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研究成果の概要（和文）：ヒト眼発生モデルであるSEAMを用いて、角膜上皮発生に寄与する成長因子およびECM
に由来するシグナル伝達機構の解明を目的とした。p63遺伝子をEGFPで標識したノックインiPS細胞を樹立した。
このiPS細胞株を用いてSEAM誘導を行ったところ、角膜上皮誘導には内在的BMPシグナルに加えWNTシグナル阻害
が必須であることを明らかにした。ECMに関しては、SEAM誘導には眼組織に広く発現し、かつ、強いインテグリ
ン結合能を有するラミニン511が重要であり、神経外胚葉と角膜上皮を含む表面外胚葉の発生分岐には、インテ
グリン-ラミニン結合に由来するYAPを介したシグナルが重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the signalling mechanisms derived 
from growth factors and ECMs that contribute to corneal epithelial development by using a human eye 
development model, SEAM. First, knock-in iPS cell line labelled with EGFP for the p63 gene was 
established. This KI iPS cell line was used for SEAM induction and demonstrated that in addition to 
intrinsic BMP-signalling, WNT-signal inhibition is essential for corneal epithelium induction. 
Regarding ECMs, only laminin isoform 511, which is widely expressed in ocular tissues and has strong
 integrin-binding capacity was able to induce typical SEAM formation, and that YAP-mediated signals 
derived from integrin-laminin binding are important for the developmental branching of neuroectoderm
 and surface ectoderm, including corneal epithelium.

研究分野： 幹細胞生物学、再生医学

キーワード： 多能性幹細胞　角膜上皮　表面外胚葉　ラミニン　BMP　WNT　YAP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではヒトの眼発生を模倣した細胞モデルであるSEAMを用いて、特に角膜上皮の発生、分化の機序について
調べた。角膜上皮は再生医療のための細胞源としてのニーズが高く、我々もiPS細胞を用いた角膜上皮再生医療
の開発に取り組んできた。一方で、iPS細胞から角膜上皮を安定的かつ効率的に分化誘導することは容易ではな
い事も明らかとなってきた。本研究で得られた成果により角膜がどのように発生・分化するのかの理解が深まっ
たことで、角膜上皮を得るための方法が改良され、より安定的かつ効率的に角膜上皮を得ることが可能となっ
た。これにより、再生医療の課題でもあるコスト削減や安全性を高めることが可能になると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

これまでにヒト多能性幹細胞を用いて神
経、心筋、網膜など数多くの細胞種が誘導さ
れてきた。再生医療の細胞源として期待され
る角膜上皮についても、その分化誘導法の確
立が試みられてきたが、生理的かつ機能的な
角膜上皮（幹）細胞の誘導は長らく実現して
こなかった。近年我々は、培養液に特別なサ
イトカインを添加せず、ラミニン 511 を足場
細胞外マトリックス（ECM）として用い、細胞
の自律的かつ生理的な分化を促す手法によ
り、角膜上皮を含む眼を構成する種々の原基
細胞群が、規則正しく同心円状にコロニー内
に誘導されることを見いだした(Hayashi R. 

et.al. Nature 2016；図１)。各細胞帯の最も内側の zone-1 には神経細
胞、内側から 2 番目の zone-2 では、初期に神経堤、その後に網膜細
胞、zone-3 には角膜上皮原基、zone-2 から 3 にかけて水晶体、最も
外側の zone-4 には非眼表面の上皮細胞が誘導された。これらの発生
様式は、実際の眼球組織の発生様式と高い相関性を示した（図 2）。
つまり、内側の神経系細胞は、後眼部側の視神経・神経網膜に一致し、
外側の上皮系細胞は、前眼部側の眼瞼表皮・角膜上皮・水晶体に一致
する。このことから、このヒト多能性幹細胞由来の外胚葉性コロニー；
SEAM（Self-formed Ectodermal Autonomous Multi-zone）は、ヒトの
眼球発生を高度に模倣した細胞モデルであり、ヒト眼発生を培養皿上
でリアルタイムに解析するための強力なツールであると考えた。一方
で、SEAM 形成および角膜発生には、足場 ECM としてのラミニン 511 
(5, 1, 1)が重要であることが示唆されているものの、角膜上皮の
発生のメカニズムや眼発生が選択的に誘導される機構については、in 
vivoの角膜・眼球の発生同様、明らかになっていない。 
一方、我々は、この SEAM中の角膜上皮（幹）細胞を、3種類の特異

