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研究成果の概要（和文）：本研究では多能性幹細胞由来のオルガノイドを用いて、眼発生におけるサイトカイン
や足場ECM等の周辺環境の影響を解明することを目的とした。多能性幹細胞由来眼オルガノイドを用いた検討を
行ったところ、眼表面外胚葉の誘導にはYAP活性化が必要であると同時に、BMPシグナルと神経外胚葉から分泌さ
れるWNT阻害因子が必要であることを明らかとした。一方で網膜等の神経外胚葉の分化にはYAP不活性化が重要な
プロセスであることが示唆された。また多能性幹細胞から涙腺オルガノイドが誘導可能であることを初めて示
し、その初期には転写因子のBARX2、足場環境としてのマトリゲルおよびEGFRシグナルが重要であることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the effects of cytokines, 
scaffolds and the surrounding environment on ocular development using pluripotent stem cell-derived 
organoids. Using pluripotent stem cell-derived ocular organoids, we found that the activation of 
YAP/TAZ signalling is required for the induction of ocular surface ectoderm such as corneal 
epithelium, and that BMP signalling and WNT inhibitory factors secreted from the neuroectoderm are 
also required. On the other hand, the inactivation of YAP/TAZ signalling was suggested to be an 
important process for the differentiation of neural ectoderm such as the retina. We also 
demonstrated for the first time that lacrimal gland organoids can be generated from human 
pluripotent stem cells, and that the transcription factor BARX2, Matrigel as a scaffold, and EGFR 
signalling are important in the early stage of lacrimal gland organoids generation.

研究分野：再生医学、幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりこれまで詳細に理解されていなかったヒト眼発生とくに角膜や結膜上皮の発生機構を明らかにする
ことができた。さらにはこれまで報告のなかった、3次元のヒト涙腺オルガノイドを世界で初めて作製すること
に成功した（Hayashi R et al. Nature 2022）。本研究成果によりヒトの眼発生機構が明らかになっただけでな
く、サイトカインや足場環境を調整することにより、多能性幹細胞から効率よく目的の眼細胞を誘導することが
可能になり、再生医療や薬剤スクリーニング分野の発展に貢献できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
我々はヒト多能性幹細胞を用いて、角膜上皮や網膜などの眼細胞が、細胞自律的に規則正しい
配向で誘導される外胚葉性多帯状コロニー（SEAM; Self-formed Ectodermal Autonomous Multi-
zone）を世界で初めて報告した（図 1）（Hayashi R. et al. Nature 2016）。 SEAM はヒトの眼発
生を広範囲かつ高度に模倣した in vitro 培養系である。特に角膜上皮についてはその単離およ
び組織再生に成功し（Hayashi R. et al. Nature Protoc. 2017, Sci Rep. 2018）、世界で初め
てのヒト iPS 細胞による角膜再
生医療を実現化した。これを達
成できた要因の一つに、足場と
して LN511E8 というインテグリ
ンと高い親和性を持つ ECM を利
用できたことにより、in vitro
で多系統の眼細胞を協調的かつ
細胞自律的にコロニー内部に誘
導可能であった点である。実際、
インテグリン結合能の低い他の
ラミニンアイソフォーム
（LN111,211,411 など）を足場
として用いた場合においては、
角膜上皮をはじめ制御された眼
細胞の誘導ができなかったこと
から、我々は少なくとも角膜上皮などの眼表面外胚葉や網膜などの神経外胚葉の発生には細胞-
ECM 間の比較的強い結合が必要であると考えた。LN511E8 と比較してやや弱いインテグリン結合
能を有するラミニン LN332E8 においては、角膜上皮分化がむしろ促進され、非常に弱いインテグ
リン結合能しか持たない LN211E8 の場合は、角膜,網膜ともに誘導されず神経堤が選択的に誘導
された。さらに、この分化指向性は主に足場を介して伝達される YAP/TAZ シグナリングが関与し
ていることを見出した（Shibata S, Hayashi R et al. Cell Rep. 2018）。一方、広範囲な誘導
が可能な LN511E8 を用いた SEAM 法であっても、眼神経堤に由来する角膜実質、強膜や、眼表面
外胚葉に由来する結膜上皮、結膜杯細胞や腺組織は明確に誘導されず、完全な眼発生を達成でき
ていない。これは SEAM 法が細胞自律的な分化を基盤とした培養法であるがために、各眼細胞の
発生に必要なサイトカインやシグナル伝達が不明なままであることも一因である。また、SEAM に
おいて誘導が困難な眼組織の特徴としては、角膜上皮などと比較して柔らかい足場上で発生す
る組織（結膜など）や、足場依存性の低い立体的な組織（涙腺組織、神経堤由来組織等）が挙げ
られた。これらのことから、各眼組織の発生には、様々なサイトカイン等のシグナルに加えて、
適切な足場環境からの機械的刺激が関与しており、その刺激は YAP/TAZ シグナリング等を介し
て種々の分化シグナル伝達に変換され、それにより組織発生の指向性が変化するのではないか
と考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト多能性幹細胞由来 SEAM をヒト眼球発生
モデルとして用いて発生とサイトカイン、足場 ECMの関係、
特に足場を介して伝わる機械的刺激（YAP/TAZ シグナリング
等）等に着目し、それらが眼発生に及ぼす影響を明らかにして、
様々な眼細胞系列の発生を in vitroで再現することを目的とす
る（図 2）。 
 
