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研究成果の概要：研究代表者の山本が特許を取得している固定液を用いてマウス虹彩組織を固

定し、in vivo における免疫組織染色による詳細な調査を行った。その結果、神経幹/前駆細胞マ

ーカーの１つである Nestinを発現している細胞が存在することを明らかとした。さらに、山本

が発見し、特許出願・審査中の新しい網膜幹/前駆細胞マーカーである p75NTR(CD271)を用いて、

同様に虹彩組織の免疫組織染色を行ったところ、Nestin 陽性の細胞は p75NTR 陽性の細胞であ

ることが判明した。次に従来から神経系幹細胞の培養方法として知られている Neurosphere 法

で虹彩組織細胞を培養したところ、Sphereを形成した細胞は Nestin と p75NTR が陽性の細胞で

あった。しかし、虹彩由来細胞は、Neurosphere 法では継代培養することができなかったため、

新しいマウス虹彩組織の培養条件を検討したところ、bFGF を添加することで虹彩組織に含まれ

る色素顆粒の脱顆粒を誘導し、かつ in vitro のシャーレ内で p75NTR 発現細胞を培養・増殖でき

ることが分かった。さらに、マウス虹彩組織から培養した細胞（マウス虹彩由来網膜幹/前駆細

胞 Mouse Iris derived Retinal Stem Cell：M-IRSC）について、p75NTR による細胞分離を試

みた。この M-IRSC から選択分離した p75NTR(+) Cellsと p75NTR(-) Cells について、レチノイ

ン酸を含む網膜細胞への分化誘導培地で培養し、比較検討したところ p75NTR(+) Cells から網

膜細胞へ分化誘導することで、効率的に Rhodopsin と Recoverin 陽性の視細胞、Calbindin 陽

性の水平細胞、および PKC 陽性の双極細胞へ分化誘導できることをリアルタイム PCR による

m-RNA の発現定量実験、および細胞免疫染色で確認できた。 
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１．研究開始当初の背景 
本邦、および諸外国における既報の網膜再

生研究は、海馬由来神経幹細胞や胎生期の網
膜細胞、水晶体を牽引している毛様体などを
利用した報告がある。しかし、これらの報告
で用いられている移植源の細胞では、臨床応
用するには様々な問題点がある。更にこれら
の報告で用いられた細胞は、虹彩や網膜に色
素を有さないアルビノのラットやマウスの
細胞を用いており、ヒトの細胞とは色素を有
さないという点で大きく異なっている。 
ES細胞や iPS細胞を用いた様々な再生医療

研究が実施されているが、本研究は成体の自
己組織にごく少数存在する組織幹細胞を用
いた再生医療研究である。組織幹細胞は ES
細胞や iPS 細胞と比較して、(1)自己の細胞を
用いること、(2)遺伝子導入を行わないことな
どの観点から臨床応用にむけた克服すべき
課題が少ない。 
 
２．研究の目的 
加齢や糖尿病による網膜変性症などの網

膜に障害がある患者は、世界中で約 150 万人
以上みえるといわれている。日本での患者数
は、網膜色素変性症は 4000 人に 1 人、加齢
黄斑変性症は50歳以上の人口の約1%といわ
れている。疾患によって傷害される網膜神経
細胞は異なり、一般的には緑内障では主に神
経節細胞が傷害され、網膜色素変性症や加齢
黄班変性症では視細胞が傷害されるといわ
れている。これらの網膜疾患の患者に対して、
今日の眼科手術による治療では視力を完全
に回復させることは難しい。この最大の理由
は、網膜は神経細胞の集合体であるため、何
らかの傷害を受けると、成熟分化した網膜神
経細胞が自己回復し、シグナル伝達系までの
完全再生することが難しいからであると考
えている。そこで、傷害を受けた神経細胞の
代わりとなる新しい細胞を必要な網膜細胞
層へ移植し、さらにその移植した細胞が宿主
網膜に残存している網膜神経細胞とネット
ワークを構築し、網膜機能を再生させるとい
う、新しい治療法としての網膜再生研究への
期待が高まっている。研究代表者の山本は、
この網膜再生研究を行うにあたり、自己の虹
彩組織に着目し、虹彩組織中に存在する組織
幹細胞の検索、組織幹細胞の分離培養、およ
び網膜神経細胞への分化誘導の可能性につ
いて検討した。 

