
国立研究開発法人国立成育医療研究センター・感覚器・形態外科部・医長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６１２

基盤研究(A)（一般）

2017～2015

多能性幹細胞から自己組織化による網膜神経節細胞と機能をもつ神経線維の分化誘導

Generation of self-induced retinal ganglion cells with functioning axons from 
pluripotent stem cells.

１０１５９３９５研究者番号：

東　範行（AZUMA, Noriyuki）

研究期間：

１５Ｈ０２５６６

平成 年 月 日現在３０   ６ １８

円    31,700,000

研究成果の概要（和文）：我々は世界で初めてヒトiPS細胞から網膜神経節細胞（RGC）の作製に成功した。本研
究は、視神経の移植、疾患原因解明、創薬に資するべく、高度な品質の細胞を均質かつ安定に作製する技術の開
発を目的とする。
ヒトiPS細胞以外にヒトES細胞、マウスiPS細胞・ES細胞からもRGCを作製し純化にも成功した。RGCの軸索伸長に
おける神経栄養因子、抑制因子、経路探索に関わる因子の評価法を確立した。マウスES細胞由来RGC、ヒトiPS細
胞由来RGCをマウスに移植し、レシピエント網膜への生着と視神経内への侵入を確認した。本研究により初めて
ヒト細胞を用いた視神経のin vitro、in vivo実験が可能となった。

研究成果の概要（英文）： We generated functional retinal ganglion cells (RGCs) from human or murine 
induced pluripotent cells (iPSCs) and ES cells (ESCs). The present study aims to investigate 
usefulness of the RGCs for reproducing medicine and drug development.
 We established a procedure to assess the effects of neurotrophic and chemorepellent factors. The 
effects of direct and local administration of each agent on axonal projection were well evaluated. 
Locally sustained agents changed axon pathfinding.  
 We transplanted RGCs generated form murine or human ESCs and iPSCs into the vitreous cavity of 
mice. The donor RGCs engrafted in the recipient retina, and elongated axons into the optic nerve. 

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 
視神経は、網膜内の細胞体（神経節細胞）
から伸びる軸索で構成され、遺伝性障害、虚
血、外傷、脱髄などさまざまな疾患があり、
重篤な視力障害を起こす。中でも緑内障は 40
歳以上の日本人の 5％が罹患し、我が国の失
明原因の第 1 位（25%）である。これらの治
療は神経保護薬の検討が行われているが、遺
伝子治療、再生医療の研究はほとんど行われ
ていない。人工視覚は、視中枢にチップ埋め
込む脳刺激型になるので、臨床応用に程遠い。 
網膜神経節細胞の研究を行う場合、中枢神
経であるのでヒトでの採取は不可能であり、
動物の網膜から神経節細胞を単離培養すれ
ば、短い軸索様の神経突起を有するだけで寿
命も短く、基礎・臨床研究にまったく不十分
である。iPS細胞や ES細胞を用いた再生医療
研究が求められるが、網膜細胞の再生では色
素上皮細胞と視細胞の研究が進み加齢性黄
斑変性症での移植の臨床応用が最近行われ
た。一方で、網膜神経節細胞の作製は困難で、
3 次元培養によって網膜全体を自己作製して
も、視細胞を中心とする外層は分化するが、
内層ことに神経節細胞は未分化にとどまっ
ている。機能がある軸索をもつ有効な神経節
細胞の作製にはどこも成功していない。 
これに対して、我々はヒト iPS細胞から、
機能をもつ長い軸索を有する網膜神経節細
胞を自己分化誘導させることに成功した（国
内国際特許申請済み、Sci Rep 2015; 5:8344）。
この細胞は 1～2cm に及ぶ長い軸索を有し、
その軸索は軸索流、活動電位・電流の機能を
もっている。その作製効率は 90%以上で 50
日以上生存できる。これによって、初めて細
胞移植に可能な視神経の細胞が得られた。 
 
