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研究成果の概要（和文）：  
個体内のほぼ全ての中脳神経堤由来組織に GFP を発現するノックインマウスを作成し、中脳神
経堤細胞から角膜内皮前駆細胞にいたる各段階の分子マーカー同定を試みた．その分子マーカ
ーを指標に in vitro でマウス胚性幹細胞（ES 細胞）から中脳神経堤細胞～角膜内皮細胞への
分化誘導研究を行った．さらにはヒト ES 細胞を用いた角膜内皮細胞分化誘導研究への応用も行
った．本研究はヒト ES 細胞を用いた角膜内皮細胞移植ソース作成に寄与する研究であったと考
える． 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We generated the knock-in mice expressing a green fluorescent protein (GFP) in 
mesencephalic neural crest cells and their derivatives. The analysis of molecular markers 
during corneal endothelial development was performed using the knock-in mice. The in vitro 
induction of corneal endothelium from mouse embryonic stem cells was developed based on 
the molecular markers to mimic the mouse corneal endothelial development. The protocol 
to produce corneal endothelium from mouse embryonic stem cells was applied to in vitro 
induction of corneal endothelium from human embryonic stem cell. This research shed light 
on the production of the cellular source for the corneal endothelial transplantation. 
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１．研究開始当初の背景 
近年，水疱性角膜症をはじめとする重度の角

膜内皮障害に対する次世代の治療法として角膜内
皮細胞移植が注目を浴びている．しかし我が国で



はドナー角膜が慢性的に不足しており，角膜
内皮細胞自体を用いた移植治療には限界が
ある．そこでヒト胚性幹細胞（ES 細胞）から
角膜内皮細胞を分化誘導し角膜内皮細胞移
植の移植材料として用いることが有力な解
決策であると考えられた． 
 
 ２．研究の目的 
研究代表者はすでに角膜内皮前駆細胞であ
る中脳神経堤細胞特異的に GFPを発現してい
る転写因子を見出していた．本研究の目的は
この転写因子活性をてがかりに，in vivo に
おける角膜内皮細胞の分化過程を詳細に検
討し角膜内皮細胞分化マーカーを同定する
ことと，それらのマーカーを指標に in vitro
でマウス・ヒト ES 細胞から角膜内皮細胞を
分化誘導して将来的な角膜内皮細胞移植へ
つなげることであった． 
 
３．研究の方法 
（１） 中脳神経堤細胞特異的にGFPを発現
するノックイン ES 細胞の作成とその解析 
研究代表者は角膜内皮前駆細胞と考えられ
る中脳領域の神経堤細胞にごく早期に発現
している転写因子を明らかにし，その転写因
子の活性を GFPの活性に置き換えたノックイ
ン ES 細胞を作成した．この細胞は in vitro
で神経堤細胞へ分化誘導すると GFPを発現す
ることも確認している．この GFP の発現が，
真に in vivo での中脳神経堤細胞でのこの転
写因子の活性と一致することを確認するた
め，このノックイン ES 細胞からキメラマウ
スを作成した．  
 
（２） 中脳神経堤細胞由来組織を不可逆
的に蛍光標識する遺伝子改変マウスの
Cre-loxP 法を用いた作成 
研究代表者らが見出した中脳神経堤領域に
ごく早期に発現している転写因子の活性を
Cre recombinase の活性に置き換えたノック
インマウスと，Cre recombinase により GFP
を発現するトランスジェニックマウスを交
配して得る複合ヘテロ体マウスは中脳神経
堤由来組織を不可逆的に蛍光標識した．具体
的には Cre recombinase の活性に置き換えた
ノックインマウスの作成に際し，ターゲッテ
ィングベクターは研究代表者らの開発した，
Multisite Gateway® Three-Fragment Vector 
Construction Kit を用いた作成法（Int J Dev 
Biol. 2005; 49: 807-23）で作成した． ES
クローンの樹立は型どおりにエレクトロポ
レーション法と薬剤耐性セレクションで行
い，サザンハイブリダイゼーション法で相同
組み換え体を同定した．胚盤胞へのマイクロ
インジェクション法によりキメラマウスの
作成を行い，続いてヘテロ組み換えマウスを
作成した．このヘテロ接合体と Cre による組
み換えを受けると GFP遺伝子が発現するレポ

