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研究成果の概要（和文）：  
 ES/iPS 細胞から視細胞への分化誘導期間を短縮することを目的とし、遺伝子導入による視
細胞の分化促進の可能性を検討した。種々の検討にも関わらず当初目的は未解決であるが、そ
の検討過程において、遺伝子導入の効果を検出する方法として視細胞特異的に EGFP を発現す
る Nrl-EGFP マウス iPS 細胞を作製し、またレチノイン酸シグナル阻害剤を用いた網膜前駆細
胞の誘導効率上昇効果を見つけた。これらの成果は別の網膜再生研究において強力なツールと
して働くことが期待される。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 I investigated the possibility of gene transfer in promoting effect in photoreceptor 
differentiation in order to shorten the culture period of photoreceptor induction from 
ESCs/iPSCs. Despite various examinations, the original purpose was pending, however, in 
the investigation process, Nrl-EGFP mouse iPSCs that expressed EGFP in photoreceptors 
specifically were produced to detect the effect of gene transfer, and the effect of an inhibitor 
in retinoic acid signaling to elevate the efficiency of retinal progenitor induction was 
developed. These research products have expected to work as powerful research tools in 
other studies of retinal regenerative medicine. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 網膜は、眼に入った光情報を電気信号に

変え、神経細胞網を介して脳へ送り出すとい
う視覚機能の中心的役割を担う組織である。

機関番号：８２４０１ 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2010～2012 

課題番号：２２７９１７０２ 

研究課題名（和文） 遺伝子導入によるヒトｉＰＳ細胞から視細胞への分化誘導促進 

                     

研究課題名（英文） Acceleration of photoreceptor induction from human iPSCs with gene 

transfer.  

 

研究代表者 

岡本 理志（OKAMOTO SATOSHI） 

独立行政法人理化学研究所・網膜再生医療研究開発プロジェクト・リサーチアソシエイト 

 研究者番号：５０５０９１０６ 



 

 

網膜は発生学的には脳や脊髄と同じく神経
管由来の中枢神経系に属し、他の中枢神経組
織と同様、一度障害を受けると再生しないも
のと長い間考えられてきた。しかし近年では
網膜を構成する神経細胞も増殖、再分化し得
ることが示され、また外から細胞を補充した
際に、移植細胞が適切な位置に移動したり視
機能が回復し得るといった、組織としての可
塑性を示す研究結果も報告されつつある。私
の所属する研究室においても、これまで網膜
疾患により障害された視機能を回復させる
べく研究に取り組んできた。 
 われわれが治療対象とする疾患は細胞の
不可逆的な変性により最終的には失明を来
す重篤な疾患であり、具体的には網膜色素変
性や加齢黄斑変性を研究対象としてきた。網
膜色素変性は遺伝子変異に由来する視細胞
の変性疾患であり、他方の加齢黄斑変性は黄
斑部において網膜色素上皮（RPE）層直下の
脈絡膜から派生した新生血管が網膜内に侵
入することにより、網膜内出血を起こしたり
RPE 層や神経網膜層の障害を生じる。いずれ
もわが国を始め先進国においては中途失明
原因の上位に挙がる疾患であるが、効果的な
治療法がほとんどないのが現状である。この
問題を解決するためにわれわれは細胞移植
により失われた細胞を補填することによる
再生治療を目指してきた。移植治療の初期段
階では比較的障害範囲の限定された患者を
対象と考えているため、移植細胞としては網
膜色素変性においては視細胞、加齢黄斑変性
においてはRPE細胞が候補と考えられるが、
正常な生体内において視細胞と RPE は共存
関係で維持されるため、将来的により重篤な
患者への適用を検討する際にはどちらの疾
患おいても視細胞と RPE を共に移植するこ
とが必要と考えられる。 
 
(2) 細胞移植研究のスタートとして、われわ
れはまずサル及びヒト ES 細胞からの網膜系
細胞への分化誘導を試みた。ES 細胞は増殖
が早く、移植に必要な多量の細胞を得ること
が可能であると考えられたからである。ES
細胞から網膜細胞への分化誘導には、Sasai
らが開発した SFEB 法を用いた（Watanabe
ら、2005；Osakada ら、2008）。この方法は
ES 細胞コロニーを細胞十数個からなる小片
に分離した後、血清非存在下で浮遊培養する
ことにより胚葉体形成を介して細胞分化を
促進させる誘導法であり、その際 Wnt シグ
ナル及び Nodal シグナルの阻害剤である
Dkk-1 及び LeftyA を加えることにより、網
膜前駆細胞を含む前脳系細胞への分化効率
を高めている。この方法で網膜前駆細胞を分
化誘導した後、さらに培地を変えて培養を続
けることにより、一部は Mitf/Pax6 共陽性の
RPE 前駆細胞を経て、RPE65 陽性の成熟