３．研究の方法 
・レポーターノックイン iPS 細胞を用いた解析 
 多能性幹細胞（ヒト iPS 細胞）由来 SEAM を用いた実験にお
いて、特定に細胞系譜を観察、単離、解析を容易にするために、
上皮系細胞（TP63）や眼神経堤細胞（PITX2）系譜を標識可能な
レポーターノックイン iPS 細胞の樹立と解析を行った。SEAM 法
に基づく眼表面上皮、神経堤系列への分化培養を行い、蛍光顕
微鏡による観察ならびに FACS による目的細胞の単離、解析を
行った。 
・SEAM の RNA-seq 解析 
 SEAM に出現する各細胞領域を顕微鏡下で物理的に分離し（中
央、中間、周辺部）、回収した total RNA を用いて RNA-seq に
よる網羅的遺伝子発現解析を行った。各眼細胞領域における分
化マーカー、サイトカインならびに YAP/TAZ シグナルや ECM に関連する遺伝子発現について調



べた。 
・SEAM を用いた眼細胞分化の誘導 
 上述のレポーターiPS 細胞を用いた解析や RNA-seq の結果に基づき、これまでに誘導が困難で
あった細胞種について培養条件を最適化しその誘導を試みた。特に結膜上皮、涙腺、眼神経堤等
を中心に検討を行った。 
 
４．研究成果 
・レポーターノックイン iPS 細胞を用いた解析 
初めに、以前に作製し
た上皮細胞系譜のマー
カーであるTP63に対し
てEGFPレポーター遺伝
子をノックインした
iPS 細胞株（TP63-EGFP 
KI iPS 細胞株）を用い
た 解 析 を 行 っ た
（ Kobayashi Y, 
Hayashi R, et al. 
Stem Cell Res 2020）。
本レポーターノックイ
ン iPS 細胞株を用いた
SEAM 培養を行い、様々
な培養条件において初
期眼表面上皮発生につ
いて調べたところ、
BMP4 の添加および WNT
阻害によりその誘導効
率が有意に増加し、BMP 阻害、TGFB 阻害、WNT 活性化、レ
チノイン酸により有意に減少することが明らかとなった
（図 3）。レチノイン酸は上皮細胞の分化自体は促進する
ものの、眼表面上皮の誘導においてはむしろ抑制因子と
して寄与することも明らかとなった。さらに、BMP 活性
化と WNT 阻害により相乗的に眼表面上皮細胞の誘導が促
進されることを明らかとした。そこで WNT 阻害分子の遺
伝子発現について SEAM 内の各領域における発現を調べ
たところ、SFRP2 および DKK1 が主要な WNT 阻害分子とし
て主に神経や網膜領域(コロニー中央から中間部)におい
て高発現していた。実際にこれらの分子が眼表面上皮発
生に寄与するかについてそれぞれの分子に対する中和抗
体を用いた SEAM 誘導実験を行ったところ、各中和抗体の
添加により、上皮系細胞の誘導が有意に抑制されることを明らかとした（図４）。またこの初期
SEAM においてインテグリン結合に寄与するラミニンα鎖のアイソフォーム発現（α1-5）を調べ
たところ、全てのアイソフォームは上皮細胞が誘導される周辺部で高く、中央部で低い発現を示
した。以上のヒト眼発生のモデル SEAM
を用いた実験結果より、ヒト眼発生にお
いては、神経外胚葉より分泌される
SFRP2/DKK1 等の WNT 阻害分子ならびに
表皮外胚葉より分泌される BMP やラミ
ニンにより上皮/神経分化が調節されて
いることが示された。 
 次に眼発生における神経堤分化を調
べるために同様に眼神経堤マーカーで
あるPITX2にレポーター遺伝子をノック
インした iPS 細胞株（PITX2-EGFP KI iPS
細胞株）の樹立を試みた（Okubo T, 
Hayashi R et al. J. Biol. Chem. 
2020）。スクリーニングの結果、PITX2 遺
伝子に正確な部位に 2A ペプチドを介し
て EGFP が導入されたレポーターiPS 細
胞株（クローン 8-2）を得ることに成功
した。樹立したヒト iPS 細胞株は正常な
多能性幹細胞同様に多能性マーカーの
発現と多分化能を有していることを確

