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研究成果の概要（和文）：視細胞が細胞死を引き起こす網膜色素変性や加齢黄斑変性症などの疾患において，ヒトiPS
細胞を用いた細胞移植による治療が注目されている．しかし，ヒトiPS細胞から網膜細胞に分化させたときにどの発生
段階の視細胞が移植に適しているのかは明らかではない．本研究では，ヒトiPS細胞ノックインラインを作製し，蛍光
タンパク質で標識したヒト網膜視細胞を継時的に調べ，視細胞移植のために最適な発生段階を調べた．視細胞への分化
は，Notchシグナル阻害によって促進し，この現象に関わるシグナルを調べることができた．

研究成果の概要（英文）：Retinal cell replacement therapy is a promising approach for the treatment of 
retinal degenerative diseases. To generate donor photoreceptors from human induced-pluripotent stem cells 
(iPSCs), we successfully inserted fluorescent reporter (E2-crimson) gene at the 3’-end of Crx 
(photoreceptor specific) gene in human iPSC genome by using CRISPR/Cas9 system. Crx gene and E2-crimson 
gene were connected with 2A peptide gene. After the translation of Crx-E2-crimson, 2A peptide is cleaved 
off and E2-crimson is released in the cytosol. Fluorescence of E2-crimson in Crx-expressing cells is 
detected by fluorescence-activated cell sorter and Crx positive cells are purified by the sorting. By 
using this gene expression monitoring system, we explored the Notch inhibition signaling during Crx 
upregulation by the treatment with DAPT, and the diversity of differentiation into rod photoreceptor from 
Crx-positive cells in vitro.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
網膜色素変性や加齢黄斑変性症などの視
細胞変性疾患において，視細胞移植の可能
性が注目されている．マウスの実験系では，
生後５日齢のマウス網膜視細胞をドナーに
することでホスト網膜への取り込みが劇的
に改善されることが分かっているが，その
要因については明らかではない．また，ヒ
トとマウスでは網膜の発生速度が異なるた
め，ヒト iPS細胞から網膜細胞に分化させ
たときにどの発生段階の視細胞が移植に適
しているのかは明らかではない． 
申請者らはヒト視細胞を蛍光タンパク質
で標識するため，視細胞に特異的な遺伝子
のプロモーター（ヒト Nrlプロモーター：
桿体視細胞；ヒト Crxプロモーター：錐体
視細胞及び桿体視細胞）をクローニングし，
視細胞に分化すると特定の蛍光タンパク質
を発現する遺伝子ノックインベクターを作
製した．そして，これらのベクターと
TALEN（Transcription Activation-Like 
Effector Nucleases）を用いて，ヒトES/iPS
細胞のノックインラインを確立した．この
方法では，サイレンシングの影響を受けな
い特定の遺伝子領域（AAVS1サイト）に，
目的遺伝子を選択的にかつ高効率に挿入す
ることができる（Kaewkhaw R et al., 
Stem Cells. 2015）． 
２．研究の目的 
そこで本研究では，マウスで用いられた
実験データとヒト ES/iPS 細胞へのノック
イン技術を生かして，蛍光タンパク質で標
識されたヒト iPS細胞由来視細胞の細胞機
能解析を実施する．これによって，ヒトと
マウスの視細胞の発達段階をそれぞれ生理
学的，生化学的に比較することで，ヒトに
おける移植に適した幼若視細胞の発達段階
を同定することを目的とする．本研究によ
り適切な時期の視細胞を明らかにすること
で，①効率的な視細胞分化シグナルや，②
移植時期に適した表面抗原，③視細胞移植
の効率を上げるための機構を探索して，ヒ
ト視細胞の網膜移植に向けた技術基盤を構
築することができる． 
３．研究の方法 
本研究では，ヒト iPS細胞を用いてフィ
ーダーフリー維持培養系を立ち上げ，正常
ヒト iPS細胞分化培養を行った．ヒト視細
胞の分化には長期間(１２０日)の培養が必
要なので，申請者が実施している網膜 3次
元培養系（Kaewkhaw R et al., Stem Cells. 
2015）を基に，正常ヒト iPS細胞分化培養
が安定的に行える条件を決定した．条件決
定後，各種ヒト視細胞関連遺伝子プロモー
ター蛍光タンパク質のノックイン iPS細胞
を CRISPR/Cas9を用いて作製し（図１），
ゲノム PCR とサザンブロッティング法に
よりノックインが完成しているかを確かめ
た．蛍光タンパク質がターゲットの視細胞
をラベルしていることを抗体染色で確認し．

