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研究成果の概要（和文）：本研究では、N-cadherinとNRF2に着目して、角膜上皮幹細胞をモデルに上皮幹細胞ニ
ッチの解明を目指し、そこで得られた情報に基づき、新たな角膜上皮の培養系への応用を行った。その結果、角
膜上皮幹細に特異的に発現するN-cadherinの発現制御機構の一部を明らかにし、さらにこの制御機構が、角膜上
皮の正常な分化へも寄与していることも示した。本研究成果より、多能性幹細胞を用いた角膜上皮（幹）細胞の
分化に成功した。また、NRF2の活性化により、角膜上皮幹細胞の生存活性が著しく上昇することを見出した。本
研究成果に基づき、NRF2活性化機構に着目した幹細胞の保存法の開発に応用することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the epithelial stem cell niche using 
the corneal epithelial stem cells as a model of stem cell niche focusing on N-cadherin and NRF2, and
 developed a new corneal epithelial culture system-based on the information obtained there. As a 
result, we clarified a part of the mechanism for regulation of N-cadherin expression, and also 
showed that this mechanism also contributes to normal differentiation of corneal epithelium. From 
the results of this research, we successfully differentiated corneal epithelial (stem) cells from 
pluripotent stem cells. In addition, it was found that activation of NRF2 remarkably increases 
corneal epithelial stem cell survival activity. Moreover, based on the results of this research, we 
succeeded in development of conservation method for epithelial stem cells focusing on NRF2 
activation mechanism.

研究分野： 幹細胞生物学、眼科学、再生医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 組織幹細胞は多分化能とともに、自己複製
能を有し、各組織修復や恒常性の維持に重要
な役割を有している。また近年では、これら
幹細胞の性質を利用して、再生医療の細胞源
としての研究が精力的に行われている。一方
で、組織において幹細胞が未分化性を保持す
る機構、つまり幹細胞ニッチの詳細な機構は
依然として明らかではない。学術的貢献およ
び医療の発展の観点から幹細胞が in vivoや in 
vitro 環境でいかに維持されるかを理解する
のは極めて重要である。 

これまでに組織幹細胞ニッチには血管由
来因子、ECM、間質細胞、細胞間接着等が関
与している可能性が示唆されている（図１）。

我々はこれまでに、細胞間接着に着目した研
究を実施し、細胞接着分子 N-cadherin が幹細
胞維持機構に重要な役割を果たしているこ
とを示唆した（Hayashi R., et al. Stem Cells 
2007）。N-cadherin は上皮幹細胞に発現するの
みならず、幹細胞同士の接着や、異種細胞（色
素細胞や実質細胞）との結合に関与している
可能性が示唆された。特に色素細胞との結合
は、メラノサイトが幹細胞にメラニン色素を
輸送することで、幹細胞を UV 等の酸化スト
レスから防御していると考えられた。そこで
我々は、酸化ストレスなどの障害から細胞・
組織の防御に寄与する、NRF2 を介した生体
防御機構に着目した研究を開始し、その組織
再生・創傷治癒への関与を示し、さらには幹
細胞機能との関係にも着目した（Hayashi R., 
et al. Free Radic Biol Med 2013）。近年、幹細胞
ニッチや組織再生における酸化ストレス自
体の関与について報告されているが（Parmar 
K., et al. Proc. Natl. Acad. Sci.,2007 など）、酸化
ストレスを含めた様々な細胞内外のストレ
スに対する「生体防御機構」の幹細胞ニッチ
への関与については知られていない。 
  
２．研究の目的 
そこで本研究は、これまでに着目し、デー

タを蓄積してきた 2 つの分子、N-cadherin と

NRF2 に着目した、幹細胞ニッチの解明研
究を行い、その過程で得られる情報に基づ
き、新たな角膜上皮（幹）細胞の培養系開
発への応用を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）N-cadherin を評価指標とした、角膜
上皮幹細胞の維持培養法の検討 
 ヒトの角膜上皮幹細胞・前駆細胞を培養
皿上で培養する既存の方法として、血清と
マウス 3T3 細胞との共培養系があるが、こ
の方法ではいくつかの幹細胞マーカーを
維 持 す る こ と は 可 能 で は あ る が 、
N-cadherin など、より選択的な幹細胞マー
カーは維持できず、また、角膜上皮特異的
分化マーカーK12 の発現も失われる。そこ
で我々は N-cadherin 発現を主な指標とし
て、上皮幹細胞を維持可能な培養系につい
て、スクリーニングを実施した。液性因子、
特異的シグナル阻害剤、フィーダー細胞、
ECM コーティング等の培養条件に対して、
N-cadherin の発現を指標に幹細胞性能を
評価し、同時に他の幹細胞マーカー（p63
など）および分化マーカー（K3,K12）の発
現レベルとの関係についても検討を行っ
た。 
さらに、同定された因子に関する下流シ

グナル伝達経路の解明を行った。具体的に
は、下流のシグナル伝達阻害剤の効果の検
証、培養条件の最適化を実施した。これら
一連の実験にて得られた知見に基づいて、
角膜上皮幹細胞の発生、維持、分化につい
て、多能性幹細胞を用いた分化モデルによ
る検証を行った。 
 