図 3. SEAM誘導における阻害剤等の眼表面上皮発生に対する影響 
a: 各種阻害剤を添加し、眼表面上皮の誘導比率（LDN(L):BMP 阻
害, SB: TGFB阻害, RA:レチノイン酸, JI8:JNK阻害, IWP2(I): WNT
阻害, CHIR: WNT活性化） 
b: WNT 阻害剤（IWP2)と BMP4 を添加した SEAM における眼表
面上皮（PAX6+/TP63+） 

図 4. DKK1, SFRP2 中和抗体によ
る眼表面上皮分化の抑制 

図 5. SEAM法による眼神経堤細胞の分化誘導 
a, b: 分化誘導後のレポーター遺伝子ノックイン
iPS細胞の顕微鏡観察と FACS解析 
c: FACS で単離した EGFP 陽性細胞の眼周囲神経
堤マーカーの遺伝子発現 



認した。次に眼神経堤細胞の誘導について検討を行ったところ、既存の神経堤分化で使用される
BMP と WNT 活性化による誘導法により PIXT2 陽性細胞が誘導され、FACS により EGFP 陽性細胞と
して単離することが可能であった。しかし FACS により単離した PIXT2 陽性細胞の遺伝子発現を
調べたところ、PITX2, EGFP の発現は見られたものの、眼周囲神経堤マーカーである FOXC2, p75, 
LMX2 の発現は認められなかった。一方で、SEAM 法をベースとした分化誘導法を実施した場合に
おいては、約 2週間で SEAM の 2 番目の領域（zone-2）に EGFP 陽性細胞が出現し、それらを FACS
で単離し、遺伝子発現マーカーを調べたところ、EGFP 陽性細胞において PITX2, EGFP, FOXC1 に
加えて、FOXC2, p75, LMX2, TFAP2B が発現していた。さらに興味深いことに、この細胞集団に
は角膜内皮等の眼周囲神経堤由来組織の分化マーカーである COL8A1, COL8A2 も発現していた
（図５）。以上の結果より、ヒト眼神経堤発生を可視化可能なノックイン iPS 細胞の樹立に成功
し、眼神経堤の発生は一般的な神経堤の誘導因子である WNT や BMP 活性とは異なる機序が関与
していることが示唆された。 
 
・結膜上皮細胞の誘導 
上述のように初期眼表面上皮の誘導機構を明らかにしてきたが、発生学的には眼表面上皮は
さらに分岐し、角膜上皮、結膜上皮、涙腺に分化すると考えられている。しかし、これらの発生
分岐機構は不明であった。我々は SEAM を用いた培養系を用いることで、KGF（FGF7）が濃度依存
的に眼表面上皮から角膜上皮分化を促進することを見出した。一方で、この KGF 添加により分化
誘導系においては実質的に結膜上皮細胞が誘導されなかったことから、我々は結膜上皮分化に
寄与する因子について探索を行った。その結果、結膜上皮（前駆）細胞の誘導においては、EGF
や TGFA など EGFR シグナルの活性化因子が重要であることを見出した（Nomi K, Hayashi R et 
al. Cell Rep. 2021）。
SEAMにおいて角結膜上
皮の分岐が発生しうる
と考えられる分化 4 週
の時点で KGF の代わり
に EGF を添加すること
で、KRT12陽性の角膜上
皮細胞の分化が抑制さ
れ、推定結膜上皮前駆
細胞画分（SSEA4 弱陽
性, ITGB4 陽性）にお
いてコロニー形成細胞
が認められた。これら
の細胞を単離し、EGFも
しくは KGF を用いて成
熟分化培養を行ったと
ころ、KGFを添加した場
合でのみ結膜上皮細胞に加えて MUC5AC 陽性の結膜杯細胞が誘導された。つまり、眼表面上皮か
らの結膜上皮前駆細胞誘導に EGF が、前駆細胞から分化細胞である杯細胞への分化には KGF が
必要であることが初めて示された(図６) 。以上の結果より、ヒト眼発生モデルにおいて、眼表
面上皮からの角膜と結膜系列への分岐に KGF/EGF シグナルが重要な役割を果たしていること明
らかとなった。 
 
