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研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・眼科学 

キーワード：眼発生・再生医学 

 

１．研究計画の概要 
眼科的疾患(主に網膜変性疾患)に対する

細胞移植・再生治療の開発の一環として移植
細胞の供給源の開発を行う。すなわちマウス
においてレトロウィルスによる遺伝子導入
により体細胞から未分化増殖能・分化多能性
を持つように誘導された人工多能性幹細胞
(induced pluripotent stem cells, 以下 iPS
細胞と略)から網膜を構成する細胞、特に網
膜変性疾患において移植細胞の供給が必要
となる網膜視細胞への分化誘導の研究、およ
び分化誘導で得られた細胞が眼内への細胞
移植後に視機能の維持・再生に有効かどうか
の検証実験を行う。 
 

２．研究の進捗状況 
 人工多能性幹(iPS)細胞を用いて網膜細胞
の分化誘導を試みるという目的に対して、ES
細胞からの網膜細胞の分化誘導に用いた方
法を応用して分化誘導を行った。マウス iPS
細胞からの分化誘導は、未分化 iPS 細胞をフ
ィーダー細胞と分離して無血清培地中で浮
遊培養を 9日間行い、その間、培地に Wnt お
よび Nodal シグナルの阻害薬を加えた。その
後接着培養を行い、約 15 日目に神経網膜の
前駆細胞のマーカーである Rxと Pax6 陽性の
細胞および網膜色素上皮の前駆細胞のマー
カーである Mitf と Pax6 陽性の細胞を免疫細
胞染色および RT-PCR で確認した。さらに分
化開始後約 30 日目にタイトジャンクション
のマーカーである ZO-1 で染色される多角形
状の細胞を確認し、約 45 日目には網膜色素
上皮のマーカーである RPE65 陽性の細胞を確
認した。分化開始 30 日目には視細胞の前駆
細胞のマーカーである Crx陽性の細胞も確認

し、その後から培地にレチノイン酸およびタ
ウリンを添加することにより、視細胞のマー
カーであるリカバリンとロドプシン陽性の
細胞を確認した。同様にヒト iPS 細胞からの
分化誘導は、未分化 iPS 細胞をフィーダー細
胞と分離して無血清培地中で浮遊培養を 20
日間行い、その間、培地に Wnt および Nodal
シグナルの阻害薬を加えた。その後接着培養
を行い、約 40 日目に神経網膜の前駆細胞の
マーカーである Rxと Pax6 陽性の細胞および
網膜色素上皮の前駆細胞のマーカーである
Mitf と Pax6 陽性の細胞を確認した。さらに
分化開始後約 60 日目に色素を有する多角形
の網膜色素上皮様の細胞を確認した。分化開
始 90 日目には視細胞の前駆細胞のマーカー
である Crx 陽性の細胞も確認し、その後から
培地にレチノイン酸およびタウリンを添加
することにより、120 日目には視細胞のマー
カーであるリカバリンとロドプシン陽性の
細胞を確認した。一方で複数の未分化 iPS 細
胞株から同じ方法を用いて分化誘導を行っ
た結果から、iPS 細胞株によって分化誘導の
効率が異なることも確認した。使用した未分
化 iPS 細胞株はレトロウィルスによって 3遺
伝子(OCT3/4, SOX2, KLF4)あるいは 4遺伝子
(OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYC)を導入して作
製されたものであったが、導入された遺伝子
の違いによる分化誘導の効率の差は見られ
なかった。以上の結果から、マウスおよびヒ
ト iPS 細胞から網膜視細胞および色素上皮細
胞が分化誘導されたと考えられ、網膜細胞移
植の細胞源として iPS細胞を利用できる可能
性が示された。iPS 細胞からの網膜細胞の分
化誘導については分化誘導の効率の改善も
課題であるが、細胞株ごとの分化効率にも差
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があるため、患者の自己細胞を用いた細胞治
療の臨床応用に向けては同一患者から作製
した細胞株間での差異も検討する必要があ
ることが示唆された。 
 

３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 

マウスおよびヒト iPS細胞から網膜視細胞
および網膜色素上皮細胞への分化誘導が可
能なことは示された。動物への移植実験につ
いても網膜色素上皮細胞を用いての検討が
進行中である。 
 

４．今後の研究の推進方策 
 iPS 細胞由来の網膜色素上皮細胞について
はモデル動物への移植実験により有効性、安
全性の確認が今後必要である。視細胞につい
ては分化効率を上げる、あるいは純化して濃
縮するなどの条件検討が必要と考えられる。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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