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研究成果の概要（和文）： 
 

網膜変性モデルの変性過程でのホスト環境の変化と移植細胞（幼若視細胞）の移植条件を検

討した。移植には細胞変性進行期終了後の、かつグリオーシス前の時期が適していた。また、

適正期早期には炎症抑制剤、シナプス形成促進因子などの添加が、後期にはグリオーシス抑制

剤の添加が生着を促進した。併せて ES/iPS 細胞からの分化視細胞を今後の移植実験用に準備し

た。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 Retinal degeneration models as were studied as a host for the acceptability of 
transplanted cells. Graft cells survived best when transplanted within a period of after the 
massive cell death and before the host gliosis progresses. In this time window, 
anti-inflammatory reagent and a synaptogenic factor enhanced graft cell (neonatal retinal 
cells) survival, and anti-gliotic reagent enhanced graft cell survival in later transplantation. 
We also prepared ES/iPS derived retinal cells for future practical transplantation 
experiments. 
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１．研究開始当初の背景 
 

  網膜色素変性、加齢黄斑変性などの重篤

な眼科疾患において、視細胞の変性は致命

的かつ非可逆的な視力予後悪化因子であり、

我が国では現在のところ実用化された治療

は皆無に等しい。 

近年、(1)米国では胎児網膜の移植による

網膜色素変性の改善が報告され、また(2)

再生医療分野の進展に伴い、動物実験レベ

ルでは幼若な視細胞、体性幹細胞、胚性幹

細胞より分化誘導された幼若視細胞などの

移植による生着成果も散見されるようにな

ったが、(1)については我が国の現状を鑑み

て移植材料の十分な調達が困難であり、ま

た（2）についても実用的な機能回復が得

られるほど効率のよい生着率は達成されて

いない。 

近年になって、適正な分化段階の視細胞

をマウス成体網膜下に移植することにより、

野生株成体マウスに移植視細胞が機能的に

生着する可能性が示された。 (MacLaren, 

R.E. et al Nature  444:203-207 2006)。             

このことは、変性網膜においても適正な

タイミングや条件を検討すれば移植細胞が

機能的に生着しうる可能性を示唆している

と考えられる。 

我々は ES 細胞から視細胞を分化させる

方法をマウス、サル、ヒト細胞において確

立、報告している(Ikeda et al. Pro Nat 

Acad Sci. 2005, Osakada F, Ikeda H, et 

al.Nat Biotechnol. 2008) 