 
３．研究の方法 
３－１．マウス虹彩組織の検索 
 4 週令のマウス眼球の虹彩組織を SUPER 
FIX(KURABO)で固定し、通常の方法でパラフ
ィン標本を作製した。次に上皮系幹細胞マー

カーの１つであり、山本が間葉系幹細胞マー
カーとしての有用性を特許（特開 2006- 
230235、特開 2007-267672）と論文で報告し
た low affinity neurotrophin receptor p75
（p75NTR）の発現と神経系幹/前駆細胞マー
カーの１つである Nestin の発現について調
査した。 
なお、p75NTRは low affinity neurotrophin 

receptor であり、別名として p75 nerve 
growth factor receptor（p75NGFR）ともよ
ばれ、さらに様々な細胞表面に存在するモノ
クローナル抗体の国際分類（CD分類）では
CD271 である。なお neurotrophin family に
は、Nerve growth factor（NGF）、Brain- 
derived neurotrophic factor（BDNF）、
Neurotrophin-3（NT-3）、Neurotrophin-4/5
（NT-4/5）などがある。 
 
３－２．虹彩組織細胞の培養法の検討 
マウス眼球から実体顕微鏡下で分離した

虹彩組織（図 2a）を酵素処理した後、コラー
ゲンコートしたディッシュにて血清含有培
地で初代培養した。次に神経系幹/前駆細胞
選択培養法の１つである Neurosphere 法（無
血清浮遊培養法）にて培養を行い、神経系幹
/前駆細胞の集合体であるSphereの培養を検
討した。 
さらに山本が考案した無血清接着培養法

にて虹彩由来細胞を培養し、増殖した細胞を
FACSで解析するため、SUPER FIXで5分固定、
サポニン処理してからNestin と p75NTR の発
現について調査した。 
 
３－３．網膜神経細胞への分化誘導 
無血清接着培養法で培養した細胞をレチ

ノイン酸含有分化誘導培地で7日間培養した。
次に p75NTR を細胞表面マーカーとしてセル
ソーター（FACS Vantage SE、BD Biosciences, 
San Jose, CA）による細胞分離を行い、p75NTR
陽性細胞と陰性細胞をそれぞれ分化誘導培
地で培養した。さらに、p75NTR 陽性細胞をさ
らに分化誘導し、網膜神経細胞マーカーを発
現する細胞に分化させることができるかど
うかを検討した。 
 
４．研究成果 
４－１．マウス虹彩組織の検索 
眼球の水晶体や網膜などは、非常に組織標

本が作製し難い組織の１つである。山本は組
織標本が作製し難い組織でもアーティファ
クトの少ない標本を作製することができる
固定液の開発に 2000年頃から着手し、2005
年に固定液の開発に成功、特許を取得（特許
第 3723204 号“難浸透性組織迅速固定液”）
し、さらにこの特許に基づく組織用迅速固定



液（SUPER FIX，KURABO）が市販された。こ
の固定液で固定すると、マウス眼球全体のま
までも固定することができるようになり、殆
どアーティファクトの無い眼球のパラフィ
ン標本を作製することが可能になった（図
1a）。 

虹彩組織の一部で p75NTR 陽性の細胞が観
察され、それらの多くは Nestin 陽性の細胞
であった（図 1b-e）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ マウス眼球組織標本と虹彩の免疫蛍光
抗体染色 