RPE 細胞へと最終分化した。また RPE 前駆
細胞と並行してできる網膜神経前駆細胞を
レチノイン酸、タウリン及び N2 サプリメン
ト存在下で培養することにより、成熟視細胞
が産生されることも確認した。さらにわれわ
れはサル ES 細胞由来 RPE 細胞を RCS ラッ
ト（内在性 RPE の遺伝子異常による視細胞
変性モデルラット）に移植することにより、
視細胞の生存・機能維持にも成功しており
（Haruta ら、2004）、ES 細胞より作製した
網膜細胞が移植先の生体内でも機能し得る
ことを確認した。またわれわれは、近年
Yamanaka らによって開発され、再生医療の
大本命と注目されているヒト iPS 細胞
（Takahashi ら、2007）を用いても同様に
SFEB 法を用いて視細胞及び RPE 細胞への
分化誘導が可能であることを確認し（Hirami
ら、2009）、臨床応用する際の障壁となり得
る拒絶反応や倫理問題についても解決でき
ることが期待されている。 
 
 
 
２．研究の目的 
(1) このようにわれわれは視細胞や RPE 細
胞をヒト ES 細胞や iPS 細胞からの分化誘導
法により得る培養方法を確立させ、それらを
モデル動物への移植研究等に利用している
が、成熟視細胞への分化誘導には 4〜5 ヶ月
と長い期間を要していた。また他の研究グル
ープにおいてもヒト ES/iPS 細胞から網膜細
胞へ効率良く分化させる試みが行われてき
たが、われわれ同様視細胞や RPE 細胞への
分化には長い時間を要していた。 
 
(2) しかし培養操作は染色体の異常や多種微
生物の感染等を起こしやすいと考えられて
おり、実際の臨床現場での細胞移植治療を考
慮すると、患者等から元となる細胞の供給を
受けてから移植までの培養期間はできるだ
け短い方が細胞の品質維持の点から望まし
い。また移植細胞準備期間の長期化は、原料
費や人件費等、治療コストの高騰にもつなが
ると予想された。 
 
(3) これらのことより、視細胞の分化誘導期
間の短縮を図ることが必要であると考えら
れた。これを解決する手段の一つとして、遺
伝子導入による細胞特性の改変が考えられ
た。先に挙げた iPS 細胞も、線維芽細胞や血
液細胞などへ遺伝子導入を行なうことによ
り得られた細胞である。われわれも過去の研
究において、ラット及びサルの光彩細胞に
Crx、Otx2、NeuroD といった転写因子の遺
伝子導入を行なうことにより、ロドプシンが
産生されることを確かめており（Haruta ら, 
2001；Akagi ら、2004、2005）、遺伝子導入



 

 

により細胞特性の改変が可能であることを
確かめてきた。そこで、既に構築されている
ES/iPS 細胞からの分化誘導系と適切な遺伝
子導入を組み合わせることにより、機能を有
した視細胞の産生を短期間で行なうことが
可能になると考え、本研究における目的とし
た。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 視細胞への分化誘導過程は、ES/iPS 細胞
から網膜前駆細胞への分化誘導段階と前駆
細胞から視細胞への分化誘導段階の大きく
２段階に分けて考えることができるため、そ
のどちらの分化段階への遺伝子導入が分化
誘導促進を目指す上で効果的であるかを調
べるため、まずマウス ES/iPS細胞を用いて、
種々の分化誘導条件による網膜前駆細胞及
び視細胞が出現するまでのタイムコースを
調べた。誘導される網膜前駆細胞の検出には
主に Rax-GFP ノックイン ES細胞（Wataya ら、
2008）の培養系を用い、視細胞（杆体）の検
出には Nrl-GFPトランスジェニックマウスよ
り iPS 細胞を新たに作製して用いた（図１、
２）。検討した分化誘導培養条件は、基礎培
地として DMEM、DMEM/F12、GMEM、IMDM、
NeuroBasal 培地を用い、FBS、KSR、N2、B27
の添加物や Dkk1、Lefty-A、Activin-A など
のサイトカイン、DAPT 等の小分子化合物の添
加を行なった。さらに sphere 形成に供する
細胞数についても 1,000〜100,000/wellの間
で条件を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 

図１ Nrl-EGFP マウス iPS 細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ Nrl-EGFP マウス iPS 細胞から 
分化誘導した視細胞 

(2) 続いて、遺伝子導入して評価を行なう場
合、遺伝子導入に供される細胞の population
は高い方が良いため、網膜前駆細胞誘導効率
のさらなる改善を検討した。具体的には、
DMEM、DMEM/F12、GMEM、IMDM、NeuroBasal 培
地等の基礎培地、及び、FBS、KSR、N2、B27
等の添加物、Dkk1、Lefty-A、Activin-A、FGF2、
FGF8 等のサイトカインの他、Rax 陽性細胞へ
の分化を阻害するシグナル（インスリンシグ
ナル、レチノイン酸シグナル、ソニックヘッ
ジホッグシグナル等）の阻害剤等を、その使
用時期も合わせて検討を行なった。 
 
