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研究成果の概要（和文）： 

原発開放隅角緑内障では線維柱帯細胞が減尐していることより、線維柱帯細胞の細胞移植によ

り房水流出主ルートの機能・構造再生することは原発開放隅角緑内障の根本的な治療となると

考えられる。線維柱帯移植治療の細胞ソースとなることを最終目標に、線維柱帯細胞の in vivo

での発生課程を分子マーカーレベルで解明し、その知見をもとに in vitro でヒト iPS 細胞から

ヒト線維柱帯細胞の分化誘導を行った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Transplantation of trabecular meshwork cells to the damaged trabecular meshwork tissues 

in patients of primary open angle glaucoma because one of causes of primary open angle 

glaucoma is the decrement of trabecular meshwork cells. In this study, we performed the 

development of the induction system of human trabecular meshwork cells from human 

induced pluripotent stem cells to mimic the in vivo development of trabecular meshwork 

tissues. 
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１．研究開始当初の背景 

 線維柱帯細胞の発生的起源については鳥
類においては古くから神経堤細胞由来とさ
れているが、哺乳類の線維柱帯細胞の発生学
的起源についてはいまだ明らかではなかっ
た。P0-promoter の下流で Cre recombinase

を発現することで神経堤由来細胞を EGFP

の発現により標識できる遺伝子改変マウス
を用いて中脳領域の神経堤細胞の隅角組織
への寄与が明らかにされていた。しかし

P0-promoterは早期の神経堤細胞を標識する
ことはできないため線維柱帯細胞の分化過
程の解明に用いる材料としては不十分であ
った。研究者はごく早期のマウス神経堤細胞
に特異的に発現する遺伝子を同定し、これを
抗原として抗体を作成したところ、見出した
遺伝子が線維柱帯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
いることが明らかにしていた。さらにこの遺
伝子の活性を GFP の活性に置き換えたノッ
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クインマウス ES 細胞を作成していた。この
マウス ES 細胞を ES 細胞から中脳神経堤細
胞を分化誘導する系で培養すると、中脳神経
堤細胞が出現することが予想される時期に
GFP を発現することが確認できていた。つま
り研究開始当初に線維柱帯前駆細胞である
中脳神経堤細胞特異的に GFP を発現するマ
ウス ES 細胞を得ていた。 

２．研究の目的 

 眼圧は房水の産生とその流出抵抗により
規定されている、房水の眼外への排出は主ル
ートとして隅角線維柱帯－シュレム管経由
が、副ルートとしてぶどう膜－強膜路が司っ
ており、ヒトではこの主ルートでの房水流出
が全体の房水流出の 80％以上を占めている。
主ルートの線維柱帯は前房とシュレム管を
隔てている特殊な構造をした組織で、コラー
ゲンを中心とした細胞外マトリックスがビ
ーム状の層状構造を構成し、その周囲は基底
膜構成蛋白を境にして線維柱帯細胞が覆っ
ている。前房水の線維柱帯での正常な通過は
正常眼圧の維持に必須である。緑内障におけ
る眼圧上昇の成因は未だ明らかではないが、
原発開放隅角緑内障眼では正常眼に比して
線維柱帯間隙が狭小化し、線維柱帯細胞に被
覆されていない露出したビーム構造が高頻
度に観察される。このことは線維柱帯細胞の
病的な減尐が線維柱帯間隙の狭小化や癒合
を促し、残された線維柱帯細胞が活性化して
異常な細胞外マトリックスを産生し、線維柱
帯間隙のさらなる狭小化を惹起し、房水流出
抵抗の増加をきたす可能性が示唆している。 

現在、エビデンスとして視神経障害を抑制で
きる緑内障治療法は眼圧下降療法のみであ
る。眼圧下降療法には房水産生抑制によるも
の、およびぶどう膜－強膜路に代表される房
水流出系の賦活化によるものが一般的であ
るが、最大の房水流出抵抗を有する線維柱帯
経路を賦活化する治療法はいまだ臨床応用
されていない。Rho キナーゼ阻害剤による線
維柱帯経路の賦活化が臨床応用に近づいて
いるが、薬物による賦活化は永続的なもので
はなく、薬物の反復投与が必要となる。一方、
線維柱帯細胞の細胞移植により房水流出主
ルートの機能・構造再生することは原発開放
隅角緑内障の根本的な治療となる。その細胞
移植材料としては当然ヒト線維柱帯細胞を
用いる。しかしわが国の臓器移植法ではドナ
ー眼組織を角膜移植および強膜移植以外に
用いることは不可能である。その有力な解決
策として、ヒト人工多能性幹細胞（iPS 細胞）
から線維柱帯細胞を分化誘導して線維柱帯
移植治療の細胞ソースとして用いることで
ある。真に臨床応用可能な線維柱帯細胞をヒ
ト iPS 細胞から分化誘導するには、その誘導
方法が個体発生の過程を再現していること
が前提である。そこで本研究課題ではまず個

体発生の解析が可能なマウス由来の胚性幹
細胞（ES 細胞）を用いて線維柱帯細胞の分
化誘導法を開発すした。iPS 細胞と ES 細胞
はどちらも多能性幹細胞に属し、その性質は
ほぼ同等とされている。 

 本研究の目的は、①in vivo における線維柱
帯細胞の分化過程を詳細に検討し線維柱帯
細胞分化マーカーを同定することと、②それ
らのマーカーを指標に in vitro でヒト iPS 細
胞から線維柱帯細胞を分化誘導して将来的
な線維柱帯細胞移植へつなげることである。 