的表面抗原に対する抗体を組み合わせることにより FACS で単離し、
角膜上皮組織を再構築することに成功している（図 3）。我々はこのヒ
ト iPS細胞から角膜上皮組織を作製する技術を用いて、失明に至る重
篤な疾患である「角膜上皮幹細胞疲弊
症」に対する再生治療法の開発に取り
組んでいる。しかし、ヒト iPS 細胞か
らの角膜上皮細胞への分化誘導効率
は決して高くなく、また不安定である
ことが明らかとなってきた。これは、
現行の標準的な SEAM 法では角膜以外
の眼構成細胞も誘導されるため、必ず
しも角膜上皮誘導に最適化されてい
ないことが、その理由の一つであると
考えている。角膜上皮発生機構を明らかにすることで、角膜上皮への選択的な分化誘導法を確立
することが出来れば、再生医療の実用化に向けて大きな意味を持つ。 
 
２．研究の目的 

そこで本研究においては、ヒト眼発生モデ
ルである SEAM を用いて、ヒト角膜上皮発生を
決定する制御機構を明らかにする。特に①角
膜上皮発生に必須な液性因子（主に WNT, BMP, 
TGF シグナル）および②足場 ECM（主にラミニ
ンアイソフォーム）に由来するシグナル伝達
機構を解明することを第一の目的とする（図
4）。さらに、研究期間内に上記の目的を達成で
きた場合に、SEAM 法を用いたさらなる基盤研
究の発展のために、③角膜上皮以外の組織、
特に、神経堤や結膜上皮の発生制御機構に関
する検討を行い、眼発生全体の理解を深める。 
 

３．研究の方法 

これまでの予備検討の結果より、ラミニン 511コーティング上では典型的な SEAM 形成が認め
られるのに対して、足場 ECM として汎用される Matrigel では、明確な SEAM 形成ならびに角膜

図 4. 多能性幹細胞由来眼発生モデル SEAM を用い

た角膜上皮および眼発生機構の解明 

図５：SEAM法を用いた角膜上皮発生機構の解明
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上皮誘導も認められなかったことから、SEAM 形成や角膜上皮誘導における、足場 ECM の重要生
が示唆されている。また、選択的阻害剤を用いた予備検討の結果からは、角膜上皮分化には、発
生初期の BMP シグナルが必須であることを確認してる。本研究では、SEAM 法における角膜上皮
発生に対する①選択的阻害剤および成長因子添加の影響、②足場 ECM 条件の影響、③角膜上皮系
列以外の分化機構について検討を行う。具体的な計画は以下に示した。 
①角膜上皮発生に及ぼす選択的阻害剤および成長因子の添加の影響 
本実験を行うための細胞ツールとして、表面外胚葉・上皮マーカーの p63遺伝子を EGFPで標

識したノックイン iPS 細胞株の作製を行う。本 iPS細胞株を利用することにより、角膜上皮を含
む表面外胚葉系列の細胞を蛍光顕微鏡下でリアルタイムに観察可能でかつ、FACS による単離も
可能となり、上皮細胞への分化誘導の詳細な検証が可能となる。本細胞株を用いて、SEAM 形成
の初期（～7d）を含めた各期間において、各種選択的阻害剤（BMP, TGF, Wnt阻害剤等）、Wnt
活性化剤、成長因子(BMP, TGF,レチノイン酸(RA)等)の添加実験を行い、顕微鏡観察による SEAM
形成の状態観察、定量的 PCR、FACS、免疫染色による分化細胞の同定を行いその効果を検証する。
また細胞分化の中でも特に、同じ表面外胚葉に由来する角膜上皮とそれ以外の上皮（皮膚上皮な
ど）との発生分岐についても検討する。 
②角膜上皮発生に及ぼす足場 ECM 条件の影響に関する検討 
ラミニンアイソフォーム E8-fragment（ラミニン 111, 211, 332, 411, 511；研究協力者の

関口より供給）、その他 ECM（Matrigel, Vitronectin 等）を用いて培養皿にコーティングを行
い、その上で SEAM 形成実験を行う。必要に応じてコーティング濃度の検討および ECMの組み合
わせも検討する。①と同じく、SEAM形成の状態、定量的 PCR、免疫染色および FACS による角膜
上皮発生を指標として、角膜上皮誘導に必須な ECM、特にラミニンアイソフォームを探索する。
ラミニンアイソフォームの違いにより分化指向性の差異が認められる場合には、各アイソフォ
ームによる下流の特異的シグナル伝達の有無を重点的に探索し、さらに、角膜上皮発生に寄与す
るシグナル伝達経路の探索を行う。また、各アイソフォームが示す分化方向性を解析すると同時
に、マウスの発生期眼球における各アイソフォームの発現パターンを免疫染色法で比較検討す
ることにより、生体の角膜上皮発生に重要な ECM 等を決定する。 
③角膜上皮系列以外の分化誘導機構に関する検討 
①②の研究項目が達成された場合には、角膜上皮以外の眼細胞の分化機構に関する研究に着