（２）角膜上皮幹細胞機能（未分化性能・
細胞分化）への NRF2 の関与の解明 
 我々は、角膜上皮創傷治癒時において、
NRF2 が角膜上皮の細胞遊走や増殖への関
与することを示唆している。そこで、本研
究ではまず、角膜上皮細胞に対して、NRF2
の siRNA によるノックダウン実験を行い、
幹細胞マーカー（delta-N p63, N-cadherin
など）および分化マーカー（K3, K12）を
指標として、角膜上皮幹細胞の未分化・分
化の状態を評価した。NRF2 の活性化につい
ては、主に NRF2 活性化低分子化合物であ
る Ebselen を用いた実験を行った。評価項
目については、コロニー形成能、細胞生存
率、幹細胞マーカー発現を主な指標に用い
て、上皮幹細胞機能およぼす NRF2 の活性
化もしくは阻害の影響を検討した。NRF2 の
活性化は NRF2 核内移行ならびに下流遺伝
子の発現により確認した。また、通常の
37℃の培養条件に加えて、よりストレス付
加がかかる 4℃条件においても、NRF2 活性
化の効果の検討を行った。 
 
４．研究成果 

図1．角膜上皮幹細胞ニッチモデル（輪部）
幹細胞ニッチの構成要素には細胞間接着分子
、液性因子、低酸素環境、ECMなど種々の因子
が関与している。
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（１）N-cadherin を評価指標とした、角膜上
皮幹細胞の維持培養法の検討 

角膜上皮幹細胞が存在しているヒト角膜
輪部上皮細胞を、既報の方法に従って単離し、
無血清培地（Cnt20 培地；低カルシウム培地）
をベースとして、cadherin 結合に必須のカル
シウム濃度、コーティング条件（laminin511, 
Synthemax など）等、種々の上皮培養系にて
培養を行い、N-cadherin を含む角膜上皮幹細
胞マーカーおよび分化マーカーの発現を検
討した。その結果、比較的高いカルシウム濃
度条件において N-cadherin 発現が高い傾向
にあったものの、実質的にその発現を保持出
来る培養系は見いだせなかった。そこで次に、
フィーダー細胞を用いる培養方法を用いた
培養系で同様の検討を行った。その結果、既
存のフィーダー培養系（3T3+KCM 培地（血清
含有））においては、N-cadherin 発現は培養
開始直後から急激に低下し、発現が完全に失
われたのに対して、血清代替物（KSR）を含
む無血清培地中（通常カルシウム濃度）で、
フィーダー培養（PA6 or 3T3）した場合にお
いては、N-cadherin は完全に失われずに、3
週間後もある程度維持されることが示され
た。以上の結果より、フィーダー細胞の存在
と、血清を用いないこと、通常カルシウム濃
度が、角膜上皮幹細胞性に寄与している可能
性が示唆された。そこで、フィーダー細胞も
しくは血清成分に由来すると考えられるど
のようなシグナルが、N-cadherin の発現維持
に寄与しているかを探索するために、各種特
異的シグナル阻害剤を用いたスクリーニン
グを実施した。その結果、成長因子 Xのシグ
ナル阻害剤において、角膜輪部上皮の
N-cadherin 発現が保持されることを見出し

た（図２）。興味深いことに、本阻害剤で処
理した場合においては、p63 などの角膜上皮
幹細胞マーカーに変化は見られない一方で、
K12、K3 などの角膜上皮分化マーカーの発現
も亢進した（図２）。さらに複数の X シグナ
ル阻害剤を用いて、濃度依存性を検討したと
ころ、すべての阻害剤において濃度依存的な
N-cadherin 発現の維持が認められた。これら
阻害剤添加培地中で培養し、作製した角膜上
皮細胞シートを免疫染色したところ、
N-cadherin が基底部に強く発現し、さらに分

化マーカーの K12, K3 の発現も認められた
（図３）。以上の結果より、Xのシグナル伝

達阻害により、角膜上皮としての幹細胞性
能が保持され、さらにその後の培養により、
角膜上皮の正常な分化が引き起こされた
と考えられた。一方で、角膜上皮培養にお
いて Xを添加すると、逆に角膜上皮の分化
が阻害されたが、X の代わりに KGF 等の成
長因子を添加することで、角膜上皮分化が
促進された。このことから、X シグナル伝
達阻害は角膜上皮の未分化性維持機構の
みならず、角膜上皮の分化自体にも深く関
わっていることを見出した。続いて、X の
下流シグナルに対する選択的阻害剤を用
いた検討により、N-cadherin 発現を維持す
るための一連のシグナル伝達機構の一部
を解明することが出来た。 

そこで我々は、ここで得られた知見を利
用して、多能性幹細胞を用いた角膜上皮細
胞の分化について検証実験を行った。その
結果、多能性幹細胞からの角膜上皮発生プ
ロセスにおいて、KGF 添加培養系において
角膜上皮細胞が優位に発生することを見
出した（Hayashi R. et al. Nature 2016）。
さらに得られた多能性幹細胞由来角膜上
皮細胞は N-cadherin を高発現しているこ
とも確認した（図４）。 