２．研究の目的 
我々が iPS 細胞や ES 細胞から作製した網
膜神経節細胞は、1～2cm にも及ぶ長い軸索
を有し、軸索流、活動電位・電流の機能をも
つ、世界で初めての培養モデルである。しか
も、ヒト iPS細胞やマウス iPS細胞、ES細胞
など、さまざまな多能性幹細胞から高率に作
製可能であるので、さまざまな動物に移植す
ることが可能である。 
本研究は、この新たな細胞作製技術を用い
て、視神経疾患を想定して行う、初めての再
生医療の実験である。視神経障害モデル動物
への移植実験を行い、視神経の構造と機能の
復元を目的とする。 
過去にマウス網膜から単離した細胞や iPS
細胞・ＥＳ細胞自体を移植する動物実験はあ
ったが、今回は軸索を有する分化した網膜神
経節細胞を移植する初めての研究となる。再
生医療において、十分な機能をもつ分化した
細胞あるいはその方向へ運命決定をもつ細
胞を移植することが最も重要であり、視神経
の機能復元にはきわめて有望な移植材料で
ある。すでに、マウス-マウス間移植の予備実
験では、ES細胞由来の網膜神経節細胞をレシ
ピエント網膜に移植したところ、生着して視
神経内に軸索を伸ばすことが観察された。さ
らにヒト iPS細胞由来の網膜神経節細胞を純
化し、免疫不全マウスへの移植実験を目指す。 
我々が作製した iPS細胞・ES細胞由来の網
膜神経節細胞は、移植などの in vivo実験にと
どまらず、希望する長い軸索を持つ成熟細胞
を大量に安定して作成できる点で、栄養因子
や道標となる因子の評価を in vitro で行うこ
とができる初めてのツールである。まず in 
vitroで軸索伸長への評価を、分子生物学的に
薬物動態も含めて検討し、次いで移植の in 

vivo実験に応用する。 
視神経は網膜の受容細胞と視覚中枢をつ
なぐ中間ニューロンであり、網膜に映る画像
の位置情報を正確に中枢へ伝えるには、多く
の克服すべき課題が存在する。しかし、現在
行われている人工視覚で得られるのがせい
ぜい光覚か物の動きが判別できる程度であ
ることを考えれば、同程度の視覚復元でも大
きな成果となる。視神経の軸索が傷害されて
失明する疾患がきわめて多いことを考えれ
ば、視神経の軸索再生につながる網膜神経節
細胞の移植研究は、将来の新たな視覚復元治
療に結びつくことが期待される。 
 
３．研究の方法 
１）iPS細胞・ES細胞由来の網膜神経節細胞
の調整 
網膜神経節細胞をヒト iPS細胞だけでなく、
ヒト或いはマウス由来の iPS 細胞或いは ES
細胞いずれからも作製する。従来は機械的に
単離していたが、現在は immunopanningによ
って純化されている。 
２）神経栄養因子の検討 
神経細胞の分化や軸索の伸長を亢進する
さまざまな栄養因子が知られている。これら
の候補のうち、網膜神経節細胞に有効なもの
を in vitroで検討する。細胞の分化度と軸索伸
長や成長先端の形態を定量化して検討する
とともに、マイクロアレイによって薬物動態
を検討し、網膜神経節細胞の分化や軸索伸長
に特に有効な化合物を見出す。これを移植の
補助薬として有効か in vivo の移植実験で検
討する 
３）グリア細胞との相互関係 
 網膜神経節細胞の軸索は、ミューラー細胞。
アストログリア、オリゴデンドログリアと接
し、相互に影響を及ぼしている。iPS 細胞・
ES 細胞由来の網膜神経節細胞をこれらのグ
リア細胞と共培養して移植することを検討
する。 
４）軸索の経路探索（pathfinding） 
軸索は網膜内で硝視神経入口部に向かい、
視神経を経て、視交叉では同側性線維と交叉
性線維に分かれ、外側膝状体や上丘に至る複
雑 な 経 路 を た ど る 。 こ の 経 路 探 索
（pathfinding）には、適宜な場所で、さまざ
まな忌避物質や誘導物質が道標となってい
ることが知られている。これらの物質の効果
をまず in vitroで検討する。最近の研究では、
発生期に限らず成獣でもこれらの物質が存
在することが示唆されている。ビーズでの除
放など、特に中枢内において道標となる物質
を用いて軸索を誘導する方法を開発する。 
５）移植実験 
毛様体から硝子体内への注入によって網
膜神経細胞の移植を行う。マウス-マウス間の
移植は既に成功しているので、ヒト細胞を免
疫不全マウスに移植する実験を行う。ドナー
の網膜内生着を促すためにプラスミン等に
よる網膜硝子体界面分離、内境界膜の菲薄化
を検討し、大型動物では硝子体切除や内境界
膜剥離などによる生着率向上を検討する。 
 ドナーのレシピエント網膜内での生着、分
化、軸索伸長、双極細胞や中枢外側膝状体と
のシナプス形成について、免疫染色、電子顕
微鏡を含めて病理組織学的に検討する。 
 レシピエントの網膜内で生着・分化したド
ナーの網膜神経節細胞の機能を、細胞単体で
は patch clump法、網膜内での機能は網膜電図
を、中枢への投射による機能復元を視覚誘発
電位或いは縞模様の回転ドラムに対する注



