫応答が確認されたら次に tyrosinase 15-mer のペプチドを合成して in vitro で

の反応を見る。未治療の原田病ぶどう膜炎患者 CD4+ T 細胞と共培養してその tyrosinase 抗原に対す

る in vitro の反応を見る。 

(6) in vitro ぶどう膜炎病態モデルを用いた薬剤スクリーニング 

 iPS網膜細胞を用いたin vitroベーチェット病病態モデルあるいは原田病病態モデルで、in vitro

での炎症細胞の免疫応答（例：ベーチェット病 CD8 T 細胞がガングリオン細胞に反応して増加等）

が確認できたら以下の臨床で用いられている免疫抑制系の薬剤を in vitro で添加する。ハイドロコ

ルチゾン、デキサメサゾン、ベタメサゾン、プレドニゾロン、トリアムシノロン、シクロスポリン、

タクロリムス (FK506)、ラパマイシン、ミノマイシン、NSAID、インフリキシマブ、新規の生物製剤。

これらを薬剤無し投与と比較する。 
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４．研究成果 

2018-2020 年にかけて、健常人及びぶどう膜炎患者より iPS 細胞を樹立して、iPS 細胞由来 RPE 細

胞、ガングリオン細胞を樹立、また 2020-2021 年にかけて iPS メラノサイト樹立を行った。iPS 細

胞の品質規格試験では、核型解析、iPS 細胞マーカーの免疫染色、プラスミド残存試験などで確認し

た。iPS-RPE 細胞の品質規格試験では、RPE 特異的遺伝子発現（RPE65 など: RT-PCR）、RPE 純度試験

（Bestrophin など: 免疫染色）、増殖因子分泌試験（VEGF/PEDF: ELISA）、視細胞外節の貪食試験（蛍

光顕微鏡）などで確認した。また、ヒト iPS 細胞由来 3D retina（視細胞や神経網膜を含む）を分

化・誘導した。品質規格試験、視細胞特異的遺伝子発現（RT-PCR）、ガングリオン細胞特異的遺伝子

発現（RT-PCR）、視細胞、ガングリオン細胞純度試験（免疫染色）では問題はなく網膜の樹立できた。

ガングリオン細胞の単離は Immunopaning 法もしくは MACS 法で行い最終的に SMI、Brn-3b の染色で

純度を確認した（下図）。また、2020 年に iPS 細胞メラノサイトの樹立を行った。品質規格試験でメ

ラノサイトのマーカー (Tyrosinase, MiTF)の発現の確認をした。HLA-DR4 陽性の原田病ぶどう膜炎

患者（１名）、HLA-DR4 陽性及び陰性の健常人（１名ずつ）、HLA-B51 陽性のベーチェット病ぶどう膜

炎患者（１名）、HLA-B51 陽性及び陰性の健常人（１名ずつ）から上記の iPS 細胞関連標的細胞を樹

立している。来年度の assay 用に複数を用意、保存した。その後ベーチェット病は 3D retina やガ

ングリオン細胞を用いた in vitro 病態モデル、原田病はメラノサイトと RPE 細胞を用いた in vitro

病態モデル作成を開始した。具体的には、ベーチェット病活動性ぶどう膜炎患者の末梢血由来リン

パ球は、in vitro assay にて自己の iPS ガングリオン細胞を認識して増えていた 2020 年には原田

病活動性ぶどう膜炎患者の末梢血由来リンパ球は、in vitro assay にて自己の iPS-RPE 細胞を認識

して増えていた。 

 
図 A. 健常人 iPS 細胞（feeder free）   図 B. ヒト iPS 細胞由来 3D retina 

図 C. ヒト iPS 細胞由来ガングリオン細胞  図 D. ヒト iPS 細胞由来 RPE 細胞 
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