本研究により得られた知見に基づき、当
初の目的である幹細胞維持機構の解明の
みならず、角膜上皮細胞の安定した分化誘
導法を見出すことにも成功した（Hayashi R, 
et al. Nature Protocols 2017）。 
 

X阻害剤 コント ロール

N-cadherin

K12

K3

図3.培養上皮細胞シート におけるN-cadherin発現の保持
X阻害剤添加条件で作製した角膜上皮細胞シート では、 N-
cadherin, K12, K3の発現が認められた。

図4.多能性幹細胞を用いた角膜上皮細胞の分化誘導
多能性幹細胞を用いて、 新たに開発した分化誘導条件
により分化誘導を行う ことで、 角膜上皮細胞が誘導可
能であった。 FACSと q-PCRにより 、 得られた角膜上皮幹
細胞はN-cadherinを高発現していること が示された。
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図2.X阻害剤添加による幹細胞・ 分化マーカー発現への影響
X阻害剤は濃度依存的に幹細胞マーカーN-cadherin発現を誘
導すると同時に、 角膜上皮特異的分化マーカー発現も誘導
した。 一方で、 既存の幹細胞マーカーdelta-N p63発現への影
響は認められなかった



（２）角膜上皮幹細胞機能への NRF2 の関与
の解明 

まず角膜上皮細胞株に対して、siRNA によ
る NRF2のノックダウン効果を検討した。NRF2
の siRNA 導入により、NRF2 自体の mRNA が約
80-90％程度抑制され、その下流の遺伝子で
ある NQO-1 は約 50%の抑制されていることを
確認した。この時、角膜上皮幹細胞マーカー
である p63 および p75NTR は 15％程度の発現
抑制が認められたが、一方で N-cadherin 発
現は全く認められなかった。このことから、
NRF2 による生体防御機構が培養中の幹細胞
維持機構に一定の関与が示された。しかし細
胞株ではより特異的な幹細胞マーカーであ
る N-cadherin 発現が消失しているため、そ
れ以上の検討が困難であった。そこで、次に
N-cadherin を発現する初代培養の角膜輪部
上皮細胞に対して、siRNA の導入検討を行っ
たところ、初代培養角膜上皮細胞への誘導効
率が低いため、NRF2をノックダウンすること
が困難であった。そのため、次に NRF2 の活
性化低分子であるEbselenを初代培養角膜輪
部上皮細胞の培養系に添加し、その効果を検
討したが、顕著な効果は認められなかった。 

そこでさらに、上皮細胞をより強いストレ
ス条件下においた場合の、NRF2 活性化の効果
について調べた。培養上皮細胞シートを 4℃
において静置し、7 日後の細胞生存率を指標
に、Nrf2 活性化剤を含む種々の薬剤のスクリ
ーニングを実施した(luciferase rat 由来上
皮細胞を用いたアッセイ系；Hakamata Y, et 
al. Transplantation 2006)。その結果、既
存の抗酸化物質や細胞保存剤（グルタチオン、
N-acetyl-cysteinet 等）は上皮細胞生存率を
上昇させなかったが、Nrf2 活性化剤である
tBHQ, Oltipraz および Ebselen を添加した細
胞群においては、濃度依存的な細胞生存率の
上昇が認められた（図５）。さらにこの中で、

最も強い作用を示した 10 M Ebselen を用い
て、角膜輪部組織中の角膜上皮幹細胞・前駆
細胞に対する 4℃条件下における細胞保存効
果について、コロニー形成試験により検証し
た。その結果、既存の保存液（コントロール）
では、4℃、7日間の静置により、コロニー形
成細胞が激減したが、Ebselen 添加群では、

コロニー形成細胞数は有意に増加した（図
６；Katori R, Hayashi R et al. Sci. Rep. 
2016）。また、培養口腔粘膜上皮細胞シー

トの上皮前
駆細胞に対
しても同様
の結果が得
られた。こ
のことから
ストレス環
境下におい
ては特に、
NRF2 活性化
により、上
皮幹細胞・
前駆細胞の
保持がより
促進される
と考えられ
た。 
 

まとめ 
本研究の成果より、角膜上皮幹細に特異

的に発現する N-cadherin の発現制御機構
の一部を解明することが出来た。またこの
制御機構は、角膜上皮の正常な分化へも寄
与していることが示された。本研究を利用
して、多能性幹細胞から発生を模倣した分
化培養系により、N-cadherin を発現する角
膜上皮（幹）細胞の分化に始めて成功した。
角膜上皮幹細胞ニッチの解明研究の成果
を、世界初の多能性幹細胞からの角膜分化
研究につなげることが出来た。 
また、NRF2 の活性化により、特にストレ

ス環境下における上皮幹細胞・前駆細胞の
生存能が著しく上昇することを初めて見
出した。本研究成果についても、NRF2 活性
化機構に着目した、上皮幹細胞や細胞製品
に対する保存液の開発研究に応用するこ
とが出来た。 
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