 
４－２．虹彩組織細胞の培養法の検討 

マウス眼球から実体顕微鏡下で分離した
虹彩組織を酵素処理した後、コラーゲンコー
トしたディッシュにて血清含有培地で培養
することができた（図 2a）。 

まず神経幹細胞選択培養法の１つである
Neurosphere 法（無血清浮遊培養法）にて 1
×105 cell/ml で培養したところ、1継代目
には 300 個程度の Sphere（細胞凝集体）が観
察された（図 2b）が、3継代目には 70個程
度の Sphere しか観察されなかった（図 2c）
ことから、虹彩由来細胞には神経系幹細胞が
存在する可能性があるが、Neurosphere 法で
は大量に神経系幹細胞を増やすことが難し
いことがわかった。なお、酵素処理とピペッ
ティングにより Sphere を分解して細胞を免
疫蛍光染色したところ、Nestin 陽性、p75NTR
陽性の細胞であった（図 2d,e）。 

次に著者が考案した無血清接着培養法に
て虹彩由来細胞を培養し、増殖した細胞を
FACSで解析するため、SUPER FIXで5分固定、
サポニン処理してからNestin と p75NTR の発
現について調査した。結果として、64.7%の
細胞が Nestin陽性、p75NTR 陽性の細胞であ
った（図 2f）ことから、無血清接着培養法で
は幹細胞マーカーを発現する細胞を増殖さ
せることができることがわかった。また、神
経系幹/前駆細胞マーカーのNestinは細胞質
内タンパクであるため、セルソーターなどで
分離することが難しいが、虹彩由来細胞では
Nestin 陽性細胞の多くに p75NTR が細胞表面
マーカーとして発現していることから、
p75NTR によって神経系幹/前駆細胞を分離で
きることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ マウス虹彩由来細胞の培養と解析 
 
４－３．網膜神経細胞への分化誘導 
無血清接着培養法で培養した細胞をレチ

ノイン酸含有分化誘導培地で7日間培養した
ところ、神経様細胞の形態に分化する細胞と
分化しない細胞が観察された（図 3a）。そこ
で p75NTR を細胞表面マーカーとしてセルソ
ーターによる細胞分離を行い（図 3b）、p75NTR
陽性細胞と陰性細胞をそれぞれ分化誘導培
地で培養したところ、p75NTR 陽性細胞の多く
は神経様細胞の形態を示す細胞に分化した
（図 3c）。一方、p75NTR 陰性細胞を分化誘導
すると、多くの細胞は線維芽細胞様の形態を
示す細胞であった（図 3d）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ p75NTR による分離と分化誘導 



そこで、p75NTR陽性細胞をさらに分化誘導
したところ、一部の細胞で網膜神経細胞マー
カーの Recoverin や Calbindin を発現する細
胞に分化させることができた（図 3e,f）。 
 
【結果のまとめ】 

以上の結果から、虹彩組織から分離した細
胞を無血清接着培養法で培養することによ
り、上皮系幹細胞マーカーの１つである
p75NTR 陽性で神経系幹/前駆細胞マーカーの
１つである Nestin を共発現する細胞を培
養・増殖（幹細胞の自己複製）することがで
きた。さらにこの p75NTR を細胞表面マーカ
ーとして分離した細胞を分化誘導すること
で、一部の網膜神経細胞に分化誘導（網膜神
経細胞への分化能）することが可能であった
ことから、虹彩組織には網膜幹/前駆細胞が
存在することが示唆された。 
 
【今後の展望と課題】 
 今後、より効率的な網膜幹/前駆細胞の分
離培養法の検討、網膜を構成している全ての
種類の網膜神経細胞への分化能についての
検討、電気生理学的に機能する網膜神経細胞
への分化誘導、細胞移植条件の検討と移植細
胞の網膜組織内での分化能、およびマウス網
膜電位（ERG）の測定による生理学的な視機
能の改善などについて詳細な検討を続けて
いく。 
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