本研究においては ES 細胞またはそれに

準ずる万能細胞（iPS 細胞）から分化させ

た視細胞移植による変性網膜の機能改善を

最終目標として、臨床応用可能な実用的な

移植プロトコールを確立していくことをね

らいとする。 
 

２．研究の目的 
 

我々はこれまで網膜幼若細胞を用いて変性

網膜での移植条件を検討し、コンドロイチナ

ーゼや MMP-2 が移植細胞の宿主への侵入や

突起伸展を促進する可能性を示し (Suzuki 

et al. Stem Cell, 2007, Suzuki et al. Cell 

transplant 2007) 、また免疫学的なホストの

環境修飾が移植細胞の生存率を高める可能性

について報告してきた（Oishi et al.Biochem 

Biophys Res Commun, 2008）。しかし、実

用的な機能回復を期待できるほどの移植効率

はまだ実現できていなかった。 

本課題を始めるにあたり、我々のところで

も野生株マウス成体網膜に移植視細胞が形態

的にほぼ完全な形で多数生着しうることを確

認した。そこで、本課題ではマウス網膜変性

モデルを用いて、変性過程におけるホスト側

の環境変化及びその進行過程からみた移植細

胞の生着を評価する事を目的とした。併せて、

移植環境をより生着しやすく変化させるよう

な因子を添加することにより、生着効率が上

がるかどうかを検討した。 

同時に ES／iPS 細胞から実用的に移植実

験に使用できる視細胞分化系を試みた。 

また、中、大型動物への移行実験を行った。 

 
３．研究の方法 
 

 変性モデルにおける移植条件を決定するに

あたって、ホスト側の移植細胞受け入れ可能

なタイムウィンドウを発症時期、進行速度の

異なる複数のマウス変性モデルを用いて検討

した。  

移植細胞にはすでに野生株において生着良

好なことが確認できている生後４−７日令の

GFP マウス網膜を用い、タイミングを検討す

るにあたっては、MNU 傷害モデル及び遺伝

モデル（rd マウス）を用いた。 



主に変性進行期の生着（移植細胞の残存又

は視細胞層の維持効果）、変性後の生着（変

性網膜の再建）の２視点から実験を行った。 

ホストの環境因子として、進行期、変性後、

のマイクログリア、ミュラーグリア、外境界

膜などの状態をまず評価し、移植細胞の生着

数を評価した。さらに、背景因子に左右する

ような抗炎症因子、シナプス形成促進因子、

グリオーシス抑制因子などの添加を行い、生

着の向上が得られるかを評価した。 

また、移植細胞の生着が良好な条件で、電

気生理評価（ERG）を行った。さらに移植細

胞をマウス網膜細胞から ES 細胞および iPS

細胞からの分化視細胞に移行するにあたって、

視細胞マーカーである nrl プロモーター下に

GFP を発現するウィルスベクターを作成、遺

伝子導入後 GFP を用いて選別した ES 由来

nrl 陽性細胞が実際に移植においてマウス新

生仔網膜細胞同様有用であるかどうか確認を

試みた。 
 
４．研究成果 
 

ホスト環境については、MNU 薬剤傷害モ

デルでは持続的なマイクログリアの浸潤が２

週間遷延する傾向があり、その後約１週間後

にはグリオーシス形成がみられたが、rd マウ

スにおいてはマイクログリア、ミュラーグリ

アとも視細胞の変性時期（—４週）には GFAP

発現上昇、マイクログリアの集積など活性化

がみられたが、その時期をすぎると一旦沈静

化傾向がみられた。その後、６週過ぎ頃より、

rd モデルにおいてもグリオーシスが増強す

る傾向がみられた。 

MNU モデルにおいては進行期の後すぐに

グリオーシスがおこるため、通常では良好な

生着は得られず、グリオーシスの時期にコン

ドロイチナーゼ ABC(ChABC)を添加するこ

とにより、有意な生着改善を得た。Rd モデ

ルにおいても変性進行期の生着は不良で、４−

６週でもっとも安定した生着が得られ、さら

にグリオーシスの始まる６週以降においては

ChABC 添加により有意な生着改善が得られ

た。 

次に、rd マウスの生後４週から８週の間に

移植を行い、シナプス促進効果を期待できる

valproic acid (VPA) や、変性網膜の炎症反応

を緩和や拒絶反応を抑制する目的で、免疫系

を Th2 系にシフトする glatiramer acetate

（GA）やシクロスポリンなどによる生着効果

をさらに検討した。GA や VPA の添加は生後

４週の移植で有意に生着細胞数を増加させた。

また GA は移植部位へのマイクログリアの集

積も抑制した。 

生着細胞を経時的に観察すると、移植後１

ヶ月までに一旦網膜下の細胞数は減少するも

ののその後約３ヶ月はほぼ一定しており、最

初の１ヶ月までにホストに何らかの形で組み

込まれた細胞が中長期的に残る可能性が示唆

された。また、この時点までの生着はシクロ

スポリン投与の有無の影響はなく、短期的に

は拒絶による生着阻害の影響は少ないと思わ

れた。また仔マウスより採取した幼若視細胞

を移植後、ホスト網膜をとりだして、移植細

胞がホスト網膜下で成熟し、視細胞としての

電気生理学的特徴を示す事を確認した。ただ、

ERG にて移植細胞の機能は検出できなかっ

た。そこで、現在、多電極アレイを用いた電

気生理学的機能系の条件検討を行い、網膜 3

次ニューロンから効率よくシグナルを拾う方

法を確立した。この系を用いた機能解析は今

後の課題である。 

また大型動物での実験準備としてウサギに

仔ウサギの網膜細胞の移植を行い、マウスと

同様、外層構造の保たれた網膜では細胞が生

着すること確認した。ただ、ウサギについて

はまだ効率が十分とはいえず、大型動物につ



いてはさらに検討を要する。 

更に、ES/iPS 細胞由来視細胞の使用に移行

する準備として、Ｎrl プロモーター下にGFP

を発現するようデザインしたレンチウィルス

ベクターを ES 細胞からの分化細胞に導入し、

分化細胞の同定を試みた結果、分化視細胞を

ウィルス導入によりある程度確認できたもの

の、分化効率、導入効率、特異性にいずれに

おいても改善を要すると思われた。２０１１

年になり、網膜を ES 細胞から立体分化培養

する方法が永楽らにより報告されたため、方

針を変更、今年度はこの方法を導入し、

ES/iPS 細胞から移植に用いる良質の細胞を

実用的細胞数用意できるようになった。同様、

NRL-GFP マウスから iPS 細胞株を作成し、

ここから GFP 陽性の視細胞前駆細胞を分化

することにも成功した。この方法により当初

予定していた ES 細胞からの分化細胞に Nrl

プロモーターGFP を導入する方法より効率

よく移植細胞が得られるようになった。 
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