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研究成果の概要（和文）：  
本研究では機能的な神経組織を試験管内で作成すること、およびその経過を詳細に観察できる
実験系の構築を目指した。研究成果としては以下のものが挙げられる。１）ES 細胞から連続
した神経上皮構造の構築に成功した。２）ES 細胞から分化した神経上皮から眼形成領域が生
じ、この領域が眼杯を形成することを見いだした。またこの形態形成過程を詳細に観察できる
二光子励起顕微鏡システムを構築した。３）試験管内で形成された眼杯を長期培養することで、
層構造を持った網膜組織を分化させることに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we report the dynamic, autonomous formation of the optic cup (retinal primordium) 

structure from a three-dimensional culture of mouse ES cell aggregates. ES cell-derived retinal 

epithelium spontaneously formed hemispherical epithelial vesicles that become patterned along its 

proximal-distal axis. While the rigid proximal portion differentiated into pigment epithelium, the 

flexible distal portion progressively folded inward to form a shape reminiscent of the embryonic optic 

cup, exhibited interkinetic nuclear migration and generated stratified neural retinal tissue, just as seen in 

vivo. We demonstrate that optic-cup morphogenesis in this simple cell culture depends on an intrinsic 

self-organizing program involving stepwise and domain-specific regulations in local epithelial 

properties.  
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、基礎的な脳発生の研究成果

を基に、「複雑な組織構造」の立体形成を研

究し、ES 細胞からの SFEBq 法による「試

験管内での 3 次元自己組織化技術」を開発し

た。その成果の一部として、2008 年にマウ

スやヒトの ES 細胞から層構造を持った大脳

皮質組織の立体培養に成功した。これは画期

的な成果であったものの、形成した組織は、

胎児型での大脳発生の初期の構造を有する

というところまでで、生後型の大脳に見られ

る程の複雑な組織構造の形成には至らなか

った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は「機能を持った複雑な神経組
織」を試験管内で構築することである。その
ために、何が不足しているのかをより詳細な
レベルでの観察により明らかにしていくこ
とが必要であると考えられた。 
 
３．研究の方法 
 これまでに分散したマウス ES 細胞を小さ

なくぼみ（細胞が底に接着しないタイプの培

養ウェル）の底へ集めて培養することで、2

～3 時間以内に素早く 3 次元に再凝集（細胞

数は約 3,000 個程度）させる方法「SFEBq

法」を開発し、数日～1週間程度浮遊培養し

て、中枢神経系の前駆細胞に高い効率で分化

させることに成功していた。今回、研究代表

者は、神経上皮構造をより安定化させること

が知られているラミニンやエンタクチンを

含む細胞外マトリクスタンパク質の混合物

を培養液に添加することで、眼形成領域を含

む神経上皮構造を安定的に分化誘導した。 

 
４．研究成果 

（1）ES 細胞由来の網膜前駆組織から眼杯を立

体形成 

 この改良 SFEBq 法を用いて、7 日間 ES

細胞の細胞塊を浮遊培養し続けると、細胞塊の中

に形成した網膜前駆組織の上皮構造に大きな変化

が起きることが分った。最初に網膜前駆組織（Rx

陽性）が細胞塊の外へ向かって、袋状に突出しだ

した。その後、さらに 2 日間培養する過程で、袋

状の網膜前駆組織のうち細胞塊本体から遠い部分

が、今度は袋の内側に向かって自然に陥入するよ

うになった。その結果、網膜前駆組織は、培養開

始 10 日目までに内外の 2 層の上皮シートからな

るカップ状の構造を形成した。 

 これは、胚発生過程の網膜の原基である「眼杯」

に酷似しており、形だけでなく、局所のマーカー

遺伝子の発現パターンも眼杯と同様であった。胚

の中と同じく、2 層の上皮シートのうちカップ状

の外側の壁は、色素上皮からなり、色素を蓄積す

ることも分かった。一方、陥入して形成した内側

の壁は、神経網膜の前駆組織に特異的なマーカー

遺伝子を発現していた。眼杯は、マウス胎児では

胎生 10～11 日に完成し、直径 300μm 程度のサ

イズです。マウス ES 細胞から形成した眼杯もこ

れとほぼ同じサイズであった。 

  

