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研究成果の概要（和文）：Notch シグナルの主要関連分子の Hes1 は、角膜や眼球の形態発生に

おいて必要不可欠な役割を担っていることが解明された。また、Hes1は角膜上皮幹細胞、前駆

細胞等に局所特異的に発現しており、分化した角膜上皮細胞には発現していなかった。遺伝子

導入実験からその機能としては、細胞増殖を抑制して角膜上皮幹細胞を未分化状態に維持し、

角膜上皮の恒常性維持機構に極めて重要な働きをしていることがはじめて確認された。 

 
研究成果の概要（英文）：Hes1, a major target gene in Notch signaling, is essential for corneal 

and eye morphogenesis. Hes1 is mainly expressed in the corneal epithelial stem/progenitor 

cells and is not detected in the differentiated corneal epithelial cells. Forced Hes1 

expression inhibits the differentiation of corneal epithelial stem/progenitor cells and 

maintains these cells’ undifferentiated state. Our data provides the first evidence that 

Hes1 is essential for corneal morphogenesis and regulates the homeostatic function of 

corneal epithelial stem/progenitor cells. 
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１．研究開始当初の背景 
Notch シグナルは発生過程の多様な局面で細
胞運命の決定や細胞分化を調節し、さまざま
な臓器で重要な役割を担っている事が明ら
かになりつつあるが、角膜における機能解析
に関しては全くなされていない。我々の研究
グループはこれまでに上皮幹細胞の維持機
構を明らかにする目的で、その開発元となる
スイス連邦工科大学ローザンヌ校より
single cell clonal analysis 法を導入し、

単一細胞レベルからの網羅的な上皮幹細胞
遺伝子発現プロファイルの作成を試みた。集
積したデータから Notchシグナル伝達系が活
性化している知見が得られた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、角膜をモデルに用いて、Notch
シグナルによる上皮幹細胞の恒常性維持機
構の解明を主目的とする。具体的には、Notch
シグナルの主要関連因子である Hes1 遺伝子
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の欠損マウス、ならびに上皮細胞特異的に
Hes1遺伝子欠損マウスを作成し、角膜、特に
角膜上皮における機能解析を行う。一連の研
究により、Notch シグナル関連因子の角膜組
織への分布の特徴やキャラクター解析を行
い、最新の遺伝子導入技術やセルソーティン
グ技術を用いて in vivo、in vitroにおける
角膜上皮幹細胞の恒常性維持機構について
検討を加える。 
 
３．研究の方法 
Notch1/Hes1 遺伝子欠損マウスモデルを用い
て角膜における機能解析を、①組織学的・形
態学的検討、②細胞生物学的検討、③分子生
物学的検討、④角膜創傷モデルによる Notch
シグナル因子の in vivo機能解析、⑤遺伝子
導入による Notch シグナル因子の in vitro
機能解析を行った。 
 
４．研究成果 

（１）まず Notchシグナルの主要関連因子で

ある Notch1 遺伝子欠損マウスを用いて、

Notch シグナルと角膜上皮との関連性を検討

した。その結果、既報のとおり角膜創傷モデ

ルにて、上皮が血管新生を伴って過増殖し、

角化上皮へと分化転換した。よって Notchシ

グナルが角膜上皮の恒常性維持機構におい

て機能的な役割を果たしていることを確認

した。 

（２）次に Notchシグナルの下流にある主要

関連因子である Hes1 遺伝子の欠損マウスを

作成し、角膜、特に角膜上皮における機能解

析を行った。胎生期から経時的に眼球をサン

プリングして角膜の形態発生を肉眼的・組織

学的に観察した。その結果、KOマウスの角膜

は著しく発生が障害されていることがわか

った。また細胞生物学的、分子生物学的検討

から、Hes1は角膜上皮の発生や恒常性維持機

構に重要な働きをしていることが確認され

た。 
（３）Hes1 遺伝子の欠損マウスならびに
Hes1-GFPマウスを作成し、角膜、特に角膜上
皮における機能解析を行った。Hes1-GFPマウ
スを解析した結果、Hes1遺伝子は角膜上皮幹
細胞が存在すると考えられている角膜輪部
上皮基底細胞に強く発現していることがわ
かった。 
（４）マウス角膜創傷モデルによる Notchシ
グナル関連因子の in vivoにおける機能解析
を行った。その結果、Hes1は角膜上皮の創傷
治癒過程において、強くその発現が認められ、
Ki67 などの細胞増殖マーカーとも相関する
ことがわかった。 
（５）レトロウイルスベクター(CLIG)を用い

て Hes1 を培養角膜上皮細胞に遺伝子導入し
た。その結果、Hes1は細胞増殖サイクルを抑
制する作用が認められた。また Hes1 遺伝子
は、角膜上皮幹細胞を未分化な状態に維持す
る作用があることがわかった。 

以上のことより、Hes1は細胞増殖を抑
制して角膜上皮幹細胞を未分化状態に維持
する機能があり、角膜上皮の発生や恒常性維
持機構に極めて重要な働きをしていること
が確認された。 
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