さらに，この分化した視細胞が，蛍光フロ
ーサイトメトリーにより分画することで，
定量 PCR 法により視細胞の関連遺伝子発
現を調べた．パッチクランプ計測法により，
蛍光タンパク質陽性細胞の性質を調べた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ CRISPR/Cas9法を用いた Crx遺伝
子の 3’末端側への蛍光タンパク質レポータ
ー遺伝子のノックイン single-guide 
RNA (sgRNA)によってCas9によるゲノム
DNA の切断が起こる．この時ドナープラ
スミドが細胞内に存在することによって高
効率に相同組換えが起こり，遺伝子ノック
インが完了する．ノックインした細胞群は
抗生物質耐性遺伝子（Bsd）により選択す
ることができる． 
 
４．研究成果 
＜平成２６年度＞ヒト iPS細胞維持培養系
を立ち上げ，遺伝子導入が行えることを確
かめた．また CRISPR/Cas9を用いてヒト
iPS細胞 Crx遺伝子レポーターノックイン
ラインを樹立した．ここでゲノム PCR に
よりノックインが完成しているかを確認し
た（図 2）．先行研究により CRISPR/Cas9
はターゲット遺伝子以外の部分で DNA を
切断し，遺伝子変異を引き起こす可能性が
指摘されている．そこで，BLAST 検索に
より，4 つのターゲット以外の候補遺伝子
を見つけ，樹立されたノックインラインで
変異が起こっていないことを確かめた．こ
れらのノックインラインはヒト iPS細胞の
未分化マーカーである rBC2LCNで染色さ
れることから未分化性が維持されているこ
とが分かった． 
＜平成２７年度＞ノックイン細胞株から網
膜 3次元培養系で網膜視細胞への分化誘導
を開始し，蛍光タンパク質がターゲットの
視細胞をラベルしていることを抗体染色で
確認することができた（図３）．さらに，
この蛍光フローメトリーにより分画するこ
とができ，定量 PCR 法によりノックイン
ターゲット遺伝子である，Crxの発現を調
べることができた（図４）．Crxの発現は，
分化開始 30日頃から確認することができ，
90 日以降さらに大きくなることが分かっ
た．また，Crxの発現は蛍光タンパク質の



蛍光と相関していることを明らかにした
（図５）．このことから，細胞内の遺伝子
発現をある程度蛍光で定量出来ることが分
かる．この視細胞への分化は，Notchシグ
ナル阻害によって促進し，この現象には
Hes5遺伝子，NeuroD1遺伝子が関与して
いる可能性を示した．さらに，分化 294日
で各ノックインラインの比較を行うことに
よって，特に細胞が脆弱であり移植ドナー
細胞の対象となる桿体視細胞への分化効率
が異なることを示した．これらの細胞は，
桿体視細胞の光応答に関連する遺伝子群を
発現しており，パッチクランプ計測により
蛍光タンパク質を発現している細胞の機能
を調べることができた．（投稿準備中） 
今回の実験結果から，ヒト iPS細胞由来
の視細胞の分化段階について定量的に調べ
る方法を確立することができた．今後この
ノックインラインを用いて，細胞の分化段
階が実際の移植の効率にどのように影響す
るかを調べることができる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ノックインラインのジェノタイピング 
コントロール（WT）のラインと比較してノッ
クインライン群では遺伝子が挿入されたた
めにバンドが上方にシフトしていることが
分かる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Crx 陽性細胞の蛍光タンパク質標識と
免疫染色 ほぼすべての E2-Crimson 陽性細
胞が Crx を発現していることが分かった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ E2-crimosn 陽性細胞の Crx 遺伝子発
現 分化後 30 日（D30）頃から Crx 遺伝子発
現が観察され，分化 90 日（D90）以降，発現
が増加していることが分かる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ E2-crimosn 蛍光強度と Crx 遺伝子発
現の関係 様々な分化日数での E2-Crimson
陽性細胞の蛍光強度とCrx遺伝子発現を調べ
ると正の相関関係が得られた． 
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