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研究成果の概要（和文）：ヒト皮膚iPS細胞およびマウスのES細胞、iPS細胞から、発生初期の網膜組織と成熟した視神
経細胞の分化誘導に成功した。浮遊培養後に平面培養に移し、外因性遺伝子を導入することなく内因性遺伝子の誘導の
みで、軸索をもつ視神経細胞の自己分化誘導に成功した。作製した細胞は、すべての神経節マーカーをもち、軸索流や
パッチクランプ法による電気生理学的反応が認められた。同様の方法で、マウスES細胞とiPS細胞から同様に軸索をも
つ網膜神経節細胞の作製に成功し、この方法が種を超えて多能性幹細胞から視神経細胞を自己分化誘導させる普遍的な
ものであることが示され、軸索を含めた視神経細胞の研究を行うことが初めて可能となった

研究成果の概要（英文）：We generated primitive retinal tissues from human iPS cells, mouse iPS cells and 
mouse ES cells. We also generated self-induced retinal ganglion cells (RGCs) with functional axons from 
human induced pluripotent stem cells. After development of the optic vesicle from the induced stem cell 
embryoid body in three-dimensional culture, conversion to two-dimensional culture resulted in 
differentiation of RGCs. Axons extended radially from the margin of the clump. Induced RGCs expressed 
specific markers by quantitative PCR and immunohistochemistry. The long, prominent axons contained 
neurofilaments and tau, and manifested anterograde axonal transport and sodium-dependent action 
potentials. The ability to generate RGCs with functional axons uniformly and at a high rate may 
contribute to both basic and clinical science, including embryology, neurology, pathognomy, and treatment 
of various optic nerve diseases that threaten vision

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 
日本を含む先進国においては、失明原因
のほとんどが先天性あるいは後天性の網膜
疾患である。網膜の構造は種によって大き
く異なり、ヒト由来のiPS細胞研究は、ヒト
網膜の発生、ヒト網膜疾患の病態解明、創
薬、診断・治療法の開発に不可欠であると
期待される。iPS細胞は、ドナーの由来組織
の違いによって、得られるiPS細胞の性質こ
とに分化能が異なることが指摘されている。
したがって、臨床的に有用な網膜細胞を作
成するには、その潜在性を高くもつ眼組織
由来の細胞から作成したiPS細胞が必須で
ある。 
２．研究の目的 
本研究では、世界に先駆け、国立成育医
療研究センター倫理委員会（承認番号156)
にて承認を受けた眼手術検体からヒト網膜
由来iPS細胞の樹立をめざす。網膜への分化
過程において発現する遺伝子群の発現調節
ネットワークを同定し、他のiPS細胞やES
細胞とも比較する。iPS細胞から成熟した網
膜細胞へと分化するプロセスを、生体外で
の分化誘導系として明示することを目的と
する。これによって、網膜発生の基礎知識
が得られるとともに、再生医学による失明
予防に応用できる。 
３．研究の方法 
(1) 当施設の倫理委員会で承認を受け、患
者家族の同意を得た後に、手術において得
られたヒト小児患者由来の細胞を用いて、
iPS細胞を作成した、山中 4因子（OCT3/4, 
SOX2, KLF4, c-MYC）を導入したレトロウ
ィルスを感染させた。網羅的 DNAメチル
化解析と免疫不全マウスの奇形腫形成を
検討した。 
(2) 当施設の倫理委員会で承認を受け、患
者の同意を得た後に、患者皮膚細胞から疾
患iPS細胞を作製した。山中4因子（OCT3/4, 
SOX2, KLF4, c-MYC）を導入したレトロウ
ィルスを感染させた。 
(3) ヒト皮膚由来iPS細胞およびヒト虹彩由
来細胞を用い、浮遊培養でマトリゲル、栄
養因子の調節によって、眼組織の自己分化
誘導を行った。 
(4) ヒト皮膚iPS細胞およびマウスのES細
胞、iPS細胞を用いて、浮遊培養から平面培
養に移行するとともにマトリゲル、栄養因
子の調節によって、視神経細胞（網膜神経
節細胞）の自己分化誘導を行った。 
４．研究成果 

(1)ヒト小児患者由来の細胞を用いて、
iPS細胞を作成した、樹立効率は、脈絡膜
由来細胞では 0.01%以下であったが、網膜
由来細胞では 0.13%であり、他の胎児線維

芽細胞(0.03)、子宮内膜細胞(0.03)、指皮膚
細胞(0.05)と比べて高かった。 
網羅的DNAメチル化解析から網膜特異
的DNAメチル化可変領域(Ret-DMRs)を同
定した。DNAメチル化プロファイルにおい
て、他の細胞由来iPS細胞と比べて、ES細胞
のような幹細胞に近い性質を持っていた。 
免疫不全マウスに移植して奇形腫を形成
させたところ、虹彩由来iPS 細胞、網膜由
来iPS 細胞ともに、眼組織以外の組織から
樹立されたiPS 細胞によって形成された奇
形腫よりも、神経網膜だけでなく網膜色素
上皮が多く見られた。神経網膜とともに網
膜色素上皮の再生にも用いられる可能性が
ある。 
(2) 疾患iPS細胞として、網膜芽細胞腫、
Peters奇形、無虹彩症、常染色体優性視神経
萎縮の患者皮膚細胞からiPS細胞を作製し
た。疾患の病態解明に用いる事ができる。 

      
無虹彩症の疾患iPS細胞 

(3) ヒト皮膚由来iPS細胞およびヒト虹彩
由来細胞を用い、眼組織の誘導を検討した。
いずれの細胞でも、浮遊細胞塊の表面から
眼胞様の突出構造が、さまざまな大きさで
形成され、この部分ではRT-PCRや免疫染色
によって、初期発生の眼組織に特有なPax6,
やRx遺伝子が発現していた。さらに、不完
全ながらも神経網膜や網膜色素上皮が形成
された。角膜や水晶体で特異的に発現する
遺伝子は、現在のところ検出されていない。 

      
ヒトiPS細胞から誘導された眼胞 

(4) ヒト皮膚 iPS 細胞およびマウスの ES
細胞、iPS細胞を用いて、視神経細胞（網
膜神経節細胞）の分化誘導に成功した。浮
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