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研究成果の概要（和文）： 
難治性眼疾患に対する再生医療の実践のため、我々はセルソースとして眼組織幹細胞を検討し

た。網膜再生医療において、ヒト網膜幹細胞から Chx10VP16・Crx,・Otx2 の共発現が、最も

効率良く網膜視細胞へ分化誘導することを示した。本結果は StemCells(Inoue.T, et al. 2009)
に報告した。角膜再生においては、細胞シート移植実験を確立するためのフィーダー細胞の開

発を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
For clinical application of regenerative medicine against severe ocular diseases, we 
investigated the ocular tissue-specific stem cells as a cell source for the target cells. We 
shown that modulation of retinal transcription factor gene expression in human RSCs 
greatly enriches for photoreceptor progeny, and that strong enrichment was obtained with 
the combined transduction of OTX2 and CRX together with the modulation of CHX10. 
These results were published on Stem Cells 2010;28:489-500. In corneal regeneration 
therapy, we investigated the feeder cells for the cultivated cell sheet transplantation. 
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１．研究開始当初の背景 
眼科領域において遺伝性網膜変性疾患、外傷、
加齢性黄斑変性症などにおける視細胞や網

膜色素上皮細胞の変性、緑内障における網膜
節細胞の変性、水疱性角膜症における角膜内
皮細胞らの変性・減少は各疾患群における病
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態の根本原因をなしているが、それら眼組織
固有細胞の減少に対する有効な治療は存在
せず、新しい治療法の開発が望まれていた。 
２．研究の目的 
目的の特異的機能細胞への分化を自在にコン
トロールし、用途に応じた網膜および角膜細
胞の産生を可能にし、ヒト網膜再生医療およ
び角膜再生医療への臨床応用を目的とした。 
３．研究の方法 
網膜再生医療に関しては、ヒト毛様体に存在
するヒト網膜幹細胞の単離・性質評価を検討
した。続いて、効率よい視細胞への分化のた
め、網膜発生における細胞分化運命に関与す
ることが示されている転写因子群を強制発
現するレンチウイルスを作成し、網膜幹細胞
に各々の因子を強制発現させて in vitro の分
化アッセイにて、視細胞分化に影響を与える
活性のある因子およびその組み合わせをリ
アルタイム PCR や免疫染色を用いてスクリ
ーニングした。さらに、得られた誘導条件に
てヒト成体網膜幹細胞を分化誘導させた娘
細胞を生体眼に移植し、生体内での分化率に
よって in vivo における役割の解明および失
明モデルへの移植後の視機能の評価を電気
学的（網膜電図）・行動学的（視運動試験）
に検討した。角膜再生医療に関しては、角膜
上皮や角膜内皮を効率よくシート状に得る
ためのフィーダー細胞を用いた培養系を検
討した。 
４．研究成果 
・視細胞分化に効率的に働く因子の決定 
視細胞発生分化に影響を与える因子群とし
て、まず網膜前駆細胞のマーカーである
CHX10 に着目して、 CHX10 のドミネガフォー
ムである CHX10VP16 を作成した（図１A）。
CHX10VP16 は in vitro にて CHX10 と逆の転写
活性を示しドミネガフォームの機能を有し
ていることが証明された（図１B,C）。幹細胞
への導入効率を考慮して、レンチウイルスベ
クターに CHX10,CHX10VP16をはじめとする因
子を組み込んで、網膜幹細胞に因子強制発現
させる系を使用した（図１D）。網膜幹細胞に
CHX10,CHX10VP16 を強制発現させ、分化アッ
セイにて評価すると、CHX10 は未分化維持に
働き、CHX10VP16 は最終分化、特に視細胞分
化を促進した（図１E,F）。次に網膜発生分化
に重要な役割を与えることが報告されてい
る因子（CRX, OTX2, NRL, NEUROD, RAX, NGN2, 
MASH1）が網膜視細胞分化に与える影響を検
討した。その結果、CRX と OTX2 が視細胞分化
を促進した（図 2A）。これらより CHX10VP16, 
OTX2, CRX の３因子は単独で視細胞分化を促
進するが、各々の相乗効果を期待してそれら
の組み合わせを検討した。その結果、
CHX10VP16, OTX2, CRX の３因子を同時強制発
現させた hRSC が最も効率的に視細胞へと分
化した（図 2B,C）。網膜視細胞発生における

これら 3 因子の相互関係を検討した。
CHX10VP16 を強制発現させた hRSC にて OTX2
発現量を定量したところ、有意に OTX2 発現
が亢進した。逆に、OTX2 を強制発現させた
hRSCにてはCHX10発現量に変化は認めなかっ
た（図３A,B）。これより CHX10 が OTX2 に発
現調節を行う可能性が示唆された。次に、ク
ロマチン免疫沈降法にて CHX10 が OTX2 プロ
モーター領域に結合し（図 3C,D）、ルシフェ
ラーゼアッセイにて特定の領域（CHX10BA）
に CHX10 が結合すると OTX2 の発現量が低下
することが示された（図 3C,E）。これらより
CHX10はOTX2を転写レベルで発現抑制する可
能性が示された。 
・遺伝子導入 hRSC の生体網膜への移植 
遺伝子導入 hRSC を生体マウス網膜に硝子体
内注射により移植したところ、遺伝子導入
hRSC（CHX10VP16・OTX2・CRX 共発現）はコン
トロールに比較して、有意なホスト網膜内へ
の生着・視細胞分化が認められた（図４A、B）。
また、網膜変性モデル網膜（トランスデュー
シンミュータントマウス）への遺伝子導入
RSC 移植によって網膜電図によって電気生理
学的評価を施行した結果、低い flash 
intensity の領域において、電気生理学的回
復がコントロールに比較して有意に認めら
れた（図４C）。また、同様のモデルで視運動
試験を用いて行動学的検討をした結果、最小
空間周波数が移植眼において有意に高値で
あ っ た （ 図 ４ D ）。 こ れ ら よ り
CHX10VP16/OTX2/CRX 遺伝子導入 hRSC は生体
眼において、有意に生着・視細胞分化し、機
能的にも電気生理学的・行動学的活性を示す
ことが示された。 
・角膜再生医療に用いるフィーダー細胞樹立 
移植目的とする角膜上皮細胞に解剖学的に
接するヒト細胞由来フィーダー細胞の樹立
を目的として、USA アイバンクより購入した
人眼より角膜実質細胞を培養した。しかし、
継代培養が８代までと細胞源の増殖に限界
があり、必要数の保存が困難であるため、不
死 化 遺 伝 子 human-derived teromerase 
reverse transcriptase gene (hTERT)を角膜
実質細胞に導入したところ、50 代以上の継代
培養が可能になり、必要十分な細胞数の確保 
と凍結保存が可能になった。機能評価を今後
施行の予定である。 
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