手することにより、眼球全体の発生の理解を深める。特に角膜上皮と発生学的起源が同じである
結膜上皮や角膜発生に重要な役割を果たす神経堤細胞の発生について検討を行う。 
 
４．研究成果 
①角膜上皮発生に及ぼす選択的阻害剤および成長因子の添加の影響 
まず初めに、角膜上皮を含む表皮外胚葉系列細胞の
標識のため p63 遺伝子の下流に EGFPを導入した
p63-EGFP KI iPS 細胞株を樹立した。樹立した p63-
EGFP KI iPS 細胞は蛍光顕微鏡下で表面外胚葉領域
である中央から 3番目の領域（zone-3）が蛍光標識
されることを確認した（図 5, Kobayashi Y, Hayashi 

R et al. Stem Cell Res 2017）。 
樹立した KI iPS細胞株を用いた、分化誘導初期

（10d）における各種シグナル阻害剤を用いた実験結
果により、BMP阻害（LDN; LDN193189）、TGF阻害（SB; SB431542）もしくは WNT活性化(C; 
CHIR 99021)によって SEAM形成および p63 陽性表面外胚葉細胞への分化が強く阻害され、RA処
理により増大した（図 6 ）。特に BMPシグナル阻害では zone-3の角膜上皮領域が選択的に消失
した。一方で、
その中でも角膜
上皮原基である
（PAX6+/p63+）
細胞は、BMP 阻
害もしくは RA添
加によって強く
抑制された。
BMP4自体の添加
による影響はほ
とんど見られなかった。このことから、内在的な BMPシグナルが角膜上皮の発生に特に重要で
あることが明らかとなり、RAは PAX6陰性の表皮細胞の分化に重要であったが、角膜上皮原基
の発生にはむしろ抑制的に働くことが明らかとなった（図 7）。またこれらの発生分岐は比較的
早い時期に起きている可能性が示唆された。 

図 5. p63-EGFP KI iPS 細胞株の樹立 

図 6. 阻害剤の表面外胚葉分化への影響 図 7. 阻害剤の角膜上皮原基分化への影響 



これまでの阻害剤添加実験の結果か
らは、WNTシグナルの活性化は角膜上
皮発生を完全に阻害し、IWP2(I)など
WNT活性の阻害剤はむしろ角膜上皮原
基の誘導を促進することを見出した。
さらに、IWP2と BMP4を併せて添加し
た場合においてより強い角膜上皮原基
の誘導効果が認められた。次に、実際
の角膜発生において WNTシグナル阻害
に関与すると考えられる分子について
の探索を行った。WNTシグナル阻害分
子として、SFRPs, DKKs, WISE, WIF1 等
の初期 SEAM の各領域における発現を定
量的 PCR にて確認したところ、SFRP2お
よび DKK1が SEAMの中央部～中間部の
神経外胚葉領域に強く発現していた
（図 8）。また、ELISA によりこれらの
タンパク質は実際に SEAM培養の上清中
に産生されていることを確認した。そ
こで、SFRP2 および DKK1に対する中和
抗体の添加による角膜上皮原基誘導の
効果について検討したところ、それぞれ単独および組み合わせで有意な角膜上皮発生の抑制効
果を示した（図 9）。以上のことから、角膜上皮原基の発生は近傍の神経外胚葉由来細胞より産
生される BMP や SFRP2、DKK1 等により制御されていることが示唆された。 
 
②角膜上皮発生に及ぼす足場 ECM 条件の影響に関する検討 
ECMに関しては、ラミニンの各アイ

ソフォーム（111, 211, 332, 411,  
511）E8フラグメントおよび
Matrigel, Vitronectin をコーティ
ングした培養皿上で、SEAM法による
眼細胞分化を行った。その結果、標
準使用するラミニン 511上では、多
系統の眼細胞を含む典型的な多帯状
コロニーが形成されるのに対して、
他の ECM ではいずれも典型的な分化
形態を示さないことが明らかとなっ
た(図 10)。さらに興味深いことに、
分化誘導を 12週間まで継続し角膜
上皮細胞への分化誘導効率を FACSにより調べたところ、ラミ
ニン 511 および 332を用いた場合でのみ高い誘導効率を示し、
その誘導効率はラミニン 332 の方が高いことが示された（図
11）。そこで生体の眼発生においてどのようなラミニンアイソ
フォームが発現しているのかについてマウス胎児を用いた眼球
組織の免疫染色を実施した。その結果、E15.5 角膜上皮には主
にラミニンα３鎖、α５鎖が高発現しており、α3鎖は角膜上
皮をはじめ結膜、表皮等の重層上皮組織に特異的であった（図
12）。以上の結果より、少なくとも角膜上皮発生には、発生期
角膜において実際に発現しているラミ
ニンアイソフォームがその分化を促進
することが示唆された。また、ラミニ
ン 511は角膜上皮を含む眼細胞全体に
広く発現していることから、典型的な 4
領域を有する SEAM 形成はラミニン 511
上でのみ誘導される理由として、眼細
胞への広い発現分布が関与していると
考えられた。 
次に SEAM中に誘導される同心円状の