ーターマウスを交配して複合ヘテロ体マウスを得
た． 
  
（３） （２）で作成した遺伝子改変マウスを用
いた角膜内皮細胞およびその前駆細胞に発現して
いる分子マーカーの同定 
（２）で作成した複合ヘテロ体マウスの胎生 8.5
日目から 14.5 日目まで 24 時間ごとのステージの
胚を摘出した．中脳領域から眼にかけての組織を
トリプシン処理で細胞レベルに分離した後に
flowcytmetryを用いてGFP陽性分画を集積するこ
とにより角膜内皮細胞へ分化途上の細胞を得た．
さらに野生型マウス成体より角膜内皮細胞を摘出
する．角膜内皮細胞はデスメ膜ごとシート状に摘
出可能なため他の細胞成分の混入はない．それぞ
れの細胞より型どおりに RNA 抽出，cDNA 作成を行
い，DNA マイクロアレイを用いて中脳神経堤細胞
から角膜内皮細胞にいたるまでの分化過程におけ
る遺伝子発現プロファイルを解析した． 
 
（４） （３）の分子マーカーの発現をもとにし
た in vitro でのマウス ES 細胞から角膜内皮細胞
へ分化誘導法の樹立 
中脳神経堤細胞特異的にGFPを発現するマウスES
細胞を用いて研究を行った．研究代表者が所属す
る研究グループが 2002 年に開発した ES 細胞から
中脳神経堤細胞の分化誘導系（Proc Natl Acad Sci 
U S A. 2002; 99: 1580-85）と，申請者が開発し
た無血清かつフィーダー細胞に依存しない分化誘
導系（Proc Natl Acad Sci U S A. 2006; 103: 
9554-9）の ES 細胞に対する活性がほぼ同等である
ことを利用し，研究代表者が開発した無血清かつ
フィーダー細胞に依存しない分化誘導系を用いて
in vitro でマウス ES 細胞から中脳神経堤細胞の
分化誘導研究を行った．Flowcytemetry を用いて
GFP 陽性細胞の検出およびソーティングを行い ES
細胞由来中脳神経堤細胞を得た．（３）で得た遺伝
子発現情報をもとに分子マーカーを選び，ES 細胞
由来中脳神経堤細胞をそれらの分子マーカーが発
現するように角膜内皮細胞へ最終分化させる条件
をスクリーニングした． 
 
（５） （４）で開発したマウス ES 細胞から角
膜内皮細胞へ分化誘導法をヒト ES 細胞へ応用し
た in vitro でのヒト ES 細胞由来角膜内皮細胞の
産生 
研究代表者らが開発したROCK inhibitorを用いた
新規のヒト ES 細胞培養法（Nat Biotechnol. 2007; 
25: 681-6）は，従来は困難であった，マウス ES
細胞で開発した分化誘導系のヒト ES 細胞への応
用を可能にした．本研究においても，（４）で確立
したマウス ES 細胞から角膜内皮細胞を分化誘導
する条件をヒト ES 細胞に応用し，ヒト ES 細胞由
来角膜内皮細胞の産生を試みた． 
 
４．研究成果 
研究代表者はすでに角膜内皮前駆細胞と考えられ
る中脳領域の神経堤細胞にごく早期に発現してい



る転写因子の活性を GFPの活性に置き換えた
ノックイン ES 細胞を作成していた．まずこ
のノックイン ES 細胞からキメラマウスを作
成することに成功した．作成したキメラマウ
スの胎生 8.5日胚で中脳神経堤細胞特異的に
GFP の発現を認め，ノックイン ES 細胞が角膜
内皮前駆細胞である中脳神経堤細胞を特異
的にマーキング出来ていることを確認でき
た．また，個体内のほぼ全ての中脳神経堤由
来組織に GFPを発現するノックインマウスの
作成にも成功した．このノックインマウスを
用いた角膜内皮細胞およびその前駆細胞に
発現している分子マーカーの同定に関して
は，マウス個体発生の段階毎の角膜内皮前駆
細胞から作成した cDNA を用いて，角膜内皮
細胞およびその前駆細胞に発現している分
子マーカーを試みた．そこで得た角膜内皮細
胞分化の分子マーカーを指標に研究代表者
が開発した無血清かつフィーダー細胞に依
存しない分化誘導系を用いて in vitro でマ
ウス ES 細胞から中脳神経堤細胞～角膜内皮
細胞への分化誘導研究を行った．さらにはノ
ックインマウス由来 cDNA から得た分子マー
カーのヒトへの相同性を検証した上で，ヒト
ES 細胞を用いた角膜内皮細胞分化誘導研究
への応用も行った．以上をまとめると，本研
究課題において研究代表者は角膜内皮特異
的分化マーカーの同定を試み，ヒト ES 細胞
から角膜内皮細胞の in vitro での創出への
応用研究を行った．角膜内皮細胞の発生過程
の解明及び角膜内皮細胞移植治療のための
ヒト ES 細胞を用いた細胞移植ソース作成に
寄与する研究であったと考える． 
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