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研究成果の概要（和文）：　多能性幹細胞や体性幹細胞を用いた角膜内皮細胞を用いた再生医療において、その
発生および分化メカニズムを明らかにすることは重要である。我々は、新規に同定した角膜内皮前駆細胞を用い
て、角膜内皮分化機構の分子メカニズムの解明を試みた。その結果、角膜内皮細胞に高発現する転写因子の一つ
TFAP2Bがその一因となりうることを分子生物学的に明らかにした。これらのことは角膜内皮の再生医療に重要な
知見をもたらすと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated the expression of the AP2-family beginning at
 E11.5 of mouse development and the subsequent distribution of AP-2beta in vivo and in vitro CECs. 
AP-2beta was expressed from E11.5 during mouse development. AP-2beta knockdown in HCECs decreased 
expression of COL8A2 and ZP4, suggesting AP-2beta directly regulates their expression. HCECs highly 
expressing ZP4 also had high expression of AP-2beta and COL8A2. The results show that AP-2beta is 
essential for transcriptional activation of the corneal endothelial-specific genes. 

研究分野： 眼科、再生医療、分子生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究から、多能性幹細胞を用いた角膜内皮細胞の誘導法において、角膜内皮細胞特異的細胞表面マーカーZP4
を用いて誘導角膜内皮細胞の単離及び純化が可能であり、さらに、ZP4はTFAP2Bによって転写制御されることが
明らかになった。また、これまで、明らかにされていなかった角膜内皮疾患感受性遺伝子であるCOL8A2の転写制
御機構も明らかにすることができた。これらのことから、多能性幹細胞を用いた角膜内皮の再生医療の分野だけ
でなく、角膜内皮疾患との関連性について重要な知見が得られる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 角膜内皮は角膜の前房水側に位置し、ポン
プ機能とバリア機能によって角膜実質の水
分を排出する組織である。通常ヒトの角膜内
皮細胞密度は 3000cells／mm２程度であるが、
500cells／mm２程度にまで低下すると水疱
性角膜症を発症し、角膜混濁が生じる。しか
し、ヒト角膜内皮細胞は生体内においては増
殖しないため、一度損傷を受けると密度が著
しく低下してしまい、その根本的な治療は移
植以外に方法がない。従来、水疱性角膜症等
の難治性角膜内皮疾患に関しては、全層角膜
移植術が行われているが、ドナー不足と移植
後の拒絶反応という問題がある。拒絶反応を
軽減するために、ヒト輸入アイバンク角膜の
角膜内皮を疾患眼に移植する方法（DSEAK、
DMEK 等）も行われているが、ドナー不足の問
題を解決には至っていない。 
我々の研究グループは、高い増殖能を有する
新規角膜内皮前駆細胞の単離・培養に成功し
た （ Hara S, et al., Stem Cells and 
Development, 2014.）。この角膜内皮前駆細
胞は無血清培養下で研究用輸入角膜 1眼より
最大 10^8 細胞まで増殖が可能であった。こ
の細胞は神経堤マーカー（p75,SOX9,AP2b）
お よ び 眼 周 囲 間 充 織 マ ー カ ー
（PITX2,FOXC1,FOXC2）を発現した。p75 陽性
細胞は角膜内皮組織中に 7.0%存在し、これら
の細胞を FACS を用いて単離・培養により増
殖能を有する細胞群が認められた。生体角膜
内皮組織から角膜内皮幹・前駆細胞を FACS
を用いて分取した報告は本報が初めてであ
った。さらに角膜内皮分化培地により成熟角
膜内皮へと分化誘導すると角膜内皮特有の
多角形（主に六角形）の細胞形態をもつ細胞
が認めらた。この分化細胞は、角膜内皮機能
マーカーである Na,K-ATPase、ZO-1 および N-
カドヘリンを発現し、角膜内皮マーカーとし
て報告のあるタイプ VIII コラーゲンの発現
を亢進していることが明らかになった。生理
機能解析では、Ussing Chamber を用いた in 
vitro 機能評価において培養角膜内皮細胞と
同程度のポンプ機能を有し、さらに家兎角膜
内皮欠損モデルへの移植実験において角膜
浮腫を抑制する効果が認められた。これらの
ことより、新規角膜内皮前駆細胞は角膜内皮
発生過程の解明に重要なツールであり、さら
に角膜内皮再生治療に有用な細胞源の一つ
となりうることが考えられた。 
 
２．研究の目的 
角膜内皮は、神経堤に由来する眼周囲間充

織より発生すると考えられているが、ヒト角
膜内皮の最終分化に必要な因子は明らかで
はない。本研究では新規に単離した角膜内皮
前駆細胞を用いて成熟角膜内皮細胞への成
熟分化に必須な因子の同定を目的とした。
（１）角膜内皮前駆細胞の分化指向性に関与
する転写因子の解析、（２）角膜内皮前駆細
胞から成熟角膜内皮細胞への分化誘導に必