帯状領域がいかにして形成されるかに
ついての検討を行った。まずコロニー

図 8. WNT 阻害分子 SFRP2, DKK1 の初期 SEAM内での発現 

図 9. DKK1および

SFRP2 中和抗体の添加

による表面外胚葉

(p63+)および角膜上皮

原基(p63+/PAX6+)の

発生に対する効果 
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図 10. 足場 ECM（ラミニンアソフォーム, Matrigel Vitronectin）の

SEAM 形成に及ぼす影響（分化誘導 6 週間） 
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図 11. 角膜上皮への分化誘導効率 
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内における神経外胚葉・表面外胚葉分
化について調べたところ、強いインテ
グリン結合能を有するラミニン 511 上
においては、コロニー内部において、
中央部（推定 zone-1,2）での神経外胚
葉分化と周辺部(推定 zone-3,4)での表
面外胚葉分化という、2方向性分化が起
きており、このことが初期 SEAM形成の
重要なイベントであることが示唆され
た。一方、その他のインテグリン結合
能が比較的低いラミニンアイソフォー
ム（332や 211）ではこのような 2 方向
性の分化が起きにくく、特にラミニン
332は上皮、211は神経堤分化が選択的
に誘導された。ラミニン 511 上での iPS
細胞コロニーの状態を詳細に調べたと
ころ、ラミニン 511のインテグリンへ
の強い結合能により、コロニー内の細
胞密度と機械的圧力の偏りにより生じ
ることを明らかとした（図 13）。これに
より機械的刺激（圧力）を感知する転
写共役因子 YAP タンパク質の局在変化
が生じ、YAP が核外移行するコロニー中
央部では主に神経分化が、YAPが核内に
留まる周辺部では主に上皮分化が引き
起こされると考えられた（図 14）。一方
ラミニン 332の場合はコロニー全体で細胞密度は比較的均一でかつ低く、結果として YAP は核
内に留まり、上皮細胞への分化が促進された。以上の結果より、眼全体の発生を模倣する SEAM
の誘導には眼組織に広く発現し、かつ、強いインテグリンとの結合能を有するラミニン 511が
必須であるが、角膜上皮細胞を含む上皮系列の細胞の誘導には、上皮細胞に特異的に発現し、
インテグリン結合能が中程度のラミニン 332が有効であると考えられた(Shibata S, Hayashi R et 

al. Cell Rep. 2018)。 
 
③角膜上皮系列以外の分化誘導機構に関する検討 

角膜上皮発生に関連する結膜上皮や神経堤への発
生機構に関する研究にも着手した。角膜上皮と同様
に眼表面外胚葉に由来する結膜上皮ではあるが、通
常の SEAM法においてその発生は抑制されている。
そこで SEAM を眼発生モデルとしてその発生分岐に
関わる因子について検討したところ、角膜上皮の分
化は KGF で促進され、結膜上皮はむしろ EGF等によ
り誘導が促進された。また神経堤については、眼
神経堤マーカーPITX2 を EGFP で標識した PITX2-
EGFPノックイン iPS細胞株を樹立することに成功し（Okubo T, Hayashi R et al. J. Biol. Chem. 

2020）、本細胞株を用いることで眼神経堤細胞の誘導を可視化し、その誘導条件を検討すること
が容易となった（図 15）。 
以上の結果より、角膜上皮の初期発生においては、液性因子としては BMP シグナルならびに

SFRP2, DKK 等による WNTシグナル阻害が重要であり、足場 ECMとしては適度なインテグリン親
和性を有するラミニンアイソフォームの存在とそれに由来する YAP シグナリングが重要である
ことが分かった。さらには角膜上皮だけでなく同じ表面外胚葉に由来する結膜上皮細胞や眼神
経堤の発生に重要なシグナルの一部が明らかとなった。 
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図 13. ラミニン 332, 511 上の分化初期 iPS コロニー内の細胞密度 
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