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研究成果の概要（和文）： iPS細胞をある特殊な培地を用いて培養し、回収して解析したとこ

ろ、これらの細胞が神経堤細胞に分化していることが判明した。更にこの神経幹細胞をsphere

培養したところ、角膜内皮と同様のマーカーを発現している細胞が出現していることが確認され

た。 

 一方、iPS 細胞を別の特殊な培地で培養し、回収して解析したところ、角膜上皮前駆細胞に

分化しており、また創傷治癒能を有していることが確認された。 
 
研究成果の概要（英文）：induced pluripotent stem cells (iPS cells) were cultured with some 
medium, sorted and analyzed. These cultured cells differentiated to neural crest cells. 
These neural crest cells were sphere-cultured. There had been cells expressing corneal 
endothelial marker in these sphere-cultured cells. 
 On the other hand, iPS cells were cultured with the other medium, sorted and analyzed. 
These cultured cells differentiated to corneal epithelial progenitor cells and had potency of 
wound healing. 
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１．研究開始当初の背景 

角膜疾患に対する治療として、アイバンク

眼を用いた同種角膜移植が施行されてきた

が、しばしば拒絶反応を回避できないため、

その長期予後は十分でない。また、ドナー角

膜の絶対的不足は、従来から世界の眼科医療

の大きな問題点である。このような角膜移植

医療の技術的・社会的問題点を抜本的に解決

しうるため、再生医療を用いた角膜移植パー

ツ（大別すると角膜上皮・角膜内皮）の作製

とその移植が注目されるに至った。 
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まず難治性瘢痕性上皮障害性疾患（スチー