・涙腺オルガノイドの分化誘導 
涙腺は角結膜と同様に眼表面上皮に由来する
と考えられているが、その分岐機構についての詳
細は不明である。しかし組織学的には結膜上皮の
派生物とみることが出来ることから、上述の SEAM
による結膜上皮分化誘導を検討したところ、涙腺
やその原基の発生を確認することが出来なかっ
た。そこで、涙腺分化誘導について検討を行った
ところ、角膜上皮の分化に使用する KGF を添加し
た場合に、SEAM の眼表面上皮領域（zone-3）にお
いて腺様の細胞クラスターが出現することを確
認した（Hayashi R et al. Nature 2022, 図 7）。
この腺様細胞クラスターを免疫染色したところ、
涙腺マーカーである PAX6, SOX9 を発現しており、
さらにこれらの細胞クラスターを顕微鏡下で単

図 6. ヒト多能性幹細胞からの結膜上皮, 結膜杯細胞への分化誘導 

図 7. ヒト iPS細胞からの涙腺原基の単
離とマトリゲル内 3D培養 



離し、マトリゲル内にお
いて EGF, Y-27632 存在下
で 3 次元培養することで
budding, branching を生
じ、涙腺様組織の形態を
示すことが分かった。作
製した腺様組織について
免疫染色を行ったとこ
ろ、PAX6, SOX9, AQP5 等
の涙腺マーカーを発現
し、フォルスコリン刺激
による swelling assay の結果、swelling が生じたことから、このオルガノイドは一定の機能を
有する“涙腺オルガノイド”であると考えらえた（図 8）。次にこの SEAM 内の涙腺前駆細胞の特
定のために FACS を行ったところ、角膜上皮前駆細胞と同じ画分（CD200 陰性, ITGB4 陽性, SSEA4
陽性）に存在することが
明らかとなった。さらに
単離した前駆細胞を低密
度で培養したところ、形
態的に大別してドーム型
とフラット型の 2 種類の
コロニーが形成され、培
養時間の経過とともにフ
ラット型に移行していく
が、ドーム型コロニーで
のみ涙腺オルガノイドを
誘導可能で、フラット型
は角膜上皮細胞へ分化す
ることが明らかとなっ
た。さらにそれぞれのコ
ロニーについて RNA-seq
を行ったところ、フラッ
ト型では CTGF, CYR61 等
の YAP 下流遺伝子が高発
現しており、ドーム型で
はBARX2やSOX9などの腺
発生に関する転写因子を
高発現していた。BARX2に
ついては、その遺伝子発
現のノックダウンにより
涙腺オルガノイド形成能
が著しく低下することを明らかにした(図 9)。このことから、FACS 単離時においては、BARX2 陽
性で角膜上皮、涙腺への多分化能を有する角膜涙腺原基（ドーム型）が存在しているが、平面培
養の継続により涙腺分化能は失われ角膜上皮前駆細胞（フラット型）へと分化していくと考えら
れた。以上の結果より、涙腺は眼表面上皮系列の中でも角膜上皮と同じ原基より発生すると考
えられ、その分岐においては足場依存的な平面環境による YAP 活性化が角膜上皮方向に、足場
依存性が低下する 3 次元環境においては YAP シグナルの活性が低下し、涙腺への分化が促進さ
れると考えられた。このことは、実際の in vivo 眼発生において涙腺発生が角膜周辺部におけ
る陥入により開始されること、角膜上皮は角膜実質上の平面環境に維持されることと良く関連
していると推測された。 
 
 
 
 
 

図 8. ヒト iPS細胞由来涙腺オルガノイドの特性解析 
左：KRT14, SOX9, AQP5の免疫染色 LightSheet顕微鏡観察 
右：フォルスコリン刺激による swelling assay 

図 9. クローナルアッセイによる眼表面上皮原基の特性解析 
a: FACS で単離した眼表面上皮原基の低密度クローナル培養によ
るドーム, フラット型コロニーの形成と角膜、涙腺への分化誘導 
b: ドーム, フラット型コロニーの RNA-seq解析 
c: BARX2の siRNAによるノックダウンと涙腺分化への影響 
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