要な細胞外シグナルの同定を試みた角膜内
皮への分化機構を明らかにすることは角膜
内皮発生において重要な知見をもたらすと
考えられる。 
 
３．研究の方法 
新規角膜内皮前駆細胞から角膜内皮細胞

への分化機構を転写因子及び分化誘導因子
の探索を目的とする。 
（１）角膜内皮前駆細胞から成熟角膜内皮細
胞への分化誘導に必要な因子の同定 
角膜内皮前駆細胞がマウス角膜内皮発生

においてどのステップに相当するのか確認
し、分化指向性に寄与する転写因子の標的遺
伝子及び調節機構を探る。 
（２）角膜内皮前駆細胞の分化指向性に関与
する転写因子の解析 
角膜内皮前駆細胞に発現する転写因子の

発現抑制を行い、分化誘導に関与するかどう
か検討する。 
角膜内皮発生に必要といわれているシグ

ナルに注目して、角膜内皮分化マーカーを指
標として角膜内皮分化に必要な候補化合物
を選出し、その分化誘導機構を検証する。 
 

４．研究成果 
（１）角膜内皮前駆細胞から成熟角膜内皮細
胞への分化誘導に必要なシグナルの同定 
角膜内皮前駆細胞を用いて成熟角膜内皮に
どのような液性因子が必要なのか検討する
ために分化誘導開始時から、各細胞内シグナ
ルに対する低分子化合物（LOPAC1280）を添
加し、分化マーカー（SLC4A11、COL8A2 およ
び ZP4）を指標とした。しかしながら、これ
らの角膜内皮分化マーカーの発現に対して
有意な差は認められず、他のライブラリーを
用いる必要性が考えられた。 
 
（２）角膜内皮前駆細胞の分化指向性に関与
する転写因子の解析 
 角膜内皮細胞において発現する転写因子
を網羅的発現データより抽出し（Chen et al., 
Hum Mol Genet, 2012）、それらの遺伝子に対
するsiRNAを用いて標的遺伝子を発現抑制し、
角膜内皮分化マーカー（SLC4A11、COL8A2 お
よび ZP4）を指標として検討した。その結果、
AP-2bを発現抑制するとCOL8A2およびZP4の
発現低下が mRNA レベル・タンパク質レベル
で認められた（図１）。ZP4 は本研究室におい
て角膜内皮特異的細胞表面マーカーとして
同定した（Yoshihara M, Hara S et al., PLoS 
ONE, 2014）。 
角膜内皮に発現する AP-2 ファミリーの発

現プロファイルを検討するために RT-PCR 法
によって確認すると AP-2bのみが発現するこ
とがわかった（図２）。 



  
図 1. RNA 干渉法による AP-2b 発現抑制 

 

図 2. AP-2 ファミリーの発現プロファイル 

 
AP-2b の 角 膜 内 皮 組 織 で の 発 現 を

whole-mount 免疫染色法によって検討した。
その結果、AP-2b は角膜内皮組織のほとんど
の細胞に発現し、角膜内皮周辺部(特に
transition zoneとの近接部分)により強い発
現が認められた（図３）。 

 

 
図 3. ヒト角膜内皮細胞での AP-2b 発現 
 
マウス胎児を用いて AP-2bの各発生段階で

の発現を検討すると AP-2b は E10.5-11.5 に
最も強く発現し、それ以降も成体マウスの角
膜内皮に至るまで発現することが分かった。 
 
AP-2bがCOL8A2およびZP4遺伝子に対して

どのように転写調節するか検討するために、
プロモーター解析を実施した。その結果、
COL8A2およびZP4遺伝子の転写開始点の上流
に AP-2b の結合予測配列を抽出した。その結
合予測部位に対して変異を導入したベクタ
ーを構築し、ルシフェラーゼアッセイを行う
と野生型よりも活性が低下した。次に、クロ
マチン免疫沈降法によってAP-2bがその予測
部位に結合することを半定量 PCRによって確
認した（図４）。 

 

 
図 4. AP-2b に対するクロマチン免疫沈降 

 
 次に角膜内皮特異的マーカーZP4 が細胞表
面マーカーであることを利用して FACS によ
って培養角膜内皮細胞に対して抗 ZP4抗体を
用いた FACS を試みた。その結果、培養角膜
内皮細胞は、ZP4 陽性細胞群および ZP4 陰性
細胞群に分別可能であり、ZP4 陽性細胞群は、
AP-2bおよびCOL8A2を高く発現することが明
らかになった（図５）。 
 

 
図 5. 抗 ZP4 抗体を用いた FACS 解析 

 
これらのことから、転写因子 AP-2b は、角

膜内皮分化マーカーであるCOL8A2およびZP4
の遺伝子を転写調節できうることが明らか
になった。また、最近の報告では、AP-2b の
遺伝子改変マウスを用いた解析において、
AP-2b が角膜内皮の正常な発生に必須である
ことが報告された（Chen et al., IOVS, 2016 
and Vanessa et al., Dis Model Mech., 2016）。 
 本研究課題によって、角膜内皮に対する細
胞を用いた再生医療において、角膜内皮特異
的細胞表面マーカーを転写促進可能な転写
因子が同定されたことでより、より純度が高
い培養角膜内皮細胞を供給できうることが
示唆された。 
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