ブンス・ジョンソン症候群、眼類天疱瘡、重

症熱傷等）に対して、Pelligrini らは世界で初

めて、角膜上皮幹細胞を含んだ培養角膜上皮

シートを角膜表面に移植する方法を報告した

(Pelligrini ら、Lancet 1997.)。その後同様の

方法が報告されたが、これらの方法は角膜上

皮幹細胞を羊膜などの基質上に培養して、「角

膜上皮―基質」シートを作成し、これを移植

するものであった。これらの方法はある程度

確立されたが、「角膜上皮―基質」シートとホ

スト角膜実質の接着が恒常的に不良であるこ

とが大きな欠点であり、そのために移植され

た上皮層が永続的に易感染性、易傷害性の状

態となり短期間しか維持されない症例も少な

くなかった。また、両眼性の患者の場合、角

膜上皮幹細胞が存在している角膜輪部が高度

に傷害されていて幹細胞の回収が困難である

ことがしばしばみられる。このような患者で

は、角膜以外の組織から角膜上皮に誘導しう

る幹細胞を採取する必要がある。我々はこの

ような点を解決するため、温度応答性培養皿

を応用する細胞シート工学を上皮幹細胞培養

技術に応用する技術を世界に先駆けて開発し

（Nishida K, et al, Transplantation 2004）、
更に患者自身の口腔粘膜上皮幹細胞を用いた

角膜再生治療法を世界で初めて開発し、すで

にヒト患者への臨床応用に成功している

（Nishida K et al, N Engl J Med 2005）。本

方法では基質を用いず、なおかつ培養細胞シ

ートを回収する際に酵素処理を必要としない

ため、培養シートの患者組織への十分な接着

が得られ、また両眼性の患者の治療も可能と

なっている。これにより難治性瘢痕性上皮障

害性疾患の多くが現在では治療可能となって

いる。 
 一方で角膜内皮が障害されるために角膜

実質内に水が貯留する水疱性角膜症は、角膜

移植の対象の第一位の疾患でかつ角膜移植

の成績が悪い疾患で、現在の眼疾患の中でも

解決すべき重要な疾患の一つと位置づけら

れている。また、本疾患もしばしば両眼性に

みられる。したがって、上皮疾患に対する再

生医療と同様に、患者本人の自家細胞を in 
vitro で増殖させてオート移植することがで

きれば、大きな術後成績の向上が期待できる。

このような自家培養角膜内皮移植は世界的

にもいまだ開発されていないが、我々はこれ

までに温度応答性培養皿を使用して培養角

膜内皮細胞シートを作製、回収する技術を既

に開発しており（Ide T ら、 Biomaterials 
2005）、動物実験（家兎）においてこの培養

角膜内皮細胞シートが生着し、正常な内皮同

様に機能することを報告している(Sumide T 
ら、 FASEB J 2006)。現在我々はこれらの

技術を用いてヒトへの臨床応用を進めてい

る段階である。しかしながら本方法では細胞

源として正常角膜内皮を用いており、両眼性

の患者では内皮幹細胞が回収不能なため角

膜内皮シートが作製できない可能性がある。

このため、角膜内皮の幹細胞として代用可能

な細胞源を確立することは極めて重要であ

ると考えられる。また、進行した水疱性角膜

症では角膜上皮・実質も傷害されているため

に角膜混濁が永続的に残存しており、これを

根治するためには角膜全層移植が必要であ

るが、前述のようにドナー不足の問題がある

ため、同じ細胞源から角膜全層、ないしは角

膜上皮と角膜内皮を同時に再生できれば、よ

り多くの患者の治療が可能になると考えら

れる。 
角膜内皮細胞の細胞源の候補としては虹彩

色素上皮、血管内皮等の他に ES 細胞が挙げ

られる。ES 細胞は、多能性幹細胞の 1 つで

あり、神経細胞、ドパミン産生細胞、心筋細

胞、膵島細胞、血管内皮細胞等に分化誘導で

きることが報告されており、再生医療分野で

の応用が期待され、大きな注目を集めてきた。

しかしながら、ES 細胞を用いることは、ヒ

ト胚を壊すという倫理的問題や分化誘導の

効率の問題、更に組織を再生出来たとしても

他者の受精卵に由来するため拒絶反応が避

けられないこと等、多くの問題がある。そこ

で近年、患者自身の細胞から ES 細胞様の細

胞を樹立する試みが行われている。これまで

に、体性幹細胞や分化した体細胞を培養する

ことにより、体性幹細胞の形質転換や分化細

胞の再プログラム化が起こり、ES 細胞や EG
細胞に近い多能性幹細胞が樹立されること

が報告されている。このことは、未受精卵や

ES 細胞の中には体細胞に分化多能性を誘導

する因子が存在することを示唆している。そ

こで Yamanaka らの研究グループは体細胞

において多能性を誘導する因子群は ES 細胞

において多能性を維持している因子群と共

通点が多く、かつ ES 細胞で特異的に発現し

ているとの考えに基づき、多能性誘導因子の

候補として 24 因子を選出した。その結果、

Oct3/4、Sox2、c-Myc、Klf4 の 4 因子を体細

胞に導入することで ES 細胞類似の多能性幹

細 胞 、 す な わ ち iPS 細 胞 （ induced 
pluripotent stem cell、人工万能幹細胞）を

樹立することに成功した(Takahashi ら Cell 
2006. Okita ら Nature 2007)。本細胞は ES
細胞同様の分化多能性を有しているため、ES
細胞から各種組織への分化誘導と同様の培



養条件でこれら組織への分化誘導が可能と

考えられた。 
 
２．研究の目的 
そこで今回我々は、ES 細胞から角膜内皮

細胞の前駆細胞である神経堤細胞への分化

誘導を行っている既報の実験(Motohashi ら

Stem Cells 2007.)を参考に、iPS 細胞から神

経堤細胞の分化誘導実験を行い、iPS 細胞が

角膜内皮細胞の細胞源として利用可能か検

討することとした。また同じ細胞源から角膜

上皮細胞も分化誘導できれば、将来的な角膜

全層の再生技術の開発につながることが期

待されるため、ES 細胞から角膜上皮前駆細

胞への分化誘導を行っている既報の実験

(Homma ら Invest Ophthalmol Vis Sci 
2004.)を参考にして、同様に iPS 細胞が上皮

細胞の細胞源としても利用可能か検討する

こととした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）：iPS細胞から角膜内皮前駆細胞への分

化誘導実験 
既報の論文(Takahashi ら Cell 2006. Okita
ら Nature 2007)に従って iPS 細胞の培養を
まず行う。次に ES 細胞から神経堤細胞への
分化誘導実験を行っている既報の論文
（Motohashi ら Stem Cells2007.）に基づき、
iPS 細胞から角膜内皮前駆細胞（神経堤細胞）
への分化誘導が可能であるか検討する。神経
堤細胞への分化誘導実験では、ST2M 細胞を
フィーダーとし、専用の培地を用いる。ある
一定期間培養した後に回収した細胞を FACS
にかけて、神経堤細胞のマーカーが陽性でか
つ造血系細胞のマーカーが陰性の細胞を分
離する。眼の分化マーカーと神経堤細胞のマ
ーカーを用いて、この細胞から抽出された
RNA を用いた real-time RT-PCR を行い、分
離された細胞が神経堤細胞に分化している
か検討する。また、更に回収された細胞を同
じ培地・フィーダーで再度培養し、ニューロ
ンのマーカー、グリアのマーカー、メラノサ
イトのマーカーで免疫染色を行うことで神
経堤細胞が多能性を有するか否か確認する。
また神経堤細胞の分化が確認された場合、こ
れらの手法を用いて最も適切な培養日数に
ついても検討する。 
 