視行動によって検討する。  
 
４．研究成果 
１）iPS細胞・ES細胞由来の網膜神経節細胞
の調整 
ヒト iPS 細胞だけでなく、ヒト ES 細胞、
マウス iPS 細胞、マウス ES 細胞からも機能
をもつ長い軸索を有する網膜神経節細胞の
作製に成功した（Invest Ophthalmol Vis Sci 
2016; 57:3348-3359）。いずれも構造、機能と
もにきわめて完成度が高いことは、有用であ
る、ことに、ヒト細胞を用いて、in vitro研究
が可能となった意義は大きい。さらに、
Crisper/Cas9によって GFPを恒久的に発現さ
せることができるようにし、視認性を確保し
た。いずれの細胞も、immunopanning によっ
て純化に成功した。 
 

マウス ES 細胞由来の網膜神経節細胞の機能 

 
２）神経栄養因子の検討 
薬物化合物の評価の方法を検討した。その
結果、培養液全体に投与した場合でも、局所
投与した場合でも、細胞の分化や軸索伸長で

容易に観察でき、さらにマイクロアレイで薬
物動態を詳細に検討できることが示された。
ヒト iPS細胞を用いれば患者由来の細胞から
疾患 iPS細胞を作製して疾患の発生や病態の
分子メカニズムを研究するとともに、その治
療薬の創薬研究ができる。マウス iPS細胞で
はさまざまな遺伝子改変マウスの細胞を用
いて、in vitroの研究をすることが可能である。
これらを合わせて、疾患の分子メカニズム解
明、創薬、移植等の再生医療の研究を進める
基盤が整った。 
この網膜神経節細胞は 90%以上の作製効
率と 50 日以上の生存可能を達成しているの
で、多くの候補化合物を濃度や投与時期を変
え、経時的に検討できる点で、創薬や移植の
研究に有用であることが明らかになった。 

 
３）グリア細胞との相互関係 
グリア細胞との共培養において、ミューラ
ー細胞の存在下が最も軸索の伸長が顕著で
あった。したがって、ミューラー細胞との培
養における上清のプロテオーム解析を行い、
軸索伸長に関わると思われる蛋白候補を 32
種に絞り込んだ。 
４）軸索の経路探索（pathfinding） 
軸索の伸長において経路の視標となる物
質の検を行った。Sem3A や Slit1 では、軸索
の伸長を阻害するとともに、側方へ迂回させ
る効果が認められた。薬剤を徐放するビーズ
を用いることで、迂回の方法をコントロール
させることが可能であった。これによって、
移植後の軸索の経路探索を補助することが
可能となる。 

 

 
 
５）移植実験 
視神経を挫滅したマウスにマウス ES 細胞
および iPS細胞由来の網膜神経節細胞を移植
し、網膜内の生着と乳頭から視神経内への侵
入を確認した。さらに、ヒト iPS細胞由来の

忌避物質 Slit1 徐放による軸索伸長方向の誘導 

 黒の軸索は伸長停止 青は避けて屈曲 

Slit1 

Immnopanning で純化された網膜神経節細胞 
   GFP 導入          Math5 

コロニーから機械的に単離した網膜神経節細胞 

軸索伸長に対する神経栄養因子の効果 



網膜神経節細胞を免疫不全マウスに移植し
た。同様にドナー細胞はレシピエント網膜内
に生着し、乳頭から視神経内への侵入が確認
された。しかし脳までには達していなかった。 

 
本研究では。ヒトおよびマウス iPS細胞お
よび ES 細胞から網膜神経節細胞を作製し、
GFPで可視化し、純化することに成功した。 
薬物効果の判定法を確立した。ことに神経
成長因子の投与によって軸索伸長をコント
ロールすることが可能となった、さらに、軸
索の経路探索を誘導する方法を検討し、ビー
ズに浸透させて徐放し、軸索の伸長方向を変
えることができた。これらは、移植後の軸索
伸長のコントロールに重要な技術である。 
実際の移植実験では、ドナー網膜神経節細
胞のレシピエント網膜への生着は高率に成
功した。その多くは視神経乳頭へ向かい、視
神経内へ侵入した。したがって、ここまでの
段階では経路探索の誘導は不要と思われる。
しかし、視神経内へ侵入したものの、脳まで
は到達できなかった。今後は、視神経から脳
へ軸索を伸長させるために、今回開発した成
長因子と経路探索物質を用いて軸索をさら
に誘導する技術を開発する必要がある。 
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