(3) その後、網膜前駆細胞への遺伝子導入に
よる視細胞誘導検討を行なった。具体的には、
前駆細胞への遺伝子導入方法としてはレン
チウイルスベクター系を使用し、CAG プロモ
ーターあるいはドキシサイクリンで誘導発
現可能なプロモーター下流に候補遺伝子の
cDNA を置き、さらに IRES で mCherry 繋いで
導入遺伝子を発現する細胞を可視化できる
ようにした。Nrl-EGFP マウス iPS 細胞を用い
て視細胞への分化誘導培養を行ない、その過
程上で Crx, Foxc1, Hdac1, Ikzf1, Neurod1, 
Nr2e1, Nr2e3, Otx2, Pax6, Pitx2, Prox1, 
Rax, Six3, Sox2, Tgif1, Vax2, Vsx1, Vsx2, 
Yy1の cDNAを発現するレンチウイルスを1種
〜複数種感染させ、GFP の蛍光発現を指標に
視細胞（杆体）の産生時期を調べた。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 上術した基礎培地と添加物類の様々な
組み合わせを試したところ、Rax 陽性の網膜
前駆細胞の出現時期はいずれの方法を用い
ても分化誘導開始から 7〜8 日めとバラツキ
はほとんどなかった（ただし条件によっては
Rax 陽性細胞が全く観察されなかった）が、
視細胞（杆体）の出現時期は分化誘導開始か
ら 15〜29 日と分化誘導条件や、あるいは同
一条件内でも大きく変動が見られた。このこ
とは、分化誘導前半の未分化細胞から前駆細
胞への分化は培養条件にかかわらずある程
度の期間が必要であるのに対し、後半の網膜
前駆細胞から視細胞への分化誘導過程は条
件次第で期間短縮が可能であることを意味
し、適切な転写因子群の遺伝子導入による分
化誘導促進も可能性があると考えられた。視
細胞誘導の際に発現に時間を要する転写因
子が分化誘導の律速段階と考えられ、導入遺
伝子の候補となり得ると考えた。 
 
(2) 上記結果に基づき、視細胞への分化誘導
を加速するために網膜前駆細胞への遺伝子
導入を検討するにあたっては、従来の培養条
件では網膜前駆細胞の誘導効率がそれほど



 

 

高くなく、遺伝子導入効率も考慮するとその
後の視細胞誘導条件を検討するには不十分
であると考えられた。そこで次に、網膜前駆
細胞誘導効率のさらなる改善を検討した。そ
の結果、基礎培地に NeuroBasal培地を用い、
BSA 及び脂質混合物、AGN193109（レチノイン
酸受容体アンタゴニスト）を添加することで
網膜前駆細胞の誘導効率が 35.1%となり（図
３）、十分に遺伝子導入検討実験に使用でき
る量の網膜前駆細胞の調製が可能になった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ AGN193109 添加による網膜前駆細胞 

分化誘導効率の上昇 
 
(3) これらの結果をベースに、実際に遺伝子
導入による視細胞誘導促進の検討を行なっ
た。Nrl-EGFP マウス iPS 細胞を網膜前駆細胞
の出現するステージ（誘導開始後 7-10 日）
まで分化誘導した後、Rax,Crx, Neurod1 等の
cDNA を発現するレンチウイルスを感染させ、
EGFP の蛍光発現を指標に視細胞（杆体）の産
生を調べたところ、EGFP の発現は 20 日目以
降で出現したが、これまでの検討より遺伝子
導入を行なわない種々の分化誘導条件での
視細胞出現時期が誘導開始後 15～29 日目で
あったことから、遺伝子導入による分化誘導
促進効果は確かめられなかった。また、EGFP
陽性細胞の割合についても、遺伝子導入を行
なわない場合よりもむしろ低くなったこと
から誘導効率の点でも効果は認められず、遺
伝子導入が Nrl-EGFP の発現（つまり視細胞
の誘導）に影響を及ぼしたかどうかも疑わし
い結果となった。さらに最近他の研究グルー
プより、細胞群の自己組織化を利用した極め
て効率の良い分化誘導方法が発表された
（Eiraku ら、2011；Nakano ら、2012）こと
からも、遺伝子導入による iPS 細胞からの視
細胞誘導促進研究は期待される効果が低い
と判断した。 
 
(4) 以上のように、当初目標の遺伝子導入に
よる ES/iPS 細胞からの視細胞分化誘導の期
間短縮は未解決であるが、その検討過程で派
生した成果である、Nrl-EGFP マウス iPS 細胞
や AGN193109添加による網膜前駆細胞の産生

効率上昇は、現在、視細胞移植を検討してい
る別研究においても利用されており（未発表
データ）、また今後も網膜の発生、再生に関
する多くの研究に応用可能なツールとして
広く利用されて行くことが期待される。 
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