（2）ES 細胞から眼杯組織の立体形成は自己組織化

による 

 このように複雑な眼杯の形成は、ES 細胞を単

純に均一に凝集させた細胞塊から生じ、しかも均

一な培養液の中で浮遊培養しただけで実現した。 

この眼杯構造の自己組織化の機序を解明するた

めに、特別に組み上げた長期立体培養用顕微鏡に

よる 3 次元多光子励起蛍光イメージングを数日間

かけて行い、細胞凝集塊からの眼杯形成過程を詳

細に検討した。解析の結果、ES 細胞由来の網膜

前駆組織は、まず色素上皮と神経網膜の領域に自

発的に分かれ、神経網膜の組織は外からの力など

で変形するのではなく、自らの力で内側にくぼん

で行くことが分かった。すなわち、網膜前駆組織



には元々「眼杯の形」を作るプログラムが内

在されていて、それが発揮できる環境で培養

すると、自然と眼杯を形成する自己組織化が

誘発されることが判明した。 

 精密な構造決定が必要な眼組織の形成に、

こうした内在的な「自己組織化プログラム」

が働いていることは大変興味深く、これまで

全く未知のメカニズムであった。 

 
（3）眼杯組織の「かたち」を決める力学的原理

の解明 

次に、眼杯形成における内在的な「自己組

織化プログラム」について、詳細な解析を行

った。研究グループは、先端的な力学計測法

や独自に開発した組織内圧の解析法を駆使

して、網膜前駆組織の 1 層の細胞シートであ

る上皮構造の中での力学特性の動態を調べ

た。その結果、次のたった 3 つの「組織構造

の局所ルール」を順序だって発揮することで、

この複雑な眼杯の形が決定していくことを

明らかにした。 

培養 7 日までに形成した網膜前駆組織は、

ES 細胞塊の本体から丸く飛び出した上皮の

袋状の構造を示している。 

次の 2 日間の間に 

①飛び出した眼胞様の袋の中で、ES 細胞

塊本体から遠い部分が神経網膜の前駆

組織に運命付けされ、その部分が他の部

分より構造的に「変形しやすい柔軟な組

織」になる。これは、神経網膜組織では、

細胞の中のバネに当たるミオシンが不

活性の状態（柔らかいバネの状態）にな

るためと考えられる。 

②次に、色素上皮と神経網膜の境目の細胞

が特別な「くさび形」に変わり、色素上

皮と神経網膜の「折り返し部分」で鋭角

なカーブを形成する。 

③最後に、神経網膜組織が盛んな細胞分裂

により急速に面積が大きくなり、それに

より横方向の圧力が生じて、自らを眼杯の内

部へ変形させ、陥入して行く。 

 
（4）生体組織に酷似した多層の神経網膜組織の３次

元形成 

 さらに研究グループは、試験管内で ES 細胞か

ら 3 次元再構築した眼杯組織（胎児型網膜組織）

から、生後の眼で見られるような多層の神経網膜

組織（生後型網膜組織）の形成に挑戦した。分化

培養 10 日後に、形成した ES 細胞由来の眼杯組織

を細いピンセットで単離し、さらに 14 日間立体

浮遊培養を行なった（合計 24 日間の培養）。する

と、培養 24 日後には、神経網膜を形成する 6 種

類の主要細胞（視細胞、水平細胞、双極細胞、ア

マクリン細胞、神経節細胞、ミュラー細胞）のす

べてを含み、しかも、それらが生後の眼組織に見

られるように順序正しい層状構造を形成した。分

化培養 10 日後には直径 300μm 程度のカップ状

であった神経網膜は、24 日間の培養後には 2mm

の直径に達する大きな上皮構造になっていた。 

 このように、今回の研究では、多能性幹細胞に

も内在する自己組織化プログラムを誘発すること

により、世界で初めて胎児型の網膜組織（眼杯）

の立体形成に成功しただけではなく、生後型の網

膜組織全層の立体再構築も実現した。 
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