（２）:iPS細胞から角膜上皮前駆細胞への分

化誘導実験 
既報の論文(Takahashi ら Cell 2006. Okita
ら Nature 2007)に従って iPS 細胞の培養を

まず行う。次に ES 細胞から角膜上皮前駆細

胞の分化誘導実験を行っている既報の論文

(Homma ら Invest Ophthalmol Vis Sci 
2004.)に基づき、iPS 細胞から角膜上皮前駆

細胞への分化誘導が可能であるか検討する。

具体的には、iPS 細胞がコンフルエントとな

った段階でこれを IMDM 培地で希釈し、浮

遊培養する。これにより得られた細胞塊（胚

様体）をコラーゲンコーティングチェンバー

に播種し、専用の培地で培養を行う。培養し

た細胞は KCM 培地での培養５日目・15 日

目・27 日目の時点で回収し、眼の分化マーカ

ー・上皮前駆細胞のマーカー・角膜上皮細胞

の特異的マーカー・扁平上皮基底細胞のマー

カーの各プライマーを用いて real-time 
RT-PCR を行い、角膜上皮前駆細胞へ分化し

ているか否か検討する。角膜上皮前駆細胞へ

の分化が確認された場合、培養日毎のこれら

の遺伝子の発現量を定量することで、適切な

培養日数についても検討する。また、回収さ

れた細胞が角膜上皮創傷治癒時に発現され

るマーカーをどの程度発現しているかをフ

ローサイトメトリー、及びウエスタンブロッ

ティングによって測定し、創傷治癒能を有し

ているかを検討する。 
 
（３）：iPS細胞から分化誘導した各前駆細胞

から成熟細胞への分化誘導実験 
iPS 細胞から分化誘導した角膜上皮前駆細胞、

及び神経堤細胞を用いて、前者から角膜上皮、

後者から角膜内皮への分化誘導実験を引き

続いて行い、更にそれぞれの系から角膜上皮

細胞・角膜内皮細胞が得られた場合、これら

をそれぞれ温度応答性培養皿で培養し、得ら

れた細胞シートが移植可能であるかにつき

動物モデルを用いた移植実験で検討する。 
 
４．研究成果 

ES細胞から神経堤細胞への分化誘導実験

を行っている既報の論文（MotohashiらStem 
Cells2007.）に基づき、iPS細胞から神経堤細

胞への分化誘導が可能か検討を行った。iPS
細胞をまず専用の培地（DiM-M培地）を用い

て培養し、その途中でATRAを培地中に加え

て更に培養し、最終的に回収した細胞をFACS
にかけて、神経堤細胞のマーカー陽性かつ造

血系細胞のマーカー陰性の細胞を分離した。

この細胞からmRNAを抽出し、眼の分化マー

カー・神経堤細胞のマーカーを用いて

real-time RT-PCRを行ったところ、分離され

た細胞が神経堤細胞と同程度にこれらのマー

カーを発現しており、神経堤細胞に分化して

いることが判明した。更に条件検討を行うこ

とにより、最適な培養温度・日数を確定させ

た。この神経堤細胞を同じ組成の培地・フィ



ーダーで再度培養し、ニューロンのマーカー

、グリアのマーカー、メラノサイトのマーカ

ーで免疫染色を行ったところ、この細胞がこ

れらのマーカーを発現していた。これにより

、分化誘導された神経幹細胞が多能性を有す

ることが確認された。更にこの神経幹細胞を

sphere培養したところ、角膜内皮と同様のマ

ーカーを発現している細胞が低い頻度ながら

出現していることが確認された。現在は効率

よく角膜内皮細胞への分化を促すための条 

件（培養日数・培地組成など）について検討

を行っている段階である。 
 一方、既報の論文 (Homma ら Invest 
Ophthalmol Vis Sci 2004.)に基づき、iPS 細
胞から角膜上皮前駆細胞への分化誘導が可
能か検討を行った。iPS 細胞を培養し、コン
フルエントとなった段階でこれを IMDM 培
地で希釈し、浮遊培養した。これにより得ら
れた細胞塊（胚様体）をコラーゲンコーティ
ングチェンバーに播種し、専用の培地で培養
を行った。一定の期間後細胞を回収し、眼の
分化マーカー・上皮前駆細胞のマーカー・角
膜上皮細胞の特異的マーカー・扁平上皮基底
細胞のマーカーの各プライマーを用いて
real-time RT-PCR を行ったところ、角膜上
皮前駆細胞と同程度にこれらのマーカーを
発現しており、角膜上皮前駆細胞に分化して
いることが判明した。このため更に条件検討
を行うことで、最適な培養温度・日数を確定
させることができた。また、この細胞が角膜
上皮創傷治癒時に発現されるマーカーを発
現していることが免疫染色とウエスタンブ
ロッティングで確認され、創傷治癒能を有し
ていることが確認された。現在は角膜上皮細
胞への効率的な分化を促すための条件（角膜
内皮と同様）について検討を行っている段階
である。 
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