３．研究の方法 

（１）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を用いた線維柱
帯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 
研究開始当初に得ていた線維柱帯前駆細胞
である中脳神経堤細胞特異的に GFP を発現
するマウス ES 細胞を用いてキメラマウスを
作成した。このマウスにより中脳神経堤細胞
から線維柱帯細胞への分化過程を詳細に追
跡することが可能となった。まずこの遺伝子
改変マウスが、神経堤細胞由来組織を選択的
に標識することを確認した。さらに胎生 8.5
日に中脳神経堤細胞が誘導され、遊走した中
脳神経堤細胞が胎生 12.5 日には眼周囲に集
積し、出生後 11～14 日目には GFP を発現し
た線維柱帯細胞が出現する過程を確認した。 
次にこの遺伝子改変マウスの胎生 8.5日目か
ら出生後 12 日目まで 72時間ごとのステージ
の胚または新生仔を用いる。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線維柱帯
細胞へ分化途上の細胞を得た。さらに野生型
マウス成体より線維柱帯細胞を摘出した。線
維柱帯はシート状に摘出可能なため他の細
胞成分の混入は無かった。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
ら線維柱帯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得た。既知
の遺伝子発現データベースと比較し線維柱
帯細胞またはその前駆細胞に特異的に発現
している分子マーカーを同定した。 
（２）in vivo での分子マーカーの発現をも
とにした in vitro でのマウス ES 細胞から線
維柱帯細胞へ分化誘導法の樹立 
線維柱帯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 細胞を用いて研究を行った。この細
胞は in vitro で神経堤細胞へ分化誘導する
と GFP を発現するが確認されており、またこ
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した 
ことはこのノックイン ES 細胞から作成した



 

 

キメラマウスの胎生 8.5日胚で中脳神経堤細
胞が特異的に GFP発現をすることで確認でき
た。つまりノックイン ES 細胞は線維柱帯前
駆細胞である中脳神経堤細胞特異的に GFPを
発現していた。 
研究者らが開発した ES 細胞から中脳神経堤
細胞の分化誘導系と，無血清かつフィーダー
細胞に依存しない分化誘導系の ES 細胞に対
する活性がほぼ同等であることを利用し，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。
マウス ES 細胞は in vivo では胚盤胞内の内
部細胞塊（胎生 3.5 日目）に相当すると考え
ると、中脳神経堤細胞が誘導されるのは胎生
8.5 日目であるので、ES 細胞を申請者の開発
した分化誘導条件を一部改変した条件で５
日間培養すると GFP 陽性の中脳神経堤細胞が
誘導されてくると考えた。具体的にはまずヒ
ト羊膜マトリックスを培養基質として、マウ
ス ES 細胞を特殊な無血清培地中で５日間培
養すると中脳領域の神経前駆細胞が選択的
に分化誘導される。この中脳領域の神経前駆
細胞に神経発生中期には神経背側化因子と
して作用する骨形成因子（Bone 
Morphogenetic Protein: BMP）を 0.5nM の濃
度で作用させると中脳領域神経前駆細胞は
中脳領域神経堤細胞に分化した。 
次に 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マウス ES 細
胞由来中脳神経堤細胞を得た。（１）で得た
遺伝子発現情報をもとに分子マーカーを選
び、マウス 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線維
柱帯細胞へ最終分化させる条件をスクリー
ニングした。 
 
４．研究成果 
研究代表者は研究開始当初までに線維柱帯
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
日座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 細胞が線維柱帯前駆
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
線維柱帯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，個体
発生の段階毎の線維柱帯前駆細胞を収集し
RNA 抽出・cDNA 作成を行った。 
また ES 細胞から線維柱帯細胞への分化誘

導系の最適化を行ったまず、マウス ES 細胞
から中脳領域神経堤細胞への分化誘導系の
効率化を行った。次いで線維柱帯細胞移植治
療の細胞ソースとなることを最終目標に、in 
vitro でヒト人工多能性幹細胞（iPS 細胞）
からヒト線維柱帯細胞の分化誘導研究を実
施した．ヒト iPS 細胞の維持培養法としては
分化誘導開始前の他家動物由来物質の持ち
込みを最小限にするためにマウス胎仔由来
線維芽細胞をフィーダー細胞として用いる
従来の方法ではなく、ヒト絨毛膜細胞由来マ
トリックスを培養基質として、無血清培地を
用いた維持培養法を用いた。分化誘導として
はヒト羊膜マトリックスを培養基質として、
ヒト iPS 細胞を特殊な無血清培地中で 15 日
間培養して中脳領域の神経前駆細胞が選択
的に分化誘導した後に，中脳領域の神経前駆
細 胞 に 骨 形 成 タ ン パ ク 質 （ Bone 
Morphogenetic Protein）を作用させて中脳
領域神経堤細胞を分化誘導した。ここで得た
ヒト iPS細胞由来中脳神経堤細胞のヒト線維
柱帯細胞へ最終分化を試みた。さらに最終分
化したヒト iPS細胞由来細胞の構成成分の明
らかな無血清培地を用いた維持培養も実施
した．ヒト iPS 細胞由来中脳神経堤細胞から
ヒト線維柱帯細胞へ最終分化には 100日以上
の分化誘導培養が必要であり，分化誘導さい
た細胞の最終的な特性解析には至っていな
い。また最終分化した細胞群は無血清培地中
で増殖可能であった。 
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